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RESUMEN 
Las técnicas moleculares para el análisis de la expresión génica, a lo largo del 
tiempo, han sido objeto de una evolución significativa y son ahora funda-
mentales para comprender la regulación genética en diversos organismos, 
entre ellos los hongos. Desde las técnicas clásicas como Northern blot y el 
ensayo de protección contra RNAsa, hasta las herramientas más modernas 
como la reacción en cadena de la polimerasa en transcripción reversa 
cuantitativa (RT-qPCR) y la secuenciación de próxima generación (Next 
Generation Sequencing; NGS) de ácido ribonucleico (RNA), estas meto-
dologías han revolucionado la investigación genética. Estos enfoques per-
miten estudiar de manera precisa la cantidad y variabilidad de la expresión 
génica, facilitando la identificación de genes clave y revelando patrones de 
expresión y regulación genética. Con aplicaciones cada vez más elaboradas, 
estas técnicas proporcionan una visión detallada de la dinámica genética, 
contribuyendo significativamente al avance del conocimiento en biología 
molecular y genética. En esta revisión realizamos un recorrido histórico de 
las principales técnicas utilizadas para estudiar la expresión génica, haciendo 
énfasis en estudios realizados en hongos, con el objetivo de proporcionar una 
perspectiva sobre la utilidad e importancia de estas metodologías.  
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ABSTRACT 

Molecular techniques for gene expression analysis have significantly evolved 
over time and are now fundamental to understanding gene regulation in 
diverse organisms, including fungi. From the classical techniques such as 
Northern Blot and RNase Protection Assay to more modern tools such as 
Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 
and Next Generation Sequencing (NGS) of ribonucleic acid (RNA), these 
methodologies have revolved genetic research. These techniques enable 
precise study of gene expression levels and variability, facilitating identi-
fication of key genes and revealing patterns of gene expression and 
regulation. With increasingly sophisticated applications, these approaches 
provide detailed insight into gene dynamics, significantly contributing to the 
advancement of knowledge in molecular biology and genetics. In this review 
we provide a historical overview of the main techniques used to study gene 
expression, with an emphasis on studies conducted in fungi, with the aim to 
provide a perspective on the utility and importance of these methodologies.  

Introducción 
La expresión génica en todos los organismos, inclu-
yendo los hongos, se refiere al proceso mediante el 
cual la información genética almacenada en el DNA 
(ácido desoxirribonucleico) se transcribe al RNA 
(ácido ribonucleico) el cual puede posteriormente 
traducirse en proteínas, o cumplir funciones celu-
lares, por ejemplo, regulatorias. Este proceso de 
flujo de la información genética es fundamental para 
llevar a cabo diversas funciones celulares, como la 
adaptación ambiental, la patogénesis, o las interac-
ciones simbióticas, entre otras (1).  
El estudio de la expresión génica en hongos y leva-
duras es crucial, dado que proporciona información 
sobre los procesos biológicos subyacentes en estos 
organismos. Además, permite comprender las res-
puestas biológicas ante diversos estímulos, como la 
exposición a agentes antifúngicos o la patogénesis, 
así como las adaptaciones a los cambios en el 
ambiente y las reacciones ante modificaciones gené-
ticas. Este conocimiento puede ser aplicado a áreas 
como la biotecnología y la investigación básica (2). 
Los estudios con enfoque transcriptómico son esen-
ciales para comprender la adaptabilidad de los 
organismos, incluyendo su impacto en la salud hu-
mana, medio ambiente e investigación. El uso de 
técnicas avanzadas como la transcriptómica y la 
genómica funcional ha contribuido significativa-
mente a mejorar nuestra comprensión de la expre-
sión génica en hongos y los impactos en su 
fisiología (3). 
Las técnicas de estudio de la expresión génica en los 
hongos son fundamentales para comprender cómo 

los genes se expresan o reprimen en respuesta a 
diferentes condiciones ambientales o señales 
internas (4). 
Cada técnica utilizada para entender la transcrip-
tómica y genómica tiene su lugar en la investiga-
ción, y la elección depende de la pregunta científica 
que se pretenda abordar, los recursos disponibles y 
la idoneidad para analizar la expresión génica en 
hongos, como se ilustra en la figura 1 (4). En la 
actualidad, las tecnologías de secuenciación de 
nueva generación (Next Generation Sequencing, 
NGS), base fundamental de la secuenciación del 
RNA (RNA-Seq), son cada vez más populares 
debido a su capacidad para proporcionar informa-
ción detallada y global sobre la expresión génica (5), 
dejando en desuso metodologías como Northern 
blot, ensayo de protección de RNAsa (RNase Pro-
tection Assay, RPA), la visualización diferencial del 
RNA mensajero (mRNA) mediante reacción en 
cadena de la polimerasa (differential display of 
mRNA by PCR, DD-PCR), el análisis en serie de la 
expresión génica (Serial Analysis of Gene Expres-
sion, SAGE) y los microarreglos de DNA (3,5). Sin 
embargo, estas últimas técnicas siguen siendo útiles 
y todavía se aplican en casos específicos en los que 
pueden ser más convenientes. 
Este trabajo presenta y compara de manera concisa 
los métodos genéticos utilizados en el perfilado de 
la expresión génica en diferentes organismos, como 
se resume en la Tabla 1 y clasificándolos según su 
fundamento como se muestra en la figura 2; pero a 
lo largo de la revisión se hace hincapié en su 
aplicación al estudio de los hongos. 
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Northern blot 

El Northern blot es una técnica ampliamente 
utilizada en biología molecular, que permite la 
detección directa y la cuantificación de RNA, 
principalmente mRNA, en muestras biológicas (6). 
Originalmente desarrollada por James Alwine y 
George Stark en 1977 (7), esta técnica de hibrida-
ción tomó su nombre por su semejanza con el 
Southern blot, una técnica previamente desarrollada 
por Edwin Southern para la detección de DNA (8). 
Desde entonces, el Northern blot se convirtió en un 
pilar fundamental para estudiar la expresión génica 
y la regulación a nivel de RNA. 
El fundamento del Northern blot radica en la hibri-
dación entre una sonda marcada y el RNA objetivo 
(Fig. 1, Fig. 2). El proceso se inicia con la extracción 
del RNA total de la muestra de interés, seguido de 
su separación por tamaño mediante electroforesis en 
gel (9). Los fragmentos de RNA son luego trans-
feridos a una membrana sólida, como polivinil 
fluoruro (PVDF) o nitrocelulosa, donde se inmovi-
lizan. Al inicio de la aplicación de esta técnica el 
RNA se transfería a membranas de diazobence-
noximetilo (DBM) para garantizar su transferencia 
y adherencia covalente en la membrana (7). 
Posteriormente se procede a la hibridación con una 
sonda de RNA marcada con métodos radioactivos o 
no radioactivos, que es complementaria a la secuen-
cia del RNA de interés (Fig. 1). La detección de la 
hibridación revela la presencia y la cantidad de un 
RNA específico en la muestra (10).  
El Northern blot se ha utilizado para investigar la 
expresión génica y la regulación de RNA en dife-
rentes condiciones (6); no solo permite evaluar los 
niveles de un transcrito, sino también su integridad, 
así como la distinción entre variantes de splicing 
alternativo. Esta técnica permite tanto la determi-
nación del tamaño como la abundancia relativa de 
mRNA específicos, lo que facilita la comparación 
directa de los niveles de mRNA entre muestras en 
una sola membrana (Tabla 1) (11,12). Su fortaleza 
radica en su simplicidad y alta especificidad, lo que 
permite el uso de sondas de hibridación con homo-
logía parcial. Una vez que se estandariza la técnica, 
el costo de ejecutar múltiples geles es bajo. Además, 
los blots pueden almacenarse durante períodos pro-
longados y rehibridarse si es necesario (11). 
Sin embargo, el Northern blot tiene algunas limita-
ciones (Tabla 1); por ejemplo, al no poder cuanti-
ficarse la cantidad de transcrito, se le considera 
semicuantitativo (12). Además, existe el riesgo de 
degradación del mRNA durante la electroforesis, lo 
que compromete tanto la calidad como la cuantifica-

