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 En los úl�mos años el desarrollo 

de nuevas técnicas moleculares para el 

diagnós�co en el laboratorio de micosis ha 

permi�do elucidar la secuencia genómica 

completa de los principales patógenos 

fúngicos. En la siguiente revisión nos 

describen  la importancia de las aplicaciones 

de la genómica y la poteómica con el fin de 

encontrar mejores métodos de diagnós�co y 

nuevos agentes terapéu�cos.
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 En los úl�mos años se ha realizado 

un gran esfuerzo por desarrollar dis�ntas 

técnicas moleculares para el diagnós�co de 

laboratorio de las micosis. En este sen�do, la 

elucidación de la secuencia genómica 

completa de los principales patógenos 

fúngicos representa una oportunidad sin 

precedentes para los micólogos clínicos. 

Existe, además, una gran expectación sobre 

la posible aplicación de los rápidos avances 

en el campo de la genómica y la proteómica 

al estudio de la base molecular de la 

patogenicidad fúngica, la búsqueda de 

nuevos an�fúngicos más eficaces y la 

iden�ficación de an�genos fúngicos. En este 

ar�culo se revisan los principales hitos en la 

genómica de los hongos. Además, se 

presentan algunas aplicaciones de la 

genómica y la posgenómica de interés para 

el micólogo clínico. 

Palabras clave: Diagnós�co micológico. 

Genómica. Proteómica. Bioinformá�ca.

Introducción 

 Las técnicas tradicionales de 

diagnós�co micológico se enfrentan con 

bastante frecuencia a problemas de falta de 

especificidad,  falta de sensibi l idad, 

dificultades técnicas o de interpretación y 
1,2len�tud  .El intento por solventar en la 

medida de lo posible dichos problemas ha 

sido un factor crucial para el desarrollo de las 

técnicas inmunológicas y moleculares. 

 Por otro lado, hemos de situarnos 

en el contexto de las llamadas “-ómicas”, es 

decir, de las disciplinas cien�ficas que 

abordan su objeto de estudio de una manera 

global, como pueden ser la genómica, la 

proteómica, la metabolómica y otros 

campos afines. En la tabla 1 se presenta una 

relación de las principales “-ómicas” y su 

objeto de estudio. 

 El desarrollo a gran escala de las 

técnicas de la genómica y posgenómica 

ofrece una oportunidad sin precedentes 

para inves�gar los caracteres asociados a la 
3patogenicidad de las especies fúngicas . 

Además, existe una gran expectación sobre 

la posibilidad de aplicar dichos avances al 

diagnós�co de laboratorio de las micosis y al 

diseño de nuevas estrategias terapéu�cas 

más eficaces. 

 Hoy día, el micólogo clínico ya 

dispone de una amplia variedad de técnicas 

de diagnós�co molecular, cada una de las 

cuales es ú�l para determinar la iden�dad 

del agente e�ológico en una serie de niveles 

o rangos taxonómicos, pero pierde efec-

�vidad en otros aspectos. Es importante 

elegir bien la técnica que u�lizar en función 

del uso que vayamos a hacer de ella: 

diagnós�co, epidemiológico o, simple-

mente, taxonómico. 

 Las técnicas moleculares para la 

detección e iden�ficación de hongos patóge-
4nos pueden dividirse en dos �pos : 

a) Métodos de amplificación de señal, los 

cuales u�lizan técnicas de hibridación de 

ácidos nucleicos. Las sondas de hibridación 

pueden u�lizarse tanto para confirmar la 

iden�ficación de un cul�vo como para 

iden�ficar el hongo patógeno en secciones 

�sulares. Estas sondas son u�lizadas 

habitualmente para la iden�ficación de 

Diagnós�co micológico: algo está cambiando  
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patógenos como Histoplasma capsulatum y 

Coccidioides immi�s. 

b) Métodos de amplificación de ácidos nu-

cleicos, que se refieren fundamentalmente a 

todas las técnicas de reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR). Hay desarrolladas 

técnicas de PCR para el diagnós�co de un 

gran número de micosis; por ejemplo, en 

nuestro laboratorio aplicamos de forma 

habitual estas técnicas para el diagnós�co de 

la aspergilosis y las dermatofitosis ani-
5, 6males .

 Por otro lado, debe considerarse el 

amplio abanico de técnicas disponibles para 

la �pificación molecular de los aislamientos 

fúngicos: técnicas basadas en la u�lización 

de endonucleasas de restricción, en la 

amplificación de secuencias al azar, en la 

detección de secuencias cortas repe�das en 

tándem a lo largo del genoma (minisatélites 

y micro satélites), análisis de los polimor-

fismos de base única, etc. Las técnicas de 

�pificación molecular suelen aplicarse, 

fundamentalmente, al estudio epide-

miológico de una infección y a la búsqueda 

de la fuente de contaminación por un 

patógeno. Sin embargo, la �pificación de 

cepas también es una herramienta ú�l para 

inves�gar la relación entre aislamientos 

recuperados de dis�ntos pacientes y 

establecer la iden�dad de múl�ples 
7aislamientos de un mismo paciente . 

La inves�gación micológica en la era de la 

genómica 

 Lo que parece más o menos claro 

es que tanto el diagnós�co como la 

inves�gación micológica se dirigen hacia una 
8nueva era , y existen al menos tres razones 

9para explicar este hecho : 

1. Las infecciones fúngicas empiezan a co-

brar importancia como causa de mortalidad 

en los países desarrollados. A modo de 

ejemplo, Candida spp. es el cuarto microor-

ganismo que, con más frecuencia, se aísla en 

sangre de pacientes estadounidenses. 

2. La industria de los an�fúngicos �ene una 

gran importancia económica para las 

empresas farmacéu�cas. Además, hay que 

tener en cuenta la aparición de resistencias y 

la necesidad de conocer su base gené�ca. 

