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Eschentriebsterben eindammen
durch Mikrobiom-Optimierung?

GITTA J. LANGER!, EWALD LANGER?, ANDREAS ULRICH3, BARBARA SCHULZ?*,
MICHAEL STEINERT*

U ABTEILUNG WALDSCHUTZ, NORDWESTDEUTSCHE FORSTLICHE VERSUCHSANSTALT,
GOTTINGEN

2FACHGEBIET OKOLOGIE, FB 10/INSTITUT FUR BIOLOGIE, UNIVERSITAT KASSEL

3 MIKROBIELLE BIOGEOCHEMIE, LEIBNIZ-ZENTRUM FUR AGRARLANDSCHAFTSFOR-
SCHUNG (ZALF) E. V., MUNCHEBERG

4 INFEKTIONSBIOLOGIE, INSTITUT FUR MIKROBIOLOGIE, TU BRAUNSCHWEIG

‘FraxForFuture’ was an interdisciplinary project to study the devastat-
ing effects of ash dieback on the host, to characterize the associated
ash microbiome, and to develop non-chemical and biological control
strategies to combat the pathogen, Hymenoscyphus fraxineus. Bacte-
ria and fungi as well as fungal secondary metabolites were identified,
which have an antagonistic effect against the ash dieback pathogen or
can be used for microbiome optimisation. Results, conclusions, and an
outlook are presented.
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B Das Eschentriebsterben (Abb. 1) bedroht
die heimische Baumart Gemeine Esche
(Fraxinus excelsior). Verursacher ist der aus
Asien stammende invasive Schlauchpilz
Hymenoscyphus fraxineus (Falsches WeiBes
Stangelbecherchen, Abb. 2). Der Befall
mit H. fraxineus fihrt im Gegensatz zur
urspriinglichen Wirtsart, der Mandschuri-
schen Esche (F. mandshurica), zu Triebster-

ben (Abb. 2), Stamm- und Wurzelnekrosen
(Abb. 2) und ist hauptverantwortlich fiir
das Absterben und den drastischen Riick-
gang der Eschen in europdischen Wald-
bestdnden. Seit den ersten Beobachtun-
gen der Krankheit in Deutschland 2002
hat sich der Erreger rasant ausgebreitet
und droht das einheimische, streng an die
Esche gebundene, nicht pathogene WeiBle

<« Abb. 1: Eschen-
triebsterben an
Gemeiner Esche.
Links: Esche im fort-
geschrittenen Erkran-
kungsstadium
(Schadstufe 4 von
finf Schadschufen;

0 = gesund und

5 = tot) mit einer
Sekundéarkronenbil-
dung. Rechts: Esche
mit mittlerer Schad-
stufe (3) mit einer
Priméarkrone (Foto: G.
Langer).

Stangelbecherchen (H. albidus) zu ver-
drangen.

Im durch den Waldklimafonds geférderten
FNR-Demonstrationsprojekt ,, FraxForFuture*
erforschten wir das Eschentriebsterben und
den Erhalt der Baumart Gemeine Esche
deutschlandweit interdisziplinar in verschie-
denen Verbundvorhaben. Der Verbund Frax-
Path widmete sich dem Mikrobiom der
betroffenen Eschen. Daneben sollten
Losungsansatze zu einer nicht chemischen
Bekdampfung bzw. biologischen Kontrolle des
primaren Schaderregers entwickelt werden,
z. B. die RNA-Interferenz(RNAi)-vermittelte
Bekampfung von H. fraxineus, der Einsatz
von hypovirulenten Pathogenstammen mit-
hilfe natiirlich vorkommender Viren [1], der
Einsatz von pilzlichen Antagonisten mit
hemmenden Sekundarmetaboliten gegen den
Schaderreger [2, 3] und die Optimierung der
Mikrobiota vitaler Eschen zur Erhhung der
Widerstandsfahigkeit gegeniiber H. fraxineus
[4]. Wir prdsentieren hier die Ergebnisse
zum Mykobiom der EschenstammfiiBe, der
Feinwurzel, zum Mikrobiom der Krone sowie
zu potenziellen pilzlichen Antagonisten und
deren Sekunddrmetaboliten.

