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DESCRIPCION
Composiciones herbicidas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones herbicidas que comprenden glifosato o compuestos relacionados
junto con un agente adicional disefiado para potenciar los efectos del glifosato o los compuestos relacionados y/o
reducir la cantidad de glifosato o los compuestos relacionados que se requieren para el efecto herbicida. Se
proporciona también un método para tratar las plantas con una composicién herbicida de acuerdo con la presente
invencion.

Antecedentes de la invencion

El glifosato (N-[fosfonometil] glicina) hizo su debut comercial en el mercado de los agroquimicos en 1974 (Waltz, 2010)
para usar como un herbicida no selectivo de amplio espectro contra malezas previo a la siembra o para la aplicacion
dirigida a cultivos (Owen y Zelaya 2005). La introduccion en 1996 de cultivos resistentes al glifosato afianzé su dominio
del mercado como el herbicida mas vendido (Waltz, 2010) y se proyecta que las ventas globales alcancen los 879.000
millones de dolares en 2019 (Transparency Market Research, 2014). Debido a la expiracion de la patente del glifosato
de Monsanto en 2000, las principales compafias agroquimicas globales estan fabricando diversas formulaciones de
glifosato, con una salida global registrada de 718,6 kilotoneladas en 2012 (Transparency Market Research, 2014). Sin
embargo, el éxito comercial del glifosato esta ahora amenazado por la emergencia de malezas resistentes al glifosato
(Waltz, 2010; Heap, 2015).

El glifosato es un potente inhibidor de la ruta del shikimato, uniéndose competitivamente e inhibiendo la 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) (EC 2.5.1.19) (Steinriicken y Amrhein, 1980). El fosfoenolpiruvato y el shikimato-
3-fosfato se convierten en 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato en una reaccién catalizada por EPSPS. La ruta del
shikimato es una importante ruta metabdlica primaria cuyo producto terminal, el corismato, es el principal metabolito
intermedio del punto de ramificacion que sirve como precursor de la sintesis de aminoacidos aromaticos (tirosina,
triptéfano, fenilalanina) y diversos metabolitos secundarios, incluyendo quinonas e indoles. La fenilalanina entra en la
ruta del fenilpropanoide para la sintesis de metabolitos secundarios adicionales, tales como flavonoides y ligninas. La
ruta del shikimato se inicia mediante la reaccion de condensacioén del fosfoenolpiruvato y la eritrosa 4-fosfato, que se
derivan de la ruta de la glicolisis y de las pentosas fosfato, respectivamente (Fig. 1). Se sospecha que la privacién de
los aminoacidos aromaticos es fundamental para la fitotoxicidad del glifosato.

El éxito comercial del glifosato, que habia sido espoleado por el uso excesivo y la dependencia excesiva de este Unico
herbicida en aplicaciones agricolas, ha llevado de manera inevitable al desarrollo de resistencia registrada ahora en
32 especies de malezas (Heap, 2015). Los mecanismos de resistencia conocidos (revisados en Sammons y Gaines,
2014) incluyen la mutacién de restos clave en la enzima EPSPS (Kaundum et al., 2011; Ng et al., 2004; Yu et al.,
2015), la amplificacion del gen EPSPS (Gaines et al., 2010), y la translocacion alterada del glifosato (Lorraine-Colwill
et al., 2002; Ge et al., 2010). La industria esta respondiendo apilando genes de resistencia a multiples herbicidas en
un Unico cultivo para controlar malezas usando mas de un herbicida en el mismo cultivo por temporada (Nature
Editorial, 2014). Por ejemplo, Monsanto ha lanzado soja con resistencia a glifosato/dicamba, Dow Agrosciences tiene
algododn con resistencia a glifosato/2,4-D, y Bayer tiene algodon con resistencia a glifosato/glufosinato (Waltz, 2010).
Por necesidad, también deben multiples herbicidas utilizarse en aplicaciones no agricolas, produciendo una erosion
final de la dominancia del mercado del glifosato. Sin embargo, ademas del uso sensible de multiples herbicidas para
frenar la emergencia de las malezas resistentes a herbicidas, una mayor comprensién de como los herbicidas trabajan
realmente puede proporcionar nuevas oportunidades para contrarrestar esta resistencia.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se basa en estudios llevados a cabo por los inventores en las respuestas moleculares al
glifosato. Los datos obtenidos permiten: (i) una reduccién de la cantidad de principio activo usado en las formulaciones
del glifosato y/o (ii) el control de malezas resistentes al glifosato.

En un primer aspecto se proporciona una composicion herbicida o una combinacién que comprende glifosato o una
sal o sales del mismo adecuadas y al menos un metabolito o metabolitos de la ruta del shikimato o las rutas de las
pentosas fosfato y/o de la glicolisis.

De acuerdo con la invencién, el uno o mas metabolitos de la ruta del shikimato se encuentran antes del punto de
accion de la 5-enolpiruvilshikimato 3-fosfato sintasa (EPSP sintasa) (véase la Figura 1) y es el shikimato 3-fosfato,
shikimato, 3-deshidroquinato, 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) procedentes de la ruta del
shikimato o el acido glucénico procedente de la ruta de las pentosas fosfato. En una realizacion, el metabolito es
shikimato 3-fosfato.

Se pueden obtener metabolitos de la ruta del shikimato (o de la ruta anterior) a partir de varias fuentes. Es posible
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sintetizar los metabolitos quimicamente; extraerlos de fuentes vegetales; expresar en exceso los genes y/o la ruta en
microorganismos y aislar los metabolitos; y obtener los metabolitos mediante la conversiéon enzimatica de precursores
quimicos.

Las composiciones herbicidas de la presente invencion se pueden usar para controlar plantas o malezas no deseadas.
Las composiciones herbicidas pueden ser selectivas en términos de controlar plantas o malezas no deseadas, aunque
sin dafar una planta de cultivo deseada. La planta del cultivo puede ser naturalmente resistente a la composiciéon
herbicida o puede estar modificada genéticamente para que sea resistente a la composicion herbicida. Las plantas del
cultivo transformadas o seleccionadas genéticamente para tolerar el glifosato incluyen aquellas cuyas semillas son
comercializadas por Monsanto Company o con licencia de Monsanto Company con la marca comercial Roundup
Ready®. Estas incluyen variedades de trigo, césped y maiz. Pioneer y Bayer Crop Science, por ejemplo, han
desarrollado otros cultivos resistentes al glifosato.

El glifosato (N-fosfonometilglicina) es bien conocido en la técnica y es un herbicida ampliamente usado para la
postemergencia, el control no selectivo de malezas. La mayoria de herbicidas, incluyendo el glifosato, se aplican en
un transportador acuoso, tal como mediante una mezcla para pulverizacion. Para ser eficaz, la composicion herbicida,
normalmente como una mezcla para pulverizacion, debe quedar retenida sobre la superficie de las hojas de maleza;
la planta debe absorber el principio activo herbicida; y el herbicida debe translocarse al sitio de la accion.