3. Se dispone ya de la secuencia de los geno-

mas de los principales patógenos fúngicos 

(Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans)  y se está 

trabajando en la secuenciación de otros 

muchos (Candida tropicalis, Pneumocys�s 

jiroveci, Histoplasma capsulatum). 

 Tampoco debemos obviar otros 

factores que han contribuido a esta nueva 

concepción, como son la mejora en las 

tecnologías de secuenciación y análisis de 

datos, que permiten la reducción de costes 

económicos y esfuerzo humano, y la dispo-

nibilidad de patrocinadores dispuestos a 

sostener económicamente la inves�gación 

genómica en hongos una vez que el Proyecto 

Genoma Humano (PGH) se encuentra en su 
8fase final . Por todo ello, hay quien 

considera que la genómica, es decir, el 

estudio de toda la información gené�ca 
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contenida en un organismo, va a tener un 

papel preponderante durante los próximos 

años. 

Algunos hitos en la genómica de los hongos 

 La historia de la genómica en 

hongos es corta pero intensa. Esta carrera 

por descifrar los secretos que esconde el 

genoma de los hongos comenzó en 1992, 

con la publicación de la secuencia completa 

del cromosoma I I I  de Saccharomyces 
10cerevisiae . En 1996, 4 años más tarde, se 

hizo pública la secuencia completa de todo el 
11genoma de esta especie de levadura . 

Estos dos eventos son considerados de gran 

relevancia no sólo por los micólogos, sino 

también por gené�cos y biólogos celulares, 

pues representan el primer cromosoma y el 

primer genoma eucariota en secuenciarse. 

 Tras la gran expectación inicial, se 

empezó a discu�r sobre la necesidad de dar 

un paso más y abordar en profundidad el 

estudio de los  genomas de hongos 

filamentosos.

TABLA 1. Principales “-ómicas” y objeto de 

estudio por disciplina.

Genómica - Genoma: secuencia de ADN de 

un organismo.

Transcriptómica - Transcriptoma: conjunto 

de todos los ARN mensajeros (ARNm) 

transcritos a par�r de un genoma.

Proteómica- Proteoma: conjunto de todas 

las proteínas de una célula u organismo. 

Pep�dómica - Pep�doma: conjunto de 

todos los pép�dos de una célula u organis-

mo. Se refiere tanto a los pép�dos codi-

ficados en el genoma como a los derivados 

de la ac�vidad de las proteasas.

Metabolómica - Metaboloma: conjunto de 

todas las moléculas de bajo peso molecular 

presentes en una célula. Comprende tanto 

los metabolitos primarios (intermediarios de 

las rutas metabólicas) como los metabolitos 

secundarios.

Inmunómica - Inmunoma: conjunto de pép-

�dos an�génicos o proteínas inmunogénicas 

de un microorganismo patógeno (virus, 

bacteria, hongo o parásito). La naturaleza del 

inmunoma no depende sólo del patógeno, 

sino también del hospedador 

Metagenómica - Metagenoma: conjunto de 

genomas de todos los miembros de una 

comunidad determinada

Metaproteómica  -  Metaproteoma: 

conjunto de proteínas expresadas por todos 

los  miembros de comunidad en un 

determinado momento

Para más información sobre estos y otros términos 

relacionados, se recomienda visitar la página web: 

h�p://www.genomicglossaries.com/content/omes.asp 

 De estas discusiones surgieron 

pequeños proyectos piloto de secuenciación 

de partes de genomas como fue, por 

ejemplo, el proyecto de secuenciación del 

cromosoma IV de Aspergillus nidulans. Pero 

no fue hasta el año 2000 cuando la genómica 

de los hongos filamentosos comenzó a ver la 

luz, con el proyecto denominado Fungal 

Genome Ini�a�ve (FGI). En la gestación de 

esta inicia�va par�ciparon dis�ntos 

miembros de la comunidad cien�fica y 

consorcios de secuenciación, de entre los 

que destaca el Whitehead Ins�tute for 

Biomedical Research (Cambridge, Massa-

chuse�s, EE.UU.), conocido en la actualidad 

como Broad Ins�tute. Finalmente, en 2003 

se hizo pública la secuencia completa del 

genoma de Neurospora crassa12, el primero 

correspondiente a un hongo filamentoso. 

The Fungal Genome Ini�a�ve 

 Sin lugar a dudas, el gran impulso 

para la genómica de los hongos filamentosos 

ha sido el proyecto denominado Fungal 

Genome Ini�a�ve (FGI). La filoso�a y las 

principales líneas de este proyecto están 
13-16recogidas en cuatro documentos . 

Además, desde la gestación de esta inicia�va 

en el año 2000 se han ido sumando dis�ntas 

ins�tuciones y consorcios de secuenciación 

de genomas. De entre todas estas ins�-

tuciones, destaca la par�cipación del Broad 

Ins�tute, por actuar como “centro neu-

rálgico” de este proyecto y por haber colabo-

rado ac�vamente en la secuenciación de 

algunos de los genomas que han despertado 

mayor interés (A. nidulans, A. terreus, C. 

albicans, C. immi�s, C. neoformans). Es 

importante tener en cuenta que en un pro-

yecto de tal magnitud resulta indispensable 

que todas las ins�tuciones implicadas estén 

perfectamente coordinadas. 

 En la propuesta inicial de este gran 
13proyecto  se incluyeron cinco especies de 

hongos con importancia para la salud 

humana (C. neoformans sero�po A, Cocci-

dioides posadasii, P. jiroveci, Trichophyton 

rubrum y Rhizopus oryzae), además de 

especies con importancia económica o como 

organismos modelo. Las especies fúngicas 

incluidas en el proyecto fueron elegidas 
13siguiendo una serie de criterios : im-

portancia del organismo para el ser humano 

(impacto sobre la salud o la economía); valor 

del organismo como herramienta para los 

estudios de genómica comparada; existencia 

de recursos gené�cos para llevar a cabo el 

proyecto; interés de la comunidad cien�fica 

en el proyecto (existencia de grupos de 

trabajo establecidos). 

