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Introduccién: Las enfermedades mitocondriales incluyen un amplio espectro de patologias
muchas de ellas causadas por el compromiso de la cadena respiratoria mitocondrial y por
ende del metabolismo energético.
Objetivo: El propédsito de este articulo es realizar una revisiéon de los cuadros clinicos cau-
sados por mutaciones en los genes implicados en la regulacién y la reparacién de ADN
mitocondrial (ADNmt), con especial énfasis en los genes POLG1 y 2.
Desarrollo: Hasta no hace mucho tiempo, mutaciones en genes nucleares que afectaban
indirectamente el ADNmt estaban vinculadas casi exclusivamente a cuadros severos de
inicio infantil. Sin embargo, tras la descripcién de casos en adultos con formas de herencia
mendeliana o incluso esporddica por mutaciones en genes nucleares implicados en la re-
paracién y control del ADNmt, se ha abierto un nuevo capitulo en la llamada “medicina
mitocondrial”. Las mas destacadas son las producidas en POLG1 dentro de los trastornos
debidos a alteracién en la estabilidad mitocondrial.
Conclusiones: Las mutaciones en el gen POLG1 que codifica para la enzima mitocondrial
POLG v se han convertido en una causa frecuente de mutaciones tanto en niflos como en
pacientes adultos, dando lugar al reconocimiento de fenotipos relativamente especificos.
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Introduction: Mitochondrial diseases include a wide spectrum of disorders, most of them
due to defects of the mitochondrial respiratory chain and therefore impairment of
energetic metabolism.

Objective: The aim of this review is to make an update of the clinical entities related with
mutations in genes involved in regulation and repair of the mitochondrial DNA (mtDNA),
especially POLG1 and POLG2 gene mutations.
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POLG1 and POLG2 genes
POLG vy
SANDO

Discussion: Not long time ago, mutations in nuclear genes which affect indirectly mtDNA,
were exclusively associated with severe infantile-onset diseases. However, since the
description of autosomal dominant or even sporadic mutations in adult cases, a new

chapter in mitochondrial medicine has been developed. POLGI1 mutations became the
most frequent and relevant gene in the so called “disorders due to gene defects altering the

stability of mtDNA”.

Conclusions: POLG1, which encodes for the POLG y mitochondrial enzyme, has become a
frequent cause of mitochondrial diseases, not only in children but also in adults, given

birth to the recognition of specific phenotypes.

© 2010 Sociedad Neurolégica Argentina. Published by Elsevier Espaiia, S.L.

All rights reserved.

Introduccién

La cadena respiratoria yace en la membrana interna de la
mitocondria y tiene por finalidad la produccién de energia a
través de la sintesis de adenosin trifosfato (ATP)1-3. De los 93
genes conocidos que participan en la sintesis de los elemen-
tos constitutivos de la misma, sélo 13 estan sintetizados por
el ADN mitocondrial (ADNmt), siendo el resto dependiente
del ADN nuclear (ADNn). A su vez, todos los componentes de
las enzimas que conforman el sistema de reparacién y sinte-
sis del ADNmt (helicasa o “Twinkle”, POLG v, adenosin trans-
locasa o ANT1, entre otras) son sintetizados por genes nuclea-
res®>, El ADNmt estd formado por una cadena circular de
16.569 pares de bases, sin histonas ni intrones, y a diferen-
cia del ADN nuclear se encuentra en constante replicacion,
siendo por estos motivos plausible de presentar frecuentes
mutaciones®. Una de las enzimas responsables es la poli-
merasa-y, ¥ su mal funcionamiento es causa de numerosos
cuadros clinicos que se describen en la presente revision.

Aspectos genéticos y moleculares
POLG v y el gen POLG

La holoenzima humana POLG vy es un heterotrimero com-
puesto por una subunidad principal (subunidad catalitica) y
dos subunidades accesorias idénticas’. Es la Uinica polimerasa
de ADN conocida ubicada dentro de la mitocondria, y junto a
la proteina mitocondrial de unién de cadena simple (mtSSB,
single-stranded binding protein) y la helicasa “Twinkle” confor-
man el replisoma humano mitocondrial®?®. El precursor pro-
teico de POLG v es sintetizado en el citosol, y tras su clivaje es
importado a la matriz mitocondrial. La proteina madura tiene
un peso molecular de 140 kDa (p140) y esta dividida en tres
dominios o regiones: a) la regién 3’-5’ exonucleasa; b) la
regién de unidn, y c) la regién carboxiterminal altamente con-
servada o polimerasal®!l. En las tres regiones se han descrito
mutaciones y variantes polimérficas, las cuales son codifica-
das por el gen POLGI1. Las dos subunidades accesorias de
POLG vy poseen un peso molecular de 55 kDa (p55) y participan
incrementando la afinidad de unién de la subunidad princi-
pal al ADNmt durante la replicacién’? y son codificadas por el
gen POLG213,

