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RESUMEN

La toxicidad por aluminio es uno de los factores más limitantes de la producción 
agrícola en los suelos ácidos. En este sentido es claro que la agricultura mundial 
requiere, para mantener y aumentar las producciones actuales, cultivares con alta 
tolerancia o resistencia a la toxicidad por aluminio que se presenta en nuestros 
suelos ácidos.

Algunas especies de Brachiaria han mostrado alto grado de resistencia al estrés 
por aluminio. Para su caracterización se han hecho varias aproximaciones como 
caracterización fenotípica, mapeo genético y QTLs entre otras. En nuestro grupo 
de trabajo se seleccionaron 18 secuencias parciales de genes involucrados en la 
resistencia a partir de una librería sustractiva por supresión desde puntas de 
raíces usando B. decumbens (Al-resistente) y B. ruziziensis (Al-sensible). Siete de 
estas secuencias mostraron expresión diferencial en las raíces mediante la técnica 
de PCR en tiempo real

Nosotros, seleccionamos una de ellas (AlBdec10) para obtener la secuencia 
completa del gen. El análisis bioinformático nos mostró que este gen corresponde 
o tiene alta homología con una secuencia aislada de arroz, de arabidopsis, de uva 
y de algunas otras plantas pero que aún no ha sido caracterizada biológicamente. 
Por sus características aminoacídica este gen ha sido incluido en una gran familia 
de proteínas de fosfoesterasas, las cuales tienen como particular un motivo DHH 
(Asp-His-His) que las distingue de otras fosfoesterasas.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman una vez más que la resistencia 
al estrés por aluminio en B. decumbens es una característica bastante compleja 
que probablemente, depende de varios mecanismos.



SUMMARY

Aluminium toxicity is one of the most restrictive factors in agricultural production 
under acidic soils. In this sense it is clear that global agriculture requires, 
maintaining and increasing current production, cultivars with high resistance to 
aluminum toxicity that occurs in our acid soil. Some species of Brachiaria have 
shown high degree of resistance to stress in aluminium. Several approaches like 
phenotypic characterization and genetic mapping QTLs among others has been 
done for the description of this resistance. In this study 18 partial sequences of 
genes involved in resistance from a bookstore by subtractive removal from root tips 
using B. decumbens (Al-resistant) and B. ruziziensis (Al-sensitive) were selected. 
Seven of these sequences showed differential expression in the roots using the 
PCR real time tecnique. 

One of them (AlBdec10) was selected to obtain the complete sequence of the 
gene. The bioinformatics analysis showed that this gene corresponds or have high 
homology with a sequence of isolated rice, arabidopsis, grape and some other 
plants but has not yet been characterized biologically. Due to its characteristics 
aminoacide this gene has been included in a large family of proteins 
fosfoesterasas, which have particularly as a source DHH (Asp-His-His) that 
distinguishes them from other fosfoesterasas. 

The results of this study confirm once again that resistance to aluminum stress in 
B. decumbens is a rather complex feature that probably depends on several 
mechanisms.
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1. INTRODUCCIÓN

El aluminio (Al) es el tercer elemento más abundante en la corteza terrestre y 
existe en todos los suelos del mundo. La mayor parte del aluminio se encuentra 
inmovilizado en el suelo en forma de silicatos de aluminio que no pueden ser 
absorbidos por las plantas (Driscoll et al., 1988), sin embargo la acidez del suelo 
invierte esta situación haciendo que el aluminio se presente en forma soluble y por 
lo tanto, pueda ser absorbido por las plantas causando un efecto tóxico.  Los 
primeros síntomas del daño causado por aluminio son la reducción del crecimiento 
de las raíces y su posterior deformación estructural, evitando que el sistema 
radicular desarrolle su función biológica (absorción de agua y de nutrientes), lo 
cual disminuye drásticamente los rendimientos de cosechas para los cultivos que 
presenten susceptibilidad. 

Aunque la acidez del suelo se puede corregir usando enmiendas orgánicas y 
algunos tipos de cal (Espinosa, 1994), esta práctica  no ha sido efectiva en países 
en vía de desarrollo, por los altos costos que constituye su aplicación (Pandey et 
al. 1994) y por su ineficacia en el mediano y largo plazo ya que esta acidez se 
presenta por condiciones naturales del suelo, la presencia de lluvias ácidas y las 
diferentes prácticas agrícolas desarrolladas por el hombre (ejemplo, altas y 
continuas fertilizaciones con amonio). Esto se convierte en un gran problema de 
tipo mundial ya que cerca del 50% del suelo cultivable del mundo es 
significativamente ácido y se encuentra en las regiones más deprimidas 
económicamente, como la zona tropical.

A raíz de esto, la investigación actual en este campo se ha enfocado en buscar 
información genética necesaria para saber porque y como algunas plantas son 
capaces de resistir al estrés por aluminio en suelos ácidos. Este conocimiento es 
esencial para poder llegar a desarrollar cultivos más productivos que puedan ser 
cultivados en suelos bajo estas condiciones. Es así como se han hecho varias 
aproximaciones con el esfuerzo de muchos investigadores (Mao et al., 2004, 
Kochian et al., 1995), pero aún se conoce muy poco acerca de los mecanismos y 
los genes que favorecen la resistencia a este fenómeno. 

Actualmente se han detectado materiales vegetales que presentan resistencia y/o 
tolerancia a los suelos ácidos lo cual presenta una buena oportunidad de hacerle 
frente a esta gran problemática. Es el caso del género Brachiaria donde se han 
descubierto especies y biotipos que presentan diferentes grados de resistencia y 
tolerancia a la presencia de iones de aluminio solubles en el suelo. Con el 
presente proyecto se pretende contribuir en al avance del entendimiento de este o 
estos mecanismos, al aislar y caracterizar genes involucrados en la resistencia o 
tolerancia que presenta la especie Brachiaria decumbens al estrés por aluminio.
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2. FORMULACION DE HIPOTESIS

La metodología de Librerías Sustractivas (SSH), complementada con PCR en 
tiempo real (qPCR), permite aislar genes que están diferencialmente expresados 
en una especie resistente al estrés por Aluminio (B. decumbens) con respecto a 
otra susceptible (B. ruziziensis) cuando son sometidas a iones de este metal.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Identificar y caracterizar secuencias de genes expresados diferencialmente en 
plantas de Brachiaria decumbens asociados al estrés por aluminio. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

Verificar la expresión diferencial en B.  decumbens de 18 secuencias de genes 
asociados a la resistencia al estrés por aluminio comparada con B. ruziziensis.

Aislar la secuencia completa del cDNA del gen o de los genes que presenten 
expresión diferencial en B.  decumbens.  

Determinar funciones putativas de cada uno de los genes expresados 
diferencialmente, mediante la comparación con otros genes usando las bases de 
datos disponibles en la actualidad.
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4. MARCO DE REFERENCIA

GÉNERO Brachiaria

Brachiaria es el género de pastos forrajeros más extendido y cultivado en el 
trópico, tiene cerca de 100 especies dispersadas principalmente en África (Miles, 
et al. 1996). El género pertenece a la familia Poaceae del orden cyperales. Esta 
familia está compuesta por más de 500 géneros y aproximadamente 8000 
especies de plantas que no presentan crecimiento secundario. Entre los géneros 
más destacados por su interés o importancia económica a nivel mundial se 
encuentran: Triticum (trigo), Oryza (arroz), Zea (maíz), Saccharum (caña de 
azúcar), Sorghum (sorgo), Hordeum (cebada), Brachiaria, Urochloa, Panicum, 
Eragrostis, entre otros (Judd et al. 1999).

El gran interés de tipo agronómico que despierta este género se basa en el hecho 
que genera pasturas de gran calidad, aumentando la eficiencia en la producción 
de carne de ganado, principalmente el vacuno. Se dice que en América del sur 
cubre más de 250 millones de hectáreas y su potencial está en aumento. Brasil es 
el país de la región con la mayor cantidad de superficie sembrada (40 millones de 
hectáreas). En Colombia, actualmente Brachiaria es el género de gramíneas más 
cultivado por sus bondades agronómicas (Rivas y Holmann, 2004). 

Las especies de Brachiaria que más han sido utilizadas para establecer pasturas 
debido a sus bondades agronómicas son: B. decumbens cv. Basilisk, B. 
humidicola, B. brizantha, y B. ruziziensis y últimamente el híbrido Mulato (un cruce 
entre B. brizantha, y B. ruziziensis).

Brachiaria decumbens cv. Basilisk. 

Es una especie tetraploide (2n= 4X = 36), introducida a Australia desde Uganda en 
1930 (Miles et al, 1996). En Brasil, se introdujo por primera vez en el año de 1952, 
con el nombre equivocado, la accesión ingresó con la identificación de B.
brizantha. Se adapta muy bien a diferentes ecosistemas, crece en zonas que 
están desde el nivel del mar hasta 1800m y con precipitaciones entre 1000 y 3500 
mm por año (Peters, et al. 2003). Esta especie ha sido ampliamente adoptada por 
los agricultores de la región por su alta productividad y su excelente adaptación a 
suelos ácidos (pH<5,5), además que responde muy bien a la fertilización, es 
persistente y se mantiene verde en condiciones de sequía, siendo además 
resistente al daño causado por Aluminio. Su reproducción apomíctica ofrece 
diversas ventajas debido a la fijación del vigor híbrido en sus semillas, asegurando 
la preservación de su constitución genética original en su descendencia (Do Valle 
y Savidan, 1998).
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Brachiaria brizantha cv. Marandú (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. 

Esta especie es predominantemente poliplóide (tetraploide) y apomíctica, tiene 
dos nombres sinónimos: Urochloa brizantha y Panicum brizanthum. Los nombres 
más comunes con los que se conoce esta especies es beard grass, signal grass, 
palisadegrass brizantha, braquiarão, brizantão, capim marandú, marandú, pasto 
alambre, pasto señal, zacate señal, (Miles, et al. 1996). B. brizantha es una 
especie que presenta rizomas cortos y erectos; el tallo es de 60-150 cm y 
ligeramente decumbente, su calidad nutricional es similar a B. decumbens (Miles, 
et al. 1996). Tiene amplio rango de adaptación a diferentes condiciones de clima y 
de suelos (Peters, et al. 2003).

La distinción entre algunos materiales de esta especie y algunos de B. decumbens
es muy difícil de hacer. La principal diferencia se da a nivel del hábito de 
crecimiento y de la forma del raquis. Crece en suelos con pH entre 4-8 y fertilidad 
variable, sin importar mucho los niveles de aluminio soluble. Sin embargo, para 
tener pasturas muy productivas es necesario que el suelo tenga una fertilidad en 
niveles de medio a alto. La tolerancia a Manganeso (Mn) varía de acuerdo al 
material usado. Así mismo responde al estrés por inundación, siempre y cuando 
este no supere los 30 días (Peters, et al. 2003). El cultivar “Toledo” es un material 
que puede soportar periodos cortos de inundación, pero “Marandú” es menos 
tolerante (Thomas et al., 1986; Peters et al., 2003).

Brachiaria ruziziensis cv. Kennedy. 

Es nativa del Valle Ruzi de Zaire y Burundi y se ha difundido ampliamente en los 
países tropicales. Ruzi, como es conocida popularmente, proporciona forraje de 
alto valor nutritivo y produce abundante semillas. Exige suelos fértiles, de buen 
drenaje; es susceptible a suelos ácidos con altos niveles de aluminio, al salivazo y 
es menos productivo que B. decumbens. Su reproducción es sexual (diploide 
2n=2x) y se modificó artificialmente, en Brasil en la Empresa Brasilera de Pesquisa 
Agropecuaria (EMBRAPA), con Colchicina para la obtención de una especie 
tetraploide (2n=4x) que pudiera cruzarse con las especies apomícticas de B. 
decumbens y B. brizantha con el fin de obtener híbridos que combinaran la 
persistencia, productividad, y adaptación a suelos de baja fertilidad (Lapointe y 
Miles, 1992).

EL ALUMINIO

Según Gutiérrez, (1991) el aluminio es el tercer elemento más abundante en la 
corteza terrestre y el primero a nivel metálico. Se encuentra ampliamente 
distribuido y constituye aproximadamente el 8.8% de la corteza terrestre. Su 
número atómico es 13 y se encuentra en el grupo 13 de la tabla periódica. 
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Generalmente se encuentra combinado con otros elementos como por ejemplo 
oxígeno y sílice. En estado puro es muy liviano y de un color blanco-plateado. Su 
densidad es 2.7, a temperatura ambiente es sólido con un punto de ebullición y de 
fusión de 2.467 ºC y 660 ºC, respectivamente. 

A pesar que está asociado a varias enfermedades importantes en los humanos (ej: 
Alzheimer), su uso en las industrias es evidente y tiende a aumentar en el tiempo.  
Se usa en el tratamiento de aguas como sulfato de aluminio (alumbre) y en 
productos de consumo tales como antiácidos, astringentes, aspirina con cubierta 
entérica, aditivos para alimentos y desodorantes. El aluminio metálico en polvo se 
usa a menudo en explosivos y fuegos artificiales.

EL ALUMINIO EN SUELOS ACIDOS

La acidez del suelo es uno de los problemas mas graves en la producción de los 
cultivos básicos en nuestro país; puede definirse como la concentración de iones 
de hidrógeno en el suelo, los cuales afectan a muchas plantas, impidiéndole su 
normal desarrollo. La acidez de los suelos se da de forma natural en regiones con 
altos índices de pluviosidad. (Espinosa, 1994). También pueden acidificarse por la 
acción de lluvias y partículas ácidas ocasionadas por procesos industriales y por la 
quema de combustibles fósiles, como ocurre en las centrales térmicas, 
aumentando la presencia de óxidos de azufre y nitrógeno en la atmósfera, los 
cuales son precipitados hacia el suelo y el subsuelo mediante las lluvias. 

Otra forma importante de acidificación del suelo es la causada por la misma 
actividad agrícola. Por ejemplo, el uso de sulfato de amonio, como fertilizante, 
puede alterar el pH del suelo de una manera drástica en el tiempo, por lo que su 
utilización debe ser cuidadosamente controlada (Espinosa, 1994). Una de las 
principales consecuencias de la acidez del suelo es la disminución de Fósforo (P) 
disponible para el sistema radicular y de elementos alcalinos y alcalinotérreos 
como el Calcio (Ca) y el Magnesio (Mg). Además, en los suelos ácidos también 
hay un aumento de la disponibilidad de otros metales como el Manganeso (Mn) 
que al igual que el Al, en cantidades altas (2–3 ppm en suelos con pH < 5.5), causa 
fitotoxicidad (Lora 1994; Rao et al. 1998).

La toxicidad por aluminio es el principal limitante en la productividad de los cultivos 
en los suelos ácidos (Espinosa, 1994; Kochian et al., 2005; Kochian et al., 2004). 
Bajo condiciones de suelo con pH neutro (5.5-7.0) el aluminio, no afecta el 
desarrollo normal de las plantas por que se encuentra en forma insoluble haciendo 
parte de óxidos y silicatos (Kochian et al., 2005). No obstante, este metal se 
solubiliza y se torna tóxico a valores de pH bajos (<5.5). En estos casos, el 
porcentaje (%) de Al se incrementa a medida que baja el pH, tornándose mucho 
más tóxico. En el mundo, dicho problema impacta a más del 50% de las tierras 
cultivables en áreas tropicales, principalmente en países como Brasil, Venezuela, 
Colombia y México (Marschner, 1991; Rao et al., 1998).
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El valor del pH del suelo al cual el Al se vuelve tóxico no es igual para todas las 
especies, dependerá del tipo y edad de la planta y de otros factores del suelo 
como lo son la clase y cantidad de arcillas, el contenido de materia orgánica y la 
presencia de otros cationes y aniones, entre otros (Fassbender, 1994).

Los estudios de las interacciones del Al con Ca y Mg han demostrado que este 
puede desplazar al Ca en la membrana y actuar como antagonista con el Mg. La 
toxicidad del Al puede inducir deficiencia en Ca y P y un exceso en otros iones 
como es el caso del Mn. El déficit de P se traduce en una disminución del 
crecimiento y coloración verde-azulosa en las hojas. Al igual que el déficit de P, el 
exceso de Mn causa reducción en el  crecimiento de la planta y daños en la parte 
aérea en la que se observan manchas necróticas en el tallo, en las hojas se 
observan manchas que se rodean de un halo de necrosis y estas hojas se arrugan 
por un mecanismo llamado “leaf”. Otros efectos indirectos son la reducción en 
absorción de agua y nutrientes ya que el daño en las raíces actúa de manera 
negativa sobre la exploración de las raíces en el suelo en busca de estos 
elementos (Rao et al., 1998).

EFECTOS DEL ALUMINIO EN EL TEJIDO VEGETAL

Según González y Gutiérrez (1985), los mecanismos de toxicidad de los 
elementos metálicos en organismos vivos son muy variados y pueden resumirse, 
en forma general, en tres grupos: 1) por bloqueo de los grupos biológicos 
esenciales de las biomoléculas (proteínas, fosfolípidos, ácidos nucleicos y 
aminoácidos). 2) por desplazamiento o reemplazo de iones metálicos esenciales 
para el funcionamiento de las biomoléculas o 3) por alteración de la conformación 
estructural de las biomoléculas afectando su actividad biológica.

El aluminio es un elemento bastante tóxico que causa serios trastornos 
metabólicos en la mayoría de los vegetales. El efecto tóxico del aluminio en las 
plantas puede originarse cuando este interactúa con la membrana celular y 
desestabiliza el citoesqueleto. El catión Al3+ afecta a las membranas alterando su 
fluidez, probablemente, cuando se pega a las cargas negativas de los fosfolípidos 
y causa cambios en sus propiedades físico-químicas (Sivaguru et al., 2003) 
trastornando sus funciones biológicas.

Se ha postulado que el aluminio se puede unir específicamente a las cargas 
negativas de los fosfolípidos de la membrana celular, al enlace fosfodiester de la 
fosfatidil serina o a algunas proteínas de membrana como la calmodulina (Garzón 
2003). Esta unión aumenta la permeabilidad y la rigidez de dicha membrana por 
compactación de fosfolípidos, lo cual conlleva a un desbalance en la absorción de 
cationes y aniones que es una de las funciones importantes que ella realiza.

Así mismo, el daño causado por este metal, se da cuando penetra en el interior de 
las células y llega hasta el núcleo, donde se une a los grupos fosfatos de los 
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ácidos nucleicos (ADN y ARN) afectando la división celular, la transcripción (Rout 
et al., 2001; Vitorello et al., 2005) y por ende la traducción de la información 
genética. Igualmente, cuando interactúa con los grupos carboxilo, sulfato, fosfato 
de proteínas y enzimas esenciales. 

Según los resultados obtenidos por Arango (2004), la tinción con hematoxilina de 
raíces de Brachiaria reveló una acumulación significativa de aluminio en las 
plantas susceptibles al nivel de la exodermis y endodermis que en consecuencia 
indujo el rompimiento de las células de la superficie radical, mostrando así la 
importancia de la matriz extracelular en la resistencia a Al. En cambio, la 
acumulación en el material resistente solo se dio a nivel exodérmico. 

Muchos autores resaltan que el efecto tóxico de este metal en la mayoría de las 
plantas es inmediato y origina síntomas bastantes visibles como es el de la 
reducción de la tasa del crecimiento radicular. Las consecuencias nocivas se 
acentúan en las plantas jóvenes cuyo proceso vegetativo de crecimiento está en 
pleno transcurso. Según Vitorello et al., (2005), este efecto puede verse en muy 
poco tiempo. Una vez se somete la planta al estrés, los síntomas pueden empezar 
a verse a los 30 minutos; aún en presencia de bajas concentraciones de Al+3

(micromolar). Esta rapidez con que sucede la interacción aluminio/planta ha hecho 
pensar que es el apoplasto el primer punto de ataque y de allí pasaría lentamente 
al interior de la célula, por lo que se plantea que el metal se acumula tanto en la 
pared como en la membrana celular (Garzón, 2003) a través de las cargas 
negativas como se planteó anteriormente.  

El pobre crecimiento longitudinal de la raíz puede darse a dos niveles. Primero 
puede haber una inhibición en el alargamiento o crecimiento celular y segundo, la 
inhibición puede darse a nivel de la división celular. Foy (1992) reportó que el 
aluminio reduce el crecimiento radicular por que interfiere en el proceso de división 
celular interactuando con los fosfatos del ADN, lo cual aumenta la inflexibilidad de 
la doble hélice e imposibilita la acción enzimática que en este actúan. Además, por 
que obstaculiza fuertemente la elongación celular en las puntas de las raíces ya 
que aumenta la rigidez de la pared celular a través de polímeros de pectinas, 
posiblemente por el desplazamiento del Calcio (Garzón, 2003; Jones et al. 1998). 

A raíz de todo lo anterior podemos subrayar que la presencia del aluminio causa 
cambios importantes en la homeostasis del calcio, interactúa con iones de fósforo 
y grupos fosfatos haciéndolo menos disponibles para las plantas, interfiere con 
algunas enzimas de la pared celular y con otras que están involucradas en 
diferentes procesos fisiológicos (Copeland and De Lima (1992), Hamilton (2001),
Haug (1984), Husaini and Rai (1992), Peixoto (1999), Slaski (1990)). De igual 
forma, obstaculiza la absorción de agua y de algunos nutrientes esenciales como 
Calcio, Magnesio, Potasio y Fósforo. 
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MECANISMOS DE TOLERANCIA Y/O RESISTENCIA AL ESTRÉS POR 
ALUMINIO

Los mecanismos de resistencia pueden agruparse en dos grupos, internos y 
externos. Taylor (1995) define que los mecanismos de resistencia internos son 
aquellos que operan dentro del simplasma a nivel celular y actúan desintoxicando 
o inmovilizando los iones de aluminio que han penetrado dentro de las células. Los 
externos serían los que actúan por fuera del simplasma.

Numerosos trabajos de investigación han demostrado que muchas especies 
vegetales tienen una gran variabilidad de respuesta al estrés por Al (Kochian et al. 
2004; Vitorello et al. 2005), aunque aún no se sabe definitivamente cual es o 
cuales son los mecanismos responsables de estas respuestas (Kochian et al. 
2005; Raman et al. 2005). 

Kochian et al. (2004), han realizado una recopilación de hechos que revelan o 
mejor, dan luces sobre ciertos mecanismos que usan las plantas para tolerar el 
efecto dañino que tiene el aluminio sobre ellas. Según Kochian et al. (2005), hasta 
el momento, existen dos mecanismos fisiológicos evidentes que pueden ser
propuestos como responsables de la resistencia al aluminio presente en algunos 
genotipos de plantas: el primero se da vía exclusión del aluminio desde el ápice de 
la raíz por exudación de ácidos orgánicos y el segundo es más de tipo tolerante y 
se da por la eliminación o desactivación del aluminio tóxico vía intracelular dentro 
del simplasto con aniones de carboxilatos. 

El mecanismo de secreción de ácidos orgánicos es el que mejor evidencia ha 
tenido. Varios autores han demostrado que la resistencia en muchas especies de 
plantas (ej: trigo, maíz, sorgo, soya, centeno) está asociada a la secreción o flujo 
de ácidos orgánicos, tales como malato, citrato, succinato y oxalato entre otros 
(Ezaki et al. 2007; Ma et al. 2001). Estos ácidos protegen los ápices de las raíces 
por que quelan el aluminio nocivo (Al+3) alrededor de la rizósfera formando 
complejos de aluminio-carboxilatos y así evitar su entrada a la raíz (Kochian et al. 
2005).

En este sentido, Sasaki et al. (2004; 2006) identificaron el primer gen de tolerancia 
a aluminio que codifica una proteína de membrana que facilita el flujo de aniones 
de malato en trigo denominado TaALMT1. Raman et al. (2005) determinaron que 
este gen está compuesto por 6 exones interrumpidos por 5 intrones. Así mismo, 
que ALMT1 por lo menos tiene 6 alelos, los cuales no están correlacionados con el 
nivel de tolerancia al estrés por aluminio. Esto depende más es del nivel de 
expresión de cada uno de ellos (Raman et al. 2006). 

En maíz, en contraste con lo observado en trigo, el mecanismo de liberación de 
citrato no explica totalmente la resistencia que presentan algunos genotipos. 
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Piñeros, et al. (2005), encontraron que el grado de resistencia al aluminio de seis 
genotipos evaluados, estaba directamente correlacionado con el contenido de 
aluminio en las puntas de raíces y no con el volumen exudado de citrato y malato.
En este sentido, ellos suponen un mecanismo de exclusión de aluminio en las 
raíces, como el responsable de la resistencia en estos seis genotipos, pero sin 
relacionarlo directamente con la exudación de ácidos orgánicos. Para estos 
autores la exudación del ácido cítrico desde las raíces (estimulado por aluminio 
(Al3+)), podría dar un nivel basal de resistencia en muchos genotipos de maíces 
pero no en todos, es decir que este no es el único mecanismo existente en este 
cultivo.

