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Verfahren zur Bekimpfung unerwiinschter Mikroorganismen an Bananenpflanzen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekdmpfung unerwiinschter Mikroorganismen an
Bananenpflanzen oder ein Verfahren zum Schutz von Bananenpflanzen gegen den Befall

durch unerwiinschte Mikroorganismen.

Bananen und Kochbananen sind die wichtigsten landwirtschaftlichen Produkte in den Tropen.
Auf geschitzten 9 Millionen ha werden mehr als 100 Millionen Tonnen dieser Friichte
jahrlich produziert, wovon ein Anteil im Wert von 5 Billionen USD auf internationalen
Mairkten umgesetzt wird. Beson'ders in Lateinamerika und im tropischen Afrika stellen die
(Koch)Bananen die wichtigste Lebensmittelgrundlage da, z.B. in Landern wie Ruanda oder

Uganda werden pro Tag und'Person bis zu einem Kilogramm dieser Friichte verzehrt.

Krankheiten verursachen die grofiten Verluste in der Bananenproduktion. Die Fusarium-
Welke der Banane wird weithin als die schidlichste aller Pflanzenkrankheiten der Geschichte
angesehen. Sie wird verursacht durch den bodenbiirtigen Pilz Fusarium oxysporum Schlecht
forma specialis cubense (E.F. Smith) Snyd. & Hans (Foc), der durch die Wurzeln eindringt
und das Gefal3system der Pflanzen befillt. Inokulationsversuche von Rasse 1 auf
Bananenpflanzen der Sorte ,Gros Michel’ zeigen folgenden Infektionsverlauf:
Natiirlicherweise dringt der Pilz iiber die Wurzelspitzen in das Parenchym- und
Xylemgewebe ein. Chlamydosporen (Dauersporen) keimen bei der Anwesenheit von
Exudaten, die aus Gewebe anschlieBend an die Wurzelwachstumszone ausgeschieden werden.
In befallenen Xylemstriangen werden groBe Mengen an Mikrokonidien gebildet, die mit dem
Transpirationsflux des Xylemwassers akropetal verbreitet werden und iiber leiterféormige
Gewebe benachbarte Xylemstrange befallen konnen. Nach 2-3 Tagen kann ein ganzer
Xylemstrang befallen sein. In Form der Chlamydosporen kann der Pilz iiber lange Zeit im

Boden tiberdauern.

Die Fusarium-Welke der Banane wurde 1874 zum ersten Mal in Australien beschrieben und
1890 in Panama und Costa Rica entdeckt. Sie wird auch Panama-Krankeit genannt, in
Erinnerung an den groflen Schaden, den diese Krankheit in mittelamerikanischen Export-
Bananenplantagen anrichtete. Zwischen 1900 und 1960 wurden 40,000 ha ,Gros Michel’-

Bananen (AAA) zerstort, was damals einem finanziellen Verlust von ungeféahr 400 Millionen
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USD entsprach (geschétzte 2.3 Billionen USD im Jahr 2000). Die Entdeckung der Foc-
resistenten Sorten der Cavendish-Gruppe (AAA) lieflen den kollabierten Bananenexport in
Lateinamerika wieder aufleben. Heutzutage ist die Panama-Krankheit, mit Ausnahme weniger
Lander im Siuidpazifik und im Mittelmeerraum, in allen Bananenanbaugebieten der Welt

verbreitet.

Die Fusarium-Welke befallt viele verschiedene Bananensorten, wobei ,Gros Michel’ die
Basis der ersten Exportbananenplantagen in Lateinamerika und in der Karibik war.
Je nachdem, welche Bananensorten von bestimmten Foc-Isolaten befallen werden konnen,

ordnet man sie vier verschiedenen Foc-Rassen zu:

Rasse 1 befillt hauptsédchlich ,Gros Michel’ (AAA) und Kochbananen der ,Silk’ und ,Pome’-
Sorten (AAB). |

Rasse 2 befillt Kochbananen, besonders aber ,Bluggoe’ (ABB), verschiedene Hybriden und
Ensete, welche eine wichtige Nahrungsquelle fiir 8 Millionen Ethiopier darstellt.

Rasse 3 befillt hauptsdchlich Heliconien und ist nur werﬁg oder gar nicht pathogen fiir
Bananen.

Rasse 4 befillt alle Cavendish-Sorten und alle Bananen, die auch von Rasse 1 und 2 befallen
werden konnen. Rasse 4 wird in zwei Unterrassen eingeteilt. Die tropische Rasse 4 schidigt
die Cavendish-Bananen unter tropischen Verhéltnissen und unterscheidet sich genetisch

eindeutig von der subtropischen Rasse 4.

Obwohl in der westlichen Hemisphire Cavendish-Sorten noch ohne Foc-Probleme angebaut
werden kt')nnén, gibt es bereits Probleme in Siidafrika, Australien und Asien. Die Krankheit
breitet sich besonders in Asien schnell aus. Bis jetzt hat man sie ih Malaysia, Indonesien, Neﬁ
Guinea, Vietnam, Myanmar, den Philippinen, China und Taiwan entdeckt Seit 1989 fiihren
Foc-Rasse-4-Ausbriiche, vor allem in siidostasiatischen Cavendish-Pflanzungen, zu
erheblichen Verlusten. Allein in Malaysia und Indonesien zerstorte die Krankheit innerhalb
von.fiinf Jahren acht Millionen Pflanzen im Wert von 75 Millionen USD jéhrlich. In |
indonesischen Plantagen hat man nach der Entdeckung von Befallsherden bis zu 55
Neuinfektionen pro ha und Monat gezihlt. In den Philippinen wurden zwischen 1974 und

