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RESUMEN

El glifosato es un herbicida organofosforado utilizado mundialmente en la
agricultura. El incremento en las dosis de aplicacion genera problemas ambientales
y selecciona plantas mas resistentes. Es necesario conocer el tipo de resistencia
para generar estrategias de control de malezas. Asi, el objetivo de este trabajo fue
identificar molecularmente especies que resistan a este herbicida, sobre todo
analizar su mecanismo molecular de resistencia. En este estudio se colectaron 12
muestras en diferentes localidades de la zona oriente del Estado de Morelos con
tolerancia aparente a glifosato. Al menos 4 especies fueron constantes en los sitios
de muestreo. Para la identificacibn de cada espécimen se extrajo el ADN, se
amplifico por PCR, se obtuvieron y analizaron las secuencias del gen trn. Para
demostrar el mecanismo de resistencia de los biotipos se realiz6 una amplificacion
de epsps, no obstante, no se logré amplificar posiblemente por una incorrecta
realizacion de las técnicas usadas o el disefio de oligonucleétidos. Posteriormente
se realizd un perfil de restriccion con Alul, el andlisis in silico concordé con estos
resultados. Finalmente se generaron arboles filogenéticos para identificar a los
biotipos que mostraron resistencia, resultando Spermacoce sp., Helianthus sp.,
Ipomoea sp., Commelina sp. Echinochloa sp. como géneros principales.
Concluimos que son cinco especies que presentan resistencia a glifosato, hacen
falta ensayos que permitan estudiar las secuencias de epsps para demostrar el
mecanismo de resistencia de estos biotipos, sin embargo, podria deberse a una

resistencia en sitio target o también por modificacion fisiologica.

Palabras clave: Herbicida, mecanismo, resistencia, vegetal, gen



Summary and key words

Glyphosate is an organophosphorus herbicide used worldwide in agriculture. In
addition, the increase in application doses generates environmental problems and
selects more resistant plants. It is necessary to know the type of resistance to
generate weed control strategies. Thus, the objective of this work was to molecularly
identify species that resist this herbicide, especially to analyze its molecular
resistance mechanism. In this study, 12 samples were collected in different locations
in the eastern part of the State of Morelos with apparent tolerance to glyphosate. At
least 4 species were constant at the sampling sites. For the identification of each
specimen the DNA was extracted, amplified by PCR, the sequences of the trn gene
were obtained and analyzed. To demonstrate the mechanism of resistance of the
biotypes, an amplification of epsps was performed, however, it was not possible to
amplify possibly due to an incorrect performance of the techniques used or the
design and oligonucleotides. Subsequently, a restriction profile was performed with

Alul, the in silico analysis agreed with these results.

Finally, phylogenetic trees were generated to identify the biotypes that showed
resistance resulting in Spermacoce sp., Helianthus sp., Ipomoea sp., Commelina sp.
Echinochloa sp. as main genres. We conclude that there are five species that have
resistance to glyphosate, tests are needed to study the epsps sequences to
demonstrate the resistance mechanism of these biotypes, however, it could be due
to resistance at the target site, where the objective of the process cannot be
achieved at the site of action, since mutations occur in the DNA sequence, or also

an expression of the gene that is inhibited by glyphosate.

Key words: Herbicide, Mechanism, Resistance, Vegetable, Gene



. INTRODUCCION

Las malezas son un factor de importancia econdmica en los sistemas de produccion
agricola. Compiten con los cultivos por factores energéticos y afectan el crecimiento
y desarrollo de los cultivos (Ronchi et al., 2008). Por tal motivo es determinante su
control. Existen diferentes alternativas de manejo quimico de malezas. El glifosato
[n- (fosfonometil) glicina] es el principal herbicida utilizado en la agricultura para el
control de malezas en pre y post emergencia en cultivos tolerantes (Araujo et al.,
2003).

El glifosato es un herbicida sistémico, no selectivo, inhibe la enzima 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), la cual se involucra en la ruta de sintesis del
shikimato (Duke y Powles, 2008). La sintesis de la fenilalanina, tirosina, y tript6fano
(aminoacidos esenciales) esta asociada a la epsps (Duke y Dayan, 2001). Asi
mismo a la sintesis de compuestos aromaticos como ligninas, alcaloides,
flavonoides, &cidos benzoicos y hormonas vegetales. Como resultado de la
inhibicion de la epsps se altera el metabolismo del shikimato y reduce la sintesis de
aminoécidos aromaticos, los cuales son necesarios para la supervivencia de las
plantas (Ahrens, 1994).

El uso de herbicidas es la principal herramienta en el manejo de malezas asociadas
a los cultivos, por disponibilidad, ahorro y eficiencia. El uso inadecuado promueve
consecuencias como la resistencia-tolerancia a estos compuestos propiciando que
el ingrediente activo no sea apto para el control, ocasionando un incremento en los
costos de produccion, al sustituir el herbicida por otro de mayor eficacia en el control

de las malezas (Preston et al. 2006).

A nivel mundial la aplicacién de herbicidas representa un promedio del 49% del total
de agroquimicos usados en la agricultura (Grube et al., 2011). En el 2014 se registra
que 747 millones de toneladas de glifosato fueron aplicadas a los campos agricolas

(Benbrook, 2016). En México se comercializan productos con glifosato como:



Faena®, Cacique 480®, Nobel 62%®, Lafam®, Eurosato® y Agroma® entre otros.
(Arellano-Aguilar y Montero-Montoya, 2017). En una investigacion realizada se
afirma que mientras el glifosato se utiliza para otros fines de erradicacion, se pueden
estar presentando problemas graves en otros cultivos, ya que este herbicida es

utilizado frecuentemente no permitiendo su degradacion (Cuervo, 2007).

Pérez-Lopez et al. (2014) menciona que en México se aplican hasta 4 veces al afio
este herbicida en terrenos con citricos. Hoy en dia existen diversos cultivos
resistentes al glifosato, esto a partir de 1996 (Duke y Powles, 2008), lo cual ha
aumentado drasticamente su consumo, siendo el herbicida mas importante del
mundo (Powles, 2008). Por casi 40 afos ha sido utilizado el glifosato mundialmente,
reportandose 43 especies de malezas resistentes al glifosato, siendo superado por
la atrazina con 66 especies e igualado por el imazetapir y el tribenuron-metil. (Heap,
2016).

Los cultivos que reportan el mayor nimero de especies resistentes a diferentes
grupos de herbicidas son el trigo, maiz, arroz y soya con 77, 61, 51 y 48 especies.
Las familias, Poaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Cyperaceae y Amaranthaceae,
cuentan con el mayor numero de casos de resistencia, con 82, 42, 22, 12 y 11,
respectivamente (International Survey of Herbicides Resistance Weeds, 2020). Son
diversos los géneros reportados que ameritan atencion para su control en los
cultivos y promover asi una mayor produccion y rendimiento. Los géneros mas
frecuentes son Amaranthus sp., Ambrosia sp., Conyza sp. y Lolium sp. Siendo este
altimo, el primer biotipo registrado como resistente al glifosato (Heap, 2019).