El glifosato bloquea competitivamente la ruta del shikimato, uniéndose a la EPSP sintasa, que es comun a virtualmente
todas las plantas, pero que esta ausente en animales. Aunque el glifosato es muy eficaz en la destruccion o el control
del crecimiento de plantas no deseadas, la captacion (es decir, la absorcion) de glifosato por el tejido foliar de la planta
y la translocacion del glifosato a la totalidad de la planta es relativamente lenta. Los sintomas visuales de que una
planta con glifosato se ha tratado pueden no aparecer hasta una semana o mas después del tratamiento.

El glifosato es relativamente insoluble en agua (1,16 % en peso a 25 °C). Por este motivo, se formula normalmente
como una sal soluble en agua. La sal de glifosato potasico tiene un peso molecular de 207. Se divulga esta sal, por
ejemplo, por Franz en la patente de Estados Unidos n.° 4.405.531, como una de las sales de "metales alcalinos" de
glifosato utiles como herbicidas, divulgandose especificamente con potasio como uno de los metales alcalinos, junto
con litio, sodio, cesio y rubidio. Ademas de las sales de "metales alcalinos" de glifosato, otras sales agricolamente
aceptables incluyen isopropilamina, diamonio, amonio, monoetanolamina, n-propilamina, metilamina, etilamina,
hexametilendiamina, dimetilamina o las sales de trimetilsulfonio.

Se pueden proporcionar formas salinas individuales de glifosato o mezclas de formas salinas de acuerdo con la
presente invencion. Las formas salinas de glifosato son como se ha identificado anteriormente. Cuando se
proporcionan dos o mas formas salinas, se deben seleccionar las diversas sales de tal manera que no afecten
negativamente a la viscosidad, el punto de turbidez, la falta de cristalizacion y/u otras propiedades de estabilidad de
la composicion.

Las composiciones herbicidas preparadas de acuerdo con la presente invencion son muy eficaces como composicion
herbicida contra varias malezas. Se pueden usar las composiciones de la presente invencion tal cual o combinadas
con otros componentes que incluyen otros aditivos agricolamente aceptables usados cominmente en los productos
agricolas formulados, tales como agentes antiespumantes, agentes compatibilizantes, agentes secuestrantes, agentes
neutralizantes y tampones, inhibidores de la corrosion, colorantes, odorantes, auxiliares de penetracion, agentes
humectantes, agentes expansores, agentes de control de la deriva, agentes dispersantes, agentes espesantes,
depresores del punto de congelacion, agentes antimicrobianos, aceite de cultivo, otros componentes bioldgica y/o
agricolamente activos y similares. Las composiciones agricolas concentradas se diluyen normalmente en agua y se
aplican a continuaciéon con medios convencionales bien conocidos por los expertos en la técnica.

Las formulaciones de la presente invencion pueden comprender ademas adyuvante, tal como un tensioactivo y/o
sulfato de amonio. Este puede incluirse directamente en la formulacién y/o afiadirse antes de la aplicacion. Incluso si
esta presente en la formulacion, a menudo se recomiendan un tensioactivo y/o sulfato de amonio adicionales. En la
practica, el tensioactivo y/o el sulfato de amonio y herbicida adicionales se afiaden por separado al tanque pulverizador
durante la preparacién de la mezcla de pulverizacion.

Se sabe bien que el sulfato de amonio actua sinérgicamente sobre el efecto biolégico del glifosato. Por ejemplo, la
bibliografia de patentes contiene muchos ejemplos de combinaciones de glifosato y sulfato de amonio, y, en la practica,
se afiade usualmente sulfato de amonio adicional al diluir el glifosato para el uso. Se puede afiadir sulfato de amonio
en una cantidad de 4 - 8 kg por 400-500 | de mezcla del tanque

Los tensioactivos convenientes incluyen tensioactivos catidnicos, tensioactivos anionicos, tensioactivos no iénicos,
tensioactivos idnicos y tensioactivos anféteros. De acuerdo con la invencion, el tensioactivo puede ser cualquier
tensioactivo o combinacién de dos o mas tensioactivos Utiles para facilitar la disolucién de los compuestos herbicidas
comprendidos en la formulacion.

Los ejemplos de algunos tensioactivos preferidos incluyen tensioactivos catidnicos, no iénicos y aniénicos. De estos,
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algunos tipos incluso mas especificos de tensioactivos preferidos incluyen tensioactivos de alcohol etoxilado no
iénicos, lineales o ramificados, tensioactivos anidnicos de ésteres de acido fosforico (denominados algunas veces
tensioactivos de "ésteres de fosfato") y tensioactivos de aminas de sebo etoxilado catidnicos. Se pueden seleccionar
tensioactivos adicionales del grupo que consiste en aminas secundarias o terciarias, sales de amonio cuaternario
dialcoxiladas, por ejemplo, sales de amonio cuaternario monoalcoxiladas, sales de amonio cuaternario, éter aminas,
o6xidos de amina, aminas dialcoxiladas, alcoholes aminados alcoxilados, fosfatos de alquilo alcoxilados y
alquilpoliglicésidos. Se divulgan detalles adicionales de los tensioactivos en el documento US20060019828 al que se
debe dirigir el lector experto.

Se puede usar un adyuvante como mezcla del tanque, cuando se afiade el adyuvante a un tanque pulverizador como
producto separado junto con agua y composicion herbicida. La cantidad de adyuvante afiadida al tanque pulverizador
puede ajustarse de forma independiente de la tasa del herbicida teniendo en cuenta, por ejemplo, la dureza del agua,
las especies de maleza, el volumen de pulverizacion y las condiciones ambientales. Como alternativa, el adyuvante
puede mezclarse con la composicion herbicida para formar una composicién completa de herbicida-adyuvante.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para controlar las malezas y/o la vegetacion indeseable
aplicando una composicion herbicida para pulverizar posterior a la emergencia o una mezcla de tanque de acuerdo
con la presente invencion para malezas y/u ofra vegetacion indeseada. Se puede aplicar la composicion herbicida
para pulverizar o la mezcla del tanque a poblaciones de malezas que sean sensibles al glifosato de manera que se
pueda requerir menos glifosato, o a poblaciones de malezas que han desarrollado una resistencia al glifosato, de modo
que dichas malezas que son resistentes solo al glifosato, se vuelvan sensibles al glifosato o sensibles a
concentraciones mas bajas de glifosato cuando se aplica en solitario.

Se proporciona también el uso de una mezcla o combinacién de glifosato o una sal o sales adecuadas del mismo y un
metabolito de la ruta del shikimato, o la ruta anterior como se ha descrito anteriormente en el presente documento,
para controlar las malezas y/o la vegetacion indeseable.

Normalmente las composiciones, la mezcla y/o las mezclas del tanque de la presente invencion son para aplicarse
después de la emergencia, es decir, después que las malezas y/o la vegetacion indeseable hayan emergido del suelo
y las hojas sean visibles.