 La gran aportación de esta ini-

cia�va ha sido afrontar los proyectos 

genoma de hongos desde una perspec�va 
8,13taxonómica , por considerarse que una 

selección equilibrada de los organismos 

fúngicos que van a ser secuenciados 

maximizaría el valor de los datos obtenidos, 

al  permi�r estudios evolu�vos y de 

genómica comparada. Esto contrasta con los 

pequeños proyectos independientes 

anteriores a esta gran inicia�va. 

Situación actual de los proyectos genoma 

en hongos 

 Hoy en día se conoce la secuencia 

de más de 18 especies de hongos. En líneas 

generales, se puede decir que mientras que 

las levaduras centraron toda la atención 

durante los primeros años de la genómica en 

hongos, ahora se ha inver�do la tendencia y 

la mayoría de los proyectos de secuenciación 

en curso se centran en los hongos fila-
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8mentosos . 

 También está empezando a cobrar 

cierta importancia otro �po de proyectos 

que no pretenden una secuenciación com-

pleta de los genomas fúngicos, sino la 

iden�ficación de los genes que se expresan 

en un organismo en un momento deter-
8,17minado . A estos fragmentos de ADN se 

les conoce con el nombre de e�quetas de 

secuencia expresada o expressed sequence 

tags (EST) y la principal ventaja de este 

abordaje es la posibilidad de iden�ficar las 

regiones codificantes del genoma que se 

expresan bajo determinadas condiciones. 

Por ejemplo, mediante esta aproximación 

podemos iden�ficar los genes que expresa 

un hongo patógeno que se encuentra en el 

interior de un hospedador, entre los cuales 

habrá posibles factores de virulencia. 

Genómica funcional 

 La secuenciación genómica de 

microorganismos se ha conver�do en una 

operación casi sistemá�ca y no representa 
18en sí misma un desa�o . Lo que presenta 

una mayor complejidad es interpretar la 

información obtenida de la secuenciación de 
8un genoma. Según Foster et al , la secuencia 

de un genoma es similar a un diccionario que 

recoge todas las palabras pero no incluye las 

definiciones. A par�r de esa secuencia, se 

trata de buscar marcos abiertos de lectura 

(open reading frames [ORF]), iden�ficar la 

función o funciones de cada gen y las posi-

bles interacciones entre ellos. En líneas 

generales, resulta más di�cil iden�ficar ORF 

en hongos filamentosos que en levaduras, 

no sólo por la mayor complejidad de la 

estructura de sus genes, sino también por 

conocerse menos acerca de los mecanismos 
8de regulación de su expresión . 

 A con�nuación describimos breve-

mente las dos formas básicas de abordar la 

genómica funcional. La primera de ellas 

consiste en analizar los patrones de ex-

presión génica, para lo cual suele recurrirse a 

los chips de ADN. La otra forma de abordar la 

genómica funcional es analizar directamente 

la función de los genes anulando ésta por 

mutación. 

Los arrays de ADN 

 Un array (matriz) es un conjunto 

de sondas moleculares fijadas de manera 
19ordenada sobre un soporte sólido . 

Cuando estas sondas son moléculas de ADN 

se habla de arrays de ADN. Esta técnica se 

basa en el principio de hibridación específica 

entre un ARN mensajero (ARNm) y la 

molécula de ADN de la cual deriva por 

transcripción. Se puede consultar una 

revisión detallada sobre los arrays en un 
19número anterior de esta misma revista . 

 La tecnología de arrays o chips de 

ADN se u�liza cada vez con más frecuencia 

para estudiar simultáneamente y de manera 

cuan�ta�va la expresión de genes a escala 
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genómica, sobre todo desde que se está 

intentando reducir el coste y la complejidad 

de la técnica a la vez que se estandariza. En el 

caso de los estudios de patogenicidad, la 

idea subyacente es que la iden�ficación de 

los patrones de expresión génica del hongo 

patógeno bajo dos condiciones totalmente 

diferentes, como pueden ser las condiciones 

ambientales y las asociadas a una infección, 

puede ayudar en la búsqueda de potenciales 
20factores de virulencia . Este proceso de 

búsqueda de genes relacionados con la 

patogenicidad fúngica se esquema�za en la 

figura 1. 

 A modo de ejemplo, se considera 

que el estudio de la expresión génica en 

Aspergillus fumigatus durante los procesos 

infecciosos mediante el uso de chips de ADN 

permi�rá, en un futuro no muy lejano, am-

pliar los conocimientos sobre la virulencia de 
21este hongo . Un ejemplo de este �po de 

estudios se refiere a la termotolerancia de A. 

fumigatus, caracterís�ca que es considerada 

un factor esencial para su crecimiento 

dentro del hospedador y en algunos 

ambientes naturales en los que dominan las 

temperaturas elevadas. U�lizando la técnica 
22de microarrays de ADN, Nierman et al  

examinaron los perfiles de expresión génica 

en A. fumigatus a tres temperaturas 

diferentes: 30, 37 y 48 °C, temperaturas que 

representan los ambientes de un suelo 

tropical, el cuerpo humano y una pila de 
22,23compost, respec�vamente . El micro-

array u�lizado fue construido u�lizando 

amplicones obtenidos por PCR para cada 

uno de los genes del genoma. Entre los 

interesantes resultados obtenidos por estos 

autores se encuentra la observación de que a 

37 °C se expresa un mayor número de genes 

relacionados con la patogenicidad (p. ej., 

genes  que codifican  prote ínas  que 

responden al estrés oxida�vo o al sistema 

inmunitario del hospedador y genes 

implicados en la producción de toxinas) que 

a las otras dos temperaturas probadas, 

aunque no haya contacto alguno con células 
23de mamíferos o productos de éstas .

