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Ein fl�chtiges Lacton aus Hymenoscyphus pseudoalbidus, dem Patho-
gen der Europ�ischen Esche, inhibiert die Keimung seines Wirtes**
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Abstract: Der weitgehend unbekannte Sekund�rmetabolismus
des phytopathogenen Pilzes Hymenoscyphus pseudoalbidus
wurde mittels der CLSA-Methode untersucht. Eine Serie
fl�chtiger Lactone wurde per GC/MS identifiziert. Die Lac-
tone wurden synthetisiert und in einem Bioaktivit�tstest ein-
gesetzt, in dem eine der Verbindungen als starker Keimungs-
inhibitor gegen�ber Eschensamen auffiel. Diese Verbindung
verursachte �berdies Nekrosen im pflanzlichen Gewebe.

Die Gemeine oder Europ�ische Esche, Fraxinus excelsior,
ist ein çkologisch und çkonomisch bedeutsamer Baum, der in
fast ganz Europa und Teilen Asiens rund um das Schwarze
Meer beheimatet ist. Die Art ist durch das Eschensterben,
eine Krankheit, die durch den pathogenen Pilz Hymenoscy-
phus pseudoalbidus verursacht wird, stark gef�hrdet. Bei dem
Pilz handelt es sich um eine Spezies, die aus Fernost nach
Europa eindringt.[1] Im Verlauf der letzten zwei Jahrzehnte
hat sich die Krankheit in Europa rasch von Ost nach West
ausgebreitet und im Jahr 2012 die britischen Inseln er-
reicht.[2–11] Vor kurzem wurde das bekannte Phytotoxin Viri-
diol als ein wichtiger Virulenzfaktor von H. pseudoalbidus
vorgeschlagen,[12] da diese Verbindung aber auch von der
avirulenten Geschwisterspezies H. albidus produziert wird
und die Konzentration dieses Metaboliten in verschiedenen
Pilzisolaten nicht mit der Virulenz korreliert, kann Viridiol
nicht der einzige f�r die Pathogenit�t verantwortliche Viru-
lenzfaktor sein.[13] Das Pathogen produziert Exoenzyme, die
das Gewebe der Wirtpflanze abbauen,[13] es sind aber keine
anderen Phytotoxine bekannt. Wir berichten hier, dass das
fl�chtige Lacton 3,4-Dimethylpentan-4-olid von H. pseudo-
albidus als Enantiomerenmischung emittiert wird, die Kei-
mung von F. excelsior stark hemmt und Nekrosen im Pflan-
zengewebe verursacht. Die st�rkste keimhemmende Wirkung
wurde f�r das Racemat beobachtet, wohingegen die reinen
Enantiomere geringere Aktivit�t zeigten. Unsere Ergebnisse

zeigen, dass das Phytotoxin 3,4-Dimethylpentan-4-olid aus H.
pseudoalbidus eine wichtige Rolle als Virulenzfaktor im
Eschensterben spielt. Die Kenntnis dieses Phytotoxins ist
wichtig, da sie die Grundlage f�r zuk�nftige Untersuchungen
legt, um das molekulare Target zu finden und die Pathoge-
nit�t von H. pseudoalbidus sowie Resistenzmechanismen der
Esche gegen das Pathogen zu verstehen.

H. pseudoalbidus (Syn. Chalara fraxinea) ist der Erreger
des Eschensterbens, einer Krankheit, die in den vergangenen
zwei Jahrzehnten zunehmend die gesamte Population der
Gemeinen Esche (F. excelsior) in Europa bedroht hat.[2–4]

J�ngst wurde die Krankheit auch in anderen Spezies wie der
Schmalbl�ttrigen Esche (Fraxinus angustifolia) gefunden.[14]

