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RESUMEN

El diagndstico molecular, mediante la aplicacion de técnicas molecu-
lares, ha permitido estudiar microorganismos presentes en el inicio y
progresion de la caries dental, enfermedad periodontal, y en los fracasos
endodonticos. Las técnicas moleculares permiten la deteccion y cuan-
tificacion del material genético del acido desoxirribonucleico (DNA),
acido ribonucleico (RNA) o proteinas, lo que posibilita el estudio del
genoma completo o secuencias de DNA especificas. Estas técnicas
surgen como una necesidad de detectar microorganismos de dificil o
lento crecimiento en cultivos; la técnica mas utilizada es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que permite la amplificacion de peque-
nos segmentos de material genético al utilizar cebadores, por lo que es
un método econdmico, preciso, sensible y rapido para la deteccion de
microorganismos. El presente articulo de revision bibliografica servira
para informar sobre los avances de las técnicas moleculares utilizadas
para el diagndstico en la practica odontologica.

Palabras clave: biologia molecular, reaccion en cadena de la polimerasa,
caries dental, periodontitis, endodoncia.

INTRODUCCION

[ diagnéstico molecular esta en constante crecimien-

to gracias al desarrollo de las técnicas moleculares,
que nos han permitido profundizar en la comprensién
de diferentes fenémenos biolégicos, desde identificar la
etiologia de una enfermedad hasta conocer la magnitud
de una infeccion, ya sea de tipo bacteriano o viral.'?

En los Gltimos afos las técnicas moleculares son cada
vez mas seguras y rapidas, han ido incorpordndose pau-
latinamente a la rutina de diagndstico microbioldgico, se
han convertido en una herramienta eficaz en la practica
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ABSTRACT

Molecular diagnosis, through the application of molecular techniques,
has made it possible to study microorganisms present in the onset and
progression of dental caries, periodontal disease, and endodontic

failures. Molecular techniques allow the detection and quantification

of the genetic material of deoxyribonucleic acid (DNA), ribonucleic
acid (RNA) or proteins, allowing the study of the complete genome or
specific DNA sequences, they arise as a need to detect difficult or slow
growing microorganisms in cultures. The most widely used technique is
the polymerase chain reaction (PCR) that allows the amplification of
small segments of genetic material using primers, it is an economical,
precise, sensitive and fast method for the detection of microorganisms.
This bibliographic review article will serve to report on the advances
in molecular techniques used for diagnosis in dental practice.

Keywords: molecular biology, polymerase chain reaction, dental caries,
periodontitis, endodontics.

odontoldgica y han permitido el estudio e identificacion
de comunidades microbianas de la cavidad oral.?

La aplicacion en el diagnéstico odontolégico de técni-
cas moleculares nos ha permitido estudiar la composicion
de la microbiota oral de las bacterias periodontales, ca-
riogénicas y bacterias presentes en el conducto radicular,
y mediante la identificacién de éstas podemos conocer
la etiologia de la enfermedad, asi como establecer un
diagnéstico rapido y eficaz.’?

El objetivo de esta revision bibliogréfica es investigar
los métodos moleculares de diagnéstico aplicados en la
préctica odontolégica, para informar al profesional de la
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odontologia o a los estudiantes en formacién sobre los
avances de las técnicas moleculares utilizadas para el
diagnéstico en la practica odontolégica.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

El diagnéstico molecular, gracias al desarrollo de las técni-
cas moleculares, permite la deteccién y cuantificacion del
material genético del &cido desoxirribonucleico (DNA),
acido ribonucleico (RNA) o proteinas, lo que posibilita el
estudio del genoma completo o secuencias de DNA espe-
cificas.'” Se han desarrollado diversos métodos y técnicas
para el estudio y la identificacién de microorganismos
asociados con caries dental, enfermedad periodontal y
fracasos endodénticos, estos métodos contribuyen a la
deteccién de patégenos de forma rapida y eficaz, por
ende, facilitan su diagndstico.?

