Johannes Gutenberg-Universitat Mainz
Mikrobiologie und Weinforschung am Institut fur Molekulare Physiologie, Mainz

Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoff-Forschung, Kaiserslautern

Molekulare Mechanismen der Osmoregulation in
Magnaporthe oryzae und deren Modulation

durch das Fungizid Fludioxonil

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades

,Doktor der Naturwissenschaften®

Am Fachbereich Biologie

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

eingereicht von
Stefan Bohnert
geb. am 06.04.1989 in Kaiserslautern

Mainz, Februar 2019



Molekulare Mechanismen der Osmoregulation in
Magnaporthe oryzae und deren Modulation
durch das Fungizid Fludioxonil

Tag der Promotionspriifung: 01.04.2019

Mainz



Hiermit versichere ich, die vorliegende Dissertation selbststéandig angefertigt zu haben und
keine weiteren als die angegebenen Hilfsmittel genutzt zu haben. Diese Dissertation wurde
in der jetzigen oder einer &hnlichen Form noch bei keiner anderen Hochschule eingereicht

und hat noch keinen sonstigen Prifungszwecken gedient.

Mainz, Februar 2019

Stefan Bohnert



Inhaltsverzeichnis

INNAISVEIZEICHNIS ...ttt e e e e st e e e e e st e e e e e st b e e e e sabb e e e e snbneeeean I
ZUSAMMENTASSUNG  ..evevevereeeieeeeeeeeeeeeeeeesesseeeaeaeseeseeseaeseaesesesesessssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnsssssnnssssnnnnns \%
51010010 1= ST PUPPPPPPTRN VI
ADBKUIZUNGSVEIZEICINIS ....iiiiiiiiei et e e e e e e e s et e e e e e e s sa st et e e eeaeeaesanranaeeeeeeeesanns VI
Anmerkungen zur NOMENKIALUE .........uuiiiieiiiiiiiiie e e e s e e e e s e st e e e e e e s s aanbaneeeeeeessnnnnenes IX
ADDIIAUNGSVEIZEICNNIS ...t et ettt e s e e s e e s snreee s X
TabEIIENVEIZEICNNIS ..ottt e e st b e e e sabr e e e e snbr e e e e abreeeeaas XI
1 EINTEITUNG .ottt 1
11 PHlANZENSCRULZ. ..o e 1
1.1.1 Nahrungssicherung fir eine wachsende Weltbevolkerung ............ccccoooii 1
1.1.2 Phytopathogene Pilze und FUNQIZIAE ..........ccooeii i 1
1.1.3 Das Fungizid FIUdioX0Nil...........ccooorii 3
1.2 HISTIAINKINASEN ..o ettt e et e e e e 4
1.2.1 Histidinkinasen und Zweikomponenten-SYSIEME..........uiii it 4
1.2.2 Zweikomponenten-Hybrid-HistidinKiNASEN ..........c..oviiiiiiii e 5
1.2.3  Gruppe lll Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen und die Wirkungsweise von Fludioxonil 8
1.3 Signaltransduktion und OSMOreguUIAtioN .............uuuuiiiii e 9
1.3.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskaden ..............cccccoiiii 9
1.3.2 Der HOG-Signalweg in Hefe und in phytopathogenen Pilzen........................ccc . 10
1.3.3 Osmotischer Salzstress und 0SMOtISCher ZUCKEISIIESS.........ccovciiiiiiiiiieeiniie e 12
1.3.4  ProteiNpROSPRAtASEN .....cooiiiiiii e 13
1.4 Magnaporthe oryzae als Modellorganismus fur phytopathogene filamentdse Pilze ..... 14
1.5 IS B ZUNG i ————————————————— 15
2 Material Und MethOdeN .........c.ooiiii e 16
21 Y = LT A= | PP PP PP RPP P PRPP P 16
A T A VY o ] TP P PP PP PPPPP 16
2.1.2  LOSUNGSMILEL. ..o 16
A T B S Y- 101 (=T o U [T N = TH o = o L PP PR 16
2.1 4 ANEDIOLKA ......eeeeeeeee e e e 16
2.1.5 Medienbestandteile und ChemiKalien..............ccoiiiiiiiiiiii e 17
2.1.6  ArDEIESIMALEIIAL ... eeieeiitiie ettt et e et e e et e e e abaeee e e 18
2.1.7  LOSUNGEN UNA PUFTEI ettt et e e e sbaeeeeane 18

2.1.7.1 L8sungen und Puffer flr die Southern Blot ANAIYSE ........coccveeiiiiiiiiiiiiie e 18

2.1.7.2 Sonstige LOsungen Und PUFEI ... e 20
2.1.8  KURUIMEAIEN ...eiiiieieeit ettt et e et e e st e e e st e e e e sabe e e e e sabne e e e anbreeeeaaes 21
2.1.9 Verwendete MIKrOOrQaniSIMEN ...........uuiiiiiiiiiiiiieiit ettt e e e e s e b e e e e e e s e annbeeeeeas 23



2 I O T =T 10T ] (1 N 24

0 O 5 R = 0 74 0 1 PP UPPPPPPTPN 24
P2 O =T 0T [ PO PR PP 24
0 T T A o 11 ] o 1= SRS 25
O 11 1= ST PP PP PP PP UPPPPPRPPPPPPTNS 25
P RIS 1o 1T L = O TP PP O PP PP UPPPPPRPPPPPPINS 26
2.2 MolekularbiologisChe MethOdeNn ........cooe oo e 27
2.2.1  Praparation vON NUKIEINSAUIEN ........ccoiiiiiiiiiiiiii ittt e e sbee e e 27
2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Magnaporthe Oryzae ..........ccceeeeiiuieeeiniieeeiniieee e 27
2.2.1.2 Isolierung von RNA aus Myzel von Magnaporthe Oryzae...........cccccevvvveieiniieeeinineee e 27
2.2.1.3 Isolierung von Plasmid DNA aus Escherichia COli ...........coccviiiiiiiiiii e 27
2.2.1.4 Bestimmung der Konzentration und Qualitat von Nukleinsauren ............................l. 27
2.2.2  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) .......c..eiiiiiiiiiiiiiiee sttt ettt e e e sbaeeeeaae 27
2.2.2.1 PCR zur Amplifikation VON DINA ...t 27
2.2.2.2 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-SONAEN .........oooiiiiiiiiiiiiie i 28
2.2.2.3 Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR)......ccooiiiiii e, 29
2.2.3  Restriktion VON NUKIEINSAUIEN ........oeiiiiiiiii ittt e e 29
2.2.4 Dephosphorylierung von Schnittstellen ... 30
2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese VON DNA ..o 30
2.2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus AgaroSEQEIBN ........ccoiiiiiiiiiiiii e 30
2.2.7 Plasmidkonstruktion nach der Methode von Gibson et al. (2009)...........cccceeiiiii . 31
2.2.8  TranSTOMMEALION.......eeiiiieee ettt e e e et e et e e breeeeaae 33
2.2.8.1 Transformation kompetenter Escherichia coli-Zellen....................c.cccc 33
2.2.8.2 Herstellung kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen..........ccccccvviiiiinnieen, 33
2.2.8.3 Transformation kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen durch Hitzeschock ........ 34
2.2.8.4 Transformation von Magnaporthe oryzae durch Agrobacterium tumefaciens AGL1.......... 34
2.2.9  Southern BIot ANAIYSE ......cooviiiiiee 34
2.2.9.1 Isolierung und Fallung genomisSCher DNA ...t 35
2.2.9.2 Transfer der Nukleinséuren auf die Nylonmembran ...........cccccooiiiiii e 35
2.2.9.3  HYDFAISIEIUNG ...ttt bb e e sttt e s aabn e e e s annaeee s 35
2.2.9.4 DeteKtion der DNA-SONUE. .....cccoiuiiiiiiiiiie ittt e ee e rabr e e e ennaeee s 36
2.2.10 Western BIot ANAIYSE .....coooeviiiiieceeeeeeee 36
2.2.10.1 Kultivierung, Zellaufschluss und Proteinextraktion .............cccooiiiiiiiiiiiiiii e, 36
2.2.10.2 SDS-PAGE, Elektroblotting und DeteKtioN ...........coooiuuiiiiiiieiiiiiieee e 37
23 Phanotypische Untersuchungen von Magnaporthe oryzae.........ccccccovcveeeiiiieeniiiee e, 37
2.3.1 Wachstum auf verschiedenen FEStMEedIEN ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiii e 37
2.3.2  Herstellung von KonNidiENSUSPENSIONEN ......uuuiiiiiiiieeiiiiieeeiiieeeestiee e sttee e e sbeee e s streeeesnnaeeeeane 38
2.3.3 Keimungsverhalten und Appressorienbildung ..........cooiiiiiiiiiiie e 38
2.3.4 Protoplastentest zur Ermittlung der Zellwandstabilitat ..., 38
2.3.5 Pathogenitatstest auf ReISPlAaNZen ... 39
2.3.6  Fluoreszenzmikroskopie mit Magnaporthe OryZae ..........cccooouueeeiiiieee i 39



2.3.7 Analyse intrazellularer Primarmetabolite ........c..uvvviieeiiiiiie e 40
2.3.7.1 Kultivierung und Induktion von Magnaporthe oryzae StAMmen ..........ccccovvvveeiiieeenninneen, 40
2.3.7.2 Extraktion intrazelluldrer Primarmetabolite ............cccoooviiiiiiiiie e 40
2.3.7.3 Quantifizierung von Primarmetaboliten ............cocovii i 41

3 ErgEDNISS e 42

3.1 Phosphatasen als Modulatoren der Osmoregulation ...........cccccovviieeiiiee i 42

3.1.1 Uberexpression des Phosphatasegens MoPTP2 fiihrt zu Fludioxonil-Resistenz ................... 43

3.1.2  Uberexpression von MoPTP2 fiihrt zur verstarkten Dephosphorylierung der MAPK

/[ [o o o PP TP T P POTTP 45

3.1.3 MoPtp2p beeinflusst die Osmoregulation, Zellwandintegritat, Konidiogenese, Konidienkeimung

und Virulenz von Magnaporthe OrYZAE ...........ueeiiiiiiieiiiiiee ettt enee e a7

3.2 Visualisierung der Aktivierung des HOG-SigNalWegds ........cccueveiiiiiieiniieiee e 49

3.2.1 Fusion der MAPK MoHoglp mit dem Fluoreszenzprotein GFP...............ccccoiiiii, 49

3.2.2 Die MAPK MoHog1p transloziert bei osmotischem Schock in den Zellkern .............cccuvvee.. 50

3.2.3 Die MAPK MoHog1p transloziert bei Fludioxonil-Stress in den Zellkern .........ccccccceevvviivinnnen. 51

3.2.4 Nukleé&re Translokation der MAPK MoHog1p bei verschiedenen Arten von Stress ............... 54

3.2.5 In Mutantenstdmmen mit inaktiviertem HOG-Signalweg transloziert die MAPK MoHog1p nicht

1o (=] a4 | | =T o I PP P PP PU PR RPPPRR 55

3.2.6 Die Mechanismen der HOG-Signalweg-abhangigen Perzeption von osmotischem Stress und

Fludioxonil-Stress sind unterschiedliCh ... 56
3.3 Die metabolische Stressantwort in Magnaporthe oryzae..........cccocceevviiiiiniii e, 59
3.3.1 HOG-Signalweg-abhangige und Osmostress-bedingte Akkumulation von Osmolyten in
Y =T L= oo 1 g TSI 0] Y 7.2= 1= 2P PPPPPPRt 60
3.3.2 Osmotischer Stress und Fludioxonil-Stress fuhren zur intrazellularen Akkumulation von
Arabitol in Magnaporthe OryZae...........ooooi i 61
3.3.3 Intrazellulare Akkumulation von Glycerol und Mannitol in Magnaporthe oryzae als schnelle und
transiente Reaktion auf hyperosmotischen SChock ............ccccc 63
3.3.4 Die intrazellulare Akkumulation von Glycerol, Mannitol und Arabitol in Magnaporthe oryzae
erfolgt nicht generell durch ZellStreSS ... ..o 63
3.3.5 Nur osmotische Stimuli als Aktivatoren des HOG-Signalwegs fuhren zur intrazellularen
Anreicherung von Osmolyten in Magnaporthe Oryzae ... 64
3.3.6  Die Osmolytproduktion als Reaktion auf Salzschock oder Zuckerschock ist nicht MoSIn1p-
oder MOHIKLP-8DNANGIG ...eeeiiiiiiiieiiiee ettt e e s enneeee s 65
3.3.7 Die Mechanismen der Initiation der Osmolytproduktion als Reaktion auf osmotischen Schock
oder auf Fludioxonil-Stress sind unterschiedlich .............ccco i 68

4 DUSKUSSION ..o ettt 71

4.1 Der Wirkmechanismus von FIUAIOXONI] ... 71

4.1.1 Uberexpression der MoHog1p-dephosphorylierenden Phosphatase MoPtp2p vermittelt

FIUIOXONII-RESISIENZ . ... et ettt e e et e e et e e et e e e e e et e e eae e e st e eeennans 72



4.1.2

4.2

42.1
42.2

4.2.3

424

4.2.5

4.2.6

4.2.7

4.2.8

7.1
4.1

Die Perzeptionen von Fludioxonil-Stress und hyperosmotischen Schocks sind unterschiedlich,
die initialen zellularen Antwortreaktionen sind 8hnlich ............cccccoiiii e, 77
Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen als spezifische Sensoren in Magnaporthe

(0] 07 072- 1T OO UPPUPPPTTNN 81
Hyperosmotischer Schock, Salzionenstress und ZUCKErstress. .........ccccveevviiciiiieeeeeeeeisciienenn. 82
Intrazellulare Glycerol- und Mannitol-Akkumulation in Magnaporthe oryzae als initiale und
transiente Reaktion auf hyperosmotischen SChock ..., 86
MoSIn1p-abhéngige initiale Mannitol-Akkumulation bei Salzschock — MoSInlp als spezifischer
Sensor flr Salzionen-abhangigen SIrESS? ........ccuiiiiiiie e 88
MoHik1p als spezifischer Sensor des zellularen Redoxstatus, reaktiver Sauerstoffspezies
und/oder Hypoxie-assozierter ZUSTANAE? ..........cuuviieeree e cieeie e e s e e e e e s er e e e e e s e nnnes 91
Der Einfluss von Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen auf intrazelluléare
Primarmetabolitkonzentrationen ohne StressSituationNen ............occcvvvieiieee i 95
Die Beteiligung von Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen bei Differenzierungs-prozessen
UNd ZellKernteilUNGSPIOZESSEN ... .vveii ittt e e et b e e st e e s sbb e e e e abreeeeanes 96

MoHog1p-GFP als Screening-Tool und zur Identifizierung und Validierung zellularer Targets

von antifungischen SUbStaNzZen.............ooo 98
Signalspezifitat bei begrenzter Anzahl an Signalproteinen ..........ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiiseeese e 101
AUSDIICK .ottt n e aeeeas 104
LiteraturVerZeIiChNIS .........coiiie e 105
ANNGNG oottt 118
ABDIIdUNGEN ... 118
TADEIEN <.ttt e e e e e e e e s eas 124



Zusammenfassung

Die stetig groRer werdende Herausforderung und unausweichliche, globale Problematik
zunehmender Fungizidresistenzen phytopathogener Pilze ist hochaktuell. Das Fungizid
Fludioxonil, welches den fur die pilzliche Osmoregulation verantwortlichen ,High Osmolarity
Glycerol“ (HOG)-Signalweg moduliert, wird seit mehr als 20 Jahren weltweit in der Land-
wirtschaft eingesetzt — bisher ohne nennenswerte Resistenzbildungen. Der molekulare
Wirkmechanismus dieses Fungizids ist noch weitgehend unverstanden und dessen
Erforschung deshalb von hoéchster Relevanz fir den integrierten Pflanzenschutz. Die im
Rahmen dieser Arbeit mit dem filamentésen Ascomycet Magnhaporthe oryzae (M. oryzae)
erzielten Ergebnisse zu molekularen Mechanismen der Wirkungsweise von Fludioxonil und
zu sensorischen Funktionen von Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen (HKs) werden

dazu einen wertvollen Beitrag liefern.

Es konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass es neben Genen, welche bisher bekannte
Proteine des HOG-Signalwegs von M. oryzae kodieren, noch weitere Komponenten gibt,
deren genetische Manipulation zu einer verdnderten Fludioxonil-Suszeptibilitdt in
filamentdsen, phytopathogenen Pilzen fiihrt. Die homologe Uberexpression der Phosphatase
MoPtp2p resultierte in einer Fludioxonil-resistenten Mutante mit reduziertem Phosphorylie-
rungsgrad der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) MoHoglp. Inaktivierung von
MoPTP2 resultierte hingegen in einem Fludioxonil-sensitiven Phanotyp. Daraus kann
geschlossen werden, dass MoPtp2p am Prozess der Signaltransduktion im HOG-Signalweg

und auch entscheidend an der Wirkungsweise des Fungizids Fludioxonil beteiligt ist.

Die fur die Osmoregulation essentielle MAPK MoHoglp transloziert nach Aktivierung vom
Zytosol in den Zellkern. Durch Proteinfusion von MoHogl1p mit dem Fluoreszenzprotein GFP
konnte ein molekulares Werkzeug generiert werden, welches umfassende Analysen zur
Aktivierung des HOG-Signalwegs erlaubt. Durch Expression des Fusionsproteins
MoHoglp-GFP in verschiedenen "loss of function"-Mutanten, bei denen einzelne
Komponenten des HOG-Signalwegs inaktiviert sind, konnten so Untersuchungen zur
Signalspezifitat in diesem Signalweg durchgefiihrt werden. Unterstitzt wurden Ergebnisse
durch Untersuchungen des Primarmetabolismus von M. oryzae zur intrazellularen

Akkumulation von Osmolyten nach Induktion mit diversen Stimuli.

Zum einen konnte so zum ersten Mal gezeigt werden, dass Fludioxonil-Applikation analog zu
hyperosmotischen Stimuli in M. oryzae zur Translokation von MoHog1p in den Zellkern fuhrt,
sowie die intrazellulare Akkumulation des Osmolyts Arabitol bewirkt. Die molekularen

Mechanismen der Perzeption und der Signaltransduktion bei Fludioxonil-Stress und hyper-

Vv



osmotischem Stress unterscheiden sich jedoch. Fir eine Translokation von MoHoglp in den
Zellkern und eine intrazellulare Akkumulation von Arabitol bei Fludioxonil-Stress ist die
Anwesenheit der Gruppe Ill HK MoHiklp essentiell. Fir eine nukleare Translokation von
MoHog1lp und eine adéaquate intrazellulare Akkumulation von Arabitol bei hyperosmotischem
Schock hingegen nicht.

Zum anderen konnte die Hypothese einer spezifischen Detektion von Salzstress bzw.
Zuckerstress durch die HKs MoSInlp bzw. MoHiklp untersucht und schlie3lich spezifiziert
werden: MoSInlp bzw. MoHiklp detektieren vermutlich nicht direkt Salz- oder
Zuckerkonzentrationen, sondern wahrscheinlich sekundér unterschiedliche zellulare
Mechanismen oder Zustéande, welche mit langfristigem Salz- oder Zuckerstress assoziiert
sind oder dadurch jeweils spezifisch ausgelést werden — namlich mdglicherweise
lonenstress, Hypoxie, oxidativen Stress, und/oder Anderungen im zellularen Redoxpotential.

Weiterhin konnten potentiell unterschiedliche Aktivierungsmechanismen des HOG-Signal-
wegs postuliert werden, welche abhangig vom Stimulus entweder in einer direkten (hyper-
osmotischer Schock, Fludioxonil-Stress) oder verspateten (Hypoxie / oxidativer Stress/
Redox-Stress) Translokation von MoHog1p in den Zellkern resultieren.
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Summary

The results of this work concerning the molecular mechanisms of the mode of action of the
fungicide fludioxonil and on signaling functions of two-component hybrid histidine kinases

(HKs) will make valuable contributions to the integrated plant protection management.

