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Ptipravek pro ochranu rostlin proti mrazu a zplisob ochrany rostlin

Oblast techniky

Vynalez se tyka pifpravkd a metod pro ochranu rostlin pfed negativnimi uCinky mrazu, tedy

zvySovani jejich odolnosti pred poskozenim pfi teplotach nizSich nez 0 °C.

Dosavadni stav techniky

Pokud jsou rostliny vystaveny U¢inkiim mrazu, mohou byt poskozeny tvorbou krystald ledu,
ktery vznika v mezibuné&ném prostoru. K poskozeni dochazi pedevsim v jarnim obdobi, kdy
dochazi k tzv. pozdnim jarnim mrazikim nebo na podzim pii tzv. €asnych podzimnich
mrazicich. Ekonomicky nejvyznamnéjsi jsou pozdni jarni mraziky, nebot’ rostliny jsou v dobé
intenzivniho riistu nejcitlivéjsi. I kdyZ dojde k zotaveni rostlin, jsou pak slabsi, nachyln€jsi
k houbovym infekcim a jejich odumfelé ¢asti mohou byt druhotné napadéany saprofytickymi
mikroorganismy.

Tvorba krystalil je fizena termodynamicky i kineticky a lze ji ovlinit obéma pfistupy. Zatimco
termodynamicky lze sniiftzm:tztrli vodnych roztoki zménou jejich koligativnich vlastnosti
(pridavkem teoreticky jakékoliv netékavé latky), kineticky lze ovlivnit rychlost tvorby
krystal. Je znamo, Ze voda nebo vodné roztoky mohou doséhilout,stgvu ptechlazeni, kdy
stale existuji ve formé kapaliny pii teploté niZsi, nez je jejicﬁpﬁigni. Ke tvorbé ledu
z piechlazeného roztoku pak dochazi bud’ spontdnni krystalizaci, nebo u¢inkem katalyzatort
nukleace ledu. Pokud ke tvorbé ledu nedochazi, mohou byt nékteré rostliny vystaveny bez
poSkozeni teplotam az kolem —9 °C (v zavislosti na druhu rostliny). Nejcast€jSim zdrojem
katalyzatort nukleace ledu v ptirodé jsou bakterie indukujici tvorbu krystalizacnich jader ledu
(INB, ice-nucleating bacteria) (Gurian-Sherman D. and Lindow S. E., FASEB J., 1993, 7(14),
1338-1343; Christner B. C. et al., Science, 2008, 319, 1214). Tyto bakterie (napf. Erwinia
herbicola nebo Pseudomonas syringae) jsou piitomny na povrchu rostlin a jejich pfitomnost
zvySuje teplotu krystalizace ledu o nékolik °C. Tento teplotni posun hraje klicovou roli
v odolnosti rostlin a deaktivaci téchto bakterii lze dosdhnout zvySeni odolnosti rostlin
k u¢inkim mrazu (Holt C. B., CryoLetters, 2003, 24, 269-274).

Rostliny jsou obecné oSetfeny latkami se Sirokospektrymi baktericidnimi G¢inky, jako jsou

antibiotika, latky oxidativniho charakteru (NaClO, NaClO,, peroxid mocoviny), slouCeniny
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na ba21 meédi apod. Chloritan sodny (NaClO;) vykazoval Géinnost k deaktivaci INB (US
4834§99) za problematické vSak mulze byt povaZzovano vyvolani 0x1dat1vn1ho stresu
v rostlindch po postfiku. Podobnym zpiisobem je pouzivan peroxid mocoviny (US 5079868)
ktery je nestabilni a musi byt pfi formulaci stabilizovan dal§imi chemikaliemi. Jinou moznost1
deaktivace INB, kterd ma ovSem obtizné predikovatelné ekologické nasledky, je aplikace
Jlnych druhu bakteru na povrch rostlin, které mohou INB popula¢né vytésnit (US 4045@]0
US 4161084 US 4432160) popf. aplikace virulentnich bakteriofagt, které selektivné
napadajl INB (US 43554734)

Deaktivaci INB roztoky kvarternich ammoniovych surfaktantd, které jsou aplikovany na

A% A/
nadzemni ¢asti rostlin, se zabyva patent EP 0037593. Patent ukazuje inhibi¢ni G¢inky

ammoniovych surfaktanti na dva kmeny INBl ’ v laboratornich podminkach, avsak
nedemonstruje praktickou tué¢innost pro rostliny, vhodné davky surfaktantdi, ani hranici
fytotoxicity.