ción de la muestra. Su sensibilidad es relativamente 
baja, en comparación con técnicas como la reacción 
en cadena de la polimerasa en transcripción reversa 
cuantitativa (RT-qPCR), y la detección con múlti-
ples sondas puede resultar desafiante. Otra des-
ventaja, que no es exclusiva de esta técnica, es la 
necesidad de cierta capacitación para llevar a cabo 
la metodología, ya que se requiere especial atención 
en el manejo del bromuro de etidio (EtBr), dietilpi-
rocarbonato (DEPC) y luz ultravioleta (UV), además 
de que altas dosis de radioactividad y formaldehído 
representan riesgos tanto para los trabajadores como 
para el medio ambiente (11). No obstante, se han 
implementado algunas estrategias para superar estas 
limitaciones, como el uso de sondas de RNA anti-
sentido altamente específicas, membranas de nylon 
cargadas positivamente para mejorar la sensibilidad 
y el enriquecimiento del mRNA mediante la selec-
ción con oligo dT (11,12). 
A pesar de sus limitaciones, el Northern blot sigue 
siendo una herramienta valiosa para realizar compa-
raciones relativas de los niveles de RNA mensajero 
(mRNA) e investigaciones cualitativas sobre mRNA 
específicos. Por ejemplo, Reisinger y colaboradores 
(13) demostraron su eficacia en la caracterización de
diferentes líneas celulares que producen un anti-
cuerpo recombinante, lo que ilustra su idoneidad
para evaluar las relaciones entre las cadenas pesadas
y ligeras.
Los RNA pequeños (sRNA), como los microRNA 
(miRNA), los RNA de interferencia pequeños 
(siRNA) y los RNA que interactúan con PIWI (piRNA), 
son reguladores clave de los transcriptomas y pro-
teomas de los organismos mediante su interacción 
con cadenas complementarias del mRNA. La abun-
dancia y expresión de estos sRNA son relevantes 
para la función biológica de cualquier organismo. El 
Northern blot ha sido ampliamente utilizado para 
estudiar sRNA, siendo una técnica semi-cuanti-
tativa, económica y fácilmente disponible. Aunque 
la NGS proporciona una visión general de la 
población de sRNA, el Northern blot complementa 
y valida los resultados, proporcionando información 
sobre la secuencia y longitud, lo que lo convierte en 
una metodología confiable para estudiar miRNA y 
otros sRNA en diversos organismos. Además, el 
Northern blot permite determinar con precisión la 
abundancia de miRNA y otros sRNA, así como iden- 
tificar la isoforma de tamaño más abundante (14). 
En un estudio sobre el virus del herpes simple 1 
(VHS-1), se utilizó la técnica de Northern blot para 
investigar seis miRNA expresados durante la infec- 
ción lítica en diversas líneas celulares. Esta técnica 
permitió detectar con gran especificidad tanto los 
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Técnica Importancia Limitaciones 

Northern blot Permite la detección y cuantificación 
de RNA específico.  
Es útil para examinar la presencia, 
tamaño y abundancia relativa de 
mRNA en muestras de hongos. 

Requiere una cantidad 
significativa de RNA 
Baja sensibilidad para RNA de 
baja abundancia. 

RNase Protection 
Assay 

Similar al Northern blot, pero con 
una mayor sensibilidad. 
Permite la identificación de mRNA 
específicos y la cuantificación 
precisa. 

Requiere cantidades 
considerables de RNA. 
Es más laborioso que algunas 
técnicas más recientes. 
La técnica puede ser costosa y 
complicada. 

Differential Display of 
mRNA by PCR 

Ayuda a identificar genes 
diferencialmente expresados.  
Puede revelar cambios en la 
expresión génica en diferentes 
condiciones. 

Menos sensible y más propenso a 
errores que otras técnicas 
modernas. 
Dificultad para identificar genes 
específicos en mezclas complejas 
de RNA. 

cDNA Amplified 
Fragment Length 
Polymorphism (cDNA-
AFLP) 

Permite la identificación de cambios 
en la expresión génica sin necesidad 
de secuenciación. 

Requiere optimización y 
validación experimental. 
Menos preciso que técnicas 
basadas en secuenciación. 

Serial Analysis of 
Gene Expression 
(SAGE) 

Facilita la cuantificación global de los 
niveles de expresión génica. 

Costosa y compleja en términos 
de análisis bioinformático. 
Menos utilizada con la 
popularización de técnicas de 
secuenciación masiva. 

Microarreglos de DNA Permite el análisis simultáneo de la 
expresión de miles de genes. 

Sensibilidad limitada para RNA de 
baja abundancia. 
Dependiente de la calidad de las 
sondas y de la anotación 
genómica. 

Quantitative Reverse 
Transcription 
Polymerase Chain 
Reaction (qRT-PCR) 

Proporciona cuantificación precisa y 
sensible de la expresión génica. 

Alta sensibilidad a la variabilidad 
experimental. 
Analiza un número limitado de 
genes simultáneamente. 

RNA-Seq, Next 
Generation 
Sequencing, NGS 

Permite la secuenciación masiva y 
cuantificación de transcritos a nivel 
de todo el genoma. 

Costosa y requiere capacidad 
computacional. 
La interpretación de los datos 
puede ser compleja. 

Tabla 1. Comparación de la importancia y limitaciones de las técnicas utilizadas para estudiar la expresión de genes. 

premiRNA como los miRNA maduros. Al carac-
terizar la expresión de ambos tipos de miRNA en 
diferentes condiciones, el estudio reveló diferencias 
en la biogénesis de los miRNA entre la infección 
lítica y latente, y descubrió un mecanismo regulador 
que bloquea la exportación nuclear de los pre-

miRNA, dependiendo de la proteína viral ICP27 y 
de la síntesis del DNA viral (15). 
En un modelo de bacterias, el Northern blot se ha 
utilizado con ligeras modificaciones para detectar 
RNA endógenos pequeños de ∼14 nucleótidos (nt) 
en extractos de RNA total de bacterias. En parti- 
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cular, este tipo de RNAs tan pequeños suele no 
detectarse con éxito con un Northern blot conven-
cional; sin embargo, este método modificado se 
aplicó con éxito a la detección de RNA diminutos 
de dos modelos diferentes, Bacillus subtilis y 
Escherichia coli (16). 
El análisis mediante Northern blot se ha utilizado en 
hongos para investigar la expresión génica y la regu-
lación a nivel de RNA en Aspergillus fumigatus, un 
hongo filamentoso patógeno oportunista que puede 
causar infecciones pulmonares graves en humanos 
inmunocomprometidos. En un estudio realizado por 
Amich y colaboradores (17), se empleó para anali-
zar la expresión de un gen de resistencia a antifún-
gicos, llamado cdr1B. Los resultados revelaron una 
sobreexpresión significativa de cdr1B en cepas resis-
tentes a azoles, lo que sugiere un papel importante 
de este gen en la resistencia de este hongo a 
antifúngicos. 
Recientemente, se reportó una modificación a la 
técnica de Northern blot, la cual se probó en 
Schizosaccharomyces pombe. Esta técnica permitió 
cuantificar los niveles relativos de modificaciones 
de bases en múltiples RNA de transferencia (tRNA). 
A la técnica en cuestión se le nombró hibridación 
positiva en ausencia de modificaciones o PHAM y 
se utilizó para caracterizar cuatro deficiencias de 
enzimas de modificación del tRNA (TMEs). Estas 
enzimas son importantes, ya que muchas modifi-
caciones del tRNA están vinculadas a la expresión 
génica alterada, y las deficiencias debidas a muta-
ciones en las TMEs son responsables de numerosas 
enfermedades (18). 
El método de Northern blot PHAM requiere menos 
inversión que otros métodos utilizados actualmente, 
como la secuenciación. Además, el uso de dos 
sondas en este método proporciona una mayor 
sensibilidad y especificidad, ya que se tienen dos 
sondas de DNA que se unen al mismo tRNA, una se 
une a una región con modificaciones postranscrip-
cionales, mientras que la otra sonda se une a una 
región no modificada, garantizando que la detección 
sea especifica y reproducible. Un solo PHAM blot 
se puede utilizar para analizar múltiples tRNA 
específicos, y puede detectar y cuantificar algunas 
modificaciones que no pueden identificarse median-
te los métodos de secuenciación (18). 
En resumen, el Northern blot es una técnica clásica 
pero poderosa que ha sido fundamental para estudiar 
la expresión y la regulación génica a nivel de RNA. 
Aunque es superada en sensibilidad por métodos 
más modernos, sigue siendo una herramienta valiosa 
en el arsenal del biólogo molecular para la carac-
terización de RNA específicos en diversas condi-

ciones biológicas. En cuanto a su uso en modelo de 
hongos, el Northern blot ha sido una herramienta 
importante que ha permitido avances significativos 
para la comprensión de la biología molecular de 
especies patógenas y su interacción con los hos-
pedadores. 

