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DESCRIPCION
Nuevos analogos de la estrigolactona y su utilizacién para el tratamiento de plantas

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos aptos para controlar la ramificacion de las plantas superiores,
una composicion que comprende dichos compuestos y su utilizacion para el tratamiento de las plantas superiores,
principalmente con el objetivo de controlar su ramificacion, por una inhibicion selectiva o global del crecimiento de
yemas en la planta. Esta inhibicién puede ser temporal, de forma que se controle el periodo de desarrollo de estas
yemas, o permanente, con el fin por ejemplo de favorecer el crecimiento de otras partes de la planta en detrimento
de la(s) inhibida(s).

Los compuestos segun la invencion encuentran aplicaciones principalmente en el campo agricola, para el cultivo de
plantas, tales como las plantas alimentarias, leguminosas, plantas forestales, plantas ornamentales, etc. para las
que el control del numero de ramificaciones, de la iniciacion de las yemas y/o del periodo de ramificacion puede
mejorar el rendimiento y/o la calidad de la producciéon (tamafio del fruto, calidad de la madera, etc.). Por plantas
superiores se entienden los vegetales pluricelulares, vasculares, provistos de raices y de una parte aérea. Por
cultivo se entiende tanto el cultivo en campo como en plantacion para los bosques o como el cultivoin vitro, fuera
del suelo o cualquier otro.

Las plantas cultivadas, ya sea por sus flores, sus frutos, sus semillas o por sus partes vegetativas son objeto de
numerosos controles y tratamientos, de forma que se obtengan el mejor rendimiento posible y la mejor cualidad.

Asi, por ejemplo, se trata de controlar los periodos de floracidon de forma que se evite que las yemas florales se
inicien durante los periodos de riesgo grande de heladas. Igualmente, cuando se desean obtener frutos de gran
tamafo o, mas generalmente, plantas mas vigorosas, se procede a una poda de la planta de forma que se limite el
numero de ramificaciones y asi el nimero de 6rganos “pozo” que son los frutos en periodo de crecimiento o de las
semillas en curso de llenado. La utilizaciéon de abonos permite igualmente optimizar los rendimientos.

Dichos controles y tratamientos necesitan de un conocimiento, ademas de sobre la planta misma, de las condiciones
en las que esta cultivada: naturaleza del suelo, clima, etc., principalmente para saber cuando y cdno podar las
plantas. Ademas, la poda es un procedimiento manual tedioso, costoso, que necesita de la intervencién de personas
cualificadas.

Para subsanar estos inconvenientes, se han propuesto por la técnica anterior procedimientos de tratamiento quimico
de las plantas para controlar su crecimiento, por inhibicion total o parcial, definitiva o temporal, del crecimiento de las
ramificaciones, de forma que se optimice principalmente el rendimiento de estas plantas.

En particular, se ha propuesto en el documento de patente FR-A-2930402 poner las plantas que se van a tratar en
contacto con una disolucion que contenga una estrigolactona, natural o sintética, de forma que se inhiba o se limite
el crecimiento de todas o parte de las ramificaciones.

Las estrigolactonas son hormonas vegetales de la familia de los apocarotenoides. Estan compuestas principalmente
de un esqueleto con cuatro ciclos denominados A, B, C y D, mas precisamente de una lactona triciclica ABC unida
mediante un enlace de éter de enol a un ciclo butirolactona, denominado ciclo D. Actualmente se conocen
numerosas estrigolactonas naturales, tales como la sorgolactona, el 5-desoxi-estrigol, el estrigol, el orobancol, el 2’-
epi-orobancol, el solanacol, el acetato de orobanquilo o el acetato de estrigio, y estrigolactonas de sintesis, tales
como la GR24 o la GR5. Se han descrito aplicaciones de las estrigolactonas no solo para el control del crecimiento y
de la estructura de las plantas superiores, sino también para inducir la germinacion de las semillas de las plantas
parasitas, tales como las orobancas. Asi, con el fin de eliminar dichas plantas parasitas de los suelos agricolas, se
ha propuesto tratar dichos suelos con estrigolactonas, de forma que se induzca la germinacion de las plantas
parasitas en ausencia de las plantas huésped indispensables para su existencia, lo que lleva consigo su muerte.

Entre las estrigolactonas, la molécula denominada GR24, de férmula:
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en la que el ciclo A es un ciclo aromatico,
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y la molécula denominada GRS5, de férmula:

o )

C
X
o)

sin ciclos Ay B,

han sido descritas en la técnica anterior como particularmente eficaces para reprimir la ramificacion de las plantas
superiores. Estos compuestos, ademas del hecho de ser poco faciles de sintetizar, presentan sin embargo el
inconveniente de ser relativamente citotdxicos.

La presente invencion tiene como objetivo proponer nuevos compuestos susceptibles de ser utilizados en
procedimientos de tratamiento de las plantas, que sean al menos tan eficaces como las estrigolactonas naturales, y
preferentemente que las estrigolactonas sintéticas propuestas por la técnica anterior, en cuanto al control del grado
de ramificacion de las plantas, siendo a la vez mas sencillas de sintetizar y presentando principalmente una
citotoxicidad menor.

A este efecto, se proponen segun la invencion nuevos compuestos que responden a la férmula general (1):

R
|X R1 1"

en la que:

X representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, NH o un radical N-alquilo,

R'y R? idénticos o diferentes, representan cada uno un atomo de hidrégeno o un radical hidrocarbonado
lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10, R’ y R% no representan ninguno de los dos un atomo
de hidrégeno,

R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10,

y R representa un radical fenilo monosustituido con un sustituyente Y elegido entre Cl, Br, | y CFs;, o un
radical fenilo disustituido con un sustituyente Y y un sustituyente Z, eligiéndose Y y Z, idénticos o diferentes,
cada uno entre Cl, Br, | y CF3, o formando juntos un ciclo saturado o insaturado o aromatico, conteniendo
en su caso uno o varios heteroatomos, eventualmente sustituido, principalmente un ciclo de 5 a 8 atomos,
preferentemente de 6 atomos,

o representando R un radical:

RS

R4
en el que R* representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado,
y R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, en su caso
sustituido, un grupo COR® o un grupo CO2R®, en los que R°® representa un atomo de hidrégeno o
un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado.

Cualquier forma isémera de estos compuestos en el carbono Cy (esteroisémeros 2'a. y 2°8) y cualquier mezcla de
dichas formas isdmeras entran igualmente en el marco de la invencion. A partir de una mezcla de isémeros, cada
isdbmero se puede obtener por métodos clasicos en si mismos por los expertos en la técnica.

En la formula (1) anterior, R4 y Rs son ademas intercambiables.

En la presente descripcion se entiende por radical fenilo monosustituido un radical fenilo sustituido con un
sustituyente o mas, es decir un radical fenilo sustituido con al menos un sustituyente Y. Igualmente, se entiendepor
radical fenilo disustituido un radical fenilo sustituido con dos sustituyentes o mas, es decir un radical fenilo sustituido
con al menos un sustituyente Y y un sustituyente Z.
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Los inventores han descubierto que estos compuestos particulares, analogos a las estrigolactonas en lo que se
refiere al ciclo D, inéditos hasta el momento, eran particularmente activos para la represion de la ramificacion de las
plantas. Su eficacia, muy superior a la de las estrigolactonas naturales, es comparable a las de losotros compuestos
analogos sintéticos propuestos por la técnica anterior, en particular el GR24 y GR5.

En particular, los inventores han descubierto que los analogos de las estrigolactonas que responden a la formula (1)
eran capaces de inhibir el inicio de las yemas axilares, principalmente en el guisante (Pisum sativum L.) a una
concentracion inferior a la de las estrigolactonas naturales.

Los compuestos segun la invencion son ademas particularmente faciles de preparar, principalmente en comparacion
con los analogos de las estrigolactonas de 4 ciclos. Igualmente presentan ventajosamente una estabilidad en medio
acuoso muy superior a las de las estrigolactonas naturales, que de forma inherente son inestables en agua, en
particular a pH superior a 7, pero también a la del GR24 y del GR5. Su citotoxicidad es ademas ventajosamente muy
inferior a la de los compuestos sintéticos GR24 y GR5.

De forma particularmente ventajosa, los compuestos segun la invencion solo actian ademas débimente sobre la
germinacion de las semillas de las plantas parasitas, principalmente del tipo orobanca. En particular, presentan una
actividad al menos 10 a 100.000 veces menor que los compuestos GR24 y GR5 para la germinacion de las semillas
de orobancas ramosas (Phelipanche ramosa, Orobanche minor y Orobanche cumana) y de Striga hermonthica. La
pululacion de dichas plantas parasitas perjudiciales resulta ser un problema cada vez mas presente tanto en las
regiones templadas como en las regiones tropicales, se comprende facilmente el interés de disponer de medios de
tratamiento de los cultivos vegetales que no favorezcan la germinacion de las semillas de estas plantas parasitas,
contrariamente a las estrigolactonas naturales o a la mayor parte de sus analogos de sintesis descritos en la técnica
anterior que si que la inducen.

Segun una caracteristica preferida de los compuestos segun la invencion R representa un radical alquilo lineal de
C1-C10, preferentemente un radical metilo.

R' y R? representan ademas cada uno preferentemente un atomo de hidrégeno o un radical alquilo lineal o
ramificado de C1-C10.

De forma auin preferida, R' representa un atomo de hidrégeno y R? representa un radical alquilo lineal o ramificado
de C1-C10, preferentemente un radical metilo.

Preferentemente, X representa un atomo de azufre.

En modos de realizacién particulares de la invencion, R representa un radical fenilo sustituido al menos en posicion
para-.

Un compuesto particularmente preferido segun la invencion responde a la formula general (11):

en la que Y se elige entre Cl, Br, | y CFs, y en la que X es un atomo de azufre, R' es un atomo de hidrégeno, R y R®
son ambos radicales metilo, y R es un radical fenilo monosustituido con el sustituyente Y en posicion para-.