Estos resultados concuerdan con los hallados por Wenzl, et al. (2001), quienes 
encontraron que la gran resistencia que presentan algunas especies de Brachiaria
no puede ser explicada desde el mecanismo de liberación de ácidos orgánicos. 
Los contenidos de ácidos orgánicos (particularmente citrato y malato) en la 
especie resistente (B. decumbens) y la susceptible (B. ruziziensis) son casi 
idénticos lo cual muestra que la diferencia en la respuesta al aluminio entre estas 
dos especies no es dada por ellos. A pesar de esto, los autores concluyen que 
estos ácidos orgánicos si están involucrado en el alto nivel de resistencia que 
presenta este género, en especial el citrato ya que fue el ácido que se unió en más 
alta proporción al aluminio (Grundy, et al. 2001)

De acuerdo a Arango (2004), en Brachiaria existe un mecanismo de resistencia 
que impide la unión del aluminio al apoplasto de las células, ya que la acumulación 
de aluminio en las raíces de los genotipos resistentes se concentró únicamente en 
la exodermis, sin causar efectos adversos en el crecimiento de la raíz. Esto quizás 
es debido, a que la pared celular impide el paso y movimiento del aluminio a 
través de la membrana plasmática. Por lo anterior se puede pensar que el 
mecanismo de resistencia de B. decumbens al estrés por aluminio podría ser muy 
heterogéneo y bastante complejo.

Dentro de la exploración de mecanismos que expliquen la resistencia de algunas 
plantas al efecto tóxico del aluminio, se han retomado algunos que ya han sido 
establecidos o están relacionados con otros efectos dañinos para los vegetales. 
Autores como Cobbet (2000) han planteado que las fitoquelatinas conceden a las 
plantas gran tolerancia a los metales pesados. En este sentido, se podría pensar 
que algunas de estas podrían estar involucradas en la tolerancia o resistencia que 
tienen algunos materiales vegetales al efecto adverso del aluminio. Sin embargo, 
para Larsen, et al. (1996) es poco probable que las fitoquelatinas funcionen con el 
aluminio ya que la quelación o unión entre ellos no es tan efectiva, como sucede 
con los grupos fosfatos y carboxílicos.  

Otro mecanismo de resistencia al aluminio ha sido la exudación de fosfatos 
inorgánicos (Pi) desde las raíces (Pellet, et al. 1996), para formar complejos Al-Pi 
en la rizósfera (Taylor, 1991) el cual no es toxico para las raíces. Zheng y 
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colaboradores (2005), sostienen que el alto nivel de resistencia que tiene la 
especie buckwheat (Fagopyrum esculentum) está directamente relacionada a la 
inmovilización y destoxificación del aluminio por fósforo en las raíces. Según 
Slaski et al. (1996), en muchas plantas, la tolerancia al aluminio está muy 
asociada con el uso eficiente del fósforo. En este mismo sentido, Rout y otros 
(2000), plantean que los cultivares tolerantes al aluminio toman y utilizan más 
eficientemente el calcio y el fósforo que sus parientes susceptibles.

Existen otro tipo de plantas llamadas plantas acidófilas, las cuales presentan 
resistencia a muy altas concentraciones de aluminio. Estás plantas transportan el 
aluminio en forma de quelatos (ácidos orgánicos y aluminio) hacia las vacuolas de 
diferentes tejidos de los rebrotes (Ma and Hiradate, 2000) donde les resulta 
inocuo. Un ejemplo de estas son las plantas de té, que acumulan el aluminio en 
sus hojas una vez que este es quelado por el malato (malato de Al), el cual es 
sacado hacia el floema donde no tiene efecto nocivo para la planta

A forma de conclusión, podemos sintetizar que aunque probablemente múltiples 
mecanismos de tolerancia estén operando en la resistencia de las plantas al 
aluminio, en el momento existen dos grandes clases de mecanismos fisiológicos 
para explicar dicha resistencia: 1) desintoxicación interna: cuando la planta 
permite que el aluminio ingrese al simplasto y allí es inmovilizado o quelado y 2) 
exclusión de aluminio: cuando la planta excluye el aluminio desde las puntas de 
las raíces previniendo su entrada al sistema biológico, mediante la excreción de 
componentes orgánicos.

RELACIÓN ENTRE ALUMINIO Y FÓSFORO 

Como ya se ha mencionado, existe una gran interacción entre los iones de 
aluminio y los de fósforo sobre todo en condiciones ácidas. Este hecho se pone en 
evidencia en suelos ácidos donde el fósforo forma compuestos insolubles con 
cationes de aluminio y hierro, haciéndose poco disponible para las plantas (Begur, 
et al, 2006). 

Por lo anterior, la aluminio-toxicidad también puede ocasionar estrés por 
deficiencia de fósforo (Foy, 1988, Gessa et al. 2005). Ante este evento, las plantas 
han desarrollado diferentes estrategias para usar el fósforo y así evitar el estrés 
por deficiencia de este elemento. Uno, es bajando los requerimientos de fósforo a 
nivel celular y otro es reciclar eficientemente el P existente en la planta, por lo que 
se denominan plantas eficientes en el uso del fósforo (Kochian et al. 2004).

Algunos autores plantean que en muchas plantas la tolerancia a aluminio está muy 
asociada con el uso eficiente del fósforo. La prevención de la formación de 
Aluminio-fosfatos mediante quelación del aluminio con ácidos orgánicos, resulta 
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en una mayor disponibilidad de fósforo en las células de las raíces, por lo tanto la 
planta tiene menor demanda en la adquisición de fósforo (Mossor-Pietraszewska, 
2001). Wenzl et al. (2002a), encontraron que la exposición a aluminio no afectó las 
concentraciones de fósforo en la zona apical de la raíz de B. decumbens, en 
contraste con lo que ocurrió con B. ruziziensis, donde se presentó una disminución 
del 70% en el contenido de fósforo en el ápice, con aumento de este en los tejidos 
viejos de las raíces, después de 13 días de estrés. 

Por otro lado, el flujo de fósforo inorgánico desde las raíces es considerado otro 
mecanismo de resistencia al aluminio por la formación de Aluminio-Pi en la 
rizosfera (Taylor, 1991). De acuerdo con Matsumoto (2000), existe una buena 
correlación entre la cantidad de aluminio y el fósforo presente en la pared celular, 
lo cual refleja que allí se puede dar la precipitación de aluminio-fosfatos evitando 
así la entrada del metal al tejido de la estela. De forma similar, este mismo autor 
plantea que el aluminio se pega a la membrana celular. El mecanismo planteado 
consiste en que el aluminio se pega a los grupos fosfatos de los fosfolípidos, 
aprovechando la carga negativa que ellas poseen. Esta interacción 
aluminio/fosfolípidos induce cambios estructurales en la membrana celular y en la 
carga electrofisiológica de la raíz, pasando de negativa a positiva, con la 
consecuencia de trastornar la selección, captación y transporte de algunos iones.

Se ha visto que las membranas de cultivares resistentes al efecto detrimental del 
aluminio en trigo, se despolariza rápida y significativamente, bajo la exposición a 
diferentes concentraciones de aluminio, mientras que en plantas susceptibles, las 
membranas solo fueron ligeramente despolarizadas (Matsumoto, 2000); tal vez 
por que el aluminio induce cambios en la composición lipídica de la membrana 
celular. 

Este cambio ha sido plasmado en el trabajo de Andersson et al. (2003), quienes 
plantean que el crecimiento de plantas de avena en un ambiente sin fosfatos, 
resultó o indujo el reemplazo de los fosfoglicerolípidos de la membrana plasmática 
por glicolípidos digalactosildiacilglicerol, que son lípidos que no contienen grupos 
fosfatos. Ellos encontraron (Andersson et al. 2005), que la deficiencia en fósforo, 
también provocó cambios similares en la composición lipídica del tonoplasto y 
estimuló la producción de por lo menos cuatro polipéptidos, entre los cuales se 
encuentra un fósfotransportador y una fosfoesterasa de tipo bacterial con actividad 
fósfolipasa tipo D. 

En vista que la toxicidad por aluminio genera síntomas de deficiencia de fósforo 
(Rout et al. 2001) y activa genes que son activados bajo estas mismas 
condiciones (Ezaki et al. 1995), podríamos pensar en mecanismos de resistencia 
interrelacionados para las dos adversidades. 
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LAS ENZIMAS HIDROLASAS EN LA RESISTENCIA A ALUMINIO

Por definición, las enzimas son sustancias proteicas que catalizan reacciones 
bioquímicas, cuando estas son termodinámicamente posibles. Ellas actúan sobre 
uno o varios sustratos, produciendo diferentes productos sin que ellas sean 
alteradas en el proceso.  

Inicialmente las enzimas se nombraron de acuerdo al substrato sobre el que 
actuaban, añadiéndole el sufijo -asa o haciendo referencia a la reacción catalizada 
(Ureasa, Lipasa, ADNasa, etc.). Pero debido al gran número de enzimas 
conocidas en la actualidad, se ha acogido una clasificación y nomenclatura más 
sistemática, en la que cada enzima tiene un número de clasificación que la 
identifica (EC) y da idea de su actividad química. Las enzimas han sido 
clasificadas en seis grandes grupos de acuerdo al tipo de reacción que catalizan 
(http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/):

1. Oxidorreductasas: Catalizan reacciones de transferencia de electrones. Ej. EC 
1.1.1.251* alactitol-1-fosfato 5-deshidrogenasa

2. Transferasas: Transfieren grupos funcionales o activos hacia otras sustancias 
receptoras. Ej. EC 2.1.1.134* myo-inositol 6-O-metiltransferasa.

3. Hidrolasas: Reacciones de hidrólisis de polímeros con la consiguiente 
obtención de monómeros. Ej. EC 3.1.3.67* fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-
fosfohidrolasa, EC 3.1.4.11* fosfoinositide fosfolipasa C.

4. Liasas: Adicionan dobles enlaces eliminando grupos como CO2, H2O y NH3. Ej. 
EC 4.1.1.74* indol-3-il-piruvato carboxi-liasa.

5. Isomerasas: Actúan sobre determinadas moléculas obteniendo de ellas sus 
isómeros de función o de posición. Ej. EC 5.1.1.1* proteina-serina epimerasa.

6. Ligasas: Se conocían como sintetasas. Participan en la formación de enlaces 
con hidrólisis de ATP. Ej. EC 6.3.2.25* α-tubulina-L-tirosina ligasa.

Como ya se mencionó, las hidrolasas son enzimas hidrolíticas que catalizan el 
rompimiento de los enlaces: éster, glicosil, péptido, amida y algunos otros enlaces, 
incluyendo enlaces de fosfoester. Algunas de estas no sólo catalizan la 
eliminación hidrolítica de un grupo particular de sus sustratos, sino también, la 
transferencia de este grupo a una molécula aceptora. Por esta razón, todas las 
enzimas hidrolíticas podrían ser clasificadas dentro del grupo de las transferasas, 
ya que la hidrólisis puede considerarse como la transferencia de un grupo 
específico con la intervención de moléculas de agua. 
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Ciertas hidrolasas (especialmente algunas de las esterasas y glicosidasas) 
plantean problemas porque tienen una especificidad muy amplia y no es fácil 
decidir si dos preparaciones descritas por diferentes autores, tal vez a partir de 
diferentes fuentes, tienen las mismas propiedades catalíticas, o si deben ser 
incluidos en entradas separadas.  Los dos primeros números del código indican la 
naturaleza del enlace a hidrolizar (EC 3,1 son las esterasas; EC 3,2, glicosilasas y 
así sucesivamente). La tercera cifra normalmente, especifica la naturaleza del 
sustrato; por ejemplo: en las esterasas para el éster-carboxílico-hidrolasas es EC 
3.1.1, para tiolester-hidrolasas EC 3.1.2, para fosfórico-monoester-hidrolasas EC 
3.1.3; en las glicosilasas, para la O-glicosidasas EC 3.2.1, para N-glicosilasas EC 
3.2.2, etc. 

A lo largo de diferentes estudios, se ha visto que el estrés por aluminio induce 
diferentes cambios en la expresión de algunos genes que codifica para diferentes 
enzimas. Algunos de estos genes de enzimas inducidos por aluminio han 
conferido resistencia a estrés oxidativo cuando han sido sobre expresados en 
plantas transgénicas de A. thaliana (Ezaki et al. 2000). De acuerdo con 
Simonovicova et al. (2004), la exposición de raíces de plantas de cebada a altas 
concentraciones de aluminio causa un aumento en la actividad enzimática de la 
superoxido dismutasa, la ascorbato-peroxidasa, la peroxidasa y la NADH-
peroxidasa. La primera al parecer, estuvo involucrada en mecanismos de 
desintoxicación de altas dosis de aluminio. Las otras estarían implicadas en la 
inhibición del crecimiento radicular (mecanismos de aluminio toxicidad), a 
excepción de la NADH-peroxidasa, que probablemente estaría involucrada en 
señales de traducción ante estrés oxidativo.

De igual forma, Tamás et al. (2005) reportaron que el aluminio indujo una elevada 
actividad de dos esterasas en las puntas de raíces de plantas de cebada. Ellos 
dicen que aunque la mayoría de estas enzimas no tienen una función biológica 
específica conocida, algunas han sido relacionadas con resistencia a 
enfermedades y fijación de nitrógeno. Estos autores proponen que la actividad de 
estas enzimas, posiblemente contribuya a la formación de más sitios de pegado 
que inmovilizan el aluminio, mediante el incremento de grupos carboxilos libres en 
los materiales de la pared celular, lo cual demora la entrada de este, al tejido 
radicular.  

En otro trabajo en variedades de cebada (Huttová, et al. 2002), encontraron altos 
incrementos en la actividad de la enzima fosfatasa ácida durante el tratamiento 
con aluminio, tal como ocurre en plantas sometidas a estrés por deficiencia de 
fósforo (Duff, et al. 1994). Huttová, et al. 2002, plantean que el fósforo apoplástico 
puede jugar un papel importante en el mecanismo de tolerancia por precipitación 
del aluminio y que las fosfatasas intracelulares tendrían una función importante en 
la movilización de este fósforo desde reservas en la célula durante el estrés y 
además, ayudarían a reducir el estrés por deficiencia de fósforo inducido por el 
aluminio. 
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En un Hibrido de Brachiaria (Mulato) y un cultivar de arroz, Nanamori et al. (2004), 
reportaron que la deficiencia de fósforo induce la actividad de varias 
fosfohidrolasas, las cuales actuarían como recicladoras de fósforo. Ellos sugieren 
que el reciclaje interno de fósforo desde fosfatos orgánicos podría ser un 
importante mecanismo que contribuye a la gran eficiencia en el uso del fósforo que 
presenta este hibrido, y como se ha planteado anteriormente, esta característica 
podría estar involucrada en la resistencia al efecto nocivo de iones de los aluminio.

Cambios en la actividad enzimática por causa del aluminio, igualmente fueron 
hallados por Schmohl y Horst (2002). Los resultados de estos autores mostraron 
que el aluminio inhibe la exudación de fosfatasas ácidas y más generalmente de 
proteínas, afectando las propiedades tanto de la pared como de la membrana 
celular. Tales propiedades serían principalmente la permeabilidad para 
macromoléculas y la actividad de enzimas apoplásticas, modificando así, la 
sensibilidad al estrés por aluminio.

Por otra parte, algunos trabajos han relacionado el efecto de toxicidad del aluminio 
con componentes de la vía de señales de transducción de los fosfoinosítidos. Los 
cuales son definidos como fosfolípidos que contienen inositol o lípidos similares en 
los que grupos hidroxilo del inositol se encuentran esterificados a uno o dos 
grupos fosfatos (Salisbury and Ross, 1992). Según Matsumoto (2000), el 
fosfatidilinositol-4,5-disfosfato (PIP2) es, probablemente, un sitio de interacción 
para iones de este metal. El PIP2 se encuentra en la membrana plasmática y está 
involucrado en señales de traducción. De acuerdo con Kochian et al. (1995) el 
potencial de union entre este y el Aluminio es mucho mayor que el del Calcio lo 
cual causa una inhibición en la señal del fosfatidilinositol-trifosfato. Se cree que 
esto es a raíz de que para la hidrólisis del el PIP2 en Inositol-1, 4,5-trifosfato (IP3) y 
Diacilglicerol (DAG) se requiere la acción de la fosfolipasa C, pero esta actividad 
enzimática es inhibida por el aluminio de manera dosis-dependiente (Matsumoto 
2000). 

ANTECEDENTES EN EL AISLAMIENTO DE GENES

Los estudios moleculares de la interacción planta/aluminio, han mostrado que este 
metal induce la expresión de varios genes en algunos cultivares de diferentes 
especies, los cuales están relacionados con la resistencia a su efecto tóxico. Este 
hecho ha sido el pilar de muchas investigaciones que tratan de identificar y clonar 
el gen o los genes responsables de la resistencia de aluminio en varios cultivos de 
interés económico (tabla 1), para el entendimiento de los mecanismos que 
conllevan al fenómeno tanto de fitotoxicidad como de resistencia que presentan 
algunos genotipos de estos cultivos (Arango, 2004; Chen, 2006; Kochian, et al. 
2005; Kochian, et al. 2004; Mao, et al. 2004; Rosero Ortegón, 2005; Snowden and 
Gardner, 1993; Vitorello et al. 2005).
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Algunas investigaciones han mostrado que la resistencia (o en algunos casos 
tolerancia), es una característica monogénica. Basu et al. (1997) muestran que la 
tolerancia en trigo al estrés por aluminio, al parecer, está controlada por un solo 
gen dominante, al igual que en plantas de cebada (Tang et al., 2000). En el 2004 
Sasaki et al., clonaron el gen transportador de Malato conocido como ALMT1, el 
cual ha sido conocido como el responsable de la tolerancia al estrés por aluminio 
en algunas plantas de trigo, ya que es el garante de la exudación del malato. Sin 
embargo, para algunas especies y cultivares, los resultados de varias 
investigaciones insinúan que son más los genes involucrados en la característica 
de resistencia.

Chen (2006) plantea que en vista de la complejidad que presentan los efectos 
fisiológicos del aluminio en las plantas, es poco probable que la tolerancia a este 
estrés esté basada en un solo gen. Por el contrario, se requiere de la co-expresión 
de múltiples genes para producir plantas transgénicas con altos niveles de 
tolerancia. En centeno por ejemplo, se ha sugerido que la resistencia depende, por 
lo menos, de tres genes independientes y dominantes que están ubicados en 
diferentes loci cromosómico (Matos, 2005). Así mismo, los trabajos en Arroz, Maíz 
y Arabidopsis han mostrado que la resistencia al estrés por aluminio es una 
característica de tipo cuantitativo (Kochian, et al., 2004), aunque en muchos 
trabajos se han encontrado combinaciones variables, es decir, genes mayores que 
explican más del 40% combinados con otros de menor cuantía.

De hecho, el fenómeno que ocurre en trigo es una evidencia de la multiplicidad de 
genes en la responsabilidad de la resistencia al estrés por aluminio. En este 
cultivo, se ha aislado, hasta el momento, el gen que más directamente está 
relacionado con la resistencia, por lo cual algunos autores han planteado que la 
resistencia en trigo al aluminio es dada por un solo gen dominante (Riede y 
Anderson, 1996), sin embargo existen evidencias de otros genes que también 
podrían estar involucrados en este proceso (Guo, et a., 2007; Hamilton, et al,
2001).

En términos generales, más de 50 genes asociados a experimentos con estrés por 
aluminio en diferentes cultivos han sido aislados (Arabidopsis thaliana, Arroz 
(Nguyen et al., 2001), Caña de Azúcar (Drummond et al., 2001), Maíz (Sibov et al., 
1999), Cebada (Ma et al., 2004), y Trigo (Delhaize et al., 1999; Richards et al., 
1994)), sin embargo, en la mayoría de estos genes no ha sido posible demostrar 
su responsabilidad directa en la resistencia al aluminio. Ellos han estado más 
correlacionados a la toxicidad, que a la tolerancia. Es más, en su mayoría, estos 
genes también se han expresado bajo otras condiciones de estrés diferentes a la 
causada por el aluminio (Ezaki, et al. 1995; Wang, et al., 2006).

La identificación, clonación y evidencias de funcionalidad de genes asociados al 
estrés por aluminio puede ser logrado mediante el uso de técnicas de genómica 
funcional, las cuales han tenido un gran desarrollo en las últimas décadas. 
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Tabla 1: Genes expresados en plantas transgénicas para incrementar la tolerancia al Aluminio. 

Tabla 1 Genes expresados en plantas transgénicas para incrementar la tolerancia al Aluminio

Fuente: Kochian et al. 2004.
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GENÓMICA FUNCIONAL

En los últimos años la biotecnología molecular ha tenido un gran impacto en 
muchas de las disciplinas del conocimiento, particularmente en las ciencias 
biológicas. Con la ya secuenciación de genomas completos de varios organismos, 
se abre una enorme ventana para el entendimiento de muchos procesos 
fisiológicos desconocidos o mal conocidos hasta hoy. Es en este paso donde la 
genómica funcional viene a prestarnos una gran ayuda con toda la metodología 
desarrollada para el entendimiento de la expresión y localización de genes (Zhang 
and Mian, 2003).

El objetivo primordial de la genómica funcional es ubicar todos los genes de un 
genoma dentro de una estructura funcional (Livesey and Hunt, 2000), donde 
además de la estructura del genoma (genómica estructural) se conozcan las 
proteínas codificadas y sus respectivas funciones.

La genómica funcional se basa en algunas técnicas claves desarrolladas por 
diferentes grupos de investigadores, las cuales permiten estudiar patrones de 
expresión génica en un tejido u órgano específico en un tiempo o etapa dada. 
Entre las técnicas más representativas tenemos: Hibridación Substractiva, cDNA-
AFLP, Diferencial Display, Perfiles de Expresión, Secuenciación de Etiquetas 
Expresadas (EST), RDA (representational difference análisis), Análisis serial de la 
expresión de genes (SAGE), SSH (suppreession subtractive hybridization), micro 
arreglos, entre otras (Livesey and Hunt, 2000; Vedoy, et al 1999; Yang, et al. 
1999).

LIBRERÍAS SUBSTRACTIVAS

Esta técnica fue desarrollada hace más de dos décadas con el objetivo de 
construir librerías de cDNA de genes expresados diferencialmente. Una librería 
substractiva se puede definir como la librería que contiene cDNAs 
correspondientes a mRNAs presentes en un tejido pero no en otro, o cDNAs 
presentes en un material vegetal sometido a un estimulo y excluidos en ausencia 
del estimulo (Wu et al. 1997; Yang, et al. 1999). 

Este tipo de librerías permite aislar transcripto que son exclusivamente o 
selectivamente expresados en ciertos tejidos o durantes algunas etapas 
fisiológicas o en un estado de enfermedad o desorden fisiológico (Akopian and 
Wood, 2000) sin tener conocimiento previos de su secuencia o identidad. Existen 
numerosos protocolos para la construcción de librerías substractivas, siendo el 
principio general el mismo. Consiste en la hibridación de cDNA proveniente de una 
muestra prueba y de una muestra control, los cDNA presentes en ambas muestras 
formaran híbridos de cDNA, mientras que los cDNA diferencialmente expresados 
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en la muestra prueba permanecerán en forma de cadena sencilla. La separación 
de las cadenas dobles y las sencillas se realiza usando cromatografía de 
hydroxyapatite o streptavidinbiotin (Vedoy, et al. 1999).

HIBRIDACIÓN SUBSTRACTIVA POR SUPRESIÓN (SSH)

La SSH es una metodología de substracción de cDNA basada en PCR que busca 
identificar genes regulados positiva o negativamente en determinados tejidos u 
órganos. Es usada para comparar dos poblaciones de mRNA y obtener cDNA de 
genes que están sobre expresados o expresados exclusivamente en la población 
prueba (tester) comparada con la población control (driver). Las ventajas que tiene 
esta metodología con respecto a otras que también emplean la substracción de 
cDNA son: 1) elimina los pasos de separación física de cDNA de cadena sencilla 
de los de cadena doble. 2) requiere de una sola ronda de hibridación. 3) incorpora 
un paso de hibridación que normaliza (iguala) la abundancia diferencial de 
secuencias, es decir genes con alto y bajo número de copias. Esto incrementa 
significativamente la probabilidad de obtener cDNAs expresados diferencialmente 
en baja abundancia (genes raros) en tejidos específicos en un momento dado 
(Desai et al. 2000; Yang, et al. 1999). 

DIFERENCIAL DISPLAY

Es un método basado en la reacción en cadena de la polimerasa, donde la 
secuencia blanco proviene de un cDNA y sirve para detectar genes que se 
expresan de manera diferencial entre organismos o tejidos (Liang and Pardee, 
1992; Sokolov and Prockop, 1994). Es un método relativamente simple, sensible, 
sistemático y reproducible. Fue desarrollado con la combinación de tres poderosos 
y simples métodos de la biología molecular: PCR, electroforesis y clonación. Esta 
metodología presenta varias desventajas con respecto a otros para estudios de 
expresión diferencial: 1) presenta altas tasas de falsos positivos. Esto depende de 
muchos factores entre los cuales podemos mencionar los siguientes, diseño y 
longitud de primers, diseño de experimento, calidad y cantidad de RNA y el tipo de 
termociclador. 2) el proceso de verificación consume mucho tiempo (Cho and 
Liang, 2000).