Ensayo de protección de RNAsa (RNAse Protec-
tion Assay, RPA) 
El ensayo de protección de RNAsa (RPA) surgió en 
la década de 1980 como una herramienta para 
investigar la expresión génica y la estabilidad del 
RNA en diversos sistemas biológicos (19). Este 
método demostró ser adecuado para cuantificar los 
transcritos de mRNA, además de definir los sitios de 
inicio de la transcripción y delimitar los extremos 3′ 
del RNA y las uniones de empalme (20). 
El RPA se basa en la capacidad de las proteínas 
ribonucleasas, conocidas también como RNAsas, 
para degradar RNA de manera específica. En el 
RPA, el RNA de interés se hibrida con una sonda 
previamente marcada, ya sea radioactivamente (radio- 
marcada) o marcada con marcadores no radioacti-
vos, como moléculas fluorescentes o luminiscentes 
(sonda no isotópica). Esta sonda está diseñada para 
ser complementaria a la secuencia objetivo (20), y 
actúa como protectora del RNA frente a la degra-
dación por las RNAsas (Fig. 1). Después de la hibri-
dación, se eliminan los RNA no hibridados y se 
cuantifica la señal de la sonda, proporcionando 
información sobre la cantidad de RNA objetivo 
presente en la muestra (21–23). 
El RPA es una técnica de hibridación (Fig. 2) que 
implica los siguientes pasos: 1) aislamiento del 
RNA, 2) generación y purificación de la sonda, 3) 
hibridación, 4) digestión con RNAsa, y 5) separa-
ción y detección de los fragmentos protegidos. Para 
la hibridación se utilizan sondas de RNA radio-
marcadas que se preparan mediante transcripción in 
vitro de plásmidos o plantillas de la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) que contienen pro-
motores de bacteriófagos (20). Una vez obtenidas 
las sondas se puede proceder al primer paso, que es 
la hibridación entre ellas y la molécula en cuestión, 
y se lleva a cabo en solución. Posteriormente se trata 
la mezcla sonda/RNA con RNAsa específica contra 
RNA monocatenario para degradar todo el RNA 
monocatenario restante. En este paso, el híbrido 
sonda/mRNA queda protegido de la degradación 
por RNAsas, mientras que la sonda libre es digerida. 
A continuación, se utiliza un gel desnaturalizante 
para medir la cantidad de sonda protegida y visua-
lizar mediante autorradiografía (sondas marcadas 
radiactivamente) o mediante un procedimiento de 
detección secundario (sondas marcadas no radiac-
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tivamente). El resultado obtenido muestra la canti-
dad de RNA de interés que estaba presente en la 
muestra (Fig. 1). Un paso importante en esta meto-
dología es utilizar un exceso molar de la sonda sobre 
la muestra a estudiar en la reacción de hibridación, 
ya que así la intensidad del fragmento protegido será 
directamente proporcional a la cantidad de RNA 
blanco en la mezcla de la muestra, lo cual permite 
obtener resultados cuantitativos. La cuantificación 
del nivel de mRNA mediante RPA requiere el uso 
de controles internos adecuados. Los controles inter- 
nos más utilizados incluyen los genes de manteni-
miento expresados constitutivamente, como el de la 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 
la β-actina, la ciclofilina y los RNA ribosomales 18S 
y 28S (23). 
Los ensayos de RPA han demostrado ser extrema-
damente sensibles para la detección y cuantificación 
de especies de mRNA en mezclas complejas de 
RNA celular total (23), ya que pueden utilizarse 
para discriminar entre blancos estrechamente rela-
cionados, por ejemplo, miembros de familias multi-
génicas, diseñando sondas para que abarquen las 
regiones en las que los genes relacionados difieren 
más (24). Además, como el tamaño de las sondas 
utilizadas en los ensayos de protección contra nu-
cleasas es una variable que se puede ajustar, las 
sondas pueden diseñarse para proteger fragmentos 
de diferentes tamaños. Esta característica permite el 
análisis simultáneo de varios mRNA diferentes en 
la misma muestra de RNA total (25). El ensayo RPA 
también se puede utilizar para estudiar variantes del 
splicing o del promotor, lo cual es sumamente útil 
en cronobiología para estudiar el perfil temporal de 
expresión de los genes circadianos y los efectos de 
la manipulación genética sobre estas oscilaciones. 
(22, 26–29). 
Como se ha mencionado previamente una gran 
ventaja del RPA es su alta sensibilidad y la detec-
ción y cuantificación simultáneas de múltiples blan-
cos de mRNA (de hasta 10 o 12) en una única 
muestra de RNA (21). Este método es tan sensible 
que permite la detección, cuantificación y caracte-
rización de mRNA específicos de hasta 4000 copias 
en una mezcla compleja de RNA celular total o 
mRNA (Tabla 1) (20,30). 
La RPA es ampliamente aceptada; complementa la 
información obtenida por la RT-qPCR, con la ven-
taja de que no requiere un paso de transcripción 
inversa. Además, proporciona datos adicionales que 
no pueden obtenerse de la RT-qPCR, como el tama-
ño y la integridad de un transcrito específico. Tam-
bién puede sustituir al análisis de Northern blot, en 
el que las limitaciones de sensibilidad, especificidad,

y resolución suelen verse comprometidas por la 
incapacidad de cargar grandes cantidades de RNA 
en el gel, la transferencia ineficiente del gel a la 
membrana del blot y la hibridación cruzada o ines-
pecífica entre las sondas y las moléculas de RNA 
blanco. Además, la hibridación en solución en el 
RPA favorece la detección de transcritos poco fre-
cuentes (31). Asimismo, los ensayos de RPA son 
adecuados para mapear posiciones de uniones 
externas e internas en el RNA, como los sitios de 
iniciación y terminación de la transcripción y los 
límites intrón/exón. Estas reacciones también pue-
den realizarse como ensayos múltiples para analizar 
simultáneamente varios transcritos, siempre que los 
fragmentos protegidos presenten tamaños diferentes 
(31,32). Además, su alta sensibilidad y especifici-
dad han sido utilizadas para la detección y cuanti-
ficación de miRNA (32). 
Las principales limitaciones del RPA son la falta de 
información sobre el tamaño del transcrito y que 
cuenta con baja sensibilidad, en comparación con 
otras técnicas como RT-qPCR, ya que solo es capaz 
de detectar entre 4000-5000 copias del transcrito 
(Tabla 1) (21). 
Otra desventaja del RPA es que el ensayo puede ser 
difícil de establecer para un nuevo gen porque las 
condiciones de hibridación y digestión deben deter-
minarse empíricamente. Además, la sonda radio-
marcada es susceptible a la formación de estructuras 
secundarias estables que pueden generar productos 
no deseados resistentes a la RNAsa. Asimismo, las 
sondas radiomarcadas de alta actividad específica 
sólo pueden utilizarse durante unos pocos días por-
que tienden a sufrir radiólisis rápidamente (33). 
Desde su implementación el RPA ha sido utilizado 
en diversos modelos biológicos. En modelos muri-
nos se ha utilizado para el análisis simultáneo de 
varias quimiocinas, con el objetivo de obtener una 
visión completa de su participación en los procesos 
inflamatorios e infecciosos (34). 
En el 2004, Cloutier y colaboradores (35) imple-
mentaron un método de RPA para detectar múltiples 
transcritos de la fase latente y lítica del herpes virus-
8 (HHV-8). Con este método lograron detectar y 
cuantificar tres genes HHV-8 latentes (marco de 
lectura abierto (ORF 71-72-73) y tres líticos (ORF 
74-K4-K2) en células 293T transfectadas con vec-
tores de expresión del HHV-8. También anali-
zaron los transcritos de dos genes que codifican
para la enzima GAPDH y ciclofilina, que utilizaron
con fines de normalización. Los resultados obteni-
dos indicaron que el método es específico, sensible,
y permite el monitoreo simultáneo de la expresión
de genes latentes y líticos del HHV-8 (35).
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Figura 1. Principales técnicas de biología molecular utilizadas para analizar la expresión génica.
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El RPA también se ha utilizado para estudiar el 
splicing alternativo y la poliadenilación del pre-
mRNA generados por parvovirus durante la infec-
ción (36). Incluso, actualmente el RPA sigue siendo 
utilizado para estudios relacionados con SARS-
CoV-2, en donde se observa que la inactivación 
fotodinámica (PDI) altera la integridad de las partí-
culas de HcoV, permitiendo la digestión del RNA 
viral por ribonucleasas exógenas. Utilizando lenti-
virus pseudotipados con la proteína Spike (S) del 
SARS-CoV-2, se reportó un efecto antiviral fuerte y 
dependiente de la luz de PhytoQuin, que impedía la 
entrada mediada por S en células humanas (37,38).  
En bacterias, se logró identificar un intrón en 
Bacillus cereus ATCC 10987, B.c.I4, que se em-
palma 56 nt río abajo del sitio de empalme 3′ 
esperado in vivo. En un estudio se confirmó median-
te el ensayo RPA que el segmento de 56 pares de 
bases (pb) forma parte de la molécula de RNA 
intrón, descubriéndose así un nuevo sitio de splicing 
de B.c.I4 (38). 
En el contexto del estudio de los hongos, utilizando 
un protocolo de protección contra RNAsas se moni-
torearon los niveles de transcripción de sib1+ y 
sib2+ en células cultivadas en ausencia o presencia 
de hierro o del quelante de hierro Dip en la levadura 
S. pombe. Estos genes codifican, respectivamente,
para una sideróforo sintetasa y una L-ornitina N5-
oxigenasa que participan en la biosíntesis del ferri-
cromo. Es este estudio se observó que ambos genes
se expresaban fácilmente en presencia de Dip, mien-
tras que su expresión disminuía fuertemente en
condiciones basales o de abundancia de hierro (39).
El RPA ha tenido un impacto significativo en la 
investigación biológica y médica, al proporcionar 
una herramienta precisa y sensible para estudiar la 
expresión génica y la biología del RNA.  