Nach der Infektion verursacht der Pilz ein Welken der Bl�t-
ter, Absterben der Krone, nekrotische Wundmale in der
Rinde, und eine Verf�rbung des Holzes.[15] Eine kleine, aber
evolution�r wichtige Subpopulation der Esche scheint gegen
den Pilz resistent zu sein, es ist aber unklar, ob diese Subpo-
pulation groß genug ist, um den akuten Kollaps der Eschen-
w�lder zu verhindern und das �berleben der Spezies zu si-
chern.[16] Das Pathogen H. pseudoalbidus und seine avirulente
Geschwisterspezies H. albidus sind morphologisch fast iden-
tisch, sie kçnnen aber auf DNA-Ebene unterschieden
werden. Epidemiologische Studien[17] sowie Untersuchungen
an Proben aus Herbarien legen nahe, dass H. albidus langsam
von H. pseudoalbidus verdr�ngt wird,[18] wobei der evolutio-
n�re Vorteil des Pathogens unklar bleibt. Es ist nur wenig
�ber den Sekund�rmetabolismus von H. pseudoalbidus be-
kannt, dessen Kenntnis aber ein Schl�ssel zum Verst�ndnis
der Pathogenit�t bieten kann. Die bisher charakterisierten
Sekund�rmetabolite, die aus Kulturextrakten von H. pseu-
doalbidus isoliert worden sind, umfassen Viridiol (1, Abbil-
dung 1), Viridin (2) und mehrere dem Viridin verwandte
Furanosteroide.[12, 13, 19] W�hrend Viridiol sich in Blattseg-
menttests als phytotoxisch gegen F. excelsior erwies,[12] zeigten
sp�tere Untersuchungen, dass die Konzentration dieses Me-
taboliten in Kulturextrakten individueller Isolate von H.

Abbildung 1. Strukturen der bekannten Phytotoxine Viridiol (1) und Vi-
ridin (2).
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pseudoalbidus nicht mit dessen variabler Virulenz korre-
liert.[13]

Daher ist die Beteiligung anderer Sekund�rmetabolite
vermutlich wichtiger f�r die Virulenz des Pathogens. Nur die
vollst�ndige chemische Charakterisierung bisher unidentifi-
zierter Sekund�rmetabolite aus H. pseudoalbidus und ihre
Bereitstellung durch Fermentation oder Synthese werden es
ermçglichen, ihre Funktionen in der Interaktion von Pflanze
und Pathogen zu evaluieren. Dies wiederum wird Untersu-
chungen ermçglichen, wie das Pathogen kontrolliert werden
kann.[3, 4] Wir haben j�ngst Arbeiten mit einem komplemen-
t�ren Ansatz begonnen, in denen nicht fl�chtige Sekund�r-
metabolite aus Fl�ssigkuturextrakten und fl�chtige Verbin-
dungen aus Headspace-Extrakten studiert werden. Ein in-
teressantes Ergebnis war die Identifizierung von Hymenose-
tin, einem neuen 3-Decalinoyltetrams�ure-Antibiotikum aus
H. pseudoalbidus,[20] allerdings scheint diese Verbindung
keine Rolle f�r die Pathogenit�t zu spielen. Wir berichten
hier �ber die Identifizierung, Synthese und Bioaktivit�t einer
Serie fl�chtiger Lactone, die von H. pseudoalbidus emittiert
werden und toxisch gegen F. excelsior sind.

Um das Spektrum fl�chtiger Sekund�rmetabolite zu un-
tersuchen, das von H. pseudoalbidus emittiert wird, wurden
Agarplatten-Kulturen von vier St�mmen von H. pseudoalbi-
dus (C494, C498, C505 und C506), die aus infizierten Eschen
in einer Baumschule in Ellerhoop (Deutschland) isoliert
worden sind, mit Hilfe eines Closed-Loop-Stripping-Appa-
rates (CLSA) in Kombination mit Gaschromatographie/
Massenspektrometrie (GC/MS) analysiert.[21, 22] Die Methode
basiert auf einem zirkulierenden Luftstrom in einem ge-
schlossenen System, der �ber eine biologische Probe wie eine
mikrobielle Kultur und anschließend durch einen Aktivkoh-
lefilter geleitet wird, um die von der Probe abgegebenen
fl�chtigen Verbindungen aufzufangen. Nach Elution mit
einem Lçsungsmittel wird ein konzentrierter Duftstoffextrakt
erhalten, der direkt per GC/MS analysiert werden kann. Die
Virulenz aller vier St�mme wurde in Pathogenit�tstests durch
Infektion axenischer S�mlinge von F. excelsior best�tigt (Ta-
belle 1).[13]