It could be demonstrated that apart from genes known so far coding for proteins of the "High
Osmolarity Glycerol" (HOG) signaling pathway, there are more components involved in
fludioxonil susceptibility in the filamentous phytopathogenic fungus Magnaporthe oryzae.
Homologous overexpression of the phosphatase MoPtp2p resulted in a fludioxonil resistant
mutant with low MoHoglp phosphorylation, thus exhibiting a new molecular mechanism of
fungicide resistance. Likewise, inactivation of MoPTP2 led to a fludioxonil hypersensitive
phenotype. In conclusion MoPtp2p is involved in the signal transduction process in the HOG

signaling pathway and is also crucial for the mode of action of the fungicide fludioxonil.

The mitogen activated protein kinase MoHoglp, which is essential for osmoregulation,
translocates from the cytosol into the nucleus upon pathway activation. Fusion of MoHog1p
with the fluorescence protein GFP generated a molecular tool suitable for comprehensive
visualization of HOG pathway activation. Expression of the fusion protein MoHog1lp-GFP in
various loss of function mutants of the HOG signaling pathway enabled sophisticated
investigations of signaling specificity. These findings were supported by analyses of

metabolomic changes upon application of varied stressors.

Thus, it could be demonstrated that fludioxonil treatment leads to nuclear translocation of
MoHogl, as well as to intracellular accumulation of the osmolyte arabitol — analogous to
hyperosmotic shocks. However, the underlying molecular mechanisms for perception of
fludioxonil stress and hyperosmotic stress differ. MoHiklp is essential for nuclear
translocation of MoHoglp and intracellular accumulation of arabitol during fludioxonil stress,

but not during hyperosmaotic stress.

Furthermore, the hypothesis of a specific detection of high molar salt or sugar stress by the
HKs MoSInl1p or MoHik1p could be investigated and finally specified: MoSIn1p or MoHik1p
do not detect specificly salt- or sugar concentrations, however, they probably detect
secondary mechanisms or states associated with or initiated by long-term salt stress or long-
term sugar stress — i.e. ion stress, hypoxia, oxidative stress and/or changing cellular redox

potential.

Finally two distinct HOG pathway activation mechanisms could be postulated, which result
dependend on the stimulus in a rapid (hyperosmotic shock, fludioxonil stress) or delayed

(hypoxia / oxidative stress / redox stress) nuclear translocation of MoHog1p.

Vi



Abkurzungsverzeichnis
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Agrobacterium tumefaciens Induktionsmedium
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Komplettmedium mit insgesamt 2% Glukose

Calcofluor White

Chloro-5-substituted adamantyl-1,2-dioxetane phosphate
Deionisiert

Digoxigenin

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleosidtriphosphat

Grun Fluoreszierendes Protein

Histidine kinase, adenylyl cyclase, methyl-accepting protein phosphatase
Histidin-ATPase-Domaéane
Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinase
Histidinkinase-Doméne

High Osmolarity Glycerol

High-performance anion exchange chromatography coupled with pulsed

amperometric detection

Hygromycin Phosphotransferase Gen

Lysogeny Broth

"loss of function”

Mitogen Activated Protein Kinase (-kinase, -kinase kinase)
Minimal-Medium
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PAS Period circadian protein, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

protein, single-minded protein

PCR Polymerase-Kettenreaktion

REC Receiver domain, Regulatorische Doméane
RF RNase-frei

RT Raumtemperatur

SAP Shrink Alkaline Phosphatase

SREBP Sterol Response Element Binding Protein
UF Ultrafiltriert

Upm Umdrehungen pro Minute

Anmerkungen zur Nomenklatur:

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Schreibweisen flr Gene, Proteine und Mutanten

exemplarisch aufgelistet:
MoPTP2: das Gen PTP2 aus Magnaporthe oryzae
AMoptp2: die Magnaporthe oryzae-Mutante, in der das Gen MoPTP2 inaktiviert ist

MOEF1::PTP2: Uberexpressions des Gens MoPTP2 mit dem konstitutiv aktiven Promotor MoEF1 im
Wildtypstamm

MoHog1p: das korrespondierende Protein zum Gen MoHOGL1

MoHoglp-GFP: Fusionsprotein von MoHoglp (N-terminal) mit dem grin fluoreszierenden Protein
eGFP (C-terminal)

AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP: in der Magnaporthe oryzae-Mutante mit den inaktivierten Genen
AMohik1 und AMosIn1 wird das Fusionsprotein MoHog1p-GFP exprimiert

Wurde in der jeweils verwendeten Literatur eine andere Schreibweise genutzt, so wurde diese

Ubernommen.
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1 Einleitung

1.1 Pflanzenschutz

1.1.1 Nahrungssicherung fiir eine wachsende Weltbevdlkerung

Eines der aktuell grof3ten globalen Probleme ist der stetig steigende Bedarf an materiellen
Rohstoffen und Nahrungsmitteln, zusammenhangend mit einer stark wachsenden
Weltbevolkerung und der Ressourcenbegrenztheit unseres Planeten (Cole etal., 2018;
Schramski et al., 2015; Krausmann et al., 2018; Ehrlich und Ehrlich, 1990). Seit mehr als
35 Jahren ist der Ressourcenverbrauch der Menschheit groBer als die Erde im gleichen
Zeitraum zur Verfugung stellen kann, weshalb ein Umdenken zu einem verantwortungs-
bewussteren Umgang mit begrenzten Rohstoffen vorrangig in Industrielandern zwingend
erforderlich ist (Wackernagel et al., 2002). Vor allem im Bereich der Erndhrungssicherung
sind verschiedenste Losungsstrategien zur Versorgung aller Menschen mit ausreichenden
Mengen an Nahrungsmitteln unbedingt notwendig. Um einer immer grof3eren Nachfrage an
diese gerecht zu werden, ist ein bewussterer und aufmerksamerer Umgang mit
Nahrungsmitteln, eine Ertragssteigerung bei Kulturpflanzen fir die Nahrungsmittelproduktion,
sowie die Reduktion von Ernteausfdllen unumganglich (Poore et al., 2018; Peters et al.,
2016; Stoll-Kleemann und Schmidt, 2016; Keating et al., 2014).

1.1.2 Phytopathogene Pilze und Fungizide

Pflanzenschéadlinge sind neben unginstigen klimatischen Bedingungen fir erhebliche
ErnteeinbuRen verantwortlich. Im Gegensatz zu abiotischen Faktoren sind die Auswirkungen
biotischer Faktoren besser zu beeinflussen. So ist die Schadlingsbekampfung eine wichtige
Eingriffsmdglichkeit, um Kulturpflanzen zu schitzen und somit Ertragseinbu3en zu
verringern (Oerke, 2006). Die in der heutigen Zeit angebauten Hochleistungs-Kulturpflanzen
werden durch Zichtung und genetische Modifikation flr eine Steigerung des
Ernteertragspotentials optimiert, sind jedoch oft anfalliger gegentber pathogenen
Organismen. Des Weiteren hat der weltweit durchgefiihrte, grundsatzlich ertragreiche
Monokulturen-Anbau, aber die damit verbundene geringe Biodiversitat im jeweiligen lokalen
Okosystem zur Folge, dass natiirliche Regulationen weitestgehend ausbleiben und sich
somit lokale Nischen fur einzelne Pflanzenpathogene mit groRem Ausbreitungspotenzial
bilden (McDonald und Stukenbrock, 2016; Vyska et al., 2016).

Phytopathogene Pilze zéhlen zu den ©6konomisch wichtigsten Schadlingen von
Kulturpflanzen. Etwa ein Drittel der wirtschaftlich relevanten Pflanzenkrankheiten werden

durch Pilze verursacht (Anderson et al., 2004). In einer Science-Spezialausgabe zum Thema
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»food security* wurden unter den sieben 6konomisch wichtigsten Pflanzenpathogenen alleine
vier Pilze aufgelistet: Der Reisbranderreger Magnaporthe oryzae (M. oryzae) (anamorph:
Pyricularia oryzae), der die schwarze Blattflecken-Krankheit auslésende Pilz Mycosphaerella
fijiensis, sowie die beiden Rostpilze Puccinia graminis f. sp. tritici und Phakopsora pachyrhizi,
(Pennisi, 2010). Eine unverzichtbare Strategie zur Bekampfung phytopathogener Pilze in der

Landwirtschaft ist der Einsatz von Fungiziden (Oerke und Dehne, 2004).

Bis in die 1940er Jahre war die chemische Bekampfung pilzlicher Schadlinge auf
anorganische Préparate angewiesen wie z.B. Kupfer, Sulfat, oder die Bordeaux-Brihe
(Russel, 2005). In den folgenden Jahrzehnten wurden organische Chemikalien als Fungizide
eingefiihrt. Diese waren eine wesentliche Verbesserung gegentber den bisher verwendeten
anorganischen Fungiziden, da ihre Wirkungsweise spezifischer war, sie waren aktiver
gegeniber phytopathogenen Pilzen und gleichzeitig weniger phytotoxisch. Seit 1970 erfuhr
der Fungizidmarkt eine rasante Entwicklung. Es wurden verschiedenste Stoffklassen mit
unterschiedlichen Wirkungsweisen entwickelt, welche zum Teil auch heute noch als
Fungizide verwendet werden. Darunter zahlen Triazole, Strobilurine, Dithiocarbamate,
Benzimidazole uvm. (Morton und Staub, 2008; Stensvold et al., 2012). Haufige Fungizid-
Anwendungen filhren jedoch aufgrund eines entsprechend hohen Selektionsdrucks zu
Resistenzbildungen auf Pathogenseite gegeniber den entsprechenden Wirkstoffklassen
(Hewitt, 2000).

Die immer groBer werdende Herausforderung zunehmender Fungizidresistenzen
phytopathogener Pilze ist hochaktuell (Fisher et al., 2018). Fungizide werden hinsichtlich der
Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklung der zu bekdmpfenden Pathogene gegeniber
des entsprechenden Wirkstoffs in verschiedene FRAC (Fungicide Resistance Action
Committee)-Gruppen eingeteilt. Die Ziele sind hierbei Richtlinien fir das Management von
Fungizidresistenzen zu schaffen und sowie neue Resistenzentwicklungen zu verhindern.
Dies kann z.B. durch die kombinatorische Verwendung verschiedener Fungizidklassen, fiir
welche keine Kreuzresistenzen in Pathogenen bekannt oder zu erwarten sind, erreicht
werden (Keith und Derek, 2007).

Neben seit langer Zeit eingesetzten, systemischen, kurativen Fungiziden mit hohem
Resistenzrisiko und der damit einhergehenden Existenz vieler resistenter Feldisolate
pilzlicher Pflanzenpathogene, sind in der ,FRAC Code List® auch Wirkstoffgruppen mit
niedrigerem Resistenzrisiko, z.B. Kontaktfungizide fur praventive Anwendungen aufgefiihrt.
Das Fungizid Fludioxonil wird in der ,FRAC Code List® innerhalb der mode-of-action-
Klassifikation “E: signal transduction” der Gruppe 12 zugeordnet, einer Gruppe mit geringem

Resistenzrisiko  (http://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac_



code_list_2018-final.pdf?sfvrsn=6144h9a 2, FRAC Code List 2018). Trotz des intensiven
Einsatzes dieses Wirkstoffs sind im Gegensatz zu Fungiziden, die anderen Gruppen der
,FRAC Code List* zugeordnet sind, annahernd keine Resistenzen in phytopathogenen Pilzen
beschrieben, was Fludioxonil zu einem attraktiven Wirkstoff macht, dessen Wirkungsweise
jedoch bis dato nicht umfassend verstanden ist.

1.1.3 Das Fungizid Fludioxonil

Fludioxonil ist eine synthetische Verbindung, die zur Gruppe der Phenylpyrrole gehort. Es ist
ein  3-Cyano-4-Phenylpyrrol-Derivat des antifungischen Naturstoffs Pyrrolnitrin, der
urspringlich aus Pseudomonas pyrrocinia isoliert wurde (Arima et al., 1964) (Abb. 1).
Pyrrolnitrin ist lichtempfindlich, weshalb u.a. das Analogon Fludioxonil synthetisiert wurde,
um die Photostabilitat zu verbessern (Nyfeler und Ackermann, 1992).

I N
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Pyrrolnitrin Fludioxonil

Abb. 1. Der Naturstoff Pyrrolnitrin und das Agrarfungizid Fludioxonil. Abgebildet sind die Strukturformeln

dieser beiden Phenylpyrrole.

Als Fungizid wurde Fludioxonil 1993 von Ciba-Geigy auf den Markt gebracht. Es wird
seitdem weltweit als nicht-systemisches Breitbandfungizid zur Beka&mpfung von
Pilzkrankheiten verschiedenster Kulturpflanzen eingesetzt, sowohl in der Saatgutbehandlung
(z.B. ,Maxim“ oder ,Celest“ von Syngenta), als Spritzmittel wahrend der Anbauperiode (z.B.
»Switch“ von Syngenta, Wirkstoffkombination mit Cyprodinil), sowie auch fir Behandlungen
nach der Ernte (Borner, 2009).

Fludioxonil hemmt die pilzliche Sporenkeimung und das Myzelwachstum (Leroux, 1996). Es
ist bekannt, dass Fludioxonil in filamentdsen Pilzen durch Hyperaktivierung des fur die
Osmoregulation verantwortlichen ,High Osmolarity Glycerol® (HOG)-Sighalweg den Zelltod
induziert (Kojima etal., 2004; Yoshimi et al, 2005, Zhang et al, 2002). Der
Wirkmechanismus ist jedoch auch tber 20 Jahre nach Markteinfihrung noch nicht im Detalil

verstanden (Lawry et al., 2017).



Obwohl unter Laborbedingungen Fludioxonil-resistente Pilzmutantenstdmme generierbar
sind, ist der grofl3e Erfolg dieses Fungizids in der Landwirtschaft darauf zurlickzufuihren, dass
bisher nur von sehr wenigen Fallen resistenter Feldisolate berichtet wurde (Kilani und
Fillinger, 2016). Der Grund dafir ist sehr wahrscheinlich ein starker Fitness-Trade-off in
resistenten Mutantenstdmmen: Fludioxonil-Resistenz in Labormutanten von M. oryzae,
Botrytis cinerea und Alternaria brassicae ist oft mit Sensitivitdt entsprechender Mutanten-
stamme gegentber hoher Osmolaritat und mit reduzierter Virulenz verbunden (Jacob et al.,
2015; Viaud et al., 2006, Fillinger et al., 2012).

Genetische Inaktivierungen von mit dem HOG-Signalweg assoziierten, und somit in der
Osmoregulation beteiligten Gruppe Il Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen filamentdser
Pilze, fihren zu Fludioxonil-resistenten Mutantenstdmmen (Jacob et al., 2015; Ajouz et al.,
2011; Ren et al.,, 2016). Heterologe Expression der Gruppe Il Zweikomponenten-Hybrid-
Histidinkinase MoHiklp aus M. oryzae in der natirlich Fludioxonil-resistenten Hefe
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) resultiert in einer Mutante mit Sensitivitat
gegeniber diesem Fungizid (Motoyama et al., 2005). Daraus folgte die Hypothese, dass
Gruppe lll HKs die zellularen Zielproteine von Fludioxonil sind: In Abhéangigkeit ihrer
Anwesenheit wird der HOG-Signalweg durch Fludioxonil hyperaktiviert. Neue Erkenntnisse
Uber physiologische Funktionen von Gruppe Il Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen

werden zum Verstandnis der Wirkungsweise von Fludioxonil beitragen.

1.2 Histidinkinasen

1.2.1 Histidinkinasen und Zweikomponenten-Systeme

Histidinkinasen wurden Anfang der 1980er Jahre im Bakterium Escherichia coli identifiziert
(Mizuno et al., 1982). In den 1990er Jahren wurde die Existenz von Histidinkinasen auch in
Archaeen (Rudolph und Oesterhelt, 1995), Cyanobakterien (Kehoe und Grossman, 1996),
Amdben (Schuster etal., 1996), Pflanzen (Chang etal., 1993) und Pilzen (Ota und
Varshavsky, 1993) bestatigt. Bald darauf wurde deutlich, dass Histidinkinasen als
sensorische Proteine in der Regulation vieler Prozesse in pathogenen Bakterien und
pathogenen Pilzen beteiligt sind. Zu typisch bakteriellen oder pilzlichen sensorischen
Histidinkinasen &hnliche Proteine sind in S&ugetieren noch nicht bekannt, was diese
Proteine zu idealen Angriffspunkten fur zukinftige spezifische Therapeutika macht (Attwood,
2013; Shor und Chauhan, 2015; Hérivaux et al., 2016).

Bakterielle Histidinkinasen bestehen typischerweise aus einer Histidinkinase-Doméane
(HiskKA), einer Histidin-ATPase-Doméane (HATPase) sowie aus einer sensorischen Doméne

(SD), sind membranstandig und in der Signalperzeption verschiedenster extrazellularer
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Stimuli  beteiligt. Histidinkinasen zeichnen sich wie Tyrosinkinasen durch eine
Homodimerisierung und konstitutive gegenseitige Phosphorylierung der Monomere aus, die
oft auch als Autophosphorylierung bezeichnet wird. Dabei werden y-Phosphorylgruppen von
ATP-Molekilen hydrolysiert (Johnson, 2009; Johnson und Barford, 1993) und mit
Histidinresten  dber  Phosphoramidatbindungen  verknipft; im  Gegensatz zu
Phosphoesterbindungen bei Serin-, Threonin- und Tyrosinkinasen (Islas-Flores et al., 2011).
Histidinkinasen sind zusammen mit regulatorischen Antwortproteinen in sogenannten
Zweikomponenten-Systemen organisiert. Die Phosphatgruppe des phosphorylierten
Histidinrests der HiskKA in der sensorischen Histidinkinase wird nach Hydrolyse auf einen
Aspartatrest einer regulatorischen Doméne (REC) in einem regulatorischen Antwortprotein
Ubertragen, welches mit der Histidinkinase interagiert. Durch die Hydrolyse von
Phosphoramidaten wird im Gegensatz zur Hydrolyse von Phosphoestern eine hdhere
Energie freigesetzt, was eine Modulation physiologischer Prozesse in biologischen
Systemen effizienter macht (Stock et al., 2000). Das regulatorische Antwortprotein ist mittels
einer zusatzlichen Effektordomédne an einer physiologischen Antwortregulation beteiligt.
Nach der abschlielenden Hydrolyse der Phosphoramidat-Gruppe am Aspartatrest der REC
des regulatorischen Antwortproteins steht der Aspartatrest fir eine erneute Phosphorylierung
zur Verfigung. Bakterielle Zweikomponenten-Systeme stellen also Verbindungsstellen
zwischen auleren Reizen und intrazellularer Signalweiterleitung dar und erfillen somit die
Aufgabe von Reiz-Perzeption gefolgt von einer Umwandlung in ein intrazellular
Ubertragbares Signal. Dabei unterscheiden sich unterschiedliche Zweikomponenten-
Systeme in den sensorischen Doménen und somit der Stimulus-Spezifitdt der
entsprechenden Histidinkinasen sowie an jeweilig interagierenden regulatorischen
Antwortproteinen. Dadurch sind Histidinkinasen bei der Perzeption einer Vielzahl von Stimuli
und somit bei der Anpassung des Bakteriums bei verschiedenen sich @ndernden Parametern
in der Umwelt beteiligt (Gao und Stock, 2009; Skerker et al., 2005; Mascher et al., 2006). Die
Anzahl an Genen im Genom eines Bakteriums, die Zweikomponenten-Systeme kodieren,
korreliert dabei mit der Komplexitéat der okologischen Nische des Bakteriums (Galperin et al.,
2010; Ulrich und Zhulin, 2010).