Una composicion de la mezcla del tanque comprende agua como vehiculo acuoso, en una cantidad adecuada para la
aplicacion a una planta y/o superficie del suelo mediante pulverizacién, mas concretamente, en una cantidad adecuada
para la administracion de composiciones herbicidas a, por ejemplo, malezas, que deben destruirse o controlarse.

Las composiciones herbicidas de la presente invenciéon pueden comprender ademas uno o mas herbicidas adicionales,
tales como acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 4-(2,4-diclorofenoxi)butanoico (2,4-DB), dicloroprop, acido (4-
cloro-2-metilfenoxi)acético (MCPA), 4-(4-cloro-2-metilfenoxi)butanoico (MCPB), mecoprop, dicamba, picloram,
quinclorac, sales o ésteres agricolamente aceptables de cualquiera de estos herbicidas y mezclas de los mismos.

En ofra realizacion de la presente invencion, las composiciones herbicidas de la invencion pueden incluir glifosato a
5 g ae./l (gramos de acido equivalente por litro) a 600 g de glifosato ae./l, preferentemente de 65 a aproximadamente
600, de aproximadamente 75 a aproximadamente 600, de aproximadamente 100 a aproximadamente 600, de
aproximadamente 150 a aproximadamente 600, de aproximadamente 200 a aproximadamente 600, de
aproximadamente 250 a aproximadamente 600, de glifosato g ae./l.

Normalmente, antes de la administracion, la composicion herbicida puede estar en una forma concentrada que
requiere dilucién antes de la aplicacion. En forma concentrada, las composiciones herbicidas de la invencién pueden
incluir glifosato desde aproximadamente 100 a aproximadamente 600, de aproximadamente 150 a aproximadamente
600, de aproximadamente 200 a aproximadamente 600, de aproximadamente 250 a aproximadamente 600, de
glifosato g ae./l. Una concentraciéon comun de glifosato es 360 g ae/l, pero esta disponible también a mayores
concentraciones, tales como 450, 480, 500 y 540 g ae/l. Antes del uso, la composicién herbicida se puede diluir de
manera que el glifosato se puede aplicar en una forma mas diluida.

Normalmente, la relaciéon molar de glifosato a los metabolitos de la ruta del shikimato, o a los metabolitos de la ruta de
las pentosas fosfato, segun se defina, tales como shikimato 3-fosfato es aproximadamente 1:7,5 - 1:100, tales como
1:8-1:75,0 1:10 - 1:50.

Cuando esta presente un herbicida adicional, la relacion en peso de glifosato a herbicida adicional es de
aproximadamente 10:1 a aproximadamente 200:1, de aproximadamente 20:1 a aproximadamente 200:1; mas
preferentemente, de aproximadamente 40:1 a aproximadamente 100:1; particularmente, de aproximadamente 50:1 a
aproximadamente 100:1.

La seleccioén de las tasas de aplicacion que son herbicidamente eficaces para una composiciéon de la invencién estan
comprendidas en los conocimientos del técnico agricola normalmente experto. Los expertos en la técnica reconoceran
que las condiciones de las plantas individuales, las condiciones climaticas y de crecimiento, asi como los principios
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activos especificos y su relacion en peso en la composicion, alteran el grado de eficacia herbicida conseguido en la
practica de la presente invencion. Se pueden determinar tasas de aplicacion tipicas de las composiciones herbicidas
de la presente invencion. Un experto en la técnica entendera que cuando el crecimiento de la maleza es intenso o
denso o cuando las malezas estan creciendo en un area sin alterar, puede ser necesaria una tasa de aplicacion mayor
para conseguir un control de la maleza aceptable. Ademas, para malezas que son dificiles de controlar, puede ser
necesaria una tasa de aplicacion mayor para un control adecuado de las malezas.

Los presentes inventores han observado que la inclusién de un metabolito de la ruta del shikimato, tal como el acido
shikimico, permite una reduccioén en la cantidad de glifosato que puede requerirse para ser eficaz. Dependiendo de
las malezas que se van a tratar, puede ser posible emplear al menos 10 %, 15 %, 25 %, 50 %, 60 % o mas, menos
glifosato de lo que se necesitaria para controlar las malezas en ausencia de los metabolitos de la ruta del shikimato (o
la ruta anterior), tales como acido shikimico (o shikimato en su forma anionica) o shikimato-3-fosfato

Una composicion para el tratamiento de plantas se diluye de forma preferente lo suficiente para pulverizarse facilmente
usando equipo de pulverizacion agricola convencional. Las cantidades de agua se expresan usualmente en términos
de "volumen de pulverizacion", es decir, el volumen de solucion para pulverizacion (que es principalmente agua, que
constituye el resto después de tener en cuenta las composiciones herbicidas y otros aditivos opcionales que se
describen en el presente documento) que se va a aplicar a un area de suelo unidad. El volumen de pulverizacion se
puede expresar en cualquier unidad adecuada tal como litros/hectarea (I/h) o galones/acre. Mas habitualmente, los
volumenes de pulverizacién utiles para las composiciones de mezcla del tanque de la presente invencion se
seleccionaran en un intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 1.000 I/ha, por ejemplo, de
aproximadamente 25 a aproximadamente 500 I/ha.

De forma deseable, las composiciones herbicidas de la presente invencidén son estables en almacenamiento. Por
"estable en almacenamiento”, en el contexto de la presente invencién, se entiende que no presenta separacion de
fases al exponerse a temperaturas de hasta aproximadamente 50 °C, y preferentemente no forman cristales de
glifosato o una sal del mismo tras exposicion a una temperatura de aproximadamente 0 °C, durante un periodo de
hasta aproximadamente 7 dias (es decir, la composicion debe tener un punto de cristalizaciéon de 0 °C. o inferior). Para
los concentrados en solucién acuosa, la estabilidad en almacenamiento a alta temperatura se indica a menudo por un
punto de turbidez de aproximadamente 50 °C o mas. El punto de turbidez de una composicién esta normalmente
determinado por el calentamiento de la composicién hasta que la solucion se enturbia y dejando a continuacién que
la composicion se enfrie, con agitacion, aunque su temperatura se vigile continuamente. Una lectura de temperatura
tomada cuando la solucién se aclara es una medida del punto de turbidez. Un punto de turbidez de 50 °C o mas se
considera normalmente aceptable para la mayoria de fines comerciales para una formulacién de glifosato SL.
Idealmente el punto de turbidez debe ser de 60 °C o mas, y la composicién debe soportar temperaturas tan bajas
como aproximadamente -10 °C, preferentemente tan bajas como aproximadamente -20 °C, mas preferentemente tan
bajas como aproximadamente -30 °C, durante hasta aproximadamente 7 dias sin separacion de fases (es decir, sin
separacion de agua congelada o tensioactivo insoluble u otros componentes de la composicion) y sin crecimiento
cristalino (incluso en presencia de cristales de siembra de la sal de glifosato).

Descripcion detallada

La presente invencion se describira ahora adicionalmente a modo de ejemplo con referencia a las figuras que
muestran:

La Figura 1 muestra una representacion esquematica de la ruta del shikimato de las plantas.
La ruta del shikimato atrae metabolitos de las rutas de la glicolisis y de las pentosas fosfato, dando como resultado
la produccién de corismato, que pasa a la biosintesis de aminoacidos y metabolitos secundarios.