De esta manera, el objetivo de este trabajo consistié en buscar e identificar malezas

resistentes-tolerantes a glifosato en la zona oriente del estado de Morelos.



. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Identificar malezas en la zona oriente del estado de Morelos resistente-tolerantes a

glifosato y determinar su estrategia de resistencia.

2.2 Objetivos especificos

¢ Identificacibn molecular de las plantas con el gen trn considerado altamente
conservado.
e Analisis de la estrategia de resistencia de los biotipos colectados mediante la

presencia de genes epsps.

2.3  Hipotesis

Existen malezas resistentes a glifosato en la regién oriente del estado de Morelos,
es necesario reportar estos biotipos con resistencia; para ello, se debe realizar la
identificacion molecular mediante amplificacion del gen trn, el cual mostrara la
biodiversidad de plantas muestreadas. Ademas, es posible que esta resistencia se
deba a la transferencia horizontal de una epsps mutante. Mediante técnicas de PCR

se buscard la presencia o ausencia de estos genes.



. REVISION DE LITERATURA

3.1 Importancia de las malezas en la agricultura

Una planta es considerada maleza cuando esta presente en un area no deseada
para el productor agricola, alterando al cultivo, al ejercer una competencia por
nutrientes, espacio y agua, principalmente. La presencia de las malezas en los
cultivos disminuye la produccion, provocando un problema econémico. Asi mismo
las malezas pueden servir como hospederos de insectos o0 microorganismos
dafiinos para el cultivo. Por esta razon, es importante el estudio y la implementacion

de diversos métodos de control de malezas (Blanco et al., 2007).

La CONABIO (2019) clasifica a las malezas en méas de 100 familias, de las cuales
la Asteraceae y Poaceae sobresalen con 238 y 134 géneros respectivamente.
Soltani et al. (2013) mencionan que en el cultivo del maiz puede perder rendimiento
a causa de las malezas hasta de un 30%, sin contar perdida por riesgos
ambientales, clasificando a la competencia maleza-cultivo como el factor mas

preocupante entre la produccion de cultivos (Cerrudo et al., 2012).

En la Figura 1 observamos el rendimiento de maiz en presencia y ausencia de
malezas durante el periodo de produccién, mostrando claramente que en presencia
de malezas el rendimiento va decayendo, a diferencia de un cultivo sin competencia,
el rendimiento es mayor. Blanco y Leyva (2011) hacen mencién que el periodo
critico de competencia oscila entre los dias 24 y 40, por lo cual en la Figura 1
observamos que, en el cultivo sin maleza, en esa parte del periodo presenta un

incremento en el rendimiento.
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FIGURA 1. Rendimiento del maiz (t ha-1) en diferentes periodos. C: con malezas y S: sin malezas, TC:
tiempo de cosecha (Blanco y Leyva., 2014)

La competencia cultivo-maleza reduce el rendimiento de la produccién de un cultivo,
por ello, se han implementado distintos métodos de control. El control quimico
mediante el uso de herbicidas es el mas utilizado en la agricultura (Ross y Lembi,
2009), sin embargo, propicia una resistencia en las malezas por el uso descuidado

y exagerado de estos (Powles y Yu, 2010).
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3.2 Efectos ambientales de los plaguicidas quimicos

La funcion de los plaguicidas es atacar a plagas y enfermedades, muchos
organismos comparten ciertas caracteristicas o similitudes entre sus funciones
quimicas, fisicas o metabdlicas, de tal manera que un plaguicida puede ser
perjudicial para el ambiente y afectar la salud publica (Pimentel, 2009). Las
particulas de los plaguicidas que son transportadas por el viento tienen un efecto a
cultivos cercanos que son susceptibles al producto, y asi mismo a la comunidad

cercana (Del puerto Rodriguez et al., 2014).

En los ecosistemas acuaticos, las algas y fitoplanctones son importantes dado a
gue otras especies del mismo habitat necesitan de ellos para su sobrevivencia.
Estos proporcionan oxigeno disuelto para las demas especies. Sin embargo, son
afectados por los herbicidas. El uso de herbicidas en los campos agricolas junto a
su ciclo de persistencia causa un efecto negativo a estos organismos (Knauer et al.,
2012).

La contaminacion acuética afecta en general a los organismos. Se ha estudiado que
los plaguicidas ocasionan dafios severos a las especies que son expuestas a ellos
(Hamlin et al., 2010). El dafio a la salud humana evoluciona dependiendo del tiempo
de exposicion ya sea directa o indirecta. En este juego entran las personas que
crean y trabajan directamente con los plaguicidas, como los agricultores que los
aplican. Asi mismo de una manera indirecta las personas afectadas son los

consumidores.

La exposicion ante estos plaguicidas produce distintos efectos negativos. La OMS
sefala que mas de 3 millones de intoxicaciones han sido resultado de todas estas
practicas (Bird et al., 2008) derivandose dafios como tumores y lesiones

degenerativas en el higado y rifidn (Olea y Fernandez, 2001).

12



3.3 Efectos del glifosato al ambiente y a la salud

El glifosato, esta catalogado como un producto de baja toxicidad, de poca
persistencia y una movilidad baja sobre el agua subterranea, pero esto, solo basado
a estudios al ingrediente activo, sin tomar en cuenta las formulaciones que son
lanzadas al mercado (Antoniou et al., 2012). Jones et al. (2011) mencionan que el
glifosato influye en la disminucion de la diversidad de insectos. El glifosato también
puede moverse en la rizosfera y afectar a las plantas vecinas no objetivo
(Tesfamariam et al., 2009) perjudicando indirectamente a insectos que viven de

esas plantas, como las abejas, entre otros polinizadores (Nicholls y Altieri, 2012).

Saunders et al., (2017) mencionan el dafio por el glifosato a las mariposas monarcas
en relacién con sus larvas y su alimento que es Euphorbia heterophylla. El periodo
que tarda para que el glifosato se metabolice es de 2 a 215 dias. La persistencia del
glifosato en el agua es de 2 a 91 dias (Giesy et al., 2000), afectando a anfibios y a
organismos acuaticos (Antoniou et al., 2012). El glifosato esta asociado al cancer,
alteraciones endocrinas en humanos y toxicidad aguda y crénica en especies

acuaticas como consecuencias de su uso (Guyton et al., 2015).

Asi mismo, estudios han mostrado que, en aguas embotelladas, aguas
subterraneas, rios, lagos, entre otros, que se encuentran cerca de campos agricolas
contienen residuos de glifosato y su metabolito secundario AMPA (&cido
aminometilfosfonico) (Rendon Von Osten y Dzul Caamal, 2017). Bghn et al., (2014)
mencionan que a diferencia de otros plaguicidas la concentracion mas alta presente
en los alimentos corresponde al glifosato. Ruiz-Toledo et al. (2014) mencionan que
en areas protegidas se han encontrado residuos del herbicida. Primost et al. (2017)

consideran que el glifosato es un contaminante ‘pseudo-persistente’.