1.2.2 Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen

In Eukaryoten wie z.B. phytopahtogenen Pilzen, mit teilweise erheblich differenzierteren
Lebenszyklen im Vergleich zu vielen Bakterien, existieren sogenannte Zweikomponenten-
Hybrid-Histidinkinasen (HKs). HKs vereinen die in bakteriellen Zweikomponenten-Systemen
involvierten Doméanen HisKA, HATPase und SD von bakteriellen Histidinkinasen sowie die

REC des bakteriellen regulatorischen Antwortproteins in einem einzigen Protein. Durch
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Beteiligung dieser HKs in sogenannten Phosphorelaysystemen, die im Unterschied zu
bakteriellen = Zweikomponenten-Systemen  zusatzliche Phosphotransferproteine  und
regulatorische Antwortproteine beinhalten, scheinen differenziertere Signalintegrationen und
somit auch differenziertere zellulare Antwortreaktionen moglich. Des Weiteren besitzen HKs
eine enzymatische Phosphatase-Aktivitat, was die Komplexitat an Signalintegration innerhalb
von Phosphorelaysystemen zusatzlich erhoht (Bhate et al., 2015; Lawry et al., 2017).

Neben den 3 Proteindomanen HiskKA, HATPase und REC, die die Gemeinsamkeit von HKs
ausmachen, besitzen HKs verschiedene SDs, wodurch sie in insgesamt 11 (Catlett et al.,
2003) unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden. Wahrend es im Genom von S. cerevisiae
nur ein einziges HK kodierendes Gen gibt, welches die membranstéandige Gruppe VI HK
Sinlp kodiert, sind im Gegensatz dazu in den Genomen von pathogenen Pilzen mit
differenzierteren Lebenszyklen etliche HK-kodierenden Gene vorhanden, in Analogie zur
Korrelation der steigenden Anzahl von Zweikomponenten-Systemen mit komplexeren
Lebensraumen in Bakterien. Gerade fakultativ pathogene Erreger sind im Rahmen ihres
Lebenszyklus vielen, sich schnell verdndernden Umweltbedingungen inner- und aul3erhalb
ihrer Wirtsorganismen ausgesetzt und mussen fir eine erfolgreiche Besiedelung und
Infektion sensible und effiziente Mechanismen zur Signalerkennung und -Integration besitzen
(Tanaka und Izumitsu, 2010). Bei Sequenzanalysen konnten so z.B. 10 HK-kodierende Gene
im Genom von M. oryzae, 16 in Fusarium verticillioides, und 20 in Botrytis cinerea
identifizierten werden (Defosse et al., 2015). M. oryzae ist dabei der einzige Organismus, in
dem bisher alle in seinem Genom identifizierten HKs durch genetische Inaktivierung

charakterisiert werden konnten (Jacob et al., 2014).

Dabei reichen die unterschiedlichen Aufgaben von HKs verschiedener Gruppen unter
anderem von der Beteiligung in der Zellwandintegritat, Uber Lichtperzeption, bis hin zur
Perzeption osmotischer Bedingungen (Hérivaux et al., 2016). Die genauen molekularen
Mechanismen sowohl der Detektion verschiedener Stimuli als auch der Signalintegration von

HKs im Phosphorelaysystem sind jedoch bisher nicht im Detail verstanden.

HKs in Eukaryoten sind mit der Ausnahme von Gruppe VI HKs, welche membranstandig
sind, im Gegensatz zu bakteriellen Histidinkinasen, zytosolische Proteine. Dies wirft die
Frage auf, wie ein extrazellulares Signal von intrazellularen HKs perzipiert werden kann bzw.
wie ein Umweltsignal in ein intrazellulares Input-Signal Ubersetzt wird. So kann die
zytosolische Gruppe Il HK aus Debaryomyces hansenii auch ohne Transmembrandoméane
die Funktionen der membranstéandigen Gruppe VI HK Sinlp vollstindig Utbernehmen
(Meena etal.,, 2010). Es wird die Hypothese diskutiert, dass HKs dafiir mit anderen

membrangebundenen Sensorproteinen interagieren konnten (Hérivaux et al., 2016).



Im Folgenden werden, stellvertretend fur die Proteinfamilie der HKs, die membranstandige
Gruppe VI HK MoSiInlp und die zytosolische Gruppe Il HK MoHik1p aus dem filamentdsen
phytopathogenen Ascomycet M. oryzae néher beschrieben (Abb. 2).
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Abb. 2. Schematischer Vergleich der Gruppe VIHK MoSIinlp und der Gruppe Illl HK MoHiklp aus
Magnaporthe oryzae. Beide HKs besitzen die konservierten Proteindoméanen HisKA, HATPase und REC.

Zusétzlich besitzt MoSInlp eine Transmembrandoméne (TM), MoHik1p dagegen finf HAMP-Doméanen (HAMP)
(modifiziert nach Jacob et al., 2014).

Die HKs MoSInlp und MoHik1lp sind beide aus den drei fir HKs typischen Proteindoméanen
HisKA, HATPase und REC aufgebaut. Darliber hinaus besitzt MoSInlp eine Transmembran-
doméne (TM) und MoHiklp funf aufeinanderfolgende HAMP-Doménen (Histidine kinase,
Adenylyl cyclase, Methyl-accepting protein Phosphatase). Die zu Sinlp aus dem
Modellorganismus S. cerevisiae homologe Gruppe VI HK MoSInlp scheint in M. oryzae
ebenso als Osmosensor zu fungieren: Eine genetische Inaktivierung des MoSInlp-
kodierenden Gens MoSLN1 resultiert in Sensitivitat der entsprechenden Mutante gegenlber
hyperosmotischem Salzstress (Jacob et al., 2014). Der genaue Mechanismus der Detektion
von hyperosmotischem Stress ist noch nicht geklart.

Ebenso sind die Funktionen und molekularen Mechanismen der die Gruppe Il HKs
auszeichnenden HAMP-Doménen bisher noch nicht vollstdndig verstanden. Es gibt
Hinweise, dass diese Doménen durch Konformations&nderung die Aktivitdt von HisKAs
regulieren und somit eine Rolle bei der Wahrnehmung osmotischer Zustande spielen
(Meena et al., 2010; ElI-Mowafy et al., 2013; Hagiwara et al., 2016). Des Weiteren wurde
beschrieben, dass HAMP-Doménen wichtig sind fur eine Sensitivitdt von Pilzen gegenlber
dem Fungizid Fludioxonil (Yoshimi et al., 2004; Kaur et al., 2014). Ihre Erforschung kann
somit eine wichtige Rolle spielen bei der Aufklarung des Wirkmechanismus von Fludioxonil
(Furukawa et al., 2012).



Die Funktion von Gruppe Il HKs in der Wirkungsweise von Fludioxonil, sowie deren weite
Verbreitung in pathogenen Pilzen bei gleichzeitiger Abwesenheit in Tieren und Menschen,
aber auch ihre noch weitgehend ungeklarten physiologischen Funktionen in filamentésen
Pilzen, machen HKs somit zu einem interessanten Forschungsobjekt — sowohl in der

Grundlagenforschung als auch in der anwendungsorientierten Forschung.

1.2.3 Gruppe lll Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen und die
Wirkungsweise von Fludioxonil

Der mode of action antibiotischer Substanzen beschreibt wirkstoffbedingte funktionale und
anatomische Veranderungen auf zellularer Ebene. Der Ausdruck mechanism of action ist
spezifischer und bezieht sich auf die Interaktion zwischen dem Wirkstoff selbst mit einem
Enzym oder Rezeptor (http://www.frac.info/resistance-overview/mechanisms-of-fungicide-
resistance, FRAC, Stand 2018).

Im Gegensatz zum mode of action ist der mechanism of action von Fludioxonil noch in
weiten Teilen unverstanden (Kilani und Fillinger, 2016). Bisher ist bekannt, dass die
Anwesenheit einer Gruppe Il HK inklusive funktionaler HAMP-Domanen notwendig ist flr
eine Fludioxonil-Sensitivitat. Modifikationen der Aminosauresequenz von HAMP-Doméanen
der Gruppe Il HK Dicl in Cochliobolus heterostrophus sowie DhNiklp in Debaryomyces
hansenii resultierten in Fludioxonil-Resistenz der entsprechenden Mutanten (Yoshimi et al.,
2004; Kaur et al., 2014). Eine direkte Bindung von Fludioxonil an eine HK oder gar an die
HAMP-Domanen dieser Proteine konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

In der aktuellen Literatur wird diskutiert, ob durch Interaktion von Fludioxonil mit einem noch
unbekannten Zielprotein sekundar die enzymatische Aktivitat der Gruppe Il HK Drkl des
Pilzes Blastomyces dermatitidis von einer Kinase-Aktivitat zu einer Phosphatase-Aktivitat
geéndert wird. Die veranderte enzymatische Aktivitdt fuhrt zu einer erhdhten
Dephosphorylierung des in der Signalkette downstream gelegenen Phosphotransferproteins
Ypdlp im Phosphorelaysystem und resultiert schlief3lich in einer konstitutiven
Hyperaktivierung der dem Phosphorelaysystem nachgeschalteten Signalkaskade im HOG-
Signalweg (Lawry et al., 2017). Eine solche konstitutive Hyperaktivierung des HOG-
Signalwegs durch Fludioxonil fihrt im humanpathogenen Ascomycet Hansenula anomala zur
Akkumulation von Glycerol, Triglyceriden und freien Fettsduren, zur Erh6éhung der
Membranpermeabilitdt fir niedermolekulare Substanzen und schlie3lich zur Stérung der

gesamten Zellorganistion und zum Zelltod (Knauth und Reichenbach, 2000).



Fur eine Aufklarung des mechanism of action von Fludioxonil, aber auch der Signalspezifitat
im HOG-Signalweg pathogener Pilze, ist ein besseres Verstandnis der molekularen
Mechanismen der Stressor-spezifischen Signalperzeption durch HKs und der nach-
geschalteten Signaltransduktion von essentieller Bedeutung.

1.3 Signaltransduktion und Osmoregulation

1.3.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskaden

Eine stdndige Kommunikation mit der auReren Umgebung und die damit einhergehende
Perzeption von Signalen aus der Umwelt, welche z.B. Proliferation, Differenzierung oder
Stressreaktionen induzieren, ist eine Grundvoraussetzung fir die Vitalitat von
Mikroorganismen. Dementsprechend mussen lebende Zellen verschiedene exogene Signale
integrieren, um intrazellulare Ablaufe situationsspezifisch anzupassen und zu steuern.
Mikroorganismen haben dafiir reversible Mechanismen entwickelt, um zellulare Bestandteile
wie z.B. Proteine zu modifizieren, welche &AuRere Reize vermitteln konnen. Uber die
Signalweiterleitung mittels Mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK)-Kaskaden werden viele
zellulare Reaktionen in Eukaryoten reguliert. MAPKs werden durch duale Phosphorylierung
am Threonin- und Tyrosin-Rest des TxY-Motivs in ihrer Aktivierungsschleife durch MAPK-
Kinasen (MAPKK) aktiviert, die wiederum von vorgeschalteten MAPKK-Kinasen (MAPKKK)
phosphoryliert und somit aktiviert wurden. Um entsprechende physiologische Reaktionen zu
initiieren,  aktivieren  phosphorylierte MAPKs  Transkriptionsfaktoren und  weitere
nachgeschaltete Komponenten (Chen und Thorner, 2007; Qi und Elion, 2005).

Bei Pilzspezies-ubergreifenden Proteinsequenzvergleichen wurde festgestellt, dass die
zentralen Komponenten von MAPK-Signalwegen generell hohe Sequenzéhnlichkeiten
besitzen, wahrend Proteinsequenzen homologer, upstream gelegener, sensorischer
Komponenten und downstream gelegener transkriptioneller Regulatoren in unterschiedlichen
Spezies deutlich voneinander abweichen kénnen (Nikolaou et al., 2009).

Im Folgenden sind Gemeinsamkeiten und Unterschiede des fir die Osmoregulation
verantwortlichen ,High Osmolarity Glycerol* (HOG)-Signalweg zum einen der Hefe

S. cerevisiae und zum anderen des filamentdsen Pilzes M. oryzae dargestellt.



1.3.2 Der HOG-Signalweg in Hefe und in phytopathogenen Pilzen

Unter physiologischen Normalbedingungen wird in S. cerevisiae durch kontinuierliche
Autophosphorylierung der HK Sinlp (,synthetic lethal of N-end rule®) und anschlielendem
Phosphatgruppentransfer Gber das Phosphotransferprotein Ypd1p (,tyrosine (y) phosphatase
dependent’) zu dem Antwort-Regulator Ssklp (,suppressor of sensor kinase®) ein starkes
Phosphorylierungsmuster im Phosphorelaysystem aufrechterhalten. Phosphorylierung von
Ssklp verhindert eine Aktivierung der nachgeschalteten MAPK-Kaskade mit ihren
Komponenten Ssk2p (MAPKKK), Pbs2p (,polymyxin B sensitivity) (MAPKK) und
Hoglp (,high osmolarity glycerol® response) (MAPK) (Abb. 3 a). Durch eine gestorte
Phosphatgruppentubertragung im Phosphorelaysystem, z.B. durch eine Termination der
Autophosphorylierung von Sinlp ausgel6st durch extrazellularen hyperosmotischen Stress,
liegt Ssklp in unphosphoryliertem Zustand vor. Es folgt eine Interaktion von Ssklp mit
Ssk2p, wodurch eine Autophosphorylierung von Ssk2p ausgeldst wird. Im Folgenden wird
die MAPKK Pbs2p sowie die MAPK Hoglp Uber eine duale Phosphorylierung durch die

jeweils upstream gelegene Kinase aktiviert (Hohmann, 2002).
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Abb. 3: Modell des HOG-Signalwegs in Saccharomyces cerevisiae und in Magnaporthe oryzae. Dargestellt
ist ein vereinfachtes Modell des bei isoosmotischen Bedingungen inaktiven (a, b) und bei hoher externer
Osmolaritat aktiven (c) HOG-Signalwegs. Unter isoosmotischen Bedingungen verhindert ein kontinuierlicher
Phosphotransfer im Phosphorelaysystem die Aktivierung der MAPK-Kaskade. Das Phosphorelaysystem von
M. oryzae unterscheidet sich durch (mindestens) eine weitere HK, MoHik1p, als zweites putatives Sensorprotein
neben Sinlp. Fludioxonil bewirkt bei Anwesenheit von MoHiklp eine Aktivierung der MAPK-Kaskade (c)
(modifiziert nach Jacob et al., 2015).
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Neben einer hohen Homologie auf Ebene der Proteinsequenzen der Komponenten des
HOG-Signalwegs in S. cerevisiae und M. oryzae (Krantz etal.,, 2006), wurde zusatzlich
aufgrund von experimentellen Ergebnissen aus Untersuchungen von "loss of function®-
Mutanten (lof-Mutanten) einzelner Komponenten des Signalwegs in M. oryzae festgestellt,
dass der SInlp-Zweig des HOG-Signalwegs in diesen beiden Organismen grundsétzlich
ahnlich aufgebaut sein muss (Jacob et al., 2015).

In S. cerevisiae kann im Gegensatz zu M. oryzae die MAPKK Pbs2p unabhangig von Ssk2p
Uber den Sholp-Zweig aktiviert werden. Unterschiede im Sinlp-Zweig bestehen darin, dass
neben der Gruppe VI HK MoSInlp im Genom von M. oryzae — im Gegensatz zum Genom
von S. cerevisiae — noch neun weitere HKs, darunter die Fludioxonil-Suszeptibilitat
verleihende Gruppe Il HK MoHik1p, gefunden wurden (Motoyama et al., 2005; Jacob et al.,
2014). Eine Beteiligung von MoHik1lp im Phosphorelaysystem von M. oryzae wurde bereits
nachgewiesen (Jacob et al., 2015) (Abb. 3 b). Durch Fludioxonil-Applikation wird das
Phosphorylierungsmuster im Phosphorelaysystem von M. oryzae abhangig von MoHiklp
gestort, das Phosphorylierungsmuster im Phosphorelaysystem von S. cerevisiae bleibt
wegen Fehlen einer Gruppe Il HK unbeeinflusst von Fludioxonil. Somit wird in M. oryzae
sowohl durch hyperosmotischen Stress als auch durch Fludioxonil der HOG-Signalweg
aktiviert und schlieZlich die MAPK MoHogl1p phosphoryliert (Abb. 3 ¢) (Jacob et al., 2015).

Nach Phosphorylierung transloziert die MAPK Hoglp in den Zellkern, um dort Transkriptions-
faktoren zu aktivieren und die Genregulation zu steuern (Ferrigno et al., 1998; Rep etal.,
2000). Als zellphysiologisch wichtige Antwortreaktion auf eine extrazellular hyperosmotische
Stresssituation werden HOG-Signalweg-abhangig intrazellular niedermolekulare Substanzen
akkumuliert (Brewster et al., 1993), welche der Zelle als Osmolyte dienen. Dadurch werden
Proteine stabilisiert und einem Wasserausstrom aus der Zelle entgegengesteuert (Yancey
et al., 1982; Blomberg und Adler, 1992). In S. cerevisiae wird dabei hauptsachlich Glycerol
akkumuliert, in M. oryzae hauptsachlich Arabitol (Brown, 1978; Dixon et al., 1999).

Im Brotschimmel Neurospora crassa und im humanpathogenen Pilz Candida albicans
wurden bei Fludioxonil-bedingter Hyperaktivierung des HOG-Signalwegs eine zur Reaktion
auf osmotischen Stress analoge intrazellulare Akkumulation von Osmolyten festgestellt
(Fujimura et al., 2000a; Fujimura et al., 2000b; Ochiai et al., 2002). Ohne extrazellulare
Hyperosmolaritat fihrt diese intrazellulare Akkumulation von Osmolyten zu einem nach innen
gerichteten osmotischen Potential und somit zu einem Wassereinstrom und einem Aufbldhen
der Zellen (Lara-Rojas et al., 2011), sowie zu einer Stérung der Membranintegritat, was zur
Folge hat, dass durch Erhéhung der Membranpermeabilitdt letztendlich die gesamte
Zellorganisation gravierend gestort wird und der Zelltod folgt (Knauth und Reichenbach,
2000). In M. oryzae wurde bisher kein Nachweis einer Fludioxonil-bedingten intrazellularen

Akkumulation von Osmolyten erbracht.
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1.3.3 Osmotischer Salzstress und osmotischer Zuckerstress

Mittels gezielter genetischer Manipulation konnten in M. oryzae lof-Mutanten einzelner
Komponenten des HOG-Signalwegs generiert werden (Jacob etal.,, 2015). In den
entsprechenden Mutantenstammen ist die Signalweiterleitung im HOG-Signalweg gestotrt
und somit folgt keine zellulare Antwortreaktion als Folge von hyperosmotischem Stress oder
Fludioxonil-Stress. Die Mutanten haben Defizite im Wachstum auf Medien hoher Osmolaritat
im Vergleich zum Wildtypstamm. Im Gegensatz dazu sind diese Mutanten in der Lage auf
Fludioxonil-haltigen Medien zu wachsen, weil keine Fungizid-bedingte Hyperaktivierung des
HOG-Signalwegs und somit keine unphysiologische zellulare Antwortreaktion erfolgt (Jacob
et al., 2015).

Neben einer generellen Sensitivitdt dieser lof-Mutanten gegeniiber osmotischem Stress
wurde bei den beiden lof-Mutanten der zwei Sensor-HKs MoHik1p und MoSinlp, AMohik1
und AMosin1, eine differenzielle Wachstumsgeschwindigkeit auf Medium mit Salzstress bzw.
Zuckerstress festgestellt: AMohik1 kann auf Medium mit Salzstress besser wachsen als
AMosin1, im Gegensatz dazu kann AMosin1 auf Medium mit Zuckerstress besser wachsen
als AMohik1. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Doppel-Mutante AMohik1/AMosin1, in der
die beiden sensorischen HKs MoHiklp und MoSInlp inaktiviert sind, ist sowohl bei
Salzstress als auch bei Zuckerstress stark reduziert. Dies fuhrte zur Hypothese, dass
MoHik1p und MoSInlp als spezifische Sensoren fur Zucker- bzw. Salzstress fungieren, bei
Zuckerstress oder Salzstress also ein jeweils entsprechendes HOG-Signhalweg-abhéngiges
Signal auslésen, und somit eine jeweils spezifische physiologische zellulare Antwortreaktion
initiieren (Jacob et al., 2014). Ob und wie es eine differenzielle Signalweiterleitung im HOG-
Signalweg geben kann, ausgeldst durch MoSInlp oder MoHiklp als putative spezifische

Sensoren flur Salzstress bzw. Zuckerstress, wurde bisher nicht untersucht.