Visualización diferencial del mRNA mediante 
reacción en cadena de la polimerasa (Differential 
Display of mRNA by PCR, DD-PCR) 
En la década de 1990, la biología molecular experi-
mentaba un rápido avance con el descubrimiento de 
nuevas técnicas dedicadas a estudiar la expresión 
génica. La DD-PCR surgió como una alternativa 
innovadora para comparar los patrones de expresión 
génica entre diferentes muestras biológicas. Fue 
desarrollada por Liang y Pardee (40), con el objetivo 
de comparar los perfiles de expresión génica entre 
diferentes condiciones experimentales. 
La DD-PCR se basa en la transcripción reversa del 
mRNA total a DNA complementario (cDNA), utili-
zando oligonucleótidos oligo-dT, seguida por la am-
plificación de fragmentos de cDNA mediante PCR, 

utilizando oligonucleótidos específicos y condicio-
nes de PCR diseñadas para resaltar las diferencias 
en la expresión génica (Fig. 2). Los productos de 
PCR se separan posteriormente en un gel de polia-
crilamida y se visualizan para comparar los perfiles 
de expresión génica entre las muestras (Fig. 1) (41). 
El método original de DD-PCR proponía como ne-
cesarios 12 oligonucleótidos oligo(dT): 11 Ts para 
anclar el oligonucleótido en el sitio de polia-
denilación 3′ y dos bases adicionales (por ejemplo 
5′-T11GC). De este modo, cada oligonucleótido 
oligo(dT) reconoce 1/12 de la población de mRNA, 
ya que existen 12 combinaciones de las dos últimas 
bases 3′, excluyendo la T en el penúltimo punto. La 
amplificación del cDNA requería de oligonucleóti-
dos con secuencias arbitrarias diseñadas para unirse 
a los cDNA a distancias aleatorias de las colas de 
poli(A). Estos oligonucleótidos debían ser cortos 
(de 6 a 7 pb) para permitir un alineamiento frecuente 
cerca del final de las cadenas de cDNA. Liang y 
Pardee (40) comprobaron que el uso de un oligonu-
cleótido oligo(dT) para retrotranscribir el RNA, 
junto con el oligonucleótido arbitrario de 10 bases 
(para amplificar cDNA), daba resultados específicos 
y reproducibles. 
Casi inmediatamente, Liang y colaboradores refina-
ron la DD-PCR con algunas optimizaciones clave 
(40). Estas incluían la reducción del número de 
oligonucleótidos anclados de 12 a 4; se determinó 
también que la cantidad inicial de RNA total podía 
ser tan pequeña como 200 μg y que el RNA poli(A) 
no era necesario (40). Desde su concepción en 1992, 
la DD-PCR suscitó un gran interés, ya que se trataba 
de un método atractivo que combinaba el análisis 
comparativo de varias muestras con la sensibilidad 
de la PCR. Sin embargo, en sus primeros años de 
uso se identificaron pocos genes nuevos de interés, 
lo que sugirió que el método requería de mayores 
modificaciones para mejorar considerablemente el 
muestreo de genes expresados diferencialmente y 
aislar genes relevantes. 
Una de las ventajas de la DD-PCR es que permite 
identificar genes expresados diferencialmente en 
diversos sistemas in vitro e in vivo, sin depender del 
conocimiento previo de la secuencia ni de la 
disponibilidad de clonas de cDNA (42). Además, la 
DD-PCR se puede realizar con pequeñas cantidades
de RNA total (<100 ng), por lo que es adecuada para
perfiles de transcripción de muestras que se sabe
producen cantidades limitadas de RNA, como mues-
tras de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) (Tabla 1). Esta técnica implica una canti-
dad relativamente pequeña de pasos por lo que se
puede realizar en cualquier laboratorio capaz de
aislar y manipular RNA y DNA y realizar PCR y
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electroforesis en gel. Desde una perspectiva finan-
ciera, la DD-PCR es relativamente económica y varias 
empresas proveedoras de biotecnología como Gene-
Hunter (Nashville, TN), QIAGEN (Valencia, CA), 
Ambion, Inc. (Austin, TX) tienen kits disponibles 
para ayudar a aplicar la técnica DD-PCR (43). 
Además, a diferencia de los sistemas basados en 
chips, la DD-PCR ofrece la posibilidad de descubrir 
nuevas transcripciones, variantes o RNA extraños 
de patógenos (44). Sin embargo. la DD-PCR carece 
del componente cuantitativo de técnicas como 
Northern blot, la RPA o la RT-qPCR (Tabla 1) (42). 
Se han realizado diversas mejoras al protocolo ini-
cial, enfocadas principalmente en ajustes de los con-
juntos de oligonucleótidos, la mejora de la reprodu-
cibilidad de la huella, eliminación de falsos posi-
tivos y confirmación de la expresión diferencial de 
los clones candidatos, así como en la adaptación 
para la huella dirigida y automatizada (40,45,46). A 
pesar de estos avances, la DD-PCR clásica presenta 
limitaciones, ya que genera etiquetas de secuencias 
expresadas (EST) cortas, que principalmente repre-
sentan la región 3′ no traducida (UTR) de los 
mRNA. Dado que la secuencia de los extremos 3′ 
cortos no codificantes carece en su mayoría de infor-
mación relevante para la clasificación de genes y la 
predicción de su función, la utilidad de la informa-
ción proporcionada por la DD-PCR es limitada en 
muchos casos dentro del contexto de la descripción 
de genes (42). 
La DD-PCR ha sido una herramienta valiosa en la 
investigación biológica, permitiendo la identifica-
ción de genes diferencialmente regulados en diferen-
tes contextos experimentales. Con esta técnica se 
han identificado numerosos genes, incluidos candi-
datos a supresores tumorales, genes que regulan el 
desarrollo, la diferenciación y la función celular y 
muchos otros (45,46). 
La DD-PCR se ha aplicado en diversos modelos 
biológicos eucarióticos, incluyendo mamíferos, plantas 
y hongos. En un modelo murino se aplicó para 
identificar la expresión genética, en músculos facia-
les de ratas normales y desnervadas (músculos cigo-
máticos, elevador nasolabial y canino) (47). En este 
mismo modelo también se estudiaron los mecanis-
mos involucrados en el proceso de remodelación 
cardíaca después de un infarto al miocardio (48). 
También se identificaron genes que responden a la 
progesterona y estrógenos en el hipotálamo ventro-
medial de ratas hembra (49,50). 
En el caso específico de los hongos, la DD-PCR se 
ha utilizado para estudiar cambios en los perfiles de 
expresión génica inducidos por choque térmico y la 
desrepresión del catabolismo de carbono en 

Saccharomyces cerevisiae (51). En Candida albicans, 
los estudios mediante DD-PCR identificaron TIF-2, 
que puede desempeñar un papel en la regulación 
positiva de las fosfolipasas, y los genes relacionados 
con el estrés CIP1 y CIP2 (52). En Histoplasma 
capsulatum y C. albicans, identificaron los genes 
involucrados en la interacción huésped-patógeno 
(41). En Cryphonectria parasitica se utilizó DD-
PCR para estudiar el efecto del hipovirus CHVI-
713, el cual inhibe la virulencia de este hongo y se 
observó una alteración en la vía de señalización 
CPG-1 (53). También, más recientemente, esta 
técnica permitió identificar que el gen que codifica 
para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 
(GPD1) es inducido durante estrés osmótico y 
salino en aislados de S. cerevisiae (54). 