El gen humano POLG o POLG1 fue identificado en el afio
1996 y su primera mutacién cinco afios después, en un
paciente con oftalmoplejia crénica progresiva (CPEO, chronic
progressive external ophthalmoplegia) y multiples deleciones en
el ADNmt!4. Se encuentra ubicado en el cromosoma 15q25 y
estd compuesto por 23 exones con el inicio de codén codifi-
cante (Metl) en el exén 2. El exén 2, a su vez, posee una
secuencia repetitiva de 10 tripletes CAG que codifican para un
tracto poliglutaminico (poliQ). Se han descrito variaciones en
el nimero de repeticiones CAG, asociadas a ciertas condicio-
nes como la enfermedad de Parkinson!>1€, el cancer testicu-
lar? y la infertilidad masculina’®, aunque se necesitan mas
estudios para establecer una relacién causal entre el nimero
de repeticiones de poliQ y las tres condiciones previamente
mencionadas. Prueba de ello han sido ciertos estudios in
vitro, los cuales no han podido reproducir los resultados obte-
nidos, poniendo en duda el rol patogénico de POLG1 en estas
enfermedades?®20,

Por otra parte, en el afio 2006 se describié la primera muta-
cién en POLG2%!, gen que codifica para las dos subunidades
accesorias, ubicado en el cromosoma 17g21.

Mutaciones y polimorfismos en POLG1 y POLG2

Desde la primera mutacién descrita en POLG1, més de 150
entidades clinicas han sido vinculadas a mutaciones en
ambos genes con una distribucién uniforme en las tres regio-
nes del gen POLG1. Sin embargo, no se ha podido encontrar
una estrecha correlacién geno-fenotipica?? entre el tipo y la
ubicacién de la mutacién y los sindromes clinicos ni la razén
de por qué la misma mutacién puede generar fenotipos com-
pletamente distintos. A pesar de ello, la mayoria de las muta-
ciones que se presentan con un patrén autosémico domi-
nante (p. ej., p.Y955C en adCPEO; véase mas adelante) se
ubican en la regién polimerasa, mientras que las formas rece-
sivas habitualmente lo hacen en heterocigosis, con una muta-
cién en la regién de unién y otra en la regién polimerasa (p.
€j., sindrome de Alpers). La mutacién p.A467T (cambio de una
alanina a treonina en la posicién 467 de la secuencia proteica)
es la mutacién mas frecuentemente hallada en los tres prin-
cipales sindromes clinicos POLG-asociados (CPEO, sindromes
ataxia-neuropatia y sindrome de Alpers). Habitualmente esta
mutacién estd vinculada a formas recesivas, aunque se han
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descrito formas CPEO de inicio tardio de tipo autosémico
dominante?3.

Existen ciertos polimorfismos que no ejercerian cambios
funcionales en la proteina (p. €j., p.P18S o p.P241L). Sin
embargo, hay otro grupo de polimorfismos que podrian ejer-
cer un rol modulador frente a la presencia de otras mutacio-
nes, disminuyendo la actividad catalitica de la enzima. Tal es
el caso de c.3428A>G p.E1143G, un polimorfismo frecuente-
mente hallado en la poblacién caucasica pero exagerada-
mente asociado con otras mutaciones?. No se han descrito
patologias vinculadas a cambios en homocigosis de E1143G,
reforzando la idea de su falta de patogenicidad per se. Sin
embargo, se han hallado numerosas condiciones donde la
misma se encuentra en trans o cis junto a otras mutaciones®.
Es decir, podria modificar la expresién de otras mutaciones.