CARIES DENTAL

La caries es considerada una enfermedad multifactorial,
que incluye la desmineralizacién y destruccién de los
tejidos duros del diente causados por los acidos que
genera el biofilm de la placa microbiana.* Es una de las
enfermedades de origen infeccioso que se produce por
el desequilibrio de la microbiota oral, lo que provoca
un aumento en la proporcién de bacterias acidégenas y
aciddricas, con un alto indice de prevalencia, por lo que
es uno de los principales problemas de salud pdblica a
nivel mundial, que comienza en la etapa temprana de la
vida y cuya frecuencia e incidencia crece con la edad.*®

Métodos moleculares

Estudios recientes, que han empleado métodos molecu-
lares de identificacion bacteriana, han permitido estudiar

las bacterias que intervienen en el desarrollo y progresion
de la caries dental, y han revelado que las bacterias ca-
riogénicas son complejas y variadas.>* Diversos estudios
moleculares indican que Streptococcus mutans y Strep-
tococcus sobrinus son las especies con mayor prevalencia
asociadas a la caries dental.® Los métodos moleculares
mas utilizados para la deteccion de bacterias cariogénicas
son: reaccion en cadena de la polimerasa y next genera-
tion sequencing.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es una técnica molecular que se basa en la amplificacién
de pequenos segmentos del material genético utilizando
cebadores (partidores o primers).> A partir de un frag-
mento de la regién que se va a amplificar se obtienen
millones de copias de DNA en pocas horas.' La reac-
cion se lleva a cabo mediante la repeticion sucesiva de
un ciclo de tres pasos, en temperaturas diferentes.” La
PCR se caracteriza por su sensibilidad, especificidad,
facilidad de realizar y porque los resultados se obtienen
con mayor rapidez; por ello se considera un método
confiable para la deteccién de patégenos cariogénicos.’
Una desventaja que podemos indicar es que no evalta
otros organismos presentes en las muestras y que no
puedan ser reconocidos por los primers especificamente
utilizados.®”

Singla y colaboradores,® en 2016, detectaron en
muestras de placa dental la presencia de Streptococcus
mutans y Streptococcus sobrinus.®

Toma de muestra: con un explorador dental estéril
se tomaron muestras de placa supragingival del margen
cervical de todos los dientes, luego cada explorador se
coloco en un tubo estéril que contenfa solucién salina
tamponada con fosfato y se transporté en una bolsa de
hielo a 4 °C al laboratorio.?

Tabla 1: Secuencias de primers de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

utilizados para la deteccion de especies bacterianas criogénicas.

Tamafio del
Bacterias Primers (5’-3") amplicon (pb) Condicion de la PCR Referencia
Streptococcus  F:ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG * Desnaturalizacion a 95 °C por 30 s Singla
mutans R: CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC * Hibridacion a 59 °C por 30's Detal
Streptococcus  F: GATAACTACCTGACAGAGCTGACT * Extension a 72 °C por 1 min (2016)°
sobrinus R: AAGCTGCCTTAAGGTAATCACT * Esta amplificacion se repitid por 30 ciclos

« El ciclo final se ejecutd a 72 °C por 5 min
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Tabla 2: Secuencias de primers de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional

utilizados para la deteccion de microorganismos periodontopatogenos.

Tamafio del Condiciones de la

Bacterias Primers (5’-3") amplicon (pb) PCR convencional Referencia
P. gingivalis F: TGTAGATGACTGAAAACC 197 * Desnaturalizacion Mujica T et

R: ACGTCATCCCCACCTTCCTC a 94 °C por 10 min al (2010)"
T. forsythia F: TACAGGGGAATAAAATGAGATACG 745 35 ciclos de:

R: ACGTCATCCCCACCTTCCTC *+ 94°Cpor 30s
T. denticola F: TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 316 *+ 55°C por 30s

