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RESUMEN

Phalaris brachystachys es una maleza que presenta biotipos resistentes a
herbicidas inhibidores de la acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa) caracter que
dificulta su control principalmente en el cultivo de trigo. En el estado de
Guanajuato se localiza esta maleza, pese a que su distribucion natural es en la

zona del Mediterraneo lo cual la convierte en una maleza exética en nuestro pais.

Mundialmente se reportan 479 biotipos de malezas con resistencia a herbicidas, el
10% corresponde al grupo de herbicidas inhibidores de la ACCasa. Se han
reportado biotipos resistentes de Phalaris brachystachys en cuatro paises: Iran,
Italia, Siria y Turquia. En México, existen siete biotipos de malezas resistentes:
Avena fatua, Bidens pilosa, Ixophorus unisetus, Leptochloa virgata, Phalaris minor,

Phalaris paradoxa, y Sorghum halepense.

El presente trabajo tuvo la finalidad de determinar y comparar las secuencias
nucleotidicas del dominio carboxil transferasa (CT) de la ACCasa para dos
biotipos de Phalaris brachystachys, un biotipo sensible y uno reportado como
resistente, con el propdsito de contrastar las diferencias en su secuencia
nucleotidica e identificar posibles mutaciones puntuales que aporten el caracter de

resistencia.

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los biotipos, desde el
crecimiento, la expresion del dominio CT de la ACCasa y en la secuencia
nucleotidica; donde se encontraron mutaciones puntuales en Ser-1651-Glu,
Thr-1652-Cys y Glu-1653-Ser tratdandose de mutaciones neutras sin un cambio

significativo estructural y funcional.

Otras mutaciones detectadas fueron Gly-1947-Asp y Trp-1948-Gly, la mutacién
Trp-1948-Gly es un mecanismo de resistencia a sitio blanco (TSR) ambas
sustituciones se localizaron dentro del sitio activo de la ACCasa en la estructura
tridimensional, el efecto de dicha mutacion podria intervenir con la sensibilidad a
herbicidas inhibidores de la ACCasa y/o interferir en la obstruccion de la cavidad

del sitio activo, aunque esta mutacion no se ha reportado.
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I. INTRODUCCION

Se define como maleza a aquella planta que crece en un momento y lugar no
deseado, siendo una limitante bidtica para el 6ptimo desarrollo de cultivos
agricolas. Dichas plantas crecen de forma natural, siendo en su mayoria nativas
de la region, con esta caracteristica tienen mayor adaptabilidad y vigor en su
crecimiento y propagaciéon. Los principales problemas que crean en una zona
agricola se deben a la competencia de nutrientes, agua y luz con el cultivar,
pueden tener y/o esparcir patégenos que disminuyan la calidad del cultivo e

interfieren en la cosecha.

Desde el contexto agroecoldgico, una maleza es el producto de una seleccion
artificial interespecifica provocada por la accion del hombre con la agricultura,

ocasionando una alteracion en el habitat de diversas especies.

Las malas hierbas son una problematica constante en la agricultura, se han
buscado métodos para controlarlas y/o erradicarlas, ya que pueden mermar el
rendimiento de un cultivo en altos porcentajes. Existe una gran division en los
métodos de control empleado en malezas: quimicos y no quimicos; entre los
métodos no quimicos encontramos fisicos, culturales, preventivos y biolégicos. En
cuanto al control quimico este se refiere al uso de herbicidas, siendo este el

método mas empleado debido a su efectividad y rapidez.

El uso actual de los herbicidas ha originado cambios indeseables en la flora como
es el caso de la resistencia, debido a que cada especie tiene diferente
sensibilidad. Aunado a esto, el uso inadecuado de las dosis de los productos

quimicos ha impactado en el desarrollo de biotipos resistentes a herbicidas.

La resistencia a herbicidas se define como la habilidad heredada de una maleza
para sobrevivir a una dosis de herbicida, con la cual normalmente se tendria un
control efectivo. En este contexto, la resistencia es un proceso evolutivo, en el que

una poblacion cambia de ser susceptible a resistente (Zita, 2012). Este fendmeno



sucede a nivel poblacional y no individual, es decir, dentro de una poblacién se

incrementa progresivamente la proporcion de fenotipos resistentes.

Mundialmente se reportan 479 biotipos con resistencia a herbicidas,
correspondientes a 250 especies de malezas, que han desarrollado resistencia a
23 de los 26 sitios de accion. Existe resistencia a la mayoria de los grupos de
herbicidas, pero los herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS), del
fotosistema 1l y de la acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa) son los que

presentan un mayor numero de casos en diversos paises (Heap, 2017).

En México, existen siete biotipos de malezas resistentes: Avena fatua, Bidens
pilosa, Ixophorus unisetus, Leptochloa virgata, Phalaris minor, Phalaris paradoxa,
y Sorghum halepense, siendo de la familia Poaceae la mayor proporcion. Dentro
de la familia Poaceae la resistencia a herbicidas inhibidores de las enzimas ALS y
ACCasa es la que aumenta mas rapidamente en la actualidad, ocupando mas de

un 30% del total de biotipos resistentes a estos herbicidas (Heap, 2017).

Dentro de la familia Poaceae se encuentra el género Phalaris originario de
Euroasia y con especies nativas de América (Singh et al., 1999) cuenta con
Phalaris canariensis (Alpiste) como la unica especie que se cultiva, en contraste
existen diversas especies que se consideran maleza en cultivos de cereales, como
son Phalaris minor, Phalaris paradoxa y Phalaris brachystachys. Estas malezas se
controlan generalmente con la aplicacion de herbicidas selectivos de uso
postemergente, su modo de accion se basa en la inhibicidon de la biosintesis de
lipidos y su mecanismo o sitio de accién es a nivel de la acetil coenzima A

carboxilasa (ACCasa).

La funcién de los lipidos en las plantas es variada; son un almacén energético,
forman parte de la membrana celular, actian como precursores de metabolitos
secundarios y son mensajeros en la sefalizacion celular. La funcién primordial de
la ACCasa es catalizar la reaccion de la carboxilacion de acetil coenzima A a

malonil coenzima A, siendo ésta reaccion metabdlica el blanco para diversos



herbicidas como los ariloxifenoxipropanoatos (APP), las ciclohexanodionas (CHD)

y recientemente las fenilpirazolinas (PPZ) (Duke y Dayan, 2011).

Los herbicidas inhibidores de la ACCasa fueron introducidos a finales de la década
de los setenta del siglo pasado, en México estos graminicidas son altamente
empleados en cultivos de trigo, cebada y centeno, pero en 1996 se detectaron los
primeros casos de resistencia en cultivos de trigo en la region de Guanajuato, en
Phalaris minor (Zita, 2012).Oficialmente se reconocen como especies resistentes
en México del género Phalaris a Phalaris minor y Phalaris paradoxa, pero una
nueva especie detectada como resistente es Phalaris brachystachys una maleza

exotica encontrada en cultivares de trigo guanajuatenses (CESAVEG., 2007).

Phalaris brachystachys se ha reportado como una maleza resistente en cuatro
paises: Iran, ltalia, Siria y Turquia; el primer caso reportado fue en 2001 en lItalia
en el cultivo de trigo duro, en otros cultivos que se ha encontrado son: trigo de
invierno y remolacha azucarera. En Turquia, se encontraron casos de resistencia
multiple a los herbicidas inhibidores de la ACCasa y ALS (Heap, 2017). Esta
maleza al no ser una planta nativa de México es considerada una especie exotica,
aunque no existen datos de su introduccién al pais, la apertura comercial en la
importacion de cereales puede ser una hipotesis atractiva. La importancia de esta
especie radica en su facil adaptacion y la posible resistencia desarrollada a los
herbicidas empleados en cultivos de trigo, complicando su control y posible

erradicacion.



Il. MARCO TEORICO

21 TRIGO

2.1.1 Generalidades del cultivo

Triticum spp es el término que se designa al conjunto de cereales, tanto cultivados
como silvestres, el trigo es uno de los tres cereales mas producidos
mundialmente. Las variedades del trigo actuales (Triticum aestivum) han
evolucionado por diferenciacion gendmica y por cruzamiento con trigos silvestres.
Las tres especies originales son los trigos antiguos espelta (Triticum spelta), farro

(Triticum diococcum) y escanda (Triticum monococcum) (Juarez et al., 2014).

2.1.2 Origen, taxonomia, morfologia, especies y usos

El cultivo de trigo surgié en Mesopotamia extendiéndose desde Palestina hasta el
sur de Turquia. El trigo silvestre de la region mesopotamica muté para dar como
resultado una planta tetraploide con semillas mas grandes que no se desprendian
por la accion del viento. Tiempo después, la semilla de trigo fue introducida en la
civilizacion del antiguo Egipto, posteriormente llegd a las civilizaciones griega y
romana. Este cereal llegé al continente americano hasta la conquista espafola
(Ramos, 2013).

Tabla 1. Taxonomia del trigo.

Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Subfamilia: Pooideae
Tribu: Triticeae
Género: Triticum L.

Fuente: (Carver, 2009).



Es una planta anual que posee una raiz fasciculada alcanzando una profundidad
de 25 cm. El tallo es una cana hueca con 6 nudos que alcanzan una altura de 0.5
a 2 metros de altura, es poco ramificado. Las hojas son de forma linear lanceolada
(alargadas, rectas y terminadas en punta) con vaina, ligula y auriculas bien
definidas. Su inflorescencia es una espiga compuesta por un raquis o tallo central
de entrenudos cortos, sobre el cual van dispuestas 20 a 30 espiguillas en forma
alterna y laxa o compacta, llevando cada una nueve flores. Los granos son
cariépsides de forma ovalada (OEIDRUS Baja California, 2013).

El grano de trigo esta formado por tres partes principales: endospermo, salvado y
germen. El pericarpio que esta formado por la epidermis constituye en mayor parte
el salvado, el epicarpio y endocarpio contienen vitaminas, minerales y gran
cantidad de proteinas. Entre el salvado y el endospermo se encuentra la capa de
aleurona. El endospermo es el depdsito de alimento para el embrion y constituye
el 82% del peso del grano, estd compuesto por almidén, proteinas y en menor
proporcion de celulosas (figura 1). Los carbohidratos totales constituyen del 77 al
87% de la materia seca total, de los cuales el 64% es almidon, el resto son
carbohidratos solubles e insolubles que constituyen la fibra dietética. (Juarez et al.,
2014).

Figura 1. Morfologia del grano de trigo. Fuente: (KMEC, 2016).



El trigo se clasifica de acuerdo a la estacién de cultivo, color, dureza, textura del
endospermo y contenido de gluten. Los trigos que se siembran en otofio y se
cosechan al inicio de verano son conocidos como trigos de ciclo largo. Los trigos
de ciclo corto se siembran en primavera y se cosechan a finales de verano; estos
tienen rendimientos menores que los trigos de invierno pero presentan la ventaja
de tener mayor contenido de gluten y fuerza proteica, confiriendo propiedades
para la panificacion. La dureza del trigo esta relacionada con la forma en la que el
endospermo se rompe y es lo que le otorga la calidad harinera, ya que, a mayor
dureza es mayor el contenido proteico. Los trigos duros producen una harina con
granulometria amplia, mientras que los trigos blandos producen harina muy fina. El
trigo mas duro es la especie Triticum durum, cuya harina se usa para fabricar

pastas.

Tipos de trigo:

Durum o cristalino: Son trigos tetraploides utilizados para la produccién
industrial de pastas.
e Duro o panadero: Utilizado para procesos de panificacion, produce gluten
tenaz y elastico.
e Suave o galletero: Tiene un bajo contenido de proteina, se utiliza para la
elaboracién de galletas, pasteles y productos afines.
e Ceroso: Utilizado para la elaboracion de tallarines o fideos orientales.
e Suelto: Es considerado el trigo silvestre de Turquia.
e Einkorn: Es el trigo ancestral, dio origen al trigo comun o spelta. (Ramos,
2013).
En México, los trigos se clasifican de acuerdo a su funcionalidad en fuertes, medio
fuertes, suaves, tenaces y cristalinos. En la region noroeste del pais, Sonora y
norte de Sinaloa, se siembran los trigos panaderos y cristalinos, que corresponden
a los trigos fuertes, medio fuertes, tenaces y cristalinos. Mientras que los trigos

suaves se cultivan en Guanajuato y Chihuahua (Serna, 2009).