Eine genetische Inaktivierung der einzigen sensorischen HK Sinlp in S. cerevisiae ist letal.
Grund dafir ist eine Stoérung der Phosphatgruppenibertragung im Phosphorelaysystem, was
eine unphysiologische Hyperaktivierung der nachgeschalteten MAPK-Kaskade des HOG-
Signalwegs zur Folge hat und schlieBlich zum Zelltod fuhrt (Ota und Varshavsky, 1993;
Ostrander und Gorman, 1999). Da in M. oryzae hingegen jedoch eine Doppel-Inaktivierung
beider bekannter HKs im HOG-Signalweg mdglich ist, deutet dies darauf hin, dass neben
MoSInlp und MoHiklp noch weitere Komponenten in der Aufrechterhaltung des
Phosphorylierungsmusters im Phosphorelaysystem beteiligt sein muissen. Interessante
Kandidaten in diesem Zusammenhang sind die Genprodukte der weiteren 8 identifizierten
Gene, welche HKs kodieren (Jacob et al., 2014).

In S. cerevisiae kann eine genetische Inaktivierung der HK Sinlp durch Uberexpression von

Hoglp-dephosphorylierenden Phosphatasen ermdglicht werden. Durch eine somit verstarkte
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Dephosphorylierung von Hoglp kann eine durch genetische Inaktivierung von Sinlp
ausgeloste Hyperaktivierung des Signalwegs verhindert werden — die entsprechende
Doppel-Mutante ist vital (Wurgler-Murphy etal., 1997). Die Aktivitait von Hoglp-
interagierenden Phosphatasen ist also essentiell fir die Signaltransduktion im HOG-
Signalweg und somit auch fir eine Beendigung einer HOG-Signalweg-vermittelten zellularen
Antwortreaktion.

1.3.4 Proteinphosphatasen

Die SignalUbertragung im Phosphorelaysystem und der MAPK-Kaskade des HOG-
Signalwegs ist durch  Phosphatgruppeniibertragungen  bzw.  Phosphorylierungen
gekennzeichnet. Phosphorylierung und Dephosphorylierung gehdren zu den wichtigsten
molekularen Modifikationen, welche zelluldre Signalwege ein- oder ausschalten, oder sogar
ihren Intensitatsgrad regulieren (Dickman und Yarden, 1999). Fur eine differenzierte
Regulation der Signalintensitat, sowie fur eine Unterbrechung bzw. Beendigung der
Signallbertragung ist eine Dephosphorylierung von dual phosphorylierten MAPK essentiell.
Dies wird durch spezifische MAPK-Phosphatasen sichergestellt. (Kojima et al., 2004; Zhao
et al., 2007).

Phosphatasen spielen eine Schlisselrolle bei der Osmoregulation, da die Phosphorylierung
und Dephosphorylierung der MAPK Hoglp als wesentlich fir die Regulierung der nukledren
Translokation der MAPK angesehen wird (Reiser et al., 1999). In S. cerevisiae, transloziert
Hoglp nach Phosphorylierung der beiden Aminosauren Threonin174 und Tyrosinl76 in den
Zellkern. Im Laufe der zellularen Adaptation an hyperosmotische Bedingungen wird Hoglp
dephosphoryliert, was zum Riucktransport der inaktivierten MAPK ins Zytosol fihrt.
Experimentelle Untersuchungen in Hefe bewiesen, dass die Phosphatasen Ptclp, Ptp2p und
Ptp3p die MAPK Hoglp durch Dephosphorylierung negativ regulieren (Warmka et al., 2001;
Mapes und Ota, 2004; Wurgler-Murphy et al., 1997), sowie auch — allerdings in geringerem
Ausmall — die Phosphatasen Ptc2, Ptc3 und Ptc4 (Young et al.,, 2002; Shitamukai et al.,
2004; Saito und Tatebayashi, 2004).

Trotz ihrer generellen grollen Bedeutung in der Regulation von wichtigen zellularen
Signalwegen, die in Stressreaktionen, Entwicklungsprozessen und Pathogenitat involviert
sind, wurden MAPK-Phosphatasen und ihre Beteiligung innerhalb des HOG-Signalwegs in
filamentdsen Pilzen bisher nicht detailliert untersucht. Lediglich durch Charakterisierung von
lof-Mutanten der zu Ptp2p und Ptp3p bzw. Ptclp homologen MAPK-Phosphatasen in
Botrytis cinerea bzw. in Aspergillus fumigatus konnte eine Beteiligung der ensprechenden
Genprodukte in der Osmoregulation beschrieben werden (Yang et al., 2013a; Winkelstroter

et al., 2015).
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Der Einfluss einer gezielten Uberexpression von MAPK-Phosphatase-kodierenden Genen
auf die Osmoregulation, sowie auf die Suszeptibilitdt gegeniber HOG-Signalweg-
modulierenden Fungiziden wie Fludioxonil, wurde hingegen bisher nicht untersucht. Mit
diesem Hintergrund stellt sich jedoch die Frage, ob die durch Fludioxonil ausgelOste
Hyperaktivierung des HOG-Signalwegs in filamentdsen Pilzen durch eine Uberexpression
von Hoglp-interagierenden Phosphatasen verhindert werden kann. Konnte somit die
Sensitivitit einer entsprechenden Phosphatase-Uberexpressionsmutante  gegentiber

Fludioxonil herabgesetzt bzw. eine Resistenz generiert werden?

1.4 Magnaporthe oryzae als Modellorganismus fiir phytopathogene

filamentose Pilze

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden an dem phytopathogenen,
filamentdsen Ascomycet M. oryzae durchgefihrt. Das anamorphe, pflanzenpathogene
Stadium Pyricularia oryzae beféllt seine Wirtspflanzen, vor allem Reis, Gerste, Mais und
Weizen (Zellerhoff et al., 2006; Islam et al., 2016), unter subtropischen klimatischen
Bedingungen mit einer Luftfeuchtigkeit von >90 % und einer Temperatur von 26-28 °C
(Talbot, 2003). Bei Kontakt einer Konidie mit Wasser beginnt sich ein Keimschlauch zu
bilden, gefolgt von der Ausdifferenzierung einer kugelférmigen Infektionsstruktur, dem
Appressorium. Wahrend dieser Ausdifferenzierung wird osmotisch aktives Glycerol aus
Lipidtropfchen gebildet und zu einer Konzentration von mehr als 3 M im Appressorium
akkumuliert (Thines et al., 2000). Ein osmotischer Gradient zur Umgebung entsteht,
woraufhin Wasser in das Appressorium einstrdmt und sich ein hoher Turgordruck von bis zu
ca. 80 bar aufbaut, der es dem Pilz ca. 24 Stunden nach Beginn des Keimungsprozesses
ermdglicht, mittels mechanischer Kraft in die Pflanzenzelle einzudringen und somit
schlie3lich die Wirtspflanze zu infizieren und zu kolonisieren (Howard und Valent, 1996;
Tucker und Talbot, 2001; Loehrer et al., 2014; Talbot, 2003; Sakulkoo et al., 2018).

Der Reisbranderreger M. oryzae ist fakultativ pathogen. Eine damit verbundene einfache und
stabile Kultivierbarkeit des Pilzes auf artifiziellen Medien, sowie die Tatsache, dass effiziente
Transformationssysteme fir eine genetische Manipulation verfigbar sind, machen M. oryzae
zu einem geeigneten Modellorganismus, stellvertretend fir filamentdse, phytopathogene
Pilze. Des Weiteren besitzt M. oryzae einen haploiden Chromosomensatz, das Genom ist
sequenziert und mittlerweile ist die 8. Annotation verfligbar und tber die Datenbank des JGI
frei zuganglich (Dean et al.,, 2005; Jeon et al., 2007, Nordberg et al., 2014;
https://genome.jgi.doe.gov/Maggrl/Maggrl.home.html). Wissenschaftlich und wirtschaftlich

ist M. oryzae einer der bedeutendsten phytopathogenen Pilze weltweit (Dean et al., 2012).
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse zur Erweiterung des Verstandnisses der spezifischen
Signaltransduktion bei der osmotischen und fungizidabhangigen Stressantwort in
phytopathogenen Pilzen zu erlangen. Als Untersuchungssystem wurde dabei der
Modellorganismus und fakultativ pathogene Ascomycet Magnaporthe oryzae gewahlt.

Zum einen sollten in der aktuellen Literatur diskutierte Fragestellungen zu molekularen
Mechanismen der Wirkungsweise des Fungizids Fludioxonil adressiert werden. Dabei sollten
Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Perzeption, Signaltransduktion und zellularen
Antwortreaktion bei hyperosmotischem Stress und Fludioxonil-Stress mit Hilfe von
molekularbiologischen und fluoreszenzmikroskopischen Methoden sowie der Analyse des
Metaboloms herausgearbeitet werden.

Zum anderen sollte die Hypothese einer differenziellen Funktion von in der Signaltrans-
duktion beteiligten Sensorproteinen zur spezifischen Erkennung von Salzstress bzw.
Zuckerstress in Magnaporthe oryzae Uberprift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Wasser

Fur molekularbiologische und chromatographische Arbeiten wurde autoklaviertes,

ultrafiltriertes Reinstwasser H,0ur verwendet (Milli-Q® Synthesis, Quantum® EX, Q-Gard® 2,

Millipore GmbH, Schwalbach). Fur die Isolierung von RNA wurde RNase-freies Wasser

eingesetzt (H,Orf, Invitrogen GmbH, Darmstadt). Fir alle anderen Arbeiten sowie fir

Medien, Puffer und Losungen wurde entionisiertes Wasser H,Ope verwendet (Seradest SD
2000, SERAL-Reinstwasser-Systeme GmbH, Ransbach-Baumbach).

2.1.2 Losungsmittel
Acetonitril

DMSO

EtOH

MeOH

Dichlormethan

2.1.3 Sauren und Laugen
HCI

KOH

NaOH

2.1.4 Antibiotika
Blasticidin
Cefotaxim-Natrium
Fludioxonil

Glufosinatammonium (Basta®)

Hygromycin B (HygroGold™)
Kanamycinsulfat
Rifampicin

Streptomycinsulfat

Scharlau Chemie A.S., Barcelona, Spanien
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Invivogen, San Diego, USA

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bayer CropScience Deutschland GmbH,
Langenfeld

Invivogen, San Diego, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
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2.1.5 Medienbestandteile und Chemikalien
Alle Chemikalien und Reagenzien, die hier nicht aufgelistet sind, wurden analyserein von
den Firmen Merck KGaA (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

bezogen.

Bacto™ Casamino Acids
Bacto™ Pepton

Bacto™ Trypton

Bacto™ Yeast Extract
Biozym Agarose

CaCl, x 2 H,O

Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution

CSPD

Difco™ Agar

Difco™ Potato Dextrose Broth
Digoxigenin-11-dUTP (alkali lable)
DNA Molecular Weight Marker I
dNTP’s

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
Glukose

H3BO;
Hefeextrakt Typ 695

Hoechst 33258

KCI

Magermilchpulver Bio
Na,EDTA x 2 H,O
Natriumacetat

Orange Loading Dye
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
SDS

Sorbitol

Tris
Tris/Glycine/SDS-Laufpuffer

Tween® 20

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
RdH Laborchemikalien GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

SHS, Gesellschaft fur Klinische
Ernahrung GmbH, Heilbronn

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Hartge Ingredients GmbH & Co. KG,
Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, USA
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
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2.1.6 Arbeitsmaterial

Standardmaterialen, deren unterschiedliche Hersteller fir die in dieser Arbeit verwendeten

Methoden irrelevant sind, wurden hier nicht seperat aufgelistet (Bsp.: Petrischalen).

Bonaterr®

Einheitserde Typ ED-73 Balster Einheitserdewerk GmbH,
Frondenberg

Expositionskassette (X-Ray-Cassette) Rego X-Ray GmbH, Augsburg

Filtrierpapiere (MN615) Macherey-Nagel, Diren

Glukose-Teststreifen DiaburTest® 5000 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Kordelzugbeutel Rotilabo® Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Myracloth Calbiochem, San Diego, USA

Nitrozellulose-Filter NC45ST, @ 47 mm, 0,45 um Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen

Roéntgenfilm CL-X Posure ™ Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, USA

Sterilfilter (Syringe Filter 0,2 pm) VWR International GmbH, Darmstadt

PVDF transfer membrane Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Transfermembran Roti® Nylon Plus Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

2.1.7 Losungen und Puffer

2.1.7.1 Losungen und Puffer fur die Southern Blot Analyse

Alle Angaben beziehen sich, falls nicht anders angegeben, auf ein Endvolumen von 1 | H,O.

Antikorperlésung (Anti-Digoxigenin-AP)

Anti-Digoxigenin-AP 1,5 ul
Blocking-Puffer ad 20 ml

Blocking-Puffer

Magermilchpulver 159

Maleinsaure-Puffer 100 ml

Denaturierungslosung
NacCl 46,8 g
NaOH 16,09
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Denhardt’s Losung (100x)

Ficoll® 400 20,0 g
PVP 20,09
BSA, Fraktion V 20,09

Detektionspuffer (pH 9,5)

NacCl 589

Tris 121g

Der pH-Wert von 9,5 wurde mit 1 M HCI eingestellt.

Hybridisierungspuffer

Denhardt’s Losung 50,0 ml
SDS-Ldsung (10 %) 50,0 ml
SSPE-Puffer (20x) 300 ml

Neutralisierungspuffer (pH 7,6)
NaCl 87,79
Tris 60,6 g

Der pH-Wert von 7,6 wurde mit 32 % HCI p. a. eingestellt.

Maleinsaurepuffer (pH 7,5)

Maleinsaure 11649
NacCl 8,8¢
Der pH-Wert von 7,5 wurde mit 10 M NaOH eingestellt.

SDS-Losung (10 %)
SDS 100,0 g

SSPE-Puffer (20x, pH 7,4)

Na,EDTA x 2 H,0 8,24
NaCl 210,0 g
NaH,PO, x H,0 27,69

Der pH-Wert von 7,4 wurde mit 10 M NaOH eingestellt.

SSPE-Puffer (0,2x) + 0,1 % SDS
SDS-Lésung (10 %) 10,0 ml
SSPE-Puffer (20x) 10,0 ml
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SSPE-Puffer (2x) + 0,1 % SDS
SDS-Lésung (10 %) 10,0 ml
SSPE-Puffer (20x) 100,0 ml

Waschpuffer
Maleinsaure-Puffer 100 ml

Tween® 20 500 pl

2.1.7.2 Sonstige Lésungen und Puffer
Alle Angaben beziehen sich, falls nicht anders angegeben, auf ein Endvolumen von 1 | H,O.

Acetosyringon-L6sung (100 mM)

Acetosyringon 196 mg
DMSO ad 10 ml
K-Puffer

K;HPO, 200,0 g
KH,PO, 145,0 ¢
MN-Puffer

MgSO, x 7 H,O 30,09
NaCl 150¢

Nitratsalz-L6sung (20x)

NaNO; 120,0 ¢
KCI 10,49
MgSO,x 7 H,O 1049
KH,PO, 30,449

Spurenelement-Lésung (pH 6,5 (1000x))

CoCl, x 6 H20 1,79
CuSO,x 5 H,0 1649
FeSOa4x 7 H,O 5009
HsBO; 11,0 g
MnCl, x 4 H,O 500¢9
Na,EDTA x 2 H,0O 50,09
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Na,MoO, x 2 H,O 159

ZnSO,x 7 H,O 220¢g

Die Komponenten losen sich erst bei einer Erwarmung auf > 50 °C. Der pH-Wert von 6,5
wurde mit KOH eingestellt.

TAE-Puffer 50x (pH 8)

Tris 242,29

Na,EDTA x 2 H,O 18,6 g

Der pH-Wert von 8,0 wurde mit CH;COOH p.a. eingestellt.

Thiamindichlorid-Lésung (1 %)
Thiamindichlorid 10,0¢

2.1.8 Kulturmedien

Die Kulturmedien wurden vor Gebrauch ca. 30 min bei einer Temperatur von ca. 120 °C und
einem Druck von ca. 1,8 bar autoklaviert. Fiir Festmedien wurde zuvor 2 % Agar zugegeben.
Der angegebene pH-Wert wurde mit HCI bzw. mit NaOH eingestellt. Waren die Medien mit
Antibiotika oder anderen Stammldsungen versetzt, wurden diese nach dem Autoklavieren
und Abkuhlen der Medien auf < 50 °C steril zugegeben. Die Angaben beziehen sich jeweils

auf ein Gesamtvolumen von 1 | H,O.

Al-Medium (Agrobacterium tumefaciens Induktions Medium)

CaCly-Lésung (1 %) 1,0 mi
Biotin-Lésung (0,01 %) 1,0 ml
FeSO,-Losung (0,01 %) 10,0 mi
Glukose-L6sung (20 %) 5,0 ml
Glyzerin-Lésung (50 %) 10,0 ml
MES-L6sung (1 M) 40,0 ml
NH4NOz-Lésung (20 %) 2,5ml
Spurenelement-Ldsung 5,0 ml
K-Puffer 0,8 ml
MN-Puffer 20,0 ml

Die Medienbestandteile wurden sterilfiltriert und 900 ml autoklaviertes, auf Raumtemperatur
abgekiihltes H,O zugegeben. Wurde Al-Medium als Festmedium benttigt, erfolgte vor dem
Autoklavieren die Zugabe von 2 % granuliertem Difco™ Agar. Nach Abkiihlen auf < 50 °C

wurden zusatzlich 2 ml einer 100 mM Acetosyringon-Lésung zugegeben.
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Komplettmedium (CM, pH 6,5)

Bacto™ Casamino Acids 1,09
Hefeextrakt Typ 695 10¢9
Bacto™ Pepton 2,09
Glukose 10,09
Nitratsalz-Losung (20x) 50,0 ml
Spurenelementldsung 1,0 ml

LB-Medium (pH 7,4)

Bacto™ Trypton 10,0¢g
Bacto™ Yeast Extract 5009
NacCl 5,09

LB+Kanamycin

Kanamycin 60 mg

LB+Rifampicin
Rifampicin 60 mg

LB+Rifampicin+Kanamycin

Kanamycin 60 mg
Rifampicin 60 mg

Minimal-Medium (MM) (pH 6,5)

Biotin-Losung (0,01 %) 250 ul
Nitratsalz-Losung (20x) 50 ml
Spurenelement-Losung 1,0 ml
Thiamindichlorid-Lésung 1,0 ml
Glukose 109

MM+Cefotaxim+Blasticidin+Streptomycin

Cefotaxim-Natrium 350 mg
Blasticidin 30 mg
Streptomycin 200 mg



MM+ Cefotaxim+Glufosinatammonium+Streptomycin

Cefotaxim-Natrium 350 mg
Glufosinatammonium (Basta®) 100 mg
Streptomycin 200 mg

PDA-Medium (PDA)
Potatoe Dextrose Broth 240g

PDA+Cefotaxim+Hygromycin+Streptomycin

Cefotaxim-Natrium 350 mg
Hygromycin 400 mg
Streptomycin 200 mg

2.1.9 Verwendete Mikroorganismen

Agrobacterium tumefaciens

Stamm: A. tumefaciens AGL1 (BAA-101), (ATCC, Manassas, USA)
Genotyp: AGLO recA::bla pTIBo542deltaT Mop+ CbR [50648] (Lazo et al., 1991)

Escherichia Coli

Stamm: NEB® 10-beta E. coli, (New England Biolabs (NEB), Ipswich, USA)
Genotyp: A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA AlacX74 galKl6 galE1l5 el4-
$80dlacZAM15 recAl relAl endAl nupG rpsL (Str®) rph spoTl A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)

Magnaporthe oryzae (Pyricularia oryzae)

Stamm: M. oryzae 70-15 (Fungal Genetics Stock Center, Kansas City, USA)

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm handelt es sich um den Wildtyp-Stamm
Magnaporthe oryzae 70-15 (fortlaufend als MoWT bezeichnet). Er diente als Grundlage aller
molekularbiologischen  Arbeiten, der Isolation von genomischer DNA, fur
Transformationsversuche, sowie als Referenz fir die Southern Blot Analyse.

