Signaltubertragung bel der
Salzstressantwort

Salzstressantwort — Einfuhrung, Problem, Physiologie
Salzstressantwort — Regulation in Hefen
Salzstressantwort — Unsere Arbeiten zu Cyanobakterien
Salzstressantwort — Anpassungen von Pflanzen
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Initial motivation —what happens if cyanobacteria drift
from freshwater into the Baltic Sea?

T T =
0 150 Kilometers IS B | Ko/ Kandalaksha
N A ) <1
° el Bodg £ S N st 2 ==
ol ol \ {

Scale 1:10,000,000 4
Lambert Conformal Canic Projection, s
standard parallels 55'N and 65'N

~ fRovaniem. §

Norwegian

Gulf

Bothnia

\J L, ALAND 1.
N

Gulf of = St Pekarsburg
Finland

s

. gﬂﬁ

Latitude (*)

5800 59°00 6000 600 6200 6300 6400 6500

. Kaliningrad_R U
Gdarfsk. L

5700
\

9% ¥ Longitude (*) P

Salzstress Universitéit Rostock

e : N
0 A )
fiow [P . 2008 \
8 : N
o ’f A i pgie
F ¢ f 8] /
0 ) CZECH, /REP. b NP e Sor e Taedr Ty ol Y

\ (i I \ Png". /U", 16°00° 1800 00 2w w0 26°00° 2800 30°00°



Trockenheit und Bodenversalzung sind ein globales Problem
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1/3 der bewésserten Anbauflachen zeigen erh6hte

Salzbelastung (historisch Agypten, Maya)

- es geht mehr Ackerland durch Versalzung verloren als
neu dazu gewonnen wird

ein grofRer Teil der Nutzpflanzen ist salzsensitiv

Salz — eines der wichtigsten Handelsgiter bis heute

Pflanzenphysiologie b
PUR |

Universitidt Rostock %



Salzstress — lonenstress und Wasserstress (Trocken- und
Kaltestress)
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“Compatible Solutes” - Osmoprotektive Substanzen
Grundlage hoher Salztoleranz in Pro- und Eukaryoten
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Glycerolanreicherung in Hefe und Dunaliella
Synthese ist nicht alles!
Glycerol wird aktiv im Cytoplasma durch Transporter zurtiickgehalten
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Wie wird Salzstress primar erkannt ?

Meist werden Membranprozesse
verantwortlich gemacht

A: Membranspannung beim Schwellen
und Schrumpfen

B: Interaktion mit lonen oder anderen
niedermolekularen Stoffen, macht
auch losliche Sensoren moglich

C: Mechanische Effekte, Turgordruck
verandert Kontakt Membran und
Zellwand

s

| C. Mechanical Effects w2 8
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Signalleitung nach Salzstress in Hefen

o

Hefe (S. cerevisiae) akkumuliert Glycerol unter Salzstress

Glycerolsynthese und andere Salzstressantworten (ca. 100 Gene
betroffen) werden durch den HOG-Signalweg aktiviert

Typischer MAP-Kinase Signalweg

Zwei vermutliche Salzsensoren identifiziert

Sholp — Membranprotein, das einen Sensorkomplex aufbaut

Sinlp — Membranprotein, das als Histidinkinase MAPK aktiviert

. E. coli Histidinkinase EnvZ ist strukturell und funktionell sehr @hnlich!
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HOG (high osmolarity activated glycerol synthesis)-

Sighalweg

1. Zwei Sensorsysteme stimulieren den HOG-Weg
2. Wachstums- (Shol) und Osmoreiz (SInl — negativer Regulator)
3. SInl phosphoryliert Ypd1 (his)
4. Ypdl tbertragt Phosphat auf Ssk1 (Asp), dessen Dephosphorylierung stimuliert SskK2 und 22,
MAPKKKSs mit Response-Regulator-Doméane
5. Wege treffen sich bei Pbs2 (MAPKK) und stimulieren Hogl (MAPK)
6. Mehrere Phosphatasen hemmen
7. Hogl wird in den Kern importiert
8. TF aktiviert
A Sensors |MAPKKK MAPKK | MAPK Transcription
Osmotic ¢ gy ATPI ADP 2ATP] 2A] P?AT\P:<AD f
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HOG (high osmolarity activated glycerol synthesis)-