La Figura 2 muestra la toxicidad del glifosato y la acumulacién del shikimato requiere luz.

Discos foliares de Conyza sumatrensis se hicieron flotar en agua (que sirve como control) o concentraciones
indicadas de glifosato. Los discos se incubaron en condiciones de luz u oscuridad. (A) Aspecto de discos foliares
del control y tratados con glifosato 100 uM 14 dias después del tratamiento. (B) Acumulacion de acido shikimico
en los discos foliares una semana después del tratamiento. Las barras representan la media + SD (n = 3). (C) Una
concentracion superior de glifosato (1 mM) sigue necesitando luz para la fitotoxicidad. Se tom¢ la fotografia 3 dias
después del tratamiento.

La Figura 3 muestra la respuesta de los biotipos de C. sumatrensis resistentes y susceptibles al glifosato.

Los discos foliares procedentes de biotipos de Conyza sumatrensis resistentes y susceptibles al glifosato se
hicieron flotar en las soluciones indicadas. (A) Se fotografié el aspecto de los discos 14 dias después del
tratamiento. (B) Se midié la acumulacion de acido shikimico en los discos una semana después del tratamiento.
Las barras representan la media + SD (n = 3). El glifosato activa la acumulacién del shikimato y la muerte celular
en los biotipos susceptibles pero no resistentes.

La Figura 4 muestra que la adicion del shikimato rompe la resistencia al glifosato.
(A) Los discos foliares de plantas de C. sumatrensis resistentes y susceptibles al glifosato se trataron con glifosato
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100 pM solo o combinado con acido shikimico 5 mM. Se tom¢ la fotografia 14 dias después. Se eliminé la
resistencia al glifosato mediante la adicion de acido shikimico. (B) Se tomé la fotografia de los discos foliares 7
dias después del tratamiento con las combinaciones indicadas de compuestos. Mas (+) denota la presencia de un
compuesto; menos (-) denota la ausencia de un compuesto en el tratamiento. Particularmente, por si solo, el acido
shikimico no era fitotdxico, pero activé la muerte celular en presencia de glifosato.

La Figura 5 muestra la luz que estimula la acumulacién de acido shikimico inducida por glifosato.

Discos foliares de Arabidopsis se hicieron flotar en glifosato 25 yM y se incubaron en condiciones de luz u
oscuridad, se recogieron en los puntos temporales adecuados para la determinacién del contenido de acido
shikimico. Las barras representan la media + SD (n = 3).

La Figura 6 muestra el andlisis mediante PCR en tiempo real de los genes de Arabidopsis seleccionados.

Se hicieron flotar los discos foliares en glifosato 50 yM en condiciones de luz u oscuridad y se recogieron las
muestras para determinar el contenido de ARN en los tiempos indicados. Las barras representan la media + SD (n
= 3). Se proporcionan las abreviaturas de los genes en la Tabla 1.

La Figura 7 muestra que el shikimato-3-fosfato potencia la toxicidad del glifosato en Arabidopsis.

(A) Aparicion de sintomas cloréticos en los tejidos meristematicos apicales 4 dias después de la exposicion a
glifosato. El meristemo eventualmente muere. (B) Respuesta de plantas expuestas a concentraciones crecientes
de glifosato. (C) Respuesta de la planta a shikimato-3-fosfato mezclado con las cantidades indicadas de glifosato.
Se tomaron fotografias en (B) y (C) 3 semanas después de la pulverizacion. Gli = glifosato a las tasas indicadas;
S3P = shikimato-3-fosfato 500 pM.

La Figura 8 desvela que el acido glucénico rompe la resistencia al glifosato en Conyza sumatrensis.

Se hicieron germinar plantas de C. sumatrensis resistentes (GR) y susceptibles al glifosato (GS) en suelo y se
transfirieron a soluciones de glifosato 100 uM con o sin acido glucénico 5 mM. Diez dias después de la exposicion
solo a glifosato, las plantas GS estaban atrofiadas y cloréticas, mientras que las plantas GR equivalentes crecieron
con hojas verdes y sanas expandidas. Cuando se afiadié acido gluconico al glifosato, se retrasé también el
crecimiento de las plantas GR y los sintomas de clorosis fueron muy distintos. Esto indica que el acido glucénico
vuelve las plantas GR sensibles al glifosato.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal - Se us6 Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 en todos los experimentos que utilizaron
Arabidopsis. Para los experimentos de pulverizacion, se sembraron muchas semillas en abono organico dentro de
macetas con un area de la base de 36 m2. Las plantas se trataron con las formulaciones herbicidas pulverizandolas
cuando tuvieron 2-3 semanas de edad. Para obtener discos foliares, se sembraron plantas individuales en macetas
individuales y se hicieron crecer durante 4 semanas. Se extrajeron discos foliares de 1 cm de diametro a partir de
hojas completamente extendidas. Se obtuvieron biotipos de Conyza sumatrensis [(Retz.) E. Walker] resistentes y
susceptibles a glifosato de un olivar en Italia. Para los experimentos de pulverizacion, se sembraron muchas plantas
en abono organico dentro de macetas con un area de la base de 81 cm?. Se trataron las plantas mediante pulverizacion
a las 2 semanas de la siembra. Para los experimentos con discos foliares, se sembraron plantas individuales en
macetas individuales y se hicieron crecer durante 8 semanas antes de extraer los discos foliares de 1 cm de diametro
a partir de hojas completamente expandidas. Se hicieron crecer todas las plantas en un fotoperiodo de 16 h (-
200 pmol.m?2.s") a 22 °C.

Productos quimicos - Se adquirieron acido shikimico y glifosato puro de Sigma-Aldrich (Dorset, Reino Unido). Estos
se usaron para preparar disoluciones madre en agua que se ajustaron a pH 5,5 y se usaron para el tratamiento de los
discos foliares. Se adquirio sal trisddica de shikimato-3-fosfato de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas). Gallup®
360 (Barclay Chemicals Manufacturing Ltd, Dublin, Irlanda), una formulacién de 360 g/l de glifosato, se us6 para
tratamientos de pulverizacion tras diluir a la tasa deseada.

Tratamientos - Se extrajeron discos foliares de 1 cm de diametro de plantas y se hicieron flotar en soluciones de
10 ml en el interior de placas Petri. Se usaron un minimo de 5 discos replicados por tratamiento de los que surgieron
5 plantas independientes. Para la incubacion en la oscuridad, las placas Petri se envolvieron en una hoja de aluminio
para excluir la luz. Se recogieron discos foliares en los puntos temporales indicados en las leyendas de las Figuras
para fotografiar o para el analisis del acido shikimico. Para los tratamientos de pulverizacion, se formuld glifosato en
3 ml con suficiente Gallup® para conseguir la tasa deseada en un area superficial de 36 cm? o en macetas de 81 cm?.
Se afiadioé un activador-G™ comercial potenciador de herbicida (Agrigem Ltd., Market Rasen, Reino Unido) como
adyuvante para pulverizar a una tasa final de 1 I/ha. Se afiadié shikimato-3-fosfato a una concentracion final de 500 pM
en los 3 ml. Se pulverizaron las plantas del control con agua que contenia solo activador-G. Se tomaron fotografias de
las plantas pulverizadas y los puntos temporales indicados en las leyendas de las Figuras.