R: TACAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA *+72°Cpor 30s

A. actinomycetemcomitans F: ATTGGGGTTTAGCCCTGGTG 360 Extension final a

R: ACGTCATCCCCACCTTCCTC 72 °C por 10 min
F nucleatum F: GGATTTATTGGGCGTAAAGC 167

R: GGCATTCCTACAAATATCTACGAA

Extraccion de DNA: el DNA se extrajo de la muestra
de placa supragingival, se lisaron primero con una solu-
cion de lisis que contenfa lisozima + dodecilsulfato de
sodio (SDS) + NaOH, seguido de la adicién de acetato de
potasio (solucién neutralizante) que precipita las protei-
nas. Luego, el DNA cromos6mico se precipit6 con alcohol
isopropilico y se almacené en tamp6n Tris.®

Para la amplificacién del fragmento de DNA de 517
bp del gen gtf B de Streptococcus mutans, y del fragmento
de DNA de 712 pb del gen gtfl de Streptococcus sobrinus
se utilizaron dos conjuntos de cebadores especificos de
especie sintetizados por Sigma Aldrich, EE.UU. (Tabla 1).8

Los productos obtenidos se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 1.5%. El gel se tiné con bromuro de
etidio y se visualizé con un transiluminador UV,® se puede
reemplazar el bromuro de etidio (mutagénico) por SYBR
Safe DNA Gel Stain.

Next generation sequencing (NGS)

Los métodos NGS permiten analizar una gran cantidad
de genes y secuenciar millones de segmentos de DNA o
ARN, de forma masiva o en paralelo, de una comunidad
de bacterias, las cuales han sido amplificadas previamente
mediante PCR.??10 Al agregar secuencias de pocos nu-
cledtidos al extremo de los fragmentos amplificados es
posible distinguir entre grupos de secuencias provenientes
de distintas muestras y los resultados se obtienen en un
lapso corto."”

Astorga y companeros® presentan un estudio en el
que se observé que Streptococcus mutans, Streptococcus

gordonii, Neisseria, Fusobacterium y Capnocytophaga
predominaban en lesiones de esmalte; Streptococcus y
Prevotella predominaban en lesiones de dentina super-
ficial; existe un incremento de lactobacilos en lesion de
dentina profunda, esta especie juega un rol importante
en la progresion de la lesién, pero no interviene en la
iniciacion de la caries.®

ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal es una afeccién multifactorial
que provoca la destrucciéon continua de los tejidos de
soporte, que implica el desgaste progresivo del hueso
alveolar y, si no se trata correctamente, puede provocar
el aflojamiento y la posterior pérdida de los dientes; es
causada por un microorganismo o un grupo de microor-
ganismos. Existen diferentes especies Gram negativas,
anaerobias estrictas y microaeréfilos que juegan un papel
primordial en el inicio y progresion de la enfermedad
periodontal, cuya identificacion se hace necesaria para
definir la etiologia de la enfermedad y establecer un
tratamiento adecuado.'’"? Las bacterias periodontales
se agrupan en diferentes complejos: amarillo, verde,
naranja y rojo. En el surco gingival de pacientes sanos se
encuentran especies del género Streptococcus y algunos
bacilos Gram negativos anaerobios facultativos, que
forman los complejos amarillo y verde; las bacterias que
forman el complejo naranja son Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum y Parvimonas micra, éstas son
especies asociadas con la inflamacién periodontal; y las
que forman parte del complejo rojo son Porphyromonas
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gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola,
que son las especies més fuertemente asociadas con la
enfermedad periodontal.”"

Métodos moleculares

En las Gltimas décadas se han desarrollado varias técnicas
moleculares que nos han permitido estudiar a las bacterias
periodontales.!” Uno de los métodos moleculares mds
utilizados para la deteccion de bacterias periodontales es
la reaccién en cadena de la polimerasa con sus diferen-
tes variantes como: PCR convencional, PCR multiplex y
PCR en tiempo real.'* !> Estos métodos moleculares son
una alternativa cuando las bacterias son de dificil cultivo
microbiolégico (bacterias anaerobias).

PCR convencional

Es un método cualitativo que permite la amplificacién de
un segmento de interés del DNA, utiliza dos cebadores
especificos para cada patégeno y los resultados de la
amplificacién son visualizados mediante geles de agaro-
sa.'” Como una desventaja podemos mencionar que slo
indica la presencia o ausencia de un fragmento de DNA,
es decir, la presencia o ausencia de un microorganismo.?