1991 mehr als 30 Millionen Pflanzen von Foc befallen.
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Chemische Bekdmpfungsansitze der Panama-Krankheit, Kontrolle durch Uberflutung oder
Rotation mit anderen Kulturpflanzen blieben alle ohne dauerhaften Erfolg. Die aktuelle
Globalisierung und der Entwicklungsfortschritt in vielen tropischen Landern erhéhen die
Gefahr der Verschleppung in andere Regionen erheblich. Wiirde Foc tropische Rasse 4 aus
den jetzt bekannten Infektionsherden ausbrechen, wiirde der potentielle Schaden grofler sein
als der, den Rasse 1 an ,Gros Michel’ zwischen 1900 und 1960 verursacht hat. In
Lateinamerika und in der Karibik ist der Bananenanbau eine wichtige Einnahmequelle. Der
aktuelle Exportbananenanbau basiert zu 100% auf den Cavendish-Sorten. Eine Einschleppung
der Rasse 4 in diese Region wiirde katastrophale Auswirkungen auf die Wirtschaft, das

Sozialgefiige und die Lebensmittelversorgung in diesen Linder haben.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Panama-Krankheit in den Tropen seit 1960
bis jetzt durch die Umstellung der Pflanzungen von ,Gros Michel’ auf die Cavendish-Sorten
keine grofle Rolle mehr gespielt hatte. Aber mit dem Auftauchen der tropischen Rasse 4 in
Siidostasien dnderte sich dieses Bild dramatisch. Die Cavendish-Monokulturen in den
Exportbananen-Plantagen sind wieder der Gefahr ausgesetzt, durch die Panama-Krankheit
zerstort zu werden. Auflerdem sind verschiedene Kochbananen und zahlreiche andere
Dessert-Bananen von dieser Gefahr bedroht. Foc tropische Rasse 4 gefdhrdet 80% der
weltweiten Bananenproduktion. Es ist dringend notwendig, die Krankheitsausbreitung zu
iiberwachen und strikte QuarantéinemaBnahmén zu treffen. Auflerdem besteht weiterhin der

dringende Bedarf nach wirksamen, chemischen, direkten Bekdmpfungsmethoden.

Es wurde nun iiberraschenderweise ein Verfahren gefunden, das die Bekdampfung

unerwiinschter Mikroorganismen an Bananenpflanzen besonders effektiv gestaltet.

In einem Aspekt stellt die vorliegende Erfindung

- ein Verfahren zur Bekdmpfung unerwiinschter Mikroorganismen an Bananenpflanzen,

- ein Verfahren zum Schutz von Bananenpflanzen gegen den Befall durch unerwiinschte
Mikroorganismen,

zur Verfiugung, das dadurch gekennzeichnet ist, dass in das Gefaf3system einer

Bananenpflanze polymere Guanidinium-Derivate auf Basis eines Diamins unter Anwendung
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eines Druckes eingebracht werden, wobei das Diamin Oxyalkylenketten und/oder
Alkylengruppen zwischen zwei Aminogruppen enthélt und wobei das Guanidinium-Derivat
durch Polykondensation eines Guanidin-Saureadditionssalzes mit dem Diamin erhéltlich ist,
wobei ein Polykondensationsprodukt in Salzform erhalten wird, welches gegebenenfalls

anschliefend, z.B. durch basischen Anionenaustausch, in die Hydroxidform iiberfiihrt wird.

Der Begriff ,,Diamin“ umfasst im Sinne der vorliegenden Beschreibung und Patentanspriiche
nicht nur ein Alkylendiamin allein oder ein Oxyalkylendiamin allein, sondern auch ein

Gemisch aus beiden.

In einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung die Verwendung von polymeren
Guanidinium-Derivaten auf Basis eines Diamins zum Eihbringen in das Gefial3system von
Bananenpflanzen unter Anwendung eines Druckes

- zur Bekdmpfung unerwiinschter Mikroorganismen an Bananenpflanzen,

- gegen den Befall durch unerwiinschte Mikroorganismen,

zur Verfiigung,

wobei das Diamin Oxyalkylenketten und/oder Alkylengruppen zwischen zwei Aminogruppen
enthalt und wobei das Guanidinium-Derivat durch Polykondensation eines Guanidin-
Saureadditionssalzes mit dem Diamin erhiltlich ist, wobei ein Polykondensationsprodukt in
Salzform erhalten wird, welches gegebenenfalls anschlielend, z.B. durch basischen

Anionenaustausch, in die Hydroxidform iiberfiihrt wird.

Die polymeren Guanidinium-Derivate konnen iiber das Rhizom, den Stamm, z.B. durch
Anbohren, oder liber die Wurzel der Bananenpflanze, in deren Gefaf3system eingebracht
werden. Bei der Einbringung iiber die Wurzel ist zu beachten, dass das polymere
Guanidinium-Derivat méglichst wenig mit dem Erdreich in Berilhrung kommen sollte. Die
Anwendung einer Guanidinium-Derivat-haltigen Losung in einer Phiole, in welche ein

Wurzelast der Bananenpflanze gesteckt ist, ist daher vorzuziehen.

Als Bananenpflanzen, die gemadss vorliegender Erfindung behandelt werden kénnen, kénnen
jegliche Bananenpflanzen verwendet werden, insbesondere der Gattungen ,Musa’ und

,Ensete’, die Obst- oder Kochbananen hervorbringen, wie beispielsweise Bananenpflanzen
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der Handelssorten ,Gros Michel’ (AAA), der ,Cavendish’-Gruppe (AAA); oder verschiedene
Hybriden, wie Sorten der (AAB) Gruppen ,Silk’, ,Pome’, ,Manzano’; Kochbananen der
Sorten ,Bluggoe’ (ABB) oder Pisang Awak.