Analisis del acido shikimico - Se secaron los discos foliares que flotaban en soluciones de tratamiento, afiadidos a
los tubos de microcentrifuga que contenian 125 yl de HCI 0,25 N antes de una congelacion instantanea de nitrégeno
liqguido y se almacenaron a -20 °C. Se descongelaron las muestras a temperatura ambiente, se sometieron a
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vortizacion durante 5 min, y a continuacion se incubaron a 60 °C durante 15 min. Se retiraron alicuotas de 25 pl y se
mezclaron con 100 pl de acido periddico al 0,25 % (p/v)/m-peryodato al 0,25 % en tubos de microcentrifuga frescos.
Tras una incubacién de 30 min a 37 °C, se anadieron 100 yl de NaOH 0,6 N /Na»,SO3 0,22 M y se constituyd el volumen
hasta 1 ml con agua destilada. Se determiné el acido shikimico en las muestras con mediciones espectrofotométricas
a 382 nm frente a un blanco solo de reactivo y usando una curva de calibracién de patrones de acido shikimico. Se
calculd el acido shikimico que se acumulaba en respuesta al tratamiento con glifosato como la diferencia entre la
lectura de los discos foliares del control tratados de forma simulada y de los discos tratados con glifosato. Se
expresaron los valores como ug/ml de acido shikimico.

Anadlisis de la expresion génica - Se extrajo el ARN de los tejidos foliares usando el kit Spectrum Plant Total RNA
(Sigma-Aldrich) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cada muestra era una combinacién de cinco discos
foliares de 1 cm de diametro de los que surgieron 5 plantas independientes. Se llevé a cabo la primera sintesis de una
hebra de ADN usando 4 ug de ARN total y oligod(T) usando el sistema de transcripcion inversa GoScript
(Southampton, Reino Unido) de Promega. Se llevo a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real usando el kit reactivo SensiFast (Bioline, Londres, Reino Unido) en un Rotorgene-Q (Qiagen, Crawley,
Reino Unido). Cada reaccion de 20 ul contenia 10 pl de reactivo SensiFast, 5 yl de plantilla de ADNc que se habian
diluido 1:8, y 8 pmoles de cada cebador (cebadores directo € inverso). Las condiciones de ciclacion utilizadas fueron
las siguientes: desnaturalizacion a 95 °C durante 2 min seguida por 40 ciclos de 95 °C durante 10 s, hibridacion a
56 °C durante 15 s, y extension a 72 °C durante 25 s. Se llevd a cabo el analisis de los datos REST2009 (Qiagen,
Crawley, Reino Unido) usando ACTINZ2 (At3g18780) y EIF4 (At3g13920) como genes de control de referencia. En la
Tabla 2 se proporcionan los cebadores usados para el analisis. Se analizaron muestras por triplicado, por tratamiento
y punto temporal, para calcular la media y la desviacion estandar.

Tabla 1. Secuencias de cebadores usadas para el andlisis de la PCR cuantitativa. Nota - los nombres abreviados
corresponden a nombres de los genes proporcionados en la Tabla 2.

AGI Nombre Cebador directo Cebador inverso

del gen
At3g18780  ACTIN2 GTGGTCGTACAACCGGTATTG TCACGTCCAGCAAGGTCAAG
At3g 13920 ELF4A ATGAGAGGATGCTCTGCCTTCG GCAGAGCAAACACAGCAACAG
At1g2241 0 DAHPS ACCACCGTCAACCAAACTTC TGAAGCAGCTGGTGTTTTTG
At4g39980  DAHPS TCCAGAGTCAGAGAAAATCTG GCTTGGACGGTGAGAAAGAT
At4g33510  DAHPS GGAGTCTAGAGAACAAGAA CAAGCTCATTTAACTTGGCAAC
At5g66120  DHQS GCCTTTATTGCTCCACCAAC CCTGGAAAGAGTCGTGGAAG
At2g21940  SK1 TTTTTGTTTGGAAGCTTGGAG TTTTCAAAAATTGACAAGATCG
At4g39540  SK2 CTCCATTTGATGAAGAACAACAG CGCATTCACGAGGAAACTGTTC
At3g26900  SKL1 GAGATCTTCTCTGCGTCTGCTTCT TTGCAGAGAGTAGTTCGAGCT
At2g35500  SKL2 CTTCTGGTTTGGCTATAATCTTCAAC ATCCACTGAAAACGCGAGGA
At2g16790  GntK TCCTGATTACAAACCGGGAA CTTCCTCGGAAGCTCTCTTCT
At2g45300 EPSPS TGATAACTCCGCCCAAAAAG CAGCACAAGCTGCAAGAGAG
At1g48860 EPSPS GTGCCTCGGATGAGAGAGAG TTAGCGTTGACACGAACAGG
At1g48850 CS TGGTGGCTCTAGTTCTTGTGG GGCTGCTCTATCTGGAGAGG

Mientras estudiaban la muerte celular programada, los inventores observaron que la luz era un factor fundamental en
la activacion de la muerte celular de la planta (Chivasa et al., 2009; Wang et al., 2012; Smith et al., 2014). Los
inventores se preguntaron si la privacion de luz podria bloquear también la toxicidad del glifosato. Para investigar esto,
los inventores usaron un ensayo in vitro anteriormente publicado (Teaster y Hoagland, 2013) en que los discos foliares
se hicieron flotar sobre soluciones de glifosato de concentracion deseada. Los inventores encontraron que los tejidos
incubados en oscuridad completa estaban protegidos de los efectos fitotoxicos del glifosato (Fig. 2A). Este resultado
demostré que se requiere luz para la activacion de la muerte celular tras la exposicion a glifosato. Cuando los
inventores usaron concentraciones mucho mayores de glifosato a las usadas normalmente para experimentos
similares, los inventores descubrieron que la incubacion suprimia los efectos fitotoxicos (Fig. 2C), demostrando que la
luz es un importante factor que controla las respuestas de las plantas al glifosato.

La inhibicion de EPSPS agota el combinado de aminoacidos aromaticos y la aplicacion del glifosato es atendida por
un combinado de shikimato (Amrhein et al., 1980; Herman, 1995). Por consiguiente, un aumento de acido shikimico
tras la aplicacion del glifosato se usa de forma rutinaria como marcador bioquimico para la sensibilidad del glifosato,
aunque la supresion de la respuesta del acido shikimico indica resistencia al glifosato (por ejemplo, Kaundun et al.,
2014). Los inventores midieron el nivel de acumulacién de acido shikimico en los tejidos foliares tratados con glifosato
antes de la muerte celular. Como se esperaba, se produjo un aumento masivo de concentracion de acido shikimico
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en tejidos incubados en el ciclo de luz-oscuridad (Fig. 2B). Sin embargo, la incubacién en oscuridad continua suprimié
la acumulacién de acido shikimico (Fig. 2B) lo que se correlaciona con la ausencia de muerte celular (Fig. 2A, C). La
supresion de la acumulacion de acido shikimico inducida por glifosato en incubacién en oscuridad se ha notificado
anteriormente en numerosas especies de plantas (Amrhein et al., 1980; Tokhver y Pal'm, 1986; Shaner et al., 2005).