PCR EN TIEMPO REAL O PCR QUANTITATIVO (qPCR)

En la era de la genómica funcional, la medición de los niveles de expresión de los 
genes ha inducido la generación de nuevas metodologías. 
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El PCR o Reacción en Cadena de la Polimerasa es una técnica molecular 
semicuantitativa que permite la amplificación logarítmica de una secuencia 
pequeña de ADN, generando un gran numero de copias. Sin embargo, en muchos 
casos, la cantidad de producto final no siempre está relacionada con la cantidad 
inicial de ADN, lo que lo hace una herramienta cualitativa muy buena para detectar 
presencia o ausencia de una secuencia particular, más no para evaluar niveles de 
expresión.

Para cuantificar la expresión de los genes, el Real Time PCR o PCR cuantitativo 
es una técnica muy sensible y reproducible (Yuan et al. 2006). En principio, es 
igual que un PCR tradicional, la diferencia se basa en la inclusión de fluorocromos 
en la mezcla de reacción y un termociclador especial para la detección de 
fluorescencia, la cual es proporcional a la cantidad de producto de PCR producido 
a partir de una inicial (Gibson et al, 1996). Estos fluorocromos incluyen moléculas 
que se pegan dentro del surco menor del ADN de las cadenas dobles durante la 
fase exponencial del PCR (i.e. SYBR®Green) (Muller et al, 2002) o secuencias 
específicas que se utilizan como sondas (i.e. Molecular Beacons or TaqMan® 
Probes) (Heid et al. 1996).

El SYBR® Green es un químico que funciona igual que el Bromuro de etídio por lo 
tanto no requiere del conocimiento total de la secuencia de importancia, solo de 
las zonas donde se diseñarían los primers. Cuando se usa SYBR®Green, este se 
intercala en moléculas del ADN de doble cadena emitiendo fluorescencia a medida 
que se va produciendo la síntesis, es decir, la fase exponencial en la reacción de 
PCR (Yuan et al. 1996). Esta metodología exige buen diseño de los primers y una 
excelente estandarización de las condiciones del PCR, para evitar ruido en los 
datos debido a amplificaciones no específicas. En este sentido, la metodología 
cuenta con la posibilidad de detectar cuando hay ruido por amplificados no 
específicos mediante la curva de denaturación térmica o curva de “Melting”.  La 
cual nos muestra por comparaciones gráficas cuantos amplificados hubo en cada 
reacción (Ririe, 1997).

La medida de la expresión de los genes se hace en base a dos estrategias: la 
medición en términos absolutos y/o la deducción en términos relativos. La 
cuantificación en términos absolutos relaciona la señal de florecencia del PCR con 
el número de copia usando una curva de calibración. La curva es altamente 
específica, sensible y reproducible, pero esta reproducibilidad depende mucho de 
las condiciones y la eficiencia de amplificación. En este sentido, la cuantificación 
relativa es mucho más fácil de realizar por que no requiere curva de calibración. 
Se basa en la expresión de un gen de interés versus uno o varios genes de 
referencia o control (housekeeping) donde no necesariamente se tienen que 
conocer las concentraciones de las muestras y por lo tanto las unidades no tienen 
ninguna relevancia. Esta última manera de cuantificar, es adecuada para la 
mayoría de estudios que tienen que ver con la investigación en los cambios 
fisiológicos a nivel de expresión de gene (Pfaffl, 2004). 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS

Lugar de trabajo

Este trabajo se llevó a cabo en las instalaciones del Centro Internacional de 
Agricultura Tropical (CIAT). Km 17 vía Palmira-Cali (Valle del Cauca). Ubicado a 
900 m.s.n.m. 3o30’ N, 76o21’ W.

Material Vegetal 

Las semillas de los materiales empleados en este estudio fueron compradas en 
casas comerciales del país. Para B. decumbens cv. Basilisk (Al-resistente) se usó 
un material comprado en Semillas & Semillas (semillasysemillas@epm.net.co), 
para B. brizantha cv. Marandú de Agroindustrial de Semillas 
(www.agroindustrialdesemillas.com), para Mulato II (Híbrido de Brachiaria) fue 
Semillano (ventas@semillano.com) y B. ruziziensis (Al-sensible) se compró en 
Agrosemillas (agrosemillas@epm.net.co). En todos los análisis solo usamos B. 
decumbens y B. ruziziensis, excepto para el análisis de la variación genotípica, 
donde usamos las cuatro especies.

Esterilización del Material Vegetal 

La esterilización de las semillas se llevó acabo de la siguiente manera: se pesaron 
aproximadamente 200 g de semillas las cuales se lavaron con una solución de 
etanol al 70 % durante 2 minutos. Luego se lavaron con abundante agua y 
después se sumergieron durante 15 minutos en una solución detergente. Por 
último se volvieron a lavar con abundante agua para quitar la solución de 
detergente. El agua que se utilizó siempre fue desionizada estéril.

Solución de detergente:
Reactivo     Conc. Final           1 litro  
Hipoclorito de sódio 2% 20 ml
Triton- 100 1% 1 ml
H2O          979 ml

Germinación de Semillas de Brachiaria

Una vez esterilizadas las semillas, se pusieron en bolsitas de tela (algodón o 
malla) y se dejaron durante 24 horas dentro de recipientes con agua desionizada. 
Transcurrido este tiempo, se retiró el agua y se dejaron secar otras 24 horas a 
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temperatura ambiente.  Luego, las semillas fueron puestas a germinar en una 
solución de cloruro de calcio (200 M CaCl2; pH 4.2) por 3-4 días en condiciones 
de invernadero en Bandejas plásticas de 20 litros (figura 1). Las bandejas fueron 
cubiertas, en su interior, con una bolsa plástica negra y llenadas con 15.68L de 
agua desionizada más 320ml de una solución de Cloruro de Calcio (50 X). 
Después se puso la cama de icopor (figura 1) dentro de la solución y en cada 
celda de la cama, se ubicaron cerca de 50 semillas. La germinación y el 
crecimiento de las plántulas fue aireado durante día y noche con un sistema de 
aireación constante impulsado por un compresor de aire. Pasados tres o cuatro 
días, las plántulas con raíces entre 4 y 5cm de longitud fueron seleccionadas y 
transferidas a bandejas plásticas para los respectivos tratamientos (en soluciones 
de 200 M CaCl2; pH 4.2 con y sin, 200 M de AlCl3) tanto para los análisis 
fisiológicos como para los moleculares (figura 1).

Solución de Cloruro de Calcio (CaCl2)-HCl 50X: 
Reactivo Conc. final 20 litros
CaCl2. 2H2O 50X (200 μM) 29.404 g
HCl de 1 N 66 ml
H2O 19,934 L

Análisis Fisiológico 

El análisis fisiológico se llevó a cabo con el fin de confirmar los resultados de 
resistencia y susceptibilidad que presentan algunas especies del género 
Brachiaria al estrés por aluminio. Como principal parámetro para esta evaluación 
se utilizó la medición de la raíces de cada una de las 10 plántulas sembradas en 
las bandejas para este fin. La medición se realizó antes y después de cada 
tratamiento, usando una regla transparente de 50 cm. Para cada uno de los 
experimentos se usaron dos tratamientos. Un tratamiento control o testigo, donde 
el cultivo hidropónico (16 L) solo estaba compuesto por 200 µM de CaCl2, es decir 
0 µM de aluminio; y un tratamiento con aluminio donde el medio hidropónico (16L) 
estaba compuesto por 200 µM de AlCl3. En ambos casos el pH fue ajustado a 4.2 
(-/+ 0.5). Además, en los casos donde se ameritaba, por tiempo (48 y 72 horas), la 
solución fue cambiada día por medio. La susceptibilidad al efecto del aluminio fue 
tomada como el porcentaje de inhibición que sufrió el crecimiento radicular en 
cada uno de los materiales evaluados. Matemáticamente de la siguiente manera: 
IR= ((CtoA-CtoB)/CtoA)*100, donde CtoA= al promedio de crecimiento radicular 
sin aluminio y CtoB= al promedio de crecimiento radicular con aluminio.
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Ilustración 1Montaje para evaluacion fisiologica

Figura 1. Montaje para la evaluación Fisiológica de los distintos materiales de Brachiaria en 
presencia y ausencia de aluminio.

Variación genotípica en la resistencia a aluminio

Este ensayo se montó con el objeto de tener tejido para hacer extracción de ARN 
y conocer mediante qPCR el comportamiento de los genes que fueron 
diferencialmente expresados en la librería sustractiva en diferentes especies de 
Brachiaria (B. decumbens cv. Basilisk, B. brizantha cv. Marandú, B. ruziziensis y el 
Híbrido Mulato). El ensayo se montó bajo las condiciones anteriormente descritas, 
es decir, un tratamiento testigo (0 µM de AlCl3 y 200 µM de CaCl2) y el tratamiento 
de interés (200 µM de AlCl3 más 200 µM de CaCl2). Los datos fueron tomados al 
momento de montar los tratamientos y a las 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

Diferentes concentraciones de aluminio

Para ratificar que el daño en las raíces de Brachiaria es aluminio-dependiente, se 
hizo un ensayo con diferentes concentraciones de aluminio. Los tratamientos en 
principio fueron iguales a los anteriormente descritos, la diferencia estuvo en las 
concentraciones iónicas. El tratamiento testigo fue con 50 µM, 100 µM, 200 µM y 
500 µM de CaCl2 sin aluminio a un pH de 4.2, mientras que el tratamiento de 
interés tenía, a demás de estas concentraciones de CaCl2, 50 µM, 100 µM, 200 
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µM y 500 µM de AlCl3, respectivamente. Los datos se tomaron en el momento de 
seleccionar las plántulas y a las 24 horas de haber sido sometidas a los diferentes 
tratamientos. Para las mediciones se hicieron cuatro repeticiones en el tiempo con 
10 plantas en cada una de ellas y 70-90 plantas para los análisis moleculares.

Estrés por Cloruro de Sodio (NaCl)

Para ver que pasaba con la expresión de los genes seleccionados cuando eran 
sometidos a otro tipo de estrés, se montó un ensayo con NaCl y otro con 
dieferentes pH. El primer experimento consistió en cambiar el AlCl3 por NaCl. Se 
hizo un tratamiento control donde el medio tenía tan solo 200 µM de CaCl2 y dos 
tratamientos más, pero adicionando cloruro de sodio (NaCl), uno con 100 mM y el 
otro con 200mM. En este ensayo hicimos tres repeticiones en el tiempo con 10 
plantas en cada uno de ellos para la medición radicular y 80 plantas más, para los 
análisis moleculares.

Influencia del pH en el crecimiento radicular

En este ensayo las plantas fueron crecidas en una solución de 200 µM de CaCl2, a dos 
pH diferentes, pH: 4,2 y pH 6,0. En una bandeja se ajustó el pH a 6.0 con KOH y 
en la otra el pH: 4.2, fue ajustado con HCl y KCl, tratando de que en ambas las 
cantidades de K, fueran equivalentes, para que este no fuera a introducir 
diferencia en el crecimiento de la raíz. El ensayo se repitió tres veces en el tiempo 
y las medidas fueron tomadas igual que en los experimentos anteriores.

Análisis Molecular

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, utilizando la técnica de 
librerías substractivas por supresión, se aislaron 18 secuencias parciales de genes 
candidatos relacionados con la resistencia al estrés por aluminio en B. decumbens 
(Salcedo et al. 2005). A estos 18 genes candidatos, se les hizo análisis de 
expresión génica para validar su expresión diferencial obtenido por SSH y aislar su 
secuencia completa (full lenght). 

Extracción y purificación de ácidos nucleicos de B. decumbens

Los ácidos nucleicos se extrajeron tanto de tejido foliar como de puntas de raíces 
sometidas a los diferentes tratamientos fisiológicos anteriormente descritos. 

Extracción de DNA genómico 

El DNA genómico se extrajo de los tejidos foliares usando el método descrito por 
Dellaporta et al. 1983 con algunas pequeñas modificaciones (ver anexo A). 
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Aislamiento de ARN Total

A raíz que las ARNasas son enzimas muy estables a factores extremos (i.e. altas 
temperaturas, variaciones de pH), el trabajo con ARN requiere mantener unos 
cuidados específicos para evitar la presencia de estas en los materiales de 
trabajo.

En vista de esto, todas las soluciones se trataron con DEPC (Dietilpirocarbonato, 
SIGMA), excepto las soluciones que contenían Tris. Las puntas para pipetas, 
tubos y demás materiales fueron auto-clavados tres veces a 15 p.s.i. durante 15 
minutos cada vez. Una cámara de electroforesis y su respectiva bandeja y peine 
se destinó exclusivamente para trabajar con ARN. Para su lavado, estas últimas 
se introducían dentro de una solución de hidróxido de Sodio al 0.5 M durante toda 
la noche y luego se lavaban con agua bidestilada estéril con DEPC. 

Para la extracción del ARN total de las puntas de raíces de B. decumbens, se usó 
el protocolo que viene adjunto con el reactivo Trizol® (Invitrogen, USA), con 
algunos ajustes del laboratorio. Para este objetivo nosotros cortamos las puntas 
de raíces (≈ 0.5cm de longitud) de las diferentes especies de Brachiaria con 
cuchillas bisturís totalmente estériles y limpiadas con el RNAsa-out (SIGMA). 
Estas puntas fueron guardadas en tubos eppendorf de 1.5 ml y transportadas en 
nitrógeno líquido. Luego fueron guardadas a -80 oC hasta que se procedió a 
macerarlas en morteros con nitrógeno líquido y la aplicación del respectivo 
protocolo del Trizol para la obtención del ARN (anexo B).

Para eliminar contaminaciones de ADN, el ARN fue tratado con la enzima DNaseI 
(Invitrogen, USA). La solución de digestión estuvo constituida por: 1 µg de ARN, 1 
X de Buffer (provisto por la casa comercial de la enzima), 2 U de DNAseI en un 
volumen final de 10 µl. Esta mezcla se dejó incubando a 37 oC durante 30 
minutos, luego se le agregó 1 µl de 25 mM de EDTA y se puso a 65 oC por 10 
minutos para inactivar la enzima DNAseI. La calidad del ARN fue confirmada por 
electroforesis en geles de agarosa.

Electroforesis de ARN Total

La visualización del ARN se llevó a cabo en un gel desnaturalizante de agarosa al 
1.2 % corrido a 50 v durante ≈25 min. El gel fue preparado de la siguiente manera:

1.2 g de Agarosa
10 ml de Buffer MAE 10X 
1.8 ml de Formaldehído (12.3M) al 37% 
1 µl de Bromuro de Etidio (10 mg/ml)
Hasta un volumen final de 100 ml. Se deja polimerizar 45 minutos.
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Buffer MAE 10X: 200 mM 3-[N-morpholino] propanesulfonic acid (MOPS), 50 mM 
Acetato de Sodio; 10 mM EDTA a pH a 7.0.

RNA Loading Buffer 5X: 16μl de una solución acuosa de Azul de bromofenol 
saturada; 80 μl 500 mM de EDTA, pH: 8.0; 720 μl 37% (12.3M) formaldehído; 2 ml 
100% Glicerol; 3.084 ml Formamida y 4ml Buffer MAE 10X.

Síntesis de cDNA de Brachiaria

El cDNA fue sintetizado con la enzima “SuperScript III reverse transcriptase”
(Invitrogen USA) siguiendo las especificaciones dadas por esa compañía con 
algunas modificaciones realizadas en el laboratorio (anexo C). Para el proceso de 
trascripción reversa, se usó una estrategia conocida como “co-amplification 
reverse transcription” (Co-RT) para cebar el RNA y así poder empezar la síntesis 
del cDNA, la cual consiste en combinar primers  oligo-(dT) con primers  
específicos con el objeto de amplificar RNA mensajeros (mRNA) que no tienen 
cola poli-A como es el caso de los genes del 18S-RNA (Zhu and Altmann 2005). 
Este 18S-RNA fue el gen que nosotros usamos como control interno 
(Housekeeping) para hacer la cuantificación relativa.

Purificación de bandas de DNA desde geles de agarosa

Cada uno de los producto de PCR que necesitaban ser clonados, se corrieron 
durante aproximadamente 2-3 horas a 80V en geles de agarosa al 1.2 %. Las 
bandas de interés se visualizaron sobre un transiluminador UV, se cortaron con un 
bisturí y se purificaron con el Kit de extracción NucleoTrap® Gel de la empresa 
Biosciences Clontech (anexo  D).

Ligación de fragmentos de DNA

Los fragmentos provenientes de PCR (DNA y cDNA) fueron clonados en el vector 
pGEMT-Easy usando el kit de la casa comercial Promega. Este vector tiene en 
sus extremos un residuo de timina (T) lo cual evita que el plásmido se recircule o 
sea que vuelva a pegarse en sus extremos. Esto también evita que haya 
necesidad de usar enzimas de corte para linealizar el vector y desfoforilar los 
extremos dejados por ellas. Algunas enzimas, como la taq DNA polimerasa, 
adicionan al final del PCR un residuo de adenina que es compatible con el de 
timina del vector, lo cual facilita y aumenta la eficiencia de la ligación.

La ligación se realizó mezclando en un tubo eppendorf de 1.5 ml, 1X de Buffer de 
ligación, 50 ng de vector, 200 a 500 ng del Producto de PCR y 3U de T4 ADN 
Ligasa con volumen final de 10 μl. Esta mezcla se dejó a 4oC durante toda la 
noche para obtener el máximo número de bacterias transformadas.
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Preparación y transformación de células competentes de E. coli

La preparación de células competentes de E. coli (DH5α) es descrita en el anexo 
E. La transformación con el plásmido pGEMT-Easy de Promega® mediante 
electroporación, se hizo básicamente así: se tomaron 2 μl de la solución de 
ligación y se mezclaron con 23 μl de células competentes de E. coli (DH5α) en 
cámara de flujo laminar. Luego se ubicaron en el electroporador (Cell porator
GIBCO BRL) a 4 KΏ de voltaje y 330 μF de capacitancia. Después de la descarga, 
se pusieron a crecer en 1 ml de medio LB líquido sin antibiótico por 1 hora a 37 oC 
con agitación constante (150 rpm). Pasado este tiempo, 100 μl de esta suspensión 
se expandieron en cajas petris con medio selectivo (LBagar+carbenicilina+X-
Gal+IPTG) y se incubaron a 37 oC durante toda la noche. Al otro día se 
seleccionaron las colonias blancas, que son las colonias con los plásmidos 
recombinantes.

Extracción y purificación de DNA plasmídico de E. coli 

Una vez se seleccionaron las colonias positivas (con el fragmento de interés) se 
pusieron a crecer en medio LB líquido+ carbenicilina. El DNA plasmídico se 
preparó a partir de 5ml de cultivo bacteriano con el kit Wizar Minipreps® de 
Promega, siguiendo el protocolo descrito por ellos. Para confirmar que las colonias 
eran positivas, después de la extracción de los plásmidos estos fueron cortados 
con enzimas de restricción (EcoRI ó Not I).  Los fragmentos resultantes fueron 
separados por electroforesis en geles de agarosa y según su tamaño se determinó 
la construcción plasmídica deseada.

Análisis de expresión de 18 genes candidatos con PCR en tiempo real

Inicialmente, para confirmar la expresión diferencial de los 18 genes candidatos, 
solo se usaron cDNAs proveniente de puntas de raíces de B. decumbens y B.
ruziziensis en 0, 6 y 24 horas. Con estas condiciones se seleccionaron 7 
secuencias que mostraron expresión diferencial con la metodología de qPCR 
(PCR en tiempo real) usando primers específicos diseñados con el software 
Vector NTI de Invitrogen para cada una de las 18 secuencias candidatas (tabla 3).

Posteriormente, estas sietes secuencias fueron sometidas a análisis de expresión 
usando  cDNA sintetizado desde ARN de puntas de raíces de B. decumbens, B.
brizantha, B. ruziziensis y el Híbrido Mulato sometidas a aluminio durante 0, 3, 6, 
24, 48 y 72 horas.

Condiciones de Amplificación del cDNA de los 18 genes candidatos

El qPCR se llevó a cabo en un termociclador MJ research opticon II, el cual 
captura la fluorescencia que es emitida de acuerdo a la cantidad existente de una 
determinada secuencia en un momento dado del PCR. En este trabajo nosotros 
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usamos el SYBR Green I kit (Stratagene), que es un colorante que emite 
luminiscencia cuando se adhiere al surco menor del ADN de doble cadena. Tres 
réplicas técnicas se llevaron a cabo para cada muestra en cada uno de los genes. 
Al igual que para el gen 18S-RNA que nosotros usamos como gen control o 
housekeeping.

Para la reacción del qPCR se preparó una mezcla de 10μl de Maxter mix (provisto 
por el SYBR Green I kit), 150 pM de cada uno de los cebadores y 50 ng de cDNA
en un volumen final de 20 μl. El ciclo térmico consistió en: 

Un ciclo inicial de 95oC durante 10minutos 

1) 95 oC por 20 segundos
2) 52-62 oC* por 30 segundos
3) 72 oC por 30 segundos                        42 ciclos
4) 72 °C por 2 segundos (lectura)
5) 83 oC por 1 segundo (lectura)
7) 72 °C por 5
8) Hacer una curva de melting o curva de denaturación térmica con gradiente de 
temperatura entre 65 y 95 °C, tomando lecturas del plato cada 0,2 °C. Esta curva 
se hace con el fin de mirar la calidad de los datos de la fluorescencia, es decir, es 
un control para evaluar si los datos obtenidos provienen del amplificado de interés 
o si está influenciado por amplificados inespecíficos o por primers-dimers. 
* dependió de la Tm del primer usado

Amplificación Rápida de los Extremo 3’ del cDNA (RACE)

Nosotros escogimos una secuencia parcial de uno de los siete genes (AlBdec10), 
para obtener la secuencia completa de dicho gen. La razón de la escogencia de 
este gen para RACE, fue su correspondencia en las bases de datos con enzimas 
fosfoesterasas (fosfatasas), las cuales, ya han han sido relacionadas en la 
resistencia al estrés por aluminio por otros autores. Las otras 6 secuencias están 
siendo analizadas en convenio, por colegas en Japón. La obtención del extremo 3´ 
de la secuencia del gen AlBdec10, cuya expresión está correlacionada con la 
resistencia al estrés por aluminio, fue realizada de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante del kit BD SMART TM RACE cDNA Amplification (Catalogo  634914) 
de BD Biosciences Clontech (anexo F). Las secuencias de los cebadores 
específicos usados tanto para el la síntesis del extremo 5´ como para el extremo 
3´ están en la tabla 2. 

Amplificación Rápida de los Extremo 5’ del cDNA (RACE)

Nosotros intentamos obtener el extremo 5´ de la secuencia del gen AlBdec10 con 
el kit BD SMART TM RACE cDNA Amplification (Catalogo  634914) de BD 
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Biosciences Clontech, al igual que el extremo 3´, pero tuvimos problemas para 
obtener el 5´ completo. A raíz de esto nos pasamos al kit 5´ RACE System for 
Rapid Amplificationof cDNA End, versión 2.0 de la casa comercial Invitrogen. En 
este caso, es necesario diseñar mínimo dos primers específicos (GSP) para el 
extremo 5´. El primero es para hacer la síntesis del cDNA y el otro para amplificar 
la secuencia específica de interés. El protocolo de esta metodología se puede 
revisar en el anexo G.

Los fragmentos de cDNA-RACE purificados, fueron subclonados en vectores 
pGEM-T Easy (Promega) aprovechando el residuo de adenina que deja la 
combinación de Taq DNA-Polimerasa en los extremos 3’ y los de timina presentes 
en el vector. Los clones positivos, es decir que tuvieran el fragmento cDNA-RACE, 
fueron secuenciados y posteriormente fueron unidos o ensamblados para obtener 
la secuencia consenso completa del gen, mediante el programa emssambly de 
NTI vector.