MoOEF1::GFP sowie die "loss of function"-Mutanten (lof-Mutanten) AMohog1, AMopbs2,
AMossk2, AMossk1, AMoypd1, AMohik1, AMosin1 und AMohik1/AMosin1  als
Ausgangsstamme fur Transformationen sowie zur Charakterisierung wurden von

Dr. Stefan Jacob (IBWF gGmbH, Kaiserslautern) zur Verfigung gestellt.
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2.1.10 Reaktionskits

Far die molekularbiologischen Arbeiten wurden die nachfolgend aufgelisteten Reaktionskits

nach Herstellerangaben verwendet, falls nicht anders angegeben.

DNeasy® Plant Mini Kit

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

iScript™ One-Step RT-PCR Kit with SYBR® Green
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Bundle

for Large Fragments

NucleoSpin® Extract II

Phototope®HRP Western Blot Detection System

RNase-free DNase-Set
RNeasy® Plant Mini Kit

2.1.11 Enzyme
Die

Herstellerangaben verwendet.

hier aufgelisteten Enzyme wurden,

DreamTagq™ DNA Polymerase

FastDigest® Restriktionsendonucleasen
Lysing Enzymes von Trichoderma harzianum
Phusion® Hot Start High Fidelity DNA Pol

Restriktionsendonukleasen

SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)

2.1.12 Plasmide

falls

Qiagen, Hilden
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

NEB, Ipswich, USA
Macherey-Nagel, Diren

Cell Signaling Technology, Beverly,
Massachusetts, USA

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

nicht anders angegeben, nach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Finnzymes, Vantaa, Finland

MBI Fermentas, St. Leon-Rot /

NEB, Ipswich, USA

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

De hier aufgelisteten Plasmide wurden fir die molekularbiologischen Arbeiten verwendet.

Die jeweiligen Sequenzen und weitere Informationen sind den Herstellerangaben bzw. den

Literaturverweisen zu entnehmen.

pCAMBIA 0380
pCAMB+BAR
pCB1525
pSJ+GFP
pSJ+GFP(BAR)
pSJ+GFP(BSD)

(CAMBIA, Canberra, Australien)
(Kramer et al., 2009)

(Sweigard et al., 1997)
(Bohnert et al., 2018a)

(Bohnert et al., 2018a)

(Bohnert et al., 2018a)
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2.1.13 Antikérper
Die hier aufgelisteten Antikbrper wurden, falls nicht anders angegeben, nach
Herstellerangaben verwendet.

Anti-biotin, HRP-linked Antibody Cell Signaling Technology, Beverly,
Massachusetts, USA

Anti-Digoxigenin AP, Fab Fragments Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody Cell Signaling Technology, Beverly,

Massachusetts, USA
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) XP™ Cell Signaling Technology, Beverly,
Massachusetts, USA

2.1.14 Primer

Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Die
Nukleotidsequenzen von Uberhang-Oligonukleotiden (Sequenzen mit Kleinbuchstaben,
Tab. 1) wurden mit Hilfe des Programm ,NEBuilder der Firma NEB (lpswich, USA;
http://nebuilder.neb.com/, Stand 2014) erstellt. Anlagerungstemperaturen fir diese
Oligonukleotide wurden entsprechend den komplementaren Bereichen von dem Programm
.,NEBuiler* berechnet.

Zur Ermdglichung einer homologen Rekombination im Verlauf der Transformation von
M. oryzae wurden die Primer-Paare so gewahlt, dass die Amplifikate an beiden Enden
flankierende Regionen von 800-1000 bp neben dem zu ersetzenden Gen haben. Das
Primer-Paar 00912 DIG_fwd/rev zur Herstellung einer Digoxigenin (DIG)-markierten DNA-

Sonde wurde so gewabhlt, dass die Sonde eine Grof3e von 400 bp hatte.

Tab. 1: Primer. Die Oligonukleotidsequenzen sind jeweils vom 5'-Ende zum 3‘-Ende angegeben. Uberhang-
Oligonukleotide fur eine korrekte Anlagerung wahrend der Gibson Assemblierungsreaktion sind in

Kleinbuchstaben angegeben, zum jeweiligen Template komplementére Bereiche in Gro3buchstaben.

Name Sequenz (5°— 3Y)

Mo00912-for gagagcaccaaaccgccaccctgcaatgtggagccacccgcagitcgaaaagGAGCGCTTTTCCAAATTCCGCCGG
Mo00912-rev agccgggceggccgctttacttgttt CTATTGCCCAACGAAGGGATCGCCC
00912-flank1-for aattcctaggccaccatgttgggccGACTTGCTAGATATCACAGGGCGAGACAAGC
00912-flank1-rev aatatcatcttctgtcCTCGAAGAGGGCGCGCTTCAACGTA

BAR-for cgccctcttcgagGACAGAAGATGATATTGAAGGAGCACTTTTTGG

BAR-rev atctggttctgct CGACCTAAATCTCGGTGACGGGCAG

00912-flank2-for gagatttaggtcgAGCAGAACCAGATCGGTTGGGAGCT

00912-flank2-rev cacgtggtggtggtggtggtggcetagegttaacaACCCTCCTTTACTTTTCCTCATGCCG
00912_DIG_for GATGACGACTGCGCCATGCC

00912_DIG_rev GGCCTCTAGGCGCCCAAC
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MoHOG1-for(a)
MoHOG1-rev(a)
MoHOG1-term-for
MoHOG1-term-rev
MoEF1-for(a)
MoEF1-rev(a)
eGFP-for
eGFP-rev
MoHOG1-for(b)
MoHOG1-rev(b)
eGFP-NOS-for
eGFP-NOS-rev

aattaacgccgaattaattcctaggccaccatgttgggccGACCTGTGCGAGCCCATCTTCTCCAACGCA
tcctegeccttgetcaccatTTGGCCGGTAAACTGGTCGTCCATCTGTTG
actcacggcatggacgagctAAGAAAAGAAAAACGCCTTGGCGCGAGGCA

aaagtgctccttcaatatcatcttctgtcgacggatccccACGCCTGAGCTCCGAAAGAGTATCCACTGTAATTAC

gcgcaacaaaggattgacaatctccccCGTCGACTGAGAGCGAGAAAAAAAAACTCTTC
cgaattccgccatGGTGGCGGTTTGGTGCTCTCTTTTTGAT
acgaccagtttaccggccaaATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCG
caaggcagtttttcttttcttAGCTCGTCCATGCCGTGAGTGATCCCGGCG
ccaaaccgccacCATGGCGGAATTCGTGCGGGCCCAGATCT
cgcccttgctcacTTGGCCGGTAAACTGGTCGTCCATCTGTTG
gtttaccggccaaGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCG
tatttttattttcctctctgttgccGATCTAGTAACATAGATGACACCGCGCGCG

MoHOG1_screen_for TGTGGTACACAGGGATCTG

MoHOG1_screen_rev GACCTCATACTCTGCATCTC

BSD-for ggtggacggcgaggtcgccggcatcgectacgcggCGAAGAAGATGATATTGAAGGAGCACTTTTTGGG
BSD-rev acacgtggtggtggtggtggtggctagegttaacaCCCGGGCTGCAGTCACCATCAACTC

MoEF1-for(b) tcctaggccaccatgttgggecccccCTGAGAGCGAGAAAAAAAAACTCTTCGTCG

MoEF1-rev(b) ctccacatcctgcaggGTGGCGGTTTGGTGCTCTCTTTTTGATGAT

RT-tubulin-for GACCGCCACCTCCGTTGTTG

RT-tubulin-rev CGGGGAGTAGGCGACCAGAG

RT-MGG_00912-for CTGCGCGGTTTCTCTAC

RT-MGG_00912-rev CACTTCCAGTGCTCCTG

2.1.15 Software

Datenbanken

Die zur Amplifikation und Inaktivierung der ausgewahlten Gene von M. oryzae bendgtigten
Sequenzinformationen wurden der Datenbank des Joint Genome Institute entnommen
(Nordberg et al.,, 2014) (https://genome.jgi.doe.gov/Maggrl/Maggrl.home.html, Annotation
M. oryzae 70-15 MG8, Stand 2015).

Mit den zugehotrigen Aminosduresequenzen wurden Homologievergleiche in den
Datenbanken des NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2016) unter
Verwendung des Tools ,BLASTp* (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, p: protein

sequences) durchgefihrt.

Programme und Dokumentation

Zur Bearbeitung von DNA-Sequenzen und zum Primerdesign wurden das Programm
EditSeq aus dem Softwarepaket Lasergene® (DNASTAR, Madison, USA) verwendet. Die
grafische Darstellung von DNA erfolgte mit Hilfe des Programms pDRAW32 (Kjeld Olesen,
AcaClone Software). Um Primer fur die Konstruktion von Plasmiden zu erstellen wurde das
Programm ,NEBuilder® (NEB, Ipswich, USA; http://nebuilder.neb.com/, Stand 2014)
verwendet. ,CFX Manager™ 2.1“ (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) wurde genutzt,

um die Rohdaten der quantitativen RT-PCR Experimente umzurechnen.

26



2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Praparation von Nukleinsauren

2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Magnaporthe oryzae

M. oryzae Flussigkulturen wurden in 50 ml CM-Medium bei 26 °C und 120 Upm fir 3—4 Tage
in 100 ml Erlenmeyerkolben inkubiert. AnschlieBend wurde das Myzel mittels Vakuumflasche
Uber Filtrierpapier mit einem Buchnertrichter von der Kulturbrihe separiert, lyophilisiert und
in flissigem Stickstoff zu feinem Pulver gemdrsert. Die Isolierung genomischer DNA aus
dem pulverisierten Myzel wurde mit Hilfe des DNeasy® Plant Mini Kit nach Angaben des

Herstellers durchgefihrt.

2.2.1.2 Isolierung von RNA aus Myzel von Magnaporthe oryzae

Die Isolierung von RNA aus dem Myzel von M. oryzae erfolgte analog zu der Isolierung
genomischer DNA. Nach Anzucht der Kulturen wurde das Myzel nach der Separation von
der Kulturbriihe sofort in flissigem Stickstoff zu feinem Pulver gemdrsert und die RNA-Isolie-
rung mittels des ,RNeasy® Plant Mini Kit* und unter Verwendung des ,RNase-free DNase-

Set“ gemal den Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid DNA aus Escherichia coli

Zur Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli wurde eine Schiuttelkultur von 5 ml bei 37 °C und
220 Upm Uber Nacht in dem entsprechenden Selektionsmedium inkubiert. Die Isolierung von
Plasmid DNA fiir analytische Zwecke erfolgte mittels des GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.4 Bestimmung der Konzentration und Qualitat von Nukleinsduren

Zur Bestimmung der Konzentration und Qualitat der isolierten Nukleinsduren wurde das
NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies, Rocky River, USA) genutzt. Die Messung
erfolgte durch UV/VIS Spektroskopie nach Angaben des Herstellers. 1,25 ul Probevolumen

wurden jeweils eingesetzt.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.2.1 PCR zur Amplifikation von DNA

Die PCR wurde genutzt, um Amplifikate der gewinschter Gensequenzen on Plasmiden und
aus genomischer DNA von M. oryzae herzustellen. In Standardreaktionsansatzen wurden
die Phusion® Hot Start High Fidelity DNA Polymerase im mitgelieferten Puffersystem sowie

das GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) verwendet.
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Standard PCR-Reaktionsansatz

PCR-Puffer mit MgCl, (25 mM) (10x) 5,0 pl
dNTPs (10 mM) 1,0 pl
Primer forward (5 pmol/ul) 2,5 pl
Primer reverse (5 pmol/pl) 2,5 ul
Template-DNA (ca. 100 ng/ul) 1,0 pl
Phusion® Hot Start High Fidelity DNA Pol 1,0 pl
H.O ad 50,0 yl

Zu Beginn wurde die Denaturierung der genomischen Template-DNA einmalig fir 3 min bei
98 °C durchgefiihrt. Danach folgten 35 Zyklen Denaturierung (30 s), Anlagerung und
Elongation.

Die Anlagerungstemperatur wurde jeweils etwa 2 °C unter der vom Hersteller angegebenen
Schmelztemperatur des Primerpaares durch den Hersteller gewéhlt. Die Elongationszeit bei
72 °C richtet sich nach der GroRe des Produkts bzw. nach der Grof3e des zu
amplifizierenden Abschnitts der Template-DNA. Je kb erwarteter ProduktgréZe wurden 30

Sekunden elongiert. Nach 35 Zyklen erfolgte eine terminale Elongationsphase von 5 min.

2.2.2.2 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden

Der generierte Vektor pCAMB-PTP2-BAR diente als Template-DNA fur die Amplifikation
einer DIG-markierten DNA-Sonde fir die Southern Blot Hybridisierungsexperimente. Hierbei
wurde die DNA in einer PCR durch den Einbau DIG-konjugierter Nukleotide markiert. Diese
Markierung lie3 sich bei der Detektion im Verlauf der Southern Blot Analyse mittels

spezifischer Antikbrper nachweisen.

PCR-Reaktionsansatz zur Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden

PCR-Puffer mit MgCl, (25 mM) (10x) 5,0 pl
dNTPs (10 mM) 1,0 ul
Digoxigenin-11-dUTP alkali lable 1,5 ul
Primer forward (5 pmol/pl) 2,5 ul
Primer reverse (5 pmol/pl) 2,5 ul
Template-DNA (ca. 10 ng/pl) 1,0 pl
DreamTaq™ DNA Polymerase 1,0 ul
H.O ad 50,0 pl
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2.2.2.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die Expressionsanalyse mittels gRT-PCR wurde mit dem ,iScript™ One-Step RT-PCR Kit
with SYBR® Green“ gemaR den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Template fiir die
cDNA-Synthese wurde aus dem Myzel von M. oryzae isolierte RNA von 3 biologischen
Replikaten verwendet. Die Experimente wurden am C1000™ Thermal Cycler (CFX96™
Real-Time System, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) durchgefuhrt. Die
Quantifizierung erfolgte mit dem mathematischen Modell fir die ,relative Quantifizierung in
real-time RT-PCR Experimenten® (Pfaffl, 2001). Das in M. oryzae konstitutiv exprimierte Gen
MGG_06650 (B-Tubulin) wurde als Referenzgen fir die relative Quantifizierung verwendet.

2.2.3 Restriktion von Nukleins&uren

Die folgenden Methoden der Restriktion bakterieller und pilzlicher DNA wurden nach den
allgemeinen Vorschriften von Sambrook/Russel (2001) durchgefiihrt. Die Restriktionsenzyme
wurden nach den Angaben des Herstellers in den entsprechenden Puffern verwendet.

Bei Restriktionen zu Analysezwecken wurden 250-500ng DNA eingesetzt. Die
Inkubationsdauer betrug 1,5 h bei der fur das jeweilige Enzym optimalen Temperatur. Bei der
Nutzung von FastDigest®-Restriktionsenzymen wurde der Ansatz bei der fiir das jeweilige

Enzym optimalen Temperatur 15 min inkubiert.

Restriktionsansatz zu Analysezwecken

DNA x Ml (250-500 ng)
Enzympuffer (10x) 2,0 pl
Restriktionsenzym 1,0 ul

H.O ad 20,0 pl

Bei Restriktionen zu Klonierungszwecken wurde 1,0-1,5 upg DNA eingesetzt. Die
Inkubationsdauer betrug 1,5 h bei der fir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur. Bei der
Nutzung von FastDigest®-Restriktionsenzymen wurde der Ansatz bei der fiir das jeweilige

Enzym optimalen Temperatur 15 min inkubiert.

Restriktionsansatz zu Klonierungszwecken

DNA x Ml (1,0-1,5 pg)
Enzympuffer (10x) 10,0 pl
Restriktionsenzym 3,0 ul

H,O ad 100,0 pl
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Bei der Restriktion zur Vorbereitung auf Southern Blot Analysen wurden 10 ug genomischer
DNA jeweils von moglichen Deletionsmutanten und von MoWT eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte hier Gber Nacht bei der fur das jeweilige Enzym optimalen

Temperatur.

Restriktionsansatz zur Vorbereitung auf Southern Blot Analysen

DNA x Ml (10 pg)
Enzympuffer (10x) 20,0 ul
Restriktionsenzym 5,0 pl

H.O ad 200 pl

2.2.4 Dephosphorylierung von Schnittstellen

Nachdem die Vektoren mittels Restriktionsenzym geschnitten wurden, wurden 5 ul der
Phosphatase SAP zum Ansatz gegeben und fur weitere 10 min inkubiert. Hierbei werden die
Enden der Vektorfragmente dephosphoyliert um unerwiinschte Religationen zu vermeiden.

Danach folgte eine Denaturierung der Enzyme fiir 15 min bei 65 °C.

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die folgenden Methoden der Gelelektrophorese bakterieller und pilzlicher DNA wurden nach
den allgemeinen Vorschriften von Sambrook/Russel (2001) durchgefiihrt. Die Auftrennung
von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Agarosegel (1 % Agarose in 1x TAE-Puffer) in einer
entsprechenden Standard-Gelkammer (Bio-Rad, Miinchen). Die zu analysierenden Proben
wurden mit einer entsprechenden Menge an Ornage Loading Dye versetzt und danach bei
konstanter Spannung von 80-100 V in 1 x TAE-Puffer aufgetrennt. Um die FragmentgréRen
abschétzen zu kénnen, dienten jeweils mindestens zwei Taschen mit GeneRuler™ 1 kb DNA
Ladder als Referenz. Nach der Auftrennung wurde das Gel in einer Ethidiumbromid-LOsung
(ca. 5 pg/ml) fur 10 Sekunden angefarbt und danach im Wasserbad fur ca. 20 min wieder
entfarbt. Die Geldokumentation wurde mit dem QUANTUM Geldokumentationssystem
Modell 1100 der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) durchgefihrt.

2.2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Auftrennung durch Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente aus PCR-
Ansatzen oder Restriktionen aus den Agarosegelen mit einem Skalpell entnommen und mit
Hilfe des Reaktionskits ,NucleoSpin® Extract II“ nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
Die Elution erfolgte mit auf 70 °C erhitztem H,O.
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2.2.7 Plasmidkonstruktion nach der Methode von Gibson et al. (2009)

Die Generierung der Plasmide, die zur Transformation von M. oryzae eingesetzt wurden,
erfolgte mittels der Gibson-Assembly-Methode unter Verwendung des Programms
,NEBuilder® (NEB, Ipswich, USA; http://nebuilder.neb.com/, Stand 2014) fur die Erstellung
von Primer-Sequenzen und unter Verwendung des Cloning Kits ,NEBuilder® HiFi DNA
Assembly Bundle for Large Fragments® (NEB, Ipswich, USA) nach Herstellerangaben
(https:/lwww.neb.com/-/media/catalog/datacards-or-manuals/manuale2621.pdf, Stand 2018).
Das Gibson-Assembly ist eine Weiterentwicklung der Methode von Li & Elledge (2007) zum
nahtlosen Zusammenfiigen von DNA-Fragmenten mit Hilfe Uberlappender, komplementarer
Nukleotidsequenzen und durch die kombinierte Aktivitdt einer 5-Exonuklease, einer DNA-
Polymerase und einer DNA-Ligase in einer einzigen isothermalen Reaktion (Gibson et al.,
2009).