Entre los compuestos que responden a la formula general (1l) anterior, se pueden citar en particular el compuesto en
el que Y es un atomo de cloro, que responde a la formula general (lla) siguiente, el compuesto en el que Y es un
atomo de bromo, que responde a la formula general (lIb) siguiente, y el compuesto en el que Y representa CF3, que
responde a la formula general (lic) siguiente:

Cl Br CF3
S
| > (lla) (l1b) (llc)
S S S
° 0] ° 0] © O

—_— —_— —_—



10

15

20

ES 2 589 529 T3

Otro compuesto segun la invencién responde a la formula general (I1°):

Y

(I

en la que Y se elige entre Cl, Br, | y CFs, y en la que X es un atomo de oxigeno, R' es un atomo de hidrégeno, R? y
R® son ambos radicales metilo, y R es un radical fenilo monosustituido con el sustituyente Y en posicidn para.

Otros compuestos particulares segun la invencion son tales que R representa un radical fenilo disustituido del ipo
cumarina, de férmula:

R‘H

en la que Ra, Rg, R'" y R”, idénticos o diferentes, representan cada uno un atomo de hidrégeno, Cl, Br, I, CF;, CHO,
CN, NOy, un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, en su caso sustituido, o un grupo

CO2R™ en el que R" representa un atomo de hidrégeno o un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o
insaturado, preferentemente de C1-C10.

Dichos compuestos que responden asi a la férmula general (II’) siguiente:

R (")
en la que:

X representa un atomo de oxigeno, de azufre, NH o un radical N-alquilo,

R'y R? idénticos o diferentes, representan cada uno un atomo de hidrégeno o un radical hidrocarbonado
lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10, R’ y R%no representan ninguno de los dos un atomo
de hidrégeno,

[=§ representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10,

Ra, Rg, R'" y R son como se han definido anteriormente.
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Mas particularmente, compuestos ventajosos segun la invencion responden a la formula general (II'):

R8
R9
O N

o) R10
R11

X0

e}
=

()
en la que X, R8, Rg, R'" y R'! son tales como se han definido anteriormente.

Un compuesto particular segun la invencion es tal que R, R?, R"® y R"" representan todos ellos cada uno un atomo
de hidrégeno.

En modos de realizacion diferentes de la invencion, R representa un radical:
R5
RN
en el que R* representa un radical alquilo o un radical alquenilo lineales o ramificados, de C1-C15,

y R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramlflcado saturado o) insaturado, de C1 C10, preferentemente
de C1-C5, en su caso sustituido, un grupo COR® o un grupo CO:R® en los que R® representa un radical
hidrocarbonado lineal o ramificado de C1-C10, preferentemente de C1-C5.

Asi, entran en el marco de la invencién los compuestos de férmula general (l11):

RS
X
Xl-0
o)
R2”
RS
()

en la que R1, R2, R3, R* y R® son tales como se han definido anteriormente.

Compuestos particulares segun la invencion responden a la férmula general (lll) anterior, en Ia que R’ representa un
radical alquilo o un radical alquenilo lineales o ramificados, preferentemente de C1-C15, y R® representa un radical
hidrocarbonado lineal o ramificado, preferentemente insaturado, de C1-C10, preferentemente de C1-C5, sustituido,
preferentemente en su extremo libre, con un grupo electroatractor. Ejemplos de dichos grupos electroatractores son
CHO, CN, NO,, CO,R’, en el que R’ representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado de C1-C10,
preferentemente de C1-C5.

Los compuestos de la formula (1ll) anterior en los que R representa un radical metilo se muestran particularmente
ventajosos desde el punto de vista de la eficacia de la inhibicion de la iniciacion de las yemas axilares.
Ventajosamente, R' representa ademas un atomo de hidrégeno y/o R? representa igualmente un radical metilo.

Compuestos que responden a la férmula general (lII') siguiente se muestran asi particularmente ventajosos:

RS

S
(1)
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y mas particularmente los compuestos de formula general (Ill”') siguiente:

EWG/\/]\"# X 0}

=

o)
(")

en la que EWG representa un grupo electroatractor elegido entre CHO, CN, NO, y CO;R’, donde R’ representa un
radical hidrocarbonado lineal o ramificado de C1-C10, preferentemente de C1-C5,

y X representa O, NH o S.

Los compuestos segun la invencion se pueden obtener por cualquier via de sintesis adecuada. El experto en la
técnica sabra determinar las etapas, las condiciones operatorias y los precursores que deben utilizarse en funcién de
la estructura particular del compuesto de formula general (1) previsto.

Un procedimiento de sintesis de los compuestos segun la invencion que responden a las formulas generales (l1), (II)
o (lII") anteriores puede responder al esquema de reaccion siguiente:

Y
¥ cl. 0.0 RS
s - N\
o R X i o X._ 0

X (0]
XH XM 0 o S
o

en el que M representa un metal alcalino, por ejemplo un atomo de sodio o de potasio.

Cualquier otro modo de sintesis que el experto en la técnica sabra identificar a partir de sus conocimientos generales
entra igualmente en el marco de la invencion.

Otro aspecto de la invencidon es una composicion que comprende un compuesto tal como se ha ddinido
anteriormente, que se puede utilizar en particular para el tratamiento de las plantas superiores con el fin de controlar
su crecimiento y su estructura, mas particularmente su ramificacion.

Preferentemente, la concentracion de dicho compuesto en esta composicion esta comprendida entre 0,1nM y 10
uM, preferentemente entre 0,1 y 1.000 nM, preferentemente aun entre 1 y 100 nM.

Un tercer aspecto de la invencion es la utilizacion de un compuesto tal como se ha definido anteriormente y/o de una
composicion que lo comprende, para el tratamiento de una planta superior con el fin de controlar su crecimiento y su
estructura.

Mas particularmente, se pone en contacto de la planta una cantidad adaptada de un compuesto segun la invencion
de forma que se inhiba la formacién de al menos una ramificacion.

Por inhibir, se entiende en la presente descripcion reprimir definitiva o temporalmente el crecimiento de una yema.
Asi, segun la invencioén, se puede suprimir una ramificacion inhibiendo definitivamente el crecimiento de la yema
correspondiente o poner en latencia dicha yema de forma que se retrase en el tiempo su crecimiento.

Por ramificacion se entiende la excrecencia nacida de una yema axilar situada en la axila de la hoja, ya sea una
rama, una flor o una inflorescencia.

La inhibicién puede ser global, es decir afectar a todas las yemas axilares en el momento del tratamiento de la planta
o dirigida, es decir afectar Unicamente a las yemas a las que se dirige especificamente el tratamiento.

Las plantas tratadas pueden estar cultivadas tanto en invernaderos como en campos, in vitro o incluso sin tierra.

Se entiende por una cantidad adaptada, una cantidad al menos suficiente para actuar sobre el crecimiento y la
estructura de la planta que se va a tratar. Esta cantidad es evaluada para cada caso particular, en funcion
principalmente de la naturaleza de la planta que se va a tratar y del grado de control de la ramificacion deseada, por
ejemplo segun que se pretenda inhibir definitiva o temporalmente el crecimiento de la yema.

Segun la invencidn, se puede aplicar una composicion que comprende un compuesto segun la invencion sobre una
porcién al menos parcial de la parte aérea de la planta. Por ejemplo, se puede aplicar, por vgporizacién o por
depdsito, dicha composicion sobre las yemas axilares de la planta que se desea reprimir, de forma que se controle el
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crecimiento de las yemas asi tratadas, o mas generalmente sobre la parte de la planta de la que se desea controlar
el crecimiento. De otra forma, es posible inyectar la composicién que comprende un compuesto segun la invencion
en una parte aérea de dicha planta, por ejemplo, al nivel mismo de las yemas incluso, o de los tallos que llevan las
yemas que se quieren reprimir, de forma que se controle el crecimiento de la planta situada por encima de la zona
de inyeccion.

En otro modo de realizacion, la invencion prevé aportar una composicion que comprende el compuesto segun la
invencion por al menos una raiz de dicha planta, de forma que se controle la ramificacion y/o la altura de la planta.
Esto puede ser realizado mediante un enriquecimiento del suelo en el compuesto segun la invencion, de forma que
disminuya de forma no selectiva el nimero de tallos o que se frene su crecimiento. En efecto, los inventores han
observado que la sefial de represion SMS del crecimiento de las ramificaciones migra en el sentido raiz-tallo, lo que
hace pensar que es transportada por la savia bruta del xilema.

Ventajosamente, la concentracion en compuesto segun la invencion en la composicion es como minimo de 0,1 nM y
variara segun que se desee inhibir definitiva o temporalmente el crecimiento de la yema, siendo la concentracion
ademas funcion de la naturaleza de la planta que se va a tratar. De forma general, la concentracién en compuesto
en la composicion variara entre 0,1 nM y 10 uM, preferentemente entre 0,1 y 1.000 nM, preferentemente adn entre 1
y 100 nM.

Igualmente, el numero de dias de tratamiento puede variar en funcién de la planta, de su edad en el momento del
tratamiento, del efecto deseado, definitivo o no, etc.