Los resultados de acumulacién de acido shikimico pueden explicarse por al menos dos posibilidades; (i) que el glifosato
en la oscuridad no consigue bloquear la ruta del shikimato o (ii) que el flujo a través de la ruta de shikimato es mucho
menor en la oscuridad que en la luz. Puesto que el glifosato es un sustrato (fosfoenolpiruvato) mimético y un inhibidor
competitivo de EPSPS (Boocock y Coggins, 1983), es impensable la existencia de una o varias modificaciones
posteriores a la traduccion en EPSPS que reduzcan su afinidad por el glifosato pero manteniendo la afinidad por el
sustrato. Esto hace que el primer punto sea muy improbable. Sin embargo, el apagado de la ruta del shikimato en la
oscuridad es una explicacion mas probable por al menos tres motivos. En primer lugar, numerosos genes de la ruta
del shikimato se expresan de forma diferencial entre la oscuridad y la luz (Henstrand et al., 1992; Reinbothe ef al.,
1994) y hay evidencias de que la luz también estimula la actividad enzimatica (Weaver y Herrmann, 1994). Por
consiguiente, la enzima que cataliza la etapa que compromete la ruta del shikimato (3-desoxi-D-arabino-heptulosonato
7-fosfato sintasa) se estimula con luz a través del sistema ferredoxina/tiorredoxina de los cloroplastos (Entus et al.,
2002). En segundo lugar, también hay evidencias que sugieren un flujo reducido a través de la ruta del shikimato en
la oscuridad, en comparacion con el flujo a través de la ruta con luz. La fenilalanina se sintetiza a partir de corismato,
el metabolito en el cual se ramifica la ruta del shikimato. La inhibicién de la fenilalanina amonio liasa (PAL), que cataliza
la conversién de fenilalanina en acido cinamico, da como resultado la acumulacién de fenilalanina - algo parecido al
flujo de la ruta del shikimato. La inhibicién de PAL en trigo sarraceno usando acido L-a-aminooxi-B-fenilpropionico se
consigue mediante una acumulacioén de fenilalanina tres veces mayor en la luz que en la oscuridad (Hollander et al.,
1979). En tercer lugar, un estudio anterior demostré que la luz estimula directamente la produccion de acido shikimico
(Amrhein et al., 1980). Por lo tanto, el flujo reducido de la ruta del shikimato en la oscuridad representa, con mayor
probabilidad, la baja acumulacién de acido shikimico en los tejidos tratados con glifosato incubados en la oscuridad.

Puesto que no se produce muerte del tejido en respuesta al glifosato en condiciones de oscuridad, los inventores
proponen que la muerte celular requiera factores dependientes de la luz activados por glifosato. Confirmando esta
hipétesis, un estudio reciente ha desvelado que los mutantes de Arabidopsis que carecen de una copia funcional del
receptor rojo mayor y el receptor rojo claro de PHYB son resistentes al glifosato (Sharkhuu et al., 2014). De este modo,
la alteracion de la percepcion de la luz y la sefalizacion pueden bloquear la toxicidad del glifosato. En malezas, el
acido shikimico y el shikimato-3-fosfato son los metabolitos principales que se acumulan en los biotipos susceptibles
a glifosato, pero estan suprimidos en gran medida en los biotipos resistentes al glifosato. La identificacion de los
metabolitos que se acumulan en niveles desproporcionadamente elevados a la luz que en la oscuridad después del
tratamiento con glifosato podria proporcionar pistas Utiles necesarias para superar la resistencia al glifosato en
malezas. En primer lugar, los inventores decidieron investigar si el acido shikimico podria tener un papel fundamental
en la modulacién de la toxicidad inducida por glifosato.

Los inventores obtuvieron biotipos de Conyza sumatrensis susceptibles y resistentes al glifosato de una plantacion de
olivos del sur de ltalia. La respuesta al glifosato de estos biotipos puede demostrarse in vitro para concentraciones de
glifosato en el intervalo de 25-200 pM (Fig. 3A). Como se esperaba, el biotipo susceptible acumuld niveles
significativamente mas elevados de acido shikimico que el biotipo resistente (Fig. 3B). Esto demuestra que en el
ensayo in vitro utilizado en este estudio refleja lo que ocurre en condiciones de campo. En un plazo de 3 dias de
exposicion al glifosato, la concentracion maxima de acido shikimico acumulada en C. sumatrensis susceptible estaba
en el intervalo de 10-15 mM. Un estudio anterior estimé que el acido shikimico celular alcanzaba 20-23 mM en células
de Galium mollugo tratadas con glifosato (Amrhein et al., 1980). De este modo, se podrian usar concentraciones
comprendidas en este intervalo para investigar la posibilidad de utilizar acido shikimico exégeno para controlar las
malezas resistentes a glifosato.

Los inventores trataron C. sumatrensis resistente y susceptible con acido shikimico premezclado con glifosato.
Mientras que glifosato 100 uM por si mismo no afecta a la viabilidad del biotipo resistente, la adicion de acido shikimico
5 mM al glifosato eliminé drasticamente la resistencia al herbicida (Fig. 4A). Cuando los discos foliares procedentes
del biotipo susceptible se flotaron en glifosato, se produce un inicio muy gradual de la muerte celular, precedida por
clorosis y posterior pardeamiento de los tejidos, que se ve con facilidad 10-14 dias después. Sin embargo, los discos
del biotipo resistente tratados con glifosato + acido shikimico presentaron una extensa muerte celular en un plazo de
5 dias de tratamiento. Esto muestra claramente que la incorporaciéon de acido shikimico como aditivo a las
formulaciones de glifosato sortea el mecanismo genético que ha evolucionado en la maleza. Es importante destacar
que, el acido shikimico por si solo no produce fitotoxicidad ninguna, incluso cuando aumenta hasta 15 mM, la
concentracion fisiolégica que los inventores descubrieron que se acumulaba en el biotipo susceptible tras la exposicion
a glifosato. Se produce un efecto dependiente de la dosis de acido shikimico, permitiendo concentraciones en el
intervalo de 1-5 mM anular la resistencia al glifosato en un plazo de 7 dias de la aplicacién y sin que concentraciones
menores puedan hacerlo (Fig. 4B). Estos resultados demuestran que los intermedios de la ruta del shikimato (al menos,
el acido shikimico) se puede usar como opcion viable para la eliminacion de la resistencia al glifosato en malezas.