Polimorfismo de la longitud de los fragmentos 
amplificados de cDNA (cDNA Amplified Frag-
ment Length Polymorphism, cDNA-AFLP) 
El polimorfismo de longitud de fragmentos ampli-
ficados de cDNA (cDNA-AFLP) es una técnica 
robusta y confiable que se basa en la técnica de poli-
morfismos de la longitud de fragmentos amplifi-
cados de DNA o AFLP, la cual toma huellas génicas 
con base en la amplificación, mediante PCR (Fig. 
2), de fragmentos obtenidos por la digestión del 
cDNA, por endonucleasas de restricción (55).  
La técnica de AFLP, utilizada para DNA genómico 
(gDNA) fue desarrollada por la compañía Dutch 
Keygene, pero Vos y colaboradores (55) la publi-
caron por primera vez con el propósito de generar 
huellas génicas. Posteriormente su uso se amplió 
para analizar la expresión génica; fueron Bachem y 
colaboradores (56) los primeros en describir su uso. 
El método para RNA se basa en la retrotranscripción 
del RNA total de la muestra, utilizando oligos-dT. 
El cDNA resultante se extrae posteriormente con 
fenol y se precipita con etanol (según el método ori-
ginal) (56). Posteriormente, el cDNA se trata según 
los protocolos normales de AFLP en gDNA, en donde 
se hace una digestión completa del cDNA mediante 
enzimas de restricción como AseI y TaqI, seguida de 
la amplificación de los fragmentos obtenidos para 
detectar polimorfismos que puedan surgir debido a 
mutaciones en la secuencia de DNA cercanas a los 
sitios de restricción. Estos polimorfismos pueden 
identificarse mediante electroforesis, donde los pa-
trones de los fragmentos amplificados de DNA se 
visualizan como bandas que difieren en número y 
tamaño (Fig. 1), lo que constituye un patrón espe-
cífico altamente reproducible debido a la naturaleza 
restringida de la técnica (55,56). Desde su desarrollo, 
se han publicado varias modificaciones del proto-
colo cDNA-AFLP original (57,58). 
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Las principales ventajas del cDNA-AFLP en com-
paración con técnicas como los microarreglos, es 
que permite el análisis de la expresión de todo el 
genoma en cualquier especie sin conocimiento 
previo de la secuencia y que se pueden analizar tanto 
genes conocidos como desconocidos (59). Otras 
ventajas significativas de cDNA-AFLP sobre los 
microarreglos de DNA son los costos iniciales rela-
tivamente bajos y su alta especificidad, lo que per-
mite perfilar la expresión de genes homólogos como 
los miembros de familias de genes (Tabla 1) (58). 
En comparación con técnicas como SAGE, el 
cDNA-AFLP es más versátil, y las etiquetas obteni-
das son entre 10 y 30 veces más largas, lo que 
permite una mayor caracterización sin la necesidad 
de grandes bases de datos (59). 
La técnica cDNA-AFLP también tiene una serie de 
limitaciones, ya que este procedimiento requiere 
mucho tiempo, y trabajo, y no es muy susceptible de 
automatización. Además, cuando las etiquetas tienen 
una longitud insuficiente para caracterizar funcio-
nalmente el transcrito de interés, puede ser necesaria 
la identificación de la secuencia completa de los 
cDNA obtenidos (58). Además, los conjuntos de 
datos obtenidos por separado, a diferencia de los 
datos de SAGE y microarreglos, no se pueden com-
parar ni fusionar fácilmente (Tabla 1) (59). 
En plantas, la técnica fue utilizada en Nicotiana 
tabacum para detectar genes poco expresados y 
distinguir entre secuencias homólogas, el cDNA-
AFLP permitió identificar qué genes perciben un 
perfil de expresión regulado por el ciclo celular, 
como histonas, factores de replicación, ciclinas, y 
cinasas dependientes de ciclinas, entre otros (59). 
Asimismo, en la bacteria patógena de plantas 
Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) subsp. 
carotovora (Ecc), se realizó cDNA-AFLP para de-
terminar los genes expresados diferencialmente en 
Eca y Ecc durante infección en plantas. (60). 
Algunos hongos en los que se ha aplicado la técnica 
de cDNA-AFLP incluyen Puccinia striiformis, un 
patógeno biotrófico del trigo. En este caso, se detec-
taron genes tanto del trigo como de P. striiformis 
asociados al proceso de infección (61). Otro ejem-
plo relevante es Botrytis cinerea, un hongo patóge-
no que afecta las manzanas, en el que se empleó el 
análisis de polimorfismo (cDNA-AFLP) para identi-
ficar genes expresados en B. cinerea por el control 
biológico con la cepa Kh5 de Pichia anomala (62). 
Asimismo, Brachypodium distachyon es un hongo 
en el cual se encontraron genes que responden al 
estrés salino (63). También Hyaloperonospora para-
sitica, hongo responsable del mildiú en la col china 

se estudió mediante esta técnica para identificar 
genes regulados durante su infección (64). 

Análisis en serie de la expresión génica (Serial 
Analysis of Gene Expression, SAGE) 
En 1995 se desarrolló una metodología novedosa, 
denominada análisis en serie de la expresión génica 
(Serial Analysis of Gene Expression, SAGE). Esta 
técnica permite el análisis cuantitativo y simultáneo 
de un gran número de transcritos (65). Además, per-
mite crear perfiles de expresión génica en diferentes 
estados y condiciones de la célula (65,66). 
La identificación y cuantificación de transcritos me-
diante la técnica SAGE se basa en la secuenciación 
de tags (fragmentos de cDNA obtenidos a partir del 
mRNA de la muestra) concatenados entre sí (Fig. 2), 
teniendo en cuenta que cada tag representa un mRNA 
específico de la muestra (Fig. 1). Para esta técnica, 
el mRNA extraído de la muestra es atrapado en la 
cola de poli-A por secuencias de timina unidas a 
biotina; esas secuencias de timina sirven como oli-
gonucleótidos para poder sintetizar el cDNA me-
diante una transcriptasa reversa; el cDNA se extrae 
mediante el uso de perlas que contienen estrep-
tavidina (proteína sintetizada por Streptomyces 
avidinii, caracterizada por su alta afinidad por la 
biotina), para posteriormente ser fragmentado por 
una enzima de anclaje (enzima de restricción, AE). 
Los fragmentos del cDNA no unido a las perlas se 
eliminan por medio de lavados, mientras que el 
cDNA unido a las perlas se liga a dos adaptadores 
en reacciones independientes, una de ellas con 
extremos cohesivos, y otra con sitios de restricción 
para una enzima de etiquetado (tagging enzyme, TE) 
y una secuencia corta complementaria a la secuencia 
contraria; las dos reacciones se combinan y se repite 
la reacción de digestión con la TE para obtener frag-
mentos de ~10 pb que se ligarán para formar los di-
tags. Los di-tags se amplifican por PCR y se ligan 
para formar concatámeros (molécula de DNA con 
copias múltiples de una misma secuencia de nucleó-
tidos dispuestas en serie) más largos, que son clona-
dos en un vector y posteriormente secuenciados 
(Fig. 1) (5). 
El resultado de SAGE es una lista de tags o etiquetas 
de secuencias cortas y el número de veces que se 
observa cada tag en la secuenciación, lo cual refleja 
el nivel de expresión del gen al que corresponde 
cada tag. Utilizando bases de datos de secuencias se 
puede determinar con cierta seguridad de qué 
mRNA “original” se extrajo el tag. Pueden aplicarse 
métodos estadísticos a las listas de etiquetas y 
recuentos de diferentes muestras para determinar si 
existe expresión diferencial de genes (65–67). 
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Originalmente, la técnica SAGE se desarrolló para 
estudiar e identificar marcadores de cáncer de 
páncreas, basado en la premisa de que una secuencia 
de tags de 9-10 pb puede ser suficiente para identi-
ficar de forma única un gen (65). Posteriormente, la 
técnica se refinó y se generaron las metodologías 
LongSAGE, RL-SAGE y SuperSAGE, las cuales 
utilizaron tags de 26 pb que los hacían mucho más 
específicos. La implementación de la metodología 
SuperSAGE se desarrolló en hojas de arroz (Oryza 
sativa) infectadas con Magnaporthe grisea, para 
analizar las interacciones huésped-hospedero (68), 
actualmente se siguen implementando variaciones 
en el protocolo original para mejorar la utilidad de 
la técnica en determinadas condiciones. 
La principal ventaja de la técnica SAGE es que 
permite realizar análisis simultáneos y cuantitativos 
de un gran número de transcritos, gracias a que se 
miden los niveles absolutos de mRNA, y no nece-
sariamente se requiere información preexistente de 
los genes de interés (5,65,69). La verdadera utilidad 
de la técnica se potencia cuando se tiene un genoma 
previamente anotado, haciendo coincidir las secuen-
cias de los tags con genes previamente anotados 
(Tabla 1) (69,70). 
Entre las desventajas de esta técnica están que suele 
ser costosa, laboriosa, y propensa a errores de secuen-
ciación (70). Además, requiere una gran cantidad de 
RNA total inicial, lo que la hace inaplicable para 
organismos en los cuales los protocolos de extrac-
ción de RNA total incluyen pasos adicionales por lo 
que disminuye la calidad y cantidad del RNA obte-
nido (5). Otra desventaja es que, debido a la corta 
longitud de las secuencias de los tags, más de un gen 
puede compartir estas secuencias. Sin embargo, esta 
deficiencia se puede resolver mediante la imple-
mentación de SuperSAGE o LongSAGE (Tabla 1) 
(5,65,69). 
SAGE se convirtió en una herramienta ampliamente 
utilizada para realizar perfiles de expresión génica a 
gran escala, utilizando células de seres humanos, 
animales, levaduras y plantas (67). 
Durante varios años, la metodología SAGE y sus 
variantes se utilizaron para estudiar los perfiles trans- 
criptómicos de varios hongos. Por ejemplo, en S. 
cerevisiae se estudió el cambio en la expresión 
génica inducido por el ácido oleico, y se encontró 
que se sobreexpresaban el 20 % de los genes, en su 
mayoría mRNA que codifican para enzimas de la β-
oxidación peroxisomal necesarias para la degrada-
ción de los ácidos grasos (71). En el hongo fitopa- 
tógeno M. grisea se identificaron los genes que se 
sobreexpresan durante la infección en plantas (72); 
en Ustilago maydis se identificaron los que parti-