Dalsi moznost1 jak zpomalit tvorbu ledovych krystaldi v rostling, je aplikace latek, které
smzujlffl)%a(g{;m roztoku a zaroveti snizuji teplotu, pfi které dochazi k nukleaci ledu. ’:a{tfk u
kterych je teplota sniZeni nukleace niZsi nez vlastni termodynamicky efekt snizeni body tani
roztoku (tedy ovlivnéni koligativnich vlastnosti roztoku), existuje cela fada (napf. sachardza,
chlorid sodny, glycerol, glukéza, modovina, ethylen glykol, polyethylen glykol nebo
polyvmyl pyrrolidon) (Holt C. B., CryoLetters, 2003, 24, 269-274). Na této bazi fesi problém
US 461 %142 kdy jsou jako kryoprotektanty pouZivany blokové kopolymery polyoxyethylenu
a polyoxypropylenu a US 5124961 vyuZivajici soli cholinu s monokarboxylovymi a
polykarboxylovymi kyselinami. Latky tohoto typu je potieba aplikovat ve vysokych davkach
a ochranny efekt neni v praxi pfili§ spolehlivy a reprodukovatelny, protoZe teplota nukleace

vyznamng zavisi také na pfitomnosti a koncentraci INB.

A
”—’10 J

Samotna deaktivace INB, stejné jako aplikace latek SHlZU_]lClCh ‘bed( tani roztoku a/nebo
teplotu nukleace ledu poskytuji samy o sob& pro rostliny pouze limitovanou ochranu.
Pretrvava proto potteba ziskdni novych kryoprotektivnich piipravkii pro ochranu rostlin, které
nebudou fytotoxické, budou vysoce G¢inné, biodegradovatelné a ekologicky vyhovujici,

stejné jako metod jejich aplikace.
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Podstata vynalezu

Problém dosavadniho stavu techniky fesi predklddany vynélez poskytnutim slozeni, pfipravy
a zpusobu aplikace pfipravkii pro ochranu rostlin pred negativnimi G¢inky mrazu,
obsahujicich alkylamidopropyldimetylbetainy a aminoboraty, které vznikaji reakci kyseliny

borité s alkanolaminy.

Predmétem predkladaného vynalezu je ptipravek obsahujici alespon jednu latku obecného

vzorce (1),
O
R1J\N/\/\ﬁ O
NN
O (0.

kde R! je Cg-Cyp alkyl nebo Cg-Cyg alkenyl, a

alesponi jeden aminoborat.

Aminoborat je produkt reakce kyseliny borité s alkanolaminem, pfi¢emz alkanolamin je
charakterizovan obecnym vzorcem (II)

HO-R?-NR’R? (1)

kde R? je nasyceny C,-C4 uhlovodikovy fetézec, pfipadné substituovany hydroxyskupinou
nebo aminoskupinou na kterémkoliv atomu uhliku s vyjimkou geminalni substituce (tedy
hydroxyskupina a aminoskupina nesmi byt navazana na stejném atomu uhliku), a

R*aR* jsou nezavisle na sobé& vodik nebo -R%-OH.

OH skupina mizZe byt k substituentu R? vézana na kterémkoliv jeho atomu uhliku.

Ve slouceniné obecného vzorce (I) (acylamidopropyldimethylbetainu) maze byt R' odvozeno
od prirodnich lipofilnich karboxylovych kyselin pfitomnych v prekurzorech jako je kokosovy
olej, hydrogenovany kokosovy olej, 1dj, hydrogenovany 1dj, palmovy olej apod., takze latka
obecného vzorce (I) miZe byt tvorend smési slouenin, ve kterych sloZeni alkylovych a
alkenylovych R' odpovida sloZeni pfirodnich mastnych kyselin z daného prekuzoru. Mezi
tyto kyseliny fadime napf. kyselinu kaprylovou, kaprinovou, laurovou, myristovou,

palmitovou, stearovou, palmitoolejovou nebo olejovou.