El análisis de mutantes 

 El análisis de mutantes de deleción 

para inferir la función de los genes y realizar 

cartogra�as cromosómicas �ene ya bastante 

tradición en gené�ca. Este �po de análisis 

solía hacerse de manera individual, es decir, 

u�lizando un único mutante en cada ensayo. 

Sin embargo, en la era de la genómica se 

pretende obtener y analizar mutantes de 

forma masiva. Tras generar las colecciones 

de mutantes, por ejemplo por transposición, 

hay que realizar un cribado para encontrar 

los microorganismos que sean incapaces de 

realizar alguna función par�cular o carezcan 

de un determinado factor de patogenicidad. 

Un método que se presenta como una 

alterna�va atrac�va al análisis de mutantes 

de manera individual es la generación de 

mutantes “e�quetados”, más conocido 

como signature-tagged mutagenesis 
24(STM) . Esta técnica, desarrollada por 

pr imera  vez  en  Salmonel la  para  la 

iden�ficación de genes imprescindibles para 

el crecimiento bacteriano in vivo, consiste en 

la creación de una colección de cepas 

mutantes que contengan “e�quetas” 

iden�fica�vas únicas (a modo de códigos de 

barras moleculares), es decir, secuencias 

específicas que permitan iden�ficar a cada 

uno de los miembros de la colección. La 

colección de cepas construida es u�lizada 

para infectar a un determinado hospedador. 

La posterior comparación de la abundancia 

rela�va de cada cepa individual en el 

conjunto que se introduce al hospedador y 

en el que se ob�ene de éste, permite 

iden�ficar los genes requeridos para el 
25crecimiento in vivo y/o la virulencia . 

 La aplicación de esta técnica en la 

iden�ficación de genes fúngicos requeridos 

para el crecimiento in vivo se enfrenta a 

varias dificultades. Entre estas dificultades 

destacan la gran can�dad de regiones no 

codificantes existente en los genomas 

fúngicos, los cuales, además, suelen ser de 

gran tamaño, y la falta de métodos eficaces 

de mutagénesis insercional26. No obstante, 
26Brown et al  consiguieron adaptar dicha 

técnica para iden�ficar los genes requeridos 

para el crecimiento in vivo de A. fumigatus. 

De esta forma, lograron obtener una cepa 

incapaz de causar infección letal en un 

modelo animal, la cual resultó ser un 

mutante con una inserción en el promotor 

del gen pabaA. Éste codifica para la enzima 

ácido paraaminobenzoico (PABA) sintetasa, 

la cual interviene en uno de los úl�mos pasos 

de la biosíntesis del folato, cofactor esencial 

de la síntesis del ADN. Al parecer, el pulmón 

del hospedador no proporciona este 
21compuesto al hongo , por lo que esta 

enzima se considera esencial para el creci-
26,27miento de A. fumigatus en el pulmón . 

 Cuando se realiza un análisis de 

m u ta nte s  p a ra  i d e n� fi ca r  fa c to re s 

supuestamente relacionados con la 

patogenicidad de un microorganismo hay 

que tener ciertas precauciones. Una vez que 

se ha iden�ficado un factor de virulencia 

potencial hay que recurrir a estudios de 

38
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complementación para ver si se cumplen los 

denominados “postulados de Falkow” o 
28“postulados moleculares de Koch” . Según 

estos postulados, para poder ligar un gen a la 

patogenicidad de un microorganismo se 

requiere la concurrencia de los siguientes 

hechos: 

1. Que el feno�po o propiedad bajo inves-

�gación esté asociado a especies patógenas 

de un mismo género o cepas patógenas de 

una misma especie, lo cual viene a indicar 

que un gen o factor de virulencia no va a ser 

exclusivo de una cepa o especie, sino una 

estrategia dentro de una especie o especies 

relacionadas. 

Figura 1. Aplicación de la técnica de micro-

arrays a la búsqueda de genes relacionados 

con la patogenicidad fúngica.

2. Que la inac�vación específica del gen o 

genes asociados con el presunto carácter de 

virulencia conlleve una pérdida medible de 

la virulencia o la patogenicidad del 

microorganismo. 

3. Que la reversión o reemplazamiento 

alélico del gen mutado (reintroducción del 

gen del �po salvaje) conlleve la restauración 

de la patogenicidad o virulencia perdida. 

 Estos postulados han sido compro-

bados para algunos factores de virulencia de 

agentes causantes de micosis sistémicas, 

como son los genes que codifican la cápsula 
29de C. neoformans . 

Genómica comparada 

 La genómica comparada, encar-

gada del análisis y la comparación de los 

genomas de diferentes organismos, es una 

disciplina de gran u�lidad. Para ilustrar este 

punto podemos poner el ejemplo del género 

Aspergillus. Dentro de este género, varias 

especies son u�lizadas en procesos indus-

triales (producción de ácidos, fármacos, 

enzimas, etc.). Por su parte, especies como 

A. fumigatus son patógenas oportunistas del 

hombre y otros animales, mientras que otros 

miembros  del  mismo género están 

implicados en la degradación de alimentos y 

la producción de metabolitos secundarios 

tóxicos (p. ej., producción de aflatoxinas por 

A. flavus). Finalmente, dentro de este género 

hay especies que sirven de modelo en 

gené�ca y biología celular. Destacan en este 

campo las inves�gaciones con A. nidulans. La 

u�lidad de la genómica comparada es 

evidente en casos como el de A. fumigatus, 

organismo del que se desconoce la función 

de la mitad de los genes encontrados en su 

genoma. Por comparación de secuencias con 

otras especies cercanas es posible llegar a 

atribuir funciones a algunos de esos genes. 