Zum Vergleich wurde auch ein Isolat der avirulenten
Spezies H. albidus (CAR1) aus der Camargue in Frankreich
studiert. Repr�sentative Chromatogramme der Headspace-
Extrakte aller f�nf St�mme sind in Abbildung 2 dargestellt.
Die Bouquets werden von f�nf Komponenten dominiert, f�r

die auf Basis der Massenspektren (Abbildung S1 der Hin-
tergrundinformationen) die Strukturen des Methylesters 3
und der Lactone 4–7 vorgeschlagen wurden. Die Strukturen
wurden durch Vergleich mit synthetischen Referenzverbin-
dungen (Hintergrundinformationen) best�tigt.[23–25] Derselbe
Satz an Verbindungen wurde in zwçlf von 16 weiteren Isola-
ten von H. pseudoalbidus identifiziert, w�hrend die Verbin-
dungen von vier Isolaten nicht produziert wurden (Hinter-
grundinformationen).

Mit den synthetischen Verbindungen in der Hand wurde
ein initialer Biotest durchgef�hrt, um die Aktivit�ten gegen F.

Tabelle 1: Pathogenit�tstest mit H. albidus und H. pseudoalbidus.

Isolat Asymptomatisch[a] [%] Symptomatisch[a] [%] Tot[a]

Kontrolle 100 0 0
C494 25.0 62.5 12.5
C498 0 50.0 50.0
C505 37.5 50.0 12.5
C506 12.5 75.0 12.5
CAR1 100 0 0

[a] In jedem Experiment wurden acht individuelle axenische S�mlinge
von F. excelsior mit einem Stamm von H. pseudoalbidus (C494–C506)
oder mit H. albidus (CAR1) infiziert. Im Kontrollexperiment erfolgte keine
Infektion. Die Tabelle listet die gefundenen prozentualen Anteile asym-
ptomatischer, symptomatischer (nekrotische Wundmale) und toter
S�mlinge auf.

Abbildung 2. Identifizierung der Duftstoffe von H. pseudoalbidus und
H. albidus : A) Totalionenstromchromatogramm von CLSA-Headspace-
extrakten von f�nf individuellen Isolaten (H. pseudoalbidus St�mme
C494, C498, C505 und C506 sowie H. albidus CAR1); B) Strukturen der
Duftstoffe.
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excelsior zu evaluieren. Dazu wurden Eschensamen auf
einem Agarmedium platziert, das jeweils 50 mgmL�1 der
Testsubstanzen enthielt, und f�r zwei Wochen inkubiert. Die
Keimung wurde vollst�ndig durch 3,4-Dimethylpentan-4-olid
(4) inhibiert, wohingegen die �brigen Verbindungen keine
oder nur minimale Aktivit�t zeigten (Abbildung 3). Eine
n�here Betrachtung der Eschensamen im Aktivit�tstest mit 4
zeigte, dass dieses Lacton weiterhin Nekrosen in den Samen
verursachte, die nicht im Kontrollexperiment oder in den
Hemmtests mit den �brigen Duftstoffen von H. pseudoalbi-
dus zu beobachten waren (Abbildung 4). F�r eine detaillierte
Untersuchung der Bioaktivit�t von 4 wurde ein synthetischer
Zugang zu beiden Enantiomeren ausgehend von den kom-
merziell erh�ltlichen Roche-Estern (S)- und (R)-8 entwickelt
(Schema 1). Die Roche-Ester wurden durch Grignard-Re-
aktion mit Methylmagnesiumbromid in die Diole 9 �berf�hrt,
gefolgt von einer Umsetzung mit Tosylchlorid in Pyridin zu
den Tosylaten 10.[26] Nucleophile Substitution mit Kalium-
cyanid in heißem Dimethylsulfoxid ergab die Cyanide 11, die
durch Verseifung und Cyclisierung die enantiomerenreinen
Lactone (S)- und (R)-4 (> 99% ee) lieferten. Eine GC-Ana-
lyse des racemischen 4, der reinen Enantiomere und des
CLSA-Headspaceextrakts von H. pseudoalbidus C506 an