¢, Cdémo potencia el acido shikimico la fitotoxicidad del glifosato y cuales son las implicaciones? El acido shikimico es
un metabolito intermedio de la ruta del shikimato, que proporciona precursores de las principales rutas metabdlicas
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secundarias. Cuando el glifosato inhibe EPSPS, el acido shikimico puede seguirse convirtiendo en shikimato-3-fosfato.
Curiosamente, se acumula mas cantidad de acido shikimico que de shikimato-3-fosfato en los tejidos tratados con
glifosato y se ha propuesto que esto es un reflejo del equilibrio de reaccién, desfavorable para la acumulacion de
shikimato-3-fosfato (Amrhein et al., 1980). Investigaciones adicionales sobre esta intrigante observacion podrian
proporcionar pistas importantes sobre cémo el glifosato produce fitotoxicidad. Por lo tanto, los investigadores
exploraron esto en Arabidopsis y estudiaron la respuesta de todos sus genes para las enzimas de la ruta del shikimato.
Se identificaron un total de 13 genes en la ruta del shikimato en el genoma de Arabidopsis (Tabla 1).

Tabla 2. Posibles genes de la ruta del shikimato en Arabidopsis identificados usando busquedas BLAST

Enzima Genes ID del gen
3-Desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintasa (DAHPS) 3 At1g22410
At4g39980
At4g33510
3-Deshidroquinato sintasa (DHQS) 1 At5g66120
3-Deshidroquinato deshidratasa/shikimato deshidrogenasa (DHQ-SDH) 1 At3g06350
Shikimato cinasa (SK) 5 At2g21940
At4g39540
At3g26900
At2g35500
At2g 16790
5-Enoilpiruvil shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) 2 At2g45300
At1g48860
Corismato sintasa (CS) 1 At1g48850

Discos foliares de Arabidopsis se hicieron flotar en soluciones de glifosato 25 uM y se incubaron a la luz o en la
oscuridad total. Se tomaron muestran en diferentes intervalos en un plazo de 72 h de tratamiento para cuantificar el
acido shikimico y el anadlisis de la expresion génica usando PCR cuantitativa en tiempo real. Se produjo una
acumulacion significativa de acido shikimico en respuesta al glifosato cuando los tejidos de la planta se incubaron con
luz (Fig. 5). La incubacion en la oscuridad suprimi6 la acumulacién de acido shikimico (Fig. 5). A la luz, el glifosato
indujo cambios significativos en la expresion de los genes que codifican las enzimas de la etapa que compromete la
ruta metabdlica del shikimato (DAHPS), la shikimato cinasa (SK), la proteina diana del glifosato 5-enoilpiruvil shikimato-
3-fosfato sintasa (EPSPS) y la corismato sintasa (CS). Los tres genes DAPS se regularon diferencialmente, solamente
uno de los cinco genes putativos SK respondieron al glifosato, ambos genes de EPSPS respondieron y los genes de
la corismato sintasa (CS) también respondieron (Fig. 6). La regulacion en exceso de los componentes de la ruta
metabdlica del shikimato desencadenada por el bloqueo del flujo con glifosato es una respuesta metabdlica tipica.

Sin embargo, los inventores se sorprendieron de que el mayor cambio en la expresion génica se produjera en el posible
gen de la shikimato cinasa (At2g16790), que fue de mas de 30 veces, mientras que el resto de los genes estuvieron
por debajo de 6 veces (Fig. 6). Lo que es mas sorprendente es que, aunque la incubaciéon en la oscuridad suprimié la
estimulacion inducida por glifosato de otros genes, At2g16790 también se estimulaba en la oscuridad (Fig. 6). Esto
sugiere que este gen no se estimula por una acumulacion de los intermedios de la ruta del shikimato, sino que, mas
probablemente, por la presencia del glifosato. El hecho de que At2g16790 sea el gen mas sensible pero que la
acumulacion de shikimato-3-fosfato no sobrepase el acido shikimico es intrigante. Aunque las busquedas BLAST
identificaron este gen por tener una elevada homologia con las shikimato cinasas de Arabidopsis, este resultado indica
que es posible que la proteina no tenga actividad shikimato cinasa. De los cinco genes "SK" de Arabidopsis que
identificaron los inventores, las proteinas recombinantes de dos genes (At2g2140 y At4g39540) tienen actividad
shikimato cinasa comprobada experimentalmente, sin actividad enzimatica detectable en proteinas recombinantes
derivadas de los otros dos genes (At3G26900 y A2G35500) (Fucile et al., 2008). Estas dos ultimas se han denominado
AtSK LIKE1 (AtSKL1) y AtSKL2, respectivamente. Aunque las proteinas AtSK1, AtSK2, AtSKL1 y AtSKL2 tienen una
secuencia dirigida a cloroplastos, At2g16790 no tiene un péptido de direccionamiento a cloroplasto distintivo, y es
probable que tenga una ubicacion celular diferente, aunque esto requerira la verificacion experimental.

Los restos de aminoacidos de las enzimas shikimato cinasa implicadas en la unién al shikimato, ATP o analogos de
ATP y Mg?* se han identificado y todos ellos estan conservados en las secuencias de AtSK1 y AtSK2 (Fucile et al.,
2008). En la secuencia de la proteina At2g16790, 11 de 16 de estos restos estan conservados, con todo el bucle P de
union al ATP intacto, asi como los residuos de union a iones Mg?*. Algunos de los restos de unién a shikimato faltan,
especialmente la secuencia consenso RPLL conservada (Gu et al., 2002; Leippe et al., 2003) para la cual se ha
propuesto que arginina tiene un papel fundamental en la transferencia de fosfato desde el ATP al shikimato (Cheng et
al., 2005). Por lo tanto, At2g16790 potencialmente se une al ATP, Mg?* y al shikimato, pero con mayor probabilidad
no tiene actividad shikimato cinasa. De hecho, At2g16790 se ha clasificado como una gluconato cinasa (GntK; EC
2.7.1.12), que funciona en la ruta de la pentosas fosfato (Fucile et al., 2008). Eritrosa-4-fosfato, uno de los dos sustratos
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de la primera ruta metabodlica del shikimato, procede de la ruta de las pentosas fosfato. La activacion de este gen tras
la exposicion a glifosato en condiciones tanto de luz como de oscuridad destaca la posibilidad de que los intermedios
de la ruta metabdlica de la pentosa fosfato también se pudieran acumular en presencia de glifosato y posiblemente se
deriven para producir metabolitos aun no caracterizados que pueden representar la toxicidad del glifosato. Esto supone
un respaldo adicional para la estrategia de enriquecer las formulaciones de glifosato con metabolitos intermedios
adecuados cadena arriba como forma de eliminar la resistencia al glifosato.