Finalmente se han descrito mutaciones en POLG vy
(p-R579W+p.A889T) que, de forma excepcional, pueden aso-
ciarse a formas esporadicas de CPEO?6,

Actualmente existe una base de datos online que describe
las mutaciones halladas en POLG y los fenotipos asociados a
ellas (http://tools.niehs.nih.gov/polg/).

Aspectos clinicos de las mutaciones en POLG
POLG y sus fenotipos

Desde un punto de vista clinico, las mutaciones en POLG se
pueden agrupar en formas de inicio infantil que incluyen: a)
el sindrome de Alpers-Huttenlocher, y b) sindromes miohepa-
tocerebrales de inicio infantil (MCHS, childhood myocerebrohe-
patopathy spectrum). Las formas de inicio mas tardio incluyen:
a) cuadros con afectacién predominantemente ocular, con las
llamadas oftalmoplejia créonica progresiva autosémica domi-
nante o recesiva (adCPEO o arCPEO, autosomal dominant or
recessive chronic progressive external ophtalmoplegia); b) cuadros
de ataxia-neuropatia, que incluyen el sindrome de ataxia
recesiva mitocondrial (MIRAS, mitochondrial recessive ataxia
syndrome) y la ataxia sensorial, neuropatia, disartria y oftal-
moplejia (SANDO, sensory ataxic neuropathy with dysarthria and
opthalmoparesis), y c) sindromes combinados a otros cuadros
(ataxia sensorial y elementos clinicos de la entidad MERRF
(myoclonic encephalopathy and ragged red fibers) acuiiado MEMSA
(myoclonic epilepsy myopathy sensory ataxia) (tabla 1).

Sindrome de Alpers-Huttenlocher (SAH)

El sindrome de Alpers-Huttenlocher representa, en su forma
completa, el extremo de severidad del espectro clinico corres-
pondiente a mutaciones en POLG (OMIM#203700). Es una
entidad clinica caracterizada por el compromiso hepatocere-
bral donde la forma de inicio més frecuente es la infantil (2 a
4 anos)?’-28, aunque se han descrito casos de inicio en el
estado adulto?®-31, Las crisis epilépticas son la manifestacién
inicial en el 50% de los pacientes. Pueden presentarse como
convulsiones refractarias, habitualmente de inicio focal, que
evolucionan a epilepsia parcial continua3233, El retraso psico-
motriz, las crisis migranosas y la ceguera cortical son otros
elementos frecuentes de hallar. El compromiso hepatico es
tipicamente desencadenado tras el tratamiento con &cido

valproico, en el intento de controlar las crisis epilépticas34-3,
La biopsia presenta rasgos histolégicos caracteristicos que
permiten diferenciarla de las producidas por causas téxicas o
farmacolégicas3437:38,

Los pacientes se pueden presentar desde el nacimiento
con dificultades en el desarrollo psicomotor, un desarrollo
normal con posterior evolucién subaguda a algin gatillo
ambiental o desarrollo normal con posterior pérdida de las
pautas psicomotrices ya adquiridas. No es infrecuente hallar
una severa neuropatia, coreoatetosis o incluso ceguera corti-
cal como sintomas agregados. Los estudios de imégenes (RM)
pueden mostrar compromiso cortical posterior simétrico
(I6bulo occipital) en el cerebelo y el tdlamo, a diferencia del
sindrome de Leigh, en el que las lesiones se localizan con
mayor frecuencia en los ganglios basales y en el tronco ence-
falico®®. Las mutaciones més frecuentemente halladas son
A467T y W748531:33, No es habitual el hallazgo de fibras rojas
rasgadas en la biopsia muscular, pero si la presencia de deple-
cién mitocondrial (disminucién en el nimero de copias de
ADNmt) por técnicas moleculares como la Real Time PCR (RT-
PCR). El hallazgo de multiples deleciones es menos frecuente,
e inclusive en estadios precoces de la enfermedad ambas
condiciones pueden estar ausentes.