Unerwiinschte Mikroorganismen die gemaéss vorliegender Erfindung bekdmpft werden
konnen, schliefSen Pilze, Bakterien und Viren ein, insbesondere Pilze, bevorzugt Pilze, die die
Fusarium-Welke der Banane (Panama Krankheit) hervorrufen kdnnen, z.B. Pilze der Gattung
Fusarium oxysporum, wie Fusarium oxysporum forma specialis cubense (E.F. Smith) Snyd.

& Hans (Foc).

Polymere Guanidinium-Derivate auf Basis eines Diamins, welches Oxyalkylenketten
und/oder Alkylengruppen zwischen zwei Aminogruppen enthilt, wobei das Guanidinium-
Derivat durch Polykondensation eines Guanidin-Saureadditionssalzes mit dem Diamin
erhiltlich ist, wobei ein Polykondensationsprodukt in Salzform erhalten wird, welches
gegebenenfalls anschlieend, z.B. durch basischen Anionenaustausch in die Hydroxidform
tiberfiihrt wird, werden in der vorliegenden Anmeldung auch als ,,erfindungsgemas

verwendbare Guanidinium-Derivate® bezeichnet.

Biozide Polymere auf der Basis von Guanidinium-Hydrochlorid, insbesondere deren Wirkung
gegen Escherichia coli-Bakterien sind bereits bekannt (vgl. WO 01/85676). Weiterhin ist bereits
bekannt, dass solche Guanidin-Derivate als fungizide Mittel verwendet werden kénnen (vgl. WO
2006/047800). Von besonderer Bedeutung sind die Polymere Akacid®, das Poly-[2-(2-ethoxy)-
ethoxyethyl-guanidiniumchlorid], und Akacid plus®, eine 3:1-Mischung aus Poly-(hexamethylen-
guanidiniumchlorid) und Poly-[2-(2-ethoxy)-ethoxyethyl)-guanidiniumchlorid] (vgl. Antibiotika
Monitor, 22. Jahrgang, Heft 1/2/2006, Online-Ausgabe unter
http://www.antibiotikamonitor.at/06_12/06 12 _inhalt.htm).

Die erfindungsgemil} verwendbaren Guanidinium-Derivate basieren auf einem Diamin,
welches Oxyalkylenketten und/oder Alkylengruppen zwischen zwei Aminogruppen enthailt,
wobei das Guanidinium-Derivat durch Polykondensation eines Guanidin-Sdureadditionssalzes

mit dem Diamin, erhaltlich ist, wobei ein Polykondensationsprodukt in Salzform erhalten
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wird, welches gegebenenfalls anschlieflend, z.B. durch basischen Anionenaustausch, in die

Hydroxidform iibergcﬁihft wird.

Bevorzugte Guanidinium-Derivate schlieen Salze, wie das Guanidinium-Hydrochlorid, und

Guanidinium-Hydroxide, besonders bevorzugt Guanidinium-Hydroxide ein.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgemil} verwendbaren Guanidinium-
Derivates besteht darin, dass als Vertreter der Reihe der Polyoxyalkylen-Guanidin-Salze
solche, die unter Einsatz von Triethylenglykoldiamin (relative Molekularmasse: 148), von
Polyoxypropylendiamin (relative Molekularmasse: 230) sowie von Polyoxyethylendiamin
(relative Molekularmasse: 600), oder auch von Polyhexamethylendiamin (relative

Molekularmasse: 1.500) erhalten werden.

Eine weitere bevorzugte Ausfilhrungsform des erfindungsgemal verwendbaren Guanidinium-
Derivates ist dadurch gekennzeichnet, dass als das polymere Guanidin-Derivat Poly-[2-(2-
ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydroxid] mit mindestens 3 Guanidinium-Resten enthalten

ist.

Weiterhin bevorzugt verwendbar sind Guanidinium-Derivate, bei denen das
Polykondensationsprodukt in Salzform durch Polykondensation eines Guanidin-
Saureadditionssalzes mit einem Alkylendiamin und einem Oxyalkylendiamin im
Molverhiltnis zwischen 4:1 und 1:4 (Alkylendiamin/Oxyalkylendiamin), bevorzugt zwischen

3:1 und 1:3, erhéltlich ist.

Bevorzugt ist als Diamin ein Alkylendiamin der allgemeinen Formel

H,N—(CH,)—NH,

vorgesehen ist, in welcher n eine ganze Zahl zwischen 2 und 10, insbesondere 6, ist.

Weiterhin bevorzugt ist als Oxyalkylendiamin eine Verbindung der allgemeinen Formel

H,;N—[CH,),0)l—(CH,);—NH,

vorgesehen, in welcher m eine ganze Zahl zwischen 2 und 5, insbesondere 2, ist.
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Die mittlere Molmasse des erfindungsgemif verwendbaren Guanidinium-Derivates liegt
bevorzugt im Bereich 500 bis 3.000, besonders bevorzugt im Bereich 500 bis 2.000, ganz be-
sonders bevorzugt im Bereich 500 bis 1.500. Weiterhin bevorzugt ist eine mittlere Molmasse

von 1000.

ErfindungsgemélB verwendbare Guanidinium-Derivate sind z.B. aus der WO 01/85676, der
WO 06/047800 und aus der WO 08/080184 bekannt.

