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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar dos grupos
de oligonucleotidos para la deteccion de dos mutaciones
puntuales en el gen de la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa)
de Avenafatua L., durante el periodo 2005-2006, las cuales
estan relacionadas con la resistencia a herbicidas que
inhiben la sintesis de acidos grasos. Se seleccionaron cuatro
poblaciones de avenasilvestre (M5ry M28r) resistentes ala
aplicacion en campo del herbicida clodinafop propargil y dos
poblaciones susceptibles (M25s y M43s). Se desarrollaron
dos grupos de oligonucleotidos con base en la secuencia del
gen de la ACCasa de la avena silvestre (Gene Bank No. de
acceso AF231334). El primer grupo de oligonucledtidos,
VSE11GM, VRE11RGM, ACVII11GM y ACVII11RGM,
se disefiaron para detectar el cambio de timina (T) por
adenina (A) en la posicion 1 322 del gen descrito y
originando el cambio de isoleucina (ATT) por asparagina
(AAT). Elsegundo grupo de oligonucledtidos, VRDICGM,
VRDITRGM, ACVRG1GMyACVRGI1RGM, sedisefiaron
para detectar el cambio de timina (T) o citosina (C) por
adenina (A) en la posicion 541 del mismo gen y originando
el cambio de isoleucina (ATA) por leucina (CTA o TTA).
No se logro diferenciar las poblaciones que presentaron
resistencia en campo de las que fueron susceptibles, lo que
causaria el cambio de isoleucina por leucina en posicion
541 del gen para ambas mutaciones. La ausencia de la
amplificacion del fragmento de 480 pb para la poblacion
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resistente MSr, con el primer grupo de oligonucleotidos, asi
como la ausencia de la amplificacion de los fragmentos de
496 pb y 330 pb en las cuatro poblaciones con el segundo
grupo de oligonucledtidos, indica la probabilidad de que sea
una sustitucion diferente la que le confiere resistencia a la
avena silvestre hacia este grupo de herbicidas.

Palabras clave: Acetil-CoA carboxilasa, herbicidas,
mutacion, resistencia, sintesis de acidos grasos.

ABSTRACT

Two oligonucleotid groups were evaluated in order to
detect two punctual mutations of the gene acetyl-CoA
carboxilase (ACCasa)in Avenafatua L., which arerelated to
the resistance to herbicides that inhibit fatty acid synthesis.
Four populations of wild oat, two resistant (MSr and M28r)
and two susceptible (M25s and M43s), to field application
of clodinafop propargil were selected. Two groups of
oligonucleotids were developed based on the sequence of the
gene ofthe ACCasa from wild oat (GeneBank access number
AF231334). The first group, VSE11GM, VRE11RGM,
ACVII11IGM and ACVII11RGM, was designed to detect
the change of timine (T) by adenine (A) in position 1 322
of the described gene and which originated the change of
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isoleucine (ATT) by asparagine (AAT). The second group of
oligonucleotids, VRDICGM, VRDITRGM,ACVRGIGM
and ACVRGIRGM, was designed to detect the change
of citosine or timine (T or C) by adenine (A) in position
541 of the same gene, and which originated the change of
isoleucine (ATA) by leucine (CTAor TTA). Consequently, it
was not possible to differentiate the populations that offered
resistance in field from those which were susceptible and
which would cause the change of isoleucine by leucine in
the position 541 of the gene for both mutations. The absence
of amplification of the fragment of 480 pb for the resistant
population M5r, with the first group of oligonucleotids, as
well as the absence of the amplification of the fragments
496 pb and 330 pb in the four populations with the second
group of oligonucleotids, indicated the probability that it is
a different substitution the one that confers resistance to the
wild oat toward this group of herbicides.

Key words: Acetyl-CoA carboxilase, fatty acid synthesis,
herbicides, mutation, resistance.