Aguilary colegas'® realizaron un estudio de PCR con
el objetivo de detectar la presencia de los microorganis-
mos periodontopatégenos (Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Tannerella forsythia, Fusobacterium
nucleatum y Aggregatibacter actinomycetemcomitans) en

pacientes alcohélicos y fumadores de Loja con periodon-
titis crénica.'®

Toma de muestra: para la toma de muestra se intro-
dujo un cono de papel estéril No. 30 en mesial y distal,
los sitios més profundos de cada paciente, por 20 segun-
dos; después, cada cono de papel se colocé en un tubo
Eppendorf estéril y se enviaron al laboratorio de biologia
molecular para su posterior procesamiento.'®

Extraccion de DNA: el DNA se obtuvo de cada cono
de papel, para ello se procedi6 a lavar cada cono con 100
uL de agua destilada estéril con el objetivo de desprender
las bacterias. Cada muestra se examiné de forma indivi-
dual, para ello se realizé la liberacion del material genético
y la suspensién bacteriana se lisé a 100 °C por 10 min.
Para la identificacion de cada bacteria se amplific6 un
fragmento del gen 765 utilizando los primers especificos
para cada bacteria descritos en la Tabla 2."” Los resultados
fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al
Ty 2%, el gel se tin6 con bromuro de etidio y se visualizé
con un transiluminador UV.™

Reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (QPCR)

La qPCR es una metodologfa que se ha desarrollado para la
deteccién y cuantificacion de copias de DNA en un mismo
paso. Esta técnica es econdmica, precisa, sensible y rdpida
para la identificacion de bacterias.? Para la deteccion de los
fragmentos amplificados, ademas de los reactivos que se
utilizan en la PCR tradicional, es necesario utilizar sondas

Tabla 3: Secuencias de primers de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo

real utilizados para la deteccion de macroorganismos periodontopatégenos.

Tamafio del

Bacterias Primers (5°-3") amplicon (pb)  Condiciones de lagPCR ~ Referencia
P. gingivalis F: AGGCAGCTTGCCATACTGCG 404 pb * Desnaturalizacion a Constantin

R: ACTGTTAGCAACTACCGATGT 95 °Cpor 5 min Cetal
T. forsythia F: GCGTATGTAACCTGCCCGCA 641 pb 40 ciclos de: (2017)2

R: TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT +95°C por 108
T. denticola F: TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 316 pb *55°Cpor5s

R: TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA « 72°Cpor25s

A. actinomycetemcomitans F: AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC 557 pb * Anélisis de fusion de

R: ATGCCAACTTGACGTTAAAT

alta resolucion (HRM)
para controlar el punto
de fusion especifico
de la especie
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Tabla 4: Secuencias de primers de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex

utilizados para la deteccion de microorganismos periodontopatogenos.

Tamafio del Condiciones de la PCR
Bacterias Primers (5’-3") amplicon (pb) multiplex Referencia
A. actinomycetemcomitans  F: AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC 557 * Desnaturalizacion Ashimoto
R: ATGCCAACTTGACGTTAAAT inicial a 95 °C por 2 min Actal
36 ciclos de: (1996)*?
+ 95°Cpor30s
+ 60 °C por 1 min
+ 72 °C por 1 min
* Extension final de 72 °C
por 2 min
P. gingivalis F: AGGCAGCTTGCCATACTGCG 404 + Desnaturalizacion
R: ACTGTTAGCAACTACCGATGT inicial a 95 °C por 2 min
T. denticola F: TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 316 36 ciclos de:
R: TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCA *+ 94°Cpor 30s
T. forsythia F: GCGTATGTAACCTGCCCGCA 641 ¢ 55°C por 1 min

R: TGCTTCAGTGTCAGTTATACT

* 72 °C por 2 min
+ Extension final de 72 °C
por 10 min

con fluoréforo y éstas pueden ser de dos tipos: fluoréforos
con afinidad por el DNA y sondas especificas para frag-
mentos del DNA, que a su vez se pueden dividir en tres
tipos: sondas de hidrolisis, sondas de hibridacién y sondas
de horquilla.'® Una desventaja es que en la cuantificacion
no se diferencia entre células vivas y muertas.® 192

Este método también se ha aplicado para medir el
ndmero de bacterias en enfermedades periodontales en
muestras como saliva y el liquido del surco gingival (GCF,
[liquido crevicular gingivall]), las muestras pueden ser utili-
zadas después de estar almacenadas por mucho tiempo.* "

Constantin y colegas’! realizaron un estudio para de-
tectar bacterias presentes en la enfermedad periodontal.?!