13



3.4 Resistencia a herbicidas

Un herbicida al ser expuesto a una planta es absorbido y se transporta a su sitio de
accion y en ese transcurso es metabolizado, cuando este llega a su destino inhibe
algun proceso esencial para la planta (Catizone y Zanin, 2001). Al usar un herbicida
reiteradamente, se ejerce una presion de seleccion en la poblacion de malezas
donde da como resultado a una resistencia (Villalba, 2009). Se conocen dos tipos

de mecanismos que hacen resistentes ante los herbicidas (Figura 2).

Mecanismos de resistencia

2~ ™\

Basado en el sitio de ‘ Indenendiente del sitio de accién

accion Absorcién reducida

J, Translocacion reducida

Cram IEEmslsE Secuestro del herbicida

Sobreexpresion Degradacion del herbicida

FIGURA 2 Mecanismos de resistencia de plantas a herbicidas (Cruz-Hipdlito et al., 2009).

Uno de ellos es la alteracion en el lugar de sitio de accidn (target site) donde afectan
a procesos y dan resultados secundarios donde dafian a la planta y la conducen a
su muerte. La resistencia “non target site”, donde la planta degrada al herbicida y
asi impide que llegue a su objetivo (Villalba, 2009). En la resistencia “target site” se
puede presentar mutaciones que, a partir de esa modificacion en la secuencia de
ADN, el herbicida no puede realizar su funcion. Asi mismo puede presentarse una

sobreexpresion de la enzima que inhibe (Heap, 2014).

En el mecanismo “non target site” o independiente del sitio de accion, se produce
por tres posibles formas. Mediante una absorcion, translocacion (Barroso et al.,

2015) y metabolizacién del herbicida (Shaner et al., 2012), donde las plantas son

14



capaces de evitar que el herbicida llegue al sitio de accién correspondiente y
alcanzar su objetivo mediante una inmovilidad y asi lograr que el herbicida no llegue
con la concentracién necesaria al sitio de accion (Cruz-Hipdlito et al., 2009). Ge et
al., (2010) mencionan que las vacuolas son un medio por el cual la concentracion

del herbicida disminuye.

De igual manera, al utilizar una dosis alta 0 menor se puede presentar una seleccion
en la planta, la cual le conferir4 a una resistencia (Manalil et al., 2011). Por estos
mecanismos posibles en una planta, resultan las mutaciones en la informacion
genética del organismo (Baerson et al., 2000). Una planta resistente a mas de un
herbicida con el mismo modo de accién, se le conoce como resistencia cruzada
(Chueca et al., 2005). Esta resistencia se presenta con mayor frecuencia en el sitio
de accion (Heap, 2014). Asi mismo se puede presentar una resistencia multiple en
la cual la planta resiste mediante diferentes mecanismos con diferente sitio de

accion (Heap y LeBarron, 2001).

En la Figura 3, se muestra el nimero de malezas que son resistentes a herbicidas,
se aprecia que desde 1995 estd la presencia de malezas resistentes a los
inhibidores de la EPSPS (Heap, 2019).

INHIBIDORES DE ACCasa INHIBIDORES DE FS Il
AUXINAS SINTETICAS I INHIBIDORES DE LA EPSP SINTETASA
I 'MHIBIDORES DE ALS

NUMERO DE ESPECIES

FIGURA 3 Numero de especies resistentes a herbicidas por su sitio de accion (Heap, 2019).
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3.5 Mecanismo de resistencia de plantas a glifosato

Uno de los mecanismos de la resistencia a glifosato que se ha encontrado, es la
resistencia en el sitio activo (Figura 4). Un claro ejemplo es lo que ocurre en
Eleusine indica en Malasia, la cual es reportada como resistente al glifosato por su
sitio activo. El glifosato altera la ruta metabdlica del shikimato, donde participa la
enzima EPSPS, la cual, es inhibida por el glifosato y la resistencia esta dada por
mutaciones que presenta la EPSPS en su cadena de amino&cidos. Esta mutacién
altera la cadena en la posicion de la Prolinal06 que es sustituida por una Serina
(Pro106-Ser) o por Treonina (Pro106-Thre) (Baerson et al., 2002).

Asi mismo en Echinochloa presenta la mutacion Pro106 por Serina o Treonina
(Alarcon et al., 2011). En Australia, Chile y California se encuentra reportada Lollium
spp. La cual presenta la misma mutacion en Pro 106-Ser (Simarmata y Penner
2008). Otra mutacion dada es Prol06-Ala (Jasieniuk et al., 2008) presente en un
biotipo de California. En Sudafrica (Kaundun et al., 2011) se ha identificado una
mutacion diferente, Pro 106- Leu. Otra de las causas de una resistencia en el sitio

activo es la sobre expresion de la enzima EPSPS.

Lotus spp., Amarantus palmeri y Conyza canadensis son ejemplos que presentan
una sobre expresion de esta enzima (EPSPS) derivada por el uso indiscriminado de
glifosato. En Georgia y USA se encuentra un ejemplar de A. palmerii que presenta
un caso de sobreexpresion de la EPSPS. La enzima en esta planta resistente,
presentaba de 5 a 160 copias mas que en plantas que son susceptibles a glifosato
(Gaines et al., 2011).
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FIGURA 4 Mecanismo de accién y resistencia de glifosato (Duke y Powles, 2008).

3.6 Plantas resistentes a glifosato

En México se han registrado tres especies de malezas resistentes al glifosato. En
el 2010 Leptochloa virgata, y en el 2014 Bidens pilosa (Heap 2019). Leptochloa
virgata localizada en Veracruz, México, en huertos de citricos. El estudio demostro
una resistencia al glifosato mediante la absorcion y translocacién reducidas de
glifosato, también se presentd una mutacion y una actividad basal de la EPSPS
mejorada a nivel del sitio de accion (Alcantara et al., 2016). Otro caso es, Bidens
pilosa localizada en el Golfo de México en huertos de citricos. La EPSPS present6
mutaciones simples (Pro-106-Ser) y dobles (Thr-102-lle seguidas de Pro-106-Ser).
Asi mismo se pudo observar una translocacion reducida (Alcantara et al., 2016b).
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FIGURA 6 Leptochloa virgata (Heap 2019) FIGURA 5 Bidens pilosa (Heap 2019).

3.7 Plantas modificadas genéticamente con tolerancia al glifosato

El uso de plantas modificadas genéticamente ha incrementado, contando con 175.2
millones de hectareas mundialmente utilizadas para este tipo de plantas hasta el
afo 2013 (James, 2013). En México se establecen cultivos como Medicago sativa
L., Gossypium hirsutum L., Brassica napus, Zea mays, Glycine max y Beta vulgaris
L. modificados genéticamente con genes como gat4621, mepsps, 2mepsps, CP4
epsps 1214p y CP4 epsps (CIBIOGEM, 2019). El gen gat4621 se obtiene de B.
Licheniformis que inhibe al glifosato (ISAAA, 2019) por N-acetilacion ya que codifica

una enzima glifosato acetiltransferasa (CFIA, 2012).

