
Pheromone (1)
DOI: 10.1002/ange.200906311

Das Sexualpheromon der Wespenspinne Argiope bruennichi**
Satya P. Chinta, Stephan Goller, Julia Lux, Sebastian Funke, Gabriele Uhl* und Stefan Schulz*

Die aktuelle biochemische Forschung an Spinnen konzen-
triert sich auf zwei charakteristische Merkmale, die Seide und
die Toxine. Die chemische Kommunikation von Spinnen
spielt eine zentrale Rolle bei ihrem Paarungssystem. Die
Geschlechtspartner m�ssen sich in der Paarungssaison �ber
gr�ßere Distanzen hinweg finden, da sie gew�hnlich solit�r
und r�uberisch leben. Die Produktion eines fl�chtigen Si-
gnals, das hilft, potenzielle Partner anzulocken, ist daher es-
senziell, doch sind bisher erst sehr wenige derartige Phero-
mone bekannt (siehe nachfolgende Zuschrift).[1] Wir berich-
ten hier von der ersten Identifizierung eines Pheromons von
Radnetzspinnen (Araneidae) bei der Wespenspinne Argiope
bruennichi und zeigen zum ersten Mal, dass Pheromone zur
Anlockung von Spinnen im Freiland verwendet werden
k�nnen.

Radnetzspinnen sind eine der erfolgreichsten Spinnenfa-
milien weltweit; �ber 2600 Arten sind bekannt. Fr�he Expe-
rimente zeigten, dass Cyrtophora cicatrosa ein fl�chtiges
Pheromon emittiert, das in h�heren Konzentrationen die Balz
initiiert.[2] K�fige mit Weibchen von Araneus trifolium und
Argiope trifasciata lockten M�nnchen der eigenen Art an.[3]

Die letztere Art lockte auch Argiope-aurantia-M�nnchen an,
sodass das Vorhandensein eines gemeinsamen Sexualphero-
mons der beiden Arten wahrscheinlich ist.[4] Sexualphero-
mone, die arteigene M�nnchen aus einiger Entfernung zum
Netz locken k�nnen, sind bisher nur von der Spinne Agelen-
opsis aperta (Agelenidae) berichtet worden, die 8-Methyl-2-
nonanon verwendet.[5]

Wir haben hier das Pheromonsystem der sehr charakte-
ristischen Wespenspinne Argiope bruennichi untersucht, die
auf Wiesen im Mittelmeergebiet vorkommt, in letzter Zeit
aber auch in gem�ßigten Zonen in Mitteleuropa zu finden ist.
Die großen erwachsenen Weibchen bauen zwischen Gras-
halmen Netze. Diese Netze geben offenbar ein Sexualphe-
romon ab, das die umherwandernden M�nnchen anlockt. Wir
berichten hier �ber die Identifizierung und Synthese dieses
neuen Pheromons sowie �ber seine Aktivit�t im Freiland.

Fl�chtige Verbindungen von weiblichen Spinnen ver-
schiedener Entwicklungsstufen (nicht ausgewachsen, unbe-
gattet und begattet) wurden in einer Glaskammer mithilfe
eines aktivierten Kohlefilters aus dem Gasraum aufgefangen.
Der Filter wurde mit Dichlormethan extrahiert und mit GC-
MS untersucht. Nur in virginen, unbegatteten Spinnen wurde
die Verbindung A gefunden; juvenile oder begattete Spinnen
enthielten sie nicht (Abbildung 1).

In Extrakten der Spinnennetze wurde wiederum nur bei
den unbegatteten Spinnen die Verbindung A und zus�tzlich
eine weitere weibchenspezifische Verbindung B gefunden
(Abbildung 2). Da A nur in den unbegatteten Weibchen
nachgewiesen wurde, B dagegen nicht in allen Proben der
unbegatteten Weibchen vorkam und auch in Extrakten der
begatteten Weibchen auftrat, konzentrierten wir uns bei den
weiteren Untersuchungen und den Freilandversuchen auf
Verbindung A.