Además, comparar el genoma de especies 

patógenas  con otras  no  patógenas 

relacionadas permite iden�ficar secuencias 

que, potencialmente, con�enen genes o 
3elementos reguladores de la virulencia . En 

este sen�do, la disponibilidad de la 

secuencia genómica de diversas especies del 

género Aspergillus representa para la 

comunidad cien�fica una oportunidad sin 
30precedentes . 

 Cabe destacar, igualmente, el 

hecho de que para algunas especies 

fúngicas, como es el caso de A. fumigatus, C. 

albicans y C. neoformans se está llevando a 
20cabo la secuenciación de varias cepas . 

Esta aproximación va a permi�r realizar 

estudios compara�vos de las diferencias 

geno�picas existentes en el seno de una 

misma especie, por ejemplo, entre cepas 

patógenas y no patógenas o entre diferentes 

sero�pos. 

 La genómica comparada permite, 

además, diseñar sondas de ADN que sirvan 

para la iden�ficación rápida y precisa de la 

especie. Esta u�lidad es de gran interés para 

la micología médica, sobre todo si se �ene en 

cuenta que el tratamiento de algunas 

micosis es diferente según el agente causal 

sea una especie u otra, debido a la aparición 

de fenómenos de resistencia a los an�-

fúngicos. Otra aplicación prác�ca de la 

genómica comparada es ayudar a resolver la 

taxonomía de algunos grupos de hongos. 

Así, por ejemplo, el estudio de la secuencia 

del gen CHS1, que codifica para la enzima 

qui�na sintasa 1, ha servido para analizar las 

relaciones filogené�cas entre diversas es-
31-33pecies de dermatofitos . Estos estudios 

moleculares han servido como complemen-

to a las otras  técnicas  u�lizadas  tradicional-
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mente en la taxonomía fúngica, las cuales se 

basaban en caracteres morfológicos y 
31bioquímicos . 

 Por úl�mo, dentro de la genómica 

comparada se sitúa el estudio de diversos 

marcadores moleculares, entre ellos los 

polimorfismos de base única (single 

nucleo�de polymorphisms [SNP]). Los SNP 

son si�os específicos dentro de un genoma 

en los cuales diferentes individuos pueden 

presentar una base nucleo�dica dis�nta. Los 

SNP pueden localizarse en las regiones 

codificantes del genoma, llegando incluso a 

alterar la estructura y función de las 

proteínas codificadas, pero, sobre todo, se 

distribuyen en las regiones intergénicas. 

Forche et al34 describieron, al cartografiar la 

presencia de polimorfismos de base única en 

el genoma de C. albicans, la existencia de 561 

SNP en el genoma de esta especie de 

levadura. Estos polimorfismos, que en C. 

albicans se presentan distribuidos con una 

frecuencia media de 1 SNP por cada 83 pares 

d e  b a s e s ,  p u e d e n  u � l i za rs e  c o m o 

marcadores a la hora de establecer la 

relación gené�ca entre individuos, además 

de ayudar en el estudio de procesos tales 

como la recombinación y la ocurrencia de 
34reordenaciones en el genoma . 

Proteómica 

 El término “proteoma” fue acuña-

do en la década de 1990 para describir el 

conjunto de proteínas de una célula, tejido u 
35,36organismo . Por tanto, la proteómica es 

la disciplina cien�fica encargada de 

desarrollar la tecnología necesaria para 

analizar los patrones globales de expresión 

de proteínas en un organismo. Se reconoce 

la existencia de al menos tres factores 

decisivos para el desarrollo de la proteó-
36mica : 

1. Los proyectos de secuenciación de geno-

mas a gran escala y el desarrollo de bases de 

datos de proteínas. 

2. El desarrollo de técnicas de espectro-

metría de masas para analizar proteínas y 

pép�dos. 

3. Los avances en las técnicas de separación 

de proteínas. 

 La diferencia básica entre genó-

mica y proteómica es que mientras que la 

primera engloba el estudio de todo el 

patrimonio gené�co de un organismo (tanto 

nuclear como extranuclear, codificante o no 

codificante), la segunda se centra en las 

partes del genoma que se traducen a 

proteínas. Estas dos disciplinas también 

difieren en su naturaleza. A diferencia del 

genoma, que permanece rela�vamente 
35,36está�co, el proteoma es dinámico . El 

conjunto de proteínas que se expresan no 

sólo varía de una célula a otra, sino que 

depende de las interacciones entre el 

genoma y el ambiente en un momento 
18determinado , de manera que cualquier 

genoma puede, potencialmente, dar lugar a 
35,36un número infinito de proteomas . 

 Lo que resulta más interesante de 

la proteómica es que permite abordar las 

caracterís�cas biológicas que no pueden ser 

iden�ficadas mediante el análisis en 
3,35exclusiva del ADN : abundancia rela�va 

de una proteína, modificaciones postra-

duccionales, localización subcelular, tasa de 

renovación, posibles interacciones con otras 

proteínas, etc. Además, la proteómica 

cons�tuye una herramienta fundamental 

para la “anotación” de un genoma, es decir, 

para asignar a cada gen su función. Pero, sin 

duda, el obje�vo úl�mo de la proteómica es 

obtener una visión global e integrada de 
36todos los procesos celulares . 

 Al igual que en el caso de la genó-

mica, existe una tendencia a subdividir la 

proteómica en varias disciplinas. Concreta-

mente, se suelen diferenciar los siguientes 
35,36�pos : 

- Proteómica de expresión: es el estudio 

cuan�ta�vo de los patrones de expresión 

proteica entre muestras que se diferencian 

en alguna variable. 