Sindromes miohepatocerebrales de inicio infantil (MCHS)

Incluyen un espectro de casos con inicio entre los primeros
meses de vida y los tres anos que incluye retraso psicomotriz
o pérdida de pautas del desarrollo, acidosis lactica y miopatia
con retraso en el crecimiento. A diferencia del sindrome de
Alpers, no presentan los hallazgos histopatolégicos caracte-
risticos en la biopsia hepatica y pueden no presentar convul-
siones en estadios iniciales. Otros sintomas que pueden
agregarse son vomitos ciclicos, hipoacusia, acidosis tubular
renal, pancreatitis e insuficiencia hepética®C.

adCPEO y arCPEO

La oftalmoparesia es un elemento predominante en la pato-
logia mitocondrial, pudiendo seguir distintos patrones de
herencia. Los casos esporadicos habitualmente son produci-
dos por grandes deleciones en el ADNmt*!, mientras que las
formas heredadas via materna son debidos a mutaciones*? o
deleciones puntuales del ADNmt (véase www.mitomap.org).
A pesar de ello, se han descrito formas con un patrén de tipo
mendeliano, ya sea autosémico recesivo (arCPEO)43 o domi-
nante (adCPEO)*44>. Mutaciones en POLG1 constituyen el 45%
de las formas mendelianas de CPEO. Otros genes descritos
son PEO1 y ANT14346, Estas formas por mutaciones nucleares
con patrén recesivo se asocian habitualmente a un mayor
compromiso multisistémico, especialmente la afectacién car-
diaca, la cual puede ser un elemento dominante, a diferencia
de las formas esporddicas, donde los sintomas se restringen
al compromiso ocular. La oftalmoparesia puede constituir un
elemento mas dentro de la encefalopatia mioneurogastroin-
testinal (MNGIE, myoneurogastrointestinal encephalopathy)*+48 o
estar asociado a cuadros de parkinsonismo?’, no asi con la
enfermedad de Parkinson idiopatica®®. En otros casos, la
ataxia sensitiva puede preceder en afnos la aparicién de la
oftalmoparesia, evolucionando a un cuadro compatible con el
sindrome SANDO (véase mas adelante).
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Tabla 1 - Cuadro esquematico que muestra los elementos caracteristicos de las tres entidades clinicas mas frecuentes

asociadas a mutaciones en POLG

adCPEO-arCPEO

SANDO

Alpers-Huttenlocher

Manifestaciones clinicas

Hallazgos en EMG

Mutaciones frecuentes

Biopsia muscular

Ptosis + oftalmoparesia asimétrica

Pueden asociar intolerancia al
ejercicio

Distintos grados de debilidad
muscular predominantemente
proximal

Asociacién con hipogonadismo

Dismotilidad gastrointestinal
(simil encefalopatia
mioneurogastrointestinal
[MNGIE])

Edad de inicio en el estado adulto,
aunque hay casos de comienzo
en la infancia

Tipo miopatico

Puede presentar caracteristicas
neurogénicas en algunos casos

Penetrancia variable, algunos
casos fenémeno de anticipacién

Pp.Y955C, p.S511N, p.G923D,
p.R943H, p.Y831C (adCPEO)

p-A467T, p.T2511, p.Y955C, p.P587L
(arCPEO)

Ragged red fibers, COX-. Multiples
deleciones por Southern Blot o
LR-PCR

Puede iniciarse con CPEO o
neuropatia de forma aislada y
agregar el otro componente
posteriormente. Sordera en
algunos casos

Disartria con voz tipo nasal o
escandida

Neuropatia de fibras largas, signo
de Romberg presente. Arreflexia

Edad de inicio: promedio 20 anos,
aunque hay casos descritos en
adultos mayores

Frecuentemente se presenta como
axonopatia sensitiva o
ganglionopatia (caida de
amplitud de los nervios
sensitivos, con velocidades
normales, respuestas motoras
normales)

El EMG puede presentar
elementos miopaticos, asi como
descargas mioténicas

p-A467T Mutacién mas frecuente
en POLG

p.G11D, p.W748S

P-Q497H en cis p.W748S-p.E1143G

P-G763R en homocigosis

Habitualmente normal, pero
puede mostrar ragged red fibers y
COX-. Multiples deleciones por
Southern Blot o LR-PCR

Alpers-Huttenlocher

Trastornos del desarrollo (nifio
hipoténico)

Crisis epilépticas (epilepsia parcial
continua)

Severa hepatopatia con
caracteristicas histologicas
definidas. Frecuentes crisis
migranosas

Ceguera cortical y hallazgo de
gliosis en la corteza occipital
(RM)

Edad de inicio promedio: 2 a 4 afios

Todos los pacientes desarrollan
alglin grado de neuropatia
evidenciable en estudios
electrofisiolégicos

p.A467T, p.W748S, p.E873X,
p.G848S

No es frecuente hallar ragged red.
Pueden hallarse sdlo fibras COX-.
Presencia de deplecién
mitocondrial por RT-PCR en el
musculo y el higado

LR-PCR: long range PCR; RT-PCR: real time PCR.