Abbildung 1. Gaschromatogramm der Headspace-Untersuchung von
Argiope bruennichi. a) Virgines Weibchen, b) begattetes Weibchen,
c) nicht ausgewachsenes Weibchen.

Abbildung 2. Gaschromatogramm der Seidenextrakte von Argiope
bruennichi. a) Unbegattetes Weibchen, b) nicht ausgewachsenes Weib-
chen. x: Verunreinigung.
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Das Massenspektrum von A sieht dem von Trimethylci-
trat (Abbildung 3) sehr �hnlich. Eine Verschiebung der
Masse aller wichtigen Fragment-Ionen um 14 Masseneinhei-

ten l�sst auf die Gegenwart einer zus�tzlichen CH2-Gruppe
an unbekannter Position schließen. Die Derivatisierung von
A mit MSTFA (N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid)
weist auf das Vorhandensein eines labilen H-Atoms und eine
Molek�lmasse von m/z 248 hin. Da die gemischten Ethyl-/
Methylester der Citronens�ure stark abweichende Massen-
spektren aufwiesen, bleiben nur zwei m�gliche Strukturen
mit einem zus�tzlichen Kohlenstoffatom �brig. Die eine ist
das zus�tzlich an einer CH2-Gruppe methylierte Trimethyl-
citrat und die andere das Isomer mit einer um eine Einheit
verl�ngerten Kohlenstoffkette, die aber als biosynthetisch
unwahrscheinlich ausgeschlossen wurde.

Das Massenspektrum von A l�sst sich gut mit der Struktur
von Methylcitronens�uretrimethylester in Einklang bringen
und ist eng mit dem von Trimethylcitrat verwandt. Eine a-
Spaltung der Methoxycarbonylgruppe f�hrt zu dem Frag-
ment-Ion mit m/z 189. Eine Eliminierung von Methanol
ergibt das Basis-Ion mit m/z 157. Die Ionen mit m/z 101 und

m/z 115 entstehen aus der Eliminierung von Methylacetat
(74 amu) und Methylpropionat (88 amu) nach McLafferty-
Umlagerung (Abbildung 3).

A kommt in allen Extrakten von virginen Weibchen in
einem Diastereomerenverh�ltnis von 6:1 bis 25:1 vor. F�r das
Hauptdiastereomer wurde auf einer unpolaren GC-Phase ein
Retentionsindex (RI) von 1518, f�r das Nebendiastereomer
ein RI von 1527 ermittelt. F�r die Aufkl�rung der absoluten
Konfiguration des Naturstoffes und f�r die Bereitstellung von
Material f�r Biotests war es n�tig, alle Stereoisomere des
Methylcitronens�uretrimethylesters zu synthetisieren. Es ist
allgemein bekannt, dass Stereospezifit�t bei Pheromonen
eine entscheidende Rolle spielt,[6] da die Gegenwart des
nichtnat�rlichen Stereoisomers die Wirkung eines Phero-
mons unterdr�cken kann (siehe nachfolgende Zuschrift).[1]

Als chirale Ausgangsverbindung f�r die Synthese wurde
(S)-�pfels�ure (1) gew�hlt (Schema 1). Nach Umwandlung
in den Methylester 2 ergab eine Methylierung unter Ver-

wendung von LDA[7] den methylierten �pfels�uredimethyl-
ester 3 in einem Diastereomerengemisch von 6:1 zugunsten
des 2S,3R-Isomers.[8] Durch Esterhydrolyse von 3 wurde die
entsprechende S�ure 4[9] erhalten, die im n�chsten Schritt mit
Pivalaldehyd in das thermodynamisch bevorzugte cis-Di-
oxolanon 5[10] �berf�hrt wurde. Die Alkylierung mit Allyl-
bromid nach der chiralen Relais-Methode von Seebach
et al.[11] ergab die Zwischenstufe 6. Eine nachfolgende Um-
setzung mit BF3·OEt2 in Methanol f�hrte zur Abspaltung der
Acetalgruppe bei gleichzeitiger Veresterung der S�ure, sodass
7 erhalten wurde. Durch oxidative Spaltung von 7 mit RuO4

wurde die S�ure 8 erhalten,[12, 13] die nachfolgend mit Metha-
nol zum (2R,3S)-Methylcitronens�uretrimethylester verestert
wurde.[14] Da die Seebach-Methode[11] hoch stereoselektiv ist,
konnte dem als Nebenprodukt gebildeten Stereoisomer die
2S,3S-Konfiguration zugewiesen werden. Das Hauptstereoi-

Abbildung 3. Massenspektren von a) Methylcitronens�uretrimethyl-
ester (A), b) 3-Octanoyloxy-4-butanolid (B), c) Citronens�uretrimethyl-
ester.

