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Resumen

Para conocer los cambios en los nucleotidos en el gen de la enzima EPSPS
se utilizo el método de CTAB modificado para aislar el ADN gendémico total (Doyle y
Doyle, 1990). Para amplificar una region que contiene el sitio de la mutacion de
prolina a serina en el sitio 106. Al igual se utilizo una técnica de biologia
molecular PCR siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction) (Kary Mullis
1986) cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN

particular.

Palabras clave: Resistencia a glifosato, mecanismos de resistencia, glifosato,

Eleusine indica (L.), herbicidas.

VI



INTRODUCCION

El maiz, es originario de Meéxico, siendo el alimento principal de los
mexicanos. Los antiguos mexicanos crearon razas de maiz para poder cultivarlas en
zonas con lluvias escasas, lluvias medianas y hasta con lluvias muy abundantes. La
totalidad de los maices crece en buenas tierras, pero algunos germinan y producen
aun en suelos pedregosos, pobres y poco profundos, demostrando asi su nobleza, al
igual hay maices adaptados a tierras bajas, cercanas a nivel del mar y otros a las
zonas altas, cercanas a los 3000 m de altitud, también hay precoces medianos y
tardios. Las razas y variedades nativas de maiz, han dado origen a las nuevas
variedades e hibridos (Lesur, 2005).

Este cultivo como todos los demas es atacado por diversas plagas. El evitar la
presencia de maleza en el cultivo es una preocupacion de todo productor ya que esta
puede llegar a ejercer una fuerte competencia por los nutrientes del suelo, lo cual
origina que el cultivo no tenga un desarrollo adecuado, reduciendo el rendimiento en
cantidad y/o calidad, causando graves pérdidas al agricultor (Espinosa y Sarukhan,
1997).

El pasto pata de gallina (Eleusine indica (L.) Gaertn) es una planta anual que
esta ampliamente distribuida en los tropicos, (Holm et al., 1977). Es considerada una
de las cinco malezas mas problematicas del mundo y ha sido reportado que causa
dafios en 46 cultivos en mas de 60 paises. En México se encuentra en todos los
estados y en mas 26 cultivos (Villasefior y Espinosa, 1998). La pata de gallina ha
desarrollado resistencia a herbicidas de los grupos inhibidores de la Acetolactato
Sintetasa, (Valverde et al., 1993), inhibidores de la Acetil Coenzima A Carboxilasa
(Leach et al. 1995), inhibidores del fotosistema 1, glicinas (Lim y Ngim, 2000),
dinitroanilinas (Mudge et al., 1984), inhibidores de la Glutamina Sintetasa (Adam et
al., 2010) e inhibidores del fotosistema Il (Brosnan et al., 2008).



La resistencia a los herbicidas es la capacidad que han desarrollado las
poblaciones de malezas previamente susceptibles a un cierto herbicida para resistir a
ese compuesto y completar su ciclo vegetativo cuando el herbicida es aplicado en
sus dosis normales; esta capacidad se ha incrementado seriamente en los ultimos
afos (Heap y LeBaron, 2001). Si bien la gran mayoria de los casos de resistencia a
los herbicidas han ocurrido en los paises desarrollados, también en los paises en
desarrollo varias malezas importantes han evolucionado a ciertas formas de
resistencia con un considerable impacto econémico negativo sobre algunos cultivos

especificos.

El glifosato, actua por inhibicion competitiva de la enzima 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintetasa, una enzima en la via del shikimato que conduce a la
formacién de los amino&cidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Haslam,
1993; Franz et al., 1997). La resistencia al glifosato en E.indica en la malasia se
destruyo a un gene polimorfo resistente de la 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato
sintetasa (EPSPS) por la sustitucién de prolina en la posicion 106 por serina o
treonina (Baerson et al., 2002; Ng et al., 2003),



OBJETIVO

Conocer las mutaciones puntuales en el gen de la enzima EPSPS, de los

biotipos resistentes y susceptibles de Eleusine indica (L.) Gaertn.

HIPOTESIS

Hay mutacion puntual en la region secuenciada de la enzima EPSPS del

biotipo resistente de Eleusine indica (L.) Gaertn. En el sitio 106.

JUSTIFICACION

Un biotipo de Eleusine indica (L.) Gaertn es resistente al herbicida glifosato, y
debido a que este indice de resistencia fue de alrededor de 1X, se puede inferir que

es un cambio en la enzima EPSPS.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del Maiz

El maiz (Zea mays), fue el cereal de los indigenas americanos, cultivado
principalmente en las regiones mas célidas, tan al norte como el valle del Rio San
Lorenzo y la region de los grandes lagos y al sur hasta Chile y Argentina. Ahora se
cultiva en todas partes del mundo (Cronquist, 2000).

La planta del maiz esta unida a la vida del hombre desde hace varios miles de
afos. Se considera que México, al igual que otros paises de América Latina, es una
cultura del maiz; esto quiere decir que gran parte de las actividades individuales y
sociales de sus habitantes dependen de esta planta. En la peninsula de Yucatan y
parte de la América central, se desarrollo la cultura de los pueblos mayas. Se creia y
se cree que los dioses crearon a los primeros cuatro hombres con maiz amarillo y
maiz blanco, de maiz también crearon a las primeras cuatro mujeres y juntos

conocieron el mundo y engendraron las primeras tribus (Beas, 1982).

Aunque es usado sobre todo para alimentacion animal (78%), principalmente para
el ganado, cerdos y aves, el 13% es usado como alimento para los humanos, donde
sus aplicaciones son diversas. Por ejemplo, se come como elote sobre la mazorca, o
en formas procesadas como el aceite, almidon, dulcificante y harina. Tal es su
versatilidad que sus derivados también pueden encontrarse en medicamentos como
la aspirina y antibioticos, en los cosmeéticos y jabones y en un amplio rango de

productos industriales (Taba et al., 2004).

Olivares, (1984) reconoce que la superficie de maiz en México, se divide en areas
debido a su altitud y climatologia: a) Area intermedia o region del bajio.- Con alturas
gue van de 1,100 a 1,800 m.s.n.m comprendiendo parte de los estados de
Guanajuato, Jalisco, Michoacan y Querétaro; b) Tropico-seco.- Esta area comprende

parte de los estados de Coahuila, Nuevo Leon, Sinaloa, Sonora y norte de
4



Tamaulipas y con alturas de 0 a 1,000 m.s.n.m.; c) Tropico-humedo.- Esta area
comprende parte de los estados de Veracruz, Chiapas, Tabasco, Campeche,
Yucatan, Colima, Guerrero, Nayarit y Sinaloa con alturas que van de 0 a 800
m.s.n.m.; d) Mesa central norte.- Esta area comprende parte de los estados de
Durango, Zacatecas, San Luis Potosi y Nuevo Leo6n con alturas de 500 a 2,000

m.s.n.m.