Fur die Konstruktion von Plasmiden zur Transformation von M. oryzae wurden drei
verschiedene Resistenzmarker verwendet. M. oryzae-Transformanten wurden unter
Verwendung einer Hygromycin-Resistenz (HPT) (Sweigard et al., 1997), Glufosinat-
Ammonium-Resistenz (modifiziertes Bialaphos-Resistenzgen, BAR) (Kramer et al., 2009)
oder Blasticidin-Resistenz (BSD) (Kimura et al., 1994) selektiert. Die Selektion der gegen
Hygromycin resistenten Transformanten erfolgte in PDA mit 300 pg/ml des Antibiotikums, die
der gegen Glufosinat-Ammonium resistenten Transformanten erfolgte in MM mit 100 pg/ml
des Antibiotikums, und die der gegen Blasticidin resistenten Transformanten in MM mit
30 pg/ml des Antibiotikums.

Das fur die Transformation von M. oryzae verwendete Plasmid pMoEF1::PTP2 wurde mit der
Gibson Assembly® Klonierungsmethode erzeugt (Gibson et al., 2009). Der EF1a-Promoter
wurde von pSJ+GFP mit den Primern MoEF1-for(b)/rev(b) amplifiziert und Fragment 1
benannt. Das Phosphatasegen MoPTP2 (MGG_00912) wurde mit einer StrepTagll-Sequenz
nach dem Startcodon mit den Primern Mo00912-for/rev amplifiziert und Fragment 2 benannt.
Fur die Assemblierung des 11516 bp Plasmids pMoEF1::PTP2 wurde der Apal/Spel-
restringierte Backbone-Vektor pCAMB-HPT (Kramer et al., 2009) verwendet und mit den
Fragmenten 1 und 2 nach Herstellerangaben ligiert. Das Plasmid pMoEF1::PTP2 wurde zur
Transformation von MoWT mittels A. tumefaciens vermittelter Transformation verwendet um

den Mutantenstamm MoEF1::PTP2 zu generieren.

Fur die Generierung der lof-Mutante AMoptp2 wurde die kodierende Gensequenz von
MoPTP2 vollstandig durch das BAR-Gen von pCB1525 (Sweigard et al., 1997) ersetzt. Die
Flankenbereiche von MoPTP2 wurden mittels PCR aus genomischer DNA von M. oryzae

unter Verwendung der Primer 00912-flank1-for/-rev und 00912-flank2-for/-rev amplifiziert.

31


https://www.neb.com/-/media/catalog/datacards-or-manuals/manuale2621.pdf

Die BAR-Sequenz wurde aus pCB1525 mit den Primern BAR-for/rev amplifiziert. Als
Backbone-Vektor wurde der Apal/Spel-restringierte pCAMBIAO380 verwendet. Bei der
Assemblierungsreaktion wurde das BAR-Gen flankiert von den MoPTP2-Flankenbereichen
mit dem Backbone-Vektor ligiert. Das 9671 bp Plasmid pCAMB-PTP2-BAR wurde zur
Transformation von MoWT mittels A. tumefaciens vermittelter Transformation verwendet, um
die lof-Mutante AMoptp2 zu generieren. Die Kontrolle des erwiinschten Rekombinations-
ereignisses in der genomischen DNA von AMoptp2 am Locus von MoPTP2 erfolgte mittels
Southern Blot Analyse (2.2.9, Anhang Abb. 23).

Fur die Generierung des Plasmids pMoHOG1:GFP wurde wurde das Apal/Smal-
restringierte Plasmid pCAMB+BAR als Backbone-Vektor verwendet. Das Gen MoHOGL1
(MGG_01822) inklusive einer 1000 bp nativen Promotorregion, wurde mit den Primern
MoHOG1-for(a)/rev(a) amplifiziert und als Fragment 1 bezeichnet. Mittels dieser Primer
wurde das Stoppcodon von MoHOG1 entfernt um nach Assemblierung eine Fusion des
Gens MoHOG1 mit dem Gen eGFP zu erzielen. Das eGFP-Gen wurde aus dem Plasmid
pSJ+GFP mit den Primern eGFP-for/rev amplifiziert und als Fragment 2 bezeichnet. Die
1000 bp C-terminale Terminatorregion der kodierenden Sequenz von MoHOG1 wurde aus
genomischer DNA mit den Primern MoHOG1-term-for/rev amplifiziert und als Fragment 3
bezeichnet. Der mit Apal/Smal restringierte Backbone-Vektor wurde mit den Fragmenten 1, -
2 und -3 fir die Herstellung des 12056 bp Plasmids pMoHOG1+GFP(nativ) nach
Anweisungen des Herstellers assembliert. Das Plasmid pMoHOG1+GFP(nativ) wurde mittels
A. tumefaciens vermittelter Transformation (2.2.8.4) in M. oryzae transformiert. Da GFP-
Fluoreszenzsignale in entsprechenden Transformanten nicht stark genug waren, wurde der
EF1a Promotor von M. oryzae (MGG_03641) N-terminal der MOHOG1-Sequenz Kkloniert, um
eine starke Expression von MoHoglp-GFP zu erzielen. Dafur wurde das mit Smal/Bsu36l
restringierte Plasmid pMoHOG1+GFP(nativ) als Backbone-Vektor fir eine Klonierung mit der
Gibson Assembly® Methode verwendet. Der EF1a Promotor wurde von pSJ+GFP mit den
Primern MoEF1-for(a)/rev(a) amplifiziert, um das Fragment 4 zu erhalten. Die kodierende
Sequenz von MoHOG1 wurde aus genomischer DNA von M. oryzae mit den Primern
MoHOG1-for(b)/rev(b), die das Fragment 5 ergaben, amplifiziert. Mit diesen Primern wurde
das Stoppcodon von MoHOG1 entfernt. Die eGFP-Sequenz (ohne Startcodon) mit C-
terminalem NOS-Terminator wurde von pSJ+GFP mit den Primern eGFP-NOS-for/rev zu
Fragment 6 amplifiziert. Der Smal/Bsu36! restringierte Backbone-Vektor wurde mit den
Fragmenten 4, 5 und 6 fir die Herstellung des 13046 bp Plasmid pMoHOG1::GFP(BAR)
gemal den Anweisungen des Herstellers assembliert. Das Plasmid pMoHOG1::GFP(BAR)
wurde zur Transformation von MoWT und AMohik1, AMoypd1, AMossk1, AMossk2,

AMopbs2 (Jacob et al., 2015) mittels A. tumefaciens vermittelter Transformation verwendet,
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um die Mutantenstamme MoHOGL1::GFP, AMohik1/HOG1::GFP, AMoypd1/MoHOG1::GFP,
AMossk1/MoHOG1::GFP, AMossk2/MoHOG1::GFP und AMopbs2/MoHOG1::GFP zu
generieren. Um die Stamme AMosin1/HOG1::GFP und AMohik1/AMosin1/HOG1::GFP zu
erzeugen, deren Ausgangsstamme AMosin1 und AMohik1/AMosin1 bereits das
Selektionsmarkergen BAR besitzen (Jacob et al, 2015), wurde das Plasmid
pMoHOG1::GFP(BSD) erzeugt. Dazu wurde pMoHOG1::GFP(BAR) mit Kfll/Spel restringiert
und als Backbone-Vektor verwendet. Das Gen BSD wurde aus dem Plasmid pSJ+GFP(BSD)
mit den Primern BSD-for/rev amplifiziert und mittels der Gibson Assembly®-
Klonierungsmethode in das Backbone kloniert, wodurch die Sequenz des Gens BAR durch
die Sequenz von BSD ersetzt und somit das 13532 bp Plasmid pMoHOG1::GFP(BSD)
generiert wurde. Das Plasmid pMoHOG1::GFP(BSD) wurde zur A. tumefaciens vermittelten
Transformation (2.2.8.4) von AMosin1 und AMohik1/AMosin1 verwendet.

2.2.8 Transformation

2.2.8.1 Transformation kompetenter Escherichia coli-Zellen

Kompetente 10-beta E. coli Zellen wurden nach Herstellerangaben mittels Hitzeschock
transformiert, inkubiert und selektiert (,,NEBuiIder® HiFi DNA Assembly Bundle for Large
Fragments®; NEB, Ipswich, USA; https://www.neb.com/-/media/catalog/datacards-or-
manuals/manuale2621.pdf, Stand 2018). Zur weiteren Analyse der Transformanten wurde

von einzelnen Kolonien Plasmid-DNA isoliert und durch Restriktionsanalysen tberprift.

2.2.8.2 Herstellung kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Zur  Herstellung kompetenter Zellen wurde von einer  Glyzerinkultur ein
Verdinnungsausstrich auf LB+Rifampicin Festmedium angefertigt und fir 2—4 Tage bei einer
Temperatur von 28 °C in Dunkelheit inkubiert. Folgend wurden mehrere Kolonien in 5 ml
Flissigmedium LB+Rifampicin tberfihrt und bei 28 °C lber Nacht bei 225 Upm inkubiert.
Diese Kultur wurde als Inokulum fir 500 ml LB-Medium in einem 1000 ml Erlenmeyerkolben
mit 4 Schikanen verwendet. Dieser Ansatz wurde bei 28°C und 220Upm im
Schuttelinkubator bis zu einer Zelldichte von ODgy = 0,5-0,8 inkubiert und anschliel3end
10 min auf Eis gekidhlt. Danach wurde der Ansatz bei 4 °C und 4000 Upm 15 min
zentrifugiert und das Pellet einmal in 100 ml eiskalter 20 mM CaCl,-L6sung gewaschen.
Nach einem weiteren 10-minitigen Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 4000 Upm wurde das
Zellpellet in 2,5 ml eiskalter 20 mM CaCl,-Lésung resuspendiert und Aliquots zu 100 pl in
1,5 ml ReaktionsefalRe Uberfuhrt, die direkt in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80 °C gelagert wurden.
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2.2.8.3 Transformation kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen durch
Hitzeschock

Zur Transformation kompetenter A. tumefaciens-AGL1-Zellen wurden diese auf Eis angetaut
und anschlieBend mit 500ng des entsprechenden Expressionsvektors bzw.
Inaktivierungsvektors versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C im Wasserbad fur 5 min
und eine anschlieRende Lagerung auf Eis. Es wurden 400 pl LB-Flissigmedium hinzugefugt,
wonach eine Inkubation bei 28 °C und 225 Upm im Schuttelinkubator fir 4—-6 h erfolgte. Die
Zellsuspension wurde auf LB+Rifampicin+Kanamycin-Selektionsmedium zu je 50 pl und
450 pl ausplattiert und in Dunkelheit fir 3 Tage bei 28 °C inkubiert.

2.2.8.4 Transformation von Magnaporthe oryzae durch Agrobacterium
tumefaciens AGL1

Einzelkolonien von transformierten A. tumefaciens AGL1 Zellen wurden zur Inokulation einer
5 ml LB+Rifampicin+Kanamycin Flissigkultur genutzt. Die Inkubation erfolgte bei 28 °C und
225 Upm im Schittelinkubator. Nach 16 h wurden 1,5 ml der Kultur fir 5 min bei 2300 x g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 750 pl AIM-Flussigmedium resuspendiert. In ein 10 ml
Zentrifugenréhrchen wurden 4 ml Al-Medium steril vorgelegt und die resuspendierte
Zellsuspension hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde 6—-8 h bei 28 °C und 225 Upm inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurden Konidien von M. oryzae auf eine Konzentration von
10° Konidien/ml in H,O eingestellt. Diese Konidiensuspension wurde im Verhdltnis 1:1 mit
der Zellsuspension transformierter A.tumefaciens AGL1 Zellen vermengt. Fir die
Transformation des Stammes dMoypdl, welcher keine Konidien ausbildet, wurde Myzel,
welches fir 2—-3 Tage in CM-Flissigmedium kultiviert wurde, verwendet und analog im
Verhdltnis 1:1 mit der Zellsuspension transformierter A. tumefaciens AGL1 Zellen vermengt.
Ein Gesamtvolumen von 400 pl wurde auf den Rand eines sterilen Nitrocellulose-Filters auf
Al-Festmedium gegeben und nach Trocknung fir 48 h bei 28 °C in Dunkelheit inkubiert. Es
folgte der Transfer der Nitrocellulosefilter auf Selektionsmedium (PDA+Cefotaxim+
Hygromycin+Streptomycin oder MM+Cefotaxim+Glufosinatammonium+Streptomycin oder
MM+Cefotaxim+Blasticidin+Streptomycin) und eine weitere Inkubation fir 4—6 Tage bei
28 °C. Einzelne vom Rand des Filters gewachsene M. oryzae-Transformanten wurden auf
Selektionsmedium Uberfiihrt und bei 28 °C inkubiert. Gut gewachsene Kolonien wurden auf
CM duberfuhrt.

2.2.9 Southern Blot Analyse
Mit der Southern Blot Analyse nach Green und Sambrook (2012) wurde die korrekte
Inaktivierung von MoPTP2 in Transformanten von M. oryzae Uberpruft. Abweichungen von

der Standardmethode sind nachfolgend beschrieben.
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2.2.9.1 Isolierung und Fallung genomischer DNA

Genomische DNA von M. oryzae wurde, wie zuvor beschrieben, isoliert und ein
Restriktionsansatz zur Vorbereitung auf die Southern Blot Analysen durchgefiihrt. Danach
wurden zur Féllung der DNA 20 pl einer 3 M Natriumacetatlosung und 400 pl EtOH p.a. zu
dem Restriktionsansatz (200 ul) zugegeben. Dieser Ansatz wurde bei -20 °C fur mindestens
1 h inkubiert und anschlieBend fir 30 min bei 4 °C und 11500 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das getrocknete Pellet in 25 pl H,O aufgenommen.

2.2.9.2 Transfer der Nukleinsauren auf die Nylonmembran

Die isolierte, restringierte und gefallte genomische DNA aus M. oryzae wurde zusammen mit
einem DIG-markierten Marker (DIG Ill, Roche, Mannheim) in einem 1 % Agarosegel bei
konstanter Spannung von 90 V aufgetrennt. Nach Auftrennung wurde das Agarosegel zur
Depurinierung der DNA 10 min in 0,25 M HCI geschwenkt. AnschlieBend folgte zur
Denaturierung der doppelstrangigen DNA zweimal ein 10-minltiges Schwenken in Southern
Blot Denaturierungslosung und danach zweimal 10-minitiges Schwenken in Southern Blot
Neutralisierungs-Puffer. Zwischen jedem Pufferwechsel wurde das Agarosegel kurz in H,O
gewaschen.

Der Southern Blot wurde als Kapillar-Blot nach der Standardvorschrift (Green und Sambrook,
2012) aufgebaut. Uber Nacht wurden beim Ansaugen des SSPE-Puffers die denaturierten
DNA-Fragmente durch Kapillarkrafte aus dem Agarosegel auf die Transfermembran
Roti® Nylon Plus Ubertragen. AnschlieRend wurde die ibertragene DNA mit einem UV-
Crosslinker (FLX-20M, Vilber Lourmat, Marne La Vallee, Frankreich) mit der Nylon-Membran
quervernetzt (120 mJ/cm™).

2.2.9.3 Hybridisierung

Die Nylon-Membran wurde fur 1,5h bei 65°C in einer Hybridisierungsrohre im
Hybridisierungsofen in 20 ml Hybridisierungs-Puffer mit 40 pl Heringssperma (10 mg/ml)
inkubiert. Das Heringssperma wurde zuvor 5 min lang bei 95 °C denaturiert und danach
5 min auf Eis abgekihlt. AnschlieBend wurde der Puffer durch 20 ml Hybridisierungs-Puffer,
welcher mit 400 ng der DIG-markierten DNA-Sonde gemischt wurde, ausgetauscht. Die
DNA-Sonde wurde zuvor 5 min lang bei 95 °C denaturiert und unmittelbar danach 5 min auf
Eis abgekuhlt. Es folgte die Hybridisierungsreaktion Uber Nacht bei 65°C im
Hybridisierungsofen. Die Nylon-Membran wurde am nachsten Tag zweimal fir 5 min mit
2X SSPE + 0,1 % SDS und anschlief3end zweimal 5 min mit 0,2x SSPE + 0,1 % SDS bei

65 °C im Hybridisierungsofen gewaschen.
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2.2.9.4 Detektion der DNA-Sonde

Die Detektion der gebundenen DIG-markierten DNA-Sonde erfolgte bei RT. Die Nylon-
Membran wurde 1 min in 50 ml Wasch-Puffer inkubiert. Um unspezifische Bindungen des
Antikorpers zu vermeiden, wurde die Nylon-Membran fur mindestens 30 min in 100 ml
Blocking-Puffer inkubiert, der anschlieRend mit 20 ml Antikérperldsung ausgetauscht wurde.
Es folgte eine 30-minultige Inkubationsphase in welcher durch die am Antikbrper gebundenen
Fab Fragmente die Bindung an die DIG-markierte DNA-Sonde erfolgt. Unspezifisch
gebundene Antikdrper wurden durch zwei Waschschritte von 15 min in 50 ml Wasch-Puffer
entfernt. Es folgte eine abschlieRende Inkubation fur 3 min in 20 ml Detektions-Puffer. Nach
dem Abschitten des Detektionspuffers wurde die Nylon-Membran in eine Kunststoff-Folie
(Fisherbrand Polyethylene-bag, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) gelegt, 1,5 ml
CSPD-L6sung zugegeben und diese in der Kunststoff-Folie eingeschweist. Es folgte eine
15-minitige Inkubation bei 37 °C, wobei die am Antikdérper gebundene Alkalische
Phosphatase das CSPD unter Freisetzen eines Chemolumineszenzsignals dephosphoryliert.
Die verschweil3te Folie wurde wieder gedéffnet, die CSPD-Losung wurde komplett
ausgestrichen und die Membran wieder eingeschweif3t. Anschlieend wurde unter Rotlicht
die Nylon-Membran in einer Expositionskassette befestigt und ein Rontgenfilm eingelegt,
welcher 1 h bei Raumtemperatur belichtet wurde. Die Entwicklung des Filmes erfolgte im
AGFA CP-1000 (AGFA Healthcare GmbH, Bonn).

2.2.10 Western Blot Analyse

Die Phosphorylierung der MAPK MoHoglp in M. oryzae wurde mittels Western-Blot-Analyse
(Burnette, 1981) mit dem monoklonalen Antikdrper ,Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182)
(D3F9) XP™ Rabbit mAB* und dem ,Phototope®HRP Western Blot Detection System*
untersucht. Als Gréflenstandard wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder sowie
der im ,Phototope®HRP Western Blot Detection System“ enthaltene Biotinylated Protein

Ladder verwendet.

2.2.10.1 Kultivierung, Zellaufschluss und Proteinextraktion

Die M. oryzae Stamme wurden als Flussigkultur in CM inkubiert. Jeweils 250 ml CM wurden
mit der gleichen Menge an Myzel (jeweils 4 Rondelle, @ 4 mm) inokuliert und bei 26 °C und
100 Upm fiir 72 h in 500 ml-Erlenmeyerkolben mit 1 Schikane kultiviert. In der exponentiellen
Wachstumsphase wurden die Kulturen fir 10 min mit 10 pg/ml Fludioxonil inkubiert. Myzel
wurde mit Filterpapier (MN 615, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) von dem Kulturfiltrat
abgetrennt und in flissigem Stickstoff schockgefroren, in flissigem Stickstoff zu feinem
Pulver gemdérsert und gleiche Mengen an Pulver (150 mg) in 300 pl Laemmli-Puffer (Bio-Rad

Laboratories, Miinchen, Deutschland) fir 5 min extrahiert. Nach Zentrifugation bei 4 °C fir
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5 min bei 12.000 x g wurden die Uberstande 10 min bei 99 °C erhitzt und je 10 pl in
Geltaschen von ,10 % Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 12-well, 20 pl* (Bio-
Rad Laboratories, Munchen, Deutschland) tberfuhrt.

2.2.10.2 SDS-PAGE, Elektroblotting und Detektion

Die in den Uberstanden enthaltenen Proteine wurden mittels denaturierender SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in
Tris/Glycine/SDS-Laufpuffer  (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) in einer
Mini PROTEAN™-Kammer (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) bei einer konstanten
Stromstérke von 35 mA/Gel (maximale Spannung 200 V). Als GroRRenstandard wurde der
PageRuIerT'\’I Prestained Protein Ladder sowie der im ,,Phototope®—HRP Western Blot
Detection System“ enthaltene Biotinylated Protein Ladder verwendet. Gegebenenfalls
wurden identisch beladene Gele im Anschluss an die Elektrophorese mit der ,Coomassie
Brilliant Blue R-250 Staining Solution® (Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers gefarbt und entfarbt um eine aquivalente Proteinkonzentration in
den verschiedenen Spuren zu visualisieren.