2.1.3 Sistema de produccion de trigo

El trigo puede crecer en una gran diversidad de climas y suelos, pero se desarrolla
mejor en zonas templadas, crece en una temperatura minima de 3°C y una
maxima de 33°C, siendo la temperatura 6ptima entre 10 y 25°C. Tiene bajos
requerimientos de agua, ya que se puede cultivar en zonas donde caen
precipitaciones entre 25 y 2800 mm anuales de agua, aunque un 75% del trigo
crece entre los 375 y 800 mm. La cantidad optima de agua es 400-500 mm/ciclo.
Los mejores suelos para su crecimiento deben de ser profundos, permeables y
fértiles y con un pH entre 6.0 y 7.5. Requiere una humedad relativa entre 40 y 70%
desde el espigamiento hasta la cosecha, es la época que tiene mayores
requerimientos en este aspecto, ya que exige una humedad relativa entre el 50 al

60% Yy un clima seco para su maduracién (Juarez et al., 2014).

La siembra se realiza en terreno plano y seco con sembradoras de granos finos
colocandose las semillas en hileras aproximadamente a 17 cm. La densidad de
siembra es de 150 Kg de semilla por hectarea. Los trigos suaves presentan un
ciclo a madurez fisiologica de 120 a 140 dias y los trigos fuertes y cristalinos

varian su ciclo entre 130 y 150 dias (De la Cruz, 2010).

La fertilizacién en trigo es clave para el aumento del rendimiento y la mejora en su
calidad industrial y comercial. Es el cultivo extensivo mas indicativo de las
deficiencias de fertilidad de los suelos. En la fertilizacién nitrogenada los factores
mas importantes que condicionan su respuesta y deben tenerse en cuenta son: la
fertilidad actual del terreno, cultivos antecesores y el agua procedente de lluvias.
La dosis de nitrégeno puede variar desde 30 a 100 Kg/ha (Agrobit, 2014).
Adicionalmente a la fertilizacion inicial se aplican 150 Kg de urea por hectarea en

la fase de desarrollo (De la Cruz, 2010).

El fésforo, debido a su baja movilidad en el suelo debe aplicarse a la siembra lo
mas cerca posible de la linea para facilitar su aprovechamiento en el cultivo. La
dosis promedio oscila entre 60 y 80 Kg/ha de fosfato diaménico [(NH4)2HPO4] o0 35
Kg/ha de anhidrido fosférico (P20s) (Melgar, 2004). En cuanto al potasio se debe



considerar la fertilizacion en los suelos donde se verifiquen niveles inferiores de
300 ppm (mg L") de potasio intercambiable, La formula cominmente utilizada es
150-90-00 NPK, en algunos casos se aplica alrededor de 80 Kg de potasio
(Agrobit, 2014).

Se aplican cuatro riegos en todo el ciclo, el primer riego es llamado de nacencia y
se aplica al momento de la siembra, los otros tres son de auxilio a los 45, 75 y 90
dias respectivamente. En el primer riego de auxilio se aplica la fertilizacion

adicional de nitrogeno, que comunmente es urea (De la Cruz, 2010).

2.1.4 Producciéon mundial

La produccion mundial de trigo en 2013 fue de 696.01 millones de toneladas
(tabla 2) (FAO, 2013), en 2015 la produccion fue de 735.02 millones de toneladas
y se estimd para 2016 una produccion de 744.44 millones de toneladas, lo que
significa un incremento del 1.28% en la produccion alrededor del mundo
(Anénimo, 2015).

Tabla 2. Producciéon mundial de trigo en 2013.

Numero Pais Produccion (Tn)

1 China 121,926,400.00
2 India 93,510,000.00
3 Estados Unidos 57,966,656.00
4 Federacion de Rusia 52,090,796.00
5 Francia 38,613,900.00
6 Canada 37,529,600.00
7 Alemania 25,019,100.00
8 Pakistan 24,211,400.00
9 Australia 22,855,576.00
10 Ucrania 22,279,300.00
31 México 3,357,307.00

Fuente: (FAO, 2013).

2.1.5 Produccioén nacional

En 2015 la produccién nacional de trigo en México fue de 3,710,706.27 toneladas
(tabla 3). En los ultimos 10 afos se ha tenido una produccion promedio de

3,653,959.74 toneladas, aunque la tendencia muestra que en los ultimos 5 afos la
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produccion ronda los 3 millones de toneladas, en los afios 2012 y 2013 se observo

una baja en la produccién nacional de trigo (SIAP, 2015) (figura 2).

En 2013 México importd 4,167 toneladas y exportdé 732,745 toneladas de trigo,
México se encuentra en el decimotercer lugar de los paises exportadores de trigo
y décimo lugar entre los paises importadores (FAOSTAT, 2017), en las figuras 3 y
4 se presenta el valor en ddlares de importacion y exportacion de trigo en el
periodo de 2010 a 2016. Los principales paises de los que México importa trigo
son: Albania, Azerbaiyan, Espafa y Estados Unidos. Los principales paises a los
que exporta trigo México son: Argelia, Cuba, Estados Unidos, Guatemala y
Venezuela (FIRA, 2016).

El trigo mexicano debe competir con el precio y la calidad industrial del trigo
importado, y éste proviene principalmente de Estados Unidos y Canada. El
problema de la calidad del trigo mexicano deriva principalmente de la variabilidad
de condiciones en que se produce, las cuales confieren una calidad industrial
variable (Espitia et al., 2003).

Tabla 3. Produccion de trigo en México en 2015.

Nimero Estado Produccion (Tn)

1 Sonora 1,605,959.93
2 Baja California 538,185.34
3 Guanajuato 357,874.77
4 Sinaloa 322,705.65
5 Chihuahua 231,008.42
6 Jalisco 182,804.98
7 Michoacan 181,044.75
8 Tlaxcala 80,185.30
9 Nuevo Ledn 57,414 .58
10 Durango 24.240.77

Fuente: (SIAP, 2015).
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Figura 2. Produccion nacional de trigo de 2010 a 2015. Fuente: Elaboracion propia con datos de
(SIAP, 2015).

Figura 3. Importacién de trigo en México. Fuente: Elaboracion propia con datos de (Banco de

México, 2017). El valor de las importaciones se expresa en doélares en el periodo 2010 a 2016.
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Figura 4. Exportacion de trigo en México. Fuente: Elaboracién propia con datos de (Banco de

México, 2017). El valor de las importaciones se expresa en doélares en el periodo 2010 a 2016.

Uno de los principales estados productores de trigo en México es Guanajuato,
esta region se caracteriza por la produccién de granos suaves. En 2015 alcanzo6
una produccion de 357,874.77 toneladas de trigo en 79,245 hectareas (SIAP,
2015). Cuenta con 10 principales municipios productores de trigo que aportan el

84% de la produccion estatal (tabla 4).

A lo largo de los ultimos 10 afios Guanajuato ha tenido una produccion promedio
de 447,165.11 toneladas, teniendo un maximo en el afio 2008 con 809,153.99
toneladas y un minimo en el afo 2013 con 74,575.03 toneladas. En el ciclo
agricola Otono-invierno 2015/2016 el trigo tuvo un rendimiento de 6.7 Tn/ha,
teniendo un precio de $3.793.65 por tonelada (SIAP, 2015).

11



Tabla 4. Produccion de trigo en Guanajuato en 2015.

Numero Municipio Produccion (Tn)

1 Pénjamo 87,526.40
2 Abasolo 55,714.80
3 Irapuato 34,829.70
4 Huanimaro 25,463.00
5 Valle de Santiago 24,963.02
6 Cueramaro 23,441.00
7 Villagran 14,487.50
8 Jaral del Progreso 14,080.00
9 Salamanca 11,367.00
10 Manuel Doblado 9,057.70

Fuente: (SIAP, 2015).

2.2 LIMITANTES BIOTICAS
2.2.1 Definicion e importancia de la maleza

Maleza es aquella planta que crece en un momento y lugar no deseado, y el
hecho de considerarla inoportuna significa que se requiere un esfuerzo para
eliminarla. Dentro de este contexto existen dos definiciones subsecuentes,
arvense y ruderal, siendo el primer término correspondiente a aquella maleza que
crece dentro de un sistema agrondmico, mientras que el segundo define a las
malezas que crecen en caminos, cuerpos de agua y aquellas que obstruyen
sefalamientos, en si toda maleza fuera de un sistema agricola; siendo las
malezas una problematica de importancia general. El dafo causado por las
malezas se da por distintas vias: competencia por nutrientes, agua y luz, liberacion
de sustancias toxicas, se comportan como hospederas de plagas, interfieren en el
proceso de cosecha y contaminan la produccion obtenida; asi, el dafo que
ocasionan las malezas es permanente, pero no tan espectacular como lo hacen
los insectos y patégenos (FAO, 2010). A pesar de todos estos hechos, algunas
plantas consideradas malezas tienen elementos de utilidad como especies
alimenticias, forrajeras, medicinales, meliferas, de ornato y de proteccion para la

erosion del suelo.
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Las malezas tienen la capacidad de colonizar, competir y persistir en un ambiente
intensamente modificado, tienen un crecimiento acelerado y gran produccién de
semillas con una elevada capacidad de germinacion, tales caracteristicas dotan a
la planta de una eficiente reproduccion. Desde la vision agroecolégica las malezas
provienen de selecciones interespecificas que el mismo hombre credé con la
actividad agricola, alterando el habitat y suelo (FAO, 2010) buscando consolidarse
en un nicho ecologico dificil de erradicar, ya que la competencia y arraigo inicia
desde el banco de semillas depositado en el suelo, siendo la germinacion de las
semillas un evento critico para el establecimiento de malezas (Derakhshan et al.,
2014).La infestacion de malas hierbas debe de ser evaluada con indices de
abundancia y dominancia en campo ya que son uno de los principales factores

que reducen el rendimiento (Saavedra et al., 1989).
2.2.2 Malezas asociadas al cultivo de trigo en el Estado de Guanajuato

El cultivo del trigo se ve afectado por diferentes problemas fitosanitarios como son
las malezas, determinando su severidad acorde al dafio que causan directa o
indirectamente al cultivo. Para un correcto Manejo Integral de Plagas (MIP) es
necesario conocer las principales malezas presentes en la zona, en el caso del
bajio guanajuatense se encuentran al menos 26 especies identificadas en los
cultivos de cereales (tabla 5) y algunas de ellas cuentan con biotipos resistentes a
herbicidas (CESAVEG., 2007).

Tabla 5. Principales malezas en el cultivo de trigo en Guanajuato.

Familia Especie

Alpiste silvestre

(Phalaris brachystachys, P. minor y P. paradoxa)
Avena silvestre (Avena fatua)

Cadillo (Cenchrus incertus)

Camalote (Echinochloa spp.)

Zacate azul (Poa annua)

Zacate cola de zorra (Setaria sp.)
Zacate criollo (Festuca L.)

Zacate Johnson (Sorghum halepense L.)
Zacate pinto (Echinochloa crussgalli L.)

Poaceae
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Aceitilla (Bidens sp.)

Borraja (Sonchus oleraceus)

Chayotillo de mata (Xhanthium strumarium L.)
Giganton (Tithonia tubaeformis L.)

Lampote (Helianthus sp.)

Asteraceae

Mostaza o nabo (Brassica nigra)
Mostaza silvestre (Brassica rapa)
Saramao (Rhaphanus rhapanistrum)

Brassicaceae

Amaranthaceae Quelite bledo (Amaranthus hybridus)

Chenopodiaceae Quelite cenizo (Chenopodium album)

Convolvulaceae Correhuela (Convolvulus arvensis L.)

Cucurbitaceae Chayotillo (Sicyos angulatus L.)

Cyperaceae Coquillo (Cyperus sp.)
Malvaceae Malva (Malva parviflora L.)
Papaveraceae Chicalote (Argemone mexicana L.)

Fuente: (CESAVEG., 2007).

2.2.3 Importancia del género Phalaris en la produccién agricola

La familia de las gramineas (Poaceae) es la cuarta familia mas grande de
angiospermas y ecolégicamente la mas dominante cubriendo alrededor del 20 al
40% de la superficie terrestre (Voshell y Hilu, 2014) Es una familia muy diversa
con aproximadamente 700 géneros y 11000 especies a nivel mundial. En México

existen 204 géneros y 1278 especies (Sanchez et al., 2012). Son plantas anuales
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o perennes con tallos herbaceos o con menor frecuencia, lefiosas, previstos de
nudos y entrenudos muy marcados. Las flores, frutos y semillas son de gran
diversidad (Aedo, 2013).