Concluyendo que la regién de mayor importancia por su mayor produccion de
grano, es la region de Tropico Seco, ya que presente un clima caliente pero con baja

humedad relativa.

Para el 2020, la demanda de maiz en los paises en vias de desarrollo se
proyecta que superara la demanda de trigo (Triticum vulgare) y arroz (Oryza sativa).
Esto se refleja en un 50% de aumento en la demanda de maiz global de 558
millones de toneladas en 1995 a una proyectada de 837 millones de toneladas en
2020. En el mundo en vias de desarrollo solo la demanda de maiz aumentara de
282 millones de toneladas en 1995 a la proyectada de 504 millones de toneladas en
el 2020. Aproximadamente 140 millones de hectédreas de maiz son globalmente
cultivadas. Los productores principales son Estados Unidos, China y Brasil; seguidos
por Argentina, Sudafrica y la Unibn Europea. Aproximadamente 96 millones de
hectareas son cultivadas en los paises en vias de desarrollo con cuatro paises
(China, Brasil, México e India) responsabilizados con mas de 50% del total (Taba et
al, 2004).

Origen del maiz

El origen del maiz (Zea mays), ha sido objeto de numerosos trabajos, con
base en los cuales se han sugerido varios sitios de origen que van desde Paraguay
en Sur América hasta Guatemala y México en Mesoamérica (Galinat, 1995; Wilkes,
1989).



El lugar de origen que sugiere la evidencia cientifica como mas razonable
identifica a México como el lugar mas probable de origen, o a Guatemala como
segunda opcion (Galinat, 1995; Wilkes, 1989). Otras revisiones coinciden en afirmar
que el maiz se origin0 en una parte restringida de México y los tipos mas
desarrollados emigraron hacia otros sitios de América. Por otro lado, la evidencia
mas antigua sobre la domesticacién del maiz proviene de sitios arqueoldgicos de

México (Dowswell, et al., 1996).

Clasificacion taxonOmica de la planta de maiz.

El maiz es una poaceae anual originaria de América. Actualmente, es el cereal
con mayor volumen de produccién en el mundo, superando al trigo y arroz (FAO,
2008).

Ubicacion taxondmica del maiz de acuerdo al USDA-NRCS (2009)

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Geénero: Zea
Especie: mays

Nombre cientifico: Zea mays L.



Biologia

El maiz (Zea mays), es una especie monoica, que se caracteriza por tener la
inflorescencia femenina (mazorca) y la masculina (espiga) separadas pero en la
misma planta. El maiz es una especie de polinizacion abierta (alogama), la
polinizacion ocurre con la transferencia del polen, por el viento, desde la espiga a los
estigmas (cabellos) de la mazorca. Cerca del 95% de los 6vulos son fecundados con
polen de otra planta y un 5% con el mismo polen, aunque las plantas son

completamente autocompatibles (Poehlman, 1959).

Anatomia de la planta. De acuerdo a (Lesur, 2005).

Germinacioén

La semilla, al entrar en contacto con la humedad del suelo, empieza la
imbibicidon de agua, comienza a hincharse y produce cambios quimicos que activan

al embrién, con lo que la primera raiz se alarga y sale en dos o tres dias.

Raiz

La planta tiene cuatro clases de raices: 1) raices seminales que se originan en
el embrion y suministran nutrientes en las primeras dos semanas, para luego dejar
de funcionar, 2) raices definitivas; alcanzan hasta dos o tres metros de profundidad,
fijan la planta al suelo y mediante ellas se nutre la planta durante todo el ciclo
vegetativo, 3) raices de soporte se originan en los nudos, sobre la superficie del

suelo, sirven para favorecer una mayor estabilidad de la planta, tomar algunos



nutrientes y agua del rocio y fortalecer el arraigo de la planta contra los problemas

del acame, 4) raices aéreas, estas no alcanzan a llegar al suelo.

Tallo

El tallo de la planta del maiz es lefioso y cilindrico, con una cantidad de nudos

que varia entre 8 y 25, con un promedio de 16.

Hojas

Son alternas y sésiles, variando en numero dependiendo de la variedad entre
8 a 25, son alargadas y forman un cilindro o vaina alrededor del entrenudo, pero con
los extremos desunidos. Su color es verde pero las hay ligeramente rayadas de

blanco o de purpura.

Flores

El maiz tiene flores masculinas y femeninas en partes separadas de la misma
planta (monoica). Las flores masculinas constituyen la espiga que produce el polen,
en tanto que las femeninas estan dentro de la mazorca que surge como una rama
lateral modificada, con las flores cubiertas por las hojas tiernas del jolote, del que
sobresalen los estigmas o estilos, receptores del polen. Esta disposicion en la

inflorescencia hace que la polinizacién sea cruzada.



Importancia del maiz

El maiz es una de las plantas méas Utiles para el hombre. Su importancia
puede analizarse en diversos aspectos como son: el académico, el cientifico, el

social y el econdmico (Reyes, 1990).

El maiz es el segundo cultivo del mundo por su produccién, después del trigo,
mientras que el arroz ocupa el tercer lugar. Es el primer cereal en rendimiento de
grano por hectarea y es el segundo, después del trigo, en produccion total. El maiz
es de gran importancia econdémica a nivel mundial ya sea como alimento del
humano, ganado o como fuente de un gran numero de productos industriales. La
diversidad de los ambientes bajo los cuales es cultivado el maiz es mucho mayor que
la de cualquier otro cultivo (Paliwal et al., 2001).

Es la principal fuente de nutrimento de un amplio sector de la poblacién rural y
urbana marginada; ademas constituye el soporte fundamental de la economia
campesina, ya que el 85% de la superficie cultivada se ubica en areas de temporal
(Villar et al., 1994). Datos de la confederacioén nacional campesina indican que 12.5
millones de personas estan vinculadas directa o indirectamente a este cultivo lo que

representa 55.2% de la poblacién dedicada a la agricultura (Cevallos, 2006).

El maiz es el cultivo mas importante de México, forma parte importante en la
dieta de los mexicanos; esta presente en la elaboraciéon de mas de 4 mil productos,
ocupa poco mas de la mitad de la superficie sembrada del pais; representa casi una
tercera parte del valor de la produccion agricola; existen poco mas de 3 millones de
productores de este grano, y es el cuarto productor mundial después de Estados
Unidos, China y Brasil (FAO, 2009).