Beispielsweise erhélt man das erfindungsgemal verwendbare Guanidinium-Derivat, z.B. das
Hydroxid Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydroxid] mit einer mittleren Molmasse
von etwa 1000, indem man 4,43 Mol Guanidinium-Hydrochlorid in 4,03 Mol
Triethylenglykoldiamin bei 50°C 16st. AnschlieBend erwarmt man auf 120°C und riihrt 2 Stunden
bei dieser Temperatur. Danach wird die Temperatur 2 Stunden gehalten, dann ein Vakuum (0,1
bar) angelegt und 2 weitere Stunden unter Vakuum bei 170°C gertihrt. AnschlieBend wird auf
Normaldruck beliiftet, auf 120°C abkiihlen gelassen und mit entmineralisiertem Wasser auf ca.
50 % verdiinnt. Mit Phosphorsiure wird auf einen pH-Wert von ca. 6 neutralisiert, abkiihlen
gelassen und auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. AnschlieBend wird die Hydroxid-Form
hergestellt, indem die zuvor erhaltene Losung mit einem stark alkalischen Anionenaustauscher in
Hydroxid-Form behandelt wird, zweckmafligerweise in einer Austauschersiule (z.B. ,,Ambersep
900 OH* oder ,,Lewatit MP 500°). So erhalt man ein erfindungsgemif verwendbare
Guanidinium—Hydroxid mit folgenden Charakteristika: Summenformel: C;;Hs1NgOs bzw. 49,5 %
Kohlenstoff, 10 % Wasserstoff, 24,8 % Stickstoff und 15,7 % Sauerstoft.

,Einbringen unter Anwendung eines Druckes* gemdss vorliegender Erfindung bedeutet, dass
erfindungsgemiB verwendbare Guanidinium-Derivate in die Pflanze, z.B. in das Rhizom der
Pflanze, unter Anwendung eines Druckes eingebracht werden, der den Druck, der bei einer
einfachen Infiltration ohne Druckanwendung, z.B. jenen, der bei Benutzung einer Pasteur-
Pipette, entsteht, iibersteigt. Es hat sich {iberraschenderweise herausgestellt, dass ein leichter
Spritzdruck zur Bekdmpfung von schidlichen Mikroorganismen in der Bananenpflanze
bereits ausreichend ist, wihrend die Behandlung ohne Druckanwendung, z.B. bei
Verwendung einer Pasteur-Pipette iiberraschenderweise keine oder nur wenig entsprechende

Wirkung zeigt.
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Zur Erzeugung eines solchen Druckes kénnen géngige Spritzen verwendet werden, z.B. in der
Human- oder Veterinirmedizin iibliche Einmalspritzen, oder Infiltrationsflaschen, die in einer
Hohe befestigt werden, die die Erzeugung eines, zumindest leichten, Druckes garantieren. Das
Einbringen. unter Anwendung eines Druckes kann in geeigneter Weise auch maschinell

erfolgen.

Dié erfindungsgemal verwendbaren Guanidinium-Derivate liegen beim Einspritzen geldst in
einem Losungsmittel vor. Geeignete Konzentration der erfindungsgemal verwendbaren
Guanidinium-Hydroxide im Lésungsmittel umfassen 0.01% oder mehr, z.B. 0.01% bis 10%,
wie 0.1% bis 5%, z.B. 0.1% bis 1%, bevorzugt 0.1% bis 0.5%, z.B. 0.2% oder 0.3%. Als
Losungsmittel wird bevorzugt ein wissriges Losungsmittel verwendet, z.B. Wasser, oder eine

wissrige Losung, z.B. ein wissriger Puffer, besonders bevorzugt Wasser. -

Die Aufwandmenge der erfindungsgemifBen Guanidinium-Derivate pro Rhizom und Woche
betragt im allgemeinen 0.0001 g bis 0.1 g, bevorzugt 0.0005 g bis 0.01 g, z.B. 0.001 g bis
0.005 g. '

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird in das Rhizom einer Bananenpflanze die
wochentliche Aufwandmenge des erfindungsgemif} verwendbaren Guanidinium-Derivates
mit Hilfe einer Spritze eingespritzt, die im Rhizom verbleibt und die, je nach Verbrauch der

Aufwandmenge, wieder aufgefiillt wird.

In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform wird in einer geeigneten Hohe iiber der
Bananenpflanze, die garantiert, dass ein, zumindest leichter, Druck auf das Rhizom ausgelibt
wird, eine Infiltrationsvorrichtung angebracht, wie sie z.B. in Spitélern zur Infusion von
Flissigkeiten verwendet wird, beispielsweise eine Tropftlasche, oder ein Tropfbeutel, die das
erfindungsgemafle Guanidinium-Derivat in Losung enthélt und die mit dem Rhizom der
Bananenpflanze verbunden wird. Diese bevorzugte Ausfithrungsform wurde in Feldversuchen
getestet und hat sich in Feldversuchen bewihrt, wobei eine langfristige Versorgung des
Rhizoms mit dem erfindungsgemall verwendbaren Guanidinium-Derivat gewahrleistet

werden konnte.
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Zur Einbringung des Guanidinium-Derivates in das Rhizom kann zuerst ein Loch in das
Rhizom gebohrt werden, z.B. mit Hilfe einer Pasteur-Pipette oder einer Kaniile, und der
Bohrkern entfernt werden. In das erhaltene Bohrloch kann dann die Zufiihrung fiir das
Einbringen des Guanidinium-Derivates eingesetzt werden. Fiir ein Rhizom mit einem

Durchmesser von etwa 3 cm kann das Bohrloch ungefihr 1.5 cm tief sein.
Die Zufiihrung sollte wochentlich auf Verstopfungen kontrolliert werden.