Mykobiom der EschenstammfiiBe

Da StammfuBnekrosen, meist primar verur-
sacht durch H. fraxineus, als Hauptmortali-
tatsfaktoren des Eschentriebsterben gelten,
isolierten und identifizierten wir die assozi-
ierten Pilze. Insgesamt wiesen wir weit tiber
250 verschiedene Pilzarten an Eschen unter-
schiedlicher Standorte nach. Die festgestell-
ten Pilzgemeinschaften unterscheiden sich
deutlich an den Standorten; es gibt nur weni-
ge Arten, die eine hohe Frequenz (Anteil
einer Art an den Gesamtisolaten) haben und
an den meisten Standorten auftreten. Am
haufigsten kommt Diplodia fraxini vor,
gefolgt von H. fraxineus und Armillaria spp.
Hymenoscyphus albidus, das nur Eschenblét-
ter infizieren kann, ist nicht am Schadpro-
zess der StammfuBnekrosen beteiligt. Dage-
gen konnten wir zahlreiche Arten erstmals
an Gemeiner Esche beschreiben, z. B. Crypto-
stroma corticale (Erreger der RuBrinden-
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krankheit des Ahorns) oder Diplodia sapinea
(Erreger des Diplodia-Triebsterbens von
Koniferen). Zudem beschrieben wir die
eschenassoziierte Mikropilzart Vexillomyces
fraxinicola erstmals [5, 6].

Mykobiom der Eschenfeinwurzeln

Eine Untersuchung der Feinwurzeln befalle-
ner Eschen aus sechs Bundesldndern ergab
eine sehr hohe Biodiversitit an Pilzarten. Wir
nutzten die Next-Generation-Sequenzie-
rungsplattform Oxford Nanopore MinION zur
Sequenzierung der gesamten ITS-Region der
Proben. Nach einer bioinformatischen Filte-
rung verkniipften wir 1.124 OTUs (operatio-
nal taxonomic unit) mit einer taxonomischen
Zuordnung (Art, Gattung etc.). Die hdufigsten
Phyla in allen Proben waren Basidiomycota
(342) und Ascomycota (511). Der Artenreich-
tum in sterilisierten Wurzeln unterschied
sich signifikant von unsterilen Wurzeln und
wurzelanhaftendem Boden. Uberraschender-
weise kamen in sterilisierten Wurzeln die
Gattungen Delicatula, Mycena und Mycenella
am haufigsten vor [7]. Letztere sind Hutpilze
mit saprober Lebensweise, fiir die es erste
Hinweise gibt, dass sie Mykorrhiza-dhnliche
Eigenschaften aufweisen [8] und so zur Mik-
robiomoptimierung der Esche eingesetzt
werden konnten. Von den fir die Esche
bekannten vesikuldr-arbuskuldre Mykor-
rhizapilzen (Glomeromycota) wurden elf ver-
schiedene Gattungen in unterschiedlicher
Haufigkeit nachgewiesen.

Mikrobiom der Eschenkrone

Das Mikrobiom von Eschenbldttern toleran-
ter und anfélliger Genotypen unterscheidet
sich, und bestimmte Mikroben kommen
bevorzugt auf toleranten Eschen vor [9, 10].
Bei der Inokulation mit potenziell antagonis-
tischen Bakterien hemmen unter Gewéchs-
haus- und Baumschulbedingungen einige
Isolate den Erreger des Eschentriebsterbens.
Fiir zwei dieser Isolate mit hemmender Wir-
kung (Luteimonas fraxinea, Aureimonas alta-
mirensis) wiesen wir eine Verdnderung des
Mikrobioms noch 15 Monate nach Inokulati-
on nach [11]. Zu diesem Zeitpunkt waren
beide Bakterienstimme nicht mehr an/in der
Pflanze detektierbar. Wiederholungen des
Versuchs zeigten eine starke Wetterabhan-
gigkeit beziiglich des Inokulationserfolgs,
der Infektion mit dem pathogenen Pilz und
des Gesundheitszustands der Sdmlinge. In
einem stark erkrankten Eschenbestand
konnten sich ein kiinstlich eingebrachter A.
altamirensis- und ein Schauerella fraxinea-
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Stamm auf den gepflanzten jungen Eschen
etablieren und dort persistieren. Es bleibt
jedoch zu kldren, inwieweit eine Persistenz
der Inokulationsstamme und/oder dauerhaf-
te Anderung des Mikrobioms verbunden mit
einer signifikanten Eindammung des Eschen-
triebsterbens an unterschiedlichen Standor-

ten erreicht werden kann.