Problemas Fitosanitarios

Maleza

Se indica que el ataque de malezas en maiz ocasiona pérdidas econémicas
por la competencia en agua, espacio, luz, nutrientes, disminuye la calidad del
producto, permite la reproduccién de insectos y enfermedades. El control general se
realiza mediante el medio aporque, la rotacién de cultivos que interrumpe los ciclos
vegetativos de las malas hierbas e impide la proliferacion de su semilla. El control
mecanico es eficaz cuando se realiza oportunamente y con la precision necesaria
(INIAP, 1979).

Las malezas se consideran como uno de los factores mas esenciales que
merman el rendimiento del cultivo de grano de maiz de un 25 a un 50%. Esto se
debe a que el maiz crece muy lentamente en la primera etapa de su desarrollo. En la
etapa de tres o cuatro hojas se detiene en su crecimiento aéreo para el desarrollo de
sus raices. De ahi que en su desarrollo juvenil casi no puede competir con las
malezas asi que quedaria oprimido por ellas. Pero las malezas, bajo ciertas
circunstancias, también pueden tener una influencia positiva, obrando como capa
protectora contra la erosion. De ahi que en las regiones expuestas al peligro de la
erosion, el combate contra las malezas siempre se realizara en combinacién con
medidas tendientes a conservar el suelo (Glanze, 1973). Los estudios demuestran
gue cuando la maleza alcanza una altura de 15 a 20 cm al inicio del cultivo, hace un

dafio total, que reduce sustancialmente el crecimiento del maiz (Lesur, 2005).

Los métodos de control de malezas en maiz son; Control mecénico, el cual se
usa en agricultura de pequefia escala. Por ejemplo: la labranza, deshierbe manual y
cultivos mecéanicos. Control cultural, seleccion apropiada del cultivo o variedad a

sembrar, rotacion de cultivo, distancia de siembra, fechas de siembra, riego por
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goteo y abonado y Control quimico, uso de compuestos quimicos para el control
selectivo de la maleza (Rodriguez, 2008).

Las principales malezas en maiz de México

El maiz se ve atacado por una serie de insectos, enfermedades y malezas.
Entre las malezas tenemos: Sorghum halepense, Cyperus esculentus, Cyperus
rotundus, Chenopodum album, Eleusine indica, Portulaca oleracea. Cynodon

dactylon, Helianthus annuus (Conabio, 2011).

Eleusine indica (L.) Gaertn, conocida comunmente como pata de gallo o
gallina, que se encuentra ampliamente distribuida en el mundo dentro de la zonas
tropicales y templadas limitdindose su dispersion a una altura de no mas de 2500
m.s.n.m.; E. indica esta considerada entre las cinco peores malezas en el mundo,
encontrdndose en 46 cultivos en mas de 60 paises (Holm et al., 1977). En nuestro
pais se encuentra en todos los estados y en 26 cultivos (Villasefior y Espinosa,
1998).

Por ser muy serio los dafios que E. indica ocasiona en el buen rendimiento del
maiz, y ademas de ser una especie altamente competitiva por agua, nutrientes,
altamente prolifica y adaptable; E. indica ha desarrollado resistencia a herbicidas de
los grupos inhibidores de la Acetolactato Sintetasa, (Valverde et al., 1993),
inhibidores de la Acetil Coenzima A Carboxilasa (Leach et al., 1995), bipiridilos,

glicinas (Lim y Ngim, 2000) y dinitroanilinas (Mudge et al., 1984).
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Clasificacion taxondémica de Eleusine indica (L.) Gaertn

REINO: Plantae
CLASE: Liliopsida
ORDEN: Poales
FAMILIA: Poaceae
SUBFAMILIA: Chloridoideae
TRIBU: Eragrostideae
GENERQO: Eleusine
ESPECIE: indica

Generalidades de Eleusine indica

Eleusine indica es comunmente conocida como pata de gallina, el cual es
originaria de Africa (Phillips, 1972). Se distribuye ampliamente a lo largo de los
tropicos, subtropicos y regiones templadas del mundo, incluyendo Africa, Asia, el
sudeste de Asia, Australia, el Pacifico y América. En nuestro pais se encuentra en
todos los estados y esta presente en 26 cultivos (Villasefor y Espinosa, 1998).

El género Eleusine, contiene nueve plantas anuales o perennes, todos nativos
de Africa a excepcion de E. tristachya de América del Sur (Hilu y Johnson, 1992:
Phillips, 1972). Pertenece a la subfamilia Chloridoideae, que es distante con todos
los cultivos de cereal, excepto uno, el mijo (E. coracana), que se cree que ha surgido
a partir de Eleusine indica (Hilu y de Wet, 1976, Hilu y Johnson, 1992, Hiremath y
Salimath, 1992) y es un cereal basico importante en la India y algunas regiones de
Africa oriental (Rachie y Peters, 1977).
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Descripcion de Eleusine indica

Es una planta anual, el cual alcanza hasta 80 cm de alto con tallos erectos o
ascendentes, las hojas tienen vainas foliares comprimidas y aquilladas, glabras o con
algunos pelos marginales en la parte superior, ligula en forma de membrana ciliada
de mas o menos 1 mm de largo, ldmina a menudo plegada, hasta de 30 cm de largo
y 9 mm de ancho, por lo general glabra, pero con un mechon de pelos en la garganta
y a veces con algunos pelos largos en los margenes cerca de la base. Las ramas de
la inflorescencia pueden ser de 1 a 17, de 3 a 15 cm de largo, dispuestas en forma
digitada, pero con frecuencia una o dos se sitlan mas abajo. Las espiguillas de 3 a 7
mm de largo, compuestas de 4 a 9 flores, densamente apifiadas sobre un raquis
angostamente alado o sin alas; primera gluma de 1.5 a 1.8 mm de largo, la segunda
de 2 a 3 mm de largo; lema de 2.5 a 4 mm de largo, con las nervaduras laterales
prominentes cerca del 4pice, pdlea un poco mas corta que la lema (Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

Los frutos son cariopsis libres o dispersadas dentro del flésculo, la pared del
fruto cae facilmente. Semilla de 1 a 2 mm de largo y de hasta 1 mm de ancho,
surcada y rugosa en la superficie, color café oscuro, café rojizo o café negruzco. Las
plantulas poseen un coledptilo oblongo de 2 a 4 mm de largo; en la primera hoja se
pueden distinguir dos formas, una en la que la hoja es mayor que las tres
subsecuentes y la otra forma tiene un tamafio similar a las subsecuentes, ambas
formas de &pice obtuso y sin pelos; en la segunda hoja también hay dos formas,

ambas lanceoladas a eliptico-lanceoladas (Espinosa y Sarukhan, 1997).