La poliploidia es muy frecuente en la familia Poaceae, aproximadamente el 80%
de las especies se consideran de origen poliploide, se ha demostrado una
correlacion entre la poliploidia, el habito perenne y el aumento en el numero de
especies en los géneros de gramineas (Voshell et al.,, 2011). Debido a que las
gramineas se encuentran en una gran diversidad de habitats, muestran una
considerable adaptacion ecoldgica, a pesar de todo ello la morfologia descriptiva
del habito de crecimiento y de las etapas del ciclo vital de las gramineas responde

a un esquema facilmente reconocible en todas ellas (Chapman y Peat, 1995).

Dentro de la familia de las gramineas se encuentra el género Phalaris, este género
es notable en su distribucién geografica, incluye plantas endémicas en varios
continentes, asi como plantas cosmopolitas que se desarrollan en diversos
habitats. Phalaris incluye 21 especies silvestres que se distribuyen en zonas
templadas del hemisferio norte y sur, también se encuentra en montafias de Africa
tropical y América del sur (figura 5) (Voshell et al., 2011); se pueden distinguir dos
centros de diversidad, la cuenca Mediterranea y el oeste de América del norte. La
mayoria de las especies son anuales y dos especies es perennes, Phalaris
califérnica y Phalaris arundinacea .Se cuenta con especies diploides, tetraploides
y hexaploides, siendo esta caracteristica clave para su diversidad y distribucion
mundial (Voshell y Hilu, 2014).
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Tropico de Cincer

Figura 5. Distribucién geografica del género Phalaris. Fuente (Voshell et al., 2011).

Este género surgié durante el Mioceno (20.6 a 8.4 millones de afos atras) en la
cuenca Mediterranea, seguido de una dispersién por Africa, Asia y América. El
ancestro diploide Phalaris arundinacea emigré a Norteamérica occidental a través
del estrecho de Bering, constituyendo un segundo centro de diversidad. En el
Viejo Mundo la evolucion del género se debe a especies poliploides, mientras que
en el Nuevo Mundo fue por especies diploides; estas caracteristicas dotaron a las
especies para ocupar habitats templados, subtropicales, lacustres, arenosos y

zonas humedas (Voshell et al., 2011).

Phalaris angusta y Phalaris caroliniana son las dos uUnicas especies que se
extendieron por el continente americano, siendo los candidatos para una
ascendencia comun de las especies sudamericanas Phalaris amethystina,
Phalaris lindigii, Phalaris platensis y posiblemente Phalaris peruviana. Existen
especies morfologicamente intermedias entre Phalaris caroliniana y otras especies
de América, lo que implica una posible hibridacion interespecifica (Voshell y Hilu,
2014). Este género contiene especies sin rango taxonémico, como es el caso de
Phalaris appendiculata que es considerado un extremo morfolégico de Phalaris
paradoxa o el caso de Phalaris maderensis que es una especie extrana que solo
se encuentra en la isla de Madeira de la costa occidental de Africa, que se deriva

de Phalaris minor (Voshell et al., 2011).
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La influencia humana en la distribucién de este género ha sido relevante, desde
ser llevado por el estrecho de Bering (Milne, 2006) hasta la crianza selectiva en
especies forrajeras fuera de su distribucion natural como Phalaris canariensis y
Phalaris aquatica, el resto de las especies se han convertido en importantes
malezas invasoras en el mundo; Phalaris arundinacea es una maleza invasora en
los humedales de América del norte (Voshell y Hilu, 2014), Phalaris paradoxa y
Phalaris minor son unas de las principales malezas problematicas en los cultivos
de cereales, ya que producen un gran numero de semillas con diferentes formas
de latencia causando reducciones en el rendimiento de hasta un 40% (Cruz-
Hipdlito et al., 2012).

En cuanto a su descripcion botanica este género incluye plantas principalmente
plantas anuales, con rizomas ausentes o cortos, los tallos son decumbentes y la
ligula es una membrana. La inflorescencia es una panicula subtendida con
espiguillas deciduas agrupadas en cluster. Las espiguillas son elipticas ovadas,
lateralmente comprimidas compuestas de un solo flésculo fértil por floretes
estériles. Los floretes estan subtendidos por dos glumas sin aristas. Las glumas
exceden los apéndices florales y son mas delgadas que la lema fértil, las
diasporas derivan de floretes con lemas pubescentes estériles que sobresalen.
Las especies de Phalaris con glabras muestran una distribucion geogréfica
estrecha, mientras aquellas que son pubescentes tienen un area geografica mas
amplia (Voshell y Hilu, 2014). La gluma inferior a menudo es una quilla alada, con
tres venas, la gluma superior tiene el apéndice truncado, obtuso, agudo,
acuminado o atenuado. Las flores tienen dos lodiculas, tres anteras y un ovario
glabro. El fruto es una cariopside con hilum linear, de tamafio pequefio 3-6 mm
siendo esta ultima caracteristica favorecedora para la dispersion (Voshell et al.,
2011).

Una caracteristica sobresaliente de las semillas de Phalaris es la latencia estival,
se ha reportado en cinco especies anuales: Phalaris aquatica, Phalaris
brachystachys, Phalaris canariensis, Phalaris minor, Phalaris paradoxa y en una

especie perenne, Phalaris arundinacea. La lema y la palea son agentes de la
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latencia y una practica empleada para combatir este estado es el descascarado,
ya que en el género Phalaris puede favorecer la germinacion hasta en un 73%. Se
ha demostrado que la temperatura es el factor determinante para romper el estado
de latencia, por ejemplo, la temperatura 6ptima de germinacién para Phalaris
canariensis y Phalaris paradoxa es de 15 °C, en cambio para Phalaris aquatica es
de 25 °C (Matus-Cadiz y Hucl, 2005).

Phalaris canariensis es la unica especie cultivada del género, el grano se emplea
como alimento para aves, su cultivo se favorece porque las semillas maduras se
conservan en las paniculas, ya que en el resto de las especies se desprenden de
las glumas exteriores poco después de que maduran (Oram, 2004). Especies
como Phalaris arundinacea y Phalaris aquatica se utilizan como forrajes en climas
templado y mediterraneo respectivamente (Matus-Cadiz y Hucl, 2005). El resto de
especies pertenecientes a Phalaris son consideradas malezas, mundialmente se
reportan como malezas resistentes tres especies, Phalaris brachystachys, Phalaris
minor y Phalaris paradoxa. Desde 1993 hasta 2015 se han reportado resistencia a
estas tres especies en 11 paises de 5 continentes (figura 6), afectando los
siguientes cultivos: Cebada, cebolla, chicharo, haba, papa, pastos, remolacha
azucarera y trigo (duro y de invierno) (Heap, 2017). En el estado de Guanajuato,
México en el cultivo de trigo se han encontrado como malezas problematicas a
Phalaris paradoxa, Phalaris minor y Phalaris brachystachys (CESAVEG., 2007).
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Figura 6. Paises que presentan biotipos resistentes de Phalaris a herbicidas inhibidores de
la ACCasa. Rojo= Phalaris brachystachys, Verde= Phalaris minor y Azul= Phalaris paradoxa.
Datos obtenidos de (Heap, 2017).

Phalaris minor es la especie mas problematica en el cultivo de trigo, ya que es una
maleza altamente competitiva y puede causar una reduccidn drastica del
rendimiento bajo una fuerte infestacion, la reduccion del rendimiento puede ser de
hasta de un 80% (Chhokar et al., 2007).

Phalaris brachystachys es una especie endémica de los ecosistemas
mediterraneos, donde hay una transicion entre clima humedo y arido. Una
caracteristica de esta maleza es que se encuentra en suelos con alto contenido de
arcilla y en las zonas mas calidas, teniendo gran ausencia en zonas con mayor
altitud y en suelos con baja fertilidad. (Saavedra et al.,, 1989). Se han reportado
casos de biotipos resistentes de Phalaris brachystachys en cuatro paises, el
primer caso fue en 2001 en ltalia, el siguiente fue en 2008 en Turquia, 2014 en
Iran y 2015 en Siria (Heap, 2017).

Fuera del clima mediterraneo, la expansiéon de Phalaris brachystachys como
especie exotica constituye un serio problema ambiental, esta situacion se ve
favorecida tanto por el cambio climatico como por el incremento de intercambio
global de cereales, se sospecha que las semillas pueden Illegar como

acompanfnantes de impurezas en importaciones de granos. En Guanajuato se
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cuenta con la presencia de biotipos de Phalaris brachystachys resistentes a los
herbicidas inhibidores de la ACCasa (CESAVEG., 2007).

2.2.4 Métodos de control de malezas en el cultivo de trigo

El manejo de malezas debe de ir coherentemente relacionado con los problemas
especificos que se presentan en el sitio de interés, para ello se deben de tener
conocimientos de ecologia y biologia del cultivo y de las malezas presentes con la
finalidad de predecir el impacto de la infestacion sobre el rendimiento y su efecto a
lo largo del tiempo como especies nocivas. A pesar, de que las malezas suelen
ser frecuentemente olvidadas y no incluidas en los programas de proteccion
vegetal, el manejo de estas debe de ser incluido de manera habitual para aplicar

métodos idoneos en su control (FAO, 2010).

El control de malezas se dirige a la reduccion de la real competencia y a prevenir
los futuros problemas con malezas, el uso de herbicidas resuelve la mayoria de
los problemas de malezas, pero enfoques experimentales indican que pequenas
infestaciones sobrevivientes no causan pérdidas de rendimiento, siempre vy
cuando algunas especies sean manipuladas cuidadosamente, y tampoco causen
pérdida en la calidad de cosecha. Las evaluaciones econdmicas indican que en 20
a 50% de los casos la aplicacion de los herbicidas no fue necesaria. Los umbrales
economicos de malezas son un instrumento adecuado para mejorar el control en
los cultivos, son una herramienta para la toma de decisiones siendo de
importancia central para el desarrollo del Manejo Integral de Plagas (MIP)
(Gerowitt, 2005).

El manejo integrado de las malezas esta basado en el conocimiento de las
caracteristicas biolégicas y ecoldgicas que orienten a integrar diversas tacticas de
control, para ello se deben de conocer los métodos existentes para llevarlos a
cabo, (Barberi, 2004) dado el gran numero de problemas encontrados en diversas
regiones del mundo referente al manejo de malezas, un solo método no puede ser

suficiente (Labrada, 2004). Existen diversas clasificaciones y divisiones de los
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métodos empleados, de una manera general se pueden clasificar en cinco:

bioldgico, cultural, fisico, preventivo y quimico.

BIOLOGICO

El control biolégico consiste en el uso de organismos vivos, los enemigos
naturales utilizados para el control biolégico de malezas son aquellos que atacan a
dichas plantas (acaros, hongos, insectos y nematodos). Existen tres tipos de
control biologico: clasico, aumentativo y natural. El control biologico clasico
consiste en la introduccidn de enemigos exdéticos naturales en areas donde no se
encontraban para asi controlar una maleza especifica. El control bioldgico
aumentativo emplea enemigos naturales de la maleza que han sido reproducidos
previamente a nivel de laboratorio y/o invernaderos especializados, para
posteriormente ser liberados sobre la maleza objetivo. El control biolégico natural
se basa en la conservacion o aumento de los enemigos naturales existentes para

incrementar su impacto sobre las malezas objeto de control (Labrada et al., 1996).

Algunos ejemplos de control son el combate a la hierba de San Juan (Hypericum
perforatum) donde se emplearon larvas de Chrysolina quadrigemina y Cordia
curasavica que se controlé a través de la introduccidén del escarabajo defoliante
Metrogaleruca obscura, y de la avispa Eurytoma attiva y en 1863 en la India se
empled la Cochinilla grana (Dactylopius coccus) para atacar al nopal (Opuntia
vulgaris) (Badii et al., 2004).

CULTURAL

La eleccién de especies y variedades a sembrar puede hacerse en funcion de las
plantas perjudiciales que infestan el terreno, utilizando las que mejor se adapten a
un programa de control, las caracteristicas edafoclimaticas y econdmicas. La
época de siembra, la densidad y el espaciamiento entre plantas, cuidados
culturales, rotacion de cultivos, laboreo convencional, laboreo de precision, uso de
acolchado e inundacién del terreno, son algunas de las medidas implementadas

(Marsico, 1980). El manejo del agua es una importante practica cultural que afecta
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directamente al cultivo y a las malezas, el riego por goteo favorece al cultivo y no a

las malezas alejadas de la zona irrigada (Labrada et al., 1996).