Tabla 2: Secuencias de Primers y adaptadores usados en RACE

Tabla 2 Secuencias de Primers y adaptadores usados en RACE

AlBdec10.Arev GCTCCCTCGTAGGTCTTGT
AlBdec10 rev3  CCGAGCGCCTCGTCGCAGTGGAAGCT
AlBdec10 rev4 GGATCATAGACACCACCAACATCAAGC
AlBdec10frw7 TGTCACAGCGAGCCGTCACGTC
AlBdec10 rev8 TGGTAATGAGCTAGAAGGTGACAA
AlBdec10 rev13 TGCCTTGGTTCAATCAGCATTTCAGAG
5´ RACE Abridged Anchor Primer
(AAP)

GCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGII
GGGIIG

3’ RACE CDS-primer A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC 
(T)30-VN*

5’ RACE CDS-primer A TTT(T)22-VN*

BD SMART IITM A Oligonucleotide AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGC
GGG

Primer UPM (Universal Primer A Mix) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCA
GTGGTATCA 

Primers NUP (Nested Universal Primer A) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
* N=A, C, G o T;    V=A, C o G    H=A, C o T    D=A, G o T    R=A o G    Y=C o T    M=A o C   
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Tabla 3: Secuencias de Primers usados en PCR en tiempo real

Tabla 3 Secuencias de Primers usados en PCR en tiempo real

Nombre 5’ –Secuencia- 3’
AlBdec1 frw1 TATCCCTGAGAAGGTTCTGACTC

AlBdec1 rev1 CCAGCTTCTGCAACAACCTT

AlBdec2 frw1 AGAGGTTACGATCTCCATGATGT

AlBdec2 rev1 GTGTAAAATTGCGAGGAACTGA

AlBdec3 frw1 GTGGGGCGTCTATTTGTCCT

AlBdec3 rev1 CGATGGCACCAGATGTTACATC

AlBdec4 frw1 GTGCCCACTGAGTGAACTGA

AlBdec4 rev1 GCTAGCTAACCAACATCAGAGC

AlBdec5 frw1 GTGCAGCACCTGCTGAAGAG

AlBdec5 rev1 GCAGACTGGCGAGGATACAC
AlBdec6 frw1 TGAAGTATGACCCGGCAAAC
AlBdec6 rev1 AAGGATGAGGTTGCATGGAA
AlBdec7 frw1 GAAGTCTTGTGAAAGCATTCTCC
AlBdec7 rev1 AAAGGCTCAAGATCCCTCAA
AlBdec8 frw1 TGCTGGATCCATCTTCCTGAT
AlBdec8 rev1 GCTGGTGTCCACAACATTGAAT
AlBdec9 frw1 TTCTTTTACCACACTCATGGCG
AlBdec9 rev1 TGAGATCTGGGCGTGTTTGT
AlBdec10 frw1 GAGAGCTGCTCTGAAGTTCTGA
AlBdec10 rev1 CTGCGTAATGCACTGCTGAA
AlBdec11 frw1 GATTAAGCTCCTCTATGGGTTCAAT
AlBdec11 rev1 TGAGCAAAGTCTGGAATCTTCTATT
AlBdec12 frw1 ATCTAGGGAGCACTACTAGCAGTCT
AlBdec12 rev1 AGGGGGAAATGGATCATCTG
AlBdec13 frw1 ACATCCAGATCTCCAAGAACCA
AlBdec13 rev1 TCCAGACCCTGATAGATCCATC
AlBdec14 frw1 GGGTGGTGTGTGAGCACAAG
AlBdec14 rev1 CCGCCTACAAACCAATGAGC
AlBdec15 frw1 GGGCATGAAGTTGTTGCTGA
AlBdec15 rev1 GCAGCTAAACCATCGGACAC
AlBdec16 frw1 TCACGCGACATGATGAGTTG
AlBdec16 rev1 TTCGAGACCTCAGGTAATCCA
AlBdec17frw1 GCGTATGTCAACATCCTTTCC
AlBdec17 rev1 GCAAAGGACTCCATGAAGACTA
AlBdec18 frw1 GATTAAGCTCCTCTATGGGTTCA
AlBdec18 rev1 CAAGCACTTGAAAGAAATGAGC
Hv MATEFw1 CTTCGTCATGAACATCAGGAGCGT
Hv MATERev2 TGCTGCGCCAGTGACACCCATGTGGCA

STOPMer fow2.1 GGATGCACATGAGGGGCCATGGAG
STOPMer rev3.1 GAGAACTTCTTGGTGTTGCAACGGCTGCA
PALTM1 fow3 ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGT
PALTM1rev1 GAAGACGGTGGTGCAGAGGCA
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Análisis de Datos 

Los datos fisiológicos fueron analizados mediante estadística sencilla usando la 
herramienta de Excel, según se ameritaba en cada caso.

El análisis y manipulación de las secuencias de los genes candidatos se hizo con 
el software Vector NTI (Invitrogen USA) y el programa BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) de NCBI (National Centre for Biotechnological Information) 
(www.ncbi.nlm.gov) y GRAMENE database (www.gramene.org).

Los datos del análisis de la expresión relativa de cada uno de los 18 genes 
candidatos fueron analizados mediante el software qBase v1.3.5 (Hellemans & 
Vandesompele, Website:http://medgen.ugent.be/qbase). Este software emplea un 
modelo de cuantificación relativa usando un delta-Ct con corrección por la 
eficiencia del PCR y uno o varios genes de referencia para la normalización. 

En nuestro caso, nosotros estimamos la eficiencia del PCR de cada gen, haciendo 
una curva estándar para cada uno en cada experimento. La curva estándar se 
prepara a través de diluciones seriadas de cDNA o de plásmidos transformado con 
ADN de cada uno de las 18 secuencias candidatas. Como gen housekeeping o 
gen de referencia para la normalización nosotros usamos el gen 18S-rRNA.
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6. RESULTADOS 

Análisis Fisiológico 

Para confirmar el diferencial de resistencia al estrés por aluminio en dos especies 
del género Brachiaria, nosotros realizamos una serie de ensayos hidropónicos 
bajo condiciones de invernadero. Como ya ha sido publicado por muchos autores, 
nosotros relacionamos la tasa de crecimiento radicular como el principal carácter 
fisiológico de la resistencia. Los resultados en términos generales mostraron que 
efectivamente existe un gradiente de resistencia entre las diferentes especies de 
este género e insinúan que también dentro de cada una de ellas. Estas 
diferencias, igualmente, fueron reportadas por los trabajos de Wenzl et al., 2006; 
Arango, 2004 y Buitrago, 2003.

En la figura 2 se muestra la variación en el porcentaje de inhibición causada por 
las diferentes dosis de aluminio. Los resultados provienen del promedio de 10 
plantas en cada una de las cuatro repeticiones en el tiempo. La figura muestra 
como B. ruziziensis siempre fue más susceptible que B. decumbens en cada punto 
evaluado (50, 100, 200 y 500μM). 

Ilustración 2Inhibicion del crecimiento de la raiz por aluminio

Figura 2. Porcentaje de inhibición en el crecimiento de la raíz causada por diferentes dosis de 
aluminio a las 24 horas. Bdec= B. decumbens. Bruz= B. ruziziensis.

El bajo porcentaje de inhibición en el crecimiento radicular de B. decumbens a 
500μM de aluminio observado en este trabajo puede ser causado por varios 
motivos. Uno de ellos, es que esta tergiversación en los resultados (generalmente 
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se espera que el daño sea mayor a mayor concentración de aluminio) se deba 
única y exclusivamente a la variación de resistencia intrínseca dentro de la misma 
especie o a variaciones en las condiciones ambientales dadas a nivel de 
invernadero (Dr. Rao, comunicación personal)..

Otra razón bien fuerte, podría ser que la alta concentración de calcio esté 
contribuyendo de alguna manera a proteger la raíz de B. decumbens, al daño 
causado por el aluminio, mientras que en B. ruziziensis esta protección no sea tan 
efectiva. Se debe tener claro que en cada experimento la cantidad de calcio fue la 
misma que la cantidad de aluminio, es decir, que para 50 μM de aluminio la 
concentración de calcio fue 50 μM, para 100 μM de aluminio fue 100 μM de Ca y 
así sucesivamente.

Según algunos autores, el uso externo de ciertos elementos, como el calcio, 
diminuye el daño causado por iones de aluminio. Esto corrobora los resultados 
obtenidos cuando usamos 500 μM de calcio correspondiente al experimento de 
500 μM de aluminio. Brady et al. 1993, dicen que el calcio mejora o tiene efectos 
benéficos en cierta medida, a los efectos tóxicos del aluminio en el crecimiento de 
la raíz. Ellos plantean que el aumento en la concentración del calcio en solución 
reduce los efectos perjudiciales del aluminio sobre la elongación de la raíz 
principal y el desarrollo de raíces laterales. En este mismo sentido, Rengel (1992) 
reporta que suplementar el medio con calcio alivia el efecto deletéreo del aluminio 
de forma directa, por que actúa como un antagonista del aluminio y además, 
plantea que la actividad de la relación aluminio/calcio tiene mayor influencia en la 
determinación de los efectos dañinos del aluminio que el mismo aluminio. Esto es 
de gran importancia si se tiene en cuenta que el trastorno en la homeostasis del 
calcio es considerado uno de los desencadenantes de la aluminio-toxicidad en las 
plantas (Rengel, 2003). 

En la figura 3a se muestra el crecimiento de la raíz de las cuatro especies de 
Brachiaria cuando fueron sometidas a los tratamientos sin y con aluminio a 
200μM. Los resultados muestran que después de 24 horas, el crecimiento 
radicular de B. ruziziensis en el tratamiento control es significativamente mayor 
que el de las otras especies. El híbrido Mulato II fue el que menos crecimiento 
tuvo, tanto en el tratamiento control (sin aluminio) como en el tratamiento con 200 
μM de aluminio. 

El crecimiento de B. decumbens y B. brizantha fue muy similar, como se observa 
en la figura 3a. Este hecho, nos indica que estos dos materiales son resistentes al 
efecto dañino de los iones de aluminio. En comunicación personal con el Dr. Rao 
(CIAT), se planteó que los dos extremos de resistencia en estas especies serían 
B. decumbens (resistente) y B. ruziziensis (susceptible), los otros dos materiales 
tendrían unos niveles de resistencia intermedios. Según el análisis de inhibición 
(figura 3b), para las especies extremas la diferencia es bastante clara. Su 
comportamiento en el tiempo (hasta 72 horas) es consistente, es decir, los niveles 
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de resistencia de B. decumbens con respecto a B. ruziziensis se mantienen en 
cada uno de los puntos evaluados. Sin embargo, para las resistencias intermedias 
esto no es tan evidente ya que en algunos puntos estos materiales superan tanto 
los niveles de resistencia como de susceptibilidad como en el caso del híbrido 
Mulato II.

Ilustración 3Crecimiento de raíces de Brachiaria en cultivos hidropónicos en presencia de aluminio

Figura 3. Crecimiento de raíces de Brachiaria en cultivos hidropónicos en presencia de aluminio. A) 
muestra el crecimiento en cm de las raíces en ausencia (0μM de aluminio) y presencia de aluminio 
(200μM de aluminio). B) porcentaje de inhibición del crecimiento radicular por la presencia de 
aluminio. Los resultados provienen del promedio de 10 plantas en cada punto y 6 repeticiones 
biológicas en el tiempo.
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El resultado nuestro contrasta con el obtenido por Wenzl et al., (2006). Ellos 
encontraron que el crecimiento de la raíz en B. brizantha fue mucho menor que el 
obtenido con B. decumbens, y solo superó ligeramente al crecimiento de B. 
ruziziensis.  Esta diferencia esta dada posiblemente a varios factores que 
enunciaremos en breve. Primero ellos usaron para el análisis, propágulos 
vegetativos que entre otras diferencias, sufrieron algunos tratamientos para 
mejorar el enraizamiento, mientras que nosotros empleamos semillas. El solo 
hecho de usar fuentes diferentes de material vegetal, constituye una diferencia 
significativa por que aunque, ambos usamos condiciones hidropónicas sin 
suplemento nutricional, las reservas de nutrientes de las semillas son diferentes a 
los presentados en otros tejidos como los usados por ellos. Así mismo los tiempos 
de evaluación fueron totalmente diferentes. Mientras que nosotros lo hicimos en 
etapas tempranas (hasta 72 horas), ellos lo hicieron midiendo la longitud de la raíz 
cada tercer día hasta el día 21. Lo interesante es que los dos trabajos, al igual que 
otros, muestran que B. decumbens es mucho más resistente al estrés por aluminio 
que B. ruziziensis y que la variación encontrada entre ellas y dentro de ellas puede 
darse por variaciones intrínsecas de la misma especie, como ya se mencionó 
antes.

Respuesta de Brachiaria a otros factores que causan estrés 

Con el ánimo de ver que pasa con la expresión de los genes candidatos 
seleccionados, cuando se someten a otro tipo de estrés, se implementaron otros 
dos experimentos. Uno consistió en crecer las plántulas de B. decumbens y B. 
ruziziensis a dos pH diferentes (4.2 y 6.0) (figura 4) y otro fue someter plántulas a 
Cloruro de Sodio (NaCl) (figura 5). Los resultados mostraron que el pH no afectó 
significativamente el crecimiento radicular. La longitud radical no estuvo 
influenciada de manera drástica por ninguno de los dos estados de pH. En este 
sentido podemos asegurar que estas dos especies de Brachiaria, además de ser 
resistente al efecto dañino de los iones de aluminio, también presentan resistencia 
o tolerancia a pH ácidos del suelo. 

Kidd y Proctor (2001) encontraron en diferentes poblaciones de Holcus lanatus L. 
y Betula pendula que las tolerantes al estrés por aluminio no necesariamente eran 
tolerantes a toxicidad por acidez (H+), con lo cual ellos demuestran que estas 
tolerancias tienen origen diferentes. 

En cuanto a los resultados fisiológicos encontrados con NaCl, podemos notar que 
esta sal puede causar inhibición en el crecimiento radicular en ambas especies. 
Cuando se usó cloruro de sodio a una concentración de 200mM, la inhibición del 
crecimiento fue total, es decir no hubo crecimiento alguno deurante las 24 horas 
de tratamiento (figura 5a), mientras que a 100mM, la reducción fue cerca del 50% 
en las dos especies evaluadas (figura 5b).
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Ilustración 4Crecimiento radicular de dos especies de Brachiaria sometidas a dos pH diferentes

Figura 4. Crecimiento radicular de dos especies de Brachiaria sometidas a dos pH diferentes. La 
barra gris representa el crecimiento de las raíces a pH: 4.2. La barra de bolas negra al crecimiento 
en pH: 6.0. Bdec= Brachiaria decumbens. Bruz= B. ruziziensis.

Ilustración 5Crecimiento radicular de dos especies de Brachiaria sometidas a dos concentraciones 
diferentes de cloruro de sodio

Figura 5. Crecimiento radicular de dos especies de Brachiaria sometidas a dos concentraciones 
diferentes de cloruro de sodio. A, resultados con 0 y 200 mM de NaCl. B, resultados con 0 y 100 
mM de NaCl. Las barras negras representan el crecimiento de las raíces en presencia de NaCl. 
Las barras grises representan al crecimiento en ausencia de NaCl. Bdec= Brachiaria decumbens. 
Bruz= B. ruziziensis
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Análisis Molecular

Extracción de ácidos nucleicos

La cantidad y calidad de los ácidos nucleicos obtenidos fue muy buena. Los 
distintos protocolos usados en este trabajo para la extracción de ADN y ARN total 
de tejidos de Brachiaria y ADN plásmídico de E. coli dieron los resultados 
esperados (ver figura 6). En cada uno de los geles se evidencia la integridad de 
los ácidos nucleicos. Así mismo, el índice de pureza obtenido mediante la relación 
de las mediciones en el espectrofotómetro a 260nm y 280nm (A260/A280) se mantuvo 
dentro del rango optimo, lo cual evidencia poco o nada de contaminación con otros 
componentes biológicos o residuos de reactivos del proceso de extracción. 

Ilustración 6Fotos de ácidos nucléicos

Figura 6. Fotos de ácidos nucléicos. El panel A, muestra la buena calidad y cantidad de ARN 
corrida en un gel desnaturalizante de agarosa (1.2%). B, foto de ADN de hojas de Brachiaria. C, 
foto de ADN de plásmido. M= 1 kb marcador de peso. La flecha indica el fragmento de 500 pb.

Para el análisis con cDNA es esencial que la muestra de ARN esté totalmente libre 

de cualquier contaminación de ADN, por lo tanto una vez extraído el ARN la 

solución se sometió a digestión con DNAsas. Para confirmar el buen desempeño 

de esta última, se realizó una prueba de contaminación de ADN. La cual se 

efectuó mediante PCR usando un par de cebadores diseñados sobre la secuencia 

del gen GAPDH, incluyendo un intron. Por lo tanto, si el cDNA está libre de ADN la 

secuencia amplificada tendría un tamaño más pequeño (≈ 450pb), si por el 

contrario, dentro de la reacción hay presencia de moléculas de ADN, el 

amplificado sería mucho mayor (≈ 1050pb) (figura 7).

A B C

M M
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Ilustración 7Prueba de contaminación de la solución de cDNA con ADN

Figura 7. Prueba de contaminación de la solución de cDNA con ADN. Las muestras de cDNA 

amplificaron un fragmento de ≈ 450pb. El ADN genómico de ruzi amplificó en ≈ 1050pb. M= 

marcador de peso 1Kb ladder. Las flechas indica el fragmento de 500 pb.

Análisis de expresión de 18 genes candidatos relacionados con la 
resistencia al estrés por aluminio

En un trabajo previo se preparó una librería sustractiva por supresión que produjo 

18 genes candidatos para aluminio-resistencia. El ARN para la obtención del 

cDNA que se usó en la construcción de la librería, fue obtenido desde puntas de 

raíces tanto de B. decumbens cv Basilisk, como de B. ruziziensis, bajo las mismas 

condiciones descritas en materiales y métodos. El cDNA se creó usando la mezcla 

de ARN mensajero de varios tiempos (3, 6, 24, y 72 horas) y el SMART cDNA 

synthesis kit (Takara-Clontech, USA). Para seleccionar los genes diferencialmente 

expresados se usaron los reactivos y el protocolo que viene con el kit PCR-Select 

cDNA subtraction kit (Takara-Clontech, USA).

La metodología fue implementada usando a B. decumbens como censor (tester) y 

B. ruziziensis como conductor (driver) de modo que los genes obtenidos son 

expresados diferencialmente en B. decumbens. Para conformar la librería 

sustractiva, los fragmentos obtenidos con la metodología de expresión diferencial 

fueron clonados dentro del vector pGEMT-Easy (Promega, USA) en Escherichia 

coli DH5α. Esta librería fue chequeada con PCR-Select Differential Screening Kit 
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(Takara-Clontech, USA) con el protocolo dado por ellos, usando sondas 

radioactivas marcadas con (α-32P)-dATP. El principal resultado de este trabajo fue 

la selección de los 18 genes candidatos para la resistencia al estrés por aluminio 

(Salcedo et al., 2005). 

Estos 18 clones fueron secuenciados y a partir de estas secuencias se hicieron 

análisis por comparación en las bases de datos y se diseñaron una serie de 

primers para realizar el análisis de expresión. Las secuencias de los 18 genes 

fueron sometidas a análisis BLAST en NCBI y en GRAMENE, para determinar 

mediante estudios comparativos la función de dichas secuencias (Tabla 4). 

Inicialmente nosotros hicimos un primer experimento con PCR en tiempo real con 

solo tres puntos temporales (0, 6 y 24 horas) en las dos especies de Brachiaria, 

con el objetivo de comprobar la expresión diferencial de estos 18 genes en dichas 

especies. En este estudio previo se comprobó que siete genes (AlBdec3, AlBdec5,

AlBdec8, AlBdec10, AlBdec14, AlBdec15, AlBdec16) tenían efectivamente 

expresión diferencial. Con estos siete genes se amplió el análisis de expresión 

como se mencionó arriba.

En la figura 8 se muestran dos gráficos como ejemplo de los resultados de 

expresión de los 18 genes candidatos en la especie B. decumbens (resistente) y 

B. ruziziensis (sensible) a 0, 6 y 24 horas. En el eje Y, la escala de expresión 

relativa está dada en valores logarítmicos, para mejorar la interpretación de 

algunos genes, cuya diferencia de expresión fue muy grande. El término de 

expresión relativa hace referencia a que la expresión de los genes está dada en 

términos del gen con la expresión de menor valor en cada uno de los análisis, la 

cual se toma como uno.

La figura 8a muestra al gen AlBdec3, el cual fue uno de los 7 genes 

seleccionados. En B. decumbens la expresión en el tiempo de 0-6 horas aumentó 

y se mantuvo a 24 horas, mientras que en B. ruziziensis aumentó a las seis horas 
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pero volvió a caer a las 24. En la figura 8b, por el contrario, se muestra la 

expresión relativa del gen AlBdec2 que no esta correlacionada con los niveles de 

resistencia al estrés por aluminio, al menos en las primeras 24 horas. Como se 

puede observar en la gráfica, en el tiempo 0, la expresión es alta pero cae 

significativamente a las 6 y vuelve y progresa a las 24 horas en ambas especies, 

siendo mayor en el material susceptible. Este comportamiento, bajo nuestro 

criterio, no está relacionado con la resistencia que presenta la especie resistente. 

Ilustración 8Expresión relativa de genes activados por estrés de aluminio en Brachiaria

Figura 8. Expresión relativa de genes activados por estrés de aluminio en Brachiaria. Las Barras 
representan la expresión relativa de dos genes en B. decumbens y en B. ruziziensis. La evaluación 
inicial se hizo en tres tiempos, 0, 6 y 24 horas.

De cuerdo al análisis comparativo en NCBI, podemos agrupar los genes en tres 
categorías. La primera, está compuesta por 7 genes (AlBdec3, AlBdec4, 
AlBdec11, AlBdec12, AlBdec14, AlBdec15 y AlBdec16) que no dieron hit, es decir 
que no tuvieron un valor E-value significativo (tabla 4). El E-value es el valor de 
significancía estadística del alineamiento, es decir la probabililidad de que el 
alineamiento se haya hecho al azar; entre más cercano a cero, mayor es la 
significancia en la similitud real de las secuencias. En pocas palabras, dos 
secuencias con E-value = 0 son idénticas. 

La falta de valores de E-values significativos puede presentarse por varias 
razones, una de las cuales, podría ser el tamaño y la composición de la secuencia 
conocida. Las secuencias con tamaños muy pequeños y/o con series de 
nucleotidos repetidas tienden a no dar E-values significativos. Otra razón para 
esto, es que la secuencia no haya sido reportada.
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Tabla 4 Tabla 4. Resultados del análisis comparativo entre las secuencias obtenidas y las publicadas en las bases de datos.

Nombre ID Organismo E-
value

Score 
(Bits)

Descripción

AlBdec1 (604bp)
gi|32975611|dbj|AK065593.1 ^ O. sativa 4e-136 489 Proteína desconocida.
gi|30695011|ref|NM_104034.3 ^ A. thaliana 7e-54 216 Proteína desconocida. (AtMYB23 MYB transcription factor target 

down-regulation, gene expression array-based count) 

AlBdec2 (835bp)
gi|50932627|ref|XP_475841.1 O. sativa 1e-39 167* Putativa fosfoetanolamina N-metiltransferasa
gi|15221909|ref|NP_175293.1 A. thaliana 5e-35 150* S-adenosilmetionina-dependiente metiltransferasa 

AlBdec3 (262bp) X X X X No alineó (No hit)
AlBdec4 (366bp) X X X X No alineó (No hit)
AlBdec5 (356bp) gi|57471717|gb|AY846829.1 T. aestivum 2e-04 56.0 Proteina ribosomal P1

AlBdec6 (635bp)
gi|42570489|ref|NM_180364.2 A. thaliana 2e-16 95.6 ATP binding / protein serine/treonina kinasa/ (AFC1) mRNA
gi|2911280|gb|AAC04324.1 N. tabacum 5e-64 247* Proteina kinasa PK12.

AlBdec7 (581bp) gi|50935122|ref|XM_477089.1 O. sativa 6e-60 240 Putativa proteina ribosomal S15
AlBdec8 (247bp) gi|77556203|gb|ABA98999.1 O. sativa 8e-16 87* Protein hipotética: LOC_Os12g38650
AlBdec9 (284bp) gi|13194667|gb|AF325717.1|AF

325717
Pennisetum 
ciliare

2e-19 105 Proteína desconocida.

AlBdec10 (548bp) gi|50911579|ref|XP_467197.1 O. sativa 3e-35 151* Familia de proteinas  hidrolasas metal-dependiente. Proteina 
putative GAMM1 GAM1, HAF1.

AlBdec11 (223bp) X X X X No alineó (No hit)
AlBdec12 (228bp) X X X X No alineó (No hit)

AlBdec13 (466bp)
gi|32972197|dbj|AK062179.1 ^ O. sativa 4e-82 310 Proteina kinase C-receptor/G-proteina. 
gi|32813929|gb|BU102606.1 ^ Saccharum 

officinarum
2e-168 596 Similar a guanine nucleotide-guanine nucleotide-binding protein.

AlBdec14 (275bp)      X X X X No alineó (No hit)
AlBdec15 (242bp)      X X X X No alineó (No hit)
AlBdec16 (271bp)      X X X X No alineó (No hit)
AlBdec17 (426bp) gi|54291606|dbj|BAD62529.1 O. sativa 2e-13 77.0* Proteína semejante a un dedo de zinc. Proteínas que se pegan a 

lípidos de membranas vía interacción con fosfatidilinositol -3-
fosfato, PI3P.

AlBdec18 (321bp) gi|54111529|gb|AAV28627.1 Zea mays 2e-05 50.8* Proteina putativa del 60S ribosomal L31
^ = The NCBI GEO BLAST page   
* = Blastx



El hecho del tamaño y el contenido de la región están reflejados en la secuencia 
AlBdec11 y AlBdec18, cuyo análisis reflejó que se trata de la misma secuencia, 
pero la primera no dio hit por que su tamaño y contenido nuclotídico no es lo 
suficientemente grande para dar un E-value significativo.