Importancia de Eleusine indica

La pata de gallina es una maleza importante en mas de 60 paises en al menos
46 cultivos y, en éstos, tiene el caracter de una maleza seria en 30 paises y 27

cultivos. Se estima como la quinta peor maleza en el mundo (Holm et al,. 1977) y
13



también clasificado en quinto lugar en una encuesta en el sureste de Asia
(Waterhouse, 1994). Fue clasificado en el lugar 15° en 1992 en el Pacifico oceanico
(Waterhouse, 1994). Crece bien en lugares soleados o con poca sombra, en
pantanos, terrenos baldios, bordes de caminos, a lo largo de las fronteras de los
campos de regadio, canales, prados y pastos, y es particularmente problemético en
las tierras de cultivo. Se encuentra desde el nivel del mar hasta 2000 m.s.n.m. y es
problema en casi todas las formas de la agricultura entre los tropicos de Capricornio
y Céncer. E. indica puede producir mas de 50,000 pequefias semillas por planta, que
se mueven con facilidad por el viento, en el barro en los pies de los animales y en la
maquinaria agricola. Las semillas son consumidas por los animales salvajes y

domésticos que las dispersan con facilidad (Everest, 1974).

La pata de gallina es una maleza importante en el maiz, como lo demostré
Jiménez, 2004 en un estudio de los efectos de la interferencia de E. indica en el
cultivo, donde se observd disminucion en las caracteristicas agrondémicas desde 4

plantas por metro lineal.

Control Biolégico

Los enemigos naturales de la pata de gallina se limitan al género Eleusine y
sus parientes cercanos, asi podria ser considerado para el control biolégico de E.

indica, excepto en la India u otras regiones donde el mijo es un cereal importante.

Se reporta que E. indica es atacada por mas de 50 insectos, nematodos,
hongos, bacterias y virus. Ademas, con pocas excepciones, todos estos organismos
son conocidos por tener amplios rangos de hospederos y para atacar a cultivos
agricolas importantes. De hecho, de los agentes de control biolégico registrados, so6lo
un cecidomido, Orseolia spp. (Gagne, 1985) y dos hongos podrian ser considerados

en el control biolégico clasico. Figliola et al. (1988) considera que los hongos,
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Bipolaris setariae y Magnaporthe (Pyricularia =) grisea son prometedores, como

micoherbicidas para E. indica.

Control Quimico

El control de la pata de gallina, como un pasto anual, se basa en la utilizacion
de herbicidas de los grupos glicinas, inhibidores de la Glutamina Sintetasa,
inhibidores de la fotosintesis (fotosistema | y IlI), inhibidores del crecimiento de
plantulas (brotes) e inhibidores de la Acetolactato Sintetasa (CIPM-NCSU, 2011).
Ademas de los dafios que ocasiona, E. indica en el rendimiento del maiz por ser una
especie altamente competitiva por agua, nutrientes, altamente prolifica y adaptable;
la pata de gallina ha desarrollado resistencia a herbicidas de los grupos inhibidores
de la Acetolactato Sintetasa, (Valverde et al., 1993), inhibidores de la Acetil
Coenzima A Carboxilasa (Leach et al., 1995), bipiridilos, glicinas (Lim y Ngim, 2000),
dinitroanilinas (Mudge et al., 1984), inhibidores de la Glutamina Sintetasa (Adam et
al., 2010) e inhibidores del fotosistema Il (Brosnan et al., 2008).

Enfermedades del maiz

Segun Rodriguez y De Ledn (2008), de acuerdo con varios reportes en diferentes
cultivos y localidades las enfermedades llegan a causar de 10 a 12% de pérdida en
la produccion de un cultivo, pero existen localidades especificas en las que son
mayores. Se han reportado aproximadamente 125 enfermedades para el cultivo del
maiz. Dentro de las principales enfermedades presentes en las diferentes regiones
maiceras, reportan tres tizones foliares reportados en maiz, dos de ellos son
importantes en México: el tizon por Helminthosporium turcicum y el tizon por H.
maydis. Como en el caso anterior existen tres royas afectando al maiz, de las cuales

s6lo dos son importantes en México, la roya coman Puccinia sorghi Schwein y la roya
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Puccinia pylosa Under. El follaje es atacado por un complejo de mildews, ocasionado
por los patégenos: Peronosclerospora spp., Sclerospora graminicola y Sclerophthora
spp. También es atacado por virus, como es el caso del complejo mosaico de la cafia
de azucar, producido por los patégenos: Mosaico del enanismo del maiz (MDMV),
mosaico de la cafia de azucar (SCMV), mosaico de pasto Johnson (JGMV) y
mosaico del sorgo (SrMV). Entre otros virus tenemos al virus del rayado fino (MRF
Marafivirus), también se reporta un fitoplasma y un espiroplasma ocasionados por
Phytoplasma sp., y Spiroplasma kunkelii respectivamente. Existen dos pudriciones
importantes de tallo y mazorca causadas por hongos del género Gibberella
(anamorfo Fusarium spp.), entre las cuales las dos especies mas conocidas son G.
zeae y G. fujikuroi respectivamente. Estas enfermedades se presentan en la mazorca

de la misma manera.

Plagas del maiz

Cisneros (1994), menciona que una limitante para la produccion de cultivos
alimenticios anuales, la constituyen las plagas, que pueden dafarlos en todos los
estados de desarrollo. Muchas de las especies de insectos que se alimentan sobre
plantas pueden entrar en competencia directa con el hombre, haciendo medidas
necesarias de prevencion y control. Los lepidopteros en estado larval generalmente
se alimentan del follaje y otras partes de la planta sobre la que viven, tanto externa
como internamente, otros se han adaptado a vivir sobre productos de la planta como
semillas y frutos. Al igual Garza (1992), sefiala que muchos de ellos estan
restringidos a una regidén geografica y frecuentemente también a una sola planta
hospedera pero otros, probablemente la mayoria, presentan un amplio espectro de
plantas hospederas y su distribucion geografica no esta localizada; tal es el caso de
los géneros Diatraea (Lepidoptera: Pyralidae), Heliothis y Spodoptera (Lepidoptera:

Noctuidae).
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Se estima que los insectos nocivos del maiz provocan pérdidas promedio de
30% en México, aunque en ciertas condiciones los dafios son tan severos que las
pérdidas pueden ser totales, las cuales pueden afectar el cultivo en sus diferentes

etapas fenoldgicas (Rodriguez y De Ledn, 2008).