El barbecho consiste en realizar labranzas periodicas del suelo, de modo que se
evita el desarrollo de la parte aérea de las malezas y de esta forma se van
agotando las semillas de malezas depositadas en el suelo. Las labranzas y ciertas
labores hechas con implementos especiales extraen y dejan en la superficie del
suelo los 6rganos vegetativos, exponiéndolos a temperaturas muy altas o bajas

dependiendo de la época del afio en que se realice (Marsico, 1980).
FiSICO

Entre los métodos fisicos se incluyen las escardas mecanicas, manuales y
térmicas y el laboreo convencional y de precision (Taberner et al., 2007). El arado
y rastreo realizados con suficiente anticipacion a la siembra o implantacion del
cultivo, permiten la germinacién de muchas semillas de malezas y la destruccién
de éstas se logra a través de maquinaria agricola, evitandose asi su posterior

aparicion (Marsico, 1980).

PREVENTIVO

El manejo preventivo de malezas es por lo general el mas barato, ya que es
oportuno y no tiene como principal enemigo el tiempo. Estas practicas rutinarias
hacen al agroecosistema menos favorable para el crecimiento de malezas. Las

actividades a desarrollar son:

e Uso de cultivos alelopaticos
e Uso de cultivos acompanantes y/o de cobertura
e Fertilizacion éptima para el cultivo, y

e Solarizacién (Dominguez, 2007).

También incluyen los procedimientos de cuarentena para prevenir la entrada de
malezas exoticas en un pais o territorio en particular (Labrada et al., 1996).
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QuiMICo

Se basa en el uso de herbicidas en aplicaciones preemergentes y/o aplicaciones
postemergentes. Es el método mas usado en la agricultura intensiva debido a las
ventajas de la eficacia, rapidez, selectividad y costo (Zita, 2012). Si bien los
herbicidas aplicados de forma correcta ofrecen una de las mayores ventajas en
medidas de control se debe evitar la dependencia a ellos, ya que pueden dificultar
el control de malezas debido a la seleccidén de biotipos resistentes a los herbicidas
(FAO, 2010).

OTROS TIPOS DE CONTROL

Es importante ofrecer nuevas alternativas que resulten efectivas y ademas de bajo
costo en el control de malezas; una de ellas es la esterilizacién del suelo con
vapor de agua, con esta medida se ataca a las malezas desde el banco de
semillas, evitando el uso de otras medidas de control, e ha demostrado que la
viabilidad de las semillas de malezas se pierde con temperaturas superiores a los
60°C y existen casos donde la efectividad es del 100%, sin embargo esta
metodologia debe ser probada a nivel de campo (Castillo-Luna y Gémez-Goémez,
2016). Una alternativa mas es el uso de bioplaguicidas ya que su principio es el
proceso bioldgico de alelopatia, algunas especies de malezas se ven inhibidas en
su germinacion por el uso de extractos de plantas que ejercen este proceso;
algunas plantas que han sido estudiadas son el girasol (Helianthus annus L. )
(Puente y Garcia, 2008) y Phyla strigulosa (Torres et al., 2006); este método es
menos costoso, muy efectivo y los beneficios que ofrecen se reflejan en la
restauracion de la biota del suelo, el equilibrio entre plagas y enemigos naturales,

pero no ha sido probado fuera de los campos experimentales.

La mejor herramienta de manejo es cambiar de estrategia a menudo a mediano y
largo plazo (Taberner et al., 2007). La tendencia debe de ser la utilizacion de
meétodos integrados que permitan la reduccién de la poblacion de malezas y

consecuentemente el banco de semillas en el suelo.
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2.3 MALEZAS RESISTENTES A HERBICIDAS

La dependencia a herbicidas para el control de malezas ha dado lugar a cambios
en la flora arvense y, mas importante, en la seleccién de poblaciones de malezas
resistentes a los herbicidas, como consecuencia se seleccionaron rapidamente y
todavia siguen seleccionando plantas dentro de las especies. El desarrollo de la
resistencia a herbicidas es un proceso evolutivo que implica mutaciones en genes,
donde esos genes que favorecen la resistencia son sometidos a la presién de
seleccién ejercida por el uso repetido de herbicidas (Garcia-Franco et al., 2014).
La resistencia a los herbicidas se ha desarrollado menos rapido que la resistencia
a los insecticidas y fungicidas pero, es preocupante el aumento exponencial de
casos, este hecho puede corresponder a que muchos de los nuevos herbicidas

afectan solo un sitio de accion (FAO, 2012).

En los sistemas de cultivos intensivos de todo el mundo, no se logra una gestion
proactiva de malezas para prevenir o retrasar la seleccion para la resistencia a los
herbicidas. Los agricultores suelen aumentar la adopcion de practicas de manejo
integrado de malezas solo después de que la resistencia a los herbicidas ha
evolucionado y es visible en los rendimientos. EI mayor costo directo de la
resistencia a los herbicidas puede ocurrir durante el primer afio de un mal control

de malezas y la consiguiente pérdida de rendimiento (Beckie, 2006).

La resistencia, sin embargo, también ha generado aspectos positivos, como un
mejor conocimiento de la biologia de las distintas especies de malezas, de los
herbicidas y una adopcion de métodos de control integrado de malezas (Taberner
et al., 2007).

2.3.1 Situacion mundial de malezas resistentes a herbicidas

Las poblaciones de malezas independientemente de la aplicacion de cualquier
herbicida, contienen biotipos resistentes y por el uso repetido de estos se expone
a la poblacién a una presion de seleccidn que puede conducir a un aumento en la
proporcion de individuos resistentes (HRAC, 2017). En 1968 se detecto el primer

caso de resistencia en un biotipo de Senecio vulgaris hacia simazina, donde dicho
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herbicida habia sido utilizado consecutivamente por afios en un vivero forestal
(Ryan, 1970). Con base a Heap (2017) el numero de malezas resistentes es de
479 casos a nivel mundial, con 250 especies (145 dicotiledoneas y 105
monocotileddéneas). Estas malezas han desarrollado resistencia a 23 de los 26
sitios de accion de los herbicidas y a 160 herbicidas diferentes. Se han reportado

casos en 87 cultivos en 66 paises.

La resistencia a los herbicidas inhibidores de la acetil coenzima A carboxilasa
(ACCasa) se reportd por primera vez en 1982 para Alopecurus myosuroides en
Reino Unido, en México se reporto resistencia a estos herbicidas por primera vez
en 1996 en biotipos de Phalaris minor y Phalaris paradoxa. Actualmente se

cuentan con 48 especies de malezas resistentes a estos herbicidas (Heap, 2017).

En México se reportan siete biotipos de malezas resistentes a herbicidas (tabla 6)
(Heap, 2017), pero estos no son los unicos biotipos resistentes que se han
encontrado en el pais, otras especies que se han detectado como resistentes son
Echinochloa colona (Valverde et al., 2000) biotipos localizados en el Estado de
México, resistentes para los herbicidas inhibidores del Fotosistema Il (Propanil) y
biotipos de Phalaris brachystachys resistentes a los herbicidas inhibidores de la
ACCasa localizados en Guanajuato (CESAVEG., 2007). Desafortunadamente
hasta la fecha no existe una fuente oficial que incluya todos los biotipos de

malezas resistentes en México.

Tabla 6. Malezas resistentes a herbicidas en México.

Primer aio
Numero Especie en el que se Sitio de accién
reporto
1 Avena fatua 1998 Inhibidores de la ACCasa
2 Bidens pilosa 2014 Inhibidores de EPSP sintasa
3 Ixophorus unisetus 2014 Inhibidores ALS
4 Leptochloa virgata 2010 Inhibidores de EPSP sintasa
5 Phalaris minor 1996 Inhibidores de la ACCasa
6 Phalaris paradoxa 1996 Inhibidores de la ACCasa
Sorghum -
7 halapense 2009 Inhibidores ALS

Fuente: Modificado de (Heap, 2017).
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2.3.2 Mecanismos de resistencia

El modo de accidén de un herbicida es un proceso de cuatro etapas, en primer
lugar, el herbicida es interceptado por la maleza, quedando retenido durante un
cierto tiempo en el exterior de la planta, posteriormente es absorbido al interior de
la planta. Como tercera etapa se da un transporte hasta el sitio activo y por ultimo
ejerce su actividad fitotoxica inhibiendo la actividad de un proceso metabdlico vital
(FAO, 2012).

Al alterarse alguno de estas etapas se tiene como consecuencia la resistencia a
herbicidas, siendo multiples las maneras con que una maleza puede ser
resistente. El mas claro, es cuando se altera el sitio de accion del herbicida,
frecuentemente se describe como efecto llave—cerradura. Sin embargo, cualquier
cambio que impida la retencidn, absorcion, transporte o metabolizacion del
herbicida también generara individuos resistentes (Taberner et al., 2007). La
resistencia a herbicidas se debe a dos mecanismos, cada uno de los cuales

confiere un diferente patrén de resistencia:

Resistencia _a_sitio_blanco (Target site resistance TSR) Es causada por los

cambios en la estructura tridimensional de la proteina blanco del herbicida,
disminuyendo la unién, asi el herbicida no se fija mas al sitio activo. Es el
mecanismo mas comun de resistencia y se relaciona con una mutacion puntual en

el sitio de accién (Délye et al., 2015).

Esta resistencia también involucra elevados niveles de expresion o actividad de la
enzima, debido al aumento de la actividad de la proteina blanco, aumento de la
expresion o de la actividad intrinseca y/o un cambio en la regulacion de la
expresion de la proteina. Asi, la sobreexpresion de la proteina blanco se debera a
efectos postranscripcionales, reguladores de la expresion o seran el resultado de

duplicaciones y/o amplificaciones génicas (Fischer, 2008).

Resistencia a sitio no blanco (Nontarget site resistance NTSR) Es causada por

cualquier mecanismo no perteneciente a TSR, es la mejora del metabolismo, la
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reduccion de la absorcion del herbicida, la translocacidon en la planta o la
desintoxicacion del herbicida. Este mecanismo se puede diferenciar en dos

fendmenos:

-Metabolismo aumentado: Degradacion del herbicida hasta sustancias no

fitotoxicas, siendo el mecanismo por el cual sobreviven algunos cultivares.

-Efecto de compartimentacion/secuestracion: El herbicida es removido de las
partes sensibles de la planta a un sitio tolerante como la vacuola o las paredes

celulares (Délye et al., 2015).

2.3.3 Resistencia a herbicidas inhibidores de Ila acetil coenzima A

carboxilasa (ACCasa)

Los herbicidas inhibidores de la ACCasa representan un mayor riesgo para la
seleccion de biotipos resistentes a herbicidas comparado con otros, la resistencia
a herbicidas selectivos se ha desarrollado en especies de alta autofecundacion
(Délye, 2005). Los herbicidas selectivos pueden imponer una presion de seleccion
extremadamente alta, capaz de provocar la evolucion de resistencia en unas
cuantas generaciones, tal es el caso de los herbicidas inhibidores de la ACCasa
(Esqueda y Zita, 2007), los ariloxifenoxipropanoatos (APPs) y ciclohexanodionas
(CHDs) son capaces de seleccionar biotipos resistentes en 1 a 5 ciclos, esto se
debe a la elevada especificidad del sitio activo, la alta frecuencia de mutacién del
gen nuclear que codifica la enzima y la posibilidad de que distintas mutaciones
semidominantes alteren el sitio de acoplamiento del herbicida en el sitio activo de

la enzima, confiriendo resistencia a la maleza (Diez de Ulzurrun y Leaden, 2012).

Los herbicidas ariloxifenoxipropanoatos (APPs), ciclohexanodionas (CHDs) y
fenilpirazolinas (PPZ) (tabla 7) se dirigen a la via de biosintesis de acidos grasos
en plantas mediante la inhibicidon de la enzima ACCasa en la forma plastidica. Sin
embargo, muchas poblaciones de malezas se han vuelto resistentes, incluidas
algunas de las principales malezas gramineas, tales como Alopecurus
myosuroides, Avena fatua, Avena sterilis, Lolium rigidum y Steria viridis L. (Liu, et
al., 2007).
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Tabla 7. Herbicidas inhibidores de la ACCasa.

ACTIVO

EMPRESA

Ariloxifenoxipropionatos

Clodinafop-propargil

Cyhalofop-buitil
diclofop-metil
fenoxaprop-P-etil
fluazifop-P-butil
haloxifop-etotil
haloxifop-metil
haloxifop-P-metil
Metamifop
Propaquizafop
quizalofop-P-etil
quizalofop-P-tefuril

Syngenta

Dow AgroSciences
Bayer Crop Science
Bayer Crop Science
Syngenta

Dow AgroSciences
Dow AgroSciences
Dow AgroSciences
Syngenta

Syngenta

DuPont

Uniroyal Chemical

Ciclohexanodionas

Aloxidim BASF
Butroxidim Syngenta
Cletodim Valent
Cicloxidim BASF
Profoxidim BASF
Sethoxydim BASF
Tepraloxidim BASF
Tralkoxidim Syngenta
Fenilpirazolinas
Pinoxaden Syngenta

Fuente: Elaborado con datos de (Heap, 2017).