- Proteómica estructural o del mapa celular: 

se encarga del estudio de la localización 

subcelular de las proteínas, así como de las 

interacciones proteína-proteína. 

- Proteómica funcional: se refiere al estudio y 

la caracterización de un grupo de proteínas 

determinado. 

 Por otro lado, en la metodología 

de una inves�gación proteómica suelen 
35diferenciarse tres fases : a) el aislamiento y 

la separación de proteínas a par�r de una 

muestra biológica; b) la obtención de 

información sobre la estructura de las 

proteínas separadas, y c) la u�lización de 

bases de datos informá�cas para poder 

iden�ficar las proteínas caracterizadas. 

 Para el aislamiento y la separación 

de proteínas se u�lizan, básicamente, 

técnicas electroforé�cas. El desarrollo de la 

electroforesis bidimensional en geles de 

poliacrilamida (2D-PAGE), basada en una 

separación de las proteínas en función de la 

carga seguida de una separación en función 

de su masa molecular, cons�tuyó un gran 
35avance en el campo de la proteómica . No 

obstante, esta técnica presenta ciertas 
35,36limitaciones : es laboriosa y di�cil de 

automa�zar, está limitada por el número y el 

�po de proteínas que se pueden resolver y, 

sobre todo, u�lizando esta técnica se 

iden�fican predominantemente proteínas 

abundantes, mientras que las proteínas que 

muestran una baja abundancia no suelen ser 

detectadas. En cuanto a las técnicas 

empleadas para obtener información sobre 

la estructura de las proteínas, destacan la 

secuenciación de los extremos amino y 

carboxilo terminal, y la espectrometría de 

masas (MS). 

 Además de las técnicas ya men-

cionadas, cabe destacar la aparición de los 

primeros microarrays de proteínas, los 

cuales presentan un enorme potencial no 

sólo en la inves�gación básica, sino también 

en el diagnós�co y en la búsqueda de nuevos 
37,38agentes terapéu�cos . A diferencia de 

los ácidos nucleicos, las proteínas suelen ser 

más di�ciles de preparar para el formato de 
38un microarray , ya que para que éstas sean 

biológicamente ac�vas se requiere que su 

adherencia al soporte no suponga una 

pérdida de la conformación original. En los 

arrays de proteínas, al igual que en el caso de 

los arrays de ADN, existe cierta diversidad en 

cuanto al �po de soporte que se puede 

u�lizar. Aunque se pueden fabricar arrays de 

proteínas en los que el soporte sea una 

membrana de nitrocelulosa o un porta-

objetos de vidrio, estos materiales suelen 

sus�tuirse por matrices tridimensionales de 

36
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acrilamida o agarosa. Estas matrices �enen 

una estructura muy porosa e hidro�lica, lo 

cual contribuye a mantener un ambiente 

húmedo que evita la desnaturalización y 

ayuda a conservar el estado ac�vo de las 

proteínas38. También se han desarrollado 

estructuras abiertas, consistentes en chips 

de 18 × 28 mm que incluyen diminutos 

pocillos (1,4 mm de diámetro y 300 m de 

fondo) y están fabricados a par�r de un 

elastómero de sil icona, el polidime-
39�lsiloxano (PDMS) . Estos chips pueden 

disponerse sobre un cubreobjetos de vidrio 

para facilitar su manejo. También existen 

diferentes métodos para unir las proteínas a 

la superficie del soporte, desde la simple 

adsorción pasiva hasta las interacciones de 
38alta afinidad . Por úl�mo, también hay que 

considerar la enorme diversidad de métodos 

de detección de señal, ya sea de reacción con 

la proteína del soporte o de unión a ésta. 

Aunque suelen preferirse los métodos de 

detección de fluorescencia, a par�r de su 

sencillez y extremada sensibilidad, también 

se puede u�lizar un marcaje con radioi-

sótopos, métodos de detección basados en 
38,40reacciones enzimá�cas, etc. . 

 La mayor versa�lidad de los arrays 

de proteínas respecto de los arrays de ADN 

también queda de manifiesto si tenemos en 

cuenta los �pos de proteínas que pueden 

adherirse al soporte inerte para u�lizarse 

como sondas. Así, por ejemplo, se puede 

hablar de microarrays de an�cuerpos, 

microarrays de an�genos y microarrays de 

enzimas, según el �po de sonda que se 

u�lice (an�cuerpos, an�genos y enzimas, 

respec�vamente). Del mismo modo, tam-

bién se pueden fabricar microarrays de 

pép�dos. Esta caracterís�ca hace que los 

arrays de proteínas sean una herramienta 

ideal para analizar la función de todo �po de 

proteínas y las interacciones moleculares en 

las que éstas par�cipan. 

 Hasta la fecha, el análisis del 

proteoma de los hongos se ha centrado en 

estudiar la estructura y composición de su 

pared celular,  buscar y caracterizar 

potenciales factores de virulencia, intentar 

entender el proceso de dimorfismo fase 

micelial-fase de levadura que presentan 

muchos hongos patógenos y estudiar la base 

molecular de la resistencia a los an�fún-
3gicos . Respecto a este úl�mo aspecto, 

41Hooshdaran et al  realizaron un estudio de 

los patrones de expresión proteica en dos 

cepas de C. albicans, una sensible y otra 

resistente al fluconazol. Para ello u�lizaron la 

técnica de electroforesis bidimensional (2D-

PAGE). En la cepa resistente encontraron 13 

proteínas sobreexpresadas y cuatro 

reprimidas con respecto a la cepa sensible. 