Principales plagas del maiz en México, segun Kumul (1983); McGregor y
Gutiérrez (1983); Rodriguez y De Ledn (2008). Son: gallina ciega (Phyllophaga ssp.),
barrenador del tallo (Diatrea saccharalis), picudo del maiz (Nicentrites testaceipes),
picudo del cogollo (Geraeus senilis), pulgon del collogo (Rhopalosiphum maidis),
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), gusano soldado (Spodoptera exigua),
gusano peludo (Estigmene acraea), gusano elotero (Helicoverpa zea), trips

(Frankliniela spp.), arafia roja (Tetranichus urticae).

Uso del glifosato

Historia

El glifosato fue introducido en 1971, amplio espectro con las malas hierbas y
es particularmente activo sobre especies perennes. De ahi que se pueda considerar

como un herbicida total (Garcia y Quintanilla, 1989).

El glifosato se aplica como herbicida foliar. No es selectivo y por lo tanto no se
usa en cultivos, excepto en sitios donde pueda mantenerse retirado del cultivo
(Klingman y Ashton, 1980).

Este herbicida no presenta efecto a través del area radical de las malezas, por
lo tanto, las aplicaciones realizadas antes de la brotacién de los cultivos, no tienen
efecto sobre las plantas, no hay efecto residual en el suelo ya que es rapidamente
degradado, pero en las plantas superiores parece ser mas resistente a la

descomposicion (Klingman y Ashton, 1980).
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Gomez (1993), citd que se inactiva al contacto con el suelo, agua o materia
organica en suspension, por lo que en aplicaciones pre-emergente (pre-siembra) se

puede sembrar luego de los 10 a los 15 dias posteriores a la aplicacion.

Este herbicida es el mas usados en la actualidad y que ademas esta
considerado como relativamente sano debido a su rapida inactivacion en el suelo
(Quinn, 1988). Sin embargo, el comportamiento de glifosato en suelo puede variar en
funcion de las caracteristicas del mismo sobre el que se aplique. En lo que muchos
autores parecen estar de acuerdo es en el importante papel que ejercen los oxidos
de hierro y aluminio, asi como el pH del suelo en los procesos de adsorcion de
glifosato en suelo (de Jonge y de Jonge, 1999; de Jonge et al. 2001; Gimsing et al.
2004, Calderdn et al. 2005).

El glifosato es elprincipio activodel herbicida Roundup, nombre
comercial producido por Monsanto (WHO,1997), el principio activo glifosato, esta
dentro del grupo de activos de improbable riesgo agudo, en su uso normal. Tanto el
glifosato como los herbicidas formulados a partir de ese principio activo estan
clasificados en la Categoria de Menor Riesgo Toxicologico (Clase 1V), es decir,
productos que normalmente no ofrecen peligro, adoptado por este organismo, en

consonancia con organismos internacionales que lo han evaluado ( FAO, 2004).

Modo de Accidn

El glifosato funciona interfiriendo en el metabolismo de la planta; pocos dias después
de la aspersion, las plantas se marchitan, se ponen amarillas y se mueren. Los
herbicidas a base de glifosato contienen también productos quimicos que hacen que
el herbicida se adhiera a las hojas, de modo que el glifosato pueda pasar de la

superficie a las células de la planta (Lang, 2005).
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El glifosato es absorbido por el follaje y se mueve dentro de la maleza hasta el
interior de las raices, donde afecta el crecimiento y provoca la muerte de los tejidos.
Actua en el nivel de varios sistemas enzimaticos e interfiere en la formacion de
aminoacidos y otras sustancias importantes. Provoca el desecamiento de organos

aéreos (hojas y tallo) y subterraneos (Gomez, 1993).

El glifosato se absorbe rdpidamente por las hojas. La lluvia disminuye su
absorcién si tiene lugar cuatro o seis horas después de aplicarse el herbicida. Se
trasloca rapidamente a través del floema, y también en muchas especies en el
xilema. Luego se suele redistribuir, siguiendo el flujo de sustancias fotosintetizadas,
depositandose en aquellas partes donde hay mayor demanda de éstas, como son los
frutos, 6rganos de reserva o zonas apicales meristematico. A mayor intensidad
luminosa la traslocacion del glifosato aumenta. Los sintomas tipicos producidos por
el glifosato son, detencion del crecimiento y clorosis en las hojas, seguida luego de
necrosis. Dichos sintomas son mas acentuados y ocurren primero en el apice y
zonas meristematicas. Luego se extienden a la parte mas vieja de la planta. Con
frecuencia los rebrotes en especies perennes muestran hojas malformadas o

estriadas (Garcia y Fernandez, 1989).

La accion herbicida se inicia a los 3 dias en las plantas anuales y a los 8 dias
en las perennes. La accion basica es la inhibicibn de aminoacidos aromaticos (Rojas
y Vazquez, 1995).

Sitio de Acciodn

La penetracién de los herbicidas en general es a través de la cuticula, puede
ocurrir de una o mas de las tres formas siguientes: siendo parcialmente adsorbida en
la zona cérea o lipdfila de esta. Atravesando totalmente la cuticula y alcanzando las
paredes celulares del protoplasma pero sin llegar a penetrar en este (via

simplastica). Y también a través de la cuticula, alcanzando las paredes celulares y
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alcanzando el interior de las células protoplasméticas (via apopléstica) (Garcia y
Quintanilla, 1989).

Los estomas de las hojas es otra via de entrada de los herbicidas. A su vez
pueden penetrar en particular en los herbicidas volatiles y algunas soluciones
acuosas. Estas penetran con mayor facilidad si su tension superficial ha disminuido
suficientemente por la accion del surfactante. No obstante lo anterior, debe sefialarse
gue la densidad de estomas suele ser muy baja en el haz o cara superior de las
hojas de la mayoria de las especies dicotiledoneas, sobre las cuales se depositan la

mayoria de las gotitas pulverizadas (Garcia y Quintanilla, 1989).

El principal mecanismo de accion del glifosato, materia activa del herbicida, es la
inhibicion competitiva de la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintetasa
(EPSPS). Esta enzima forma parte de la ruta del &cido shikimico implicado en la
produccién de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) y otros
componentes aromaticos en plantas, esenciales para la sintesis proteica. Al ser las
proteinas necesarias para el crecimiento y las funciones vitales, la aplicacion del

glifosato lleva a la muerte la planta.