El segundo grupo de secuencias está conformado por 3 fragmentos que tuvieron 
un hit significativo pero con proteínas desconocidas. En este grupo se encuentran 
las secuencias AlBdec1, AlBdec7 y AlBdec9. El tercer grupo estuvo compuesto 
por secuencias homologas con proteínas hipotéticas o con funciones putativas 
(AlBdec2, AlBdec5, AlBdec6, AlBdec8, AlBdec10, AlBdec13, AlBdec17 y 
AlBdec18).

En muchos trabajos de expresión de genes para resistencia al estrés por aluminio 
se han encontrado varias secuencias de proteínas con funciones desconocidas. 
Watt (2003) en su trabajo con caña de azúcar, reportó varias secuencias que 
tuvieron similitud con proteínas de función y nombre desconocidos. La mitad de 
los cDNA (28 de 50) obtenidos por él, dieron similaridad con proteínas de función 
desconocida, hipotéticas y en algunos casos no hubo similitud con ninguna 
proteína conocida. Los otros 22 estuvieron involucrados en asuntos de regulación 
de expresión de genes, en eventos de traducción de señales y en procesos 
metabólicos básicos.

Algunas de nuestras secuencias, a pesar de que dieron hit con proteínas 
desconocidas, han sido aisladas a partir de experimentos bajo diferentes 
condiciones de estrés, entre los que se cuentan estrés salino, de sequía y hasta 
de estrés con tratamientos hormonales, como es el caso de la secuencia del clon 
AlBdec1, al igual que la del gen AlBdec10. En otros casos las secuencias han sido 
obtenidas en plantas sometidas a estrés por frío y luz, como en el caso de la 
secuencia AlBdec2. El gen AlBdec13 tuvo homología con el trascripto obtenido en 
hojas de plántulas de caña de azúcar expuestas a frío en diferentes tiempos: 0, 3, 
6, 12, 24 y 48 horas. 

Los diferentes estudios para hallar genes responsables de la resistencia o 
tolerancia al estrés por aluminio en diferentes especies vegetales, han mostrado 
que esta característica es bastante compleja y que no es un solo mecanismo el 
responsable de ella. Las evidencias actuales parecen mostrar que hay una 
relación muy fuerte entre los genes responsables de la resistencia a este metal y 
genes involucrados en otros procesos biológicos. Es así como en la mayoría de 
los casos se han encontrado genes que están regulados por la presencia de iones 
de aluminio y por otros eventos. Ezaki et al. (2000), demostraron que los genes 
BCB (blue-copper-binding) de Arabidopsis, Glutationa-S-Transferasa, NtGDI1 
(GDP-dissociation inhibitor), NtPox (peroxidasa) de tabaco confieren cierto nivel de 
resistencia al estrés por aluminio en Arabidopsis ecotipo Landsberg erecta, 
además de que algunos de ellos están involucrados en estrés oxidativo. Por esta 



43

razón, los autores plantean que existe cierto ligamiento entre el estrés por iones 
de aluminio y el estrés oxidativo en plantas.

Análisis de expresión de 7 genes candidatos en puntas de raíces

Con los resultados iniciales obtenidos por PCR en tiempo real, se eligieron siete 
genes que fueron Up-reguled, es decir, que tuvieron mayor expresión en B. 
decumbens que B. ruziziensis y se evaluaron los cuatro genotipos de Brachiaria y 
en cinco tiempos: 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas. El PCR en tiempo real se llevó a cabo 
a partir de cDNA proveniente de 600ng de ARN libre de ADN obtenido desde 
puntas de raíces sometidas a las diferentes condiciones experimentales. Los 
genes seleccionados fueron AlBdec3, AlBdec5, AlBdec8, AlBdec10, AlBdec14, 
AlBdec15 y AlBdec16 (tabla 4).

El gen AlBdec3 tuvo una expresión relativa bastante alta en B. decumbens (figura 
9). A la hora cero fue superior a toda la expresión que tuvo en el punto más alto de 
B. ruziziensis (48 horas). Tendió a aumentar a medida que pasaba el tiempo (de 0 
a 72 horas). Sin embargo, tuvo una disminución significativa transcurrida tres 
horas, la cual volvió a elevarse a las 6. La expresión en la especie B. ruziziensis
inicialmente tuvo la misma tendencia que la aluminio-resistente, a la hora cero la 
expresión fue mayor que a las 3 hora, destacando que el nivel de expresión fue 
mucho menor que en B. decumbens. El resultado de expresión, en términos 
generales, mostró en una escala logarítmica una diferencia de expresión de más 
de 10.000 veces en B. decumbens con respecto a B. ruziziensis. La máxima 
expresión de este gen en la especie susceptible se dio a las 48 horas de 
exposición tratamiento, pero a las 72 horas, vuelve y cae a niveles cercanos a los 
presentados a las 24 horas. Los niveles de expresión de los otros dos materiales 
(híbrido Mulato II y B. brizantha), estuvieron dentro de lo esperado, es decir con 
niveles intermedios. 

Con los datos obtenidos en otros trabajos, se había predeterminado que la 
resistencia a aluminio de estos dos genotipos era intermedia (Dr Rao, 
comunicación personal), lo cual es corroborado con los niveles de expresión de 
este gen. La expresión en estos dos últimos cultivares tiene una tendencia a 
disminuir con las horas de exposición, siendo un poco más estable en B.
brizantha, la cual es más resistente que Mulato II y por ende que B. ruziziensis. 

De acuerdo con los análisis comparativos, esta secuencia (AlBdec3) no tuvo un E-
value aceptable o significativo para determinar cual podría ser su función biológica 
de acuerdo con las secuencias ya publicadas en las bases de datos. Es de anotar 
que el tamaño pequeño de esta secuencia (262 pb) podría ser la razón de la falta 
de hit o de un E-value con valores no significativos. En términos generales, 
secuencias que tuvieron tamaños menores a 300 pb no presentaron homología 
con secuencias ya publicadas, a excepción de la secuencia AlBdec8.
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Ilustración 9Niveles de expresión del gen AlBdec3 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio

Figura 9. Niveles de expresión del gen AlBdec3 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens, las punteadas a B. 
Brizantha, las rayadas a el híbrido mulato y las barras grises a B. ruziziensis. Los tiempos 
evaluados fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

En la figura 10 podemos mirar el resultado de la expresión relativa del gen 
AlBdec5. Es interesante la tendencia progresiva de expresión que tiene este gen 
en la especie susceptible a medida que pasa el tiempo de exposición a iones de 
aluminio. Sin embargo, el nivel de expresión en los otros tres materiales es muy 
superior. Como se observa en la gráfica, la expresión del gen en los materiales de 
resistencia intermedia, al igual que en el resistente, no muestra una tendencia de 
expresión creciente claramente definida por el tiempo de exposición. Los niveles 
de expresión se mantienen en el tiempo y son superiores a los niveles expresados 
por B. ruziziensis. De acuerdo con el análisis de bioinformática este gen tiene 
homología (E- value de 2e-04) con la secuencia nucleotídica de la proteína 
ribosomal P1 aislada en T. aestivum.

Las proteínas ácidas ribosomales (P0, P1 y P2) son fosfoproteínas eucarióticas 
que están localizadas dentro de la subunidad ribosomal 60S y están, al parecer, 
involucradas en la síntesis de proteínas (Hasler et al. 1991) y su región carboxil-
terminal juega un importante rol en la interacción del ribosoma con factores de 
elongación (Uchiumi et al. 1990). Así mismo, estas fosfoproteínas estarían 
envueltas en la reparación del DNA y funcionarían como importantes antígenos en 
enfermedades autoinmunes y en infecciones causadas por protozoos y hongos 
(Tchórzewski, 2002)

AlBdec3 -Diversity analysis of aluminum 
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Ilustración 10Niveles de expresión del gen AlBdec5 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio

Figura 10. Niveles de expresión del gen AlBdec5 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens, las punteadas a B. 
Brizantha, las rayadas a el híbrido mulato y las barras grises a B. ruziziensis. Los tiempos 
evaluados fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

Ilustración 11Niveles de expresión del gen AlBdec8 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio

Figura 11. Niveles de expresión del gen AlBdec8 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens, las punteadas a B.
Brizantha, las rayadas a el híbrido mulato y las barras grises a B. ruziziensis. Los tiempos 
evaluados fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

La misma tendencia que tuvo el AlBdec5 se mantuvo en los genes AlBdec8, 
AlBdec10, AlBdec16 con algunas diferencias pequeñas. En el gen AlBdec8, no 

AlBdec5 -Diversity analysis of aluminum
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hubo una tendencia dependiente del tiempo de exposición en B. ruziziensis, como 
ocurrió en el gen AlBdec5. Por el contrario, hubo una reducción de 100 veces en la 
expresión del gen desde la hora 0 a la hora 3, la cual se recuperó a las 6 horas y 
se mantuvo, con un ligero ascenso hasta las 48 horas y luego se redujo sutilmente 
a las 72 horas (figura 11). 

De acuerdo con los niveles de expresión relativos obtenidos con PCR en tiempo 
real, el gen AlBdec10 es el que muestra menor diferencia de expresión entre el 
material susceptible y los otros (figura 12). La diferencia nunca fue superior a 10 
veces, valor que fue ampliamente superado con otros genes como es el caso del 
gen AlBdec8, AlBdec14, AlBdec16 donde la diferencia fue superior a 1000 veces, 
alcanzando en algunos casos valores cercanos a las diez mil veces.

La comparación de esta secuencia en las bases de datos mostró que este gen 
codifica una proteína bastante conservada en varias especies. Sin embargo esta 
proteína pertenece a una gran familia que no ha sido caracterizada. La gran 
familia está conformada por hidrolasas metal dependientes.

Ilustración 12Niveles de expresión del gen AlBdec8 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio

Figura 12. Niveles de expresión del gen AlBdec8 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens, las punteadas a B. 
Brizantha, las rayadas a el híbrido mulato y las barras grises a B. ruziziensis. Los tiempos 
evaluados fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

El gen AlBdec14 muestra un aumento paulatino en el nivel de expresión en la 
especie tolerante y sus valores siempre son mayores a los presentados por las 
especies intermedias, quienes mantienen casi inalterada su expresión en el tiempo 
(figura 13). La expresión de este gen en B. ruziziensis fue menor en todos los 
casos. A las 3 horas tuvo una reducción con respecto a la hora 0, pero se 
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recuperó después de las 6 horas de tratamiento. El nivel de expresión de 
AlBdec14 en la especie resistente fue de 1000 veces más que en la especie 
susceptible, llegando a un máximo de casi 10000 a las 72 horas de tratamiento 
con aluminio. Al igual que el gen AlBdec15 y AlBdec16, este gen no tuvo hit 
cuando se hizo el análisis BLAST en las diferentes bases de datos de la Web.

El gen AlBdec16 tuvo un comportamiento de expresión muy similar al obtenido con 
el gen AlBdec14 (figura 15), inclusive, también presenta la misma reducción en la 
expresión a las tres horas de tratamiento en la especie susceptible, al igual que los 
genes AlBdec3, AlBdec8 y AlBdec10. 

Ilustración 13Niveles de expresión del gen AlBdec14 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio

Figura 13. Niveles de expresión del gen AlBdec14 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens, las punteadas a B. 
Brizantha, las rayadas a el híbrido mulato y las barras grises a B. ruziziensis. Los tiempos 
evaluados fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

El gen AlBdec15 presentó una expresión diferente con respecto a los otros genes 
evaluados. Como se ve en la figura 14, la expresión del gen en B. brizantha
(resistencia intermedia) fue en términos generales menor que la expresión dada 
en B. ruziziensis (susceptible). En este material, la expresión tuvo una tendencia a 
disminuir hasta las 24 horas, tiempo en el cual empieza la recuperación en los 
valores de expresión aunque nunca alcanza a superar los niveles dados en la 
especie susceptible. A pesar de las diferencias en la expresión enunciadas arriba, 
la expresión de este gen en la especie resistente fue mayor que en la especie 
susceptible
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Ilustración 14 Niveles de expresión del gen AlBdec15 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio

Figura 14. Niveles de expresión del gen AlBdec15 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens, las punteadas a B. 
Brizantha, las rayadas a el híbrido mulato y las barras grises a B. ruziziensis. Los tiempos 
evaluados fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

Ilustración 15 Niveles de expresión del gen AlBdec16 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio

Figura 15. Niveles de expresión del gen AlBdec16 en raíces de plántulas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens, las punteadas a B. 
Brizantha, las rayadas a el híbrido mulato y las barras grises a B. ruziziensis. Los tiempos 
evaluados fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas.
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Análisis de expresión de 7 genes candidatos en tejido foliar

Con el fin de conocer si la expresión diferencial de estos genes en las puntas de 
raíces de la especie aluminio-resistente era igual en otros tejidos, se realizó una 
colecta de tejido foliar de plántulas de B. decumbens (resistente) y B. ruziziensis
(susceptible), sometidas a 200μM de aluminio a las 0, 6, 24 y 48 horas. El ARN 
proveniente de estas hojas fue convertido a cDNA y con ellos se montó varios 
ensayos de PCR en tiempo real, bajo las mismas condiciones descritas en 
materiales y métodos.

Los resultados en términos generales mostraron diferencias en los modelos de 
expresión con respecto a los obtenidos en puntas de raíces. Mientras que en 
raíces la expresión de estos genes siempre fue mayor en la especie resistente, en 
hojas no se mantuvo esta tendencia de forma clara. En los genes AlBdec3 y 
AlBdec5, la tendencia general estuvo representada en la disminución de la 
expresión relativa a través del tiempo, a excepción de este último en B. ruziziensis, 
donde por el contrario tuvo un aumento de expresión a través del tiempo (figura 
16A y 16B). El gen AlBdec8 tuvo un comportamiento análogo al que tuvo 
AlBdec16 (figura 16C y 16G). En estos dos, los niveles de expresión en B. 
decumbens se mantuvieron prácticamente inalterados en el tiempo y fueron muy 
superior a los de B. ruziziensis. 

La expresión de los genes AlBdec14 y AlBdec15 en B. ruziziensis fue la más baja 
de este experimento (figura 16E y 16F). La del gen AlBdec14 no se alcanzó a 
amplificar en la reacción de PCR en tiempo real, hasta las 48 horas, donde 
alcanzó una leve expresión. La del otro gen, aunque si se detectó en todos los 
tiempos, su expresión fue en muy bajos niveles (figura 16F). En cuanto a sus 
expresiones en B. decumbens, podríamos decir que tuvieron un comportamiento 
de cierta manera contradictorio. Mientras que el primero tuvo una tendencia a 
aumentar sus niveles a través del tiempo, AlBdec15 presentó una disminución 
desde las 0 a 24 horas, aumentando significativamente a las 48 horas, tiempo en 
el cual superó todos los niveles anteriores (figura 16F).

El gen AlBdec10 en la especie resistente, mostró cierta elevación de los niveles de 
expresión, alcanzando su máximo valor a las 24 horas. Después de este tiempo 
(48 horas) presentó una leve reducción que se mantuvo por encima de los valores 
encontrados en B. ruziziensis, cuya expresión tuvo una tendencia a la disminución, 
ya que en la hora 0 presentó su máximo nivel (figura 16D).

Análisis de expresión de 7 genes candidatos en presencia de NaCl

En varios trabajos publicados se ha señalado que el aluminio puede activar genes 
que están relacionados con la resistencia y toxicidad causado por otros agentes. 
Los que más se han mencionado son los que causan estrés oxidativo (Basu et al.,
2001, Ezaki et al., 1996, Yamamoto et al., 2002). Con el fin de ver que pasa en la 
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expresión de estos 7 genes en la presencia de otros factores causantes de estrés, 
nosotros hicimos un experimento donde cambiamos el aluminio por 100mM de 
Cloruro de Sodio (NaCl). 

Los tiempos evaluados fueron a las 0 y a las 24 horas. Como tratamiento control 
usamos dos ensayos, uno fue cosechando puntas de raíces en el momento de 
montar los tratamientos (tiempo 0) y el otro fue cosechando las puntas desde 
plántulas crecidas en medios hidropónicos sin sodio a las 24 horas, lo mismo que 
las sometidas al tratamiento con 100mM de NaCl (figura 17). A excepción del gen 
AlBdec5 y del AlBdec8 no hubo diferencia significativa entre la expresión de los 
dos tratamientos controles (datos no mostrados). 

El gen AlBdec3 presentó un incremento significativo en la expresión en raíces de 
B. decumbens al igual que en B. ruziziensis. Sin embargo la expresión en esta 
última fue menor, incluyendo la dada en el tiempo 0 (figura 17A). Este mismo 
comportamiento tuvo el AlBdec15 pero solo en la especie resistente. En la 
susceptible no hubo cambio perceptible (figura 17E). El gen AlBdec14 por su 
parte, no presentó cambios apreciables en ninguna de las dos especies al pasar 
de 0 a 24 horas (figura 17D).

Amplificación Rápida de los Extremo 5’ y 3’ de cDNA (RACE) 

Mediante la técnica RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) se obtuvo la 
secuencia completa del gen AlBdec10 proveniente del cDNA de B. decumbens. 
Inicialmente nosotros tratamos obtener el gen completo con la metodología y los 
reactivos del kit BD SMART TM RACE cDNA Amplification Biosciences Clontech
(Catalogo  634914). Sin embargo con este kit solo se pudo obtener el extremo 3’. 
Con la obtención del extremo 5’, tuvimos inconvenientes y fue imposible sintetizar 
el codón de inicio de dicho gen. Bajo esta situación se decidió cambiar a la 
metodología del kit 5´ RACE System for Rapid Amplification of cDNA End, versión 
2.0 de Invitrogen.
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Ilustración 16 Niveles de expresión de 7 genes candidatos en hojas de plántulas de Brachiaria 
sometidas a estrés por aluminio
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Figura  16. Niveles de expresión de 7 genes candidatos en hojas de plántulas de Brachiaria 
sometidas a estrés por aluminio. Las barras negras representan a B. decumbens y las barras 
grises a B. ruziziensis. Los tiempos evaluados fueron 0, 6, 24 y 48 horas.

Ilustración 17 Niveles de expresión de 7 genes candidatos en raíces sometidas a 100mM de NaCl

Figura  17. Niveles de expresión de 7 genes candidatos en raíces sometidas a 100mM de NaCl. 
Las barras negras representan a B. decumbens. Las barras grises representan a B. ruziziensis. La 
primera barra representa la expresión en tiempo 0. La segunda es la expresión en el tratamiento 
con NaCl a las 24 horas. 
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Siguiendo los fundamentos del protocolo del BD SMART TM RACE cDNA 
Amplification, nosotros obtuvimos el fragmento 3’ del gen AlBdec10. Esta 
metodología nos permitió obtener diferentes fragmentos que fueron clonados en el 
vector pGEMT-Easy (Promega) como se describió en materiales y métodos. Estos 
clones fueron secuenciados y analizados para confirmar su correspondencia con 
la secuencia del gen AlBdec10.

El análisis bioinformático, nos mostró que esta secuencia efectivamente 
correspondía al extremo 3’ del gen AlBdec10, por que contenía la secuencia ya 
conocida y además tenía el codón de parada y una cola poli A. algunos clones 
presentaron mutaciones puntuales, pero nosotros creemos que la mayoría de 
estos cambios se deben más a artefactos causados en el PCR por la Taq 
polimerasa, si bien es probable que algunos sean reales y sean efectivamente 
parte de alelos diferentes. 

Así mismo, se obtuvieron diferentes fragmentos 5’RACE (figura 18) con primers 
diseñados a partir de la secuencia del extremo 3’ y de la secuencias de los genes 
publicados en genbank que dieron hit cuando hicimos el análisis comparativo con 
el extremo 3’ en NCBI y GRAMENE. Como ya se mencionó, el extremo 5’ fue 
obtenido con la metodología 5’ RACE de la compañía Invitrogen. Esta metodología 
generó diferentes fragmentos que fueron clonados en el vector pGEMT-Easy 
(figura 18), secuenciados y analizados con diferentes herramientas 
bioinformáticas. La secuenciación de diferentes fragmentos clonados en el 
plasmido pGEMT-Easy mostró, al igual que el extremo 3’, algunas variaciones 
puntuales que se editaron, siempre que fue posible, con la alineación de todos los 
fragmentos secuenciados. Finalmente nosotros amplificamos el marco abierto de 
lectura o ORF (Open reading frame) (figura 18), usando la Platinum® Pfx DNA 
polymerase de alta especificidad y cebadores diseñados sobre las secuencias del 
extremo 3’ y 5’ del gen (tabla 2). Esta Taq-polimerasa se usó por que elimina los 
posibles errores puntuales introducidos por la Taq DNA polimerasa común. Con 
esta taq-polimerasa logramos tener 2 secuencias con diferencias en algunos 
nucleótidos, lo que podría indicar que efectivamente hay por lo menos dos copias 
diferentes de este gen en B. decumbens. Además, Es de aclarar que la 
secuenciación del ORF(Open reading frame) fue realizada en 6 clones diferentes y 
en ambos sentidos, lo cual apoya la hipótesis que efectivamente se trataría de 
fragmentos diferentes y no de artefactos del PCR.

Los Paquetes bioinformáticos DNAMAN Sequence Analysis Software y el Vector 
NTI, nos permitieron hacer un ensamble de cada una de los contigs secuenciadas 
del ORF, ya que el sistema de secuenciación no permite hacer reacciones directas 
de más de 500-600pb en una sola reacción. Por lo tanto necesitamos hacer varias 
reacciones para secuenciar el fragmento completo. Este sistema de secuenciación 
recibe el nombre de gene walking, consiste en hacer una reacción y a partir de 
esta diseñar nuevos cebadores y así sucesivamente hasta terminar toda la 
secuencia.
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Ilustración 18 Fragmentos de cDNA del gen AlBdec10 obtenidos con RACE

Figura 18. Fragmentos de cDNA del gen AlBdec10 obtenidos con RACE. A) diferentes fragmentos 
5’ de cDNA obtenidos con el kit 5´ RACE de Invitrogen. B) fragmentos ORF de AlBdec10. C) 
plasmidos pGEMT-Easy digerido con EcoRI conteniendo fragmentos ORF.

En la figura 19 se muestra las secuencias completas (Full length) de los dos ORF 
del gen AlBdec10 obtenidos mediante la técnica RACE y sus respectivas 
mutaciones puntuales 

Estas mutaciones puntuales producen cambios al nivel de amino ácidos solo en 
cuatro ocasiones de las 12 diferenciales que hay en las dos secuencias ORF, las 
otras no representan ningún cambio a nivel de proteína.

La figura 20, se muestra la secuencia consenso (ensamblada) de los ORF y de los 
extremos 5’ RACE y 3’ RACE del gen AlBdec10. 

El codón de inicio del gen AlBdec10 se determinó, por comparación con los genes 
que mostraron alta similitud como fue el caso de un gen aislado de arroz y uno de 
Vitis vinifera. De cierta manera, se confirmó que este es efectivamente el codón de 
inicio al comparar las secuencias satélites vecinas donde el se encuentra inmerso, 
ya que estas son conservadas en muchos individuos eucarióticos (Lütcke et al., 
1987; McBratney and Sarnow, 1996). 