Das Einbringen der erfindungsgemil verwendbaren Guanidinium-Hydroxide in das Rhizom
der Bananenpflanze kann an gesunden Bananenpflanzen zum Schutz vor den Befall durch
unerwiinschte Mikroorganismen vorgenommen werde, oder an kranken Pflanzen zur Heilung

von Krankheiten, die durch Mikroorganismen hervorgerufen werden.

Testsystem

Anzucht

Etwa 5cm grofie Bananenpflanzen werden in Pflanzsubstrat im Gewichshaus bei
Umgebungstemperatur (15°C — 27°C) und natiirlichem tropischen Tag-Nachtrhytmus unter
ausreichendem Giessen und ausreichender Diingung angezogen. Nach etwa 90 Tagen erfolgt

die Inokulation der Pflanzen.

Inokulum

Foc-Isolat STGM 1 der Rasse 1, VCG 0120, aus Costa Rica wird in geeigneten Geféallen, z.B.
Petrischalen, zweimal auf Kartoffel-Dextrose-Agar iiberimpft. Die Petrischalen werden in
einem Inkubator bei 25°C in einem 12h/12h Tag-Nachtrhytmus 14 Tage lang inkubiert, bis
sich ein gut sporulierender Pilzrasen gebildet hat.

Die Oberfliichen der Pilzrasen werden mit einem Skalpell in destilliertem Wasser vorsichtig
abgekratzt. Die sich daraus ergebende Suspension wird durch eine doppelte Lage Gaze
filtriert und auf 5x10° Konidien / mL Wasser eingestellt (siehe z.B. auch Mak C. et al., ,,Early
screening technique for Fusarium wilt resistance in banana micro propagated plants®, in:

Banana improvement; Cellular, molecular biology and induced mutations — Jain, S.M. (ed.)
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and R. Swennen (ed.), Proceedings from a meeting, Leuven, Belgium, September 24 — 28,

2001, Science Publishers, Enfield, USA. pp. 219-227, 2004).

Inokulation

Fir die Inokulation werden die Wurzelballen von 90 Tage alten Bananenpflanzen mit einem
Wasserstrahl von der anhaftenden Erde befreit, die Wurzeln werden auf eine Linge von 5-6
cm zuriickgeschnitten und eine Minute lang in die Konidiensuspension (5x10° Konidien / mL
Wasser, Inokulum) getaucht: Die derart behandelteﬁ Pflanzen werden anschlieend wieder in

die Topfe zuriickgepflanzt.

Pflanzenbehandlung

In das Rhizom (Durchmesser ungeféhr 3 cm) der Bananenpflanze werden mit Hilfe einer
Pasteur-Pipette oder einer Kaniile (Durchmesser von 0.9 mm) ungefahr 1.5 cm tiefe Locher
gebohrt und die Bohrkerne entfernt. Anschlie3end werden entweder Pipetten (z.B. Pasteur-
Pipetten), oder Kaniilen (z.B. in der Human- oder Veterindrmedizin iiblichen Einmalspritzen,
5 mL), jeweils eine pro Pflanze, in die Bohrlocher eingefiihrt. Danach werden die Pipetten
oder Spritzen mit 2 mL bis 5 mL Testldsung, oder mit destilliertem Wasser gefillt.

Die Pipetten sind am oberen Ende offen, um den freien Fluss der Fliissigkeiten zu
gewihrleisten. Mit den Spritzen wird unter leichtem Druck 1 mL bis 2 mL der Testlosung

oder destilliertes Wasser in die Rhizome gespritzt.

Die Behandlung findet einmal 1, S oder 12 Tage vor der Foc-Inokulation statt. Nach der
Inokulation werden alle Pipetten und Spritzen einen Tag nach der Inokulation und dann
wochentlich auf Verstopfungen kontrolliert. Die Rhizome werden im wochentlichen Abstand
entweder mit Pipetten oder mit Spritzen, gefiillt entweder mit déstilliertem Wasser oder mit
Testlésung, behandelt. Die Pipetten oder die Spritzen werden in den Rhizomen stecken

gelassen und nach Bedarf wieder aufgefiillt.

Testlosung

Die Testlosung besteht entweder aus einer 3%igen Losung einer 3:1-Mischung aus Poly-
(hexamethylenguanidinium-hydroxid) und Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)- guanidinium-

hydroxid] (Testlosung A) in Wasser, oder aus einer 3%igen Losung einer 3:1-Mischung aus
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Poly-(hexamethylenguanidiniumchlorid) und Poly-[2-(2-ethoxy)-ethoxyethyl)-
guanidiniumchlorid (Testlosung B) in Wasser.

Fiir die Pflanzenbehandlung wird jeweils die 3%ige Stammldsung mit destilliertem Wasser
auf 0.3% verdiinnt. Die Aufbewahrung der Testslosung erfolgte bei Umgebungstemperatur

(20-25°C).

Evaluierung der Foc-Symptome

Die Pflanzensymptome werden nach dem Erscheinen der ersten Blattsymptome
(Blattsymptom-Index) wochentlich evaluiert. Die Rhizomdaten (Rhizomverfarbungs-Index)
werden am Ende des Versuches erhoben (siehe z.B. Mak et al., ibidem).

Die ersten Blattverfarbungen treten im allgemeinen nach etwa fiinf Wochen auf und werden
nach §, 6, 7, 8 und 9 Wochen nach Inokulation (dpi) evaluiert. Die Rhizoméymptome werden
einmal nach 9 Wéchen evaluiert, wobei die Rhizome aufgeschnitten und die Pflanzen zerstort

werden.