El gen mepsps es derivado de Zea mays que confiere tolerancia a glifosato (ISAAA,
2019) modificado por mutagénesis y 2mepsps que una doble version de la misma.
El gen CP4 de Agrobacterium, codifica a la EPSPS. Este gen CP4-EPSPS tolera a
glifosato (Rojas et al., 2017) ya que no dafa al gen bacteriano a diferencia del gen
en las plantas (Service, 2007). La CP4 EPSPS puede ser introducida mediante las
semillas, propagulos, asi mismo el flujo de los genes a plantas silvestres de la misma
familia que son compatibles sexualmente (Center Environmental Risk Assessment,
2010) provocando una alteracion a plantas no objetivo, modificando sus
caracteristicas ya que ese gen posteriormente estaria expresado en esa especie
(Mc Lean, 2011).
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3.8 Regulacion de OGM con resistencia a glifosato en México

México ha permitido liberaciones de OGMs de acuerdo a la LEY DE
BIOSEGURIDAD DE ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS
(LBOGM). Desde el afio 2005 al 2017, se han otorgado méas de 600 permisos
distribuidos en diferentes cultivos conforme a la LBOGM, se resumen en la Figura
7 (CIBIOGEM, 2019).
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» S N N o N
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FIGURA 7 Permisos de liberacion al ambiente de OGMs emitidos en México de 2005 a 2017, por cultivo,
conforme a la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados (LBOGM) (CIBIOGEM, 2019)
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IV. METODOLOGIA

4.1 Muestreo

La colecta se realizé en la zona oriente de estado de Morelos. Se recolectaron
plantas (malezas) presentes en cultivos con previas aplicaciones de glifosato
(Figura 8). La colecta se enfoc6 en plantas de maleza sobrevivientes a aplicaciones
de glifosato con resistencia aparente al herbicida. Se realizaron entrevistas con los
productores duefios de las parcelas y asi explorar el historial de aplicaciones con
este herbicida. Las muestras, se conservaron a 5 °C hasta su posterior analisis. Los
especimenes se llevaron al Laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de Estudios
Superiores de Xalostoc para la extraccibn de ADN. Los analisis del ADN fueron
realizados en el Laboratorio de Genética del Tecnologico de Monterrey, Campus
Puebla.

CDMX

Estado O\ ~E
e
M exico

México

Guerrero

FIGURA 8 Sitios de colecta (municipios muestreados)
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4.2 Extraccion de ADN

A partir de las muestras colectadas, se hizo la extraccion de ADN de acuerdo a la
metodologia utilizada en el al Laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de
Estudios Superiores de Xalostoc. Se hizo un lavado con hipoclorito de sodio y agua
destilada. En un mortero se colocé cada muestra vegetal (joven) por separado,
posteriormente se agregd 1 ml de la solucién amortiguadora (buffer de extraccion)
y se macerd. Del resultado, se tomo 1 ml del material y se coloco en tubos eppendorf
de 2.0 ml, los cuales se coloraron en bafio Maria a 65 °C por 30-60 min, cada 5 min
fueron mezclados. Transcurrido el tiempo los tubos fueron centrifugados a
temperatura ambiente a 8000 rpm durante 1 min. La fase superior fue trasladada a
otro tubo limpio, se agregé una solucion preparada de cloroformo y alcohol

isoamilico (24:1) hasta la marca de 2.0 ml del tubo, mezclandolos suavemente.

Se centrifugaron a 8000 rpm por 15 min. Nuevamente se trasladé la parte superior
liquida en un tubo nuevo. Se adicionaron 2 volumenes de alcohol absoluto frio (-
20°C) y se mezclo para obtener el pellet de ADN. Los tubos se dejaron reposar por
20 min a temperatura ambiente. Después del reposo, se hizo un lavado con etanol
a 70%, se incubo por 20 min y se vacio el etanol para que si era necesario se
repitiera el lavado. En la dltima lavada se vacio el etanol, y se dejo a temperatura
ambiente para que el alcohol se evaporara. Transcurrido el tiempo, las muestras se
hidrataron con 1 ml de buffer TE y 3 ul de ARNasa. Finalmente, los tubos se dejaron
en bafio Maria por 40-60 min.
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4.3  Visualizacion y cuantificacién del ADN

4.3.1 Visualizacién

Se prepar6 una solucién con colorante, el colorante de carga mas solucién TE 1:3
(Tris- EDTA). Se agregaron 2 ul de la soluciéon en un tubo nuevo con 4 pl de ADN
de cada muestra. Se prepard un gel de agarosa al 0.8% con 4 ul de Bromuro de
etidio. Al gel solidificado se coloc6 dentro de la camara de electroforesis, se cubrié
con buffer TAE 1X hasta que quedara sumergido a 4 mm de profundidad respecto
a la superficie del TAE. Para colocar la muestra de ADN en el gel se realizo lo
siguiente: de las muestras ya preparadas con el colorante de carga en un tubo, con
una pipeta se mezcl6 con cuidado. Se colocaron las muestras en cada cavidad del
gel. Se tap6 la cAmara de electroforesis y se corrié a 74 volts por 45 min.

4.3.2 Cuantificacion del ADN

Sample 3

Sample |

FIGURA 9 Lecturas de absorbancia en Nanodrop. A: espectro de absorcion, B: datos de rangos de
absorbancia de las muestras.
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4.4  Amplificacion de fragmentos por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa)

4.4.1 Amplificacion del gen trn
La técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) consiste en la amplificacién in vitro de un fragmento de ADN
especifico. En un tubo se afadié 31 pl de agua esterilizada libre de nucleasas, 10
pl de buffer para PCR 5x Green GoTaq de Promega, 5 pl de MgClz, 1 ul de
desoxirribonucleétidos trifosfatos (dATP, dGTP, dTTP y dCTP), 1 ul del par de
oligonucledtidos (directo 5 -ATTTGAACTGGTGACACGAG-3°, reverso 3'-
CGAAATCGGTAGACGCTACG-5") reportados por Taberlet et al. (1991), 0.25 ul de
taq DNA polimerasa de Thermo Scientific y 1 pl de la muestra de ADN. Utilizando
un termociclador LABNET de MultiGene. El protocolo para la PCR fue como se
muestra en la Figura 10. Los equipos y materiales que se utilizaron en esta técnica

se muestran en la (Figura 11).

35 Ciclos
94°C 94°C 72°C 72°C
5 min ‘ 1 min 48°C 2 min 10 min
1 min

FIGURA 10 Protocolo de amplificacion por PCR para gen trn

= 2\
aes\
7 a\

\

A)

FIGURA 11 Reaccion de PCR realizado en el laboratorio de Genética del Tecnolégico de Monterrey Campus
Puebla. A: Termociclador, B: muestras para PCR, C: Mix para PCR

B)

Después de la PCR, se prepar6 un gel de agarosa al 1% con solucion TAE 1X de
Ultra Pure™Yy fueron tefiidos con 1 pl de colorante EZ-VISION. Se corrio a 90 volts
por 45 min con ayuda de una fuente de poder como se observa en la Figura 12.
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FIGURA 12 Electroforesis. A: camara de electroforesis B: fuente de poder.