Los herbicidas inhibidores de la ACCasa son utilizados comunmente en cultivos de
cereales, por ejemplo, los mayores problemas encontrados en el cultivo de trigo
estan asociados con las malezas resistentes a los herbicidas, siendo Phalaris
minor una de las malezas mas problematicas (Labrada, 2004). Phalaris minor es la
primera maleza reportada como resistente a los herbicidas inhibidores de la
ACCasa en México, otra maleza encontrada como resistente es Phalaris paradoxa
que muestra resistencia cruzada a herbicidas arilofenoxipropionatos (APPs) vy
ciclohexanodionas (CHDs) (Cruz-Hipdlito et al., 2012). Avena Fatua es otra
maleza problematica en el mundo, acentuandose su problema en México y Chile,
ya que los  Dbiotipos presentan resistencia cruzada a herbicidas
arilofenoxipropionatos (APPs), ciclohexanodionas (CHDs) y fenilpirazolinas (PPZ)
(Cruz-Hipdlito et al., 2011).
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En 1993 se encontré el primer biotipo resistente de Phalaris (Phalaris minor) en la
India, en 1996 un biotipo resistente de Phalaris paradoxa en México y en 2001 en
Italia el primer biotipo resistente de Phalaris brachystachys (Heap, 2017). Cada
afio se han encontrado biotipos resistentes de alpistillo (Phalaris sp.) en sitios
donde originalmente no existian, con lo cual se agravan los problemas de
produccion, situacion que pone en riesgo el cultivo de trigo (Garcia-Franco et al.,
2014).

2.3.4 La acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa)

La acetil coezima A carboxilasa (ACCasa) es una enzima clave en la biosintesis
de acidos grasos en organismos eucariotes y procariotes Esta enzima fue
descubierta en 1959 y se ha estudiado en una gran variedad de especies de
procariotes, mamiferos y plantas. En todas las especies estudiadas, la ACCasa
juega el mismo rol en la biosintesis de acidos grasos, a pesar de las grandes
diferencias en proteinas y en la estructura de regulacién. Una caracteristica
distintiva de la ACCasa es que tiene como cofactor la biotina (figura 7), siendo
este cofactor identificado como un portador de CO:2 ligado a esta enzima. La
biotina se encuentra en tres clases de enzimas: carboxilasas, descarboxilasas y

transcarboxilasas (Incledon y Hall, 1997).

La ACCasa interviene en la primera etapa comprometida en la carboxilacién de
acetil coenzima A a malonil coenzima A, catalizando las siguientes reacciones

medias:

(1) BCCP + HCO3 + Mg?* - ATP — BCCP-CO2+ Mg~ ADP + Pi: Carboxilasa

de la biotina

(2) BCCP-CO2 -+ Acetil-CoA — BCCP + malonil CoA: carboxil transferasa
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Figura 7. Estructura de la acetil coenzima A carboxilasa. Fuente: (Cobb, 1992).

Existen dos isoformas de esta enzima, ACCasa homomérica y ACCasa
heteromérica. La forma homomérica se compone de un gran polipéptido y la forma
heteromérica se compone de cuatro subunidades: Proteina portadora de biotina
carboxilasa (BCCP), Biotina carboxilasa (BC) y las subinidades a y 3 de Carboxil
transferasa (CT) (figura 8). En los plastidos, malonil-CoA se utiliza principalmente
en la sintesis de acidos grasos de novo, mientras que en el citosol, se utiliza en
diversas reacciones como la sintesis de flavonoides y antocianinas, la sintesis de
acidos grasos de cadena muy larga, la malonilacion de D aminoacidos, la
malonilacién del precursor de etileno 1-aminociclopropano-1-caboxilico (Sasaki y
Nagano, 2004).
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Figura 8. Compartimentacion de las dos isoformas de la ACCasa en plantas.
Fuente: (Sasaki y Nagano, 2004).

En las plantas cada célula debe de sintetizar los acidos grasos que requiere, por lo
tanto, una cantidad apropiada de malonil-CoA debe de estar siempre a tiempo en
respuesta a la demanda de la célula. Debido a que la cubierta plastidica no es
permeable a malonil CoA, es necesario que la ACCasa este presente en los
plastidos y el citosol. Las plantas dicotiledoneas contienen la forma heteromérica
en los en los cloroplastos y la forma homomérica en el citosol, pero en las
gramineas la forma homomérica se encuentra en los cloroplastos y el citosol
(figura 9) siendo esta caracteristica determinante para la sensibilidad a los
herbicidas inhibidores de la ACCasa (Délye, 2005).
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Figura 9. Isoformas de la ACCasa en gramineas y dicotiledéneas. TP: péptido acarreador,
BC: biotina carboxilasa, BCC: acarreador de la biotina carboxilasa, CT: carboxil transferasa.
Fuente: (Délye, 2005).

Los herbicidas inhibidores de la ACCasa impiden la actividad de la forma
homomeérica de la enzima, pero no de la forma heteromérica, asi en las gramineas
el ataque es a la ACCasa cloroplastica (homomérica) teniendo como
consecuencia el bloqueo de la sintesis de acidos grasos (Sasaki y Nagano, 2004).
La selectividad en los cultivos de gramineas (trigo, maiz y arroz) se basa en la
capacidad de metabolizacién del herbicida en productos inactivos, ya que
contienen la isoforma homomeérica en los cloroplastos sensible a los herbicidas y

no la forma heteromérica insensible presente en dicotiledéneas (Délye, 2005).

2.3.5 Dominio carboxil transferasa (CT) de la ACCasa

El dominio Carboxil transferasa (CT) lleva a cabo la reaccion de transcarboxilacion
a partir de la biotina, se encarga de transferir el grupo carboxilo al sustrato
receptor, es decir, al acetil coenzima A. Se encarga de catalizar el segundo
eslabon de la reaccion global. El resto de la biotina de la subunidad proteina
portadora de biotina carboxilasa (BCCP) de la ACCasa sirve como brazo oscilante
para la transferencia del ion bicarbonato de la subunidad biotina carboxilasa (BC)
hasta el acetil coenzima A ligado al centro activo de la subunidad CT (Nikolskaya
et al., 1999).
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La region que comprende el dominio CT de la ACCasa plastidica posee las
principales determinantes de sensibilidad a herbicidas APPs, CHDs y PPZ
(Galdames et al., 2009). Los estudios actuales han indicado varias mutaciones
puntuales en el gen que codifica el dominio CT de la ACCasa plastidica que es
responsable de la falta de sensibilidad de la enzima a herbicidas inhibidores de

ACCasa en varias malezas gramineas (Cruz-Hipdlito et al., 2012).

2.3.6 Mutaciones puntuales en la ACCasa

La resistencia en el sitio diana es causada esencialmente por un solo cambio de
un aminoacido en el dominio carboxil transferasa (CT), lo que afecta la unién
inhibidora de la molécula herbicida en el sitio activo de la ACCasa. Estas
mutaciones podrian explicar la pérdida de afinidad de dicha enzima por los
herbicidas inhibidores de la ACCasa. Ciertas mutaciones puntuales localizadas en
el gen que codifica la ACCasa plastidica confieren insensibilidad a herbicidas en
varias malezas (tabla 8); estas mutaciones se producen en el dominio responsable
de la especificidad de la enzima. Se han reportado siete posiciones diferentes
como responsables de la resistencia descrita en malezas: 1781, 1999, 2027, 2041,
2078, 2088 y 2096 (Cruz-Hipdlito et al., 2015). Las mutaciones que dotan la

resistencia a herbicidas pueden clasificarse en dos tipos:

Estructural: Son los cambios en una secuencia de ADN que sintetizan una
proteina que conduciran a una disminucion de la eficacia de un herbicida. Las
mutaciones confieren una sustitucion de aminoacidos en el sitio de la proteina
objetivo, causando la disminucion de la afinidad en la unidon de la particula

herbicida y la proteina [Resistencia a sitio blanco (Target site resistance TSR)].

Regulacion: Se debe a una variacién en la expresion de la enzima a los
herbicidas o metabolizacion de las proteinas de transporte que daran lugar a un
aumento de la degradacién del herbicida o la secuestracion desde su sitio de
accion hasta un sitio inactivo._[Resistencia a sitio no blanco (Nontarget site
resistance NTSR)] (Délye et al., 2015).
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Tabla 8. Mutaciones que confieren resistencia a herbicidas inhibidores de la ACCasa.

Sustitucion
de
aminoacidos

Especie

Referencias

Asp-2078-Gly

Alopecurus myosuroides

Avena fatua

Avena sterilis spp.
ludoviciana

Eleusine indica

Lolium rigidum

Lolium spp.

Phalaris minor

Phalaris paradoxa

Setaria viridis

(Délye et al., 2002a)
(Petit et al., 2010)

(Délye et al., 2005)

(Price et al., 2004)
(Cruz-Hipalito et al., 2011)
(Liu et al., 2007)

(Leach et al.,1995)
(Powles 'y Yu, 2010)
(Tardif et al., 1993)
(Scarabel et al., 2011)
(Jang et al., 2013)
(Cruz-Hipodlito et al., 2015)
(Hochberg et al., 2009)

(Marles et al., 1993)

Cys-2088-Arg

Lolium rigidum

(Yu et al., 2007)

Alopecurus myosuroides

Avena sterilis spp.
ludoviciana

Digitaria ischeamum

(Petit et al., 2010)

(Délye et al., 2005)
(Cocker et al., 2000)

(Kuk et al., 1999)

(Gronwald et al., 1992)

Gly-2096-Ala  Lolium multiflorum (De Prado et al.. 2000)
Lolium rigidum (Preston et al., 1996)
Lolium temulentum L. (Kuk et al., 2000)

Gly-2096-Ser  Alopecurus myosuroides  (Petit et al., 2010)

34



Tabla 8. Mutaciones que confieren la resistencia a herbicidas inhibidores de la ACCasa (Continuacién).

Sustitucion Especie Referencias
de
aminoacidos
Gly-2096-Ser  Phalaris paradoxa (Cruz-Hipolito et al., 2012)
(Christoffers y Pederson, 2007)
(Moss et al., 2003)
. (Petit et al., 2010)
Alopecurus myosuroides (Brown et al., 2002)
(Délye et al., 2002c)
(Délye et al., 2002b)
(Christoffers y Pederson, 2007)
Avena fatua (Christoffers et al., 2002)
(Shukla et al., 1997a)
Avena sterilis spp.
ludoviciana (Liu et al., 2007)
Digitaria sanguinalis (Volenberg y Stoltenberg, 2002)
(Powles y Yu, 2010)
) ) . .- (Zagnitko et al., 2001)
lle-1781-Leu Lolium rigidum (Zhang y Powles, 2006)
(Yu et al., 2007)
. . (Kaundun, 2010)
Lolium multiflorum (White et al., 2005)
L (Jang et al., 2013)
Phalaris minor (Cruz Hipdlito et al., 2015)
Phalaris paradoxa (Hochberg et al., 2009)
Setaria faberl (Shukla et al., 1997b)
(Délye et al., 2002b)
o (Shukla et al., 1997b)
Setaria viridis (De Prado et al., 2004)
(Délye et al., 2002a)
(Petit et al., 2010)
lle-2041-Asn Alopecurus myosuroides  (Délye et al., 2003)
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Tabla 8. Mutaciones que confieren la resistencia a herbicidas inhibidores de la ACCasa (Continuacién).

Sustitucion Especie Referencias
de
aminoacidos

Avena fatua (Cruz-Hipdlito et al., 2011)
Avena sterilis spp. (Liu et al., 2007)

ludoviciana

lle-2041-Asn  Lolium rigidum (Yu et al., 2007)

(Scarabel et al., 2011)

Lolium spp. (Délye et al., 2003)

Phalaris paradoxa (Hochberg et al., 2009)

Avena sterilis spp. (Liu et al., 2007)
Trp-1999-Cys ) joviciana
(Petit et al., 2010)

Alopecurus myosuroides (Délye et al., 2005)

Lolium multiflorum (Kaundun, 2010)

Lolium rigidum (Yu et al., 2007)

Avena sterilis spp.