cipan en la regulación de la actividad de la proteína 
cinasa A, la biogénesis del ribosoma y el metabo-
lismo del fosfato (73); y en hongos patógenos de 
plantas como Blumeria graminis y patógenos de 
mamíferos como Cryptococcus neoformans, Coc-
cidioides posadasii y Trichophyton rubrum se identi-
ficaron genes responsables de la virulencia y la 
proliferación en el hospedero, con el objetivo de 
encontrar fármacos que puedan frenar su desarrollo 
(74). 

Microarreglos de DNA (DNA microarray) 
Los microarreglos de DNA (biochips de DNA o 
chips de DNA) son una tecnología que se usa para 
analizar la expresión génica que, al igual que el 
Northern blot evolucionó a partir del Southern. En 
la década de 1970 se realizaron los primeros estu-
dios donde se analizaba la expresión génica basán-
dose en la hibridación (Fig. 2), donde regiones de 
DNA se hibridaron con una sonda radiomarcada de 
DNA o RNA. Después, a finales de la misma déca-
da, se produjeron matrices ordenadas (75,76) y desde 
entonces se realizaron múltiples modificaciones a la 
técnica hasta llegar al año 1995 cuando se publicó 
el primer estudio en el que se utilizó la palabra 
"microarray", que explicaba cómo se podía contro-
lar la expresión de 45 genes de Arabidopsis. El 
arreglo se construyó mediante la impresión roboti-
zada a alta velocidad del cDNA sobre vidrio (77). 
La tecnología explotó el principio de la hibridación 
(Fig. 2) con secuencias complementarias, entre el 
cDNA transcrito inversamente a partir de una mues-
tra biológica de RNA y una sonda prediseñada de 
cDNA fija en un portaobjetos (78). Un microarre-
glo, por lo tanto, consiste en una biblioteca predise-
ñada de sondas sintéticas de ácido nucleico inmovi-
lizadas y dispuestas espacialmente sobre una matriz 
sólida (79). 
La implementación y el acelerado uso de los micro-
arreglos permitió dar paso a la era ÓMICA, con el 
objetivo de cuantificar y caracterizar la expresión 
total de los RNA, es decir, realizar análisis trans-
criptómicos (5). La preparación de un microarreglo 
para estudiar un perfil de expresión génica requiere 
dos componentes básicos e indispensables. Por un 
lado, el soporte en el que se fijan las sondas (que 
puede ser una membrana o un chip de vidrio) y la 
preparación de las muestras de RNA que se hibridan 
en el soporte (79). 
Varias empresas, como Agilent y Affymetrix ofre-
cen soportes a medida con un número determinado 
de sondas. Los soportes también pueden construirse 
con un fin determinado y normalmente se utilizan 
robots para “imprimir” sondas prediseñadas que se 

224



Padilla-Garfias F, Araiza-Villanueva MG, Peña Díaz A 

unirán al soporte (80), esas sondas no son otra cosa 
más que las secuencias específicas a las que se les 
ha asignado un espacio en el soporte. 
La preparación de la muestra consiste en aislar y 
extraer el mRNA de las células de interés, las cuales 
pueden ser del mismo tipo, pero en diferentes condi-
ciones experimentales, ya que una servirá como 
control y otra como experimental para realizar el 
análisis de expresión génica (81), el siguiente paso 
es etiquetar el mRNA, mediante una reacción de 
transcripción inversa. Para producir una hebra comple- 
mentaria de cDNA que contenga nucleótidos marcados 
con una sonda fluorescente, la muestra control se 
puede etiquetar con un fluoróforo y la muestra expe-
rimental con otro diferente (por ejemplo, la cianina 
3 y la cianina 5 o Alexa555 y Alexa647) (5,81); 
después, las muestras marcadas diferencialmente se 
hibridan con la matriz; es decir, se coloca el cDNA 
etiquetado en el chip de DNA donde se hibridan con 
sus sondas complementarias (en el caso de los chips 
de dos colores, las dos poblaciones de cDNA etique-
tadas se mezclan para hibridaciones simultáneas con 
sus objetivos en el chip). Posteriormente, se realizan 
múltiples lavados para eliminar las secuencias no 
hibridadas; el chip hibridado se excita con un láser 
para obtener la intensidad de fluorescencia, que es 
proporcional a la cantidad de muestra presente en 
cada punto. Con las intensidades de fluorescencia se 
crea una imagen digital que permite realizar la cuan-
tificación, si se desea calcular la expresión relativa 
entre dos muestras, etiquetadas con fluoróforo dife-
rente; la imagen resultante se analiza calculando la 
proporción de los dos colorantes (Fig. 1) (81). 
La tecnología de los microarreglos impulsó la genó-
mica funcional; es decir la identificación de los genes 
implicados en ciertos procesos celulares, suponien-
do que sus niveles de expresión son proporcionales 
a los niveles de proteínas, lo que permite entender el 
funcionamiento celular (5). Entre las principales 
ventajas de esta técnica, destaca que un solo experi-
mento puede proporcionar rápidamente información 
sobre la expresión de miles de genes de todo el geno- 
ma en el organismo de interés, para comparar los 
patrones de expresión entre dos estados cuales-
quiera, indicando qué genes están regulados positiva 
o negativamente entre las muestras control y experi-
mentales (80). Los microarreglos son reproducibles
y suficientemente sensibles, aunque a menudo convie-
ne aplicar una metodología confirmatoria (5); por
ejemplo, RT-qPCR (Tabla 1).
Aunque los microarreglos han sido una poderosa 
herramienta y han permitido entender algunas enfer-
medades, procesos biológicos, entre otros, tienen 
algunas limitaciones. Debido a que se monitorean 
genomas completos o genes preseleccionados, la 

detección de mutaciones, splicing alternativo o se-
cuencias desconocidas está limitada en este método 
(Tabla 1) (80). Para llevar a cabo un experimento 
con microarreglos se requieren reactivos costosos y 
equipos especializados para imprimir las sondas, 
etiquetar el objetivo, realizar la hibridación, cuan-
tificar las señales de hibridación, etc. (5), y en la 
mayoría de las ocasiones todo lo involucrado está 
sujeto a los parámetros de un fabricante (82). Tam-
bién se sabe que, en el uso y análisis de los micro-
arreglos, pocas veces se aplica la normalización y 
estandarización de la metodología (82,83), además 
de que el rigor estadístico que se utiliza no es 
robusto (84). Los microarreglos poco a poco han 
entrado en desuso debido a los avances de las 
metodologías basadas en NGS (5,82). 
Los microarreglos han sido una metodología amplia- 
mente aplicada en investigación médica y biología 
molecular de plantas y hongos, que a lo largo de los 
años han sido utilizados con múltiples enfoques. Por 
ejemplo, Breakspear y Momany (85) enlistaron los 
primeros cincuenta estudios de expresión génica 
mediante el uso de microarreglos en hongos fila-
mentosos, clasificándolos como cambios en el 
metabolismo, en el desarrollo celular, patogénesis, 
simbiosis y aplicaciones industriales. Garaizar y cola- 
boradores (86) recabaron la información relacio-
nada con la patogénesis, la biología celular, la 
susceptibilidad a los antifúngicos y el diagnóstico de 
C. albicans, y años después se reportaron los cam-
bios en la expresión génica de esta levadura durante
la infección de riñones en mamíferos (87). En S.
cerevisiae se utilizaron para estudiar la regulación
de la biogénesis de la pared celular (88), para estu-
diar la respuesta a metales pesados como el cadmio
(89) y compuestos químicos tóxicos (90). En leva-
duras no convencionales como Debaryomyces hansenii 
se utilizaron para analizar los efectos ocasionados 
en presencia de NaCl y cambios de pH con un 
enfoque hacia el metabolismo energético (91).  