A B

C
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Ilustración 19 Resultado del alineamiento de las dos secuencias ORF del gen AlBdec10

Figura 19. Resultado del alineamiento de las dos secuencias ORF del gen AlBdec10. Los bloques 
verdes representan las secuencias iguales en ambos ORF. Los cuadrados son cambios o mutaciones 
puntuales. Los cuadrados azules representan las diferencias que generan cambios a nivel de 
aminoácidos. Los bloque amarillos corresponden a diferencias del lugar donde fueron diseñados los 
cebadores para la síntesis de cada ORF.
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........................................CGGGCGATCCCAAATTCGGAACCCTTTCCCCACC
TGTCACAGCGAGCCGTCACGTCTCCTCTCCTTGGCATCGGCGGGCGATCCCAAATCCGGAACCCTTTCCCCACCTGTCACAGCGAGCCGTCACGTCTCCTCTCCTTGGCATCGG
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ATGGCGTCTCTCTCGCCGGCAGCCGCCTCCTCGCCCAAGAGGCTGCGGGTCTACTCGTCCGCCCCCACCCCCAC
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CGACGGCGACGGGAGCGGCAAGCGCGTGGGGACCCATAACGGCAGCTTCCACTGCGACGAGGCGCTCGGCTGCT
CGACGGCGACGGGAGCGGCAAGCGCGTGGGGACCCACAACGGCAGCTTCCACTGCGACGAGGCGCTCGGCTGCT
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TTCTCATCCGCCTCACCTCCCAGTTCACCGGCGCCGACGTCGTCCGCACCCGCGACTCGCAGATCCTTGATACT
TTCTCATCCGCCTCACCTCCCAGTTCACCGGCGCCGACGTCGTCCGCACCCGCGACTCGCAGATCCTTGATACT
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   330MERZ10
   370MERZ4 

CTGGATGCTGTGCTTGATGTCGGTGGTGTCTATGATCCCAGCCAGCATCGATATGATCATCACCAGAAGGGTTT
CTGGATGCTGTGCTTGATGTCGGTGGTGTCTATGATCCCAGCCGGCATCGATATGATCATCACCAGAAGGGTTT
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CAGCGAGGTCTTTGGCCATGGATTCAACACAAAACTTAGCAGTGCTGGGCTTGTCTACAAGCATTTTGGTAAGG
CAGCGAGGTCTTTGGCCATGGATTCAACACAAAACTTAGCAGTGCTGGGCTTGTCTACAAGCATTTTGGTAAGG
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   478MERZ10
   518MERZ4 

AGATAATTGCTAAGGAGCTTGGGGTTAATGAGGATCACGAAGACGTTCACCGCCTGTATCTTGCAATATATAAA
AGATAATTGCAAAGGAGCTTGGGGTTAATGAGGATCATGAAGATGTTCACCGCTTGTATCTTGCAATATATAAA
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AGCTTTGTTGAGGCACTTGATGCAATTGACAATGGAATCAATCAATATGACACAGACCAACCACCAAAGTTTGT
GGCTTTGTTGAGGCACTTGATGCAATTGACAATGGAATCAATCAATATGACACAGACCAACCACCAAAGTTTGT
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GAACAATACACACTTGTCTTCACGCGTTGGGCGTCTTAATCCGGACTGGACTGATCCAGACCAGTCACCTGAGA
GAACAATACAAACTTGTCTTCACGCGTTGGGCGTCTTAATCCGGACTGGACTGATCCAGACCAGTCACCTGAGA
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AGGAGAACGCCGCATTTCAACAGGCCATGACGCTAGCTGGAAGTGAATTTATGGAGAGTGTTCGCTTTCATGTT
AGGAGAACGCCGCATTTCAACAGGCCATGACGCTAGCTGGAAGTGAATTTATGGAGAGTGTTCGCTTTCATGTT
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AAATCATGGTTACCTGCAAGATCTATTGTCCTGGAGTGTTTATTATCTAGAGGAAAGGTTGACCCAAGTGGAGA
AAATCATGGTTACCTGCAAGATCTATTGTCCTGGAGTGTTTATTATCTAGAGGAAAGGTTGACCCAAGTGGAGA
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   888MERZ4 

AATCATGGTTTTGGATAGATTCTGCCCGTGGAAGCTTCATCTTTTTGAGCTTGAAGAGGAGCTGAAGACTGATC
AATCATGGTTTTGGATAGATTCTGCCCGTGGAAGCTTCATCTTTTTGAGCTTGAAAAGGAGCTGAAGACTGATC
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CTCTGACCAAGTATGCGCTGTATCAGGATGAGAGGAGCAAGAGCTGGCGAGTGCAAGCCGTTGCTGTTGCTCCC
CTCTGACCAAGTATGCGCTGTATCAGGATGAGAGGAGCAAGAGCTGGCGAGTGCAAGCCGTTGCTGTTGCTCCC
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GACAGGTTCGAGAGCCGAAAGGCTCTGCCAGAGAAGTGGAGGGGCATGAGAGACGATGAACTGTCTGCAGAAAC
GACAGGTTCGAGAGCCGAAAGGCTCTGCCAGAGAAGTGGAGGGGCATGAGAGACGATGAACTGTCTGCAGAAAC
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TGGCATTCCCGGCTGTGTGTTTGTCCATATGAGCGGTTTCATTGGGGGCAACAAGACCTACGAGGGAGCGTTGG
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AAATGGCAAGAGCTGCTCTGAAATGCTGATTGAACCAAGGCACTTACAGTAACAGTCTTTCCCCATGTTACCAT
AAATGGCAAGAGCTGCTCTGAAATGCTGATTGAACCAAGGCA................................
A
A
A
A
A
A
T
T
G
G
G
G
C
C
A
A
A
A
G
G
A
A
G
G
C
C
T
T
G
G
C
C
T
T
C
C
T
T
G
G
A
A
A
A
A
A
T
T
G
G
C
C
T
T
G
G
A
A
T
T
T
T
G
G
A
A
A
A
C
C
C
C
A
A
A
A
G
G
G
G
C
C
A
A
CTTACAGTAACAGTCTTTCCCCATGTTACCAT

  1218MERZ10
  1151MERZ4 

TGGTTTAGTAAACACATCAGAGTTTCAGCAAACAGTCTGAAATTGGGCCTTCGCCCATGTTATCTTTGACCCAT
..........................................................................
TGGTTTAGTAAACACATCAGAGTTTCAGCAAACAGTCTGAAATTGGGCCTTCGCCCATGTTATCTTTGACCCAT

  1292MERZ10
  1151MERZ4 

CTTCGTAGCTAACATTGAGAATACTCATTCTGTTATCTTCGTCTTACAGAAGAGGTCTTAATTAAATTTTTCCG
..........................................................................
CTTCGTAGCTAACATTGAGAATACTCATTCTGTTATCTTCGTCTTACAGAAGAGGTCTTAATTAAATTTTTCCG

  1329MERZ10
  1151MERZ4 

CCTTTGTATTATCTGGTAATGAGCTAGAAGGTGACAA
.....................................
CCTTTGTATTATCTGGTAATGAGCTAGAAGGTGACAA
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Algunos autores han propuesto que el codón de inicio (AUG) usado o reconocido 
como el iniciador de la traducción para la síntesis de proteínas, está influenciado 
por la composición de sus nucleótidos adyacentes. Kozak (1987), propone que la 
secuencia del codón de inicio debe estar internamente en el motivo 5’-
CC(A/G)CCAUGG-3’, donde se pegan algunos factores de transcripción 
(McBratney and Sarnow, 1996). 

ACTAGTATGCTCGTCGCCGCCTGGAGGGtgtcacagcgagccgtcacgtcTCCTCTCCTTGGCATCGGCGGGCGA
TCCCAAATYCGGAACCCTTTCCCCACCATGGCGTCTCTCTCGCCGGCAGCCGCCTCCTCGCCCAAGAGGCTGCGG

         M A  S  L  S  P  A  A  A  S  S  P  K  R  L  R
GTCTACTCGTCCGCCCCCWCCCCCACCGRCGGCGACGGGAGCGGCAAGCGCGTGGGGACCCAYAACGGCAGCTTC
V  Y  S  S  A  P  X  P  T  X  G  D  G  S  G  K  R  V  G  T  H  N  G  S  F 

CACTGCGACGAGGCGCTCGGCTGCTTTCTCATCCGCCTCACCTCCCAGTTCACCGGCGCCGACGTCGTCCGCACC
H  C  D  E  A  L  G  C  F  L  I  R  L  T  S  Q  F  T  G  A  D  V  V  R  T 

CGCGACTCGCAGATCCTTGATACTCTGGATGCTGTGCTTGATGTCGGTGGTGTCTATGATCCCAGCCRGCATCGA
R  D  S  Q  I  L  D  T  L  D  A  V  L  D  V  G  G  V  Y  D  P  S  X  H  R 

TATGATCATCACCAGAAGGGTTTCAGCGAGGTCTTTGGCCATGGATTCAACACAAAACTTAGCAGTGCTGGGCTT
Y  D  H  H  Q  K  G  F  S  E  V  F  G  H  G  F  N  T K  L  S  S  A  G  L 

GTCTACAAGCATTTTGGTAAGGAGATAATTGCWARGGAGCTTGGGGTTAATGAGGATCAYGAAGAYGTTCACCGC
V  Y  K  H  F  G  K  E  I  I  A  X  E  L  G  V  N  E  D  H  E  D  V  H  R 

YTGTATCTTGCAATATATAAARGCTTTGTTGAGGCACTTGATGCAATTGACAATGGAATCAATCARTATGACACA
X  Y  L  A  I  Y  K  X  F  V  E  A  L  D  A  I  D  N  G  I  N  Q  Y  D  T 

GACCAACCACCAAAGTTTGTGAACAATACAMACTTGTCTTCACGCGTTGGGCGYCTTAATCCGGACTGGACTGAT
D  Q  P  P  K  F  V  N  N  T  X  L  S  S  R  V  G  R  L  N  P  D  W  T  D 

CCAGACCAGTCACCTGAGAAGGAGAAYGCMGCATTTCAACAGGCMATGRYGCTWGCTGGAAGTGAATTTATGGAG
P  D  Q  S  P  E  K  E  N  A  A  F  Q  Q  A  M  X  L  A  G  S  E  F  M  E 

AGTGTTCGCTTTCATGTTAAATCATGGTTACCTGCAAGATCTATTGTCCTGGAGTGTTTRYTATCWAGAGGAAAG
S  V  R  F  H  V  K  S  W  L  P  A  R  S  I  V  L  E  C  L  X  S  R  G  K 

GTTGACCCAAGTGRAGAAATCATGGTTTTGGATAGATTCTGCCCGTGGAAGCTTCATCTWTTTGAGCTTGAARAG
V  D  P  S  X  E  I  M  V  L  D  R  F  C  P  W  K  L  H  L  F  E  L  E  X 

GAGCTGAAGAYTGATCCTCTGACCAAGTATGYGCTKTATCAGGATGAGAGGAGCAAGAGCTGGCGAGTGCAAGCC
E  L  K  X  D  P  L  T  K  Y  X  L  Y  Q  D  E  R  S  K  S  W  R  V  Q  A 

GTTGCTGTTGCTCCCGACAGGTTCGAGAGCCGAAAGGCTCTGCCAGAGAAGTGGAGGGGCATGAGAGACGATGAA
V  A  V  A  P  D  R  F  E  S  R  K  A  L  P  E  K  W  R  G  M  R  D  D  E 

CTGTCTGCAGAAACTGGCATTCCCGGCTGTGTGTTTGTCCATATGAGCGGTTTCATTGGGGGCAACAAGACCTAC
L  S  A  E  T  G  I  P  G  C  V  F  V  H  M  S  G  F  I  G  G  N  K  T  Y 

GAGGGAGCGTTGGAAATGGCAAGAGCTGCTCTGAAATGCTGATTGAACCAAGGCACTTACAGTAACAGTCTTTCC
E  G  A  L  E  M  A  R  A  A  L  K  C  *    

CCATGTTACCATTGGTTTAGTAAACACATCAGAGTTTCAGCAAACAGTCTGAAATTGGGCCTTCGCCCATGTTAT
CTTTGACCCATCTTCGTAGCTAACATTGAGAATACTCATTCTGTTATCTTCGTCTTACAGAAGAGGTCTTAATTA
AAWTTTTCCGCCTTTGTATTATCtggtaatgagctagaaggtgacaaTTTATTTTAAAAAAAGTGTTGGAACATA
TTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Ilustración 20 Secuencia consenso del gen AlBdec10
Figura 20. Secuencia consenso del gen AlBdec10. El codón de inicio ATG (Metionina), está 
subrayado y en italica. El de parada (TGA) Doblemente subrayado. Las letras individuales 
representan la secuencia aminoacídica con un * indicando el codón de parada. Las letras 
resaltadas en gris, simbolizan las diferentes mutaciones o ambigüedades puntuales, M= A o C, R= 
A o G, W= A o T, Y= C o T y K= G o T. La secuencia subrayada, es una secuencia que 
normalmente acompaña al codón de inicio. El cebador con sentido o forward y el antisentido o 
reverse están en letras minusculas. Al final se encuentran las adeninas que componen la cola poli 
A
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Esta secuencia del gen AlBdec10 fue analizada en diferentes bases de datos 
usando los programas BLASTN y TBLASTX de NCBI y GRAMENE, para 
determinar por comparación las posibles funciones biológicas que tendría este gen 
por homología con otros genes ya caracterizados. Los resultados de la búsqueda 
en estas bases de datos, mostraron que la secuencia de este gen tiene 
secuencias homolosgas en arroz, en maíz, en arabidopsis y en uva (Vitis vinifera), 
con altos valores de similitud.

Lastimosamente, la proteína codifidicada en estas especies aún no ha sido 
caracterizada y por lo tanto su función no ha sido determinada. Sin embargo 
mediante análisis bioinformático se ha podido establecer que este gen, bastante 
conservado de acuerdo a la alta homología que presenta en las diferentes 
especies, pertenece a una familia de proteínas denominada hidrolasa metal 
dependiente, cuyos miembros aún no tiene una función biológica determinada. 

Una de las características de esta familia es que la secuencia aminoacídica de la 
proteína contienen un gran número de residuos de unión a metales. Los análisis 
mediante programas bioinformáticos de la secuencia del gen tanto de arroz como 
de arabidopsis, muestran que tienen un motivo DHH y sugieren una función 
fosfoesterasa, bastante interesante, para el análisis nuestro por que algunos 
trabajos en resistencia a aluminio han mostrado que algunas fosfatasas podrían 
estar relacionadas con esta resistencia. 

El análisis Blast, también arrojó que esta secuencia tiene similitud con un gen 
aislado de arroz que putativamente codifica una proteína GAMM1, con un E-value 
de 4e-169 y una identidad de 90% (311/345) (figura 21). De igual forma, presentó 
hit con un gen aislado desde Arabidopsis thaliana que codifica una proteína 
semejante a GAMM1, E -value de 2e-141 y una identidad de 74% (253/338).

Evaluación de otros genes de tolerancia al Al aislados en otras especies

La fitotoxicidad del aluminio ha motivado a muchos grupos de investigación en 
plantas a generar estudios para la resistencia a este metal. Como resultado se han 
obtenido algunos genes que tienen bastante relación con la resistencia o 
tolerancia al estrés causado por iones de aluminio. En este trabajo nosotros 
quisimos evaluar si la resistencia que tiene el género Brachiaria esta relacionada 
con la presencia y expresión de alguno de estos genes. Por esta razón hicimos 
una serie de reacción de PCR con primers o cebadores (tabla 3) diseñados a partir 
de las secuencias publicadas por cada uno de los grupos que reportaron la 
asociación entre estos genes y la resistencia o tolerancia al estrés por aluminio.
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Ilustración 21 Alineamiento de la proteína hipotética DHH de Oryza sativa (cultivar indica) y la 
hipotética del gen AlBdec10 de B. decumbens

Figura 21. Alineamiento de la proteína hipotética DHH de Oryza sativa (cultivar indica) y la 
hipotética del gen AlBdec10 de B. decumbens. El motivo DHH está resaltado por un cuadrado 
punteado.

Secuencia parcial de un homologo de ALMT1

La producción y liberación de aniones orgánicos desde las raíces de plantas ha 
sido uno de los mecanismos de resistencia al daño causado por iones de aluminio 
más estudiado en la actualidad. Sasaki et al., (2004) han mostrado que el gen 
ALMT1 (Aluminium Activated malate transporter) es el responsable de la tolerancia 
que tiene las plantas de trigo a este metal y fue el primero en ser clonado para la 
resistencia a aluminio. La eficacia de este gen en la resistencia al estrés está 
reportada por Delhaize et al., (2007). 

Para examinar si en Brachiaria existe un homologo de este gen (transportador de 
malato activado por iones de aluminio) y si es este el responsable de la expresión 
diferencial de resistencia entre B. decumbens (resistente) y B. ruzisiensis
(susceptible), nosotros diseñamos primers desde la secuencia del homologo 
TaALMT1 e hicimos algunos análisis moleculares.

Como resultado, nosotros amplificamos fragmentos del gen, los clonamos y lo 
secuenciamos. La secuenciación de varios clones nos mostró que B. decumbens
probablemente posee diferentes alelos del gen, ya que obtuvimos dos secuencias 
que diferían en algunos nucleótidos puntuales. En la figura  22 se destacan los 
sitios de los cebadores usados para amplificar el fragmento y algunas mutaciones 
puntuales.  

En la secuencia se observan mutaciones, que indican que las secuencias de este 
gen en B. decumbens no es idéntica a la del gen en Triticum aestivum (Trigo), lo 
cual de cierta manera es lo más normal ya que estamos hablando de dos especies 
muy diferentes aunque pertenezcan al mismo grupo genético de las Poaceae.
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GAAGACGGTGGTGCAGAGGCAGATGGCGACGCCGACGAAGATGGTCGAGATGCGCTGGAGC
GCGAGGGGCATGAGCTCCTCGACGCGGTAGCTCGAGACGGCGACGAGGCTGAAGGTGAGTA
TGAAGATGCTGACGCCGTAGTCGAATCTCGCCTTGATCTCCGGGATGAACCGCGAGAAGGTC
GCAGCCGACGCTACAAAGAAGACGAAGACGACAAGCAGTATGAACTCCGCCTGTTCACTTGTT
GGGACGATGAGGCTAGCGAGCTCATGAGCTCCGATGGCGAGGGAACTGGCCACCAGCGTCG
CCAGAGCTCTGTTGAGGCCTTTACTCAGCGTCGCGCCTGCAAATAATTGAGCATATATATATTG
CATATTTGCATTTGTCTGCAGGTCGAGCAAGCCTAAACAATAATGTATTTGTACATAAGTATAAT
CGATTCAAACATACCGACGGTGAACTCCATGACGACGACGACGGT

Ilustración 22 Secuencia parcial del gen homologo de TaALMT1 obtenida en B. decumbens

Figura  22. Secuencia parcial del gen homologo de TaALMT1 obtenida en B. decumbens. El color 
oscuro corresponde al cebador en sentido 5’-3’ (primers forward) y el gris al cebador en sentido 3’-
5’ (primers reverse). Las letras resaltadas indican algunas mutaciones puntuales.

En la figura 23 se muestra el resultado del análisis comparativo de las secuencias 
parciales de ALTM1 de B. decumbens y las de tres especies más, a nivel de 
aminoácidos.

Una de las secuencias de B. decumbens difirió, tanto de la secuencia proveniente 
de esta misma especie como de las otras en un motivo (TVVVVMXTV) que dentro 
de este análisis es bastante conservado ya que fue igual en las cuatro especie 
evaluadas. Otro cambio en la secuencia de aminoácidos entre estas dos 
secuencia se dio en el número 110 donde se cambió una Serina (S) por una 
Treonina.

Ilustración 23 Alineamiento de la secuencia deducida de aminoácidos de B. decumbens con 
secuencias del gen ALTM1 obtenidas en Triticum aestivum, Secale cereale y Hordeum vulgare
Figura 23. Alineamiento de la secuencia deducida de aminoácidos de B. decumbens con 
secuencias del gen ALTM1 obtenidas en Triticum aestivum, Secale cereale y Hordeum vulgare.

De acuerdo con los resultados comparativos obtenidos podemos pensar que 
efectivamente la secuencia del gen TaALTM1 si tiene homólogos en B. 
decumbens, y su expresión relativa en las dos especies tanto en la resistente 
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como en la susceptible tuvo una tendencia creciente en el tiempo. En B. 
decumbens, aumentó hasta las 6 horas, luego se redujo a las 24, tuvo un repunte 
significativo a las 48 horas, alcanzando el nivel máximo y luego se redujo un poco 
a las 72 horas (figura  24).  En B. ruziziensis la expresión del gen homologo a las 3 
y 24 horas fue superior a la especie resistente y aunque a las 48 y 72 horas 
presentó aumentos estos nunca fueron superiores a los niveles presentados por 
esta última (figura  24). La diferencia de expresión del gen homólogo de TaALMT
entre estas dos especies no fue indicadora de la responsabilidad de este gen en la 
resistencia diferencial que existe entre la especie resistente y la susceptible, sobre 
todo en las primeras horas del estrés por que como ya se mencionó, a las 3 y 24 
horas la expresión en la especie susceptible fue mayor que en la especie 
resistente. A pesar de todo, podemos acotar que este gen podría estar aportando 
cierto grado de resistencia al estrés por aluminio como lo sugirió Wenzl, et al., en 
el 2002b.

Ilustración 24 Expresión relativa del gen homologo TaALMT1 en B. decumbens y en B. Ruziziensis.
Figura 24. Expresión relativa del gen homologo TaALMT1 en B. decumbens y en B. Ruziziensis. 
Dec= B. Decumbens y Ruz= B. Ruziziensis.

Secuencia parcial homologa del gen STOP1

El gen STOP1 (Sensitive to Proton rhizotoxicity) es un factor de transcripción que 
contiene un dedo de zinc (zinc finger) del tipo Cys2-His2, el cual funciona como un 
agente de regulación para el gen AtALMT1, quien es homologo del gen TaALMT1
hallado en Arabidopsis. El trabajo de Iuchi et al., (2007) mostró que este factor de 
transcripción ayuda a las plantas a que toleren iones de aluminio y protones en 
suelos ácidos. Ellos evaluaron el nivel de expresión del gen STOP1 en varios pH y 
diferentes concentraciones de aluminio (2, 4 y 10μM) en plantas de Arabidopsis
Col-0 (WT) por medio de la técnica RT-PCR cuantitativo. La conclusión de este 
trabajo fue que el gen STOP1 juega un rol importante en la tolerancia de 
Arabidopsis a factores críticos de estrés en suelos ácidos.
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0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

D
ec

0

D
ec

3

D
ec

6

D
ec

24

D
ec

48

D
ec

72

R
uz

0

R
uz

3

R
uz

6

R
uz

24

R
uz

48

R
uz

72

especies

E
xp

re
si

ó
n

 r
el

at
iv

a



61

A raíz de este interesante hallazgo, nosotros quisimos saber si algún homologo del 
gen STOP1 se encontraba en plantas de Brachiaria y como era la expresión de 
este gen cuando se sometían dichas plantas a estrés por iones de aluminio. 

Como resultado se encontró una secuencia homologa del gen STOP1 desde el 
cDNA proveniente de ARN de B. decumbens. Los primers (tabla 3) para el PCR, 
se diseñaron a partir de secuencias consensos de este gen encontradas en 
diferentes especies y publicadas en geneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Una vez 
terminada la reacción de PCR, los fragmentos se separaron en una matriz de 
agarosa, se limpiaron y se clonaron en el vector pGEMT-Easy. Estos últimos se 
secuenciaron y se sometieron a análisis comparativo con Blast, Blastx y TBlastx 
en NCBI. Los resultados mostraron que los fragmentos obtenidos efectivamente 
correspondían a secuencias homologas del gen STOP1 y presentaban alta 
similaridad con homólogos aislados en arroz y en A. thaliana (figura  25).  Los 
niveles de expresión relativa se muestran en la figura 26.

Ilustración 25 Resultado del análisis Blast con el gen homologo STOP1 aislado desde B. decumbens 
comparado con O. sativa y A. thaliana

Figura 25. Resultado del análisis Blast con el gen homologo STOP1 aislado desde B. decumbens
comparado con O. sativa y A. thaliana. A)-muestra el alineamiento a nivel de secuencias de 
proteínas. B)-Dendrograma de similitud.

Como se puede ver en la figura 26, la expresión relativa de este gen fue mayor en 
la especie susceptible, sobre todo a las 24 y 48 horas. En ambas especies, la 
tendencia de expresión con el tiempo de exposición fue de aumentar. B. brizantha
tuvo una expresión muy parecida a la presentada por B. decumbens, aunque hubo 
una diferencia bastante notable a las 3 horas, momento en el cual B. brizantha, 
tuvo su máxima expresión. Este nivel máximo superó en todos los tiempos a los 
presentados por B. decumbens.
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Ilustración 26 Expresión relativa del gen homologo STOP1 en B. decumbens (barras negras), en B. 
brizantha y en B. ruziziensis

Figura 26. Expresión relativa del gen homologo STOP1 en B. decumbens (barras negras), en B. 
brizantha (barras punteadas) y en B. ruziziensis (barras grises).

Secuencia parcial homologa del gen HvAACT1 

Nosotros identificamos en B. decumbens un producto de PCR homologo a el gen 
HvAACT1 (Aluminum-Activated Citrate Transporter) (figura 27), el cual es el 
responsable de la secreción de citrato activada por iones de aluminio en cebada 
(Hordeum vulgare) (Furukawa et al., 2007). Este gen pertenece a la familia MATE 
(multidrug and toxic compound extrusion) y fue constitutivamente expresado en las 
raíces de los cultivares aluminio-resistentes de cebadas (Furukawa et al., 2007) y 
de ápices de raíces de Vigna umbellata (Yang et al., 2006). 

Este hallazgo está de acuerdo con lo obtenido por Wenzl et al. (2002b), quienes 
aseguraron que en las especies de Brachiaria también hay un mecanismo de 
producción de citrato y otros ácidos orgánicos que estarían involucrados en la 
desintoxicación de aluminio dentro de los ápices de raíces de las plantas. 

La comparación de las secuencias de los fragmentos obtenidos con los cebadores 
diseñados desde la secuencia del gen HvAACT1, es mostrada en la figura 27. 
Como se puede ver, hay una gran similaridad entre la secuencia obtenida desde 
cDNA de puntas de raíces de B. decumbens y las publicadas para O. sativa y H. 
vulgare. 