Beschreibung der Zeichnung

In der Figur ist eine Vorrichtung (6) gezeigt, durch die das Rhizom (1) einer Bananenpflanze
(7) iiber eine Leitung (2) mit einer Infiltrationsvorrichtung (3), z.B. einem Tropfbeutel, oder
einer Tropfflasche, die eine Losung eines erfindungsgemal verwendbaren Guanidinium-
Derivates (5) enthalt und die an einer Befestigungsvorrichtung (4) in einer solchen Hohe iiber
dem Rhizom (1) angebracht ist, dass ein erfindungsgemall verwendbares Guanidinium-

Derivat (5) unter Druck in das Rhizom (1) eingebracht wird, verbunden ist.

Eine'solche Vorrichtung hat sich zur Versorgung des Rhizom mit dem erfindungsgemaf
verwendbaren Guanidinium-Derivat unter Anwendung des geeigneten Druckes als besonders
geeignet erwiesen, wobei die erfindungsgemiBen Effekte, nimlich Schutz vor dem Befall,
oder Bekdmpfung unerwiinschter Mikroorganismen, z.B. Verhinderung oder Verminderung
des Auftretens der Panama Krankheit, iber einen langen Zeitraum gewihrleistet werden

konnten.
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Beispiel

Anzucht

Bananenpflanzen der Foc-anfilligen Sorte ,Manzano’ (Musa AAB), mit Hilfe der
Gewebekultur bei der Firma Agribiotechnologia S.A., Alajuela, Costa Rica angezogen und als
ungefihr 5 cm grosse Pflanzchen kduflich erworben, wurden in Plastiktdpfe (0.34 L) mit
Pflanzsubstrat (Floragard, Blumenerde, pH 5.9, Oldenburg, Deutschland) iiberfiihrt. Nach 60
Tagen wurden die Pflanzen in groflere Topfe (1.1 L) umgepflanzt. Die Anzucht erfolgte im
Gewichshaus bei Umgebungstemperatur (15°C — 27°C) und natiirlichem tropischen Tag-
Nachtrhytmus (San José, Costa Rica, 10° nordlicher Breite, 1075msm). Die Pflanzen wurden
nach Bedarf mit Leitungswasser gegossen und einmal im Monat mit einem Blattdiinger
(Bayfolan Forte®, Firma Bayer, Deutschland) gediingt. Nach 90 Tagen waren die Pflanzen

bereit fur die Inokulation.

Inokulum und Inokulation

Fiir den Versuch wurde das Foc-Isolat STGM 1 der Rasse 1, VCG 0120, aus Costa Rica

verwendet (Inokulierung der Panama-Krankheit). Nach zweimaliger Uberimpfung auf
Kartoffel-Dextrose-Agar (Potato dextrose agar, PDA; Firma Oxoid, Basinstoke, England) in
Petrischalen wurde der Pilz fiir die Inokulation benutzt (siche z.B. Booth, C., 1977:
,,Fusarium: Laboratory guide to the identification of the major species”, Commonwealth
Mycological Institute, Kew, UK. pp. 58, 1977). Die Petrischalen wurden in einem Inkubator
bei 25°C in einem 12h/12h Tag-Nachtrhytmus 14 Tage lang inkubiert, bis sich ein gut
sporulierender Pilzrasen gebildet hatte. Fiir die Inokulation wurden die Oberfladchen der
Pilzrasen mit einem Skalpell in destilliertem Wasser vorsichtig abgekratzt. Die sich daraus
ergebende Suspension wurde durch eine doppelte Lage Gaze filtriert und auf 5x10° Konidien

/ mL Wasser eingestellt (siche auch Mak et al., ibidem).

Fiir die Inokulation wurden die 90 Tage alten Bananenpflanzen vorsichtig aus den Topfen
herausgenommen. Die Wurzelballen wurden mit einem Wasserstrahl von der anhaftenden
Erde befreit und die Wurzeln wurden mit einem Messer auf eine Linge von 5 bis 6 cm

zuriickgeschnitten. Danach wurden sie eine Minute lang in die Konidiensuspension (5x10°

Konidien / mL Wasser) getaucht und anschlielend wieder in die Tépfe zuriickgepflanzt.
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Die Pflanzensymptome wurden nach dem Erscheinen der ersten Blattsymptome
(Blattsymptom-Index) wochentlich evaluiert. Die Rhizomdaten (Rhizomverfirbungs-Index)

wurden am Ende des Versuches erhoben (siehe auch Mak et al., ibidem).

Testlosung

Die Testlosung bestand aus einer 3%igen Losung einer 3:1-Mischung aus Poly-(hexamethylen-
guanidinium-hydroxid) und Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydroxid] (Testlosung
A) bzw. einer 3%igen Losung einer 3:1-Mischung aus Poly-(hexamethylenguanidiniumchlorid)
und Poly-[2-(2-ethoxy)-ethoxyethyl)-guanidiniumchlorid (Testlosung B) in Wasser.

Fur die Pflanzenbehandlung wurde jeweils die 3%ige Stammldsung mit destilliertem Wasser
auf 0.3% verdiinnt. Die Aufbewahrung der Testslosung erfolgte bei Umgebungstemperatur
(20-25°C).

Behandlung v

Die Testlosung oder destilliertes Wasser wurde mit Hilfe von Pasteur-Pipetten oder mit in der
Human- oder Veterindrmedizin iiblichen Einmalspritzen (5 mL) mit Kaniilen mit einem
Durchmesser von 0.9 mm direkt in das Rhizom der Bananenpflanzen eingespn'tzt.- Dabei
wurden zuerst mit Hilfe einer Pasteur-Pipette oder einer Kaniile ungefihr 1.5 cm tiefe Lécher
in die Rhizome (Durchmesser ungefiahr 3 cm) der Testpflanzen gebohrt und die Bohrkerne
entfernt. AnschlieBend wurden die Pipetten bzw. Kaniilen, jeweils eine pro Pflanze, in die
Bohrlocher eingefiihrt. Danach wurden die Pipetten bzw. Spritzen mit 2 mL bzw. 5 mL
Testlésung oder destilliertem Wasser (Kontrollpﬂanzen) gefiillt. Die Pipetten waren am

oberen Ende offen, um den freien Fluss der Flissigkeiten zu gewéhrleisten.