4.4.2 Amplificaciéon del gen epsps

En un tubo se afadi6 22 ul de agua esterilizada libre de nucleasas, 25 ul de buffer
Dream Taq PCR Master Mix (2x), 1 pl de oligonucleotidos (forward: 5°-
TGGCGCCCAAAGCTTGCATGGC -3 y reverse: 3-
CCCCAAGTTCCTAAATCTTCAAGT -5) de acuerdo con Nesvold et al. (2005) y 1
pl de la muestra de ADN. El protocolo de PCR para este fragmento, epsps, se

muestra en la Figura 13.

40 Ciclos
95°C 95°C 72°C 65°C
10 min ‘ 1 min 48°C 1 min ‘ 2 min
1 min

FIGURA 13 Protocolo de amplificacion por PCR para gen epsps

Después de la PCR, se prepar6 un gel de agarosa al 1 % y fueron tefiidos con 1 pl

de colorante EZ-VISION. Se corrio a 90 volts por 40 minutos.
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4.5 Purificacion de productos de PCR de genes amplificados

Las muestras fueron purificadas con el kit AxyPrep PCR cleanup 250-prep (Figura
15). Se colocé una columna de PCR en un micro-tubo de 1.5 ml. En el centro de la
columna se coloco de 35 a 40 ul de muestra, se afiadidé 3 veces el volumen de la
muestra de buffer de PCR-A, se centrifugo a 13 mil g por 1 min. Se retir6 el liquido
del micro-tubo. Nuevamente en la columna se coloc6é 700 pl de Buffer W2, se
centrifugo a 16 mil g por 1 min volviendo a retirar el liquido del tubo. Por segunda
vez, se agrego el Buffer W2 con un volumen de 400 pl centrifugandose a 16 mil g
por 1 min. La columna se cambid a un tubo limpio y cuidadosamente se coloco en
el centro de la membrana 30 pl de Eluent. Se dejé reposar a temperatura ambiente

por 1 min, se centrifugo a 16 mil g por 1 min y se retiré la columna del tubo.

BUffer

Concentrate 2

FIGURA 14 Kit AxyPrep PCR cleanup 250-prep para purificacion de muestras

4.6 Restriccidon enzimatica

Del producto purificado se realizé un analisis de restriccion enzimatica in vitro con
cuatro diferentes enzimas. Para lo cual se preparé una mezcla de digestién con 2
pl de H20 libre de nucleasas, 1.2 ul de buffer, 0.2 pl de BSA, 0.6 pl de endoenzima
(Alul, Hindlll, Xbal, EcoRV por separado), 8 pl de muestra de ADN con una
concentracion de 11 a 33 ng/ul. Se incubaron a 37 °C por 3 h, posteriormente se

observaron en gel de agarosa al 1.5 % a 80 volts por 80 min.
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Ademas, se realizaron los analisis de restriccion in silico, para ello se utilizo el
software SnapGene version 4.3.8 con las mismas condiciones planteadas y con las
secuencias ya obtenidas. Para finalmente comparar los resultados obtenidos con

los perfiles de restriccién in vitro.

4.7 Secuenciacion y analisis de secuencias para la identificacion de
las malezas

Las muestras fueron secuenciadas en la Unidad de Secuenciacion y Sintesis del
IBT-UNAM, siguiendo el protocolo que se describe a continuaciéon emitido por la
Unidad de Secuenciacion y Sintesis del IBT-UNAM. En un tubo eppendorf de tapa
plana de 0.2 ml para PCR se entregaron 16 pl de mezcla. Esta mezcla contuvo 1 pl
del primer, ADN acorde a la concentracion y agua destilada. Para el andlisis de las
muestras se usaron los programas Bioedit, Molecular Evolutionary Genetics
Analisys version 6.06. Los arboles filogenéticos se generaron considerando diez
secuencias obtenidas en un alineamiento BIASTn con Maxima verosimilitud y

Méaxima Parsimonia.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Colectaen campo

Se realizd una colecta en diferentes municipios de la zona oriente del estado de
Morelos, en total se obtuvieron 12 muestras, de las cuales 4 malezas fueron
consistentes, se les extrajo el ADN y a cada muestra se les asigno una clave para

diferenciarlas, A y B son las repeticiones de cada muestra (Cuadro 1).

Cuadro 1. Malezas colectadas en los campos agricolas de la zona oriente del estado de Morelos (Ay B
repeticiones de cada muestra).

Nombre N° de Ejemplar Sitio de Clave Coordenadas

comun muestra muestreo | asignada | geograficas

Hierba 1A, 1B

caliente Huitchila MMorl N 18°38’ 37.5”
E98° 55'25.4”
1148msnm

Ojo de gallo | 2A, 2B Yecapixtla | SMor2
N18° 52’16.0”
E0.98 51’ 57.5”
1581msnm

Zacamantilla | 3A, 3B Huitzililla N 18°41’ 22.1”

RMor3 E98° 54°08.6”

1196msnm
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Ejemplar

Nombre N° de

comin muestra
- 4A, 4B
Quiebra 5A, 5B
platos
Alache 6A, 6B
Alache 7A, 7B
Zacamantilla | 8A, 8B

Sitio de Clave Coordenadas
muestreo | asignada geograficas
Ixtlilco el N 18° 32 03.9”
grande E: 098°40 30.6”
AMor4 1079 msnm
Zacualpan | PMor5
N 18° 50’ 00.1”
E 098° 44’ 10.1”
18679 msnm
Atotonilco HMor6 N 18°39'01.1”
E 098° 49’ 19.2”
1264msnm
Axochiapan | KMor7 N 18° 34’ 15.4”
E 098°49’ 12.6”
1110msnm
Amayuca ZMor8 N 18° 44’ 27.6”
E 098° 47’ 07.7”
1495 msnm
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Ejemplar

Nombre N° de
comun muestra
Quiebra 9A, 9B
plantos
Ojo de gallo | 10A,
10B
Zacamantilla | 11A,
11B
Jeglite de 12A,
agua 12B

Sitio de
muestreo

Clave
asignada

Coordenadas
geograficas

Ocuituco

QMor9

18° 52’ 16”
098° 49’ 04.3”
1740 msnm

Xalostoc

OMorl10

N 18° 44’ 15.2”
E 98°54’39.1”
1281msnm

Hueyapan

DMorl1l

N18° 51'51.6”
E098° 42°03.4”
2147 msnm

Tétela

CMorl2

N 18° 52’ 53.2”
E 98° 42’ 46.6”
2139msnm
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5.2 Integridad del ADN

Para visualizar la calidad del ADN extraido, se corrieron las 12 muestras por
duplicado (A y B) en gel de agarosa (Figura 15).

1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A B8A O9A 10A11A 12A1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 8B 9B 10B 12B

e e e e
\ e — _— —

e g

FIGURA 15 Visualizacion de la integridad del ADN extraido de las malezas colectadas.

En las muestras 1A, 2A, 4A, 5A, 6A, 7A, 9A, 11A, 1B, 2B, 5B, 6B, 7B, 9B no se
aprecian bandas que muestren la presencia del ADN o al menos no con calidad
requerida para su analisis.