Lastimosamente por el deterioro del cDNA, no fue posible llevar a cabo los análisis 
de expresión de este gen en las especies de Brachiaria.
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Ilustración 27 Resultado del análisis Blast con el gen homologo HvAACT1 aislado desde B. 
decumbens

Figura 27. Resultado del análisis Blast con el gen homologo HvAACT1 aislado desde B. 
decumbens. A)-muestra el alineamiento a nivel de secuencias de proteínas de B. decumbens, O. 
sativa y H. vulgare. B)-Dendrograma de similitud B. decumbens, O. sativa, H. vulgare y sorghum 
bicolor.
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7. DISCUSION

En muchos trabajos se ha demostrado que Brachiaria es un género de planta que 
presenta altos niveles de resistencia a los efectos dañinos causados por iones de 
aluminio. El trabajo de Wenzl et al. (2001), mostró que los niveles de resistencia 
de B. decumbens son mucho mayores que los alcanzado por otras especies como 
centeno, arabidopsis, trigo y maíz. Es más, la especie que tenemos como 
susceptible, B. ruziziensis, tuvo en este estudio valores de resistencia iguales o en 
algunos casos mayores a los presentados por los genotipos resistentes de estas 
cuatro especies. Bajo estos criterios se puede pensar que el o los mecanismos de 
resistencia que presenta este género es o son mucho más efectivos a la hora de 
conferir resistencia a iones de aluminio que los presentados por las plantas 
anteriormente enunciadas.

En los últimos años se han hecho innumerables esfuerzos para dilucidar el 
mecanismo por el cual algunas plantas se desintoxican de los iones de aluminio. 
Esto ha conllevado a la descripción de varios mecanismos en diferentes especies 
vegetales. En B. decumbens a pesar que se han hecho varias aproximaciones, 
aún no se ha podido aclarar el principal mecanismo que le confiere resistencia 
diferencial al estrés por aluminio con respecto a B. ruziziensis.

En este sentido se elabora el trabajo aquí presentado, con el fin de identificar y 
caracterizar secuencias de genes expresados diferencialmente en plantas de B. 
decumbens asociados al estrés causado por iones de aluminio para aportar en el 
entendimiento de la forma como esta especie resiste el daño ocasionado por este 
estrés. 

El mecanismo más conocido y aceptado actualmente para la resistencia al estrés 
por aluminio, es el de la exclusión a través de la exudación de ácidos orgánicos y 
en algunos casos de fosfatos. Sin embargo, según Wenzl et al. (2001), este 
mecanismo no es el responsable directo del alto nivel de resistencia diferencial 
entre las dos especies de Brachiaria, ya que la cantidad de ácidos orgánicos 
secretado por las raíces de la especie resistente solo fue ligeramente mayor que la 
producida por Ruzi y fue mucho menor que las segregadas por las plantas 
resistentes de Fagopyrum esculentum, maíz y trigo cuyo valor de resistencia es 
mucho menor que las de B. decumbens. Así mismo, estos autores encontraron 
que el flujo de fosfato en B. decumbens no fue lo suficientemente alto para 
explicar los niveles de resistencia de esta especie, por el contrario, el nivel fue 
menor que el producido por Ruzi, que es la especie susceptible. El flujo de fosfato 
en esta última, en presencia de aluminio fue hasta cuatro veces mayor que el de 
las plantas resistentes. 
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Estos hallazgos indican que la manera como las plantas de Brachiaria resisten los 
daños causados por aluminio, probablemente, no involucren de manera importante 
la desintoxicación externa de cationes de este metal por agentes quelantes como 
fosfatos y ácidos orgánicos. Wenzl et al. (2002b), sugieren que estos últimos 
estarián involucrados en los mecanismos de resistencia de estas plantas, por 
desintoxicación interna debido a la acumulación que presentan en el interior del 
tejido radicular, más como una contribución que como los responsables directos 
de dicha resistencia. 

Wenzl et al. (2002b), postularon que mecanismos internos serían un componente 
integral del principio de la resistencia al aluminio. Debido a esto, ellos evaluaron si 
el patrón de acumulación de ácidos orgánicos en ápices de raíces estresadas con 
aluminio era consistente con el patrón de desintoxicación interna involucrado en 
los niveles de resistencia presentados por este género. Los autores encontraron 
que ambas especies acumularon altas concentraciones de aluminio en sus raíces 
y que cerca de dos terceras partes estaban unidas a ligandos solubles de bajo 
peso molecular, como los ácidos orgánicos. 

De igual forma, ellos encontraron que el estrés por aluminio incrementó la 
producción de ácidos orgánicos en ambas especies cuando se evalúo la raíz 
completa. Cuando la evaluación fue realizada sólo en las puntas radiculares, el 
aumento de ácidos orgánicos, únicamente se presentó en los procedentes de B. 
decumbens y no en los de B. ruziziensis. 

Los principales ácidos encontrados en ambas especies fueron citrato, trans-
aconitato, malato y oxalato que constituyeron cerca del 97% de todos los ácidos 
orgánicos identificados en todos los tejidos en ambas especies (Wenzl et al.
2002b).

Ellos hallaron que el estrés por aluminio incrementaba la concentración de 
complejos de aluminio y ácidos orgánicos en ápices de B. decumbens pero no en 
los de B. ruziziensis, aunque esta última presentó altos niveles basales. Según 
estos autores, la acumulación de citrato sugerida por una regresión lineal, mostró 
que se sintetizaron 0.5 moléculas de este ácido por cada ion de aluminio 
acumulado en el ápice de la raíz, independientemente de la especie de Brachiaria 
valorada. Para malato hubo una tendencia opuesta entre las dos especies, es 
decir, mientras para B. decumbens aumentaba para Ruzi disminuía. 

Estos resultados son, de cierta manera, consistentes con los resultados obtenidos 
por nosotros, al evaluar la expresión del gen homologoa al TaALMT1, sobre todo a 
las 6, 48 y 72 horas, donde la expresión de este gen en la especie resistente 
supera la expresión en la susceptible. Según los datos de Wenzl et al. (2002b), en 
B. decumbens, por cada ion de aluminio acumulado se aumenta la síntesis de 
malato en aproximadamente 2.8 moléculas, mientras que para Ruzi esta síntesis 
disminuye. 
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En nuestro trabajo los resultados mostraron que en Brachiaria existe un gen 
homologo del gen malato, el cual fue descubierto en trigo (TaALMT1). La 
amplificación de este gen se hizo usando unos cebadores diseñados en 
secuencias consensos de genes homólogos encontrados en diferentes especies 
publicados en la Web de NCBI. 

Este resultado parece estar de acuerdo con lo divulgado por Wenzl et al., (2002b), 
quienes muestran la presencia de este ácido orgánico en las raíces de dos 
especies de Brachiaria. A pesar de esto, los resultados obtenidos por nosotros al 
nivel de expresión de ARN mensajero difieren un poco con los hallados por estos 
autores, ya que como se mencionó arriba, ellos encontraron que la síntesis de 
malato de acuerdo a la concentración de aluminio era opuesta en las dos 
especies, mientras que en la resistente aumentaba, en la susceptible disminuía.
En cambio en nuestro trabajo, la tendencia general tanto en la especies resistente 
como en la susceptible, fue de aumentar en el tiempo, aunque la expresión en B. 
decumbens, disminuyó un poco a las 72 horas (figura  24). 

Esta diferencia puede estar basada en el tipo de tejido usado y además en el 
tiempo de evaluación. Nosotros usamos puntas de raíces de plántulas obtenidas 
directamente de semillas y evaluamos en diferentes tiempos hasta el tercer día a 
nivel de expresión de ARNm, mientras que ellos lo hicieron a partir de puntas de 
raíces adventicias y evaluaron los contenidos de ácidos orgánicos a los 13 días.

Según estos autores, el citrato sería más importante para la resistencia a aluminio 
que el propio malato, ya que este último aunque captura aluminio, su unión con 
iones de aluminio no es tan fuerte como la que ocurre entre el aluminio y el citrato 
(Wenzl et al., 2002b). Este caso que es de cierta manera corroborado en el trabajo 
de Grundy et al. (2001), quienes mostraron que una parte del citrato obtenido 
desde puntas de raíces de estas dos especies, estuvo unido a iones de aluminio 
mientras que el malato obtenido no estuba ligado a estos cationes. Por esta razón, 
los autores han manifestado que el citrato es el ácido orgánico más importante en 
el mecanismo de resistencia al estrés por aluminio que tienen las plantas de 
Brachiaria, sin que esta cantidad de citrato pueda explicar la diferencia existente 
entre las plantas resistentes (B. decumbens) y las susceptibles (B. ruziziensis).

La importancia de los ácidos orgánicos en la resistencia basal de Brachiaria al 
aluminio, por lo tanto, es manifiesta. Sin embargo la forma como estos actúan no 
es por secreción, sino por acumulación de estos en los ápices radiculares donde 
probablemente neutralizan los efectos dañinos causado por los cationes de este 
metal (Watanabe et al., 2006; Wenzl et al., 2002b).

En A. thaliana Hoekenga et al. (2006), plantean que para que exista resistencia al 
estrés por aluminio, es necesario la presencia del gen AtALMT1 (malato) y un 
factor genético o proteínico que interactue con el gen para su activación. El gen 
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que codifica este factor aún se desconoce y se cree que podría estar involucrado 
en la traducción de una señal para AtALMT1.

Furukawa y otros (2007), encontraron que las plantas de cebada evitan el daño de 
sus raíces causado por iones de aluminio, exudando moléculas de citrato. Él y sus 
colaboradores lograron identificar el gen responsable de la secreción de citrato 
activado por la presencia de aluminio, usando las técnicas de mapeo fino y de 
análisis de microarreglos. El gen denominado HvAACT1 pertenece a la familia 
MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) y fue expresado principalmente y 
de manera constitutiva en las raíces de las plantas del cultivar resistente. Ellos 
sobre expresaron este gen en tabaco y hallaron buena correlación entre la 
resistencia a aluminio, la expresión del gen y la secreción de citrato, con lo cual 
llegaron a la conclusión que el gen HvAACT1 es un transportador de citrato 
activado por aluminio responsable de la resistencia a este metal en cebada y en 
otras especies (Pellet et al., 1995; Yang et al., 2000). 

Nosotros también aislamos un homologo de este gen en B. decumbens (figura  
27), el cual presentó alta homología con el gen de cebada (87%) y un homologo 
de arroz con el que tuvo el mayor valor de similitud (90%) (figura 27b). Dentro de 
este mismo análisis, se incluyó la secuencia de un homologo aislado en plantas de 
Sorghum bicolor, cuyo valor de similitud según el dendrograma es del 65%, siendo 
el más disímil entre ellos. La presencia de este gen en B. decumbens pone de 
manifiesto lo expuesto por Wenzl et al., (2002b), quienes como se ha mencionado, 
divulgaron que el aluminio estimuló un incremento en la concentración de ácidos 
orgánicos, principalmente citrato, malato y oxalato, en las puntas de raíces de B. 
decumbens y no en las de B. ruziziensis, aunque esta última presentó altos niveles 
basales. 

El citrato fue el ácido carboxílico más importante del estudio de Wenzl et al.
(2002b), ya que fue el de mayor presencia en las raíces y su acumulación en 
ápices radiculares fue dependiente de la cantidad de aluminio usado en el medio 
de crecimiento para ambas especies. En B. decumbens, la acumulación estuvo 
acompañada de la acumulación de malato, mientras que en B. ruziziensis su 
acopio fue a expensa de malato. Ellos plantean que el ácido cítrico o citrato es 
usado por B. decumbens para la desintoxicación interna de aluminio dentro de los 
ápices y no como ocurre en otras especies donde la desintoxicación se realiza de 
manera externa. Resultados parecido se han encontrado en otras especies como 
Cassia tora (Ma, et al., 1997), Rumex acetosa (Tolrá et al., 2005) y soya (Yang, et 
al. 2000)

Lastimosamente nosotros no pudimos corroborar estos resultados con el gen 
homologo al HvAACT1 a nivel de de expresión de ARN mensajero en ninguna de 
las especies por inconvenientes de tiempo. 
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Los resultados obtenidos por Arango (2004), Buitrago (2003), Rosero (2005), 
Wenzl et al. (2002b), Wenzl et al. (2001) y otros autores que han abordado el 
estudio de la resistencia de las plantas de Brachiaria al estrés por aluminio, 
sustentan que el mecanismo de resistencia en estas plantas no depende 
únicamente de la intervención de los ácidos orgánicos. Al parecer, esta 
característica tiene muchos más componentes genéticos de los ya conocidos.

En este sentido, aislar genes involucrados en la resistencia al estrés por aluminio 
por expresión diferencial entre el material resistente y susceptible, toma mayor 
relevancia por que podría ser el camino para dilucidar nuevas maneras de 
resistencia al daño ocasionado por iones de aluminio. 

El aislamiento de genes asociados directa o indirectamente con la tolerancia o 
resistencia al estrés por aluminio ya ha sido abordado en diferentes especies pero 
su confirmación o su rol en esta tolerancia, en la mayoría de los casos no ha sido 
confirmada, entre otras cosas, por que se desconoce su interacción génica y su 
tipo de herencia.

La mayoría de estudios sobre la herencia de la resistencia al estrés por aluminio 
se han hecho en muy pocas plantas; el énfasis ha estado enfocado en plantas 
económicamente importantes como arroz, maíz y trigo entre otras (Kochian et al.,
2005). Muchos esfuerzos también han sido orientados a conocer los mecanismos 
y el tipo de herencia de los genes responsables de la resistencia o tolerancia que 
presentan algunos ecotipos de la planta modelo A. thaliana en presencia de 
cationes de aluminio. 

En algunos cultivos esta resistencia ha presentado una herencia de tipo simple, es 
decir que está dominada por uno o unos pocos genes. En otras plantas, en 
cambio, parece ser una característica dominada por muchos genes, lo que se 
conoce como característica cuantitativa. Al parecer, la resistencia al daño 
ocasionado por iones de aluminio en arroz, maíz y arabidopsis es una 
característica de este tipo (Kochian et al., 2004). Hoekenga et al., (2003) planteó 
que la diferencia en resistencia entre dos accesiones de A. thaliana (una resistente 
y otra susceptible) esta dada por el flujo de malato y algunos QTLs que 
contribuyen el fenotipo resistentes. De igual manera, Tang et al., (2002) reportó 
que algunos genotipos de trigo muestran patrones de tolerancia que se identifican 
con característica dependientes de varios genes, aunque otros estudios lo 
muestran como una característica monogénica (Kochian et al., 2004; Sasaki et al.
2004). En Brachiaria se han hecho algunas aproximaciones con QTL y los 
resultados tambien sugieren que esta característica es muy compleja (Rosero, 
2005)

El progreso de nuevas metodologías biotecnológicas ha permitido, en la 
actualidad, generar estudios para la activación o desactivación de genes cuando 
los genotipos son sometidos a alguna condición especial durante su desarrollo. 
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Estas técnicas han permitido tener una visión más general sobre lo que sucede en 
la batería génica durante estas etapas y ampliar la manera como abordar la 
interacción genotipo/estimulo.

Estas tecnologías ya han sido usada en varios trabajos para el estudio de la 
interacción planta/aluminio. Como lo indica Kumari et al., (2008), varios genes y 
transcripto han sido identificados como respuesta al estrés por aluminio por 
diferentes métodos de análisis. Entre las técnicas que mencionan se encuentran 
los EST (expressed sequence tag), librerías genómicas, librerías de cDNA, 
diferential display, cDNA-AFLP, poblaciones mutantes y estudios transgénico para 
sobre-expresar genes específicos. 

Últimamente está cogiendo auge el uso de microarreglos para el estudio de la 
interacción planta-aluminio. El trabajo de Kumari et al., (2008) es un ejemplo de 
esto. Los resultados obtenidos por ellos mostraron que que el aluminio activó un 
gran número de genes con diferentes funciones biológicas entre los que se 
destacan los transcripto de algunas fosfatasas.

Los genes obtenidos en cada uno de estos estudios, han sido relacionados con 
diferentes funciones y de manera general han sido agrupados así: grupo 1) estaría 
integrado por los genes involucrados en la vía de estrés oxidativo; grupo 2) por 
transportadores de membranas; grupo 3) por genes relacionados en el 
metabolismo primario; grupo 4) metabolismo de pared celular y polisacáridos; 
grupo 5) genes del metabolismo de proteínas; grupo 6) hormonas de señal y grupo 
7) factores de transcripción (Kumari et al., 2008). 

Como se mencionó arriba, nuestro trabajo partió de la construcción de una librería 
sustractiva por supresión que inicialmente generó 35 clones (Salcedo et al., 2005), 
los cuales fueron reducidos a 18 mediante análisis bioinformático. Los 18 genes se 
sometieron a amplificación por PCR en tiempo real para confirmar su expresión 
diferencial en la especie B. decumbens. Este análisis arrojó que de estos 18 
genes, solo siete tenían expresión diferencial a las 24 horas.

De estos sietes genes, cuatro (AlBdec3, AlBdec14, AlBdec15, AlBdec16) no 
alinearon con ninguna secuencia de las reportadas en los sitios especializados en 
la Web, el gen AlBdec5 dio hit con una secuencia proveniente T. aestivum
reportada como proteína ribosamal P1. La secuencia AlBdec8, lo hizo con una 
proteína hipotética de arroz, cuya función se desconoce, al igual que la del 
AlBdec10. 

La secuencia completa del gen AlBdec10 fue aislada a partir de puntas de raíces 
de B. decumbens sometidas a estrés por aluminio usando la metodología RACE 
(Rapid Amplification of cDNA Ends). El patrón putativo de aminoácidos y los 
motivos conservados de la secuencia del gen AlBdec10 lo ubicó en la superfamilia 
DHH (Asp-His-His) de las fosfoesterasa (Aravind and Koonin, 1998; Middelhaufe



70

et al. 2007). Este gen representa un desafío para el análisis dentro de los 
mecanismos de resistencia a aluminio, ya que la familia al cual pertenece (DHH) 
según análisis bioinformático, no ha sido caracterizada y su función biológica 
permanece desconocida. 

Esto último es bastante interesante si se tiene en cuenta que muchos trabajos han 
asociado la resistencia al estrés por aluminio con la interacción entre cationes de 
este metal e iones de fósforo y fosfatos. 

Los resultados de Wenlz et al. (2002a), mostraron que la exposición de raíces de 
B. decumbens a aluminio no inhibe la concentración de fósforo dentro de los 
ápices radiculares, mientras que en B. ruziziensis la reducción es evidente y 
alcanza valores cercanos a el 70%. En Cowpea (Vigna unguiculata L.), la 
acumulación de fósforo fue significativamente reducida tanto en la especie 
resistente como en la susceptible por la aplicación de aluminio, pero la reducción 
fue mayor en la especie susceptible (Martin, et al., 2007). 

De acuerdo con estos resultados parecería que tanto B. decumbens como 
Cowpea tienen un mecanismo de resistencia al aluminio que involucra la toma y la 
concentración de fósforo en las puntas de sus raíces, ya que la presencia de este 
último en mayor cantidad, en algunos materiales de estas dos especies, se 
encuentra relacionado con el mayor grado de resistencia que presentan. 

Estos mismos resultados fueron encontrados por Zheng et al., (2005), quienes 
encontraron que en trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) después de varios 
días de estar sometido a estrés por aluminio las plantas del cultivar resistente al 
aluminio (Jiangxi) acumulaban más fósforo y aluminio en sus raíces que el cultivar 
sensible (Shanxi). Ellos encontraron, que al igual que en los genotipos de 
Brachiaria, la variación en los niveles de resistencia de los diferentes materiales de 
Fagopyrum esculentum, no podían ser explicado a partir de las cantidades de 
secreción de ácidos orgánicos. Interesantemente, la acumulación de fósforo y 
aluminio fue dos veces más alta en el material resistente que en el susceptible.

A raíz de los resultados, estos últimos autores sugieren que la resistencia al 
aluminio en trigo sarraceno (Buckwheat) es producida o está relacionada 
directamente con la precipitación o inmovilización interna del aluminio causada por 
el fósforo. Este hecho sería el responsable de la alta acumulación de este en el 
tejido radicular.  

Wenlz et al. (2002a), sugieren que la dramática disminución de los niveles de 
fósforo en las plantas sensibles al aluminio de Brachiaria, podría limitar 
severamente la disponibilidad de energía química importante para la división 
celular en el meristemo, el cual podría ser putativamente un mecanismo de 
resistencia en este género. Ellos hacen esta sugerencia apoyándose en el hecho 
que los mecanismos de resistencia al aluminio que operan en los ápices 
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radiculares, al parecer, consumen mucha energía en forma de ATP y al estar el 
fósforo en cantidades reducidas en B. ruziziensis estos mecanismos no podrían 
operar.

En este trabajo nosotros proponemos que B. decumbens, además de los 
mecanismos de fijación de aluminio por ácidos orgánicos dentro del tejido radicular
(Wenlz et al. 2002b), también posee un mecanismo de fijación o inmovilización 
con fósforo donde podría estar involucrada la fosfoesterasa codificada por el gen 
AlBdec10. El mecanismo de inmovilización de aluminio por fósforo ya ha sido 
tratado por varios autores en diferentess cultivos (Marienfeld and Stelzer, 1993; 
Vázquez et al., 1999; Gaume et al., 2001; Zheng et al., 2005).

La intervención de iones de fósforo en la resistencia al estrés por aluminio 
encontrado por varios autores, está muy relacionado con los resultados obtenidos 
en nuestro trabajo. Nosotros encontramos que la presencia de iones de aluminio 
puede ocasionar disminución en la expresión del gen AlBdec10 (que al parecer 
corresponde a una fosfoesterasa) en Ruzi, de 0 a 3 horas (figura12), mientras que 
en B. decumbens la expresión tiende a aumentar a las 48 horas. Además, la tasa 
de rotación interna de fósforo parece ser mayor en esta última especie por el bajo 
contenido de fósforo inorgánico y la alta actividad de fosfatasas ácidas (Wenlz et 
al., 2002a). 

En términos generales, la resistencia al daño causado por aluminio tiene que ver 
con la habilidad de la planta de obtener y usar los nutrientes necesarios para 
mantener un buen desarrollo de sus tejidos, principalmente de la raíz (Liao et al. 
2006). Interesantemente, en las plantas que han mostrado diferencia en la 
resistencia al estrés por aluminio con acumulación de fósforo en sus raíces, se ha 
detectado que la mayoría de iones de este metal, en los materiales más 
resistentes, se encuentran en la pared celular de las raíces (Zheng et al., 2005;
Wenlz et al., 2002a). 

En soya por ejemplo, Al igual que sucede con las especies de Brachiaria, los 
genotipos eficientes en el uso del fósforo (que es la capacidad de tolerar estrés 
por deficiencia de fósforo) presentan los más altos niveles de resistencia al daño 
causado por cationes de aluminio. Liao et al. (2006), hallaron que el crecimiento 
de la raíz principal de soya de dos genotipos fósforo-eficientes fue menos afectado 
por la toxicidad por aluminio que los que presentan una tendencia de ineficiencia 
en el uso del fósforo. Esto se explica probablemente, por que a pesar de que el 
aluminio reduce la disponibilidad de fósforo (Macklon et al., 1994), estas especies 
pueden funcionar fisiológicamente con menos cantidad que las que son deficientes 
en el uso de este elemento.

La mayor disponibilidad de iones de fósforo desde fosfatos orgánicos fijados por 
plantas o microorganismo, para el uso de las plantas para sus funciones biológicas 
se da con la intervención de las enzimas mono y diesterasas que hidrolizan los 
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enlaces ester de fosfatos. Estas enzimas principalmente componen una familia de 
enzimas que se conoce como fosfatasas ácidas (E.C. 3.1.3.2) y alcalinas (EC 3. 1. 
3.1) que en su mayoría son secretadas en células epidérmicas de las raíces y 
muchas veces liberadas en la rizosfera. 

Las fosfatasas ácidas actúan en los lisosomas de las células, mientras que las 
fosfatasas alcalinas son enzimas intrínsecas de la membrana plasmática. Estas 
enzimas están involucradas en una gran variedad de actividades metabólicas tales 
como permeabilidad,  crecimiento y diferenciación celular, la síntesis de proteínas, 
la absorción y transporte de nutrientes (Blasco et al., 1993).

Según Watanabe et al. (2006), las fosfohidrolasas pueden funcionar como un 
mecanismo reciclador de fósforo en las plantas para la formación de fosfolípidos, 
ácidos nucleicos, coenzimas y ester de fosfatos bajo condiciones de deficiencia de 
fósforo. Huttová et al. (2002), revela que la exposición de las raíces de plantas de 
cebada a concentraciones fitotóxicas de aluminio, incrementa la actividad de 
fosfatasas ácidas. Esto coincide con nuestro resultado, donde hallamos que la 
presencia de aluminio aumentó la expresión del gen AlBdec10 el cual está 
relacionado con una actividad fosfoesterasa, aunque hasta el momento nosotros 
no podríamos asegurar el papel específico que esta fosfoesterasa cumple dentro 
de la resistencia al estrés por aluminio.

La relación entre iones de aluminio y el fósforo ha sido objeto de estudio por varios 
grupos de investigadores. Según Sivaguru et al. (2003), muchos de los genes 
inducidos por la presencia de iones de aluminio en el medio de crecimiento de las 
plantas, son también inducidos por otros estreses entre los cuales está la 
deficiencia de fósforo. La toxicidad por aluminio y la deficiencia de fósforo 
coexisten y son los limitantes más severos de los suelos ácidos. Wang et al. 
(2006), señalan que la aluminio toxicidad causa un conjunto de desordenes 
nutricionales que pueden ser manifestados como una deficiencia de elementos 
esenciales, una toxicidad por manganeso o por baja disponibilidad de Fósforo. 