Mittels elektrophoretischer Ubertragung (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell,
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutschland) wurden
die aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Membran (Bio-Rad Laboratories,
Munchen, Deutschland) gemal der Anleitung des Herstellers transferiert. Inkubation der
Proteine mit dem primaren Antikérper ,Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) XP™
Rabbit mAB® und den sekundaren Antikdrpern (HRP-linked anti-rabbit 1IgG und HRP-linked
anti-biotin) sowie die Detektion mittels des ,Phototope®-HRP Western Blot Detection System*
erfolgten nach Herstellerangaben. Anschlielend wurde die PVDF-Membran unter Rotlicht in
einer Expositionskassette befestigt und ein Réntgenfilm eingelegt. Je nach Signalintensitat
der Chemolumineszenzreaktion wurde 5-15 min bei Raumtemperatur belichtet. Die
Entwicklung des Filmes erfolgte im Entwickler AGFA CP-1000 (AGFA Healthcare GmbH,
Bonn).

2.3 Phanotypische Untersuchungen von Magnaporthe oryzae

2.3.1 Wachstum auf verschiedenen Festmedien

Die Wachstumsgeschwindigkeit von Kulturen der Mutantenstdmme wurde im Vergleich zur
Wachstumsgeschwindigkeit von Kulturen von MoWT untersucht, um Hinweise auf mdgliche
Funktionen der inaktivierten oder Uberexprimierten Gene bzw. deren Genprodukte zu
erhalten. Ausgangsmaterial fur die Wachstumstests waren Rondelle (& 5 mm) der zu

untersuchenden Stdmme. Die Inkubation erfolgte auf CM oder MM unter der Zugabe von
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den zu untersuchenden Reagenzien in fir MOWT subletalen Mengen fir 10 Tage bei 26 °C
und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12:12 h. Diese Tests wurden je dreimal wiederholt
und reprasentative Ergebnisse fotografisch dokumentiert (IMX179, Sony).

2.3.2 Herstellung von Konidiensuspensionen

M. oryzae-Kulturen wurden auf CM-Festmediumplatten bei einer Temperatur von 26 °C und
einem Hell-/Dunkelrhythmus von 12:12 h kultiviert. Konidien wurden von 9-11 Tage alten
M. oryzae Kulturen gewonnen, indem sie mit H,O mit Hilfe eines Glasspatels dispergiert und
Uber zweilagiges Miracloth filtriert wurden. Gegebenenfalls wurden Konidiensuspension flr
5 min bei RT mit 2900 x g zentrifugiert, um die Konidiendichte zu erhéhen. Die gewiinschte
Endkonzentration von 5 x 10* Konidien/ml in H,O wurde mit Hilfe einer Zahlkammer
(Neubauer improved, Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) eingestellit.

Die Konidiogenese der in dieser Arbeit generierten Mutantenstamme MoEF1::PTP2 und
AMoptp2 wurde mit der von MoWT und AMohog1l verglichen. Pro Stamm wurden Triplikate
von Konidiensuspensionen ausgehend von jeweils drei auf CM gewachsenen Kulturen
hergestellt. Daiir wurden Konidien von einer Flache von jeweils 50 cm? einer 11 Tage alten,
auf CM gewachsenen Kultur, dispergiert. Fur die Bestimmung der Konidienproduktion pro
cm? Kultur wurde die Konidienzahl fur je 3 unabhangige biologische Replikate ermittelt,
sowie der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.

2.3.3 Keimungsverhalten und Appressorienbildung

Zur Analyse des Keimungsverhaltens und der Appressorienbildung pro 100 Konidien je
untersuchtem M. oryzae-Stamm wurden Keimungstests auf hydrophoben Deckglasern
(76 x 51 mm, Nr. 653081, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) in 3 unabhéngigen
biologischen Replikaten durchgefiihrt. Dazu wurden Konidiensuspensionen der
entsprechenden Stamme hergestellt, jeweils 100 pyl auf die Objekttrager appliziert und bei
26 °C fur 24 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 24 h erfolgte die mikroskopische

Auswertung.

2.3.4 Protoplastentest zur Ermittlung der Zellwandstabilitat

Untersuchungen zur Stabilitat der Zellwand von M. oryzae wurden mit Kulturen durchgefuhrt,
die zuvor in 50 ml CM bei 26 °C und 100 Upm fur drei Tage in 100 ml Erlenmeyerkolben
inkubiert wurden. Nach dem Separieren der Kulturbrihe wurde 1 g Myzel in ein 50 ml
Zentrifugenrbhrchen  Uberfihrt. Das Myzel wurde zweimal mit 20ml einer
20 %-Saccharoselosung gewaschen und dazwischen bei RT fir 10 min mit 2900 x g
zentrifugiert. Die Lyse der Zellwande wurde mit lytischen Enzymen aus Trichoderma

harzianum (3 mg/ml Endkonzentration) in 20 ml einer 20 % (w/v)-Saccharoselésung fir
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60 min auf einem Kippschuttler durchgefuhrt. Danach wurden die Lysate durch zweilagiges
Miracloth filtriert und fir 10 min mit 2900 x g zentrifugiert. Die Protoplastenpellets wurden
schlief3lich vorsichtig in 1 ml einer 20 %-Saccharoseldsung resuspendiert und die Anzahl der
Protoplasten unter dem Mikroskop bestimmt. Drei Wiederholungen mit je drei Replikaten

wurden ausgewertet.

2.3.5 Pathogenitatstest auf Reispflanzen

Die Infektionsfahigkeit der M. oryzae-Stamme wurde mit Pflanzentests Uberpriuft. Zur
Kultivierung von Reispflanzen (Oryza sativa Kultivar CO39) wurden jeweils 5 Samenkdrner in
einem Pflanztopf mit Einheitserde® Typ ED 73 gepflanzt. Die Pflanzen wurden bei 22 °C und
80 % Luftfeuchtigkeit bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16:8 h angezogen.
Konidiensuspensionen wurden mit 0,2 % Gelatine versetzt und 5 ml der Suspension mit
einer Spruhflasche auf 21 Tage alte Reispflanzen gespriht. Danach wurden die infizierten
Pflanzen in verschlieBbaren Kordelzugbeuteln fir 120 h bei 28 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und
einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16:8h in einer Pflanzentestkammer inkubiert.
Darauffolgend wurden die Lasionen pro Blatt bei den finf am starksten infizierten Blattern
ausgezahlt und dokumentiert. Dreimal wurden je funf Replikate ausgewertet.

2.3.6 Fluoreszenzmikroskopie mit Magnaporthe oryzae
Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte die Lokalisation der MAPK MoHoglp und die
dynamische Lokalisationsédnderung als Reaktion auf unterschiedliche Stimuli in vivo in
Echtzeit visualisiert werden. Konidiensuspensionen von entsprechenden MoHoglp-GFP-
exprimierenden Mutantenstammen wurden wie in 2.3.2 beschrieben hergestellt und mit zu
testenden Reagenzien bzw. Substanzen versetzt. Zur fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung von Myzel wurden Konidiensuspensionen mit CM versetzt und bei RT flr 24—
48 h inkubiert. Danach wurden Proben der Kultur entnommen und mit zu testenden
Reagenzien bzw. Substanzen versetzt. So induzierte Myzelproben bzw. Kondidien-
suspensionen wurden unmittelbar auf Glasobjekttrager gegeben und fluoreszenz-
mikroskopisch mit dem Mikroskop ,Zeiss Axio Imager.M2“ (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Gottingen) unter Verwendung der Fluoreszenzlampe ,HXP 120 C*“ und folgenden
Filtersatzen untersucht: Filtersatz 38 HE (High Efficiency) (,GFP*) (EX (Exitation) BP
(Bandpass) 470/40, FT (Farbteiler) 495, EM (Emission) BP 525/50), Filtersatz 43 HE
(,RFP/YFP“) (EX BP 550/25, FT 570, EM BP 605/70), Filtersatz 47 HE (,CFP“) (EX BP
436/25, FT 455, EM BP 480/40), Filtersatz 49 (,DAPI*) (EX G 365, FT 395, EM BP 445/50).
Zur Zellkernfarbung wurde Hoechst 33258 (5 pg/ml) 25 min vor Induktion appliziert. Zur
Bildaufnahme bzw. Bearbeitung wurde die ,CCD-Videokamera MC-3255P* von Sony und
das Programm ,AxioVision® von Zeiss (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) verwendet.
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2.3.7 Analyse intrazellularer Primarmetabolite

2.3.7.1 Kultivierung und Induktion von Magnaporthe oryzae Stdmmen

Dafur wurde MoWT in 250 ml CMG-Medium (Komplettmedium mit 2 % Glukose) in 500 ml-
Erlenmeyerkolben mit 1 Schikane bei 26 °C und 100 Upm kultiviert und 72 h nach
Inokulation, in der exponentiellen Wachstumsphase, mit verschiedenen Stimuli behandelt. Es
wurde im Rahmen der Methodenetablierung festgestellt, dass nach vollstandigem Verbrauch
der freien Glukose im Medium intrazellular fast ausschlief3lich Trehalose angereichert wurde
und dass sich die intrazellularen Konzentrationen der vier o.g. Carbohydrate dann auch nach
osmotischem Schock nicht deutlich und nicht wie bei Dixon et al. (1999) beschrieben
anderten (Daten nicht gezeigt). Das Experiment musste also beendet sein, bevor die freie
Glukose im Medium vollstandig verbraucht war. Fir eine gute und stabile Handhabbarkeit
der Probenaufarbeitung musste bei jeder entnommenen Probe ausreichend Myzel
vorhanden sein, weshalb die Experimente erst 72 h nach Inokulation gestartet werden
konnten — zu einem Zeitpunkt, bei dem die kultivierten Stamme bereits ausreichend Myzel
produziert hatten. Da auch ein Wert der intrazellularen Osmolytkonzentrationen 24 h nach
Stimulus von Interesse war, wurden die Stamme in CM mit 2 % Glukose statt 1 % Glukose
kultiviert, wodurch die Glukose im Medium erst ca. 100-120 h nach Inokulation verbraucht
war, und somit gewahrt wurde, dass zu jedem Zeitpunkt der Experimente ausreichend freie
Glukose vorhanden war. Die Induktion der kultivierten Stdmme erfolgte mit Stoffen und
Substanzen in 5-facher Konzentration gelést in einem Volumen von 50 ml H,O, sodass nach
Zufugen dieser 50ml zu den 200 ml Kultur (250 ml Ausgangskultur minus 50 ml
Probeentnahme unmittelbar vor Induktion) im Erlenmeyerkolben zum Zeitpunktt=0 eine
1-fache Konzentration des entsprechenden Stimulus im Erlenmeyerkolben erreicht wurde.
Fur die Negativ-Kontrolle wurden die entsprechenden Kulturen mit 50 ml H,O behandelt.
Unmittelbar vor (0 h) sowie 5h und 24 h nach Induktion der kultivierten Stamme mit
verschiedenen Stimuli wurden jeweils 50 ml der jeweiligen 250 ml Kultur steril entnommen,
wie in 2.3.7.2 beschrieben aufgearbeitet und die intrazellularen Primarmetabolite mittels
HPAEC-PAD (2.3.7.3) bestimmt.

2.3.7.2 Extraktion intrazellularer Primarmetabolite

Das in den entnommenen Proben (2.3.7.1) enthaltene Myzel wurde durch Filtration mit Hilfe
einer Vakuumflasche, einem Buichnertrichter und Filtrierpapier von der Kulturbriihe separiert,
zugig mit 3 Volumeneinheiten H,O (150 ml) gespult, unmittelbar in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Nach Gefriertrocknung unter Vakuum wurden die
Myzeltrockengewichte bestimmt und die Myzelproben anschlieend mit jeweils 4 ml eines
Gemischs aus Methanol und Dichlormethan 12:5 (v/v) fur 30 min bei 37 °C und 220 Upm in
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einen Rundschiittler (Orbital Shaker, Thermo Forma, Marietta, USA) inkubiert. AnschlieRend
wurden die Proben bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in Szintillationsflaschchen
(Carl Roth  GmbH & Co., Karlsruhe) udbefuhrt. Die Myzelpellets wurden in 3 ml
Methanol:Dichlormethan 12:5 (v/v) aufgenommen und erneut 30 min im Rundschuttler
inkubiert, gefolgt von Zentrifugation und Uberfiihren der Uberstande in die entsprechenden
Szintillationsflaschchen.  Nach  Trocknung in  einem  Vakuumrotationsverdampfer
(Rotationsverdampfer Heidolph Laborota 4002; SpeedVac Jouan RC 10.11) wurden die
Extrakte bei -20 °C gelagert.

2.3.7.3 Quantifizierung von Primarmetaboliten

Die hergestellten Extrakte (2.3.7.2) wurden in je 1 ml H,O gel6st (sonifiziert) und zentrifugiert
(4 °C, 13 000 Upm). Die im Uberstand enthaltenen niedermolekularen Substanzen wurden
mittels hochleistungsfahiger Anionenaustauschchromatographie analysiert. Sie wurden als
Anionen unter hochalkalischen Bedingungen (pH > 12) getrennt und mittels gepulster
Amperometrie detektiert (HPAEC-PAD = High-performance anion exchange chromatography
coupled with pulsed amperometric detection).

Die HPAEC-PAD-Analyse wurde an einem Shimadzu LC-System durchgefiihrt, ausgestattet
mit zwei LC-10Ai-Pumpen, einer DGU-20A-Entgasungseinheit, einem SIL-10Ai-Autosampler,
einer CBM-20A-Steuerung und einem Saulenofen CTO-20AC. Es wurde eine
Anionenaustauschsaule von CarboPac MAl (4 x 250 mm) in Kombination mit einer
Schutzsaule von CarboPac MAL (4 x 50 mm) bei 20 °C verwendet. Ein elektrochemischer
Detektor Dionex ED40 wurde fur den Nachweis von Kohlenhydraten und Zuckeralkoholen im
gepulsten amperometrischen Modus durch eine Standard-Vierfachwellenform verwendet
(t=0-0,40s, p=+0,1V; t=0,41-0,42s, p=-20V; t=0,43s, p=+0,6V; t=0,44-0,50 s,
p =-0,1V). Eine isokratische Elution wurde bei 0,4 ml/min mit 0,48 M NaOH-LOsung als
Eluent durchgefuhrt (wassriges Natriumhydroxid (50 %, w/w) von Merck, Deutschland).

Alle Proben wurden durch einen 0,2 um Filter filtriert. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl.
Losungen mit Carbohydrat-Standards (Sigma-Aldrich, Deutschland und Carl Roth,

Deutschland) wurden mit einer Konzentration von 10 mg/l in H,O hergestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Phosphatasen als Modulatoren der Osmoregulation

Die Dephosphorylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) Hoglp im ,High
Osmolarity Glycerol* (HOG)-Signalweg in S. cerevisiae wird von den Hoglp-interagierenden
Threonin- und Tyrosin-Phosphatasen Ptclp (Phosphatase type Two C), Ptp2p (Protein
Tyrosine Phosphatase) und Ptp3p vermittelt (Warmka et al., 2001; Wurgler-Murphy et al.,
1997). In S. cerevisiae ist die gezielte Inaktivierung der Zweikomponenten-Hybrid-
Histidinkinase (HK) SInlp im Phosphorelaysystem des HOG-Signalwegs nicht mdglich, da
Abwesenheit von Sinlp in einer Hyperaktivierung der MAPK-Kaskade resultiert. Eine
Uberexpression von Ptp2p und Ptp3p kann diese Letalitat kompensieren. Durch genetische
Inaktivierung von Ptp2p und Ptp3p in S. cerevisiae wird eine adaquate Dephosphorylierung
von Hoglp und somit eine Beendigung der Signalweiterleitung im HOG-Signalweg verhindert
(Jacoby et al., 1997). Darlber hinaus sind die Phosphatasen Ptc2p, Ptc3p und Ptc4dp als
Interaktionspartner von Hoglp beschrieben, jedoch mit vergleichsweise geringem Einfluss

auf die Dephosphorylierung von Hoglp (Young et al., 2002; Shitamukai et al., 2004).

Der Einfluss von Phosphatasen auf die Regulation des HOG-Signalwegs sollte in M. oryzae
untersucht werden. Dabei stand die Frage im Vordergrund, ob Uberexpression einer
MoHoglp-dephosphorylierenden Phosphatase in M. oryzae eine durch das Fungizid
Fludioxonil bedingte Hyperaktivierung des HOG-Signalwegs kompensieren kann und somit

als molekularer Mechanismus einer Fludioxonil-Resistenz angesehen werden kann.

Dafur wurden zunachst die zu Ptclp, Ptp2p und Ptp3p aus S. cerevisiae homologen
Phosphatasen in M. oryzae mittels BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool) identifiziert
(Anhang Tab. 3). Da in S. cerevisiae durch Manipulation des Phosphatasegens PTP2 die
groRten Effekte hinsichtlich einer Modulation des HOG-Signalwegs beobachtet wurden
(Jacoby et al, 1997), wurde das homologe Gen MoPTP2 fir die genetischen

Uberexpressions- und Inaktivierungsstudien in M. oryzae ausgewahit.

Mittels Agrobacterium tumefaciens-vermittelter Transformation konnten der lof-Stamm
AMoptp2 und der Uberexpressionsstamm MoEF1::PTP2 erfolgreich generiert werden. Die
Klonierungsstrategien und die Nachweise der genetischen Manipulationen sind in 2.2.7 und
im Anhang (Abb. 22, Abb.23) zu finden. Neben dem hier beschriebenen Uber-
expressionsstamm MoEF1::PTP2 wurden weitere Uberexpressionsstimme erzeugt, mit
jeweils ahnlichem Phanotyp wie MoEF1::PTP2 (Daten nicht gezeigt). Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wird im Folgenden nur der Stamm MoEF1::PTP2 stellvertretend fiir die
anderen Uberexpressionsstamme beschrieben.
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Im Uberexpressionsstamm MoEF1::PTP2 war eine deutlich erhohte Transkriptmenge von
MoPTP2 im Vergleich zu MoWT festzustellen (Anhang Abb. 22). Fur den lof-Stamm
AMoptp2 konnte eine homologe Rekombination fur das Inaktivierungskonstrukt am Locus
von MoPTP2 und somit eine genetische Inaktivierung des putativen Phosphatasegens
MoPTP2 festgestellt werden (Anhang Abb. 23).

Im Folgenden sind die Ergebnisse zu Untersuchungen hinsichtlich einer putativ modulierten
Regulation des HOG-Signalwegs in den beiden Mutantenstaimmen und eines daraus
resultierenden veranderten Phanotyps beschrieben. Als Referenzstamme dienten stets zum
einen der osmoresistente und Fludioxonil-sensitive Wildtypstamm MoWT und zum anderen
der osmosensitive und Fludioxonil-resistente Stamm AMohog1, welche von Dr. Stefan Jacob
(IBWF gGmbH, Kaiserslautern) zur Verfigung gestellt wurden (Jacob et al., 2015).

3.1.1 Uberexpression des Phosphatasegens MoPTP2 fiihrt zu Fludioxonil-
Resistenz

Um die Hypothese zu Uberprifen, dass MoPtp2p die MAPK MoHoglp dephosphoryliert und
somit die Signalweiterleitung im HOG-Signalweg terminiert, wurde die Sensitivitdt von
MoWT, AMoptp2, MoEF1::PTP2 und AMohogl gegeniiber dem Fungizid Fludioxonil
untersucht. Dafir wurden die Stamme auf Minimal-Medium (MM) sowie im Vergleich dazu
auf MM mit Fludioxonil kultiviert und die Wachstumsgeschwindigkeit bestimmt (Abb. 4).