Entre las proteínas que mostraron una 

sobreexpresión en la cepa resistente 

destacan diversas enzimas involucradas en el 

metabolismo de los carbohidratos y Erg10p, 

proteína involucrada en el primer paso de 

ruta biosinté�ca del ergosterol. Estos re-

sultados sirvieron para confirmar observa-

ciones anteriores en referencia a la 

sobreexpresión de genes involucrados en la 

biosíntesis del ergosterol, entre ellos el gen 

ERB10, en respuesta al tratamiento con itra-
42conazol . 

Bioinformá�ca y nanotecnología 

 El desarrollo de la genómica y de lo 

que se ha venido a denominar como 

posgenómica no habría sido posible sin la 

aparición de una nueva disciplina: la 

bioinformá�ca. Como su propio nombre 

indica, la bioinformá�ca es un área de 

inves�gación posicionada en la interfase 

entre dos ciencias: la informá�ca y la 

biología. 

 El desarrollo de la bioinformá�ca 

debe entenderse en el marco de la llamada 

“revolución genómica” y del rápido desa-

rrollo de las tecnologías de la información. La 

bioinformá�ca surge como respuesta a la 

urgente  neces idad  de  d i sponer  de 

herramientas informá�cas que permi�esen 

manejar, interpretar y distribuir el gran 

volumen de información obtenida en los 

proyectos genoma. Básicamente, esta 

disciplina pretende resolver problemas 

b io lógicos  complejos  u�l izando las 

herramientas informá�cas disponibles en la 

actualidad. Así pues, los bioinformá�cos se 

encargan de desarrollar fórmulas y modelos 

matemá�cos que asistan a los inves�gadores 

en la comparación de secuencias, búsqueda 

de ORF, estudio conformacional de las 

biomoléculas y resolución de filogenias. Por 

otro lado, internet está siendo un instru-

mento básico para el manejo y la distri-

bución de toda la información rela�va a los 

proyectos de genómica y proteómica. En la 

tabla 2 se presentan, a modo de ejemplo, 

algunos si�os web de interés relacionados 

con la genómica, la proteómica y la 

bioinformá�ca. 

 Para llevar a cabo sus obje�vos, la 

bioinformá�ca dispone de una serie de 

bases de datos y dis�ntos paquetes de 

so�ware. De entre todas las bases de datos 

disponibles destaca el GenBank. El GenBank 

es una colección anotada de todas las 

secuencias de nucleó�dos y aminoácidos 

disponibles al público ges�onada por el 

N a� o n a l  C e nte r  fo r  B i o te c h n o l o g y 

Informa�on (NCBI) de Estados Unidos. El 

NCBI fue creado en 1988 para desarrollar 

herramientas bioinformá�cas que sirviesen 

p a ra  a l m a c e n a r  y  a n a l i za r  to d o  e l 

conocimiento sobre biología molecular, 

bioquímica y gené�ca. En sus orígenes, era el 

personal del NCBI el encargado de buscar en 

la literatura cien�fica todas las secuencias de 

ácidos nucleicos y aminoácidos e incluirlas 

en el GenBank. Hoy día, sin embargo, casi 

todas las secuencias son depositadas 

directamente en el GenBank por los 

laboratorios que las generan. Esto se debe, al 

menos en parte, al hecho de que la mayoría 

de las revistas ponen como condición a los 

autores que las secuencias que aparecen en 

sus trabajos de inves�gación sean depo-

sitadas previamente en una base de datos 
43accesible al público .

 Entre las bases de datos sobre 

información proteómica destaca UniProt 

(Universal Protein Resource), en la cual 

par�cipan diversas ins�tuciones. UniProt 

con�ene un completo catálogo de proteínas 

en el que no sólo se incluye información 

sobre su estructura y función, sino también 

sobre la localización subcelular de cada 

proteína, la familia a la que ésta pertenece, 

sus posibles ac�vidades catalí�cas, etc.

TABLA 2. Algunos si�os web de interés 

relacionados con la genómica, la proteómica 

y la bioinformá�ca Algunas aplicaciones 
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prác�cas de la genómica y la proteómica en 

el diagnós�co micológico

 Respecto a los paquetes de so�-

ware bioinformá�co disponibles, son ya fa-

mosos algunos programas para el análisis 

filogené�co a par�r de secuencias de 

nucleó�dos y aminoácidos, como son los 

programas PAUP (Phylogene�c Analysis 

Using Parsimony) y PHYLIP (PHYLogeny 

Inference Package). El programa PAUP, en 

sus diferentes versiones, es el paquete 

comercial más u�lizado en la realización de 

este �po de análisis. Por su parte, PHYLIP es 

un paquete informá�co que incluye diversos 

programas para inferir filogenias y construir 

árboles evolu�vos a par�r de las secuencias 

de ADN y de proteínas. El acceso a este 

úl�mo so�ware puede realizarse de manera 

gratuita a través de internet (h�p://evolu 

�on.gene�cs.washington. edu/phylip.html).

 No debemos concluir este apar-

tado sin considerar las importantes 

contribuciones de la nanotecnología en el 

campo de la genómica y la proteómica. Así, 

por ejemplo, la fabricación de chips de 

ácidos nucleicos y proteínas ha sido posible 

gracias al desarrollo parejo de las tecno-

logías de micromanipulación y fotolitogra�a, 

que  permiten,  respec�vamente ,  la 

deposición de microgotas que contengan las 

sondas que testar sobre el soporte inerte y la 

síntesis directa de la sondas sobre dicho 

soporte.

 Algunas aplicaciones prác�cas de 

la genómica y la proteómica en el diagnós-

�co micológico

 Entre los argumentos para impul-

sar los proyectos de secuenciación en 

hongos se encuentra la necesidad de dispo-

ner de mejores métodos de diagnós�co y de 
44nuevos agentes terapeú�cos . 