Toma de muestra: las muestras se tomaron del liquido
crevicular gingival utilizando cinco puntas de papel estéri-
les, cada una insertada en una bolsa periodontal diferente
y mantenida alli durante aproximadamente 10 segundos,
las puntas de papel se transportaron a un solo tubo estéril
afin de enviarlas al laboratorio para la extraccion de DNA
y la cuantificacion bacteriana.?!

Extraccion de DNA: el DNA se extrajo segln las
instrucciones de Constantin y colegas.”' Para la identifi-
cacion de cada bacteria se amplificé un fragmento del
gen rRNA (RNA ribosomal) 76S utilizando los siguientes
cebadores (Tabla 3).%!

PCR multiplex (multiplex-polymerase chain reaction)

Esta técnica es utilizada para la deteccion de varios
microorganismos al mismo tiempo, mediante la am-
plificacion de dos o mas segmentos de DNA, y usando
varios pares de cebadores. No se necesita efectuar un
aislamiento de la bacteria ni caracterizacién morfolégica
de estos pat6genos de dificil o lento crecimiento. '
Ashimoto y colaboradores'? realizaron un estudio para
determinar la prevalencia de bacterias periodontopatégenas
en pacientes con periodontitis avanzada y con gingivitis leve,
en este estudio utilizé un método de deteccién de PCR."?
Toma de muestra: los sitios para tomar la muestra
se aislaron con torundas de algoddn vy se retir6 la placa
supragingival. A continuacién, se insertaron puntas de
papel a la profundidad de la periodontitis por 10 segundos
en las tres bolsas periodontales més profundas de cada
paciente. Las puntas de papel se transfirieron a un vial
que contenia liquido de transporte VMGA 11l y se envi6
al laboratorio para su posterior procesamiento.'”
Extraccion de DNA: fue desarrollada segtin lo describe
Ashimoto y companeros.'? La PCR fue desarrollada como
lo describen Saiki y colegas.”?
Los cebadores de PCR utilizados en el estudio fueron
especificos para cada especie (Tabla 4)."?
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ENDODONCIA

Se ha demostrado que las bacterias son los principales
patégenos causantes de los fracasos endodonticos, las
bacterias pueden cruzar el foramen apical a través de los
tejidos apicales, ya sea por extension del area infectada o
como consecuencia de la manipulacién durante la tera-
pia del conducto radicular.?* La mayoria de los fracasos
endoddnticos se deben a la presencia constante de las
bacterias dentro de los conductos radiculares, Enterococ-
cus faecalis es el principal microorganismo que se asocia
con los fracasos de tratamientos endodénticos.”*%>

Enterococcus faecalis es un patégeno oportunista,
que se encuentra en los conductos radiculares donde el
tratamiento endodoéntico ha fallado, tiene la facilidad de
colonizar e infectar los tdbulos dentinarios, por lo que se
considera un problema terapéutico, no pueden ser elimi-
nados durante la limpieza mecénica y quimica, debido a
su resistencia a las sustancias irrigadoras.”®

Se ha reportado la presencia de levaduras del género
Candida, especialmente por Candida albicans dentro de
los conductos radiculares infectados.’* Es considerado
un microorganismo oportunista que penetra hasta el
tejido pulpar y lo vuelve necrético, ademas de favorecer
a infecciones endodénticas, produccion de granulomas,

abscesos periapicales, a la reabsorcién dentinaria externa
y también a los fracasos endodénticos.”®

METODOS MOLECULARES

La aplicacién de métodos moleculares en endodoncia
tiene como objetivo identificar patégenos endodénticos
causantes de enfermedades pulpares y fracasos endodén-
ticos.?” Los métodos moleculares, a través de la extraccion
de acidos nucleicos de bacterias obtenidas del conducto
radicular, han permitido evaluar la eficiencia antibacte-
riana de varios protocolos de preparacién biomecanica
y medicacién intraconducto, mediante la aplicacién de
ensayos moleculares, al caracterizar a los patégenos no
cultivables y establecer la diversidad bacteriana involu-
crada en infecciones endodénticas.'