Endophyten als potenzielle
Antagonisten

Endophytische Pilze konnen durch das Aus-
scheiden von Sekunddrmetaboliten Antago-
nisten von H. fraxineus sein und besitzen
daher ein hohes Potenzial als biologisches
Bekdmpfungsmittel gegen das Eschentrieb-
sterben. Im Rahmen von FraxPath isolierten
wir mehrere Hundert endophytische Pilze,
wovon liber 150 antagonistisch gegen H. fra-
xineus wirkten. Neben Erreger-Antagonisten-
Dualkulturen und Therapieversuchen in
axenisch kultivierten Eschensdmlingen fiihr-
ten wir auch erfolgreiche in planta-Experi-
mente in Eschen mit antagonistischen Endo-
phyten durch. Pilzliche Mykotoxin-Produzen-
ten wurden von der weiteren Entwicklung
zum biologischen Pflanzenschutzmittel aus-
geschlossen. Die Resistenzstimulation der
Eschen mit attenuierten H. fraxineus-Isolaten
(Priming) [12] wie auch Hypovirulenz-Viren
erwiesen sich als potenziell wirkungsvolle
SchutzmaBnahmen. Hypovirulente Viren

<« Abb. 2: Erreger
und Symptome des
Eschentriebsterben.
Links: Fruchtkdrper
von Hymenoscyphus
fraxineus auf einer
sklerotisierten
Eschenblattspindel.
Mitte: Triebsterben.
Rechts: StammfuBne-
krose (Fotos: NW-FVA
Abt. Waldschutz).

reduzieren die Virulenz des Erregers und
konnen so die Symptomatik des Eschentrieb-
sterbens verringern.

Sekundadrmetabolite pilzlicher
Antagonisten

Die Schutzwirkung und Therapieerfolge der
pilzlichen Endophyten beruhen in erster
Linie auf sekunddren Metaboliten, die H. fra-
xineus hemmen oder das Immunsystem der
Eschen stimulieren. Daher kldarten wir die
chemischen Strukturen von antifungischen
Metaboliten, die H. fraxineus in Dualkultur
mit Endophyten hemmen, auf. Hierfiir
gewannen wir aus entsprechenden Pilzisola-
ten Kulturextrakte, isolierten sie mittels
chromatographischer Verfahren Reinsub-
stanzen bioaktivitiatsgeleitet und klarten die
chemischen Strukturen der Metaboliten mit-
hilfe der Kernresonanzspektroskopie und
Massenspektrometrie auf. So charakterisier-
ten wir Metaboliten aus den schiitzend wir-
kenden Endophyten Pezicula ericae [2] und
Penicillium manginii [3]. Weitere vielverspre-
chende Endophyten sind u. a. Hypoxylon rubi-
ginosum, H. petriniae und Pezicula livida.

Mikrobiom optimieren

Die erzielten Ergebnisse zum Mikrobiom der
Gemeinen Esche liefern neben ihrem Poten-
zial zur Entwicklung nicht-chemischer
Bekdmpfungsstrategien einen groBen Beitrag
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zur Kenntnis der Biodiversitat der mit Esche
assoziierten Mikroorganismen. Als ein Weg
der naturbasierten Kontrolle des Eschen-
triebsterbens sollte die Mikrobiom-Optimie-
rung mittels der Inokulation mit Bakterien
und/oder Pilzen weiterverfolgt werden. Der
Vergleich verschiedener Inokulationsmetho-
den soll einer Optimierung der Wirkung,
Persistenz, Dissemination und Resistenz der
protektiven epi- und endophytischen Stam-
me dienen. Da die protektiven Wirkungen
der mikrobiellen Metabolite auf unterschied-
lichen Mechanismen beruhen konnen, testen
wir, ob sich durch Kombination verschiede-
ner Inokulationsstamme synergetische
Effekte erzielen lassen. Dariiber hinaus wer-
den weitere Mechanismen der Mikrobiom-
Optimierung in die Untersuchung einbezo-
gen, wie die Kolonisierungsresistenz oder die
Induktion einer systemischen Resistenz in
der Esche.
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