A continuacion los inventores dirigieron su atencion al inexplicable retraso de la conversion del shikimato a shikimato-
3-fosfato durante la exposicion a glifosato. Los inventores proponen la hipdtesis de que shikimato-3-fosfato es un
componente fundamental necesario para que el glifosato sea fitotdxico y que las plantas susceptibles a glifosato
intenten bloquear su formacién para evitar su destruccion. Los inventores pulverizaron plantas de Arabidopsis de 2
semanas de edad con una formulacién de glifosato a diferentes tasas, con o sin shikimato-3-fosfato como aditivo. La
aplicacion foliar de glifosato mediante pulverizacion produce clorosis y, a continuacion, muerte celular de los
meristemas apicales. En un plazo de tres dias de la aplicacion, las nuevas hojas emergidas aparecen de color amairillo,
y esto se extiende a las hojas mas viejas, dependiendo de la cantidad de glifosato aplicado (Fig. 7A). Esto detiene
inmediatamente el crecimiento de la planta, aunque las hojas bajas mucho mas viejas pueden seguir verdes algun
tiempo antes de que toda la planta muera. Las tasas del glifosato (18-90 g/ha) seleccionadas van desde las
concentraciones que no alteran el crecimiento de las plantas hasta concentraciones que son fitotoxicas. El glifosato a
18 g/ha no mostro efectos sobre el crecimiento de las plantas, mientras que 36 g/ha tuvieron efectos muy modestos
sobre Arabidopsis (Fig. 7B). Sin embargo, la inclusion de shikimato-3-fosfato en estas tasas de glifosato transformé
las formulaciones a un coctel herbicida letal que detuvo el crecimiento de Arabidopsis (Fig. 7C). Por si mismo, el
shikimato-3-fosfato no tiene ningin efecto adverso sobre Arabidopsis (Fig. 7C). Esto demuestra claramente que la
potencia del glifosato se puede potenciar en gran medida por el shikimato-3-fosfato.

Puesto que el gen de la ruta metabdlica de las pentosas fosfato GntK es sensible al glifosato, los inventores estudiaron
si la ruta metabdlica también alteraria la toxicidad del glifosato (Fig. 8). Conyza sumatrensis resistente a glifosato (GR)
y susceptible a glifosato (GS) se germinaron en suelo y los brotes se cortaron por la base del tallo y se introdujeron en
2 ml de glifosato 100 pM con o sin acido glucénico en diferentes concentraciones. Como se esperaba, las plantas GS
tratadas con glifosato dejaron de crecer y desarrollaron clorosis, lo que eventualmente produjo la muerte tisular. Las
plantas GR en glifosato permanecieron saludables y verdes, incluso creciendo y desarrollando hojas nuevas en los
compartimentos de las placas petri. Sin embargo, cuando el glifosato se mezcld con acido gluconico, las plantas GR
dejaron de crecer y también desarrollaron clorosis y eventual muerte tisular. El cese del crecimiento y el desarrollo de
clorosis son los hitos clave de la toxicidad del glifosato. Estos resultados muestran que los intermedios de las rutas
anteriores a la ruta del shikimato también se pueden usar para eliminar la resistencia al glifosato.

En su conjunto, los inventores proponen que aumentar los niveles celulares de acido gluconico, acido shikimico o
shikimato-3-fosfato mediante su inclusién en las formulaciones de glifosato tendra al menos dos efectos deseados. En
primer lugar, se aumenta la potencia del glifosato, lo que conduce a una reduccion de un compuesto quimico sintético
en la cadena alimentaria y sustituyéndolo por un metabolito vegetal de origen natural. Esto podria mejorar la calidad
de los alimentos y abordar preocupaciones ambientales relativas a residuos agroquimicos en el suelo. En segundo
lugar, las plantas resistentes a glifosato normalmente evitan la acumulacién de estos intermedios, pero la introduccion
de estos metabolitos mediante pulverizacion en una mezcla compuesta con glifosato elimina su resistencia. Aunque
el mecanismo exacto de esto sigue sin estar claro, los inventores especulan que, quizas, el procesamiento metabdlico
de estos intermedios en rutas metabdlicas aun desconocidas podria producir productos letales que llevaran a la
inhibicion del crecimiento y la muerte celular. En plantas susceptibles, shikimato-3-fosfato también puede potenciar la
potencia del glifosato haciendo que mas moléculas de la enzima EPSPS estén disponibles para su inhibicion mediante
glifosato. Esto se debe a que el glifosato solamente se une a un complejo EPSPS:shikimato-3-fosfato (Boocock y
Coggins, 1983).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién herbicida que comprende glifosato o una sal o sales adecuadas del mismo y al menos uno de
shikimato-3-fosfato, shikimato o acido shikimico, 3-deshidroquinato o 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato
(DAHP) o acido gluconico.

2. Una composicion herbicida de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende glifosato o una sal o sales adecuadas
y al menos uno de shikimato-3-fosfato, shikimato o acido shikimico, 3-deshidroquinato o 3-desoxi-D-arabino-
heptulosonato 7-fosfato (DAHP).

3. La composicion herbicida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el metabolito es
shikimato-3-fosfato.

4. La composicion herbicida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende, ademas,
uno o mas aditivos o adyuvantes agricolamente aceptables.

5. La composicion herbicida de acuerdo con la reivindicacion 6 en donde el adyuvante es un tensioactivo y/o sulfato
de amonio.

6. La composicion herbicida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas
uno o mas agentes herbicidas adicionales.

7. La composicién herbicida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la relacion molar
de glifosato a shikimato/acido shikimico, shikimato-3-fosfato, 3-deshidroquinato, 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-
fosfato (DAHP) o acido glucénico es 1:7,5 - 1:100, 1:8 - 1:75 o0 1:10-1:50.

8. La composicion herbicida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en una forma concentrada
0 mezcla de tanque.

9. Un método para controlar malezas aplicando una composicion herbicida para pulverizar posterior a la emergencia
o una mezcla de tanque de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores a malezas y/u otra vegetacion
no deseable.

10. Uso de una composicién herbicida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para controlar malezas
y/o vegetacion no deseable.

11. EImétodo o el uso de acuerdo con las reivindicaciones 9 o 10 para usar en el tratamiento de malezas y/o vegetacion
que se han vuelto resistentes al glifosato.

12. El método o el uso de acuerdo con las reivindicaciones 9-12 en donde la cantidad de glifosato necesaria para
controlar malezas y/u otra vegetacion no deseada es al menos de un 10 %, 15 %, 25 %, 50 %, 60 % o mas, menos
glifosato de lo que se necesitaria para controlar malezas y/u otra vegetacién no deseada en ausencia de dicho
shikimato o metabolito(s) de la ruta metabdlica de las pentosas fosfato.

13. Uso de al menos un shikimato-3-fosfato, shikimato o acido shikimico, 3-deshidroquinato o 3-desoxi-D-arabino-
heptulosonato 7-fosfato (DAHP) o acido glucoénico para potenciar la actividad del glifosato y/o reducir la cantidad de
glifosato necesaria para controlar malezas.

14. Un método para potenciar la actividad del glifosato y/o reducir la cantidad de glifosato necesaria para controlar
malezas, comprendiendo el método incluir al menos uno de shikimato-3-fosfato, shikimato o acido shikimico, 3-
deshidroquinato o 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) o acido glucénico en un método para controlar
malezas usando glifosato.
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