Habitualmente los cuadros clinicos de adCPEO se presen-
tan con un curso relativamente mas benigno que los descri-
tos, aunque existe marcada variabilidad en su penetrancia, lo
que podria estar vinculado con el tipo de mutacién patogé-
nica. Tal es el caso de Y955C, pues se ha visto que posee pene-
trancia completa con un fenotipo mas severo, a diferencia de
G923D, A957S, donde la expresién clinica es mas variable y
leve*3. Ademaés de la ptosis, puede observarse en estos pacien-
tes compromiso de la deglucién, debilidad muscular en las
extremidades y cuadros severos de depresion.

En ambos casos es frecuente el hallazgo de fibras rojas
rasgadas, COX negativas y multiples deleciones a través de la
técnica de Southern Blot.

Sindromes de ataxia sensitiva-neuropatia

Dentro de este grupo se han incluido dos fenotipos en los
cuales la manifestacién predominante es la ataxia de la mar-
cha producida por una severa neuropatia sensitiva y/o gan-
glionopatia, por el compromiso cerebeloso o una combinacién
de los previos. La ataxia sensorial producida por el compro-
miso neuropatico y del ganglio de la raiz dorsal puede prece-

der en anos a la instalacién de las manifestaciones oculares
(ptosis-oftalmoparesia)®!l. Si a ello se agrega disartria, con-
forma el sindrome SANDO. En 1997 Fadic et al®? realizaron la
primera descripcién de 4 pacientes con la triada descrita y el
hallazgo de multiples deleciones en musculo y nervio. Clini-
camente la neuropatia atéxica se debe a una severa disminu-
cién de la batiestesia y palestesia asociada al signo de Rom-
berg y pérdida de reflejos miotaticos®3. Algunos pacientes
pueden presentar debilidad muscular sobreagregada.

La biopsia de nervio puede mostrar en estos casos pérdida
mixta de fibras finas no mielinizadas y gruesas mielinizadas. La
RM de encéfalo ocasionalmente presenta lesiones hiperinten-
sas en T2 a nivel taldmico bilateral>*. Existe gran variabilidad en
la edad de presentacién del sindrome SANDO, con algunos
casos que inician sus sintomas maés all4 de los 70 afios®.

El sindrome MIRAS es una entidad inusual vinculada con
mutaciones en POLG (W748S en cis con E1143G), la cual fue
descrita inicialmente en pacientes finlandeses®®. Consiste en
una forma de ataxia recesiva que clinicamente combina el
compromiso neuropético y lesiones en cerebelo sin oftalmo-
paresia, haciéndola en algunos casos indistinguible de las



110 NEUROL ARG. 2011;3(2):106-112

Tabla 2 - Caracteristicas clinicas de las ataxias recesivas

Caracteristicas MIRAS Ataxiade IOSCA
clinicas Friedrich
Edad de inicio (afios) 5-50 <25 2-3
Ataxia + + +
Disartria cerebelosa + + +
Arreflexia en miembros + + a
inferiores
Neuropatia axonal + + +
sensitiva
Deterioro cognitivo + (+) +
Pie cavo (+) 4 +
Movimientos involuntarios:
Atetosis +) = +
Mioclono + +) _
Signo de Babinski (+) + +
Debilidad muscular (+) + an
Epilepsia + = +
Oftalmoplejia (+) = +
Atrofia éptica - +) +

MIRAS: mitochondrial recessive ataxic syndrome; IOSCA: infantile
onset spinocerebellar ataxia.

ataxias espinocerebelosas (SCA), aunque la edad de presenta-
cién es mas tardia (tabla 2).

Es de destacar que el cambio de aminodcido p.E1143G es
considerado habitualmente un polimorfismo (~3% de la
poblacién caucasica), aunque en MIRAS se encontré siempre
presente en asociacién con p.W748S. Para establecer el efecto
de este polimorfismo sobre otras mutaciones son necesarios
estudios funcionales.