Schema 1. Synthese von (2R,3S)-Methylcitronens�uretrimethylester
(9). a) HCl, MeOH, 80 8C; b) LDA, MeI, �78 8C; c) 2n KOH, THF/
MeOH (1:1); d) H2SO4, Pivalaldehyd; e) LHMDS, �78 8C, Allylbromid;
f) BF3·OEt2, MeOH; g) RuCl3, NaIO4, CCl4, MeCN, H2O; h) EDC,
MeOH. EDC = N’-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid,
LDA = Lithiumdiisopropylamid, LHMDS = Lithiumhexamethyldisilaza-
nid.
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somer weist sowohl das gleiche Massenspektrum als auch die
gleiche gaschromatographische Retentionszeit wie die
Hauptkomponente des nat�rlichen Extrakts auf.

Zur Aufkl�rung der absoluten Konfiguration des Natur-
stoffes wurde die Gaschromatographie an chiralen Phasen
verwendet. Die teilweise Trennung der vier Enantiomere des
Methylcitronens�uretrimethylesters war auf einer chiralen
Hydrodex-6-TBDMS-S�ule m�glich (TBDMS = tert-Butyl-
dimethylsilyl; Abbildung 4). Die Analyse des nat�rlichen

Extrakts zeigte, dass es sich bei den beiden in der Natur
vorkommenden Verbindungen um die 2R,3S- und 2S,3S-Iso-
mere handelte, die in einem Verh�ltnis von 6:1 bis 25:1 vor-
kommen. Das Hauptisomer im Extrakt war der (2R,3S)-
Methylcitronens�uretrimethylester, ebenfalls Hauptprodukt
der Synthese, und das Nebenisomer das 2S,3S-Isomer, ebenso
Nebenprodukt der Synthese. Das Massenspektrum von B
(Abbildung 3) wies ein Molek�l-Ion mit m/z 228 auf. Es wird
durch das Ion mit m/z 85 dominiert, das charakteristisch f�r
einen Butyrolactonring ist. Das Auftreten der anderen cha-
rakteristischen Ionen mit m/z 127 (Octanoyl-Rest), 144
(McLafferty-Umlagerumgsprodukt) und 157 (b-Spaltung zur
Carbonylgruppe) und ein Vergleich mit einem Referenz-
spektrum der synthetischen Verbindung f�hrten dazu, dass
Verbindung B als 3-Octanoyloxy-g-butyrolacton identifiziert
werden konnte.

Die synthetische 6:1-Mischung von (2R,3S)- und (2S,3S)-
Methylcitronens�uretrimethylester wurde in Freilandversu-
chen auf biologische Aktivit�t untersucht. Dreifußfallen mit
der Methylcitronens�uretrimethylester-Mischung und einer
Kontrolle wurden w�hrend einer heißen und trockenen
Sommerperiode auf einer offenen Wiese aufgestellt. Die ge-

testete Verbindung wirkte stark anziehend auf M�nnchen von
A. bruennichi. W�hrend einer je 30-min�tigen Testperiode
wurden insgesamt 34 M�nnchen zu 10 Fallen gelockt, die je-
weils mit 25 mg Substanz beladen waren. Diese M�nnchen
zeigten typisches Balzverhalten, wie das Spinnen von Sei-
denf�den von der Falle zu benachbarten Pflanzen und das
Zucken und Vibrieren des Hinterleibs. Die Kontrollfallen
wurden nie von M�nnchen aufgesucht. Die Pheromonwir-
kung scheint mit sinkender Konzentration abzunehmen, al-
lerdings konnte bei einer Beladung mit 1 mg noch eine Wir-
kung beobachtet werden (Tabelle 1). In Konkurrenzexperi-