chiraler station�rer Phase offenbarte, dass die nat�rliche
Zusammensetzung eine Enantiomerenmischung im Verh�lt-
nis von 1:10 der Lactone (S)-4/(R)-4 ist, �quivalent zu 80 % ee
(Abbildung 5).

Dieselbe Enantiomerenzusammensetzung wurde f�r H.
pseudoalbidus Stamm C494 gefunden. Um die Wirksamkeit
von 4 im Keimungshemmtest weiter zu untersuchen, wurden
die racemische Verbindung und beide reinen Enantiomere in
einer Konzentrationsreihe von 1 mm bis 1 nm gegen Eschen-
samen getestet (Abbildung 6).

Allgemein erwies sich die Keimungshemmung von (rac)-4
als st�rkste, gefolgt von (R)-4, dem Hauptenantiomer des
Naturstoffs, w�hrend das (S)-Enantiomer die geringste Ak-
tivit�t aufwies. Weiterhin wurde eine konzentrationsabh�n-
gige Aktivit�t von 4 beobachtet, die besonders starke Effekte
im Bereich von 1 mm bis 1 mm zeigte. Bei niederigeren Kon-

Abbildung 3. Keimungsassay mit Duftstoffen aus H. pseudoalbidus
gegen Samen von F. excelsior. A) Kontrolle mit Lçsungsmittel ; B) (rac)-
3-Hydroxy-2,3-dimethylbutans�uremethylester (3); C) (rac)-3,4-Dime-
thylpentan-4-olid (4); D) 3,4-Dimethylpent-2-en-4-olid (5); E) (rac)-3-
Methylpentan-5-olid (6); F) (rac)-3-(1-Methylethyl)butan-4-olid (7). Alle
Verbindungen wurden mit einer Konzentration von 50 mg mL�1 getes-
tet.

Abbildung 4. Nekrosen an Eschens�mlingen nach Behandlung mit 4.
A) Lçsungsmittelkontrolle; B) ganzer S�mling; C) Detailansicht von
nekrotischem Gewebe, das im Keimungstest mit dem Lacton 4 entwi-
ckelt wurde.

Schema 1. Synthese beider Enantiomere von 4 ausgehend von den
(S)- und (R)-Roche-Estern: a) MeMgBr, 85%; b) TsCl, Pyridin, 68%;
c) KCN, DMSO, 80 8C, 79%; d) NaOH, H2O/MeOH, dann HCl, 90 %.
Ts = Tosyl, DMSO= Dimethylsulfoxid.

Abbildung 5. Bestimmung der absoluten Konfiguration von 4 per GC
an chiraler station�rer Phase. Analyse von A) (rac)-4, B) einem Head-
spaceextrakt von H. pseudoalbidus C506, C) einer Mischung der nat�rli-
chen Probe und (rac)-4 und D) einer Mischung der nat�rlichen Probe
und (R)-4.