Las caracteristicas y ventajas del procedimiento segun la invenciéon apareceran mas claramente a la luz de los
ejemplos de realizacion siguientes, suministrados de modo Unicamente ilustrativo y nunca limitativo de la invencién,
con el apoyo de las figuras 1 a 17, en las que:

- la figura 1 es una curva que muestra los resultados de un analisis de estabilidad quimica en disolucion
acuosa (50 pg/mL del compuesto en metanol/agua: 1/4, pH 6,7, 21°C), para el compuesto (lla) segun la
invencion y el compuesto comparativo GR24, representandose el % de compuesto no degradado en la
disolucién en funcién del tiempo;

- la figura 2 es una curva que muestra los resultados de un analisis de estabilidad quimica en disolucion
acuosa (50 pg/mL del compuesto en metanol/agua: 1/4, pH 6,7, 21°C), para los compuestos respectivos
(lla) y (IlIb) segun la invencién y el compuesto comparativo GR24, representandose el % de compuesto no
degradado en la disolucion en funcion del tiempo;

- la figura 3 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, de los
compuestos segun la invencion (lla), (II'd) y (I'e) y el compuesto comparativo GR24, en dosis
comprendidas entre 10 nM y 1 uM sobre la represion de la ramificacion del mutante rms17 del guisante;

- la figura 4 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, de los
compuestos segun la invencion (l1a), (1Ib), (lic), (I'd), (I'e) y (II'f) en dosis comprendidas entre 100 nM y 1
puM sobre la represion de la ramificacion del mutante rms? del guisante;

- la figura 5 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, de los
compuestos segun la invencion (lla), (llla), (llIb), (llic) y del compuesto comparativo GR24, en dosis
respectivas de 100 nM y 1 uM sobre la represion de la ramificacion del mutante rms? del guisante; un
control negativo “CTL 0” representa una muestra constituida por el disolvente solo;

- la figura 6 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, del compuesto
segun la invencion (lllb) y del compuesto comparativo GR24, en dosis respectivas de 1 nM, 10 nM, 100 nM
y 1 uM sobre la represion de la ramificacion del mutante rms71 del guisante; un control negativo “CTL 0”
representa una muestra constituida por el disolvente solo y un control negativo “NT” representa una planta
no tratada;

- la figura 7 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, del compuesto
segun la invencion (lla) y de los compuestos comparativos GR24, Comp. 3 y Comp. 4 en dosis respectivas
de 10 nM, 100 nM y 1 uM sobre la represion de la ramificacion del mutante rms1 del guisante; un control
negativo “CTL 0” representa una muestra constituida por el disolvente solo y un control negativo “NT”
representa una planta no tratada;
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- la figura 8 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, del compuesto
segun la invencion (lla) y de los compuestos comparativos GR24, Comp. 5y Comp. 6 en dosis respectivas
de 10 nM y 100 nM sobre la represion de la ramificacion del mutante rms1 del guisante; un control negativo
“CTL 0” representa una muestra constituida por el disolvente solo y un control negativo “NT” representa una
planta no tratada;

- la figura 9 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 4, 8 dias después del tratamiento en el nudo 4, del compuesto
(lla) y del compuesto comparativo GR24, en dosis comprendidas entre 0,1 nM y 100 nM sobre la represion
de la ramificaciéon del mutante rms17 del guisante;

- la figura 10 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, del compuesto
segun la invencion (llla) y del compuesto comparativo GR24, en una dosis de 1 uM sobre la represion de la
ramificacion del mutante rms? del guisante;

- la figura 11 muestra un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud de
la ramificacién medida en los nudos 3 a 5, 8 dias después del inicio de un cultivo hidropénico de mutantes
rms1 del guisante, en presencia de los compuestos segun la invencion (lla) y (lllb) y del compuesto
comparativo GR24, en una dosis de 1 pM; un control negativo “CTL 0” representa una muestra constituida
por el disolvente solo;

- la figura 12 muestra un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la altura de la
planta, 8 dias después del inicio de un cultivo hidroponico de mutantes rms17 del guisante, en presencia de
los compuestos segun la invencion (lla) y (lllb) y del compuesto comparativo GR24, en una dosis de 1 uM;
un control negativo “CTL 0” representa una muestra constituida por el disolvente solo;

- la figura 13 muestra un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud de
la ramificacion medida en los nudos 3 a 4, 8 dias después del inicio de un cultivo hidropénico de mutantes
rms1 del guisante, en presencia del compuesto segun la invencion (l1”g) y del compuesto comparativo
GR24, en una dosis de 3 uM; un control negativo “CTL 0” representa una muestra constituida por el
disolvente solo;

- la figura 14 muestra un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la altura de la
planta, 8 dias después del inicio de un cultivo hidropénico de mutantes rms? del guisante, en presencia del
compuesto segun la invencion (I1’g) y del compuesto comparativo GR24, en una dosis de 3 uM; un control
negativo “CTL 0” representa una muestra constituida por el disolvente solo;

- la figura 15 representa un grafico de barras que muestra la actividad, expresada en términos de la longitud
de la yema/ramificacion medida en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3, de los
compuestos segun la invencion (lla) y (lllb) y del compuesto comparativo GR24, en dosis respectivas de
100 nM y 3 uM sobre la represion de la ramificacion del mutante rms4 del guisante; un control negativo
“CTL 0" representa una muestra constituida por el disolvente solo;

- la figura 16 muestra un grafico de barras que representa el nimero de yemas muertas para grupos de 48
plantas mutantes rms4 del guisante, 8 dias después del tratamiento en el nudo 3 con los compuestos segun
la invencion (lla) y (lllb), y el compuesto comparativo GR24, en dosis de 3 uM; un control negativo “CTL 0”
representa una muestra constituida por el disolvente solo;

- y la figura 17 es un grafico de barras que muestra, para los compuestos segun la invencion (l1a) y (llib) y
para el compuesto comparativo GR24, la concentracion EC50 en un ensayo de germinacion de plantas
parasitas: Orobanche cumana, Orobanche minor, Striga hermonthica, Phelipanche ramosa (patovar pv T y
pv C).

Ejemplo 1. Sintesis de ejemplos de los compuestos segun la invencidon y de ejemplos de compuestos
comparativos

1/ Material y métodos

Los espectros de infrarrojo han sido registrados en pelicula sobre una ventana de diamante. Los datos se dan en
cm™ (v, cm™).

Los espectros de RMN de 'H y de '3C han sido registrados en disoluciones en CDCl3, usando el disolvente prético
CHCI3 (81 = 7,24 ppm) o CDCIls (8¢ = 77,23 ppm) como referencia interna y se dan en ppm.

9



10

15

20

25

30

ES 2 589 529 T3

Los espectros de masas han sido determinados por ionizacion por electronebulizacion (ESI).

Todas las reacciones han sido seguidas por cromatografia en capa delgada (CCM sobre placas de alumirio de 0,2
mm recubiertas previamente de gel de silice, usando luz UV y una disolucion etandlica al 5% en acido
fosfomolibdico y calor como agente revelador.

La cromatografia ultrarrapida ha sido realizada sobre gel de silice 60, 40-63 um (malla de 400-230), con acetato de
etilo (AcOEt) y heptano como eluyentes.

Los reactivos y disolventes disponibles comercialmente se han purificado y secado cuando ha sido necesario por
métodos clasicos.

La dimetiformamida DMF y el diclorometano CHxCl, se han secado por destilacion sobre hidruro de calcio, la
acetona por destilacion sobre CaSOjz anhidro.

Salvo que se indique lo contrario, todos los demas reactivos se han obtenido a partir de fuentes comerciales y
utilizados sin otra purificacion.

2/ Compuesto (lla)

El compuesto que responde a la formula (l1a), la 5-((4-clorofenil)tio)-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona:

Cl

(Ila)

ha sido sintetizado a partir de 4-clorotiofenol y de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun el esquema de reaccion

siguiente:
@ \S_T © (lla)

K;COg,acetona, Tamb

de la forma siguiente.

A una disolucion de 4-clorotiofenol comercial (400 mg, 2,76 mmoles) en acetona anhidra (10 mL) con K.CO3 anhidro
(459 mg, 3,31 mmoles), colocada a temperatura ambiente en atmdsfera de argdn, se le afnade una disolucion de 5
cloro-3,4-dimetilfuran-2-(5H)-ona (405 mg, 2,6 mmoles) (preparada segun el método de Canevet et al., 1978) en
acetona anhidra (5 mL). El avance de la reaccion se sigue por CCM (SiO,; heptano/AcOEt 8:2).

Después de 1 dia con agitacién, se evapora la acetona. El producto bruto se purifica por cromatografia sobre silice
(eluyente heptano(AcOEt 8:2) para suministrar el compuesto (lla) en forma de un sélido blanco (361 mg, 1,42
mmoles, 51%).

PF: 74,5-76,9°C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & 7,34 (dt, J = 8,7, 2,1 Hz, 2 H), 7,20 (dt, J = 8,7, 2,1 Hz, 2 H), 5,83-5,82 (m, 1 H),
1,96 (t, J = 1,0 Hz, 3 H), 1,64 (t, J = 1,0 Hz, 3 H).

RMN de "°C (75 MHz, CDCls): § 172,6 (C), 155,2 (C), 135,4 (C), 135,2 (2CH), 129,2 (2CH), 128,2 (C), 126,2 (C),
88,1 (CH), 12,6 (CHs), 8,5 (CHa).

IR vmax (pelicula): 2.924, 1.758, 1.673, 1.476, 1.093, 985 cm™.
HRMS (ESI): m/z calculado para el C12H12ClO,S [M+H]": 255,0247; encontrado: 255,0245.
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3/ Compuesto (IIb)
El compuesto que responde a la formula (lIb), la 5-((4-clorofenil)tio)-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona:

Br

(llb)

ha sido sintetizado a partir de 4-bromotiofenol y de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun un esquema de
reaccion similar al indicado anteriormente para el compuesto (lla), de la forma siguiente.

A una disolucién de 4-bromotiofenol comercial (283,6 mg, 1,5 mmoles) en acetona anhidra (15 mL) con KCOs3
anhidro (337 mg, 3 mmoles, 3 eq.), colocada a temperatura ambiente en atmosfera de argén, se le afade una
disolucion de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2-(5H)-ona (263,8 mg, 1,8 mmoles) en acetona anhidra (10 mL). El avance de
la reaccion se sigue por CCM (SiOz; heptano/AcOEt 8:2).

Después de 8 dias con agitacion, se evapora la acetona y se recoge el residuo con CHCl, para filtrarlo sobre celita.
Después de evaporacion, el sélido marrén resultante se purifica por cromatografia sobre silice (introduccion y
elucion con CH2Cl; columna de 2 cm de diametro y 45 cm de altura de silice) para suministrar el compuesto (lIb) en
forma de un sdlido transparente (152.4 mg, 0,51 mmoles, 34% de rendimiento).

PF: 91°C.

RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): 6 (ppm) 1,71 (s ancho, 3H), 2,03 (s ancho, 3H), 5,89 (s ancho, 1H), 7,38 (d, J = 8,2
Hz, 2H), 7,46 (d, J = 8,2 Hz, 2H).