La funcion de la EPSPS es unir el acido shikimico con &cido fosfoenolpiravico
para formar la EPSPS. Como la estructura de PEP y del glifosato son muy similares,
el glifosato actia como inhibidor competitivo y se une fuertemente al complejo
formado por el shikimato y la EPSPS, resultando una acumulacion de shikimato en
concentraciones toxicas. El glifosato se transporta simplasticamente hacia los
meristemas de la planta en crecimiento y, al actuar como inhibidor competitivo de la
EPSPS, resulta en la acumulacion de shikimato y el bloqueo de la sintesis de los
aminoacidos aromaticos, esta es la forma en que comienza a actuar el glifosato. En
consecuencia, la presencia de glifosato determina supresion de crecimiento y
muerte (Villalba, 2009).
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Molécula del glifosato

El glifosato (N-fosfonometilglicina, C3HgNOsP), al ser de amplio espectro (no
selectivo) puede causar dafio a los cultivos si no se tiene cuidado al aplicarlo
(Gémez, 1993).

0 0
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OH—C—CH/—NH—CH:— P—O0OH

|
OH

Figura 1. Estructura molecular del glifosato.
Efectos Fisioldgicos

La EPSPS es codificada por el nucleo celular y transportada al cloroplasto a
través de un péptido de transporte, y es en el cloroplasto donde participa de la ruta
metabdlica del acido shikimico. En esta via se emplea un 20 por ciento del carbono
fijado durante la fotosintesis. Ademas, este trayecto esta relacionado a la sintesis de
compuestos aromaticos como ligninas, alcaloides, flavonoides, acidos benzoicos y
hormonas vegetales, puesto que los aminoacidos sintetizados son precursores de
estos compuestos secundarios. Ya en el cloroplasto, la EPSPS enlaza primero una
molécula de shikimato-3-fosfato (S3P), inmediatamente después una molécula de
PEP se enlaza al sitio activo de la enzima. La EPSPS cataliza entonces una reaccion
de condensacion para producir 5-enolpiruvilshikimato-3- fosfato. Queda claro que
PEP no presenta afinidad por EPSPS a menos que una molécula de S3P se enlace
primero (Villalba, 2009).
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Resistencia a herbicidas

En términos generales, el desarrollo de resistencia a cualquier herbicida
involucra un proceso de seleccion ligado a la variabilidad intraespecifica. Se asume
que cualquier poblacion de malezas puede tener biotipos resistentes en baja
frecuencia, debido a mutaciones que ocurren naturalmente. Los biotipos susceptibles
mueren mientras que los resistentes sobreviven produciendo propagulos. Si persiste
la aplicacion de herbicidas que actian sobre el mismo sitio de accion, la proporcion
del biotipo resistente se incrementa en relacion al biotipo susceptible (De Prado,
2008). La especie es afectada por el herbicida a las dosis recomendadas; pero
gracias a la seleccion de individuos resistentes completan su ciclo reproductivo a
pesar de la aplicacion del herbicida. La tolerancia es la capacidad hereditaria natural
que tienen todas las poblaciones de una maleza para sobrevivir y reproducirse
después del tratamiento con un herbicida (Valverde et al., 2000).

La resistencia cruzada es cuando un biotipo de una maleza es resistente a
mas de un herbicida, debido a un mecanismo Unico de resistencia. Frecuentemente
la resistencia cruzada involucra a herbicidas que tienen el mismo modo de accién. La
resistencia multiple se presenta en situaciones en que los biotipos resistentes tienen
dos o mas mecanismos distintos de resistencia. Un biotipo resistente a un herbicida
exhibe un aumento en la susceptibilidad a otros herbicidas con distinto modo de
accion, condicion que se denomina resistencia cruzada negativa (Valverde et al.,
2000).

Existen también cultivos tolerantes a herbicidas que pueden ser desarrollados
mediante la transformacion genética (transgénicos) o por métodos convencionales
(no transgénicos). Cuando son compatibles las malezas con el cultivo adquieren
resistencia a traves del flujo de (trans) genes provenientes del cultivo (Valverde et al.,
2000).

A nivel mundial se conocen 370 biotipos de maleza resistentes a herbicidas,

comprendiendo 200 especies (115 dicotiledoneas y 85 monocotiledoneas) en mas de
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570,000 lotes en 60 paises. En México se conocen 9 biotipos resistentes de 4
especies; Avena fatua, Phalaris minor y Phalaris paradoxa resistentes a ACCasa sin
conocerse el mecanismo involucrado en resistencia y Sorghum halepense resistente
a ALS del cual el mecanismo de resistencia es la alteracion del sitio de accion (Heap,
2011).

Resistencia a glifosato

El Glifosato es el mas importante herbicida post-emergente, no selectivo,
sistémico y de amplio espectro (Jarowski, 1972). Inhibe la sintesis de aminoacidos
aromaticos (Hollander y Amrhein 1980); Steinrlicken y Amrhein 1980). EI mecanismo
de accion del glifosato es la inhibicion competitiva del fosfoenolpiruvato que se une
con el 3-fosfatoshikimato con la ayuda de la enzima enolpiruvilshikimato fostato
sintetasa (EPSPS) que sintetiza 5 enolpiruvilshikimato-3-fosfato, precursor de los

aminoacidos aromaticos (Kishore y Shah, 1988).

Uno de los herbicidas al que se le ha puesto mas atencion en los ultimos afios
con respecto a la resistencia es glifosato, debido a que es el herbicida mas usado en
el mundo (Goldman, 2006) y con la misma tendencia en México pues ocupa el
primer lugar de ventas (Albert, 2005), ademas, la reduccién del precio del glifosato y
el encarecimiento de la mano de obra en el medio rural ha incrementado su uso.
También el uso de tecnologia de cultivos genéticamente modificados ha aumentado
el empleo de glifosato, ya que a estos cultivos se le ha insertado un gen de
resistencia a este herbicida y es muy comodo para cualquier productor solo depender
de un producto agroquimico. Se tienen reportadas 15 especies de malezas
resistentes a glifosato en todo el mundo, entre ellas E. indica, con 3 casos reportados

en Malasia, Costa Rica y Colombia (Heap, 2008).

Los mecanismos de desarrollo de resistencia a glifosato incluyen; (1) un

afectado o reducido transporte celular a los tejidos meristematicos fisiolégicamente
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activos, (2) una EPSPS insensible-alterada y (3) sobre expresion de la EPSPS que
ha sido citada pero con expresion en la resistencia muy baja (Baerson et al., 2002;
Dinelli et al., 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El presente trabajo experimental, se realizO en el departamento de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro en Buenavista,
Saltillo, Coahuila.