A partir de todas las muestras, fueron seleccionadas 9, las cuales son: MMorl,
RMor3, HMor6, KMor7, ZMor8, QMor9, OMorl0, DMorll e IMorl2. A estas

muestras seleccionadas se les realizaron los analisis posteriores.

53 Cuantificacién del ADN extraido

Las columnas A260/A280 y A260/230 del Cuadro 11 indican la relacién de
absorbancia, definiendo la calidad de ADN con la que se cuenta. Esta considerado
que la relacion de A260/A280 adecuada es de 1.8-2.0 (Del Valle et al., 2004) en
esta relacion podemos definir la presencia de proteinas, por lo cual, si la
concentracion es baja, muestra la posible presencia de estas. De Jesus et al. (2005)
considera que los resultados mayores de 2.0 reflejan que las muestras estan
contaminadas por ARN. En la columna de A260/A230 con los valores menores de
2.0 se encuentran contaminada posiblemente con algunas sales, carbohidratos,

protel'nas, entre otros.
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Cuadro 1. Cuantificacion del ADN extraido.

Muestra ng/ul A260/A280 A260/230 A260 A280
MMorl 80.8 1.56 0.48 1.62 1.04
RMor3 145.6 1.45 0.98 291 1.50
HMor6 256.7 1.72 0.69 5.13 2.99
KMor7 105.9 1.49 0.56 2.12 1.42
ZMor8 249.4 1.70 0.73 4.99 2.94
QMor9 78.9 1.53 0.48 1.58 1.05
OMor10 234.3 1.80 1.00 4.69 2.60
DMorl11 88.0 1.66 0.60 1.76 1.06
IMor12 210.1 1.86 1.07 4.20 2.26

5.4  Amplificacion del gen trn

El gen trn es un gen altamente conservado que se utiliza para identificar plantas, de

acuerdo con Taberlet et al. (2007) contiene las caracteristicas para poder utilizarse

como un gen del barcoding para identificacién. Para la amplificacion del gen trn se

el gen reportado por de los Angeles et al. (2013), el gen amplificé con un peso de

1087 pb, obteniendo en esta amplificacion aproximadamente 1000 pb. Como se

observa en la Figura 16.
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FIGURA 16 Amplificacion del gen trn en las malezas colectadas (MP: marcador de peso molecular

100pb).
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5.5 Cuantificacion de la amplificacion del gen trn

Cuadro 2. Cuantificacion de la amplificacion del gen trn.

Muestra ng/ul A260/A280 A260/230  A260 A280
MMorl 24.50 1.83 1.15 0.49 0.27
RMor3 18.14 1.76 1.82 0.37 0.21
HMor6 14.3 1.78 0.70 0.29 0.16
KMor7 31.7 1.86 0.06 0.63 0.34
ZMor8 22.50 1.76 1.52 0.47 0.27
QMor9 11.10 1.77 0.33 0.22 0.17
OMor10 21.3 1.82 0.70 0.43 0.23
DMorl1l 23.8 1.79 1.31 0.48 0.27
IMor12 32.9 1.93 0.08 0.66 0.34

5.6 Amplificacion del gen epsps

La epsps es una enzima importante para la ruta del acido shikimico en el cual da
lugar a los aminoacidos aromaticos fenilalanina, triptéfano y tirosina entre otros
metabolitos. Estos aminoacidos son esenciales para las plantas, por lo cual su
inhibicion es letal. El glifosato inhibe a la epsps. En la figura 17 no se muestra la
amplificacion del gen epsps. Los mecanismos de resistencia mencionados
anteriormente descartan la sobreexpresion del gen, ya que, si resistiera mediante
este mecanismo, el gen epsps o alguno de sus mutantes se debié haber

amplificado.

Posiblemente, el par de cebadores utilizados fue para el gen de la epsps enddgena,
por lo cual no amplificaria para ver si en las muestras se encuentra el CP4 epsps,
generando una posibilidad que las plantas resisten por este gen ya que lo
mencionado por (Center Environmental Risk Assessment, 2010) el gen puede
transferirse a plantas silvestres de la misma familia de quien lo porta, asi como su
compatibilidad sexual. Sin embargo, Cantu-Iris et al. (2012) utilizaron los mismos
oligonucledtidos para amplificar el gen modificado genéticamente c4 epsps, no
obstante, con la técnica de PCR que utilizamos no amplifico. Unas posibles causas

pueden considerarse a partir de como se realizaron las técnicas. Posiblemente el
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protocolo o las condiciones de PCR, o el proceso de electroforesis no fueron los
adecuados. Nair et al. (2002) detectaron el gen por Western Blot, posiblemente si
los oligonucleotidos eran disefiados para la c4 epsps, se debidé implementar la

técnica mencionada anteriormente para poder amplificar el gen.
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FIGURA 17 Amplificacion del gen epsps.

5.7 Andlisis de restriccidn enzimatica

Las enzimas de restriccion fueron descubiertas por Werner Arber, Daniel Nathans y
Hamilton Smith en 1978 (Watson et al., 2004). Siendo una herramienta béasica de la
biologia molecular utilizados para mostrar mapas de ADN. En este trabajo se hizo
un analisis con las enzimas Alu |, Hind lll, Xbal y EcoRV, donde se aprecié una
mejor digestion utilizando la enzima Alu |, por lo cual se realizé el analisis con las
demas muestras. La Figura 18, muestra la amplificacion de las 9 muestras con un
marcador de 100 pb en las cuales en la mayoria se logra apreciar dos fragmentos

de ADN utilizando Alu | como enzima de restriccion.
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Esta enzima reconoce secuencias repetidas, reconoce las uniones de citosina-
guanina (5"---AG CT---3" 3’---TC GA---5") (Rojas-Atencio et al., 2012), su corte
muestra areas no metiladas (Xiang et al., 2010). El uso de las restricciones

enzimaticas, nos ayudan a predecir indirectamente la identificacion de la

amplificacion por medio de sitios especificos del gen (Bruce et al., 2008).

s 2 z z ¥ 2 g 5 g
= g = z = g S 3 g
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FIGURA 18 Producto de restriccion enzimatica con enzima Alu | con marcador de 100 pb.

En este gel de agarosa al 1.5% observamos 10 carriles, el primer carril es el
marcador molecular, y las otras 9 son las muestras trabajadas. Observamos que en
general las muestras fueron fragmentadas en dos partes, al menos 4 muestras
tienen el fragmento con el mismo peso o al menos muy cercano. En MMorl la
primera banda mide ~500 pb. y la segunda banda de ~350 pb. Para la muestra
RMor3 se observa una banda de ~400 pb y la segunda de 300 pb. En HMor6 se
aprecia con mayor presencia solo una banda de ~250 pb, en KMor7 se aprecia un
fragmento de 600 pb y la segunda de 400 pb, ZMor8 la primera con 500 pb y la
segunda con ~350 pb, DMorl0 muestra las mismas medidas. Para DMorll la
primera banda mide ~600, y la segunda ~400 pb, en la muestra IMor12, una banda
mide ~800 y la segunda ~700. Por ultimo, la muestra QMor9 muestra una banda de

300 pb. Por ello a partir de este resultado del perfil de restriccién visto en gel se
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seleccionaron 5 muestras: Mmorl, Zmor8, Qmor9, Omorl0 y Cmorl2 debido a la

variabilidad de corte por esta endoenzima y asi realizar un &rbol filogenético.