RMN de '3C (CDCls, 125,5 MHz): 5 (ppm) 8,7 (CHs), 12,8 (CHs), 88,2 (CH), 123,8 (C), 126,6 (C), 129,0 (C), 132,4
(2CH), 135,5 (2CH), 155,1 (C), 172,7 (C).

IR vmax (pelicula): 1.760, 1.686, 1.673 cm™.

MS (ES): m/z (%) 297,0 (99%, [M-H]).

HRMS (ESI): m/z calculado para el C12H1202SBr [M-H]: 296,9585, encontrado: 296,9592.
4/ Compuesto (llc)

El compuesto que responde a la formula (lic), la 3,4-dimetil-5-((4-trifluorometil)fenil)tio)- furan-2(5H)-ona:

CF;

ha sido sintetizado a partir de 4-(trifluorometil)tiofenol y de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun un esquema de
reaccion similar al indicado anteriormente para el compuesto (lla), de la forma siguiente.

A una disolucion de 4-(trifluorometil)tiofenol comercial (267,3 mg, 1,5 mmoles) en acetona anhidra (15 mL) con
K>CO3 anhidro (337 mg, 3 mmoles, 3 eq.), colocada a temperatura ambiente en atmosfera de argdn, se le afnade una
disolucion de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2-(5H)-ona (263,8 mg, 1,8 mmoles) en acetona anhidra (10 mL). El avance de
la reaccion se sigue por CCM (SiOo; heptano/AcOEt 8:2).

Después de 8 dias con agitacion, se evapora la acetona y se recoge el residuo con CHCl, para filtrarlo sobre celita.
Después de evaporacion, el aceite marrén resultante se purifica 2 veces por cromatografia sobre silice (introduccion
y elucion con CHzCl; columna de 2 cm de diametro y 45 cm de altura de silice) para suministrar el compuesto (lic)
en forma de un aceite amarillo palido transparente (112,8 mg, 0,39 mmoles, 26% de rendimiento).
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RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): 6 (ppm) 1,75 (s ancho, 3H), 2,06 (s ancho, 3H), 5,99 (s ancho, 1H), 7,57 (d, J = 8,6
Hz, 2H), 7,63 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

RMN de *3C (CDCls, 125,5 MHz): 5 (ppm) 8,7 (CHs), 12,8 (CHs), 88,0 (CH), 122,1 (C), 125,7 (CFs), 126,0 (CH), 126,1
(CH), 126,8 (CH), 132,8 (2CH), 135,9 (C), 154,8 (C), 172,6 (C).

IR vmax (pelicula): 1.766, 1.687, 1.672 cm™.

MS (ES): m/z (%) 287,0 (100%, [M-H]).

HRMS (ESI): m/z calculado para el C13H1002F3S [M-H]: 287,0354, encontrado: 287,0342.
5/ Compuesto (II'd)

El compuesto que responde a la formula (II'd), la 5-((4-clorofenoxi)-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona:

Cl

ha sido sintetizado a partir de 4-clorofenol y de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun un esquema de reaccion
similar al indicado anteriormente para el compuesto (lla), de la forma siguiente.

A una disolucion de 4-clorofenol comercial (0,847 g, 6,59 mmoles) en acetona anhidra (50 mL) con K;CO3 anhidro
(1,821 g, 13,13 mmoles), colocada a temperatura ambiente en atmdsfera de argoén, se le afiade una disolucion de 5
cloro-3,4-dimetilfuran-2-(5H)-ona (1,45 g, 9,89 mmoles) (preparada segun el método de Canevet et al., 1978) en
acetona anhidra (20 mL). El avance de la reaccion se sigue por CCM (SiO;; heptano/AcOEt 8:2).

Después de 2 dias con agitacion, se evapora la acetona. El producto bruto se purifica por cromatografia sobre silice
(eluyente heptano/AcOEt 8:2) y después se recristaliza (hexano/AcOEt) para proporcionar el compuesto (II'd) en
forma de un sélido blanco (793 mg, 3,33 mmoles, 50%).

PF: 84-85°C.

RMN de "H (300 MHz, CDCls): 7,27 (dt, J = 9,0, 3,2 Hz, 2 H), 7,06 (dt, J = 9,0, 3,0 Hz, 2 H), 6,00-5,99 (s ancho, 1
H), 2,05 (t, J = 1,0 Hz, 3 H), 1,87 (t, J = 1,0 Hz, 3 H).

RMN de "°C (75 MHz, CDCls): § 171,8 (C), 155,5 (C), 153,6 (C), 129,8 (2CH), 128,9 (C), 127,4 (C), 118,5 (2CH),
100,9 (CH), 11,8 (CHs), 8,7 (CH).

IR vmax (pelicula): 1.773, 1.694, 1.490, 1.227, 974 cm”".

MS (ES): m/z (%) 237,0 (100%, [M — H]’), 273,0 (90%, [M + CI]).

HRMS (ESI): m/z calculado para el C12H1oClO3 [M - H]: 237,0318, encontrado: 237,0325.
6/ Compuesto (Il'e)

El compuesto que responde a la formula (Il'e), la 5-((4-bromofenoxi)- 3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona:

Br

(Il'e)

ha sido sintetizado a partir de 4-bromofenol y de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun un esquema de reaccion
similar al indicado anteriormente para el compuesto (lla), de la forma siguiente.
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A una disolucion de 4-bromofenol comercial (259,5 mg, 1,5 mmoles) en acetona anhidra (15 mL) con K2COs3 anhidro
(337 mg, 3 mmoles, 3 eq.), colocada a temperatura ambiente en atmdsfera de argdn, se le afiade una disolucién de
5-cloro-3,4-dimetilfuran-2-(5H)-ona (245,0 mg, 1,67 mmoles) en acetona anhidra (10 mL). El avance de la reaccion
se sigue por CCM (SiOo; heptano/AcOEt 8:2).

Después de 17 dias con agitacion, se evapora la acetona y se recoge el residuo con CHCIl; para filtrarlo sobre
celita. Después de evaporacion, el solido marrén resultante se purifica por cromatografia sobre silice (introduccion y
elucion con CH,Cl» columna de 2 cm de diametro y 45 cm de altura de silice) para suministrar el compuesto (II'e) en
forma de un sélido transparente (241,7 mg, 0,85 mmoles, 57% de rendimiento).

PF: 94°C

RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): 6 (ppm) 1,89 (s ancho, 3H), 2,07 (s ancho, 3H), 6,02 (s ancho, 1H), 7,03 (d, J = 9,0
Hz, 2H), 7,43 (d, J = 9,0 Hz, 2H).

RMN de "*C (CDCls, 125,5 MHz): & (ppm) 8,7 (CHs), 11,7 (CHa), 100,8 (CH), 116,3 (C), 118,9 (2CH), 127,3 (C),
132,8 (2CH), 153,5 (C), 156,0 (C), 171,7 (C).

IR (pelicula): v (cm™) 1.772, 1.693, 1.582.

MS (ES): m/z (%) 281,0 (99%, [M-H]).

HRMS (ESI): m/z (280,9809, [M-H]"); calculado para el C12H1cO3Br: 280,9813.

7/ Compuesto (II'f)

El compuesto que responde a la formula (II'f), la 3,4-dimetil-5-(4-trifluorometil)fenoxi)furan-2(5H)-ona:

CF3

ha sido sintetizado a partir de 4-(trifluorometil)fenol y de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun un esquema de
reaccion similar al indicado anteriormente para el compuesto (lla), de la forma siguiente.

A una disolucion de 4-(trifluorometil)fenol comercial (243,2 mg, 1,5 mmoles) en acetona anhidra (15 mL) con K;CO3
anhidro (337 mg, 3 mmoles, 3 eq.), colocada a temperatura ambiente en atmosfera de argén, se le afiade una
disolucion de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2-(5H)-ona (263,4 mg, 1,8 mmoles) en acetona anhidra (10 mL). El avance de
la reaccion se sigue por CCM (SiOz; heptano/AcOEt 8:2).

Después de 8 dias con agitacion, se evapora la acetona y se recoge el residuo con CHCl, para filtrarlo sobre celita.
Después de evaporacion, el sélido marrén resultante se purifica por cromatografia sobre silice (introduccion y
elucion con CH2Cl; columna de 2 cm de diametro y 45 cm de altura de silice) para suministrar el compuesto (II'f) en
forma de un sdlido transparente.

PF: 97°C

RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): 6 (ppm) 1,91 (s ancho, 3H), 2,09 (s ancho, 3H), 6,12 (s ancho, 1H), 7,22 (d, J = 8,6
Hz, 2H), 7,61 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

RMN de '3C (CDCls, 125,5 MHz): & (ppm) 8,7 (CHs), 11,7 (CHs), 100,1 (CH), 116,9 (2CH), 122,4 (C), 126,0 (CFs),
127,3 (2CH), 127,4 (C), 153,4 (C), 159,2 (C), 171,6 (C).

IR (pelicula): v (cm™) 1.768, 1.697, 1.614.
MS (ES): m/z (%) 271,1 (100%, [M-H]).
HRMS: m/z (271,0579, [M-H]"); calculado para el C13H1003F3: 271,0582.

13



10

15

20

25

ES 2 589 529 T3

8/ Compuesto (II"g)

El compuesto que responde a la férmula (11”g), la 7-[3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona)]oxi-cumarina:

O™

00
s
(I"g)

ha sido sintetizado a partir de la 7-hidroxicumarina y de la 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun el siguiente
esquema de reaccion:

o)

¢l .0__0 S
& N,N-diisopropiletilamina,

CHSCN. Tamh 0 (9]

;l;_ezo

A una disolucién de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona (352 mg, 2 mmoles) (preparada segun el método de Canevet
et al. (1978)) en acetonitrilo anhidro (10 mL) colocada a temperatura ambiente en atmdsfera de argén, se le anade 7
hidroxicumarian sélida comercial o facilmente accesible segun el método de Timonen et al. (2011) (CAS RN: 93-35-
6, 300 mg, 1,85 mmoles). A continuacion se afade N,N-diisopropiletilamina (697 uL, 4 mmoles). El avance de la
reaccion se sigue por CCM (SiOz; heptano/AcOEt 1:1).

de la manera siguiente.