Reacción en cadena de la polimerasa con transcrip- 
tasa inversa cuantitativa (Quantitative Reverse Tran-
scription Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR) 
La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 
real (RT-qPCR), es una técnica que surgió como una 
variante de la reacción en cadena de la polimerasa 
convencional (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
(Fig. 2), que ha sido ampliamente utilizada para 
detectar RNA una vez que se construyó la molécula 
de cDNA de manera cuantitativa en diferentes ám-
bitos de la biología molecular. Es tan robusta que 
desde sus orígenes se ha utilizado para cuantificar la 
expresión génica (a partir del mRNA), cuantifica-
ción de patógenos (bacterias y virus), diagnóstico 
molecular, y la validación de datos obtenidos por 

225



Revista de Educación Bioquímica (REB) 43(4):213-234, 2024    Técnicas para estudiar la expresión génica en hongos 

otras técnicas, como los microarreglos de DNA 
(92,93). 
En 1992, Higuchi y colaboradores reportaron por 
primera vez el uso de la PCR cuantitativa (qPCR), 
utilizando DNA, oligonucleótidos, la Taq polime-
rasa, y como colorante el EtBr, el cual aumentaba su 
fluorescencia en presencia de DNA de doble cadena 
(dsDNA) (94). Desde entonces la metodología ha su-
frido múltiples modificaciones hasta la versión que 
se utiliza hoy en día. Tal ha sido su importancia, que 

en los últimos años se volvió popular gracias a su 
aplicación para el diagnóstico de COVID-19 (95). 
La RT-qPCR aplicada al análisis de expresión géni-
ca es la combinación de tres pasos: 1) la reacción de 
transcripción inversa para convertir el mRNA en 
cDNA dependiente de la transcriptasa inversa, tam-
bién conocida como retrotranscriptasa (RT), 2) la 
amplificación del cDNA mediante PCR y 3) la 
detección y cuantificación de los productos de ampli-
ficación en tiempo real (96); el paso 2 y 3 se hacen 
de manera simultánea (Fig. 1). 

Figura 2. Clasificación de las técnicas de biología molecular usadas en el análisis de la expresión de genes 
de acuerdo con su fundamento metodológico.
Para el paso 1 se debe realizar el diseño experi-
mental de extracción del mRNA (mediante el 
método que mejor se adapte a nuestras necesidades) 
que representará una instantánea de los transcritos 
que nos interesan. Después de la extracción del 
mRNA, se debe realizar una digestión con una 
DNasa I, la cual elimina la contaminación por DNA 
producto de la extracción. Una vez inactivada la 
DNasa I, se utilizan oligos-dT que se unirán a la cola 
poli-A de las moléculas de mRNA, con el fin de 
cebar las reacciones catalizadas por una RT, y así 
sintetizar el cDNA (97). 
Los pasos 2 y 3, que comprenden la PCR en tiempo 
real, se basan exactamente en el mismo principio 
que la PCR tradicional (PCR de punto final). 
También consta de tres pasos: a) desnaturalización 
de la plantilla del cDNA (que se lleva a cabo a unos 

94-95 °C durante unos segundos para separar las
hebras dobles de cDNA); b) hibridación de los
oligonucleótidos (previamente diseñados, para am-
plificar fragmentos de aproximadamente unos 200
pb, la cual se lleva a cabo a alrededor de 50-60 °C;
y c) extensión de oligonucleótidos (específicos para
los genes de interés) para amplificar o sintetizar
hebras de DNA complementarias en una tempe-
ratura de 68-72 °C, esto para permitir que la DNA
polimerasa lleve a cabo la reacción. El tiempo y las
temperaturas para cada paso varían dependiendo de
diferentes factores, como el tamaño de la plantilla,
el porcentaje de citosina-guanina (C-G) y la DNA
polimerasa que se esté utilizando (98). Estos pasos
suelen repetirse durante 20 a 50 ciclos (5).
Durante la qPCR, un gráfico de la concentración de 
DNA a lo largo del tiempo muestra una fase de 
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retraso, seguida de una fase exponencial y luego una 
fase de saturación. Durante la fase exponencial, las 
moléculas de DNA sintetizadas son proporcionales 
a los niveles de DNA iniciales. Una característica 
clave de la qPCR es que el DNA amplificado se mide 
momentáneamente conforme la reacción progresa, 
mediante el uso de marcadores fluorescentes que se 
incorporan a la dsDNA producto de la PCR (5). Este 
es un nuevo enfoque en comparación con la PCR 
estándar, donde el producto amplificado se detecta 
sólo al final (94). Cabe mencionar que, para poder 
detectar y cuantificar la fluorescencia, es necesario 
un termociclador especial, entre los que destacan los 
diseñados por las empresas Applied Biosystems, 
QIAGEN o Bio-Rad. 
La visualización en tiempo real de los amplicones 
puede llevarse a cabo mediante dos métodos: 1) 
utilizando colorantes intercalantes de dsDNA, como 
el SYBR Green (99), el cual se une al dsDNA y 
fluoresce cuando está unido; o 2) sondas fluores-
centes, como TaqMan, que contienen un reportero 
fluorescente en un extremo y un quencher en el 
extremo opuesto (99,100). Durante los ciclos de 
PCR, los incrementos graduales en la concentración 
de DNA producen un aumento en la intensidad de la 
fluorescencia, permitiendo así la cuantificación del 
DNA presente en la muestra. 
La detección en tiempo real del ciclo qPCR genera 
una curva de amplificación con tres fases clave: 
iniciación, exponencial, y meseta, que sirven como 
base para la cuantificación. Durante la amplifi-
cación, la fluorescencia inicial baja establece el 
nivel de referencia, y el umbral, el cual se rebasa en 
la fase exponencial, que se utiliza para cuantificar 
mediante el ciclo de cuantificación (Ct o Cq) (92). 
El uso de un gen de referencia constante, como los 
que codifican para la GAPDH o β-actina, es crucial 
para la cuantificación, aunque los niveles pueden 
variar en ciertas condiciones, requiriendo compati-
bilidad con el experimento (101). 
En cuanto a los métodos de cuantificación, se pueden 
elegir entre absolutos y relativos. La cuantificación 
absoluta implica estándares de concentración cono-
cidos para el gen de referencia y el de interés, gene-
rando una curva estándar para cuantificar las 
muestras. La cuantificación relativa calcula la rela-
ción entre el gen de referencia y el de interés, 
utilizando el método doble delta Ct (2-ΔΔCq). Este 
enfoque suele utilizarse para comparar muestras en 
dos condiciones. La precisión depende de mantener 
constante al gen de referencia (102). 
La RT-qPCR se utiliza de forma rutinaria en los 
laboratorios donde se trabaja con biología molecular 
y expresión génica, ya que es altamente sensible y 

específica. Al utilizar el método de cuantificación 
correcto se pueden obtener valores numéricos y 
reales sobre la expresión de un gen de interés; suele 
ser una técnica rápida comparada con las otras 
metodologías, y se pueden estudiar genes de baja 
expresión a la vez, con una poca cantidad de RNA 
(Tabla 1) (103). Por otro lado, comparado con otras 
metodologías se deben tener varios controles inter-
nos sobre el experimento. Si no se trabaja con el 
cuidado preciso, es una metodología susceptible a 
contaminaciones; se deben elegir los genes de refe-
rencia correctos que no cambien su expresión con el 
tratamiento, y aún sigue siendo una metodología 
algo costosa (Tabla 1) (104). 
Los primeros usos que se dieron a esta metodología 
fueron para estudiar la expresión génica, transcrip-
tasa inversa, etc., pero actualmente se usa más con 
un fin aplicado, por ejemplo, al diagnóstico de en-
fermedades infecciosas, perfiles de expresión génica 
en cáncer, validación de resultados de genómica 
funcional, detección de biomarcadores en medicina 
personalizada, o identificación de enfermedades como 
en el diagnóstico de COVID-19 (95). 
La RT-qPCR se utiliza en hongos y levaduras para 
investigar la respuesta génica a diversas condi-
ciones, estrés o etapa del crecimiento celular, reve-
lando información sobre la regulación génica y los 
mecanismos de adaptación. Además, se emplea en 
la detección y cuantificación de especies específicas 
en entornos ambientales, clínicos e industriales. La 
versatilidad de la RT-qPCR permite adaptarla a una 
variedad de estudios según los objetivos específicos 
de la investigación en hongos filamentosos y leva-
duras (105–107). 