Mit den Spritzen wurde unter leichtem Druck 1mL bis 2 mL der Testlésung oder destilliertes
Wasser in die Rhizome gespritzt. Diese Behandlung fand einmal 1, 5 oder 12 Tage vor der
Foc-Inokulation statt. Nach der Inokulation wurden alle Pipetten und Spritzen einen Tag nach
der Inokulation und dann wochentlich auf Verstopfungen kontrolliert. Gleichzeitig wurden
die Rhizome noch einmal und danach im wochentlichen Abstand gespritzt. Die Pasteur-
Pipetten bzw. die Spritzen wurden zwischen dem Spritzen in den Rhizomen stecken gelassen

und nach Bedarf wieder aufgefiillt.
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‘Tabelle 1 zeigt Versuchsglieder eines Gewéchshausversuches (Foc-Inokulationen nach 1, 5
und 12 Tagen mit einmaliger Vorbehandlung der Bananenpflanzen mit Testlosung oder

destilliertem Wasser aus Spritzen oder Pasteurpipetten. n = 6 Pflanzen):

Tabelle 1 ,
Versuchs- Behandlung Tage zwischen erster
glied Pipette/Spritze Fiillung Behandlung und Inokulation

1 ohne ohne Keine Inokulation
2 ohne ohne Inokulation am Tag X
3 ohne - ohne | Inokulation am Tag X+7
4 Pipette Wasser 1
5 Pipette Testlosung A 1

oder B
6 Pipette Testlosung A -5

oder B
7 Pipette Testlosung A 12

oder B
8 Spritze Wasser 1
9 Spritze Testlosung A 1

oder B
10 - Spritze Testlosung A 5

oder B
11 Spritze Testlosung A 12 .

oder B

Evaluierung der Foc-Symptome

Die Pflanzensymptome (siche z.B. Mak et al., ibidem) werden nach dem Erscheinen der
ersten Blattsymptome (Blattsymptom-Index) wdchentlich evaluiert. Die Rhizomdaten
(Rhizomverfarbungs-Index) werden am Ende des Versuches erhoben (siehe z.B. Mak et al.,
ibidem).

Die ersten Blattverfarbungen treten im allgemeinen nach etwa fiinf Wochen auf und werden

nach 5, 6, 7, 8 und 9 Wochen nach Inokulation (dpi) evaluiert. Die Rhizomsymptome werden
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einmal nach 9 Wochen evaluiert, wobei die Rhizome aufgeschnitten und die Pflanzen zerst6rt

werden.

Boniturskala fiir die Evaluierung der Blattsymptome (Blattsymptom-Index)
Fiir die Evaluierung der Blattsymptome wird die Skala nach Mak et al., ibidem, verwendet.

Die Skala besteht aus fiinf Bewertungsstufen:

Grad 1: Keine Vergilbung, die Pflanze erscheint gesund.

Grad 2: Schwache Streifenbildung und/oder Vergilbung der unteren Blitter.

Grad 3: Streifenbildung und/oder Vergilbung der meisten unteren Blétter.

Grad 4: Ausgedehnte Streifenbildung und/oder Vergilbung der meisten oder aller Blitter.
Grad 5: Die Pflanze ist abgestorben.

Boniturskala fiir die Evaluierung der Rhizomsymptome (Rhizomverfarbungs-Index)

Fiir die Evaluierung der Rhizomsymptome wird die Skala nach Mak et al., ibidem, verwendet.

Diese Skala besteht aus acht Bewertungsstufen:

Grad 1: Gesundes Rhizom, keine Verfirbung.

Grad 2: Keine Verfarbung des GefaB3systems des Rhizoms;
Verfirbung an der Ubergangsstelle zwischen Wurzeln und Rhizom.
Grad 3: Spur einer Verfarbung bis 5% des Gefallsystems verfarbt.
Grad 4: 6-20% des Gefiallsystems verfarbt. ’
Grad 5: 21-50% des Gefaf3systems verfarbt.

Grad 6: Mehr als 50% des GefaB3systems verfarbt.

Grad 7: Verfarbung des gesamten Rhizom-Gefaf3systems.

Grad 8: Die Pflanze ist abgestorben.

Resultate

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse des Infektionsverlaufes der Panama-Krankheit in den Blittern
der anfélligen Bananensorte ,Manzano' (Musa AAB) mit und ohne die Einwirkung von
Testlosung B im Gewéchshaus, San José, Costa Rica. Testlosung B oder destilliertes Wasser

wurde in das Rhizom der Pflanzen mit Hilfe von Pasteur-Pipetten oder klinischen Spritzen
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einmal 1, 5 oder 12 Tage vor der Foc-Inokulation und danach wdchentlich eingespritzt. Die
Pasteur-Pipetten bzw. die Spritzen wurden zwischen dem Spritzen in den Rhizomen stecken

gelassen und nach Bedarf wieder aufgefiillt (n = 6 Pflanzen).