2 Leinberger et al  han sido los 

primeros en describir la aplicación de la 

tecnología de microarrays de ADN para el 

diagnós�co rápido de las 12 especies 

patógenas más comunes de los géneros 

Aspergillus y Candida, u�lizando para ello 

sondas de captura diseñadas a par�r de la 

secuencia de las regiones espaciadoras 

internas (ITS) de los genes que codifican para 

el ARN ribosómico. Estas regiones de ADN 

son par�cularmente ú�les en este sen�do, 
2debido a que :
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1. Presentan numerosas copias en el genoma 

fúngico. 

2. Se dispone de primers universales, válidos 

para cualquier especie fúngica, basados en 

las regiones conservadas de los genes que 

codifican para el ARNr. 

3. Las regiones ITS presentan un grado de 

variabilidad suficiente como para permi�r la 

dis�nción de la especie.

 Entre los obje�vos para el futuro 

se encuentra el diseño de un microarray que 

permita iden�ficar la presencia de un mayor 

número de patógenos fúngicos en muestras 
2clínicas .

 La genómica fúngica se encuentra 

en posición de desempeñar un papel 

fundamental en el descubrimiento de 
25nuevos an�fúngicos . La necesidad de 

desarrollar nuevos fármacos para tratar las 

infecciones fúngicas puede jus�ficarse en los 
25siguientes puntos : las limitaciones tera-

péu�cas de los an�fúngicos ya existentes, 

como los polienos, que presentan problemas 

de toxicidad, o los azoles, que muestran un 

limitado espectro de eficacia; el incremento 

en la incidencia de las infecciones fúngicas y 

la emergencia de aislamientos resistentes. 

Los productos de los genes esenciales de 

algunos hongos como A. fumigatus son 

considerados dianas potenciales para los 
22,44fármacos an�fúngicos . Sin embargo, 

debe tenerse en cuenta que el feno�po que 

muestra un organismo es el resultado de la 

interacción entre su geno�po y el ambiente, 

por lo que sólo �ene sen�do hablar de genes 

esenciales con relación a unas condiciones 
45ambientales determinadas .

 Los métodos moleculares pre-

sentan también un enorme potencial a la 

hora de evaluar la suscep�bilidad a los 

an�fúngicos, sobre todo en el caso de 

hongos di�ciles de cul�var. Entre las ventajas 

que ofrece la detección molecular de la 

resistencia a an�fúngicos, destaca la 

posibilidad de examinar directamente 

muestras clínicas, sin tener que realizar un 
46aislamiento previo del hongo . Además, al 

par�r de una muestra clínica estaremos 

analizando en su conjunto una población del 

hongo, en lugar de una única colonia 
46seleccionada al azar a par�r de un cul�vo . 

47En este sen�do, López-Ribot et al  obser-

varon, al estudiar episodios de candidiasis 

orofaríngea en pacientes infectados por el 

VIH, que aislamientos clínicos obtenidos del 

mismo paciente pueden presentar hete-

rogeneidad en sus patrones de expresión de 

los genes involucrados en la resistencia al 

fluconazol. Además, en la misma etapa del 

proceso infec�vo pueden coexis�r dentro de 

un mismo paciente diferentes subpobla-

ciones de levaduras, las cuales pueden 

desarrollar la resistencia al an�fúngico por 
47mecanismos diferentes . Si seguimos los 

procedimientos habituales de deter-

minación de la suscep�bilidad, basados en la 

determinación del crecimiento o ac�vidad 

metabólica en medios que contengan 

diferentes concentraciones del an�fúngico 

en prueba, estaremos perdiendo una 

información valiosísima: el mecanismo 

molecular por el cual aparece dicha 

resistencia. 

 Por úl�mo, los microarrays de 

proteínas se postulan como una interesante 

alterna�va para el cribado de sustancias 

fúngicas capaces de desencadenar una 

respuesta inmune. Así, por ejemplo, Lebrun 
40et al  han logrado combinar la sensibilidad 

de los ensayos �po ELISA con las múl�ples 

ventajas de la tecnología de miroarrays para 

crear un sistema capaz de detectar pequeñas 

can�dades de inmunoglobulina E (IgE) pro-

ducidas en respuesta a alérgenos de origen 

fúngico. Lo interesante de esta nueva aproxi-

mación al diagnós�co de las hipersen-

sibilidades de �po I es que permite iden-

�ficar, para cada paciente, el componente 

fúngico causante de la enfermedad de entre 

todos los presentes en un extracto aler-

génico. 

Conclusiones 

 En los úl�mos �empos estamos 

asis�endo a una generalización en el uso de 

las mismas técnicas moleculares que hasta 

hace pocos años sólo estaban disponibles en 

los laboratorios más avanzados, lo que, sin 

duda, cons�tuye un gran avance. Todos los 

esfuerzos por maximizar la eficiencia y 

minimizar el coste de aplicación de estas 

técnicas serán, sin duda, recompensados por 

la gran can�dad de nueva información sobre 

la base molecular de la patogénesis fúngica a 

la que tendremos acceso. 

 Entre los desa�os futuros de la 

genómica y la proteómica en el campo de la 

inves�gación micológica se encuentra la 

posibilidad de iden�ficar genes que codi-

fican factores de patogenicidad en los 

principales agentes causantes de micosis y 

estudiar su expresión en diferentes estadios 

del proceso infeccioso. También debería 

priorizarse la aplicación de las técnicas que 

ofrecen estas nuevas disciplinas al estudio 

de la respuesta del huésped al patógeno 

fúngico. 

 Aunque todavía queda un largo 

camino para que estas tecnologías de nueva 

generación se pongan al servicio del 

diagnós�co de laboratorio, el micólogo 

clínico no debería ser ajeno a los rápidos 

avances en el campo de la genómica y la 

proteómica, pues sólo así estará en dispo-

sición de aprovechar al máximo las oportu-

nidades que esta revolución cien�fica nos 

ofrece. 
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