SInl — negativer Regulator, der
spezifisch auf Salz- und Osmostress
reagiert

SInl phosphoryliert Ypd1l (his),

im Salz inaktiv oder vermindert,
MAPK-Weg ist dann aktiv

Hogl wird in den Kern importiert
TF aktiviert
Glycerolsynthese u.a. aktiviert

Salzstress

Signalweg
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HOG-Signalweg ist ohne Salz oder in salzadaptierten Zellen

Inaktiv - Ruckkopplung

. HOG-stimulierte Gene
kodieren Glycerolsynthese-
enzyme, Turgor regeneriert

. SInl — negativer Regulator
ISt aktiv

. SIn1 phosphoryliert Ypd1l
(His)
. Ypd1 Ubertragt Phosphat auf

Sskl (Asp) hemmt weiteren
Weg

. Auch Phosphatasen verstarkt
exprimiert

. Dephosphorylieren Hog1 u.a.

Cell swelling, furgor

Salzstress
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Genetic analysis in action: the HOG
pathway

The analysis of the osmosensing HOG pathway, on
which we work, is a good example how different
genetic tools work in action

PBS2 and HOG1 were first identified in a genetic
screen for salt sensitive mutants

Deletion of SLN1 is lethal because this sensor-
histidine kinase is a negative regulator of the
pathway and overactivation is deleterious
Downstream kinases were identified as recessive
suppressor mutations

Protein phosphatases were found as multi-copy
suppressors

Targets are defined because their deletion allows, to
different extent, survival of a sinT mutant (or
commonly used an ssk24N, which has a similar
lethal effect)

g Parts of the SHO1-branch were found as synthetic

g osmosensitive mutants in combination with an ssk2

a ssk22 mutant, which is not osmosensitive

: The link between Rck2p and Hog1p and between

% Hog1p and Hot1p was found in two-hybrid screens

4

' B/
Pflanzenphysiologie ;
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HOG-Weg ist einer von funf MAPK-Wegen in Hefe
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HOG (high osmolarity activated glycerol synthesis)-
Sighalweg — Kinetische Modelle existieren
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Zusammenfassung — Salzstress in Hefe

Conirol systemn | Biophysical system
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1. Salzstressantwort umfasst lonen- und Osmoregulation
2. HOG-Signalweg in Hefen am besten bekannt

3. Zwei Membranproteine sind an der Aktivierung des HOG-Signalweges
beteiligt, typischer MAPK-Weg mit Histidinkinase Sinl als Sensor

4. Das priméare Signal zur Aktivierung des Rezeptors ist unbekannt
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Preferred compatible solute and salt tolerance
correlate among cyanobacteria.

1. Fresh water strains: tolerance limit 0.6 M NacCl Synechococcus sp. PCC 7942

HO 0 . H;m\
Sucrose HO Trehalose OH 4
OH HO\(PH20H

CH,OH

CH,OH HO 0

HOCH; HO OH

OH

2. Moderate halotolerant (marine) strains: tolerance limit 1.7 M NaCl Synechococcus sp. PCC 7002
CH,OH CH,O0H
HO 2 HO 0
Glucosylglycerol (GG) no Glucosylglycerate (GGA) wo
OH }  CH,OH OH Y CHyOH
CHOH \H‘-coo-
3. Halophilic strains: tolerance limit 3.0 M NaCl Synechococcus sp. PCC 7418
CH . CH
Glycine betaine 3\1N\/ ~Coo
CH3CH ;

—>

These compounds are osmotically active, are compatible with metabolism, and
can directly protect proteins and membranes.



Some genomes
display deviations
from the expected

pattern!

16s rDNA-based clustering

of selected cyanobacteria (26)
with known genome information
iIncluding original habitats and
possible compatible

solute synthesis.