S vyhodou je litka obecného vzorce (I) vybrana ze skupiny  zahrnujici
kokoamidopropyldimetylbetain, oleylamidopropyldimethylbetain, laurylamidopropyl-
dimetylbetain.

Aminoboraty vznikajici reakci kyseliny borité s alkanolaminem, pfi¢emz alkanolamin je
charakterizovan obecnym vzorcem (II); jsou znamé jako hnojiva obsahujici bor. Jejich
piiprava spoliva v zahnvam smesi kyseliny borité, pfislusného alkanolaminu a vody a
popisuje ji patent US 4?32509 Vodné roztoky téchto aminoboratli obsahuji celou fadu &4stic
(protonované i volné alkanolaminy, rizné polyboratové anionty, estery kyseliny borité
s hydroxyskupinami alkanolamint) a jejich rovnovazné slozeni je ovlivnéno pH, koncentraci
Jednotlivych slozek i obsahem vody v systému. Ackoliv Ize nékteré slozky roztoku izolovat
v krystalickém stavu (Schubert D. M., Inorg. Chem., 2008, 47, 2017-2023), v ptipadé tohoto
vynélezu jsou pouzivany vzdy vodné roztoky aminoborétil, jejichZ sloZeni lze specifikovat
pouze vstupnimi surovinami (tj. kyselinou boritou a alkanolaminem), popfipadé i jejich

molarnimi poméry.

S vyhodou jsou aminoboraty produktem reakce kyseliny borité s alkanolaminem v mol4rnich
pomérech kyselina borita:alkanolamin 1:1 az 6:1, priéemz ve vyhodném provedeni jsou

molarni poméry v rozmezi 2,5:1 az 3,5:1.

Kyselinou boritou se rozumi libovolna z nasledujicich forem, které se lisi stupném
dehydratace: kyselina trihydrogenboritd, H;BOs, kyselina metaboritd, HBO,, kyselina
tetraboritd, H,B4O7 a oxid bority, B,Os, ptipadné jejich smés. S vyhodou je kyselinou boritou

kyselina trihydrogenborita.

S vyhodou je alkanolamin obecného vzorce (II) vybran ze skupiny zahrnujici ethanolamin,
diethanolamin, triethanolamin, 2-amino-1-propanol, l-amino-2-propanol, diisopropanolamin

a 1-amino-2-butanol. Nejvyhodnéji je alkanolaminem ethanolamin.

Predmétem predklddaného vynélezu je déle zpiisob ochrany rostlin pfed negativnimi u¢inky
mrazu, jehoZ podstata spo¢iva v tom, Ze se na nadzemni &asti rostlin jako jsou listy, kvéty,
plody nebo stonky, aplikuje pfipravek obsahujici alespoii jednu latku obecného vzorce (I) a

alespori jeden aminoborat ve formé roztoku.



Pripravek muze dale obsahovat dal3i latky jako napf. rozpoustédla, protipénivé slozky,
barviva, stabilizatory, pomocné latky apod. Piipravek mize dale obsahovat regulatory ristu,
hnojiva, antioxidanty, fungicidy, insekticidy, obecné latky b&zné pouzivané v zemédélstvi.
Rozpoustédly se rozumi hydrofilni rozpoustédla, jako napt. propylenglykol, ethanol,
tethydrofurfurylalkohol. Protipénivou latkou (neboli odpénovaéem), se rozumi jakékoliv
latka, kterd sniZuje stabilitu pény. S vyhodou je mozné pouzit slouceniny na bazi silikont.

Pomocnymi latkami se rozumi adheziva, pojidla a reologické modifikatory.

Po aplikaci jsou rostliny ochranény pti teplotdach mezi 0 a -10 °C, s vyhodou mezi 0 a -6 °C.
Aplikaci je vhodné provadét po predpovédi sniZeni teploty pogiﬁglgr?lrazu, tedy nékolik dni
aZ n¢kolik hodin pred ptichodem mrazu. Nejlépe je aplikaci provadét 3 dny az 12 hodin pred
ptichodem mrazu. Aplikace v akutnim ptipadé maze byt provedena i béhem noci, pii které
doslo k mrznuti. Pfipravkem mohou byt preventivng chranény rostliny zdravé i rostliny
mrazem jiZ ¢astecné poskozens. Aplikaci je mozné provadst podle potieby i vicekrat.