Después de 12 horas de agitacion, se evapora el acetonitrilo. El producto bruto se purifica por cromatografia sobre
silice (eluyente: heptano/AcOEt 6:4) para suministrar el compuesto (II’g) en forma de un sélido blanco (423 mg, 1,55
mmoles, rendimiento: 84%).

PF: 176,2°.

RMN de "H (300 MHz, CDCls): 5 1,85 (t, J = 1,2 Hz, 3H), 2,04 (t, J = 0,9 Hz, 3H), 6,08 (s, 1 H), 6,24-6,27 (d, J = 9,5
Hz, 1 H), 6,98-7,01 (m, 2H), 7,37-7,39 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,58-7,61 (d, J = 9,6 Hz, 1 H).

RMN de "C (75 MHz, CDCl3): § 8,7 (CHs), 11,7 (CHs), 99,9 (CH), 104,6 (CH), 113,5 (CH), 114,8 (CH), 114,9 (CH),
127,5 (C), 129,3 (CH), 143,1 (CH), 153,3 (C), 155,5 (C), 159,5 (C), 160,7 (C), 171 ,4 (C).

IR vmax (pelicula): 661, 750, 834, 886, 975, 1.052, 1.088, 1.131, 1.162, 1.195, 1.236, 1.285, 1.318, 1.361, 1.387,
1.505, 1.565, 1.615, 1.624, 1.689, 1.745, 1.781,3.081 cm".

HRMS (ESI): m/z calculado para el C1sH130s [M+H]": 273,0718, encontrado: 273,0753.
9/ Compuesto (llla)

El compuesto que responde a la formula (llla), el 3-((3,4-dimetil-5-oxo-2,5-dihidrofuran-2-il)oxi)-2-metilacrilaldehido:

CHO

A
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ha sido sintetizado a partir de la sal de sodio del metiimalondialdehido y de 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona, segun
el esquema de reaccion siguiente:

, DMSO a Top
o) CHO

5Na Oﬁoi
(Na)

Para ello, se mezclan y se agitan a temperatura ambiente durante 14 horas, la sal de sodio del metilmalondialdehido
(obtenido segun la publicaciéon de Nair et al., 1981) (244 mg, 2,6 mmoles), la 5-cloro-3,4-dimetilfuran-2(5H)-ona (165
mg, 1,13 mmoles) y sulféxido de dimetilo (2 mL). La finalizacién de la reaccién se controla por CCM (heptano/EtOAc,
8/2 v/v). A continuacion se afiade agua a la mezcla hasta la disolucion completa de las sales, luego se extrae la fase
acuosa 3 veces con diclorometano. Las fases organicas reunidas se secan con Na;SOs, se filtran y se evaporan a
presion reducida hasta obtener un residuo seco.

El producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice con un gradiente lineal de 0-50% v/v de AcOEt en
heptano para obtener el compuesto (llla) buscado (202 mg, 1,03 mmoles, rendimiento de 91%) en forma de solido
blanco.

Rf = 0,13 (heptano/EtOAc, 8/2 viv)
RMN de "H (500 MHz, CDCls): &: 9,36 (s, 1H), 7,18 (s, 1H), 6,01 (s, 1H), 2,08 (s, 3H), 1,94 (s, 3H), 1,73 (s, 3H).

RMN de "*C (125 MHz, CDCls) 5: 191,5 (CH), 170,9 (C), 161,4 (CH), 152,6 (C), 128,2 (C) 123,3 (C), 101,8 (CH), 11,4
(CHs), 8,8 (CHs), 6,6 (CHs).

IR vmax (pelicula): 1.771, 1.684, 1.652, 1.168, 978 cm’".

MS (ESI): m/z = 197 (MH", 100%).

HRMS (ESI, modo positivo): calculado para el C1oH1304 [M+H"]: 197,0814. Encontrado: 197,0809.
10/ Compuesto (llIb)

El compuesto que responde a la formula (llIb), el 5((3,4-dimetil-5-ox0-2,5-dihidrofuran-2-il)oxi)-4-metilpenta-2,4-
dienoato:

o)

MBOMO 0
);ezo
(Ilb)

se sintetiza a partir del compuesto (Illa) anterior, segun el esquema de reaccion siguiente.

El compuesto (llla) (100 mg, 0,5 mmoles) se disuelve en tolueno seco (10 mL). Se afade
metil(trifenilfosforanilideno)acetato (203 mg, 0,61 mmoles) disponible comercialmente y la mezcla resultante se agita
a reflujo durante 12 horas. La finalizacion de la reaccion se controla por CCM (heptano/EtOAc, 7:3, viv). A
continuacion, se concentra la mezcla de reaccion a presion reducida y el residuo se purifica por cromatografia sobre
una columna de gel de silice con un gradiente lineal de EtOAc (0-20%) en heptano como fase movil, para obtener el
dienoato buscado (llIb) en forma de un polvo blanco (77 mg, 305 umoles, rendimiento = 80% después de eliminacion
del aldehido de partida (llla) que no habia reaccionado).

RMN de "H (500 MHz, CDCls) &: 7,23 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 6,69 (s, 1H), 5,85 (s, 1H), 5,79 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 3,72
(s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,87 (s, 3H), 1,73 (s, 3H).

RMN de "°C (125 MHz, CDCls) &: 171,2, 167,7, 153,0, 148,3, 144,9, 127,8, 117,4, 115,1, 101,6, 51,5, 11,4, 9,4, 8,6.
IR vmax (pelicula, cm™): 1.767, 1.718, 1.639, 1.317, 1.154, 979.
HRMS (ESI, modo positivo): m/z = 253,1076 [M+H]", calculado para el C13H1705 = 253,1031.
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11/ Compuesto (lllc)

El compuesto que responde a la formula (lllc), la (E)-3,4-dimetil-5-((2-metilbuta-1,3-dien-1-il)oxi)furan-2(5H)-ona:

\)\/O Q

~
(lllc)

se sintetiza a partir del compuesto (llla) anterior, seguin el esquema de reaccion siguiente.

Se disuelve bromuro de metil-trifenilfosfonio (1,25 g, 3,5 mmoles) en THF seco (4 mL) y se enfria a -50°C. Se afiade
gota a gota butil-litio (2,25 mL, 3,6 mmoles, 1,6M en hexano) y la mezcla resultante se calienta hasta -10°C durante
45 minutos y se enfria a -78°C. Se afnade gota a gota una disolucién de (llla) (400 mg, 2,04 mmoles) en THF (4 mL)
y la mezcla se agita durante 2 horas 30 minutos a -50°C. A continuacion, la mezcla de reaccion se deja calentar
hasta -20°C antes de verterla en una mezcla de CH,Cl, y de tampodn de fosfato (pH 7) (v/v, 1/1). La mezcla se extrae
3 veces con CHyCl,, las fases organicas juntas se lavan con agua, se secan a presion reducida y el residuo
resultante se purifica por cromatografia sobre columna de gel de silice con un gradiente lineal de EtOAc (0-50%) en
heptano como fase mévil, para obtener el dieno buscado (llic) en forma de un aceite amarillo palido (150 mg, 773
pmoles, rendimiento = 38%).

RMN de "H (500 MHz, CDCls) &: 6,34 (s, 1H), 6,69 (s, 1H), 6,22 (dd, J = 17,2, 10,7 Hz, 1H), 5,77 (s, 1H), 5,08 (d, J =
17,2 Hz, 1H), 4,94 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 1,98 (s, 3H), 1,85 (s, 3H), 1,71 (s, 3H).

RMN de "°C (125 MHz, CDCl3) &: 171,6, 154,2, 142,4, 135,5, 127,4, 119,2, 111,0, 101,8, 11,4, 9,04, 8,4.
IR vmax (pelicula, cm'1): 1.766, 1.150, 960.

HRMS (ESI, modo positivo): m/z = 195,1020 [M+H]", calculado para el C11H1503 = 195,1021.

12/ Compuesto comparativo 1 — GR24

El GR24 ha sido preparado segun el método conocido por si mismo descrito en Mangnus et al., 1992.
13/ Compuesto comparativo 2 — GR5

El GR5 ha sido sintetizado segun el método conocido por si mismo descrito en Johnson et al., 1981.

14/ Compuesto comparativo 3 — Comp. 3

El compuesto comparativo Comp. 3, de férmula general:

CO,Me

S
(0]
Eﬁ
S—
Comp.3

@)
que se diferencia de los compuestos segun la invencion, en particular de los compuestos que responden a la formula
() en que R' y R? representan ambos un atomo de hidrégeno, se prepara segun el protocolo descrito en el
documento de patente WO 2010/137662.

15/ Compuestos comparativos 4 a 6 — Comp. 4, Comp. 5, Comp. 6

Los compuestos comparativos Comp. 4, Comp. 5, Comp. 6 de férmulas generales respectivas:

cl Br CFs
oo oo o0
\Egﬂo \r\fo \l/\ro
S S S

Comp.4 Comp.5 Comp.6
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que se diferencian de los compuestos segun la invencion, en particular de los compuestos que responden a la
férmula (II') en que R' y R? representan ambos un atomo de hidrégeno, se preparan segun los protocolos descritos
en el documento de patente WO 2012/043813 y en la publicacion de Fukui ef al. (2011).

Ejemplo 2 — Estudios de estabilidad en medio acuoso
1/ Compuesto (lla)

La estabilidad en medio acuoso del compuesto (lla) segun la invencion y la del GR24 como compuesto comparativo
han sido evaluados de la forma siguiente.

Cada compuesto ha sido diluido en acetona (1 mL), después 50 pL de cada disolucién se han diluido con metanol
(175 pL) y agua (750 uL) para obtener una concentracion en compuesto de 50 ug/mL.

La disolucién acuosa asi obtenida se ha incubado a 21°C en viales de HPLC.

Se ha afadido indanol (25 uL de una disolucidon de 1 mg/mL en acetona) a cada disolucién para servir de patron
interno.