INTRODUCCION

El cultivo de trigo en el Valle de Mexicali, Baja California,
México, es el mas importante en cuanto a superficie
sembrada en esta region. Sin embargo, uno de los mayores
problemas para su produccion es la presencia de maleza
y dentro de éstas, la avena silvestre (Avena fatua L.) se ha
convertido enuna cuestion fitosanitaria desde hace al menos
6 afnos. Este problema se ha intensificado en la zona sur del
Valle de Mexicali, en donde algunos agricultores reportan un
control no satisfactorio con el herbicida fenoxaprop-p-etil y
el clodinafop-propargil (Tafoya, 2004). Estudios muestran
que la avena silvestre puede ser resistente a herbicidas del
grupo de los aryloxyphenoxypropionatos (APP’s), aunque
noaloscyclohexanedionas (CHDs). LaAcetil-Coenzima A
Carboxilasa (ACCasa) esunaenzimaclave en labiosintesis
delos acidos grasos en eucariontes y procariontes (Harwood,
1988). La avena silvestre cominmente es controlada con
herbicidas que inhiben la accion de la enzima ACCasa, por
lo que el uso continuo de ellos puede ocasionar resistencia
(Heap, 1997). La resistencia es el factor que disminuye
considerablemente la eficiencia del tratamiento con
herbicidas. El diagnostico de la resistencia en poblaciones
de malezas requiere de un método rapido y preciso para
identificar los biotipos resistentes (Délye et al., 2002a).
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En paises como Australia, Sudafrica, Israel y Canada, se ha
reportado resistenciamultiple en avenasilvestre y alpistillo
(Phalaris minor Retz.) entre varios tipos de herbicidas,
sobre todo entre los que inhiben la enzima Acetolactato
Sintetasa (ALS)y los que inhiben laenzima ACCasa (Heap,
1997). En México, la resistencia se ha reportado en varias
regiones. Enlaregion del Bajio, Callejas (2004) confirmala
resistenciaparalos herbicidas APP’sy CHD's. Enpoaceae,
laACCasaplastidicaes el blanco de éstas dos clases distintas
deinhibidores (APP’sy CHDs). Estos quimicos inhiben la
transferenciadel grupo carboxil hacialaacetil-CoA (Rendina
etal., 1990; Barton et al., 1991). Actualmente, en nuestro
pais existen varios estudios dirigidos hacia la confirmacion
y la deteccion de la resistencia de la avena silvestre (Avena
fatua L.) con estos dos grupos de herbicidas.

En ellos se menciona la existencia de biotipos que poseen
diferente grado de resistencia a su aplicacion (Callejas,
2004). Para el Valle de Mexicali, en 2003 se report6 una
disminucion de hasta 34% en el rendimiento de grano
de trigo en tratamientos con clodinafop-propargil, donde
se confirmo la presencia de un biotipo de avena silvestre
resistente a este herbicida (Cruz, 2004). Sin embargo, no
se ha determinado por métodos moleculares la existencia
de mutaciones que pudieran conferir esta resistencia y,
consecuentemente, diagnosticarlas de manera oportuna. El
objetivo de este estudio fue laevaluacion de oligonucleotidos
que permita detectar las mutaciones puntuales del gen de la
ACCasa de la A. fatua L. relacionadas con la resistencia a
herbicidas inhibidores de la sintesis de acidos grasos.

MATERIALESY METODOS

El presente estudio se llevo a cabo de septiembre de 2005 a
diciembre de 2006, en el laboratorio de biologia molecular
del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias, dela
Universidad Autonoma de Baja California. Se seleccionaron
cuatro poblaciones de avena silvestre (A. fatua L.) que
presentaron resistencia y susceptibilidad a la aplicacion de
un herbicida inhibidor de la ACCasa. Las muestras fueron
colectadas después de quelas poblaciones fueron evaluadasen
camporespectoasusensibilidad al clodinafop-propargil (Cruz,
2004). Las poblaciones se identificaron como MS5r, M25s,
M28ry M43s. Las poblaciones M5ty M28r se comportaron
comoresistentes durante el estudio en campo y las poblaciones
M25s y M43s como susceptibles a la aplicacion.
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Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN)

La extraccion del 4acido desoxirribonucleico (ADN) de las
muestras se realizd tomando como base el método descrito
por Délyeetal. (2002a), el cual se describe a continuacion: de
las plantulas se tomaron 2 cm lineales de hoja; se colocaron en
tubos de 1.5 ml para microcentrifuga y se adicionaron 300 pl
de agua destilada durante 24 h a4 °C. Transcurrido el tiempo
sedecanto el aguay seafiadieron 150 pl debuffer de extraccion
(Tris-HCI, 100 mM pH 9.5; KCI 1 M; EDTA 10 mM). Las
muestras fueron maceradas con pistiloy se incubarona 95 °C
durante 6 min. Con ayuda de una puntilla estéril se extrajeron
los restos de fibra de cada uno de los tubos. Se colocaron en
hielo durante 5 min. La precipitaciony limpiezadel ADN se
realizé al afiadirles 0.25 de volumen de acetato de amonio
10M + 3 veces el volumen de etanol al 100% a -20 °C. Se
mezclaron por inversion 8 veces y se centrifugarona 14 000
gdurante 5 min. El sobrenadante se elimind y se adicionaron
400 pl de alcohol isopropilico y 500 ul de etanol al 75%.
En ambos casos se centrifugaron a 14 000 g y se mezclaron
por inversion 8 veces, para el alcohol isopropilico durante
6y 3 minparael etanol, respectivamente. Se extrajo el resto
del etanol con micropipeta. Las muestras se secarona 37 °C
durante 15 min. Se les agregaron 100 pl de agua destilada
para finalmente colocarlos en bafio maria a 65 °C durante
30 min. Transcurrido el tiempo se centrifugaron a 14 000 g
por 30 s. El sobrenadante se cambi6 de tubo, se aford a 100
uly se conservo a-20 °C.

Amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN)

Se disefiaron dos grupos de oligonucledtidos con base a
la secuencia del gen de la ACCasa de la avena silvestre
(GeneBank No. de acceso AF231334). El primer grupo
estuvo conformado por los oligonucledtidos VSE11GM,
VRE11RGM, ACVII11GM y ACVII11RGM (Cuadro 1),
disefiados para detectar el cambio de timina (T) por adenina
(A) en la posicion 1 322 del gen descrito y originando el
cambio de isoleucina (ATT) por asparagina (AAT) en la
estructura molecular de la ACCasa de la avena silvestre.

Los oligonucle6tidos ACVII1IGM y ACVII11RGM
amplifican un fragmento de 1090 pb comun para todas las
poblaciones (usado como control positivo interno). Los
oligonucledtidos ACVII11GM y VREL1RGM amplifican
un fragmento de 480 pb detectando la mutacion y los
oligonucle6tidosACVII11RGM y VSE11GM amplificanun
fragmento de 651 pb indicando la ausencia de la mutacion.

El segundo grupo de oligonucleétidos VRDICGM (57
GGA CTA GGT GTG GAG AAC C 3") y VRDITRGM
(5" CAATAG CAG CACTTC CAT GTAA3’), detectan
el cambio en la secuencia de C o T por A en posicion 541
del mismo gen, generando una sustitucion de isoleucina
(ATA) por leucina (CTA o TTA).

Estos fueron utilizados junto con los oligonucleoétidos
ACVRGIGM (5" AAT GGG TCG TGG GGC ACT
CCT ATA GTT CC 3") y ACVRGIRGM (5" ACT GAG
CCA CCT CAA TAT ATT AGA AAC ACC 3") en la
misma reaccion. Los oligonucledtidos ACVRGIGM y
ACVRGI1RGM amplifican un fragmento comun de 786
pb comun para todas las poblaciones (usado como control
positivo interno). Los oligonucledtidos ACVRGIGM y
VRDITRGM indican la presencia de un alelo con T en la
posicion 541 del gen descrito amplificando un fragmento
de 496 pb corroborando la mutacion; los oligonucledtidos
ACVRGIRGM y VRDICGM indican la presencia de
un alelo con C en la misma posicion, amplificando un
fragmento de 330 pb que corrobora la mutacion.

Lamezclay las concentraciones de los componentes para la
PCR se hicieron como sigue: 1 pl de ANTP's Mix 10mM,
5 ul de PCR Rxn Buffer 10X, 2 ul a 25 pM/ul de cada
oligonucleotido, 2 pl de MgCl, 50mM, 0.5 pl de DNATaq
polimerasa 5 000U/ml., 31.5 pl de H,O destilada y 2 pl
de ADN de la muestra. El programa del termociclador
consistio de un paso de primera desnaturalizacion a 95 °C
por4 minseguido de 35 ciclosa95°Cpor30s,58 °Cpor30
s, 72 °C por 1 min y una extension final a 72 °C por 5 min.
Previo a este programa se corri6 uno de gradientes para la
Tm desde 55 hasta 60 °C con intervalos de un grado.

Asimismo, serealizaron variaciones para la concentracion
de MgCl,, ademads de la sustitucion de la DNATaq
polimerasa por TIiDNA Polymerase 5 U/ul (Promega) de
alta fidelidad y la utilizacion de Enhanser para AGSGold
DNA Pol. (Roche) a razén de 5 pl/50 pl de reaccion. La
deteccion de los productos amplificados de la PCR (Figura
1y 2) se llevd a cabo por medio de electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% utilizando TBE 1Xy tefiido con 1.5 pl
de bromuro de etidio 10 mg/ml (Invitrogen) por cada 30
ml de gel; se aplico una carga de 100 V durante 50 min y
fue visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta.
Se cargaron 5 ul de marcador (Bio Ladder 100 pb 150
Lanes, CLP )y 15 pl de producto de PCR de cada una de
las muestras.
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Cuadro 1.0ligonucleotidos disefiados con base a
la secuencia del gen de la enzima Acetil-
Coenzima A Carboxilasa (ACCasa) de la
avena silvestre (Avena fatua L.) (Gene Bank
No. de acceso AF231334).