. Tabelle 2
Versuchs- Behandlung TAGE zwischen | Wochen nach Inokulation
glied Pipette/ Fiillung Behandlung 5 6 7 8 9
Spritze und Inokulation
1 ohne ohne Null-Kontrolle 1* 1 1 1 1
2 ohne ohne Inokulum 1 2 24 | 27|33 |33
-3 ohne ohne Inokulum 2 1.9 [ 25|27 | 28 | 3.7
4 Pipette Wasser 1 23 |24 |25 3 |37
5 Pipette | Testlosung B 1 2 |24 27283
6 Pipette | Testlosung B 5 2 23 | 353535
7 Pipette | Testlosung B 12 2.1 25127 28| 3
8 Spritze Wasser 1 22 {2834 |34 | 4
9 Spritze | Testlosung B 1 1.5 [ 1.7 | 1.8 |22 |22
10 Spritze | Testlosung B 5 1.8 |22 (25| 28] 28
11 Spritze | Testlosung B 12 1.8 | 23 2828 ] 3

* Boniturskala Blattsymptom-Index von Grad 1 bis 5

Tabelle 3 zeigt die Rhizomverfarbung, verursacht durch die Panama-Krankheit der anfélligen
Bananensorte ,Manzano' (Musa AAB), mit und ohne die Einwirkung von Testlosung B im
Gewichshaus, San José, Costa Rica. Testlosung B oder destilliertes Wasser wurde in das
Rhizom der Pflanzen mit Hilfe von Pasteur-Pipetten oder klinischen Spritzen einmal 1, 5 oder
12 Tage vor der Foc-Inokulation und danach wdchentlich eingespritzt. Die Pasteur-Pipetten
bzw. die Spritzen wurden zwischen dem Spritzen in den Rhizomen stecken gelassen und nach
Bedarf wieder aufgefiillt (n = 6 Pflanzen). Die Daten wurden 9 Wochen nach der Inokulation

erhoben.
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Tabelle 3
Versuchs- Behandlung Tage zwischen erster Rhizom-
glied Behandlung und symptome
Pipette/Spritze Fiillung Inokulation
1 ohne ohne Null-Kontrolle 1*
2 ohne ohne Kontrolle 1 45
3 ohne ohne Kontrolle 2 keine Daten**
4 Pipette Wasser 1 4.7
5 Pipette Testlosung B 1 4.2
6 Pipette Testlosung B 5 4.5
7 Pipette Testlosung B 12 4.7
8 Spritze Wasser 1 6
9 Spritze Testlosung B 1 2.5
10 Spritze Testlosung B 5 3.2
11 Spritze Testlosung B 12 33

*Boniturskala Rhizomverfiarbungsmindex von Grad 1 - 8

** Dije Pflanzen wurden fiir andere Versuchszwecke verwendet

Sehr dhnliche Resultate werden mit Testlosung A erzielt.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bekdmpfung unerwiinschter Mikroorganismen an Bananenpflanzen oder
Verfahren zum Schutz von Bananenpflanzen gegen den Befall durch unerwiinschte
Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, dass in das Gefdl3system einer
Bananenpflanze polymere Guanidinium-Derivate auf Basis eines Diamins unter
Anwendung eines Druckes eingebracht werden, wobei das Diamin Oxyalkylenketten
und/oder Alkylengruppen zwischen zwei Aminogruppen enthélt und wobei das
Guanidinium-Derivat durch Polykondensation eines Guanidin-Siureadditionssalzes mit
dem Diamin erhiltlich ist, wobei ein Polykondensationsprodukt in Salzform erhalten wird,

| welches gegebenenfalls anschlieend in die Hydroxidform iiberfiihrt wird.

2. Verwendung von polymeren Guanidinium-Derivaten auf Basis eines Diamins zum
Einbringen in das Gefal3system von Bananenpflanzen unter Anwendung eines Druckes
zur Bekdmpfung unerwiinschter Mikroorganismen an Bananenpflanzen, oder gegen den
Befall durch unerwiinschte Mikroorganismen, wobei das Diamin Oxyalkylenketten
und/oder Alkylengruppen zwischen zwei Aminogruppen enthilt und wobei das
Guanidinium-Derivat durch Polykondensation eines Guanidin-Séureadditionssalzes mit
dem Diamin erhiltlich ist, wobei ein Polykondensationsprodukt in Salzform erhalten wird,

welches gegebenenfalls anschlieflend, in die Hydroxidform iiberfiihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, oder Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die polymeren Guanidinium-Derivate tiber das Rhizom, den Stamm oder iiber die

Wurzel der Bananenpflanze in ihr Gefdsystem eingebracht werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 3, oder Verwendung nach Anspruch 2 oder
Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das polymere Guanidinium-Derivat ein

Guanidinium-Hydroxid ist.

5. Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das polymere Guanidinium-Hydroxid Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-

hydroxid] mit mindestens 3 Guanidiniumresten ist.
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Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass das Polykondensationsprodukt in Salzform erhiltlich ist durch Polykondensation
eines Guanidin-Saureadditionssalzes m.it einem Alkylendiamin und einem
Oxyalkylendiamin im Molverhiltnis zwischen 4:1 und 1:4

(Alkylendiamin/Oxyalkylendiamin).

Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass als Diamin ein Alkylendiamin der allgemeinen Formel

H,N—(CH,)-—NH,

vorgesehen ist, in welcher n eine ganze Zahl zwischen 2 und 10, insbesondere 6, ist.

Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet,
dass als Oxyalkylendiamin eine Verbindung der allgemeinen Formel

H,N—[CH,),0)]——(CH,);—NH,

vorgesehen ist, in welcher m eine ganze Zahl zwischen 2 und 3, insbesondere 2, ist.

Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die mittlere Molmasse des polymeren Guanidinium-Hydroxids im Bereich von 500 bis

3.000 liegt.

Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dass unerwiinschte Mikroorganismen Pilze sind, die die Fusarium-Welke der Banane

hervorrufen kénnen.
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