De hecho algunos autores relacionan algunos síntomas del efecto de aluminio con 
deficiencia de fósforo (Lee and pritchard, 1984; Foy, 1992). Según Cuming and
Ecbert (1986), la presencia de aluminio en el suelo, concentra la cantidad de 
fósforo en las raíces y lo disminuye en la parte aérea, ocasionando los síntomas 
característicos de deficiencia.

La deficiencia de fósforo induce alta actividad de fosfohidrolasas (Nanamori et al. 
2004) y ocasiona cambios interesante en la membrana plasmática en plantas de 
avena (Andersson et al. 2003). El crecimiento de plantas de avena bajo 
condiciones de deficiencia de fósforo induce un cambio drástico en la composición 
de glicerolípidos de las membranas plasmática de las raíces (Andersson et al. 
2003; Andersson et al. 2005). 
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En el caso de las membranas de las células vegetales, además de un pequeño 
porcentaje de esfingolípidos, tres tipos de glicerolípidos forman esta bicapa: los 
glicerofosfolípidos o fosfolípidos, los glucoglicerolípidos o glucolípidos y los 
sulfolípidos (Karp, 1987). Los fosfolípidos son una buena fuente de fósforo para 
algunas plantas en casos de escasez por lo tanto la hidrólisis de fosfolípidos 
representa una estrategia fundamental para el reciclado de fósforo en 
circunstancias de estrés.

Bajo condiciones de deficiencia de fósforo, una gran parte de los 
glicerofosfolípidos de estas membranas son remplazados por lípidos carentes de 
fósforo como son el digalactosyldiacylglycerol, las glucosylceramidas y las 
esterolglycosidas (Andersson et al. 2005). Stival da Silva et al. (2006), proponen 
que algunos cambios específicos en la composición lipídica de la membrana 
plasmática, podría contribuir a mantener el crecimiento radicular bajo condiciones 
de estrés por aluminio. Esto a razón que el aluminio no tendría donde pegarse al 
cambiar las cargas negativas de los grupos fosfatos de los fosfolípidos de las 
membranas plasmáticas.

Sería interesante, igualmente, ver si en las plantas de Brachiaria sometidas a 
estrés por aluminio ocurre un fenómeno igual o parecido a este. El hallazgo de la 
fosfoesterasa codificada por el gen AlBdec10 es un primer paso por que esta 
podría estar involucrada en la resistencia a iones de aluminio por diferentes 
maneras. Una de ellas podría ser que la fosfoesterasa aumentara la disponibilidad 
de iones de fósforo o grupos de fosfatos,  directamente desde moléculas 
orgánicas, otra podría ser que esta fosfoesterasa esté interviniendo en el cambio 
de fosfolípidos a glicerolípidos en la membrana celular.

Llamativamente en el trabajo de Andersson et al. (2005) de modificación en la 
composición de fosfolípidos de la membrana plasmática, también se encontró un 
polipéptido que alineó con una proteína fosfoesterasa, aislada desde plantas de 
arroz. La secuencia de esta proteína también fue asociada, mediante análisis 
BLAST a seis genes ortólogos en el genoma de A. thaliana y en otras plantas 
superiores, al igual que en algunas bacterias. 

Con nuestros resultados se podría inferir, una vez más, que la resistencia al estrés 
por aluminio en Brachiaria es una característica bastante compleja y que está 
dada por diferentes mecanismos. El hecho de haber encontrado siete genes 
diferentes que estarían involucrados con la resistencia diferencial a aluminio entre 
la especie B. decumbens y B. ruziziensis, además de los otros genes ya 
publicados en otras especies, pone de manifiesto esta característica.

Bajo la luz del resultado del gen AlBdec10, que codifica putativamente una 
fosfoesterasa, se podría decir que el aluminio activa mecanismos para mayor 
disponibilidad y/o transporte de fósforo en las puntas de raíces de B. decumbens
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que en las de B. ruziziensis, lo cual le daría mayor resistencia al daño causado por 
la presencia de iones de aluminio, por las razones arribas expuestas. 

Nuestro trabajo permite acercarnos un poco más a la manera como estas 
especies de Brachiaria resisten al daño causado por el estrés con aluminio, pero 
se necesitan elaborar otros experimentos para definir de manera contundente la 
intervención de estos genes en el mecanismo de resistencia. 
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8. CONCLUSIONES

Los niveles de inhibición en el crecimiento de las raíces de cada una de las
especies usadas en este estudio confirman, una vez más, que existe diferencia en 
la resistencia al estrés por aluminio en las especies de Brachiaria, siendo el 
genotipo de B. decumbens más resistente que el de B. ruziziensis.

El uso de herramientas moleculares como el PCR en tiempo real y la librería 
sustractiva por supresión, permitió el aislamiento de siete secuencias génicas que 
podrían estar involucradas en la resistencia al estrés por aluminio en B. 
decumbens. Ninguna de estas siete secuencias ha sido reportada previamente en 
ningún trabajo con plantas resistentes al daño causado por aluminio.

Los análisis de secuencias de los siete fragmentos de ADN expresados 
diferencialmente permiten postular que en B. decumbens existen varios 
mecanismos de resistencia al daño causado por aluminio, tal como ha sido 
reseñado por otros autores. Uno de estos mecanismos involucraría la actividad de 
una fosfoesterasa-metal dependiente que pertenece a una familia de proteínas 
muy poco caracterizada en plantas, la cual se conoce con el nombre de DHH.

Así mismo, se identificaron en B. decumbens genes homólogos de ALTM1, 
HvAACT1 y STOP1, los cuales han sido reportados como responsables de la 
resistencia o tolerancia a aluminio en plantas. Este es el primer reporte de la 
presencia de estos genes en el género Brachiaria a nivel de ARNm.
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9. PERSPECTIVAS

Para confirmar la función de los siete genes expresados diferencialmente en el 
alto grado de resistencia que presenta la especie B. decumbens, en especial el 
gen AlBdec10, se necesita diseñar experimentos para probar y dilucidar su función 
específica (Proof of concept). 

Una de las estrategias podría ser usar líneas de arroz ó de A. thaliana que tengan 
estos genes interrumpidos o dañados, en experimentos con aluminio y comparar 
los resultados con la línea normal. En estas dos especies modelos ya existen 
líneas con genes mutados e identificados que podrían ser de mucha ayuda. Para 
el gen AlBdec10 nosotros identificamos en la Web algunas líneas que tienen este 
gen interrumpido, lo cual va a permitir llevar a cabo un análisis como el 
anteriormente planteado.

Otra estrategia, es tratar de mutar cada uno de los siete genes en B. decumbens y 
hacer los mismos análisis de aluminio resistencia entre el material mutado y uno 
normal. Este análisis tendría la ventaja que se haría en plantas que ya se conoce 
su comportamiento frente al estrés por aluminio, pero tendría unos costos más 
elevados que hacer el análisis en plantas modelos que ya tienen la mutación.
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11.ANEXOS

Anexo  A: Extracción de DNA genómico 

Dellaporta et al. 1983, modificado: 

1. Macerar 100mg de tejido vegetal en un mortero utilizando N2 líquido. 

2. Añadir 1ml de tampón de extracción y homogenizar. 

3. Centrífugar por 10 minutos a 11000 r.p.m., añadir un volúmen de 
cloroformo/alcohol   isoamílico (24/1) y mezclar. No utilizar el vórtex. 

4. Centrifugar a 11000 r.p.m. durante 10 min. 

6. Transferir el sobrenadante y añadir 0,8 volúmenes de isopropanol, mezclar y 
dejar la   muestra 20 min. 

7. Centrifugar a 11000 r.p.m. durante 10 min. 

8. Lavar el pellet con 0.5 ml de etanol 70% 

9. Resuspender en 50µl de agua. 

Tampón de extracción: 

0,3 M NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 8, 20mM EDTA, 1% sarcosil. 
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Anexo B: Protocolo del Trizol para la obtención de ARN total

1. Macerar el tejido vegetal en morteros  de cerámica, usando Nitrógeno 
líquido. Luego agregar 1 ml de reactivo de TRIZOL por 50 a 100 mg de tejido.

Nota: El volumen de muestra no debe superar el 10% del volumen de TRIZOL 
usado. 

2. Incubar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

3. Centrifugar y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo. 

4. Añadir 0,2 ml de cloroformo por cada 1 ml de reactivo de TRIZOL. 

5. Agitar vigorosamente las muestras durante 15 segundos e incubar a 
temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos. 

6. Centrifugar las muestras a 12000 r.p.m durante 10 min., y transferir la fase 
acuosa a un nuevo tubo, sin perturbar la interfase. 

7. Agregar a la fase acuosa 0,5 ml de etanol por cada 1 ml de TRIZOL 
utilizado. 

8. Incubar las muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos y 
centrifugar a 12000 r.p.m por 10 min. Eliminar el sobrenadante por completo. 
Lavar el pellet de ARN, con  etanol al 75% y secar al aire durante 5-10 minutos. 
(ojo: es importante no sobre secar la muestra de ARN)

9. Disolver en 30 μl agua-DEPC. En este momento, el ARN está listo para ver 
su calidad, cantidad y pureza.

Nota: Siempre usar guantes y protección para los ojos. Evitar el contacto con la 
piel o la ropa. Usar en cámara de extracción para evitar la inhalación del vapor. 



92

Anexo C: Protocolo de síntesis de cDNA SuperScript III reverse transcriptase

Síntesis de la primera cadena de cDNA para PCR en Tiempo Real.

1. Añadir los siguientes componentes a un tubo de microcentrífuga libre de 
nucleasas: 

1 μl de oligo (dT)20 (50 μM), o de 200-500 ng oligo (dT)12-18; o 2 pmol de cebadores 
de genes específicos 

10 pg-5 μg de ARN total o 10 pg-500 ng de mRNA 

1 μl de 10 mM dNTP Mix (10 mM cada dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro)

Agua destilada-estéril, hasta 13 μl 

2. Calentar la mezcla a 65 °C durante 5 minutos e incubar en hielo, por lo 
menos, 1 minuto. 

3. Recoger el contenido del tubo con un pulso de centrifugación y añadir: 

4 μl de 5X First-Strand Buffer

1 μl de 0,1 M DTT 

1 μl de RNaseOUT ™ recombinante RNase Inhibitor (40 u./μl)

1 μl de SuperScript™ III RT (200 unidades/μl)  

4. Mezclar suavemente pipeteando arriba y abajo. Si se usa primers al azar, 
se debe incubar el tubo a 25 °C durante 5 minutos. 

5. Incubar a 50 °C durante 30-60 minutos. Aumentar la temperatura de 
reacción a 55 °C cuando se usen primers específicos. 

6. Inactivar la reacción de calentando a 70 ° C durante 15 minutos. 

El cDNA Ahora se puede utilizar como una plantilla para la amplificación por PCR.
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Anexo D: Protocolo de extracción y purificación de ácidos nucleicos desde 
geles de agarosa con NucleoTrap ® Gel

1. Correr las muestras de ADN en geles de agarosa con bromuro de etídio. Se 
recomienda usar ya sea un gel TAE (40 mM Tris-acetato [pH 8], 1 mM EDTA) o un 
gel de TBE (45 mM Tris-borato [pH 8], 1 mM EDTA).

2. Localizar el o los fragmentos en el transiluminador de luz ultravioleta. Cortar 
con bisturí el gel con los fragmentos de ADN de interés. Se recomienda cortar 
cerca del fragmento, para reducir al mínimo los alrededores de agarosa.

3. Medir el peso de la rebanada de gel y transferirlo a un tubo de  
microcentrífuga limpio de 1,5 ml. Por cada 100 mg de agarosa, añadir 300 μl de 
Buffer NT1. Para geles que contienen agarosa >2%, añadir 600 μl de NT1 por 
cada 100 mg de agarosa.

4. Dar vortex (agitar) a la Suspensión NucleoTrap hasta que los precipitados 
esten totalmente resuspendido

5. Por cada 1 μg de ADN que se quiera purificar, añadir 4 μl de NucleoTrap 
Suspensión. 

Nota: Mínimo 10 μl de la suspensión NucleoTrap es necesario usar en cada 
reacción, para garantizar una alta eficiencia en el bandeo.

6. Incubar la muestra a 50 °C durante 5-15 min. Agitar brevemente cada 2-3 
min. durante el período de incubación.

Nota: Para fragmentos de ADN de 400 pb y 5 kb, la muestra se incuba a 50 °C 
durante 6 min. Vortex brevemente cada 2 min.

7. Centrifugar la muestra a 10000 r.p.m durante 30 segundos a temperatura 
ambiente. Eliminar el sobrenadante.

8. Añadir 500 μl de tampón de NT2 al pellet. Agitar brevemente.

9. Centrifugar a 10000 r.p.m durante 30 segundos a temperatura ambiente. 
Eliminar el sobrenadante completamente.

10. Añadir 500 μl de Buffer NT3 a la muestra. Agitar brevemente.

11. Centrifugar la muestra a 10000 r.p.m durante 30 segundos a temperatura 
ambiente y eliminar el sobrenadante completamente.

12. Repita los pasos 10-11.
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13. Centrifugar el pellet de nuevo a 10000 r.p.m durante 30 segundos a 
temperatura ambiente. Secar el precipitado por 10-15 min. 

Notas: No utilizar Speed Vac para secar el pellet. El Speed Vac tienden a 
sobresecar las muestras, y esto conduce a la disminución de las tasas de 
recuperación.

14. Añadir 20-50 μl de Buffer NE u otro buffer de bajo contenido de sal a el 
pellet. Resuspender el pellet por agitación.

Notas: las tasas de recuperación previstos van desde 60% (elución en 20 μl) a 
80% (elución en 50 μl).

15. Eluir el ADN incubando la muestra a temperatura ambiente por 10-15 min. 
Agitar la mezcla de 2-3 veces durante la etapa de incubación. 

Notas: Incubar la muestra a 55 ° C durante 10 min., si el fragmento de ADN que se 
eluye es ≥ 5 kb. 

16. Centrifugar la muestra a 10000 r.p.m durante 30 segundos a temperatura 
ambiente. Transferir el sobrenadante, que contiene el fragmento de ADN, a un 
tubo de microcentrífuga de 1,5 ml limpio. 

Notas: Repetir los pasos 14-16 pueden aumentar los rendimientos en 
aproximadamente 10%. Para fragmentos de ADN de 400 pb y 5 kb, repitiendo los 
pasos 14-16 puede aumentar el rendimiento hasta un 15%.
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Anexo E: Preparación de células competentes de E. coli (DH5α)

Inocular 10 ml de SOB con una colonia de DH5a. Crecer toda la noche a 37 ºC 
con agitación (200 rpm).

Inocular 500 ml de SOB con 2.5 ml del cultivo anterior.

Crecer a 37º con agitación constante hasta una concentración de  OD550=0.5-0.7 
(aproximadamente 5 horas).

Enfriar el cultivo en agua-hielo 15 min.

Centrifugar a 5000 rmp en una centrífuga Beckman durante 10 min a 4 ºC. 

Lavar el pellet dos veces con 500 ml de WB estéril frío. Centrifugar la suspensión 
celular a 5,000 rpm durante 15 min.

Resuspender el pellet de células en volúmenes de 1-2 ml.

Tomar alícuotas de 50 μl en tubos de microcentrífuga y congelarlas en nitrógeno 
líquido

Guardar a -80 ºC hasta su uso.

Medios usados:

S.O.B. Cantidad 
Trytopne 20,0 g 
Extracto de levadura 5,0 g 
NaCl 0,584 g 
KCl 0.186 g 
Agua desionizada hasta 1 L 

Mezclar componentes con un agitador, ajust a pH 7,0 con NaOH, y autoclavar. 

WB 
10% Glicerol 
90% agua destilada (v / v)
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Anexo  F: Protocolo kit BD SMART TM RACE cDNA Amplification (Cat. No. 
634914)

Nota: Para resultados óptimos, usar 1µg de ARN poli-A o 1µg de de ARN total.

Síntesis de la primera cadena para 5’ RACE 

1. Combinar lo siguiente en 2 tubos de microcentrífuga distintos:

Para 3'-RACE'                                                      Para 5'-RACE
1-3 µl de ARN 1-3 µl de ARN
1µl 3 '-CDs primer A 1 μl 5'-CDS primer A

1 μl SMART II A oligo

2. Añadir H2O estéril a un volumen de final de 5 µl para cada reacción.

3. Mezcle contenido y haga girar los tubos brevemente en un microcentrifuge.

4. Poner los tubos a 70 °C durante 2 minutos.

5. Enfriar los tubos sobre hielo durante 2 minutos.

6. Haga girar los tubos brevemente para coleccionar los contenidos en la parte 
inferior.

7. Añadir lo siguiente a cada tubo de reacción (ya contenienen 5 µl):

2 µl 5X First-Strand Buffer
1 µl DTT (20 mM)
1 µl dNTP Mix (10 mM)
1 µl BD PowerScript Reverse Transcriptase
10 µl Total volume

8. Mezclar los contenidos de los tubos pipetting suavemente.

9. Centrifugar los tubos brevemente para coleccionar el contenido en la parte 
inferior.

10. Poner los tubos en 42 °C durante 1.5 horas en un termociclador o una 
incubadora de aire.

Nota: usar un termociclador es recomendado, por que la incubación puede reducir 
el volumen de la mezcla de reacción (debido a la evaporación), y por lo tanto 
reducir la eficiencia de la síntesis de cDNA.

11. Diluir el producto de reacción con Tricine - EDTA:
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• Añada 20 µl si se empieza con < 200 ng de ARN total.

• Añada 100 µl si se empieza con > 200 ng de ARN total.

• Añada 250 µl si se empieza con ARN poly A.

12. Calentar los tubos a 72 °C durante 7 minutos.

13. Las muestras pueden ser guardado a 20 ° C hasta tres meses. 

Amplificación Rápida de los Extremos de cDNA (RACE)

Nota: todas las reacciones de PCR -3’ y 5’ con este kit, han sido optimizadas para 
usar BD Advantage 2 Polymerase Mix como enzima.

El siguiente protocolo se usa indistintamente para 3’ y 5’ RACE

Preparar un Master Mix, agregando los siguientes reactivos aun tubo de 1.5 ml: 

34.5 μl de agua grado PCR
5.0 μl 10X BD Ventaja 2 PCR Buffer
1.0 μl dNTP Mix (10 mM)
1.0 μl 50x BD Advantage 2 Polymerase Mix
Volumen total 41.5 μl 

Mezclar por agitación (sin introduccir burbujas) y luego, centrífugar brevemente 

Para 3’ RACE, preparar lo siguiente en un tubo para PCR:

Componente                               Cantidad
cDNA 3'-RACE   2.5 µl
UPM (10X)   5.0 µl
Primer fw (10 µM)   1.0 µl
Agregar el Master Mix 41.5 µl
Volumen final    50 µl

Nota: Para el 5’ RACE se hace lo mismo, pero se cambia el cDNA3'-RACE por el

cDNA5'-RACE y el Primer.

Amplificar el fragmento de interés mediante PCR, usando una de estas dos 
estrategias:
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Estrategia 1 (es recomendada para Primers con Tm >70°C)

94°C 30 seg
72°C 3 min*
94°C 30 seg
70°C 30 seg
72°C 3 min*
94°C 30 seg
68°C 30 seg
72°C 3 min*
Estrategia 2 (es recomendada para Primers con Tm = 60-70°C)

94°C 30 seg
68°C 30 seg
72°C 3 min*

* Si el o los fragmentos experados son >3 kb, aumentar 1 min por cada kb 
adicional

Seleccionar el o los fragmentos de interés y caracterizarlos.

5 ciclos

5 ciclos

25 ciclos

30 ciclos
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Anexo G: Protocolo 5´ RACE System for Rapid Amplification of cDNA End

Síntesis de la primera cadena para 5’ RACE Version 2.0

1. Añadir lo siguiente a un tubo de microcentrífuga de 0,5 ml o a un tubo de 
PCR:

GSP1 (primer específico1     2.5 pmoles (~10 a 25 ng)
RNA     1-5 μg
Agua-DEPC hasta un volumen final de 15.5 μl

2. Incubar la mezcla 10 minutos a 70 °C. Enfriar por 1 min en hielo. Recoger el 
contenido del tubo de centrifugación breve y añadir lo siguiente en el orden se 
indica:
Componente     Volumen (μl) 
10X PCR buffer 2.5
25 mM MgCl2 2.5
10 mM dNTP mix 1.0
0.1 M TDT 2.5
Volumen final 8.5

El volumen final de la etapa 1 y 2 es de 24 μl.

3. Mezclar suavemente, y recoger la reacción por un pulso de centrífuga. 
Incubar durante 1 min a 42 °C. 

4. Añadir 1 μl de SuperScript™ III RT (200 U/μl). Mezclar suavemente e 
incubar durante 50 min a 42 °C. 

5. Incubar a 70 °C durante 15 min. para parar la reacción.

6. Centrifugar 10 a 20 seg. y poner la reacción a 37 °C. 

7. Añadir 1 μl de RNasas, mezclar poco a poco pero a fondo, e incubar 
durante 30 minutos a 37 °C. 

8. Recoger por centrifugación y poner en hielo. El procedimiento puede 
detenerse en este punto y las reacciones ser almacenadas a -20 ° C. 

Purificación de cDNA con Columnas S.N.A.P. 

1. Equilibrar la binding solution  a temperatura ambiente.

2. Para cada una de las muestras a ser purificada, equilibrar ~ 100 μl de agua 
estéril, destilada a 65 °C para su uso en el paso 9.
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3. Añadir 120 μl de binding solution  (6 M de yoduro de sodio) a la reacción de 
síntesis de cDNA. 

4. Transferir la mezcla de cDNA/binding solution a una columna S.N.A.P. y 
centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 20 seg. 

5. Extraer el cartucho de la columna y guardar la solución hasta que la 
recuperación del cDNA sea confirma. 

6. Poner el cartucho en un nuevo tubo y añadir 0,4 ml de 1X wash buffer frío 
(4 °C). Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 20 seg. y desechar el líquido. Repetir 
este paso de lavado tres veces más. 

7. Lavar el cartucho dos veces con 400 μl de etanol al 70% frío (4 ° C) como 
se describe en el paso 6.

8. Después de eliminar el etanol al 70%, centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 1 
min.

9. Transferir el cartucho a un tubo nuevo y agregar 50 μl de agua estéril, 
destilada, (a una temperatura de 65 °C). Centrifugar a 13000 r.p.m. durante 20 
seg. para la elución del cDNA. 

Obtención de cDNA con cola poli T

1. Añadir los siguientes componentes para cada tubo y mezclar suavemente: 

Componente      Volumen (μl)
Agua-DEPC 6.5
5X tailing buffer 5.0
2 mM dCTP 2.5
cDNA purificado con S.N.A.P. 10.0
Volumen final 24.0

2. Incubar durante 2 a 3 min a 94 °C. Poner 1 min en hielo. Centrifugar unos 

seg. y dejar en hielo.

3. Añadir 1 μl TdT, mezclar suavemente e incubar durante 10 min a 37 °C. 

4. Inactivar la TdT por calentamiento a 65 °C durante 10 min. Centrifugar por 
pocos seg. y poner en hielo.

PCR del cDNA con cola dC

El cDNA obtenido en el anterior protocolo puede ser directamente amplificado por 
PCR. 
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1. Equilibrar el termociclador a 94 °C para mejorar la especificidad de la 
reacción. Esto es clave cuando no se trabaja con PCR “hot start” o "Arranque en 
caliente".

2. Añadir los siguientes reactivos a un tubo de PCR ubicado en el hielo: 

Componente      Volumen (μl) 
Agua destilada estéril 31.5
10X PCR buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 500 mM KCl] 5.0
25 mM MgCl2 3.0
10 mM dNTP mix 1.0
Cebador anidado GSP2 (preparado como 10 μM solución) 2.0
Abridged Anchor Primer (10 μM) 2.0
cDNA con cola dC 5.0
Volumen final 49.5

3. Añadir 0.5 μl de Taq-DNA polimerasa (5 unidades/μl) inmediatamente antes 
de la mezcla. 

4. Mezclar el contenido del tubo 

Composición final de la reacción: 
20 mM de Tris-HCl (pH 8.4) 
50 mM de KCl 
1,5 mM de MgCl2 
400 nm de GSP2 
400 nm de Abridged Anchor Primer
200 μm de dATP, dCTP, dGTP, dTTP (cada uno)
cDNA X ng
2.5 unidades de Taq-DNA polimerasa 

5. Transferir los tubos del hielo al termociclador preequilibrado a 94 °C. 

6. Realizar de 30 a 35 ciclos de PCR. Un ciclo típico para amplificar cDNA de ≈1 
kb es el siguiente: 

Desnaturalización inicial de 94 °C durante 1-2 min 
Desnaturalización: 94 °C durante 0.5-1 min
Annealing: 55 °C durante 0.5-1 min          30-35 ciclos
Extensión: 72 °C durante 1-2 min
Seguido de: 
Extensión final a 72 °C, 5-7 min 

7. Analizar 5-20 μl de los productos 5 'RACE por electroforesis en gel de agarosa. 