Oligonucledtidos Secuencia
Grupo uno
vion  SAMG G GccTT
VSE11RGM TTG ATC %i(; CCT GCA
ACVIIGM i1 iac eTa TTA C
ACVII1IRGM CAGG"E(%@F(C}I‘%E}LTGCCT
VRDICGM GGA CTAAGA(E:TCGTG GAG
Grupo dos
VRDITRGM CAA TégTCé](?ACAAC TTC
sevRaian ASTOCCA CCTens

RESULTADOSY DISCUSION

Con el primer grupo de oligonucledtidos se amplificaron dos
fragmentos comunes tanto para las poblaciones resistentes
(M5ryM28r)ysusceptibles (M25s M43s)de 1090 pby 651
pb, indicando la ausencia de lamutacion (Figura 1). Por otro
lado, se obtuvo el fragmento de 480 pb tinicamente para la
poblacion M28r. Esto indica la presencia de la mutacion al
ocurrir la sustitucion de isoleucina por asparagina, la cual
se relaciona con la presencia de resistencia a herbicidas del
grupo de los APP’s y no a los CHD's (Délye et al., 2003).
La ausencia de la amplificacion de este fragmento de 480
pb para la poblacion M5r sugiere la existencia de otros
sitios con mutaciones que confieren resistencia a este grupo
de herbicidas, como sucede con Alopecurus myosuroides
Hunds., en la cual Délye et al. (2005) reportan que de una
poblacion de 50 individuos, 16 de ellos no contenian la
mutacion, pero que en campo resultaron resistentes a los
herbicidas fenoxaprop, clodinafop y haloxyfop, y que por
otro lado habian resultado susceptibles a la aplicacion de
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Figural.Deteccion de los productos de la PCR
correspondientes con el primer grupo de
oligonucleétidos (VSE11GM, VRE11RGM,
ACVII1I1IGMyACVII11IRGM).

300pb

200pb

100pb

cycloxidim y clethodim. Por su parte, Cocker et al. (2000)
seflalan que la resistencia de ACCasas a APP’s pareciera
deberse a la existencia de una o mas mutaciones diferentes.
Para el segundo grupo de oligonucleotidos (Figura 2) no
se logro, después de varias pruebas y variaciones de la
concentracion y sustitucion de los componentes de la PCR,
diferenciar las poblaciones que presentaron resistencia en
campo de las que no lo presentaron, por lo que no se pudo
determinar si la sustitucion de isoleucina por leucina esta o
no ligado con la presencia de resistencia, ya que a través de
todas estas variaciones no se logré amplificar el fragmento
de 330 pb queindicarian la sustitucion de C por A originando
un codon CTA.

Tampoco se logré amplificar el fragmento de 496 pb que
detecta la sustitucion de T por A, la cual origina un codon
TTA. En este sentido, Délye et al. (2002b) indican la
existencia de estas dos mutaciones no sinénimas para la
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Figura 2. Deteccion de los productos de la PCR
correspondientes con el segundo grupo de
oligonucledtidos (VRDICGM, VRDITRGM,
ACVRG1GMyACVRG1RGM).

posicionen 5341 dentrodel codon 1 781 causando el cambio
de un codon ATA (isoleucina) por un codén TTA o CTA
(leucina). A su vez, Christoffers et al. (2002) sefialan que la
sustitucion isoleucina por leucina dada por una mutacion
no sindnima es la responsable de la resistencia a herbicidas
que inhiben la accion de la acetil-CoA carboxilasa en avena
silvestre UM1.

De acuerdo con Murray et al. (1996) sugieren que aunque
la sustitucion de isoleucina por leucina pareciera conferir
mayormenteresistenciaaherbicidasalaformaACCasaenla
avenasilvestre UM1, estamutacion especifica probablemente
no es la responsable de la resistencia en todas las avenas
silvestres. Asi mismo, Cocker et al., (2000) refieren que es
probable que la resistencia de algunos biotipos de avena
silvestre se deba al metabolismo del herbicida yno acambios
dentro de suACCasaplastidica. Porlo anterior, es importante
la continuacion de este tipo de estudios para conocer el
numero y la posicion de todas las sustituciones de bases que
generan cambios en la estructura molecular de la ACCasa
para el desarrollo de oligonucledtidos que nos permitan
diferenciar eficientemente el total de individuos resistentes
de susceptibles dentro de una poblacion heterogénea.

CONCLUSIONES

Los oligonucleétidos VRDICGM, VRDITRGM,
ACVRG1IGM y ACVRGI1RGM descritos en este estudio
detectaron la mutacion de la ACCasa de la Avena fatua L.,
que origina la sustitucion de isoleucina por asparagina.

Es factible el uso de esta técnica molecular para determinar
la presencia de mutaciones en biotipos de avena silvestre
(Avenafatua L.) relacionadas con la resistencia a herbicidas
inhibidores de la sintesis de acidos grasos.
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