La degradacion de cada compuesto en el tiempo se ha seguido mediante el analisis de las muestras retiradas de la
disolucién a diferentes intervalos de tiempo, por cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC) mediante una
columna Acquity HPLC HSS Css (1,8 um, 2,1 x 50 mm), eluida en primer lugar con una disolucién de acetonitrilo al
5% en agua que contenia 0,1% de acido férmico, durante 0,5 minutos y después con un gradiente de 5% a 100% de
acetonitrilo en agua que contenia 0,1% de acido férmico durante 6,5 minutos y con 100% de acetonitrilo que
contenia 0,1% de acido férmico durante 3 minutos. La columna se ha mantenido a una temperatura de 40°C, con un
caudal de 0,6 mL/minuto.

Los compuestos eluidos de la columna han sido detectados con un detector de matriz de fotodiodos.

La cantidad relativa de compuesto no degradado en la disolucién ha sido determinada por comparacion con el
patrén interno.

Los resultados obtenidos se muestran e la curva de la figura 1 en % de compuesto no degradado en la disolucién en
funcion del tiempo de incubacion.

En ella se observa claramente que el compuesto (lla) presenta una estabilidad quimica en disoluciéon acuosa muy
elevada, y muy superior a la del GR24.

2/ Compuestos (lla) y (Illb)

En un segundo experimento, se ha evaluado la estabilidad en medio acuoso de los compuestos (lla) y (lllb) segun la
invencion y la del GR24 como compuesto comparativo segun el protocolo descrito anteriormente.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 2 en % de compuesto no degradado en la disolucién en funcién
del tiempo de incubacion.

Los resultados obtenidos, incluidos en duraciones de incubacién mas largas en este caso, confirman que el
compuesto (lla) presenta una estabilidad quimica en disolucién acuosa muy elevada y muy superior a la del GR24.
La estabilidad en medio acuoso del compuesto (lllb) es ademas mejor aun que la del compuesto (lla).

Ejemplo 3 — Estudio de la citotoxicidad in vitro

La citotoxicidad del compuesto (lla) segun la i |nvenC|on y la del GR24 y del GR5 como compuestos comparativos han
sido evaluadas in vitro a concentraciones de 10*My 10°M en células MRC5 en DMSO de la manera siguiente.

Se han cultivado células MRC5 (fibroblastos de pulmén humano) en medio Eagle modificado de Dulbeco (DNEM)
suplementado con: 25 mM de glucosa, 10% (v/v) de suero de ternera fetal, 100 Ul de penicilina, 100 pug/mL de
estreptomicina y 1,5 pg/mL de fungizona, y se han conservado en atmosfera al 5% de CO2 a 37°C.

Se han sembrado placas de 96 pozos con 2.100 células MRCS5 por pozo en 200 uL de medio. Después de 24 horas
se ha afiadido durante 72 horas cada uno de los compuestos disuelto en DMSO, a una concentracion final de 10*M
0 10™°M en un volumen de DMSO fijo. Los controles han recibido un volumen igual de DMSO.

El numero de células viables se ha medido a 490 nm con el reactivo MTS (Promega) y se ha calculado para cada
compuesto la concentracion que produce 50% de inhibicion del crecimiento celular, ICso.

17



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 589 529 T3

Los resultados en términos de porcentaje de inhibicion del crecimiento celular (+ error estandar) se muestran en la
tabla 1 siguiente.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento de células MRC5

10*M 10°M

GR5 66 + 1 02
GR24 97 +1 0+11
(lla) 11+5 714

Tabla 1 — Porcentaje de inhibicion del crecimiento de células MRC5 del comg)uesto segun la invencion (lla) y de los
compuestos comparativos GR5 y GR24 a las concentraciones de 10*My 10°M.

Los resultados anteriores muestran claramente que a la concentracion 10™M el compuesto segun la invencion (lla)
presenta una citotoxicidad netamente menor que la de los compuestos comparativos GR5 y GR24.

Ejemplo 4 — Estudio de la actividad biologica sobre la inhibiciéon de la ramificacion en guisantes.

A este efecto se han utilizado mutantes ramosus (rms1) hiperramificados del guisante (Pisum sativum L.), conocidos
por presentar un numero de ramificaciones muy superior al nimero de ramificaciones en el guisante salvaje y
principalmente en todos los nudos de la planta. De forma general, en el guisante, las dos primeras escamas se
consideran los dos primeros nudos, siendo el nudo cotiledonar el nudo 0.

El mutante rms1 es un mutante de biosintesis de la sefial denominada SMS, que reprime la ramificacion de la planta.
Se han realizado ensayos de actividad sobre la inhibicién de la ramificacion de la forma siguiente.

Para el ensayo se han usado mutantes de guisante rms7 (ccd8) descritos en Beveridge et al. 1997, deficientes en
estrigolactonas, (linea celular M3T884 obtenida de la variedad Térese).

1/ Experimento 1

Se ha evaluado la actividad de los compuestos (lla), (I'd) y (I'e) segun la invencion y del compuesto comparativo
GR24 para dosis respectivas de 10 nM, 100 nM y 1 uM por tratamiento en el nudo 3.

Para ello se han utilizado disoluciones que contenian cada compuesto de ensayo en 1% de acetona, 4% de
polietilenglicol 1450 y 50% de etanol.

Se han sembrado 24 plantas por tratamiento. 8 dias después de la siembra se ha realizado el tratamiento sobre la
yema axilar en el nudo 3, por aplicacion de 10 uL de cada disolucién de ensayo directamente sobre la yema, por
medio de una micropipeta. Se han quitado las excrecencias laterales en los nudos 1 y 2 para favorecer el
crecimiento de las yemas axilares en los nudos superiores.

Se ha medido la iniciacion de las yemas axilares en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento por medio de un pie
de rey digital.

Los resultados, expresados en longitud de la yema/ramificacion 8 dias después del tratamiento para cada
compuesto, para cada concentracion ensayada, se ilustran en la figura 3. El testigo sin tratamiento (0 nM) se ha
representado igualmente en esta figura.

En ella se observa que el compuesto (lla) presenta a las concentraciones mayores una actividad de inhibicién del
crecimiento de las yemas superior a la del compuesto comparativo GR24. Los compuestos (II'd) y (II'e) presentan
igualmente una actividad de inhibicién del crecimiento de las yemas en el nudo 3, a la concentracion de 1 uM.

2/ Experimento 2

Se ha evaluado la actividad de los compuestos (lla), (IIb), (llc), (II'd), (II'e) y (II'f) segun la invencion para dosis
respectivas de 100 nMy 1 uM por tratamiento en el nudo 3.

Para ello se han utilizado disoluciones que contenian cada compuesto de ensayo en 1% de acetona, 4% de
polietilenglicol 1450 y 50% de etanol.

Se han sembrado 24 plantas por tratamiento. 8 dias después de la siembra se ha realizado el tratamiento sobre la
yema axilar en el nudo 3, por aplicacion de 10 uL de cada disolucién de ensayo directamente sobre la yema, por
medio de una micropipeta. Se han quitado las excrecencias laterales en los nudos 1 y 2 para favorecer el
crecimiento de las yemas axilares en los nudos superiores.
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Se ha medido la iniciacion de las yemas axilares en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento por medio de un pie
de rey digital.

Los resultados, expresados en longitud de la yema/ramificacion 8 dias después del tratamiento para cada
compuesto, para cada concentracion ensayada, se muestran en la figura 4. El testigo sin tratamiento (0 nM) se ha
representado igualmente en esta figura.

En ella se observa que el conjunto de compuestos segun la invencidon presenta una actividad de inhibiciéon del
crecimiento de las yemas en el nudo 3. Los compuestos que comprende un atomo de azufre en la molécula
(compuestos (l1a), (IIb) y (lic)) han mostrado ser los mas activos.

3/ Experimento 3

Se ha evaluado la actividad de los compuestos (l1a), (llla), (IlIb) y (llic) segun la invencion, asi como del GR24 como
compuesto comparativo, para dosis respectivas de 100 nM y 1 uM por tratamiento en el nudo 3, segun el protocolo
descrito anteriormente con referencia al experimento 2.

Como control negativo, denominado “CTL 0”, se ha ensayado una muestra constituida unicamente por el disolvente
y sin compuesto activo.

Los resultados, expresados en longitud de la yema/ramificacion 8 dias después del tratamiento para cada
compuesto, para cada concentracion ensayada, se muestran en la figura 5.

Se observa que los compuestos (lla) y (lllb) segun la invencién presentan una actividad similar a la del compuesto
comparativo GR24. Los compuestos (llla) y (llic), aunque ligeramente menos activos, presentan sin embargo una
actividad elevada en términos de inhibicion del crecimiento de las yemas.

4/ Experimento 4

En este experimento se ha evaluado la actividad del compuesto (llla) segun la invencién, asi como del GR24 como
compuesto comparativo, para dosis respectivas de 1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 uM por tratamiento en el nudo 3, segun
el protocolo descrito anteriormente con referencia al experimento 2, para dosis de 10 nM, 100 nM y 1 uM de los
compuestos.

Como control negativo se ha ensayado igualmente una muestra constituida unicamente por el disolvente y sin
compuesto activo (“CTL 0”). Ademas, se ha realizado un testigo no tratado (“NT”).

Los resultados, expresados en longitud de la yema/ramificacion 8 dias después del tratamiento para cada
compuesto, para cada concentracion ensayada, se muestran en la figura 6.

En ella se observa que el compuesto (lllb) segun la invencion presenta una actividad superior a la del compuesto
comparativo GR24, en particular a las dosis menores.

5/ Experimento 5

Se ha realizado un ensayo de evaluacion dosis-respuesta de la actividad de los compuestos por depdsito en el nudo
3 segun el protocolo descrito anteriormente con referencia al experimento 2, para el compuesto segun la invencion
(lla) y para los compuestos comparativos GR24, Comp. 3 y Comp. 4. Se han ensayado concentraciones de 10 nM,
100 nM y 1 uM.

Como control negativo se ha ensayado igualmente una muestra constituida unicamente por el disolvente y sin
compuesto activo (“CTL 0”). Ademas, se ha realizado un testigo no tratado (“NT”).