Asimismo, existen reportes aislados de casos los cuales
describen mutaciones en POLG vinculados a otras manifesta-
ciones. Harrower et al®’ describieron un paciente con un cua-
dro tipico de Charcot Marie Tooth tipo 2 (CMT?2) y la presencia
de tres mutaciones en POLG1 (c.191C>T en el exén 2, c.695G>A
en el exén 3 y c.2209G>C en el exén 13), apoyando la idea de
la variabilidad en la expresién fenotipica de las mutaciones
en este gen.

Van Goethem et al®® describieron un paciente con ataxia
sensorial y elementos clinicos del MERRF aunque sin el
hallazgo tipico de fibras rojas rasgadas en las fibras muscula-
res ni de ptosis palpebral. Este fenotipo abarcaria a las previa-
mente nombradas ataxias espinocerebelosas con epilepsia
(SCAE, spinocerebellar ataxia with epilepsy) y el sindrome MIRAS.

Recomendaciones respecto al diagndstico

Frente al desafio que impone para el médico la sospecha de
encontrarse frente a una enfermedad mitocondrial, existen cier-
tos elementos que pueden ser tenidos en cuenta a fin de orien-
tar el estudio genético en biisqueda de mutaciones en POLG1.

¢ En los pacientes con ptosis palpebral y oftalmoplejia que
presentan agregacién familiar con un patrén autosémico
dominante o recesivo deberia sospecharse en primera ins-
tancia una mutacién en POLG1.

¢ En caso de ser negativo el estudio de este gen, deberia con-
siderarse la secuenciacién de otros genes, como PEO1, ANT1
o incluso OPAL.
En formas de CPEO esporadicas donde no se hallaron dele-
ciones Unicas o mutaciones puntuales en el ADNmt (habi-
tualmente ARNt) deberia secuenciarse POLG1 a fin de des-
cartar mutaciones nucleares.
La asociacién de una severa neuropatia axonal mixta, ptosis
- oftalmoplejia mas diferentes grados de disartria, debe
hacer sospechar un sindrome SANDO vy, por ende, descartar
mutaciones en POLGI.
Mutaciones en POLG1 deberian incluirse como parte del
cribado genético de ataxias recesivas.
Mutaciones en POLG1 frecuentemente se asocian al hallazgo
de multiples deleciones por técnicas moleculares como
Southern Blot o Long Range PCR, por lo que estas técnicas,
junto con la clinica, pueden orientar el analisis de este gen.
e La ausencia de fibras rojas rasgadas en la biopsia muscular
no descarta el diagndstico, més aun en los casos pediétricos
donde su hallazgo es infrecuente.
¢ Se recomienda la secuenciacién del gen de forma completa,
ya que —como se ha mencionado— no existe una correla-
cién geno-fenotipica estrecha y la distribucién de las muta-
ciones no estd restringida a una regién especifica de gen.
La triada de encefalopatia hepatica severa desencadenada
tras un evento agudo como un sindrome febril o la introduc-
cién del 4cido valproico, crisis epilépticas de inicio parcial y
retardo psicomotor o pérdida de pautas de desarrollo debe
sugerir SAH. El hallazgo de deplecién mitocondrial por estu-
dios genéticos apoya el diagnéstico, aunque se han descrito
otros genes (DGUOK y MPV17).

Conclusiones

POLG v es una de las enzimas que conforman el aparato de
replicacién mitocondrial, y sus componentes estan codificados
por los genes POLG1 y POLG2. Las mutaciones del gen POLG1
constituyen una causa frecuente de defectos en el funciona-
miento mitocondrial, abarcando un espectro de diversos feno-
tipos no descritos previamente o la reclasificacién de otras
entidades en sindromes comunes (SCA). Ademas, existen esca-
sos reportes de mutaciones en POLG2, que codifican para las
subunidades accesorias de la enzima. A pesar de la frecuencia
de defectos en POLG1, no es posible establecer por el momento
una clasificacién desde un punto de vista genético-estructural
ni cudl es el rol funcional de algunas sustituciones encontra-
das en el gen y la interaccién de las mismas junto a otras
mutaciones. Mutaciones en POLG1 deberian ser consideradas
en pacientes con adCPEO, arCPEO, ataxia-neuropatia o sin-
drome de Alpers tras el hallazgo de multiples deleciones o
deplecién mitocondrial, mediante técnicas moleculares como
el Southern Blot o la Long Range PCR.
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