(Hagemann 2011, Molecular biology of
cyanobacterial salt acclimation. FEMS
Microbiol. Rev. 35: 87-123)
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Dienen Histidinkinasen auch in anderen Organismen als
Salzsensor ? z.B. Cyanobacterium Synechocystis 6803
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DNA-Microarray-Analyse von Salzinduzierten Genen

‘ Expression nur unter Kontrollbedingungen

(TaKaRa) ‘ Expression nur unter Stressbedingungen

O Gleiche Expression unter Kontroll- und Stressbedingungen
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Salzregulierten Genexpression in Histidinkinase-Mutanten
von Synechocystis: DNA-Microarray-Analyse
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Salt-stress induces multiple regulatory pathways
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Bedarf es Uberhaupt eines Sensorsystems fur Salz in
Einzellern — direkte Regulation durch lonen ausreichend?

GGPS in crude extracts is inactive and
becomes active after addition of NaCl.
Pure recombinant GGPS is active at low
and high NaCl amounts (circles).
Addition of DNA to pure GGPS restores
the NaCl dependence of its activity!
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Zellulare Kompartimentierung von lonen und Osmolyten

‘ °  Cell wall
. . . .. . 9
=== active ion transport © inorganic ions © organic osmolytes W
Pflanzenphysiologie
PUR
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Salz- und Trockenstress bei Pflanzen — Differenzierter
Kormus bedarf Kommunikation zwischen den Organen

1. Anpassungen an
verschiedene Standorte
Halo- und Glykophyten

2. Uberlappungen in der
Stressantwort auf Salz &
Trockenheit, da in beiden
Fallen das Wasserpotential
Im Boden sinkt

3. Spezifische Antworten auf
Salz beinhalten u.a.
lonentransporte

Salztress und ABA

Wasserpotentiale

3

Seite 25
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Die Vermittlung von Wasserstress im Boden erfolgt v.a.

durch Abscisinsaure (Aba)

Signalleitung bei WasserstreR in Pflanzen

Akuter StreR: Stomataschiu

hysiologie

T3

Salztress und ABA
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Generelle Sicht auf pflanzlichen Osmostress in Einzelzellen

1. Sensor ist unbekannt, AtHK1 ist A
Sinlp ahnlich (Struktur & Funkt.) Osmoticsirey Lo
2. Ca?"und IP3 Signale

3. MAPK-Kaskade beteiligt (viele
pflanzliche Kinasen identifiziert, e, .
die osmotisch reguliert sind) e

4. Transkriptionsfaktoren werden
regu“ert —O—-| Delayed response genes I.

5. Spezifische Promotorelemente K >
gebunden

transcription factors

%_‘ Early response genes i

/

Pflanzenphysiologie 7
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Transkriptionsfaktoren und cis-Elemente in der Salz- und
Trockenstressantwort bei Pflanzen — zentrale Rolle von Aba

Salztress und ABA

Seite 28

TABLE 1 cis-acting promoter clements on delayed-stress response genes and transcription factors (encoded by early-response genes) that bind to

them

cis Transcription Transcription Transcription factor

element Gene factor name factor type expression is induced by References

DRE TACCGACAT rd29A DREB2A AP2 Dehydration, ABA Arabidopsis  (56,71)

DRE rd2%9A DREB2B AP2 Dehydration, salt Arabidopsis  (56,71)

DRE rd29A CBF1/DREBIB AP2 Cold Arabidopsis (19,96, 97)

DRE 1d2%A CBF2/DREBIC AP2 Cold Arabidopsis (19, 96,97)

DRE rd29A CBF3/DREBIA AP2 Cold Arabidopsis  (19,96,97)

ABRE CACGTGGC Em EmBP1 bZIP Wheat (20)

ABRE CCACGTGG TAF-1 bzip Tobacco )

ABRE OSBZ3 bZIP ABA Rice 70)

ABRE osZIP-1a bZIP Rice (72)

ABRE (T/G/C)ACGT(G/TYGC  Osem TRABI bZIP ABA Rice @27

ABRE ' rd29B AREBI bZIP Dechydration, salt Arabidopsis (9, 17,102)
GNGGTG/GTGGNG MsPRP2  Alfinl zink-finger ~ Alfalfa 4)

MYCRS CANNTG rd22 RD22BPI myc Dehydration, ABA Arabidopsis (1)