Pfipravek je mozné pouzit na rostliny, které jsou citlivé k pisobeni mrazu, napi. k ochrané
zemé&de€lskych plodin jako jsou ovocné plodiny (napf. réva vinna, jablofi, hrusefi, merurika,
broskvon, slivon, visen, tfeSet, ofesdak, rybiz, angrest, kavovnik, kak%vnik, mandloii a citrusy,
napf. pomeran¢ovnik, mandarinkovnik, citrénovnik, limeta, kumquat, grepfruit, pomelo),
polni rostliny (napt. brambory, fepa cukrova, kukufice, mak sety, slune¢nice ro¢ni), zelenina
(raj¢e, paprika roé¢ni, zeli hlavkové, kapusta hlavkova, kvétdk, brokolice, kedluben, celer
bulvovy, fepa saldtova, lilek vejcoplody, okurka, tykev, salat, zelf ¢inské, zeli pekingské,
meloun vodni, meloun cukrovy) a k ochrané okrasnych rostlin, u kterych lze vzhledem k

Jejich biologii pfedpokladat ohroZeni mrazem.

Pfipravek miZe byt aplikovan v davce slou¢eniny obecného vzorce (I) v rozmezi 5 az 500
g/ha, s vyhodou 10 az 250 g/ha, nejvyhodnéji 20 az 100 g/ha. Aminoboraty mohou byt
aplikovany v déavce odpovidajici 5 az 500 g boru/ha, s vyhodou 20 aZz 350 g béru/ha,
nejvyhodnéji 50 az 200 g béru/ha.

Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1



Vyroba ptipravkt

Ptipravky A az C byly vyrobeny znasledujicich surovin dikladnym rozmichanim a

rozpusténim u€innych slozek ve vodé.

Formulace
Surovina [hm. %]
A B C
Kokoamidopropyldimetylbetain (30 % vodny roztok) 10,6
Oleylamidopropyldimethylbetain (30 % Vodn$7 roztok) 10,6
Laurylamidopropyldimetylbetain (30 % vodny roztok) 10,6
Roztok aminoboréatu vzniklého reakci kyseliny
trihydrogenborité s ethanolaminem v molarnim poméru 72,9 | 72,9 | 72,9
3,2:1 (15 hm. % boru)
Voda 16,5 | 16,5 | 16,5
Ptiklad 2

Test U€innosti na paprice ro¢ni

Na rostliny papriky roéni (odrtida Koral) rostouci v kultivaéqich nadobéch byl 24 hje{ pred
zahdjenim pokusu foliarné aplikovan pripravek A podle i’ﬁkladu 1 formou postiiku o
koncentraci 3 ml/l. Aplikace byla provedena zadovym posttikovaéem do prvniho skanuti
postfikové kapaliny. Jako negativni kontrola byly pouzZity rostliny postiikané vodou. Kazda
z variant byla provedena v triplikétech.

Noc pied vlastnim provedenim pokusu byly rostliny umistény do tmavé a chladné mistnosti.
Rano byly exponované varianty preneseny do kryoboxu, kde byla pfednastavena teplota 0 °C
a kde byla zachovana tma.

Snizovéni teploty probihalo 2 hb4, pii teplotnim gradientu 3 °C/hpd. Po dosazeni -6 °C trvala
expozice 1 hodinu. Poté bylo provedeno postupné zvysovani teploty s gradientem 6 °C/hpd.
az do dosazeni teploty +6 °C. Celkovéa doba expozice pfi teploté niz§i nez 0 °C tak byla
souctem doby sniZovani teploty (2 hbéy), vlastni doby pfi nastavené teploté (1 hpdi) a doby
zvySovani teploty (1 hpdi), tedy celkem 4 hpd. Po vybrani byly rostliny pteneseny opét do
chladné, ale tentokrat uz osvétlené mistnosti, aby se minimalizoval teplotni %ok, a tam byly

ponechdny cca 3 hdd. Poté byly vystaveny normélnim venkovnim podminkam. Posouzeni
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vzhledu rostlin bylo provedeno ihned a pak v pravidelnych intervalech po dobu nasledujicich
10 dnd.