Se colectd semilla de pata de gallina, E. indica siguiendo la metodologia
descrita por Moss (1995). Se colectaron inflorescencias de E. indica en Coahuila
México de una zona urbana (Lote) y en Yecapixtla, Morelos, México en un lote de
maiz bajo labranza de conservacion, esta regiébn se conoce como Aguacate, el cual
se sospechaba era resistente a glifosato. Las inflorescencias se tomaron de un area
delimitada por un rectangulo de 100 x 50 m. Una vez colectadas, se llevaron al
Laboratorio de Malezas dentro del Departamento de Parasitologia, donde se
limpiaron por medio de un soplador de semillas y se almacenaron a temperatura

ambiente.

Posteriormente, se colocaron 200 semillas de E. indica de las dos poblaciones
en charolas rectangulares de plastico negro de 40x60x7 cm, previamente llenas con
sustrato (Berger, BM2) mas 20 gr de fertilizante de lenta liberacion (Osmocote, 14-
14-14), y se colocaron en una camara bioclimatica ajustando a un fotoperiodo de 12
h, con una intensidad de luz de 800 pmol m?s™ y a una temperatura constante de 29
+ 2 °C y se dieron riegos tantas veces como lo requirieron las plantas. Al momento de
la emergencia de la primera hoja verdadera se trasplanté una planta a una maceta
de plastico negro de 1 kg de capacidad y fueron colocadas en invernadero. Al
alcanzar la tercera hoja verdadera se escogieron 10 plantas por poblacion con altura
similar para estandarizar las condiciones de la prueba y se asperjan con glifosato a

una dosis de 1.08 kg ae ha™. La aspersion se realizé6 con una cantidad de agua
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homologada de 200 | ha™ por medio de un equipo de aspersién manual a una
presion de 275 kPa, con una boquilla Teejet 8001E.

Se us6 el método de CTAB por las siglas en inglés Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide (Wikipedia 2011) ElI CTAB es una sal de amonio cuaternario, uno de
cuyos grupos alquilo es de gran magnitud molecular, y tiene propiedades
detergentes; se conocen con el nombre de jabones invertidos, debido a que su
actividad superficial se debe a la presencia de un ion positivo y no a uno negativo,
como sucede en los sulfatos de alquilo e hidrogeno, que son los detergentes usuales.
Luego se realizd la extraccion de los acidos nucleicos con cloroformo: alcohol
isoamilico, y la posterior precipitacion del DNA con etanol absoluto primero, y
posteriormente con etanol 70%. Modificado para aislar el ADN gendmico total (Doyle
y Doyle, 1990) de muestras compuestas de 10 hojas frescas de cada localidad (
localidades de lote, Coahuila y Yecapixtla, Morelos). Para amplificar una region que
contiene el sitio de la mutacién de prolina a serina en el sitio 106 (Tran et al., 1999),
se utilizaron un par de iniciadores (hacia adelante 5'
GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTG, reverso 5 TCAATCCGACAACCAAGTCGCOC),
basado en la secuencia de la 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintetasa del GenBank
(AJ417034).

La prueba de la PCR (reacciéon en cadena de la polimerasa), es una técnica
de biologia molecular (Mullis 1986), cuyo objetivo es obtener un gran nimero de
copias de un fragmento de ADN particular, el procedimiento que se realizo fue: Se
suspende el ADN obtenido en 50 ul de H,0, se realiz6 utilizando 50 pL de reacciones
que contiene 500 ng de DNA gendémico, 1x PCR buffer, 200 uM de cada Dntp, 1,5
mM de MgCl,, 0,5 uM de cada iniciador (10 uM/ul) y 1U de polimerasa (Pag5000®).
El programa de amplificacion consistia en un paso de desnaturalizacion a 94 °C
durante 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C durante 1 minuto, de alineacién a
58 °C por un minuto y la extension por 1 min a 72 °C, con un paso extension final de
5 mina 72°C.
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Los productos amplificados fueron limpiados utilizando QIA rapida kit de
purificacion de PCR (QIAGEN) y secuenciados utilizando un secuenciador ABI3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Ambas cadenas fueron secuenciadas.
Todas las secuencias se alinearon y se compararon con BLAST (Altschul, S et al.,
1997) con la secuencia de EPSPS de Eleusine indica de una secuencia de 3079 bp
de Malasia obtenidos a partir de la GenBank (AY157643).
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RESULTADO Y DISCUSION

Primeramente se realizd la técnica la PCR en silico, que nos permite
multiplicar (amplificar) en pequefias cantidades de ADN, dando muy buenos
resultados. Utilizando los iniciadores o (primers), que son: el iniciador 1
GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTG, Y el iniciador 2 TCAATCCGACAACCAAGTCGC,
con la secuencia AY157643 obtenida del GenBank referente a una secuencia del
gen EPSPS de 3079 bp. Obteniendo una region amplificada de 301 bp. Comenzando
en la posicién 778 del gen EPSPS.

GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGCAAGTTCCCAGTTGAGAAGGATGCGAA
AGAGGAGGTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGATCAT
TGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGGAAATGCAACGTGAGTTGGTTTT
TCCATCCTCAGAATATGCCCGTGGAACTGAGTAGCGAAATTGTGGTGATA
TTTCGTGACTTATCGTGCATCTTTTCTGAATTCCAGTTATGTGCTTGATG
GAGTGCCAAGAATGCGGGAGAGACCCATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTG
A

Figura 2. Se puede observar la posicion 875 correspondiente al TCA aminoacido

106, en este caso serina.

En la figura 2, se hace notar que los indicadores son los correctos para
amplificar la regién 106 donde segun, Ng et al., 2003, encuentra una mutacion

puntual.

En la extraccion del AND con el método CTAB, obtuvimos una gran calidad de
ADN. El cual con estos resultados obtenidos se llevé a cabo la medicion de la
cantidad y calidad del ADN con el equipo EPOCH (electrofotometro) mostrando
valores de 300 500 ng/ul, siendo estos datos aproximados ya que se utilizaron

diferentes reactivos para la secuenciacion ADN. Ademas se corrié una electroforesis
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en donde se muestra que el AND es de muy buena calidad.

Biotipos  Biotipos
(lote) (Aguacate)

Figura 3. Cantidad y calidad de ADN resultante de la extraccién por el método CTAB
de los biotipos de E. indica de las localidades Coahuila (lote) y la de Morelos

(aguacate).

Enla prueba de PCR, se realiz6 la técnica de amplificacion de la region 301bp,
comenzando en el sitio 778 de los biotipos de Eleusine indica, de Coahuila (lote) y
Morelos (aguacate), obteniendo un desplazamiento del ADN amplificado en la
electroforesis.
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Posiaon en la secuenaa 778

Tamaiio de la ampliaaon 301

Indicador Biotipo Biotipo
(Lote) {Aguacate)

Figura 4. Observacion de las bandas del ADN de Eleusine indica, correspondiente a

los pozos del biotipo Coahuila (lote) y Yecapixtla Morelos (aguacate).