MYBRS NyAACPyPu rd22 AyMyb2 myb Dehydration, ABA Arabidopsis  (104)

Pflanzenphysiologie
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Transgene Pflanzen mit mikrobiellen Genen zur Osmolytsynthese
zeigen z.T. eine erhdohte Salz- bzw. Trockentoleranz

osmolyte |gene/protein source  |plant observed effects references
Mannitol mtlD E. coli N. tabacum |synthesis of mannitol-1-phosphate; dephosphorylation by a plant non-specific | Tarczynski et al.
Man-1-P-DH | [ ... _...__| phosphatase, increased salt tolerance__ ________________________________.| 1992,1993 .
Arabidopsis | 4fold increase in salt tolerance (bis 300mM), Thomas et al.
thaliana 1995
N. tabacum |increased stress tolerance after transport in chloroplasts Shen et al. 1997
Glycine codA Arthrobact. | Synecho- | constitutive expression led to betaine-accumulation (60-80 mM); erhéhte Deshnium et al.
betaine | Cholineoxidase | 919PTOMS | coccys __|increased tolerance against salt, cold and light stress | 19951997
betB E. coli N. tabacum | + transit sequenz for chloroplast import; in both cases betaine synthesis Holmstrém et al.
Betaine observed after supply of betaine aldehyde 1994
aldehyde-DH
Trehalose |otsA (+ otsB) E. coli N. tabacum | slight trehalose accumulation in tabacco, none in potata, only after inhibition of | Goddijn et al.
Tre-P-synth. Solanum trehalase visible, constitutive expression led to morphological changes 1997
(Tre-P-Pho.). ___| ________[ tuberosum |
tpsl S. N. tabacum |accumulation of small amounts of trehalose (5mM); increased desiccation Holmstrém et al.
Tre-P-synth. cerevisiae tolerance, in chloroplasts effective against light stress 1996
Proline p5cs E. coli N. tabacum | 20fold over-accumulation of proline = slight increased tolerance against salt | Kishor et al.
Al-pyrrolin-5- and desiccation 1995
carboxylate-S.
Fructane [sacB Bacillus | N. tabacum |one step synthesis 2 accumulation of fructans increased growth under Pilon-Smits et
Levan-sucrase |subtilis drought conditions al. 1995
D-Pinitol Imtl Mesem. N. tabacum |instead of pinitol the accumulation of ononitol was observed, since tabacco Vernon et al.
Inositol-O-me- | crystallinu has no corresponding epimerase 1993
thyl transferase |™
Inositol TUR1 Spirodela | A, thaliana |4fold increase in inositol. no phenotypical changes, no effect on salt tolerance |Smart and
Inositol-3-phos- | Polrhiza Flores 1997
phate-synthase
Prlanzenphysiologie
PUR |
Salzstress Universitit Rostock &
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Erzeugung salztoleranter Pflanzen durch Transfer von
bakteriellen Salzresistenzgenen

GG-Synthese in Phylogenetischer Vergleich von Proteinen mit
heterotrophen Bakterien wahrscheinlicher GG-Phosphat-Synthase Aktivitat
CH,OH
HO—CH GLGA Ecoli J02616 Glycogen-Synthase

—:ggpPS Stenotrophomonas rhizophila
CH,OP ggpPS Xanthomonas campestris

ggpPS Marinobacter sp. ELB17
Glycerol-3-Phosphat 99pPS Azoarcus sp. EDN1 P
agpPS Azotobacter vinelandii AvOP
ggpPS Pseudomonas anguilliseptica OA146
H,0H ggpPS Pseudomonas mendocina ymp