Vsechny kontrolni rostliny vykazovaly typické projevy poskozeni mrazem (zhnédnuti, ztrata
turgoru — zvadnuti, nekrézy) a do druhého dne uhynuly. Rostliny oSetiené ptipravkem A
nejevily zndmky poskozeni a aZ do ukongeni experimentu (10 dni po expozici mrazu) rostly

normalneé.

Ptiklad 3

Test G¢innosti na rajéatech

Na rostlinach rajcete tytkového (odriida Tipo F1) byl proveden stejny experiment jako
s paprikou v Pfikladu 3 s tim rozdilem, Ze sniZovéni teploty probihalo 2 hpd pti teplotnim
gradientu 2 °C/hbd. Po dosaZeni -4 °C trvala expozice 1 hodinu. Poté bylo provedeno
postupné zvySovani teploty s gradientem 4 °C/hbé{ az do dosaZeni teploty +6 °C. Celkové
doba expozice pfi teploté niZsi nez 0 °C tak byla souctem doby snizovani teploty (2 h})d{),
vlastni doby pfi nastavené teplot& (1 hod.) a doby zvySovéni teploty (1 hpdl), tedy celkem 4
hpd.

VSechny kontrolni rostliny vykazovaly typické projevy poskozeni mrazem (zhnédnuti, ztrata
turgoru — zvadnuti, nekrézy) a do druhého dne uhynuly. Rostliny oSetfené piipravkem A
nejevily zndmky poskozeni a az do ukonéeni experimentu (10 dni po expozici mrazu) rostly

normalng.

Priklad 4

Fytotoxicita pfipravku

Na rostliny papriky ro¢ni a rajcete tyckového byl aplikovan pfipravek A stejnym zplsobem
jako u ptikladu 2 s tim, Ze rostliny nebyly exponovany mrazu. Byl vyhodnocen zdravotni stav
rostlin. Do 10 dnii od aplikace nebylo zjisténo Zzadné fytotoxické pusobeni.

Sledovana byla také fytotoxicita pti opakovanych apl}kacich. Pii aplikaci 2x po sobé a 3x po
sobé v rozmezi 24 hpd{ vzdy ve stejné davce jako v ,Igfl'kladu 1 nebyly na rostlinach zjistény
zadné fytotoxické priznaky.

Na jiné skupin€ rostlin byl proveden analogicky experiment shodny s vyse popsanym

sledovanim fytotoxicity pfi opakovanych aplikacich, avsak rostliny byly vystaveny mrazu (za
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piislusnych identickych podminek jako v léﬁkladech 2 a 3). Ochrana proti pisobeni mrazu
i
byla stejné tspésna jako v Prikladech 2 a 3 a ani po tfech postupnych aplikacich nebyly

pozorovany priznaky fytotoxicity.

Priklad 5

Test ucinnosti na révé vinné v polnich podminkach

Vinice ve Znojemské vinaiské podoblasti o ploe cca 1 ha byla 12 hodin pted pichodem
mrazu oSetfena piipravkem A podle };}ikladu 1. Pfipravek byl aplikovan formou folidrniho
postfiku v aplika¢ni ddvce 1500 ml/ha a dévee postiikové kapaliny 600 1/ha. Jako negativni
kontrola byly pouzity rostliny postiikané vodou. Teplota v noci klesla na -3 °C.

U kontroln{ varianty bylo mrazové poskozeni patrné jiz 48 hpe{ po piichodu mrazu: cela
aktudln¢ vyvinutd listovd plocha byla znitena. Rostliny této kontrolni varianty pozdgji
vyraSily znovu z pododek, coZ zplisobilo podstatné zpomaleni riistu a vyvoje rostlin.
U oSetfené varianty bylo pozorovatelné pouze mirné poskozeni listi mrazem, které bylo
v pritbéhu vegetace plné regenerovano.

ZvySeni vynosu u osetfené varianty ve srovnani s neosetfenou ¢inilo 41 %. U oSetiené
varianty byla vlivem Casového posunuti vegetace také zvySena cukernatost o Z.:‘:/A (ze

21,7 °NM u neoSetfené varianty na 23,2 °NM u varianty oSetfené (NM = Ceskoslovensky

normalizovany mostomér; 1 °NM = | kg cukru/100 | mostu).