5.8 Andlisis in Silico

(17) Alul
(12) Alul Start (0) AluI (657) End (895)
(0) Start End (s48)
= | 2007 2007 5007 S00T
2007 a007 5007 G
MMorl ZMorg
848 bp 895 bp
(6] Alul (1041) End
(0) Start AluI (23) End (833) (25 Alut (006} Alul
(0) Start Alul (167) (843) Alul ‘
2007 2007 5007 800! ‘ | |
7507 5007 7507 10007
QMor9 OMorl0
833 bp 1041 bp

start (0] (997 AIuI‘ End (1165)

FER so0! 750! 10007

CMorl2
1165 bp

FIGURA 19. Sitios de corte con Alu | en las secuencias obtenidas. A: MMorl, B: ZMor8, C: QMor9, D:
OMorl10y E: CMor12

En la Figura 19 podemos ver el corte y el peso de cada fragmento de las muestras. En
comparacion con la Figura 18, corroboramos el tamafio exacto de los fragmentos de cada
muestra. Podemos observar que en la muestra OMor10 de la Figura 18 no se aprecian
todos los cortes a comparacion de la Figura 19, Asi mismo los pesos en general son
diferentes o varian un poco, esto posiblemente por una mala corrida en el gel de agarosa,

asi mismo por que el andlisis solo fue con el uso de un solo oligonucleotido, el forward.
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FIGURA 20 Andlisis in silico del perfil de restriccion obtenido con Alu I. Gel agarosa 1.5%. 1: MMor1, 2:
ZMors8,

Alul Alul

Start (0]
S0

5’ ClCCCTGKCYWCAGCTGAGCTATCCCGACCCCTTCMATGTAGCATTCTCATT
| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I T T T T T T T T 1
3’ GOGACMGRWGTCGACTCGATAGGGCTGGGGAAGKTACATCGTAAGAGTAA

HindII

ATOAAAAACAGGATGOGATAAAAAGTTGGGGAGTCCACTAGGCTTTTOGGGATAGAGGGACTTRAACCCTCACGATTTTTAAAGTCGACG
1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1
T T T T T T T T T T T T

1 ! 1 !
T T T
TACTTTTTGTCCTACCCTATTTTTCAACCCCTCAGGTOATCCOAAAACCCCTATCTCCCTGAACTTGGGAGTGCTARAAATTTCAGCTGE

FIGURA 21 Ejemplos de sitios de corte para A: Alu | en MMor1, B: Hind 1l en QMor9, para Xbal y ECORV no
hay sitios de corte en las cinco muestras.
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5.9 Analisis filogenético

Algunos reportes de especies resistentes a glifosato son Borreria latifolia (Aubl.) K.
Schum. O Spermacoce latifolia (Stevens et al., 2001) son géneros de la familia de
las Rubiaceas, la cual esta reportada como tolerantes al glifosato. Estudios
mencionan a especies de Borreria con gran tolerancia a glifosato (Nisensohn et al.,
2007). GOémez Robin (2005) estudio al glifosato y al paraquat en parcelas, donde
tiene dificil control de Spermacoce laevis, S. latifolia y S. laevis con el glifosato, ya
gue menciona a la familia de las Rubiaceas como tolerantes al herbicida. Takano et
al. (2013) también mencionan a Spermacoce latifolia como resistente al herbicida.
En la Figura 22 se observa que la muestra MMorl presenta cercania filogenética al
Spermacoce prostata.

[ HMO042585.1 Spermacoce princeae voucher Luke Luke 8371 trnT-trnL, tRNA-Leu and trnL-trnF inter.

— EU543162.1 Spermacoce hispida trnL-trnF

EU543092.1 Diodia aulacosperma trnL-trnF

GU357188.1 Spermacoce brachystemonoides isolate RGO2004-119 tRNA-Leu, tRNA-Phe and trnF-ndhJ

DQ662170.1 Spermacoce filituba trnT-trnL, tRNA-Leu and trnL-trnF

DQ359165.1 Bouvardia glaberrima tRNA-Leu and tRNA-Phe

GU357187.1 Staelia thymoides isolate RGO2004-132 tRNA-Leu, tRNA-Phe gene and trnF-ndhJ

—— GU357189.1 Galianthe brasiliensis isolate VS1806 tRNA-Leu, trnL-trnF, tRNA-Phe and trnF-ndhJ

L EU543097.1 Galianthe eupatorioides trnL-trnF

EU543163.1 Spermacoce prostrata trnL-trnF

MMor1l

Figura 22. Analisis filogenético MMorl

La historia evolutiva se infiri6 mediante maxima verosimilitud basado en el modelo de GTR. Se
muestra el arbol con la mayor probabilidad de registro (-988.5055). El andlisis incluy6 11
secuencias de nucleétidos obtenidas del NCBI realizando un previo alineamiento BLASTN. Se
eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes.
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En la Figura 23 aparece la colecta ZMor8 el cual presenta mayor cercania al género

Aldama cabe sefalar que este género no presenta reportes de resistencia.
Aldama arenaria

Aldama arenaria voucher

Aldama gardneri voucher Filartiga

Aldama rubra voucher Magenta

Aldama dentata chloroplast

Aldama dentata voucher Schilling

Pappobolus lanatus var. lanatus

Tithonia diversifolia

Tithonia diversifolia

Aldama canescens

ZMor8

FIGURA 23 Andlisis de maxima verosimilitud de ZMor8

Se muestra el arbol con la probabilidad logaritmica mas alta (-2087,0648). Los arboles iniciales
para la blusqueda heuristica se obtuvieron automaticamente mediante la aplicacion de los
algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el
enfoque de Maxima Verosimilitud Compuesta (MCL), y luego seleccionando la topologia con un
valor de verosimilitud superior. El analisis involucré 11 secuencias de nucleétidos.
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Vidal et al. (2010) mencionan a una especie de Ipomoea en un estudio realizado
para el control de diversas malezas donde Ipomoea nil resulta con un porcentaje
minimo de control con glifosato. Monquero et al. (2003) por su parte, mencionan a
Ipomoea triloba tolerante al glifosato con un mecanismo de accion referido a su poca
translocacion. Takano et al., (2013) hacen mencién a géneros resistentes al
glifosato entre ellas Ipomoea spp. En nuestras muestras encontramos a Ipomoea
triloba Qmor9 (Figura 24) la cual concuerda con los autores antes mencionados, por
lo menos en el género. Cabe sefalar que esta especie fue consistente en casi todos

los sitios de muestreo.