Diversos estudios demuestran que Candida albicans
y Enterococcus faecalis son resistentes al efecto antimi-
crobiano de varios medicamentos, como el hidroxido de
calcio, y que los métodos convencionales de desinfeccién
no son suficientes para la eliminacion de éstos.?”%%

Para la identificacién de Candida albicans y Entero-
coccus faecalis, las especies mds prevalentes en fracasos
endodénticos, se han empleado diversas técnicas mo-
leculares, de las cuales destaca la técnica molecular de

Tabla 5: Secuencias de primers de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizados

para la deteccion de especies responsables de fracasos endodonticos.

Tamafio del
Bacterias Primers (5’-3) amplicon (pb) Condiciones de la PCR Referencia
F: GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG ¢ Desnaturalizacion a 95 °C Romero-
Candida R: GGTCCGTGTTTCAAGACG 610 por 6 min Salazar DB et
C. albicans F: TGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG 175 30 ciclos de: al (2013)%
R: AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTAITAA * 94°Cpor30s
+ 58°Cpor30s
+ 72°Cpor30s
+ Extension final de 72 °C
por 10 min
Enterococcus F: TACTGACAAACCATTCATGATG 112 ¢ Desnaturalizacion a 94 °C Pupo Setal
R: AACTTCGTCACCAACGCGAAC por 5 min (2014)%
E. faecalis F: ATCAAGTACAGTTAGTCT 941 35 ciclos de:

R: ACGATTCAAAGCTAACTG

* 94.°C por 1 min

¢ 50 °C por 1 min

* 72°C por 2 min

+ Extension final a72 °C
por 5 min
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PCR por su sensibilidad y especificidad; ésta facilita la
identificacién de estos microorganismos.**%>

Romero-Salazar y colegas,?® asi como Pupo y com-
paieros, con el método de PCR detectaron la presencia
de Candida albicans y Enterococcus faecalis en conductos
radiculares con necrosis pulpar.?42

Toma de muestra de Candida albicans: para tomar
la muestra se introdujeron tres puntas de papel absor-
bente en el conducto radicular hasta el tercio apical
por T minuto, cada punta debia estar empapada con el
fluido del conducto, para ser colocadas en un tubo de
ensayo que contenia 3 mL de medio de cultivo de Todd
Hewitt, y finalmente se transportaron al laboratorio para
su procesamiento.?®

Extraccion de DNA: se realiz6 a través de la técnica de
calentamiento-congelamiento, descrita por Baumgartner
y colaboradores,*®y la cantidad de DNA extraido se midié
por espectrofotometria.’’

Toma de muestra de Enterococcus faecalis: para la
toma de muestra se introdujeron puntas de papel No. 15
en el conducto radicular por 20 segundos, cada punta de
papel fue colocada en tubos Eppendorf que contenian
500 pL de solucion buffer TE (Tris-EDTA, pH 8.0) para
ser transportadas al laboratorio.?’

Extraccién de DNA: de las colonias de cultivos
(CHROMagar) de 24 horas se realizé la extraccion del
DNA, las colonias se suspendieron en 500 uL de buffer
TE (1 mM EDTA. 10 mM Tris-HCl-pH 8.0). La suspensién
bacteriana se calent6 a 99 °C por 30 minutos, luego
fue centrifugada a 13,000 rpm durante 15 minutos y
finalmente se utilizaron 5 uL del sobrenadante para las
reacciones de PCR.?? Para la técnica de PCR se utilizaron
dos pares de primers (oligonucleétidos, especificos) para
cada género (Tabla 5).%9
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