Los productos amplificados de los biotipos de Eleusine indica, de Coahuila
(lote) y Morelos (aguacate), se mandaron amplificar al laboratorio Vitagenesis de la
ciudad de Monterrey Nuevo LeoOn, donde se reportan otros puntos de mutacion
diferentes a prolina 106. El biotipo resistente de pata de gallina del estado de
Morelos presento 3 puntos de mutacién en la secuenciacion del gen de la EPSPS; el
primero se encontré en el sitio del aminoacido 104 donde la sustituciéon fue de
metionina a asparragina (Metl104Asn) por dos cambios, el primero en la posicion del
nucleotido 870 por un cambio de timina por adenina y el segundo en la posicion del
nuclétido 871 donde el cambio fue de guanina por timina. EI segundo cambio se
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encontré en en la posicion del nucleétido 878 donde cambio timina por adenina y la
sustitucion en el aminoacido fue de leucina por metionina (Leul07Met). La Ultima
sustitucion de aminoécidos en la enzima EPSPS fue en el sitio 110 donde cambio de
serina por alanina (Serl10Ala) por los cambios en los nucle6tidos 887 donde se
cambio adenina por guanina, en el 888 por un cambio de guanina por citosina y en el

889 donde se cambio citosina por guanina.

Secuencia hacia atras por medio del (BLAST) de E. indica (L.) del biotipo
Yecapixtla Morelos (aguacate).

Gaps = 12/256 (5%) no indica el error, el cual estando menos de 10% es correcto.

Query 779 GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGCAAGTTCCCAGTTGAGAAGGATGCGAAAGAGGAGGTG 838
Shict 266 CCGGTAGTRKTGGSYGGGEGGGCCARGTICCCAGT-CACAAAGGAKSCARAGGACAGEGS 208
Query 839 CAGCT-CTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGATCATTGAC-AGCAGCCGTAACTG 896
Shjct 207 CERETTCTTCT-GGGGRRRGCCGGAAMTKCCRBECGROCCRTGACCRGCRBECRAACKS 149
Query 897 CTGCTGG-AGGAAATGCAACGTGAGTTGGTTTTTCCATCCTCAG-AATATGCCCGTGGAA 954
Shict 145 Y-GCTGGGAGGARAGOCAACG-GAGGTGGGTTTTCCCACTICCGGARTAKCCOCG-GORA 92
Query 955 CTGAGTAGCGAAATTGTGGTGATATTTCGTGACTTATCGTGCATCTTTTCTGAATTCCAG 1014

N I ettt rrrd
Sbjct 91 MYGAGGAAKGGAAMTGGGGGGAATWTTSKKRMY TWATCGTGCATC-TCTCTGAA-TCCAG 34

Query 1015 TTATGTGCTTGATGGA 1030

FEEEETEE Frrrrnd
Sbjct 33 TTATGTGC-TGATGGA 19

Figura 5. Comparacion de la cadena secuenciada de Eleusine indica, de Yecapixtla
Morelos (aguacate) hacia atras (método BLAST) con AY 157643 de Malasia. UAAAN
2012.

En la secuenciacién del gen de la EPSPS del biotipo Lote, se presentaron dos
puntos de mutacion, en la posicion del nucleétido 878 se presenté un cambio de timina por
adenina y en la posicién 880 la secuenciacion marco K del lenguaje FASTA lo que indica un
cambio por guanina o timina, lo que muestra una posible sustitucion en el sitio 107, donde el
cambio fue de leucina por metionina o isoleucina (Leul07Met o Leul07Ile), que en el primer

caso coincide con una de la mutaciones presentadas en la secuenciacion del gen de la
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EPSPS del biotipo resistente de pata de gallina de Yecapixtla, Morelos. En el segundo

cambio encontrado, fué en el sitio 112 donde el cambio en el nucleétido en la posicion 895

de citocina por adenina, sustituyendo el aminoacido lisina por asparragina (Lis112Asn).

Secuencia hacia atras por medio del (BLAST) de E. indica (L.) del biotipo

Coahuila (lote).

Gaps = 10/271 (4%) no indica el error, el cual estando menos de 10% es correcto.

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

779

268

839

209

898

150

958

91

1017

33

GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGCAAGTTCCCAGTTGAGAAGGATGCGAAAGAGGAGGTG

N N R R N
GCGG-AGGTKTTGGSTGGGGGGGCCAATTTCCCGKTGAGAAGGGCGCGAAAGAGGAGGGG

CAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGAlTTGAC-AGCAGCCGTRACTGC

RN e e e N e e e R N N
CCACTTTTTYTGGGGAAAGCCGGAACYGCCATGCGAMATRACCAGCAGC-GTARACGC

TGCTGGAGGAAATGCAACGTGAGTTGGTTTTTCCATCCTCAGAATATGCCCGTGGAACTG

L I I O 0 O
YGCTGGAAGGAAAGCAACCGGAGGTGGGTTTTCCATCTCCGGAAAACACCC-WGGARAAYG

AGTAGCGAAATTGTGGTGATATTTCGTGACTT-ATCGTGCATCTTTTCTGAATTCCAGTT

e R R R R
AGGACKGAAAATGGGGGGAAATTT-GTKRCYTAATCGTGCATC-TTTCTGAATGCCAGTT

ATGTGCTTGATGGAGTGCCAAGAATGCGGGA 1047

R R R R R R
ATGYGC-TGATGGAG-ACCAASTA-GCGGGA 6

838

210

897

151

957

92

1016

34

Figura 6. Comparacion de la cadena secuenciada de Eleusine indica. Coahuila
(lote) hacia atrds (método BLAST) con AY 157643 de Malasia. UAAAN 2012.
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CONCLUSIONES

Los iniciadores utilizados para realizar la PCR con el ADN de E. indica para la
region del gen que codifica la EPSPS (forward y reverse) amplificaron in silico y con

técnica de PCR in vivo.

Se tuvo extraccion de ADN de los biotipos de E. indica con el método CTAB,

obteniendo una buena calidad y cantidad de ADN.

Se encontraron mutaciones en el biotipo resistente de Yecapixtla (Leul07Met,
Serl10Ala y Met104Asn).

El gen que codifica la EPSPS de E. indica es polimorfico y puede presentar

diferentes mutaciones que pueden cambiar la respuesta hacia el glifosato.
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