Trp-2027-Cys ludoviciana

(Liu et al., 2007)

Phalaris paradoxa (Hochberg et al., 2009)

2.4 DETECCION Y MANEJO DE RESISTENCIA EN MALEZAS

La sospecha inicial de resistencia esta relacionada con un control deficiente de la
maleza después de una aplicacion herbicida. La resistencia a herbicidas no es un
problema que se presente de forma subita en un terreno en particular, ni es la falta
de control de maleza es un solo ano. Puede ocurrir primero en pequenas areas,
especialmente en donde se han utilizado herbicidas con el mismo modo de accion
por varios afios consecutivos (Garcia-Franco et al., 2014). Existen indicadores

clave de la resistencia en el campo, los cuales son:
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e Plantas no afectadas entre grupos de plantas muertas de la misma
especie, que fueron tratadas al mismo tiempo.
e Manchones de malezas no controladas que se estan expandiendo.
¢ No hay evidencia de escapes o problemas de aplicacion.
e Poco o ningun dafio en las malezas.
e El mismo herbicida se ha utilizado afio con afo.
e Se ha confirmado la resistencia en terrenos cercanos (Esqueda y Zita,
2007).
Cuando un herbicida parece no funcionar como se espera, el primer paso es
identificar el problema. Hay muchas causas de los problemas del funcionamiento
del herbicida que son diferentes a la resistencia, estos incluyen una pobre
cobertura de aplicacién, uso de una dosis incorrecta, mala identificacién de la
maleza, condiciones ambientales adversas, incorrecto momento de aplicacion
entre otros. Si al analizar estos tdpicos todo parece haberse hecho de manera
correcta y eficiente, lo consiguiente es hacer pruebas para determinar la posible

resistencia y esas pruebas son:

Prueba de dosis de discriminacién: Determinara el estatus de la susceptibilidad de
la poblacion y su cambio. Los datos pueden generarse de bioensayos con los

sobrevivientes en el area que fue tratada.

Prueba de respuesta de dosis: La poblacion en cuestion (resistente) y la poblacion
conocida como susceptible deben ser probadas con el herbicida que se ha usado

frecuentemente en campo (FAO, 2012).

El objetivo del manejo de la resistencia es prevenir o al menos retardar la
acumulacién de individuos resistentes en las poblaciones de malezas, de manera
que preserve la efectividad de los herbicidas disponibles. Un principio clave del
Manejo Integral de Plagas (MIP) es usar los herbicidas solamente cuando sean
absolutamente necesarios y usar técnicas alternativas de manejo de malezas

siempre que sea posible. EL MIP, por lo tanto, constituye un enfoque fundamental

37



para el manejo de la resistencia al minimizar la presion de seleccion que provoca
el herbicida (FAO, 2012).

La prevencién de la resistencia es una opcion mas facil y barata que el manejo de
una resistencia confirmada, un simple cambio de herbicidas no es suficiente para
vencer la resistencia a mediano y largo plazo, por ello se necesita el desarrollo de
un sistema integrado y sostenible para cada predio en particular (FAO, 2010). Las
tres areas clave para el manejo de malezas son: Agronomia del cultivo, técnicas
culturales y el uso de herbicidas, cuando se emplean de forma integrada y
alternante sirven para reducir la presion de seleccidon sobre cualquier especie de
malezas y disminuyen sustancialmente la probabilidad de supervivencia de
individuos resistentes (HRAC, 2017). Los problemas de riesgo econdémico, la
disponibilidad de mano de obra y gestién del tiempo afecta la adopcién de otras
practicas culturales o mecanicas para la gestion de malezas resistentes a

herbicidas.

Los herbicidas deben de ser vistos como un recurso no renovable, no se pueden
esperar muchos compuestos con nuevos sitios de accion para ser comercializados
en un futuro cercano (Beckie, 2006). A pesar de que se dispone de un elevado
numero de sustancias activas herbicidas y que el numero de mecanismos de
accion es relativamente grande, para controlar una determinada especie en un

cultivo en concreto se dispone de pocas opciones (FAO, 2012).

Otro aspecto a cuidar es el efectuar programas de prevencion y manejo de
resistencia cuando se introduzcan nuevos herbicidas, estos programas deben de
implementarse antes de que la resistencia se convierta en un problema y aplicarse
uniformemente en grandes areas a fin de obtener su beneficio biolégico completo.
La realizacion de estudios de resistencia de malezas a herbicidas se debera
promover en aquellas regiones con alto consumo de herbicidas, por lo cual sera
necesario llevar un programa que permita determinar los biotipos resistentes,
estructurar esquemas de rotacion de grupos herbicidas, rotacion de otras practicas
de control y del manejo de cultivos (FAO, 2010).
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Desafortunadamente el modelo individualista del combate de malezas ignora su
capacidad evolutiva, sus efectos y las medidas de control fuera de las unidades
productivas, olvidando el hecho de que las malezas no conocen limites de predios
ni fronteras. No hay ninguna norma que obligue a los duefios de predios a
controlar las malezas para evitar que éstas se propaguen y diseminen fuera de su
propiedad, no se encuentran regulaciones para la deteccion temprana,
erradicacién o control de alguna especie o mitigacion de los dafios que causan las
malezas, no hay referencia al combate de plagas invasoras. Contamos con leyes y
normas que regulan en el pais la produccion, importacion, transporte, venta,
algunos usos y la prohibicion de herbicidas, no obstante no se ha impedido el mal
uso de los herbicidas, no se han estudiado los efectos que producen en especies
que no son el blanco y sus efectos nocivos en animales y humanos. No se aprecia
que las malezas son un factor limitante para la agricultura y sus costos
econdmicos son equiparables con plagas y enfermedades directas en el cultivo

(Espinosa-Garcia y Vibrans, 2009).
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lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar y comparar las secuencias nucleotidicas del dominio carboxil
transferasa (CT) de la acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa) de dos biotipos de

Phalaris brachystachys.

Objetivos particulares

Analizar la expresion del dominio CT de la ACCasa en Phalaris brachystachys en

los biotipos sensible y resistente a herbicidas inhibidores de la ACCasa.

Determinar las bases moleculares de Phalaris brachystachys en el biotipo

resistente a herbicidas inhibidores de la ACCasa.

IV. HIPOTESIS

Si Phalaris brachystachys presenta resistencia a los herbicidas inhibidores de la
acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa) se expresara una mutacion puntual en el

dominio carboxil transferasa (CT) de la ACCasa.
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V. METODOLOGIA
5.1 Material vegetal

Las caridépsides de Phalaris brachystachys fueron colectadas durante 2008 en
diversas localidades del estado de Guanajuato (Medina et al., 2007), entre ellas se
identificaron plantas resistentes y sensibles a los herbicidas inhibidores de la
ACCasa aplicados en los ultimos 10 afos. Posteriormente en la FES Cuautitlan,
UNAM se sembré dicho material vegetal en varios bioensayos para la produccion
de semillas. De las ocho colectas de esta especie, se emplearon dos para el
presente trabajo; la colecta correspondiente al biotipo sensible a los herbicidas
inhibidores de la ACCasa se identifico como Pb-INIFAP(S), Irapuato. La colecta
correspondiente al biotipo resistente a herbicidas inhibidores de la ACCasa se

identifico como I-Pb-4 (R) colecta invernadero Molino de Santa Ana, Irapuato.

5.2 Condiciones de crecimiento

Las caridpsides fueron sembradas en charolas de germinacion, para ello se utilizd
el sustrato Peat moss y agrolita en una proporcion 1:1, previamente esterilizado en
autoclave. Para el proceso de desinfeccion, las caridépsides fueron sumergidas en
Tween 20® al 0.1% en agitacién por 2 minutos, posteriormente se realizé un
lavado sumergiéndolas en agua destilada por 30 segundos, después fueron
depositadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 20% durante 4 minutos, se
realizé un segundo lavado sumergiéndolas en agua destilada por 30 segundos y
un tercer lavado sumergiéndolas en agua destilada por 5 minutos. Terminando el
tiempo de lavado las semillas fueron depositadas en una camara humeda creada
dentro de una caja de petri. Posterior a esto se llenaron las cavidades de los
semilleros hasta un 90% de su capacidad con el sustrato humedo por agua
destilada estéril para continuar con la siembra. Los semilleros se dejaron en un
invernadero de las instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
UNAM (FES-C).
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Un mes después de la siembra se realiz6 el trasplante correspondiente a macetas
redondas de un diametro de 12.5 cm, empleando como sustrato tierra negra
Nutrigarden® y agrolita en un proporcién 2:1. Las macetas se mantuvieron en
condiciones de invernadero dentro de la FES-C y el riego fue de lunes a viernes a

capacidad de campo.

5.3 Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN de los biotipos de Phalaris brachystachys sensible
y resistente con el método de Plant DNAzol Reagent®, utilizando material vegetal
fresco de hojas jévenes de cada planta. Se tomaron muestras de material vegetal
de 100 mg para cada una de las muestras (sensible y resistente), cada trozo de
hoja fue limpiado con papel impregnado con alcohol al 70%, el material biolégico
se colocd en un mortero frio donde se le agregaron 300 uL de Plant DNAZzol
Reagent® para macerar durante 15 minutos aproximadamente. El producto
resultante se pasé a un tubo eppendorf® de 1.5 mL para incubarlo a temperatura
ambiente con agitacién por 5 minutos, se agregaron 300 uL de cloroformo y se
mezcld vigorosamente. Nuevamente se incub6é a temperatura ambiente con
agitacion por 5 minutos, posteriormente se centrifugd a 10300 rpm por 10 minutos

y se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf® de 1.5 mL.

Para el proceso de precipitacion del ADN a ese nuevo tubo eppendorf® de 1.5 mL
se le agregaron 225 uL de etanol absoluto frio, se mezclé por inversion (10 veces)
y se mantuvo a temperatura ambiente por 5 minutos, pasado el tiempo se
centrifugd a 6700 rpm por 4 minutos, después se decantd el sobrenadante y se

obtuvo “una pastilla” en el fondo del tubo.

Para el lavado del ADN en el tubo eppendorf® de 1.5 mL donde se encentraba “la
pastilla” se adicionaron 300 pL de la mezcla de lavado (1 mL de Plant DNAzol
Reagent® + 750 uL de etanol absoluto) se agitdé el tubo en vortex por unos
segundos y se dejo incubar a temperatura ambiente por 5 minutos, posteriormente

se centrifugd a 6700 rpm por 4 minutos, después se decantd el sobrenadante y a
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la nueva “pastilla” depositada en el fondo del tubo se le adicionaron 300 uL de

etanol al 70% y se mezcld en vértex. Por ultimo se centrifugé a 6700 rpm por 4

minutos.

Para la solubilizacion del ADN del tubo previamente centrifugado se decanto el
sobrenadante y se invirtio el tubo sobre un trozo de papel hasta evaporarse el
etanol dentro del mismo sin que “la pastilla” depositada en el fondo se
desprendiera, se adicionaron 50 uL de agua inyectable precalentada a 65°C para

resuspender la pastilla por pipeteo hasta disolverla y obtener la muestra de ADN.

Para determinar la calidad y cantidad del ADN extraido se utiliz6 un equipo

nanodrop 2000 Thermo Scientific®.
5.4 Integridad del ADN

La integridad del ADN fue determinada por el método de electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% disuelta en 40 mL del tampdn TAE 1X (40 mM Trisacetato; 10
mM EDTA) y 4uL de bromuro de etidio, se utilizé una camara de electroforesis
horizontal Consort® modelo EV243. Para cargar las muestras se mezclaron 10 uL
de ADN + 2 uL de buffer de carga Thermo Scientific® 6x DNA loading y en un pozo
adicional se colocaron 3 uL de marcador Thermo Scientific® gene Ruler + 1 uL de
buffer de carga. La corrida del gel se realizé a 90 voltios durante 45 minutos.
Posteriormente el gel se transfirid a un transiluminador Everich® modelo JY02S

para visualizar el ADN por luz ultravioleta (254 nm).

5.5 Diseno de primers

Se disenaron dos pares de primers para amplificar por PCR dos fragmentos del
gen correspondiente a la ACCasa denominados como regién A (Up n600/Low
n600) y B (Up n591/Low n591) del dominio carboxil transferasa (CT) de la ACCasa

(tabla 9). Los primers fueron sintetizados por IDT® (Integrated DNA Technologies).
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Tabla 9. Disefo de primers regién A y B del dominio CT de la ACCasa.