Los resultados obtenidos (datos medios de 24 plantas) se muestran en la figura 7. En ella se observa que el
compuesto segun la invencion (lla) presenta una actividad superior a la de los compuestos comparativos propuestos
por la técnica anterior, Comp. 3 y Comp. 4, y esto para todas las dosis ensayadas.

6/ Experimento 6

Se ha realizado un ensayo de evaluacion dosis-respuesta de la actividad de los compuestos por depdsito en el nudo
3 segun el protocolo descrito anteriormente con referencia al experimento 2, para el compuesto segun la invencion
(lla) y para los compuestos comparativos GR24, Comp. 5 y Comp. 6. Se han ensayado concentraciones de 10 nM y
100 nM.

Como control negativo se ha ensayado igualmente una muestra constituida unicamente por el disolvente y sin
compuesto activo (“CTL 0”). Ademas, se ha realizado un testigo no tratado (“NT”).
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Los resultados obtenidos (datos medios de 24 plantas) se muestran en la figura 8. En ella se observa que el
compuesto segun la invencion (lla) presenta una actividad superior a la de los compuestos comparativos propuestos
por la técnica anterior, Comp. 5y Comp. 6, y esto para todas las dosis ensayadas.

7/ Experimento 7

Se ha evaluado la actividad del compuesto (lla) segun la invencién sobre el crecimiento de las yemas en el nudo 4
para dosis respectivas de 0,1 nM, 1 nM, 10 nM y 100 nM, por tratamiento en el nudo 4. El compuesto GR24 ha sido
ensayado con las mismas concentraciones como compuesto comparativo.

Para ello se han utilizado disoluciones que contenian cada compuesto de ensayo en 1% de acetona, 4% de
polietilenglicol 1450 y 50% de etanol.

Se han sembrado 24 plantas por tratamiento. 8 dias después de la siembra se ha realizado el tratamiento sobre la
yema axilar en el nudo 4, por aplicacion de 10 uL de cada disolucién de ensayo directamente sobre la yema, por
medio de una micropipeta. Se han quitado las excrecencias laterales en los nudos 1 y 2 para favorecer el
crecimiento de las yemas axilares en los nudos superiores.

Se ha medido la iniciacion de las yemas axilares en el nudo 4, 8 dias después del tratamiento por medio de un pie
de rey digital.

Los resultados, expresados en longitud de la yema/ramificacion 8 dias después del tratamiento para cada
compuesto, para cada concentracion ensayada, se muestran en la figura 9. El testigo sin tratamiento (0 nM) se ha
representado igualmente en esta figura.

En ella se observa que el compuesto (lla) segun la invencién presenta, después del tratamiento en el nudo 4, una
actividad de inhibicion del crecimiento de las yemas en el nudo 4 que es equivalente a la del GR24 a las
concentraciones mayores y ligeramente mejor a la concentracion menor, de 0,1 nM.

8/ Experimento 8

Se ha evaluado la actividad del compuesto (llla) segun la invencién sobre el crecimiento de las yemas en el nudo 3
para una dosis de 1.000 nM, por tratamiento en el nudo 3. El compuesto GR24 ha sido ensayado a la misma
concentracion como compuesto comparativo.

Para ello se han utilizado disoluciones que contenian cada compuesto de ensayo en 1% de acetona, 4% de
polietilenglicol 1450 y 50% de etanol.

Se han sembrado 24 plantas por tratamiento. 8 dias después de la siembra se ha realizado el tratamiento sobre la
yema axilar en el nudo 3, por aplicacion de 10 uL de cada disolucion de ensayo directamente sobre la yema, por
medio de una micropipeta. Se han quitado las excrecencias laterales en los nudos 1 y 2 para favorecer el
crecimiento de las yemas axilares en los nudos superiores.

Se ha medido la iniciacion de las yemas axilares en el nudo 3, 8 dias después del tratamiento, por medio de un pie
de rey digital.

Los resultados, expresados en longitud de la yema/ramificacion 8 dias después del tratamiento para cada
compuesto, para cada concentracion ensayada, se muestran en la figura 10. El testigo sin tratamiento (0 nM) se ha
representado igualmente en esta figura.

En ella se observa que el compuesto (llla) segun la invencién presenta, después del tratamiento en el nudo 3, una
actividad de inhibicion del crecimiento de las yemas en el nudo 3 que, aunque inferior a la del GR24, es totalmente
importante.

Ejemplo 5 — Ensayo de cultivo hidroponico en guisantes
Para este ejemplo se utilizaron mutantes ramosus (rms1) hiperrramificados de guisante (Pisum sativum L.)

Mas particularmente, se utilizaron plantas mutantes hiperramificadas rms1 (ms1-10). La disolucion nutritiva (100%)
ha sido preparada afiadiendo en 1.000 L de agua los macronutrientes siguientes: HNOs (0,28 L), (NH4).HPO. (120
g), Ca(NO3)2 (40 g), Mg(NOs)2 (140 g), KNO3 (550 g), (NH4)2MoO4 (0,05 g), H3BO3 (15 g), MnSO4-H,0O (2 g),
ZnS04-7H0 (1 g), CuS0O4-5H,0 (0,25 g), Sequestrene® (10 g) (disolucion de Fe-EDTA). Las semillas de guisantes
se han puesto a germinar en arena humeda durante 6 dias y después se han colocado en los orificios de una
cubierta (35 orificios/cubierta, 20 mm de diametro) de una maceta de PVC opaco que contenia la disolucion de
cultivo hidroponico (47 L, pH 5,8).

En un primer experimento, se afadieron a la disolucidon de cultivo hidropénico acetona o el compuesto de ensayo
(disuelto en acetona) para obtener una concentracién final de 0 6 1 uM de compuesto de ensayo y 0,01% de
acetona.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 589 529 T3

La disolucion de cultivo hidropdnico se aireé continuamente por medio de una bomba de acuario y se reemplazd
cada semana. 8 dias después del inicio del tratamiento, se midieron las longitudes de las yemas/ramificaciones
(nudos 1 a 6) con un pie de rey electronico.

Este experimento ha sido realizado para los compuestos segun la invencion (lla) y (lllb), asi como para el
compuesto GR24 como compuesto comparativo. Igualmente se ha realizado un testigo negativo (“CTRL 0”)
correspondiente a un tratamiento con el disolvente solo.

Los resultados (datos medios de 20 plantas) en términos por una parte de la longitud de las ramificaciones en los
nudos 3 a 5, y por otra parte la altura de la planta se muestran respectivamente en las figuras 11y 12.

Estos resultados demuestran la actividad de los compuestos segun la invencion (l1a) y (llIb) sobre el conjunto de las
ramificaciones de los nudos 3 a 5. Igualmente se ha puesto en evidencia un efecto significativo sobre la altura de las
plantas, comparable entre el compuesto comparativo GR24 y el compuesto segun la invencion (lla), y mayor para el
compuesto segun la invencion (l11b).

El mismo experimento se ha realizado para el compuesto segun la invencién (11”g) y el compuesto comparativo
GR24. A la disolucién de cultivo hidropoénico se le han afiadido sulféxido de dimetilo (DMSO) o el compuesto de
ensayo, disuelto en DMSO, para obtener una concentracion final de 0 o de 3 uM del compuesto de ensayo y 0,01%
de DMSO.

Los resultados (datos medios sobre 10 a 12 plantas) en términos por una parte de la longitud de las ramificaciones
en los nudos 3 a 4, y por otra parte de la altura de la planta se muestran respectivamente en las figuras 13 y 14.

Estos resultados demuestran para el compuesto segun la invencion (lI’g) una actividad sobre el conjunto de las
ramificaciones de los nudos 3 a 4, asi como un efecto sobre la altura de las plantas, que son ambos superiores a los
del compuesto comparativo GR24.

Ejemplo 6 — Estudio de la toxicidad en guisantes

En este ejemplo se ha evaluado la toxicidad de los compuestos segun la invencion (lla) y (llIb) y del compuesto
comparativo GR24, por depdsito en el nudo 3 en plantas mutantes rms4 hiperramificadas descritas en la publicaciéon
de Johnson et al. (1997) y que no responden a la accion hormonal de las estrigolactonas (linea M3T-946 obtenida de
la variedad Térese.

El protocolo utilizado es conforme al descrito en el ejemplo 4 anterior. Se han ensayado concentraciones de 100 nM
y 3 uM de los compuestos. Igualmente se ha ensayado un control negativo constituido por el disolvente solo (“CTL
0”).

Se ha determinado igualmente el nimero de yemas muertas a raiz del tratamiento con 3 nM de compuesto después
de 8 dias de tratamiento (en grupos de 48 plantas).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 15 para la longitud de la yema/ramificacién en el nudo 3 y en la
figura 16 para el nimero de yemas muertas después del tratamiento. Estos resultados ponen en evidencia la
ausencia de efecto de los compuestos segun la invencion (lla) y (IlIb) con respecto al control negativo y entre las dos
dosis de tratamiento. De la misma manera, no hay ninguna diferencia significativa remarcable sobre el nimero de
yemas muertas a raiz del tratamiento. En particular, el tratamiento para el compuesto (lllb) no ha acarreado la
muerte de ninguna yema.

Ejemplo 7 — Estudio de la actividad germinativa sobre plantas parasitas

En este ejemplo se ha evaluado la actividad germinativa de los compuestos segun la invencioén (lla) y (llib) y del
compuesto comparativo GR24 sobre las plantas parasitas: Orobanche cumana, Orobanche minor, Striga
hermonthica y Phelipanche ramosa (patovar pv Ty pv C).

El protocolo del ensayo utilizado es el siguiente.

En este estudio se han utilizado dos poblaciones de Phelipanche ramosa, patovar (pv) C y T, descritas en la
publicacion de Benharrat et al. (2005). Se han recogido semillas de Phelipanche ramosa patovar C en Saint Martin
de Fraigneau, Francia, en orobancas que parasitan la colza de invierno (Brassica napus L.) en 2005 y semillas de
Phelipanche ramosa patovar T en Sarthe, Francia, en orobancas que se desarrollan en cafiamo (Cannabis sativa L.)
en 2007.