MH173253.1 Ipomoea cynanchifolia
MH173263.1 Ipomoea x leucantha
NC 041203.1 Ipomoea cynanchifolia
NC 041205.1 Ipomoea ramosissima
KF242476.1 Ipomoea trifida
MH173262.1 Ipomoea triloba

—— CP025661.1 Ipomoea triloba cultivar NCNSP0323
—— QMor9

—— MH173258.1 Ipomoea ramosissima

—— NC 041208.1 Ipomoea xleucantha

MKO086056.1 Ipomoea triloba isolate 1TV4963

FIGURA 24 Andlisis de maxima parsimonia de QMor9

La historia evolutiva se infiri6 usando el método de Maxima Parsimonia. Se muestra un arbol de los
10 maés parsimoniosos (longitud = 387). El arbol de MP se obtuvo utilizando el algoritmo de
Reinjerto de biseccién de arbol (TBR). El andlisis incluy6é 11 secuencias de nucledtidos obtenidas
del NCBI realizando un previo alineamiento BLASTN. Se eliminaron todas las posiciones que
contienen gaps y datos faltantes.
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En la Figura 25, observamos a la muestra mas cercana a Echinacea paradoxa. En
base de datos que registran a malezas resistentes al glifosato, no se encontré
mencionada a Echinacea paradoxa o al menos su género. Sin embargo, Mobin et
al., (2015) menciona que en Echinacea purpurea el glifosato tiene efecto en el
crecimiento tisular y produce una reduccion en los metabolitos secundarios en la via
fendlica. En la via indolica el glifosato es contrarrestado presentando una

acumulacioén de los metabolitos secundarios.

—— MF362689.1 Ambrosia artemisiifolia

L MGO019037.1 Ambrosia artemisiifolia

NC 036810.2 Ambrosia trifida

—— MHA473582.1 Xanthium sibiricum

——— NC 042232.1 Xanthium sibiricum

EU549769.1 Guizotia abyssinica

——— KX548221.1 Echinacea angustifolia

—— KX548220.1 Echinacea atrorubens

——— KX548218.1 Echinacea pallida

——— KX548217.1 Echinacea paradoxa

OMor10

FIGURA 25 Andlisis filogenético molecular por el método de méaxima verosimilitud de OMor10.

La historia evolutiva se infiri6 mediante el método de maxima verosimilitud basado en el modelo de
TGR. Se muestra el arbol con la mayor probabilidad de registro (-2489.3704). El andlisis incluy6 11
secuencias de nucleétidos obtenidas del NCBI realizando un previo alineamiento BLASTN. Se
eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes.
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Commelina erecta es mencionada con gran tolerancia al organofosforado glifosato.
Nisensohn y Tuesca (2001) reportan el uso de una dosis 6 I.p.f./ha de glifosato (L.S.
360 g.e.a./l), en plantas jovenes de 6 a 9 cm mostrando un control relativo, sin
embargo, para el control de ejemplares mayores fue insatisfactorio. Takano et al.
(2013) menciona a otra especie de Commelina resistente al glifosato. En la Figura

26 observamos la cercania de nuestra planta a Commelina reptans.

__ KC512058.1 Gibasis pulchella trnL-trnF

| KC512066.1 Gibasis venustula trnL-trnF

KC512055.1 Elasis hirsuta trnL-trnF

KC512105.1 Tradescantia sillamontana trnL-trnF

KC512054.1 Dichorisandra thyrsiflora trnL-trnF

______ KR738044.1 Commelina reptans trnL-trnF

L JMorl2

__ AJ387745.1 Thyrsanthemum sp. tRNA-Leu intron and trnL

| AF431642.1 Weldenia candida tRNA-Leu, tRNA-Leu and tRNA-Phe

__ KC512093.1:361-969 Tinantia leiocalyx trnL-trnF

| KC512089.1:342-951 Tinantia violacea trnL-trnF

FIGURA 26 Andlisis de maxima parsimonia de Jmor12.
La historia evolutiva fue inferida usando el método de Maxima Parsimonia. El andlisis incluy6 11 secuencias

de nucledtidos obtenidas de NCBI realizando previamente un alineamiento BLASTN. Se eliminaron todas las
posiciones que contienen gaps y datos faltantes.
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En la Figura 27 se muestran las secuencias de las especies estudiadas, en este
arbol se recopilan todas las muestras usando a Amborella trichopoda para enraizar
el arbol. Cabe senalar que Echinacea sp. y Aldama sp. son las especies que
aparecieron mas recientemente, desde un punto de vista evolutivo. Este arbol
concuerda con lo obtenido en el perfil de restriccion de la Figura 20 en donde se ve
claramente el perfil similar.

OMor10 Echinacea sp.

ZMor8 Aldama sp.

QMor9 Ipomoea triloba

JMor12 Commelina reptans

MMorl Spermacoce sp

AY145324.1 Amborella trichopoda trnT-trnL -trnF

FIGURA 27 Andlisis filogenético molecular mediante el método de maxima verosimilitud de las 5 muestras
trabajadas.

El historial evolutivo se infiere utilizando el método de méxima verosimilitud basado en el modelo
de tiempo general. Se muestra el &rbol con la mayor probabilidad logaritmica (-2272.5480). Los
arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los
algoritmos de unidn de vecinos y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando
el enfoque de maxima verosimilitud compuesta (MCL) y luego seleccionando la topologia con un
valor de probabilidad de registro superior. El analisis incluyé 5 secuencias de nucleétidos de las
muestras y 1 obtenida de NCBI. Se eliminaron las posiciones que tenian gaps y datos faltantes.
Los andlisis evolutivos se realizaron en MEGA.
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VI. CONCLUSIONES

Se lograron identificar 5 especies: Spermacoce sp. (Mmor1), Aldama sp(Zmor8),
Ipomoea sp. (Qmor9), Commelina sp. (Jmor12), Echinacea sp. (Omor10) Ninguno
de los géneros identificados esta reportados como resistentes a glifosato en México.
Consideramos que se requieren otros ensayos que permitan estudiar las
secuencias de epsps y asi poder detectar el mecanismo de resistencia de estos
biotipos. Con lo estudiado podria deberse a una resistencia en sitio target o también
por modificacion fisiolégica que evite la traslocacion del herbicida. Estos estudios
mas especificos nos ayudaran a observar las posibles mutaciones en los
aminoacidos, o sobreexpresion del gen para poder definir con exactitud el
mecanismo de resistencia que ejercen estas malezas. Finalmente es importante
identificar plantas con resistencia a herbicidas para poder desarrollar un control
efectivo de estas y evitar que estos compuestos impacten al ambiente
negativamente, asi mismo prevenir la resistencia a otros herbicidas.
especificamente al herbicida glifosato, es importante el control de su uso, ya que el

uso descontrolado ha causado dafios en seres vivos.
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Vil. RECOMENDACIONES

Continuar con evaluaciones enfocadas a identificar malezas resistentes y/o
tolerantes a glifosato a nivel morfolégico y de molecular y asi determinar su

estrategia de resistencia.

Es necesario que en las investigaciones en la ampliacion del gen epsps utilizar un
indicador.

Es necesario continuar con ensayos sobre la purificacion del ADN con la finalidad

de obtener una mejor amplificacion.
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