Region  Oligonucledtido Secuencia (5- 3")
Up n600 GCGTGCTGCTGGGCTCAAT
A
Low n600 CCAGTTAAGATAATGGGCTGGTC
Up n591 AAGGATGGGCGAAGACAGTAGTTA
° Low n591 CTCCATCAGATAGGCTTCCATTT

Fuente: (Zita, 2012).
5.6 Amplificacién de las regiones A y B del dominio CT

Para la reaccion de PCR se utilizaron 600 ng de ADN gendémico extraido de
Phalaris brachystachys de cada biotipo, sensible y resistente. Para amplificar las
regiones de interés del gen ACCasa se utilizo el kit para PCR Thermo Scientific®
Tag DNA Polymerase (Recombinant), la mezcla de reaccion se realizd
adicionando 5 pL de buffer KCI a una concentracion final 1X, 5 uL de dNTP mix a
una concentracion final de 0.2 mM, 2 uL de cada primer (forward y reverse) a una
concentracion final de 0.4 uM, 5 uL de MgClz a una concentracion final de 2.5 mM,
2 uL de DNA templado a una concentracion de 600 ng, 1 uL de Taq polymerase a
una concentracion final de 1.25 U/uL y por ultimo el volumen necesario de agua
inyectable para llevar cada muestra a un volumen total de reaccién de 50 uL (28
uL para las muestras de ADN de Phalaris brachystachys sensible y resistente y
para el blanco negativo 30 uL de agua inyectable). Las muestras se hicieron por

duplicado, excepto el blanco negativo.

La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador Sure Cycler 8800 de Agilent
Technologies®. Para los primers n600 se ejecutd el siguiente programa: 1 ciclo
para la desnaturalizacion inicial de 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de

desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 55.7°C por 30
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segundos y extension a 72°C por 30 segundos. Por ultimo un ciclo de extension

final de 72°C por 7 minutos y el paso de enfriamiento a 4°C (figura 10 A).

Para la amplificacion de los primers n591 se ejecut6 el siguiente programa: 1 ciclo
para la desnaturalizacién inicial de 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 54.4°C por 30
segundos y extension a 72°C por 30 segundos. Por ultimo un ciclo de extension

final de 72°C por 7 minutos y el paso de enfriamiento a 4°C (figura 10 B).

n 600 n 591
35 ciclos 35 ciclos
94 °C | 94 °C i ! |
T R 72°C i72°C 34°C 194°C :
2min | 305 N\ s57°%C —mF—\ — 72°C 72°C
i ! 30s [7min 2min | 305 \ 544 °C ——
0 s H | A 30 s 7min
30 s i
4°C \acc
= \
=

Figura 10. Programa de amplificacion del dominio CT de la ACCasa. A=Programa de

amplificacion para la region n600 y B= Programa de amplificacion para la regién n591.

5.7 Electroforesis en gel de agarosa para el ADN amplificado

Se hizo un gel de agarosa al 1.5% disuelto en 40 mL del tampon TAE 1X (40 mM
Trisacetato; 10 mM EDTA) y 4uL de bromuro de etidio, se utilizé una camara de
electroforesis horizontal Consort® modelo EV243. Para cargar las muestras se
mezclaron 20 uL de ADN + 4 uL de buffer de carga Thermo Scientific® 6x DNA
loading y para el marcador se tomé 1 uL de buffer de carga + 3 uL de marcador
Thermo Scientific® gene Ruler. La corrida del gel se realizé con un voltaje de 90
voltios durante 45 minutos. Posteriormente el gel se transfirié a un transiluminador

Everich® modelo JY02S para visualizar el ADN por luz ultravioleta (254 nm).
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5.8 Purificacion de los fragmentos obtenidos en la PCR

Con el propésito de eliminar las impurezas de la mezcla de reaccion de PCR,
como reactivos remanentes se empled el kit de purificacion Montage PCR de
Millipore®. Para realizar la purificacién se insertd la columna morada dentro de un
tubo colector, donde se adicionaron 350 pL de agua inyectable sin tocar la
membrana de la columna con la punta de la pipeta, posteriormente se adicionaron
50 uL del producto PCR de cada muestra (el volumen final dentro de la columna
debe de ser de 400 pL). Tapado el tubo se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos,
se removio la columna colocandola en un nuevo tubo colector adicionando 20 L
de agua inyectable, sin tocar la membrana con la punta de la pipeta. Se invirtio la
columna y se insert6 en esa posicion dentro del tubo colector, se centrifugdé a 3000
rom por 2 minutos. Por ultimo se retird la columna y el volumen contenido en el

tubo es el producto PCR purificado.

5.9 Electroforesis en gel de agarosa para el ADN amplificado y purificado

Se hizo un gel de agarosa al 1.5% disuelto en 40 mL del tampén TAE 1X (40 mM
Trisacetato; 10 mM EDTA) y 4uL de bromuro de etidio, se utilizé una camara de
electroforesis horizontal Consort® modelo EV243. Para cargar las muestras se
mezclaron 5 pyL de ADN producto PCR + 1 uL de buffer de carga Thermo
Scientific® 6x DNA loading y para el marcador se adicioné 1 uL de buffer de carga
+ 3 uL de marcador Thermo Scientific® gene Ruler. La corrida del gel se realizd
con un voltaje de 90 voltios durante 45 minutos. Posteriormente el gel se transfirié
a un transiluminador Everich® modelo JY02S para visualizar el ADN por luz

ultravioleta (254 nm).

5.10 Secuenciacion

La secuenciacion de las muestras de ADN gendmico purificado se realizé en el
Laboratorio Nacional en Salud: Diagndstico molecular y efecto ambiental en
enfermedades cronico-degenerativas de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, UNAM.
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VI. RESULTADOS
6.1 Material vegetal

Las cariopsides de la colecta Pb-INIFAP (sensible) que fueron sembradas en
charolas tuvieron un 19.05% de germinacion, teniendo una altura promedio de
13.12 cm en el momento del trasplante. En cuanto a las caridpsides de la colecta
I-Pb-4 (resistente) se obtuvo un 14.28% de germinacion teniendo una altura

promedio de 8.00 cm al momento del trasplante.

Cuatro meses después de la siembra se llevé a cabo la extraccion de ADN, la
colecta Pb-INIFAP (sensible) tenia una altura promedio de 43.93 cm y la colecta
I-Pb-4 (resistente) 23.85 cm. Se observo que el habito de crecimiento de los
biotipos era distinto, ya que las plantas del biotipo resistente tienden a crecer de
manera horizontal, teniendo hojas mas anchas, pero con una textura muy delicada
ya que al tener contacto con las hojas estas tienden a danarse. En cuanto al
biotipo sensible se observo una ligera tendencia a un crecimiento vertical, teniendo
hojas delgadas, pero mas largas y en promedio con dos hojas mas en cada planta

(7 hojas) comparado con el biotipo resistente (figura 11).

Figura 11. Crecimiento de biotipos de Phalaris brachystachys. [A] Biotipo resistente I-Pb-4 (R)
y [B] Biotipo sensible Pb-INIFAP (S).
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6.2 Extraccion de ADN

Se obtuvo ADN de los biotipos de Phalaris brachystachys resistente y sensible, se
cuantifico y determiné la calidad del ADN extraido. La integridad fue evaluada por
visualizacion en un gel de agarosa al 0.8% (figura 12). El biotipo resistente 1-Pb-4
(R) obtuvo una concentracion de 411.6 ng/uL y un radio de 1.93 y para el biotipo
sensible Pb-INIFAP (S) se obtuvo una concentraciéon de 504.0 ng/uL y un radio de
1.86, ambos radios se encuentran en el rango de 1.8 a 2.0 lo que se traduce en
una alta pureza de extraccion lo que determina que el ADN es de una éptima

calidad para la reaccion de PCR.

< ADN

Gendmico

Figura 12. Gel de electroforesis de la extraccion de ADN de biotipos de Phalaris
brachystachys. 1: Marcador 100 pb [300 ng]. 2: Biotipo resistente, I-Pb-4 (R) 10 uL [4.11 ug] vy
3: Biotipo sensible, Pb-INIFAP (S) 10 pyL [5.04 pg], la flecha indica el ADN gendmico. Gel de

agarosa al 0.8%.

48



6.3 Amplificacién de las regiones A y B del dominio CT

Para determinar la expresién del dominio carboxil transferasa (CT) de la acetil
coenzima A carboxilasa (ACCasa) en los biotipos de Phalaris brachystachys
resistente y sensible se realiz6 una PCR punto final utilizando como templado el
ADN gendmico extraido. Se utilizaron dos pares de primers para amplificar dos
regiones distintas del dominio CT pertenecientes al gen de la ACCasa. En estas
regiones se han encontrado las mutaciones mas importantes asociadas con la
resistencia a herbicidas inhibidores de la ACCasa, la region A tiene un peso de

600 pb (figura 13) y la regién B tiene un peso de 591 pb (figura 14).

Posterior a la amplificacion se purificaron los productos de PCR para la

secuenciacion de los fragmentos obtenidos (figura 15).

Figura 13. Gel de electroforesis de la expresion de la region A del dominio CT de la ACCasa
mediante PCR. ADN amplificado de oligo n600. 1: Marcador 100 pb [300 ng]. 2: Biotipo resistente,
I-Pb-4 (R) 20 pL y 3: Biotipo sensible, Pb-INIFAP (S) 20 pyL. Gel de agarosa al 1.5%.
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Figura 14. Gel de electroforesis de la expresién de la region B del dominio CT de la ACCasa
mediante PCR. ADN amplificado de oligo n591. 1: Marcador 100 pb [300 ng]. 2: Biotipo resistente,
I-Pb-4 (R) 20 pL y 3: Biotipo sensible, Pb-INIFAP (S) 20 pL. Gel de agarosa al 1.5%.

Figura 15. Gel de electroforesis de la purificacion de los productos PCR. 1: Marcador 100 pb
[300 ng]. 2: R600, ADN amplificado de oligo n600 del biotipo resistente I-Pb-4 (R) 5 pL. 3: S600,
ADN amplificado de oligo n600 del biotipo sensible Pb-INIFAP (S) 5 uL. 4: R591, ADN amplificado
de oligo n591 del biotipo resistente I-Pb-4 (R) 5 yL y 5: S591, ADN amplificado de oligo n591 del
biotipo sensible Pb-INIFAP (S) 5uL. Gel de agarosa al 1.5%.
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Se realizé el andlisis densitométrico utilizando el software Imaged® para medir el
nivel de expresion relativa del dominio CT de la ACCasa en los productos
amplificados obtenidos en la PCR. Se determin6é que para la amplificacion de la
region A (n600) el nivel de expresion relativa del biotipo resistente fue de 1.040
veces mayor en comparacion con el biotipo sensible; referente a la regiéon B (n591)
se determind que el nivel de expresién relativa del biotipo resistente fue de 1.1

veces mayor en comparacion con el biotipo sensible (figura 16).

Figura 16. Expresion del dominio CT de las regiones A (n600) y B (n591) en los biotipos
sensible y resistente de Phalaris brachystachys. (A) Analisis densitométrico del nivel de
expresion de la region A. (B) Analisis densitométrico del nivel de expresion de la region B. Analisis

realizado por software ImageJ® con cuantia de 0.1 y 0.2 para la region A y B respectivamente.

6.4 Secuenciacion

Se obtuvo la secuencia de los productos PCR de los biotipos resistente y sensible
de Phalaris brachystachys correspondiente a la regiéon A y B (figuras 17 y 18), se
hizo un alineamiento entre si y se cotejaron con la secuencia de Phalaris minor
silvestre (AY196481.1 GeneBank) para detectar los cambios en los nucleétidos. El

analisis se realizé con el software libre clustalW® (www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/).
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Figura 17. Andlisis de secuencias las nucleotidicas de la region A del dominio CT de la
ACCasa. Alineamiento de secuencias obtenidas del producto de PCR comparadas con la
secuencia silvestre de Phalaris minor, R600= Biotipo resistente de Phalaris brachystachys vy

S600=Biotipo sensible de Phalaris brachystachys.
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Figura 18. Andlisis de las secuencias nucleotidicas de la region B del dominio CT de la
ACCasa. Alineamiento de secuencias obtenidas del producto de PCR comparadas con la
secuencia silvestre de Phalaris minor, R591= Biotipo resistente de Phalaris brachystachys,

S591=Biotipo sensible de Phalaris brachystachys.
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Posteriormente

las secuencias nucleotidicas se codificaron a secuencias

aminoacidicas para detectar mutaciones puntuales y cotejarlas con las mutaciones

reportadas (figuras 19 y 20), para ello se utilizo el software libre fr33®

(http://www.fr33.net/translator.php).
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Figura 19. Analisis de las secuencias aminoacidicas de la region A del dominio CT de la

ACCasa. Alineamiento de secuencias obtenidas del producto de PCR comparadas con la

secuencia silvestre de Phalaris minor, R600= Biotipo resistente de Phalaris brachystachys vy

S600=Biotipo sensible de Phalaris brachystachys.
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Figura 20. Analisis de las secuencias aminoacidicas de la regiéon B del dominio CT de la

ACCasa. Alineamiento de secuencias obtenidas del producto de PCR comparadas con la

secuencia silvestre de Phalaris minor, R591= Biotipo resistente de Phalaris brachystachys vy

S591=Biotipo sensible de Phalaris brachystachys.
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En la region A (n600) se encontraron tres mutaciones puntuales en las posiciones
1651, 1652 y 1653, teniendo los siguientes cambios de aminoacidos
respectivamente: Serina por acido glutamico, treonina por cisteina y acido
glutamico por serina (Ser-1651-Glu, Thr-1652-Cys y Glu-1653-Ser). Para la region
B (n591) se encontraron dos mutaciones puntuales en los posiciones 1947 y 1948,
teniendo los siguientes cambios de aminoacidos respectivamente: glicina por

acido aspartico y triptéfano por glicina (Gly-1947-Asp y Trp-1948-Gly).