Abbildung 6. Keimungshemmtest mit beiden Enantiomeren und der
racemischen Mischung von 4 gegen Samen von F. excelsior. Das Dia-
gramm zeigt Mittelwerte von drei Wiederholungsmessungen �Stan-
dardabweichung. Sternchen verweisen auf p-Werte: ** p�0.01; *
p�0.05.
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zentrationen zwischen 100 nm und 1 nm inhibierten nur das
Racemat und das reine (R)-4 die Keimung, w�hrend das (S)-
Enantiomer inaktiv war. Zum Vergleich wurde die kei-
mungshemmende Wirkung von 4 auch gegen Ocimum basi-
licum, einem Vertreter derselben Pflanzenordnung wie F.
excelsior (Lamiales), getestet. Es zeigten sich keine negativen
Auswirkungen auf die Keimentwicklung, was die Interaktion
von 4 mit einem spezifischen Target, das auf F. excelsior be-
schr�nkt ist, untermauert.

Die keimungshemmende Wirkung von 4 steht im Ge-
gensatz zur gut untersuchten keimungsfçrdernden Wirkung
der Karrikine, einer Klasse von Butenoliden, die im Rauch
verbrennenden Pflanzenmaterials zu finden sind.[27,28]

Obwohl das molekulare Target von 4 unbekannt ist, hat dieses
Lacton wahrscheinlich maßgeblichen Anteil an der Patho-
genit�t von H. pseudoalbidus gegen die Esche. Allerdings sind
vermutlich noch weitere Pathogenit�tsfaktoren relevant, da 4
in einigen der pathogenen Isolate von H. pseudoalbidus nicht
detektiert werden konnte.

Der Umstand, dass 4 ebenfalls von einem nicht-pathoge-
nen H. albidus Kontrollstamm produziert wird, scheint zu-
n�chst gegen dessen Rolle als Virulenzfaktor zu sprechen,
allerdings wurde die Bioaktivit�t in Bezug auf die Kei-
mungshemmung und Nekrosenbildung in Pflanzengewebe
eindeutig nachgewiesen. Eine Erkl�rung f�r diese Beobach-
tungen kçnnte eine unterschiedliche Regulation der Pro-
duktion von 4 in infizierten Pflanzen sein, die mçglicherweise
durch einen Sekund�rmetaboliten oder einen �hnlichen
Faktor von F. excelsior beeinflusst wird. Dies w�rde bedeuten,
dass das biosynthetische Potential des Virulenzfaktors 4
sowohl in H. albidus als auch in H. pseudoalbidus angelegt
w�re, der Biosyntheseweg aber lediglich in dem invasiven
Pathogen, und zugleich nicht notwendigerweise in allen vi-
rulenten St�mmen von H. pseudoalbidus in Laborkultur aktiv
w�re. Der Einfluss eines Pflanzenfaktors auf die Pathogenit�t
des Pilzes w�rde außerdem erkl�ren, warum H. pseudoalbi-
dus nicht pathogen gegen�ber der Japanischen Esche
(Fraxinus mandshurica) ist und warum Individuen von F. ex-
celsior vergleichsweise resistent sind.

Die Interaktion von 4 mit spezifischen Targets in endo-
phytischen Mikroorganismen der Gemeinen Esche ist ebenso
denkbar, in Analogie zu der k�rzlich berichteten Interaktion
der Karrikine mit bakteriellen Quorum-Sensing-Systemen.[29]

Durch einen solchen Mechanismus kçnnten Endophyten als
Mediatoren zwischen der Pflanze und ihrem Pathogen fun-
gieren. In der Zusammenfassung sind unsere Erkenntnisse
relevant, da sie die Grundlage f�r Untersuchungen zum
Wirkmechanismus des Virulenzfaktors aus H. pseudoalbidus
und f�r das Auffinden des molekularen Targets legen. Wei-
terhin ist es nun mçglich, in zuk�nftigen Studien die Resis-
tenzmechanismen in F. mandshurica und Individuen von F.
excelsior zu adressieren. Die Identifizierung von 3,4-Dime-
thylpentan-4-olid als Virulenzfaktor von H. pseudoalbidus
wird hoffentlich den Weg f�r die Kontrolle eines Pathogens,

das zur Zeit die gesamte Population von Fraxinus excelsior in
Europa bedroht, freimachen.
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