RNA-Seq: Secuenciación de nueva generación 
(Next Generation Sequencing, NGS) 
La secuenciación del RNA (RNA-Seq) es una 
técnica que se basa en la secuenciación de nueva 
generación (Next Generation Sequencing, NGS) 
(Fig. 2) que permite analizar la expresión génica y 
descubrir nuevos transcritos de RNA en una muestra 
biológica. Se basa en la secuenciación masiva y 
paralela de fragmentos de cDNA obtenidos experi-
mentalmente a partir de una muestra de RNA, pro-
porcionando una visión detallada y global de la 
transcripción en una célula o tejido específico (108). 
El RNA-Seq permite analizar el transcriptoma, que 
abarca todos los transcritos en una célula o tejido, 
para conocer su cantidad en una etapa de desarrollo 
o condición fisiológica específica (108,109). Este
enfoque es esencial para interpretar los elementos
funcionales del genoma, revelar constituyentes mole-
culares de células y tejidos, y comprender el desa-
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rrollo y las enfermedades. Los objetivos clave de la 
transcriptómica incluyen catalogar todos los tipos 
de transcritos, determinar la estructura transcrip-
cional de los genes y cuantificar los niveles de 
expresión de cada transcrito durante el desarrollo y 
en diversas condiciones (3,108). 
La metodología del RNA-Seq evolucionó como una 
alternativa poderosa a las técnicas tradicionales, 
como los microarreglos de DNA y la RT-qPCR, que 
presentaban limitaciones en términos de sensibi-
lidad y capacidad de descubrimiento (3). 
En la mitad de la década de 2000, con la intro-
ducción de las tecnologías NGS, surgió el RNA-Seq 
como una herramienta innovadora para analizar la 
expresión génica. La NGS ha posibilitado la 
secuenciación a gran escala de manera más rápida y 
eficiente en comparación con los métodos conven-
cionales. El enfoque tradicional de secuenciación, 
conocido como Sanger, y utilizado desde la década 
de 1970, era lento y costoso (108). Sin embargo, la 
necesidad de secuenciar grandes cantidades de 
DNA en un tiempo menor impulsó el desarrollo de 
nuevas tecnologías. La introducción de plataformas 
como Illumina, Roche 454, SOLiD y Ion Torrent a 
mediados de la década de 2000 marcó el inicio de la 
era de la NGS (110). La NGS ha sido tan importante 
que gracias a ella en el 2001 se pudo reportar la 
secuencia completa del genoma humano (111). 
La plataforma más utilizada es la desarrollada por 
Illumina, por lo que la metodología descrita es la 
implementada por tal empresa. Antes de llegar a la 
secuenciación debe de construirse la biblioteca de 
cDNA, y para ello debe aislarse el RNA por el mé-
todo que mejor se adapte, para después ser tratado 
con DNasa I. Posteriormente se determina la calidad 
y cantidad del RNA total para poder hacer la selec-
ción del mRNA, utilizando perlas magnéticas fusio-
nadas con oligos-dT para atrapar el mRNA por su 
extremo 3’ rico en A (112); posteriormente se 
sintetiza el cDNA utilizando una RT. Luego se 
amplifican los fragmentos de cDNA por PCR (113); 
los amplicones se fragmentan con enzimas, sónica-
ción o nebulizadores, seguido de la selección de 
tamaño para eliminar secuencias pequeñas o selec-
cionar un margen ajustado de longitudes de secuen-
cia, y finalmente ser secuenciados (Fig. 1) (114). 
Los datos generados por la secuenciación se mapean 
en un genoma de referencia, y a través de análisis 
bioinformáticos se cuantifica la abundancia de cada 
transcrito. Es importante destacar que en ciertos 
casos los datos de RNA-Seq pueden ser empleados 
sin la necesidad de un genoma de referencia. En 
estas situaciones, se forman "contigs" a partir de los 
datos utilizando herramientas como SPAdes o 

Trinity. Estos "contigs" pueden luego ser utilizados 
para predecir ORFs y ser anotados con bases de 
datos como eggNOG (108,109). 
El análisis posterior incluye la identificación de 
genes diferencialmente expresados, la detección de 
isoformas alternativas y el descubrimiento de nue-
vos transcritos (108). Normalmente, para el análisis 
bioinformático se utilizan pipelines como el desa-
rrollado con el programa snakePipes (2.5.0) (115). 
A grandes rasgos, el control de calidad de los datos 
brutos procedentes de las líneas de secuenciación 
debe de analizarse con FastQC (Babraham Bio-
informatics) y se visualiza con MultiQC (116). Los 
adaptadores se eliminan utilizando Cutadapt (117), 
y después con RNA STAR (118) se realiza la alinea-
ción de los datos de RNA-Seq con el genoma de 
referencia, para poder realizar el recuento de lectu-
ras mediante un programa como feature-Counts 
(119), y con el fin de estimar la expresión génica en 
las muestras. Por último, se utiliza DESeq2 (120) 
para normalizar los datos y realizar el análisis de 
expresión génica diferencial. 
Las primeras aplicaciones que se le dieron al RNA-
Seq se centraron en organismos modelo y líneas 
celulares, demostrando su capacidad para propor-
cionar perfiles de expresión génica más precisos y 
completos que los microarreglos de DNA. A medida 
que la tecnología avanzaba, su aplicación se exten-
dió a una variedad de organismos y condiciones 
biológicas (109). 
En el ámbito de la micología, el RNA-Seq ha sido 
ampliamente utilizado en estudios para entender la 
regulación génica, la respuesta a estrés ambiental, la 
identificación de genes patogénicos y la elucidación 
de rutas metabólicas. Investigaciones en levaduras y 
hongos filamentosos han revelado información 
valiosa sobre la adaptación a condiciones adversas 
y la virulencia, evidenciado en búsquedas en bases 
de datos como PubMed (108,109). 
Es una técnica con una alta sensibilidad y reso-
lución, que permite detectar niveles bajos de expre-
sión, proporciona detalles sobre isoformas, no 
requiere información previa sobre secuencias de 
RNA, lo que permite el descubrimiento de nuevos 
transcritos, al igual que un enfoque multipropósito 
porque se puede utilizar para cuantificar la expre-
sión génica, identificación de variantes de genes, y 
análisis de fusiones génicas (Tabla 1) (3). A pesar 
de la gran cantidad de ventajas de esta metodología, 
sigue caracterizándose por ser muy costosa, requerir 
de recursos computacionales importantes para poder 
analizar un conjunto de datos, y además la calidad 
de los resultados depende de la precisión del 
genoma de referencia utilizado (Tabla 1) (109). 
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Recientemente se han desarrollado múltiples traba-
jos transcriptómicos en hongos con diversos objeti-
vos, destacando el estudio del hongo dimórfico 
Sporothrix schenckii al exponerlo a estrés térmico 
(121); el análisis de las vías metabólicas para pro-
ducir metabolitos secundarios del parásito nemá-
todo Hirsutella minnesotensis que permite entender 
cómo coloniza a su hospedero (122); el estudio 
transcriptómico para entender cómo el hongo 
Stemphylium lycopersici coloniza la planta de to-
mate (123), por ejemplificar algunos. Pero es evi-
dente que la mayoría de los trabajos que implican 
RNA-Seq en hongos están relacionados con entender 
el ciclo celular y de vida del hongo, respuestas a 
estrés, comparación entre cepas, diferenciación 
celular, factores de patogenicidad, etc. 
En resumen, esta es una técnica muy moderna que 
sigue en constante evolución y que ha desplazado a 
otras debido a todas las ventajas que se han descrito. 

Conclusiones 
Las técnicas para estudiar los perfiles de expresión 
de los genes en hongos son esenciales para tener una 
comprensión más profunda y detallada de los 
mecanismos que regulan la expresión génica en 
diferentes condiciones ambientales. Cada uno de los 
métodos mencionados a lo largo de esta revisión, 
tiene sus propias ventajas y limitaciones, las que 
fueron brevemente resumidas y comparadas en la 
Tabla 1. 

Como se observa en la figura 1, estas técnicas mole-
culares han experimentado avances significativos en 
las últimas décadas. El principio metodológico de 
cada una ha permitido clasificarlas de acuerdo con 
su fundamento en tres grupos: basadas en hibrida-
ción con sondas específicas, en amplificación por 
PCR, y en secuenciación, como se puede observar 
en la figura. 2. 
Actualmente, las tecnologías de NGS, como RNA-
Seq, son populares por su gran capacidad para 
analizar la expresión global de los genes en hongos 
y diversos organismos. Cada una de las tecnologías 
mencionadas se siguen utilizando a pesar de sus 
desventajas; por lo tanto, la elección de la técnica 
más adecuada dependerá de la pregunta de inves-
tigación específica, los recursos disponibles, y las 
características de la muestra. 
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