Para identificar la posicion de las mutaciones localizadas en el dominio CT de la
ACCasa del biotipo resistente de Phalaris brachystachys se analiz6 la estructura
tridimensional del dominio CT de la ACCasa de Phalaris minor por medio del
software Swiss Model® [P. minor (Q84U78_9POAL)] (figura 21), con la finalidad de
saber si dichas mutaciones corresponden a una posicion dentro del sitio activo
donde se une el herbicida. Cotejando la secuencia del dominio CT obtenida de los
biotipos resistente y sensible de Phalaris brachystachys, en este modelo se
identifico que las mutaciones de la region A no son representativas, ya que no
estan dentro del sitio activo para el herbicida. En cuanto a las mutaciones
detectadas en la regiéon B se localizaron dentro del sitio activo y la mutacién
Trp-1948-Gly se encuentra posicionada frente a una mutacion puntual

comunmente reportada: lle-2041-Asn (figura 22).

La mutaciéon Gly-1947-Asp causo la sustitucion de un aminoacido alifatico (glicina)
por un aminoacido de carga negativa (acido aspartico). La mutaciéon Trp-1948-Gly
causo la sustitucion de un aminoacido aromatico (triptéfano) por un aminoacido
alifatico, glicina (figuras 23 y 24). Las sustituciones antes mencionadas poseen
distintas propiedades fisicoquimicas que pueden alterar estructural y/o
conformacionalmente el sitio activo y en consecuencia modificar la interaccion del

mismo con el herbicida.
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Figura 21. Estructura tridimensional de la ACCasa de Phalaris minor. Imagen obtenida

mediante el programa Swiss Model®.

TRP 1948
ILE 2041

GLY1947

ILE 2041

TRP 1948 GLY 1947

Figura 22. Posicionamiento de los aminoacidos lle-2041, Gly-1947 y Trp-1948 en la

estructura tridimensional de la ACCasa. Imagen obtenida mediante el programa Swiss Model®.
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Figura 23. Mutacion puntual Gly-1947-Asp. Estructura de los aminoacidos y cambio en su grupo

funcional. Imagen obtenida mediante el programa Swiss Model®.

57



Figura 24. Mutacion puntual Trp-1948-Gly. Estructura de los aminoacidos y cambio en su grupo

funcional. Imagen obtenida mediante el programa Swiss Model®.
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VII. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como intencion determinar y comparar las secuencias
nucleotidicas del dominio carboxil transferasa (CT) de la acetil coenzima A
carboxilasa (ACCasa) para dos biotipos de Phalaris brachystachys, ya que esta es
una maleza de importancia mundial por su comportamiento resistente a herbicidas
inhibidores de la ACCasa. En el estado de Guanajuato se ha encontrado como

maleza exotica, siendo un problema en la produccion del cultivo de trigo.

Los biotipos analizados fueron uno sensible y uno reportado como resistente
(Medina et al., 2007) a herbicidas inhibidores de la ACCasa, al observar el habito
de crecimiento se encontraron diferencias significativas, el biotipo resistente en
promedio fue ~20 cm mas pequefio que el biotipo sensible. Una caracteristica del
género Phalaris sp. es su crecimiento delicadamente decumbente, sin embargo, el
biotipo resistente presentd un crecimiento totalmente horizontal, dandole una
ventaja adicional, ya que dentro del cultivo del trigo se expone en menor medida a
los tratamientos herbicidas debido a que las plantas aledafias lo cubren en gran

parte.

El numero de hojas en el biotipo sensible tuvo de 1 a 3 hojas mas que el biotipo
resistente, dicho factor tomé relevancia nuevamente en la extraccién de ADN, ya
que para 100 mg de material vegetal que fue la cantidad necesaria para el
procedimiento, se requirid6 una mayor cantidad de area foliar del biotipo resistente
en comparacion con el biotipo sensible. La concentracion y pureza de ADN varié
entre los biotipos, para el biotipo resistente se obtuvo una concentracion de 411.6
ng/uL y un radio de 1.93 y para el biotipo sensible fue una concentracion de 504.0

ng/uL y un radio de 1.86.

Los resultados de la PCR punto final determinaron la expresion del dominio CT de
la ACCasa para las regiones examinadas, se obtuvo un amplificado de ~600 pb
para la region A y un amplificado de ~591 pb para la region B, siendo lo esperado
para cada region respectivamente. Para determinar el nivel de expresion del
dominio CT de la ACCasa se realizé6 una densitometria a las imagenes de los
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geles de cada region amplificada utilizando el software Imaged®. Para la
amplificacion de la regién A el nivel de expresién relativa del biotipo resistente fue
de 1.040 veces mayor en comparacion con el biotipo sensible y para la region B se
determind que el nivel de expresion relativa del biotipo resistente fue de 1.1 veces

mayor en comparacion con el biotipo sensible.

Los resultados de la secuenciacion mostraron algunas diferencias nucleotidicas
que fueron traducidas en mutaciones para ambas regiones, en la region A se
localizaron tres mutaciones puntuales: Ser-1651-Glu, Thr-1652-Cys vy
Glu-1653-Ser. En la region B se encontraron dos mutaciones puntuales:
Gly-1947-Asp y Trp-1948-Gly.Las sustituciones de nucledtidos en la region A
dieron lugar a mutaciones neutras sin un cambio significativo estructural y

funcionalmente.

Para identificar la posicion de las mutaciones puntuales encontradas en Phalaris
brachystachys se analiz6 la estructura tridimensional de la ACCasa de Phalaris
minor (Q84U78_9POAL) utilizando el software libre Swiss Model® donde se
determind que las mutaciones en las posiciones 1651,1652 y 1653 no se situan
dentro del sitio activo, en cambio las mutaciones en las posiciones 1947 y 1948 si
se encuentran dentro del sitio activo. EI aminoacido Gly-1948 se situ6 frente a
lle-2041, una posicion determinante para la sensibilidad de herbicidas
ariloxifenoxipropionatos (APP) y ciclohexanodionas (CHD) (Délye et al., 2005). La
mutacién lle-2041-Asn ha sido reportada como causante de resistencia en cinco
especies: Alopecurus myosuroides (Délye et al., 2003), Avena fatua (Cruz-Hipdlito
et al., 2011), Avena sterilis spp. ludoviciana (Liu et al., 2007), Lolium rigidum (Yu et
al., 2007) y Phalaris paradoxa (Hochberg et al., 2009).

La mutacion Gly-1948-Trp es un mecanismo de resistencia a sitio blanco (TSR) ya
que en la estructura tridimensional se localizé en el sitio activo de la ACCasa, el
efecto de dicha mutacién podria intervenir con la sensibilidad a herbicidas
inhibidores de la ACCasa, aunque esta mutacion no se ha reportado. En el 2005
Délye y colaboradores establecieron en el modelo tridimensional de la ACCasa de

la levadura las interacciones de las moléculas APP y CHD con los aminoacidos del
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sitio activo CT de la ACCasa, determinando que una mutacion en lle-2041 tendria
un efecto homologo en Val-1967 y viceversa, comparando lo anterior con los
resultados de este estudio se podria esperar que la mutacion Gly-1948-Trp tenga
un efecto en la sensibilidad a los herbicidas inhibidores de la ACCasa o solamente
podria interferir por la obstruccién de la cavidad del sitio activo al herbicida siendo
este un mecanismo TSR por efecto postranscripcional resultado de duplicaciones
o amplificaciones génicas (Fischer, 2008) teniendo como consecuencia una

sobreexpresion de la ACCasa.

Este trabajo confirmé la resistencia de Phalaris brachystachys a herbicidas
inhibidores de la ACCasa en Guanajuato, México. El diagnostico efectivo de
resistencia aqui presentado es una pauta para el manejo que se requiere en el
campo guanajuatense con problemas de biotipos resistentes que obstaculizan la
produccion de trigo. Se debe tener en cuenta que el mayor de los costos directos
de la resistencia ocurren en el primer aino de un mal control de malezas, debido a
la baja en el rendimiento del cultivo (Beckie, 2006), pero los problemas a futuro
seran impactantes ya que el control quimico tradicional de malezas sera

inexistente.

Como primer paso para el control de biotipos de malezas resistentes a herbicidas
se debe vincular los trabajos de investigacion y los servicios de extension agricola
para tener una apropiada transferencia de tecnologia. EI Manejo Integral de
Plagas (MIP) es una estrategia idonea a emplear, la integracién de los métodos
bioldgico, cultural, fisico, preventivo y quimico evitara la presién de seleccion de
genes resistentes en las poblaciones de malezas tratadas. Una alternativa para el
manejo de malezas resistentes es la rotacion de cultivos, para ello es necesario
hacer estudios econdémicos y agronémicos, una combinacion probada en Espafia
para cultivos de trigo con malezas resistentes del género Phalaris es la rotacion

con el cultivo de girasol (Saavedra et al., 1989).

Pese a que los herbicidas ejercen la presion de seleccion de biotipos resistentes
no se deben dejar a un lado, ya que usandolos de manera apropiada son una

herramienta util en la produccion agricola, sin embargo la restriccion de herbicidas
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selectivos como es el caso de los herbicidas inhibidores de la ACCasa tendra que
estipularse en malezas identificadas como especies resistentes. Otra alternativa
es el cambio de herbicidas, en el 2011 Cruz-Hipdlito y colaboradores
recomendaron el cambio de herbicidas inhibidores de la ACCasa a herbicidas
inhibidores de ALS (metsulfurén metil + iodosulfuron) para el manejo de malezas
resistentes en el cultivo de trigo, pero dicha recomendacion puede ser
contraproducente, ya que existen casos de resistencia multiple a herbicidas
inhibidores de la ACCasa y ALS en malezas como Phalaris brachystachys,
Phalaris minor y Phalaris paradoxa (Heap, 2017).

Una perspectiva es la creacion de nuevas moléculas herbicidas dirigidas a la
ACCasa, los derivados de bipiperidilcarboxaminas son potentes inhibidores de la
ACCasa homomérica en mamiferos, con lo cual son candidatos potenciales para

el desarrollo de nuevos herbicidas inhibidores de la ACCasa (Délye, 2005).
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VIIl. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias en las secuencias nucleotidicas de Phalaris

brachystachys entre los biotipos sensible y resistente.

La expresion relativa del dominio CT de la ACCasa para la amplificacion de la
region A (n600) en el biotipo resistente fue de 1.040 veces mayor en comparacion

con el biotipo sensible.

La Expresion relativa del dominio CT de la ACCasa para la amplificacién de la
region B (n591) en el biotipo resistente fue de 1.1 veces mayor en comparacion

con el biotipo sensible.

En la region A (n600) se encontraron tres mutaciones puntuales: Ser-1651-Glu,
Thr-1652-Cys y Glu-1653-Ser.

En la region B (n591) se encontraron dos mutaciones puntuales: Gly-1947-Asp y
Trp-1948-Gly.

Las sustituciones Ser-1651-Glu, Thr-1652-Cys y Glu-1653-Ser son mutaciones
neutras en estructura y funcionalidad y no se localizan en el sitio activo del
dominio CT de la ACCasa.

Las sustituciones Gly-1947-Asp y Trp-1948-Gly se localizan en la abertura del sitio

activo del dominio CT de la ACCasa.

El aminoacido Gly-1948 se situé frente a lle-2041, que es una posicion
determinante para la sensibilidad de herbicidas ariloxifenoxipropionatos (APP) y

ciclohexanodionas (CHD).

Por su posicion en el sitio activo del dominio CT de la ACCasa, la mutacion
puntual Trp-1948-Gly proporciona un mecanismo de resistencia a sitio blanco
(TSR) por un efecto postranscripcional resultado de duplicaciones o

amplificaciones génicas.
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