Se han recogido semillas de Orobanche cumana Wallr. a partir de orobancas que parasitan el girasol (Helianthus
annuus L.) en Longeville-sur-mer, Francia, en 2009; se han obtenido semillas de orobanca de trébol (Orobanche
minor Sm.) a partir del parasito del trébol rojo (Trifolium pratense L.) del Prof. K. Yoneyama (Universidad de
Utsunomiya, Japon).

Se han recogido semillas de Striga hermonthica (Del.) Benth en Gadarif, Sudan del Este, en 1999.
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Las semillas se han almacenado en seco en la oscuridad a 25°C.

Los compuestos que se van a estudiar se han puesto en suspensién en acetona a 10 mmol- L’ y despues se han
diluido enaguaa 1 mmol-L" (agua/acetona; v/v; 99/1). A continuacion se han realizado diluciones de 1x10™ mol-L™
a 1x10™ mol-L™ en una mezcla de agua/acetona (v/v; 99/1). Las semillas de las plantas parasitas se han
esterilizado en superficie segun el protocolo descrito en la publlcaC|on de Vieira Dos Santos et al. (2003) y después
se han vuelto a poner en suspension en agua estéril (10 g-L” ) y se han distribuido en una placa de 96 pozos (a
razon de 50 uL, es decir aproximadamente 100 semillas por pozo). Después de preacondicionamiento (7 dias, 21°C,
en oscuridad, placa cerrada herméticamente excepto para las semillas de S. hermonthica que se han
preacondicionado a 30°C), se han afiadido los compuestos de estudio y los voliumenes se han ajustado a 100 uL con
agua (agua/acetona; v/v; 999/1).

En \una placa se ha aplicado un intervalo de concentraciones de 10> mol-L™ a 10° mol-L™ para GR24 y (lla) y de
10" a 10® mol-L" para (lllb). Se han realizado controles con una mezcla de agua/acetona (v/v; 999/1) y sin
semillas.

Se han incubado las placas para permitir la germinacion (21°C, en la oscuridad, o 30°C para Striga hermonthica).
Después de 4 dias, se contaron las semillas que habian germinado con un microscopio estéreo (SZX10, Olympus).
Se ha considerado que las semillas habian germinado cuando la radicula sobrepasaba el tegumento de la semilla.
Cada ensayo de germinacion ha sido repetido al menos 3 veces. Para cada compuesto ensayado, se han
modellzado las curvas de dosis-respuesta (g = f(c), donde g es el porcentaje de germinacion y c la concentracion
(mol-L™")) y la ECso (concentracion eficaz mediana) a partir de una curva logistica de 4 parametros calculada con
SigmaPlot® 10.0.

Para cada uno de los 3 compuestos ensayados, la concentracion ECsy para cada parasito asi obtenido se muestra
en la figura 17. En ella se observa que los compuestos segun la invencion presentan una actividad muy pequena y
muy inferior a la del GR24, sobre la germinacion de las semillas de las plantas parasitas y esto para los 4 parasitos
estudiados.

Se han determinado los porcentajes de germinacion maxima inducida por los compuestos ensayados para cada
planta parasita. Estos porcentajes se dan en la tabla 2 siguiente.

GR24 (lla) (llb)
Phelipanche ramosa pv C 89 + 6% 27 + 4% no
Phelipanche ramosa pv T 87+ 7% 72+ 2% 88 + 6%
Striga hermonthica 57 £ 5% no no
Orobanche minor 81+5% no 60 £ 6%
Orobanche cumana 78 £ 5% no no

no: sin germinacion significativa con respecto al control negativo (< 2%)
Tabla 2: Porcentaje de germinacién maxima inducida por los compuestos para diferentes plantas parasitas.

Los compuestos segun la invenciéon presentan ventajosamente una actividad sobre la germinacion de las plantas
parasitas mucho menor que el compuesto comparativo propuesto por la técnica anterior, GR24.

El conjunto de los resultados anteriores demuestra que los compuestos segun la invencion, y principalmente los
compuestos que responden a las férmulas (lla) y (lllb), presentan una actividad biolégica para el control de la
ramificaciéon que es comparable a las de las estrigolactonas naturales y a los analogos sintéticos de la técnica
anterior GR24 y GRS5, siendo a la vez mucho mas faciles de preparar que estos analogos sintéticos y presentando
una citotoxicidad menor. Estos compuestos segun la invencion permiten ademas disociar la actividad sobre la
ramificacion y sobre la germinacion de la orobanca y de Striga hermonthica.

La descripciéon anterior muestra claramente que por sus diferentes caracteristicas y sus ventajas, la presente
invencion alcanza los objetivos que estaban previstos. En particular, proporciona compuestos sencillos de sintetizar
y que presentan una actividad biolégica importante de inhibicién de la ramificacion en plantas superiores, aunque el
tratamiento de dichas plantas por estos compuestos permite controlar su crecimiento y su estructura de forma
totalmente 6ptima, por medio ademas de cantidades pequefias del compuesto, con el fin de mejorar el rendimiento
de los cultivos.
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REIVINDICACIONES

1.- Compuesto de férmula general (1):

en la que:

X representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, NH o un radical N-alquilo,

R'y R? idénticos o diferentes, representan cada uno un atomo de hidrégeno o un radical hidrocarbonado
lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10,

R'y R? no representan ninguno de los dos un atomo de hidrégeno,
R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10,

y R representa un radical fenilo monosustituido con un sustituyente Y elegido entre CI, Br, | y CF3, o un
radical fenilo disustituido con un sustituyente Y y un sustituyente Z, eligiéndose Y y Z, idénticos o diferentes,
cada uno entre Cl, Br, | y CF3, o formando juntos un ciclo saturado o insaturado o aromatico, que contiene,
€n su caso, uno o varios heteroatomos, y eventualmente sustituido,

o R representa un radical:
RS
R4

en el que R* representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado,

y R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, en su caso
sustituido, un grupo COR® o un grupo CO2R®, en los que R°® representa un atomo de hidrégeno o
un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado.

2.- Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado por que R® representa un radical alquilo lineal de C1-C10,
preferentemente un radical metilo.

3.- Compuesto seglin una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que R' y R? representan cada uno un
atomo de hidrégeno o un radical alquilo lineal o ramificado de C1-C10.

4.- Compuesto segun la reivindicacion 3, caracterizado por que R' representa un atomo de hidrogeno y R
representa un radical alquilo lineal o ramificado de C1-C10, preferentemente un radical metilo.

5.- Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que X representa un atomo de
azufre o X representa un atomo de oxigeno.

6.- Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que R representa un radical
fenilo sustituido al menos en posicion para-.

7.- Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, de formula general (11):
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en la que Y se elige entre Cl, Br, | y CFs.
8.- Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que Y es un atomo de cloro.

9.- Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, de formula general (I1”):

R (11"
en la que:

X representa un atomo de oxigeno, de azufre, NH o un radical N-alquilo,

R'y R? idénticos o diferentes, representan cada uno un atomo de hidrégeno o un radical hidrocarbonado
lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10,

R'y R? no representan ninguno de los dos un atomo de hidrégeno,
R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, de C1-C10,

Ra, Rg, R'" y R”, idénticos o diferentes, representan cada uno un atomo de hidrégeno, Cl, Br, I, CF;, CHO,
CN, NO,, un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, saturado o insaturado, en su caso sustituido, o un
grupo CO,R'® en el que R' representa un atomo de hidrégeno o un radical hidrocarbonado lineal o
ramificado, saturado o insaturado, preferentemente de C1-C10.

10.- Compuesto segun la reivindicacion 9, de formula general (II”) en la que R, R®, R"® y R"" representan cada uno
un atomo de hidrégeno.

11.- Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que R representa un radical:
R5
R4
en el que R* representa un radical alquilo o un radical alquenilo lineales o ramificados de C1-C15,

y R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado de C1-C10, preferentemente de C1-C5, en su
caso sustituido, un grupo COR® o un grupo CO2R®, en los que R® representa un radical hidrocarbonado
lineal o ramificado de C1-C10, preferentemente de C1-C5.

12.- Compuesto segun la reivindicacion 11, en el que R® representa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado,
preferentemente insaturado, de C1-C10, preferentemente de C1-C5, sustituido, preferentemente en su extremo libre,
con un grupo electroatractor elegido preferentemente entre: CHO, CN, NO2 y CO2R’, en el que R’ representa un
radical hidrocarbonado lineal o ramificado de C1-C10, preferentemente de C1-C5.

13.- Composicion para el tratamiento de las plantas superiores, que comprende un compuesto segin una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 12.

14.- Composicién segun la reivindicacion 13, caracterizada por que la concentracion de dicho compuesto esta
comprendida entre 0,1 y 1.000 nM, preferentemente entre 1 y 100 nM.

15.- Utilizacion de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para el tratamiento de una
planta superior con el fin de controlar el crecimiento y la estructura de dicha planta.

16.- Utilizacion segun la reivindicacion 15, caracterizada por que se pone en contacto la planta con una cantidad
adaptada de dicho compuesto de forma que se inhiba la formacién de al menos una ramificacion.

25



10

ES 2 589 529 T3

17.- Utilizaciéon segun la reivindicacion 16, caracterizada por que se aplica una composicién que comprende dicho
compuesto sobre una porcién al menos parcial de la parte aérea de la planta.

18.- Utilizacion segun una de las reivindicaciones 16 a 17, caracterizada por que se aplica una composicién que
comprende dicho compuesto sobre yemas axilares de la planta.

19.- Utilizacion segun la reivindicacion 16, caracterizada por que se inyecta una composicion que comprende dicho
compuesto en una parte aérea de dicha planta.

20.- Utilizacion segun la reivindicacion 16, caracterizada por que se aporta una composicion que comprende dicho
compuesto por al menos una raiz de dicha planta.

21.- Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, caracterizada por que la concentracion de
dicho compuesto en dicha composicion esta comprendida entre 0,1 y 1.000 nM, preferentemente entre 1 y 100 nM.
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