Ptiklad 6

Test G¢innosti v jabloiovém sadu

Jablofiovy sad o plose 0,32 ha byl v 16 hpd{ odpoledne pfed mrazivou noci oSetien
pfipravkem A podle Ptikladu 1. Ptipravek byl aplikovan formou foliarniho postiiku
v aplika¢éni dévce 1500 mi/ha a dévce postiikové kapaliny 800 I/ha. Jako negativni kontrola
byly pouZity stromy postiikané vodou. Teplota v noci klesla na —3 °C.

U neoSetfené varianty doslo po mrazovém poskozeni k ¢asteénému opadu plidkil a poskozeni
mladych listd. U oSetfené varianty se negativni ucinky mrazu neprojevily. ZvySeni vynosu

u osetfen€ varianty ve srovnani s neosetfenou ¢inilo 27 %.
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PATENTOVE NAROKY

L. Ptipravek pro ochranu rostlin proti mrazu, vyznaceny tim, Ze obsahuje alespoii jednu latku

obecného vzorce (1),
O

R1J\H/\/>ﬁ%o
o ey

kde R' je Cg-Cy alkyl nebo Cy-Cyg alkenyl, a
alespofi jeden aminoborat pfipravitelny reakci kyseliny borité s alkanolaminem obecného
vzorce (II)

HO-R®-NR’R* (10
kde R? je nasyceny Cp-C4 uhlovodikovy fetézec, piipadné substituovany hydroxyskupinou
nebo aminoskupinou na kterémkoliv atomu uhliku s vyjimkou gemindlni substituce, a

R’ a R* jsou nezévisle na sobé vodik nebo -R%-OH.

2. Pripravek podle naroku 1, vyznageny tim, e R' je odvozeno od ptirodnich lipofilnich
karboxylovych kyselin pfitomnych v prekurzorech vybranych ze skupiny zahmujici kokosovy

olej, hydrogenovany kokosovy olej, 14, hydrogenovany 1tj, palmovy olej.

3. Pripravek podle naroku 1, vyznageny tim, Zze R' je odvozeno od kyseliny vybrané ze
skupiny zahrnujici kyseliny kaprylovou, kaprinovou, laurovou, myristovou, palmitovou,

stearovou, palmitoolejovou a olejovou.

4. Pripravek podle naroku 1, vyznaleny tim, Ze latka obecného vzorce (I} je vybrana ze
skupiny  zahrnujici  kokoamidopropyldimetylbetain, oleylamidopropyldimethylbetain,
laurylamidopropyldimetylbetain.

5. Pfipravek podle néroku 1, vyznaceny tim, Ze aminoboraty jsou ptipraveny reakci kyseliny
borit¢ s alkanolaminem v moléarnich pomérech kyselina borit:alkanolamin 1:1 a2 6:1, s

vyhodou jsou molarni poméry v rozmezi 2,5:1 az 3,5:1.
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6. Ptipravek podle naroku 1 nebo S, vyznaceny tim, Ze alkanolamin obecného vzorce (II) je
vybran ze skupiny zahrnujici ethanolamin, diethanolamin, triethanolamin, 2-amino-1-

propanol, 1-amino-2-propanol, diisopropanolamin a 1-amino-2-butanol.

1. Zpusob ochrany rostlin pfed negativnimi G&inky mrazu, vyznaCeny tim, Ze se na nadzemni
casti rostlin aplikuje pfipravek obsahujici alespori jednu latku obecného vzorce (I) a alesponi

Jjeden aminoborat definovany v naroku 1 ve formé roztoku.

8. Zpusob podle niroku 7, vyznaCeny tim, Ze se aplikace provadi jednorazové nebo

opakované 3 dny az 12 hodin pted piichodem mrazu.

9. Zptsob podle naroku 7 nebo 8, vyznaleny tim, Ze se piipravek aplikuje v dévce sloueniny
obecného vzorce (I) v rozmezi 5 az 500 g/ha, a v ddvee aminoboratu odpovidajici 5 az 500 g
borwha.
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