menten wurde gezeigt, dass h�here Konzentrationen wirksa-
mer sind als geringere (siehe Experiment 2 in den Hinter-
grundinformationen). Außerdem wurde der Einfluss des
Verh�ltnisses der beiden Enantiomere in der Mischung un-
tersucht. Mischungen im Verh�ltnis 6:1 und 2:1 von (2R,3S)-
und (2S,3S)-Methylcitronens�uretrimethylester erwiesen sich
als gleich wirksam f�r die Spinnen (siehe Experiment 3 in den
Hintergrundinformationen).

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass Methylcitronen-
s�uretrimethylester das Sexualpheromon der weiblichen
Argiope-bruennichi-Spinnen ist und M�nnchen anlockt. Die
Verbindung ist strukturell eng mit dem Sexualpheromon der
Weibchen der tropischen Jagdspinne Cupiennius salei ver-
wandt,[15] dem unsymmetrischen (S)-Dimethylcitrat, das das
Balzverhalten der M�nnchen induziert. In unserer Arbeit
wurde zum ersten Mal die Anlockung von Spinnen mithilfe
von Pheromonfallen im Freiland gezeigt. 8-Methyl-2-nona-
non, das Sexualpheromon von Agenelopsis aperta,[5] ist das
bisher einzige andere bekannte leichtfl�chtige Spinnenphe-
romon. Methylcitronens�ure kommt in der Natur in vielen
Organismen vor, wobei die 2R,3S- und 2S,3S-Isomere in
Schweinen und Menschen von der si-Citrat-Synthase gebildet
werden.[16] Die anderen zwei Isomere werden in Bakterien
und Hefen durch die re-Citrat-Synthase gebildet.[17] Die
Verwendung eines Derivats der Citronens�ure, eines typi-
schen Prim�rmetaboliten, als Pheromon wurde bislang in
anderen Tieren noch nicht beobachtet. Ob die enge Verbin-
dung zwischen den Prim�rmetaboliten und den Pheromonen
f�r Spinnen typisch ist, muss zuk�nftig gekl�rt werden.

Abbildung 4. Gaschromatographische Trennung von Methylcitronen-
s�uretrimethylester an einer chiralen Hydrodex-6-TBDMS-Phase. Tem-
peraturprogramm: 50 8C f�r 5 min, dann mit 0.2 8C min�1 auf 200 8C.
a) Nat�rlicher Extrakt, b) synthetisches 9, c) Koinjektion.

Tabelle 1: Ergebnisse der Freilandversuche.[a]

Menge [mg] Testfallen erfolgreiche Tests [%] angelockte M�nnchen

25.00 10 10 (100) 34
12.50 10 8 (80) 19
2.25 5 3 (60) 7
1.25 10 5 (50) 6
0.625 4 4 (100) 5
0.30 10 4 (40) 4
0.15 7 1 (14) 1

[a] Fallen, die unterschiedliche Mengen der 6:1-Mischung von (2R,3S)-
und (2S,3S)-Methylcitronens�uretrimethylester (9) enthalten, wurden
gegen Fallen, die nur mit Dichlormethan als Kontrolle beladen waren,
getestet. Die Zahl der Testfallen, die Zahl der erfolgreichen Anlockungen
und die Gesamtzahl der angelockten M�nnchen sind angegeben. Die
Kontrollfallen zeigten keine Anlockung.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte das Sexualpheromon
der Wespenspinne Argiope bruennichi als eine Mischung von
(2R,3S)- und (2S,3S)-Methylcitronens�uretrimethylester
identifiziert und synthetisiert werden. In Freilandversuchen
konnten wir zeigen, dass dieses Pheromon in Abh�ngigkeit
von seiner Konzentration m�nnliche Spinnen anlockt. Eine
weitere weibchenspezifische Komponente, das 3-Octanoyl-
oxy-g-butyrolacton, konnte identifiziert werden, aber seine
Funktion muss noch gekl�rt werden.
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