° Gl u008y|g|ycer0|- ggpS Dinoroseobacter shibae DFL12
0&/ ggpS Roseovarius sp. HTCC2601
T OSHOE P h 0s p h at- ggpS Rhodobacterales bacterium HTCC2654
H :
) ggpS Sagittula stellata E-37
NDP-Glucose Phos P hatase/ ggpS Thiobacillus denitrificans ATCC25259
ggpS Parvularcula bermudensis HTCC2503
/ \ Synthase [ 99vS Synechooystis sp. PCC6803
NDP P | = ggp$S Synechococcus sp. PCC7002
v

ggpS Cyanothece sp. CCY0110
—_ ggpS Acaryochloris marina MBC110171
ggpS Synechococcus sp. WH5701
TEOH ggpS Synechococcus sp. WH8102
- o] _Eggps Synechococcus sp.CC9605
A CH.OH ggpS Synechococcus sp. CC9902
r OH \ | z ggpS Synechococcus sp. CC9311
OH O0—CH E ggpS Synechococcus sp. RS9917
OH | ggpS Synechococcus sp. RS9916
CH,OH
Glucosylglycerol

1. abweichende Struktur zu cyanobakteriellem
NE.{:|..'::C Typ
" " GgpP : Fusionsproteine mit beiden Aktivitaten

—  Madglichkeit zur effektiveren Synthese
'Phosphatase GgpS- T

N part | part |
N: i ic P Hagemann et al. (2008) J. Bacteriol. p U R

Salzstress Universitgifiasigck
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Klonierung des ggpPS Gens in einen Pflanzenvektor

2 |2 q T RN T
o ::'_\: >"‘5.: 2| R L &'\g-l
BL Pass Cre dp355 ggpPS tss BR
1 2 1 2 2 2 3 M
w1016
2 —— 592

- 501
— 331
S—— D42

WT AtAF-19 AtAF-30 AtAF-4

R

% MS + Km [50 pg/ml]

1. Agrobakterium-vermittelter Gentransfer (zufallige Insertion einer T-DNA)

Pflanzenphysiolq

bgie

2. Selektion von tber 30 Linien
3. Beschrankung auf 3 Linien mit stabiler T-DNA-Insertion flr physiologische
Untersuchungen
Salzstress
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Expression des ggpPS Gens und GG in Arabidopsis

GG-Mengen und Expression von ggpPS in Blattern Ausschnitt aus GC-Chromatogrammen
20 ] 9gpPS —
184 W WT mRNA e a— GG WT
0 AtAF-19 — AtAF-4
16 B AtAF-30 rlli?\ISA |~ - - -l .
S 147 mAAF4 -
L [ ]
= 12 600 | E
g 10 5 g
(% 87 % 400 | ? | Glucose
© 6 - 3 % 1 L Sucrose
o E
4 .% 200 | = _,‘_L A A l l
2 ©
. ’ 0 \ﬁﬂ I_Cb‘ N M | 7 8 9 10 11 12 13 14
N J ¢
?5?? ?1‘?? V\F Retentiontime
1. Expression des ggpPS-Gens fuhrt zur Akkumulation beachtlicher
GG-Mengen (Trockenmasseanteil von ca. 7 %)
2. Linien unterscheiden sich hinsichtlich des GG-Gehaltes
WT (0) < AtAF-19 (1-2) < AtAF-30 (2-8) < AtAF-4 (17-30)
Pflanzenphysiologie ;
PUR

Salzstress Universitéit Rostock



Expression des ggpPS Gens erhoht die Salztolerant von

Arabidopsis
Relatives Wurzelwachstum
im Vergleich zum WT
0 mM (0 %) 100 mM (0,6 %)
b5 200 0 mM 100 mM O AtAF-19
‘ O AtAF-30
g 150 - B AtAF-4
s
o
8 100 ~TA!—
£ 50
Durch Salzstress wird das Wurzelwachstum
stark reduziert (Wang et al., 2009)! 0

0% 0,6 %
NacCl

1. geringere GG-Mengen (1-2 umol/g FM, Linie 19) reduzieren diesen negativen
Effekt

—  Unter Salzstress verstarktes Wurzelwachstum im Vergleich zum WT

.
\\:/

1. moderate Mengen (2-8 umol/g FM, Linie 30) zeigen keinen Effekt
2. hohere Mengen (17-30 umol/g FM, Linie 4) zeigen negativen Effekt 1
: Pfl hysiologi
(sowohl unter Kontroll- als auch Salzbedingungen) a’;’%"_sé"j"e '

Klahn et al. (2009) J. Exp. Bot.
Salzstress ( ) .
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