MoWT AMohog1 MoEF1::PTP2 AMoptp2

MM

MM
+20 pyg/ml
Fludioxonil

Abb. 4: Vegetatives Wachstum von MoWT, der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 und der lof-
Mutanten AMohogl und AMoptp2 unter Fludioxonil-Stress. Die Pilzstamme wurden auf MM und auf MM
inklusive 20 pg/ml Fludioxonil fir 14 Tage bei 26 °C kultiviert.
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Auf Medium ohne Fludioxonil sind die Wachstumsgeschwindigkeiten der getesteten Stamme
untereinander ahnlich. Auf Fludioxonil-haltigem Medium ist bei MoEF1::PTP2 ein grol3erer
Koloniedurchmesser zu beobachten im Vergleich zu MoWT, bei AMoptp2 hingegen ist der
Koloniedurchmesser geringer als bei MoWT. Das Wachstum von AMohogl ist durch
Fludioxonil kaum beeinflusst.

Erganzende Experimente in Submerskulturen bestéatigten diese Beobachtungen. Nach
Kultivierung in MM und nach Kultivierung in MM mit Fludioxonil wurde das
Myzeltrockengewicht von MoWT sowie der Mutantenstamme MoEF1::PTP2, AMohogl und
AMoptp2 bestimmt (Abb. 5).

OMM  BMM + 10 pg/ml Fludioxonil

: 1 | 1

Myzeltrockengewicht [g/]

L -

MowT AMohog1 MoEF1::PTP2 AMopitp2

Abb. 5: Myzel-Trockengewichte von MoWT, der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 und den lof-
Mutanten AMohog1 und AMoptp2 nach Kultivierung in MM bzw. nach Kultivierung in MM mit Fludioxonil.
Die Pilzkulturen wurden in flissigem MM fiir 8 Tage mit 100 Upm bei 26 °C (hellgrau) bzw. in flissigem MM
inklusive 10 pg/ml Fludioxonil fur 10 Tage mit 100 Upm bei 26 °C (dunkelgrau) inkubiert. Die Fehlerbalken geben

die Standardabweichungen von jeweils drei biologischen Replikaten an.

Das Myzeltrockengewicht aller untersuchten Stamme war in den Kontrollen ohne Fludioxonil
nahezu identisch. Nach Kultivierung in MM mit Fludioxonil wurden fir MoWT und AMoptp2
geringere Myzeltrockengewichte pro Liter Kultur gemessen, fur AMohogl und MoEF1::PTP2
hingegen deutlich groRere.

Der Effekt der Uberexpression von MoPTP2 auf die fungizide Wirkung von Fludioxonil
konnte durch Keimungshemmungstests weiter analysiert werden. Dabei wurden die
Konidienkeimungsraten von MoWT, AMohogl, MoEF1::PTP2 und AMoptp2 wahrend der

Inkubation unter Fludioxonil-Stress bestimmt (Abb. 6).
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Abb. 6: Konidien-Keimungshemmungstest von MoWT, der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 und
den lof-Mutanten AMohogl und AMoptp2 unter Fludioxonil-Stress. Konidien wurden von 11 Tage alten
Pilzkolonien gewonnen und in HO inklusive 7,5 pg/ml Fludioxonil fir 16 h bei 26 °C inkubiert. Die
Keimschlauchentwicklung wurde unter dem Mikroskop beobachtet. Als gekeimte Konidien wurden jene mit einer
Keimschlauchlange groRer oder gleich der Lange der Konidie bewertet. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung von drei unabhé&ngigen Experimenten mit jeweils 100 gezéhlten Konidien an.

Bei den Stammen MoWT und AMoptp2 waren die Keimungsraten bei Fludioxonil-Stress
deutlich reduziert im Vergleich zu den Keimungsraten von MoEF1:PTP2 und des
Referenzstamms AMohogl. Bei Keimung in H,O ohne Fludioxonil konnten keine
signifikanten Unterschiede beim Vergleich der Keimungsraten der untersuchten Stdmme

festgestellt werden, nahezu alle Konidien keimten aus (Daten nicht gezeigt).

3.1.2 Uberexpression von MoPTP2 fuihrt zur verstarkten Dephosphorylierung

der MAPK MoHog1p

Die Ergebnisse der Wachstumstests zur Fludioxonil-Resistenz deuten darauf hin, dass eine
Uberexpression des Phosphatase-Gens MoPTP2 zu einer verstarkten Dephosphorylierung
der MAPK MoHog1lp fuhren kénnte, wodurch die Fludioxonil-bedingte Hyperaktivierung des
HOG-Signalwegs kompensiert wird. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die
Phosphorylierung von MoHoglp in den verschiedenen Stdmmen mittels Western Blot
Analyse mit dem monoklonalen Phospho-p38 MAPK Antikdrper (Thrl180/Tyr182) (D3F9)
XP™ (Cell Signaling Technology, Beverly, Massachusetts, USA) tUberprift (Abb. 7).
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3 Ergebnisse

+Fludioxonil
(10 pg/ml)

M MoWT AMohog! MOEF1:PTP2 AMoplp2 M  MoWT  AMohog! MoEFT:PTP2 AMoptp2 M

140 kDa
100 kDa
80 kDa
60 kDa
50 kDa

Phospho-

<— MoHog1p

40 kDa (82 kDa)

Abb. 7: Phosphorylierung der MAPK MoHoglp in MoWT, in der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2
und in der lof-Mutante AMoptp2 vor und nach Fludioxonil-Behandlung. Die Western-Blot-Analyse wurde mit
einem Anti-Phospho-Hogl-MAPK-Antikérper durchgefiihrt. Es wurden jeweils gleiche Proteinextraktmengen der
untersuchten Stdmme eingesetzt. Die Inkubation der Stamme erfolgte in CM. Fir die Stdmme MoWT und
MOEF1::PTP2 ist auch unter nicht-induzierten Bedingungen ein schwaches Phosphorylierungssignal von
MoHoglp zu erkennen, fir AMoptp2 ein deutliches Phosphorylierungssignal. Im Stamm AMohogl ist kein
Phosphorylierungssignal von MoHog1p zu erkennen. Zur Induktion wurden jeweils 10 pg/ml Fludioxonil appliziert.
Die Intensitdt der Phosphorylierungssignale bei MoWT und bei AMoptp2 ist nach 5-minutiger Fludioxonil-
Behandlung stark erhéht. Im Besonderen ist zu beachten, dass die Intensititserhéhung des
Phosphorylierungssignal in MoEF1::PTP2 nach Fludioxonil-Behandlung geringer ist als in MoWT nach
Fludioxonil-Behandlung. M = biotinylierter Proteinmarker.

Ohne Fludioxonil-Induktion der beiden Stamme MoWT und MoEF1::PTP2 konnten jeweils
schwache Phosphorylierungssignale von MoHoglp beobachtet werden. Dabei war das
Signal bei MoWT tendenziell starker als bei MoEF1::PTP2. Bei funfminttiger Fludioxonil-
Induktion dieser beiden Stamme war in der Probe von MoWT ein deutlich starkeres
Phosphorylierungssignal zu erkennen, fur MoEF1::PTP2 hingegen ein nur geringflgig
starkeres Signal. Fir AMoptp2 konnte auch ohne Fludioxonil-Behandlung ein starkes
Phosphorylierungssignal beobachtet werden. Der Nachweis, dass jeweils gleiche
Proteinextraktmengen eingesetzt wurden, ist im Anhang zu finden (Abb. 24). In AMohog1 als
Negativ-Kontrolle wurden keine MoHog1p-Phosphorylierungssignale beobachtet.
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3.1.3 MoPtp2p beeinflusst die Osmoregulation, Zellwandintegritat,
Konidiogenese, Konidienkeimung und Virulenz von Magnaporthe oryzae

Zur Untersuchung des Einflusses von MoPTP2 auf die Osmoregulation wurde die
Wachstumsgeschwindigkeit der Stamme MoEF1::PTP2 und AMoptp2 verglichen mit der
Wachstumsgeschwindigkeit der beiden Referenzstamme MoWT und AMohogl auf
Komplettmedium (CM) bzw. CM mit KCIl bzw. Sorbitol als hyperosmotische Stressoren
(Abb. 8).

AMohog1 MoEF1::PTP2 AMoptp2

CM
+1 M Sorbitol

Abb. 8: Vegetatives Wachstum von MoWT, der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 und der beiden
lof-Mutanten AMohogl und AMoptp2 bei osmotischem Stress. Die Stamme wurden auf CM bzw. auf
CM inklusive 1 M KCI oder 1 M Sorbitol fir 10 Tage bei 26 °C inkubiert.

Auf Medium ohne hyperosmotischen Stress sind die Wachstumsgeschwindigkeiten der
kultivierten Stdmme untereinander gleich. Bei hyperosmotischem Stress hingegen ist die
Wachstumsgeschwindigkeit der Uberexpressionsmutante  MoEF1::PTP2 und des
osmosensitiven Referenzstamms AMohog1 signifikant reduziert im Vergleich zu MOWT. Dies

konnte in Flissigkultur bestatigt werden (Anhang Abb. 25).

Auf Medium mit Calcofluor White (CFW), einem Chitin-interagierenden Fluoreszenzfarbstoff
(Wood, 1980), ist die Wachstumsgeschwindigkeit der Uberexpressionsmutante
MoEF1::PTP2 deutlich héher und die Wachstumsgeschwindigkeit der lof-Mutante AMoptp2
geringer als die der beiden Referenzstamme MoWT und AMohogl (Tab. 2). Auf Medium mit
Congo Red, einem B1,3-Glucan-interagierenden Farbstoff waren keine Unterschiede in den

Wachstumsgeschwindigkeiten der untersuchten Stamme festzustellen (Daten nicht gezeigt).
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Zur weiteren Untersuchung der Zellwandstabilitit wurde die Rate der enzymatischen
Protoplastierung von vegetativem Myzel durch zellwandabbauende Enzyme aus
Trichoderm harzianum pro Einheit Myzeltrockengewicht der untersuchten Stdmme
miteinander verglichen (Tab. 2). Bei der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 wurden
signifikant weniger, bei der lof-Mutante AMoptp2 signifikant mehr Protoplasten beobachtet
als bei den beiden Referenzstammen MoWT und AMohog1.

Zur Untersuchung der Konidienbildungsrate wurde die Konidienanzahl pro Flacheneinheit
nach 11 Tagen Wachstum von vegetativem Myzel der untersuchten Stamme auf CM
untereinander verglichen (Tab. 2). Die Konidienbildungsrate in AMohogl war ca. 7-fach
geringer als in MoWT. Bei der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 wurden deutlich
weniger Konidien beobachtet als bei AMohogl, bei der lof-Mutante AMoptp2 deutlich mehr
als bei MOWT.

Bei der Konidienkeimung der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 konnten Unterschiede
zur Konidienkeimung von MoWT, AMohogl und AMoptp2 beobachtet werden. Konidien von
MoEF1::PTP2 bildeten sehr lange, teils verzweigte Keimschlauche und zu ca. 30 % je drei
Keimschlauche pro Konidium mit bis zu 3 Appressorien pro Konidium aus (Daten nicht
gezeigt).

Zur Untersuchung der Pathogenitat wurden Reispflanzen der Sorte CO-39 mit Konidien der
vier untersuchten Stamme inokuliert und nach 5 Tagen die Anzahl an Lé&sionen auf
Reisblattern untereinander verglichen (Tab.2). Bei der Uberexpressionsmutante
MoOEF1::PTP2 und dem osmosensitiven Referenzstamm AMohogl wurden signifikant
weniger Lasionen beobachtet als bei MOWT und AMoptp2.

Tab. 2: Phanotypen von MoEF1::PTP2 und AMoptp2 im Vergleich zu den beiden Referenzstdmmen MoWT
und AMohogl. Untersucht wurde die vegetative Wachstumsgeschwindigkeit (v.W.) [Flache] auf MM mit CFW,
die Protoplastierungsrate durch zellwandabbauende Enzyme aus Trichoderma harzianum, die Anzahl gebildeter
Konidien pro Flacheneinheit nach 11 Tagen Kultivierung auf CM, sowie die Virulenz auf Oryza sativa CO-39.
Angegeben sind Werte relativ zu MoWT [100 %] sowie die jeweiligen Standardabweichungen. Die Experimente
zur Protoplastierungsrate und der Konidiogeneserate wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt mit jeweils drei
biologischen Replikaten. Die Experimente zur Wachstumsgeschwindigkeit und zur Pathogenitat einmal mit jeweils

drei biologischen Replikaten.

MoWT AMohog1l MoEF1::PTP2 AMoptp2
V.W. MM + 400 pg/ml CFW 100 £6,1 60,8 £5,3 201,5 £70,2 21,3+2,8
Protoplasten 100 +16,9 116,7 £12,4 26,6 +12,1 325,4 +19,3
Konidienbildungsrate 100 +£28,3 15,4 +4,8 6,1+2,0 593,0 £160,5
Virulenz auf Oryza sativa 100 +23,2 55,9 +8,4 52,1 48,0 106,4 +20,5
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Zusammenfassend kann festgestellt werden: Fiir die Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2
wurde eine signifikante Verringerung der Suszeptibilitdt gegenuber Fludioxonil im Vergleich
zu MoWT beobachtet, wahrend die Inaktivierung des Gens MoPTP2 zu einer erhthten
Sensitivitat gegenuber dem Fungizid fuhrt. Umgekehrt fuhrt Uberexpression des Gens
MoPTP2 zu einer erhdhten Sensitivitit gegenidber hyperosmotischem Stress. Diese
Ergebnisse implizieren, dass MoPtp2p an der Dephosphorylierung von MoHog1p beteiligt ist
und somit eine wichtige Komponente in der Regulation des HOG-Signalwegs.

3.2 Visualisierung der Aktivierung des HOG-Signalwegs

3.2.1 Fusion der MAPK MoHog1p mit dem Fluoreszenzprotein GFP

Die MAPK Hoglp ist sowohl in Hefen wie z.B. S. cerevisiae oder Candida albicans und
deren Homologe auch in filamentdsen Pilzen wie z.B. Botrytis cinerea unter isoosmotischen
Bedingungen im Zytosol lokalisiert. Nach dualer Phosphorylierung durch die im HOG-
Signalweg upstream gelegene MAPKK, z.B. bei hyperosmotischem Stress, transloziert
Hoglp in den Zellkern, um die physiologische Antwortreaktion der Zelle zu initiileren
(Ferrigno et al.,, 1998; Heller et al., 2012; Cheetham et al., 2007). In M. oryzae war eine
Zellkerntranslokation von MoHog1lp bisher nicht beschrieben. Die zellulare Lokalisation von
MAPK kann z.B. durch Fusion mit fluoreszierenden Proteinen ermittelt werden (Ferrigno
et al., 1998).

Um Unterschiede von osmotischem Stress und Fludioxonil-Stress beziiglich der Lokalisation
der MAPK MoHoglp in M. oryzae zu untersuchen, wurde MoHoglp C-terminal mit dem
Fluoreszenzprotein eGFP (im Folgenden ‘GFP‘) fusioniert (2.2.7). Mittels Fluoreszenz-
mikroskopie konnte so die zellulare Lokalisationsanderung des Fusionsproteins
MoHoglp-GFP invivo in Echtzeit untersucht werden. In der generierten Mutante
MoHOG1::GFP konnte am Genlocus von MOHOG1 eine homologe Rekombination und somit
ein Austausch des nativen Gens MoHOG1 mit dem Fusionskonstrukt MOHOG1-GFP in das

Genom von M. oryzae nachgewiesen werden (Anhang Abb. 26).

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Mutante MOHOGL1::GFP auf hyperosmotischen Medien
war identisch zur Wachstumsgeschwindigkeit von MoWT (Daten nicht gezeigt). Dies deutet
darauf hin, dass das Fusionsprotein MoHoglp-GFP funktionell exprimiert und translatiert
wird. Ohne funktionelles MoHoglp ist M. oryzae nur eingeschrénkt in der Lage auf

hyperosmotischen Medien zu wachsen (3.1.3 Abb. 8: AMohogl).
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Der Mutantenstamm MoHOGL1::GFP konnte verwendet werden, um in vivo die Aktivierung

des HOG-Signalwegs durch Induktion mittels diverser Stimuli in Echtzeit zu visualisieren.

3.2.2 Die MAPK MoHog1p transloziert bei osmotischem Schock in den Zellkern

Im Stamm MoHOG1::GFP konnte die dynamische Zellkerntranslokation von MoHoglp als
Reaktion auf osmotischen Stress beobachtet werden. Dafir wurden Konidien mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht (2.3.6).

In unbehandelten Konidien von MoHOG1::GFP war ein gleichmafig starkes GFP-Signal in
allen Bereichen der Zellen zu erkennen. Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Hoechst 33258
konnen spezifisch Nukleinsauren angefarbt werden (Latt et al., 1975). Nach Applikation von
5 pug/ml Hoechst 33258 und Behandlung der Konidien von MoHOG1::GFP mit 0,25 M KCI
oder 0,5 M Sorbitol korrelierte die Lokalisation des GFP-Fluoreszenzsignals mit der
Lokalisation des Hoechst-Fluoreszenzsignals (Abb. 9).

MoHOG1::GFP MoHOG1::GFP MoHOG1::GFP
(GFP) (Hoechst) (merged)

H,0

Kcl (0,25 M)

Sorbitol (0,5 M)

10 pm

Abb. 9: Zellkerntranslokation von MoHoglp als Reaktion auf hyperosmotischen Schock. Im Stamm
MoHOG1::GFP, welcher das Fusionsprotein MoHoglp-GFP exprimiert, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die
zellulare Lokalisation der MAPK MoHoglp bestimmt. Konidien wurden mit H,O bzw. mit 0,25 M KCI oder
0,5 M Sorbitol behandelt und nach 1min fotografiert. Fur die Farbung der Zellkerne wurden
5 pg/ml Hoechst 33258 verwendet. Von links nach rechts: ,GFP“Filterset, ,DAPI“-Filterset, merged = ,GFP* +
“‘DAPI®.
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In Konidien und im Myzel von MoHOGL1::GFP konnte erfolgreich eine dynamische
Lokalisationsanderung von MoHoglp nach hyperosmotischem Schock beobachtet werden.
60 min nach Applikation von hyperosmotischem Salzstress konnte sowohl in Konidien als
auch im Myzel keine Akkumulation des Fluoreszenzsignals in den Zellkernen beobachtet
werden, das Fluoreszenzsignal war wieder gleichméaRig im Zytosol verteilt, die nukleéare
Translokation von MoHog1p ist reversibel (Abb. 10).

0,25 M KCI (60 min)
»

unbehandelt 0,25 M KCI (1 min)

"

3 -«

0,25 M KCI (60 min)

unbehandelt 0,25 M KCI (1 min)

Abb. 10: Reversible Zellkerntranslokation von MoHoglp nach hyperosmotischem Schock. Im Stamm
MoHOG1::GFP, welcher das Fusionsprotein MoHog1p-GFP exprimiert, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die
zellulare Lokalisation der MAPK MoHoglp bestimmt. Konidien und Myzel wurden vor, 1 min nach und 60 min
nach Induktion mit 0,25 M KCI fotografiert. Eine deutliche nukledre Akkumulation des GFP-Signals ist 1 min nach
KCI-Stimulus zu erkennen, wahrend das GFP-Signal in unbehandelten Zellen sowie 60 min nach KCI-Stimulus

gleichmaRig in der Zelle verteilt ist.

Aus Grinden einer schnelleren Praparation und robusteren Durchflhrbarkeit der
Experimente mit Konidien im Vergleich zu Myzel zur Untersuchung der zellularen
Lokalisation von MoHoglp, wurden die im Folgenden beschrieben Lokalisationsstudien von

MoHog1p bei Applikation verschiedenster Stimuli ausschlie3lich an Konidien durchgefihrt.

Folgende Stoffe wurden in zuvor mittels Wachstumsversuchen ausgetesteten (Jacob et al.,
2015), subletalen Konzentrationen appliziert, um die Kerntranslokation von MoHoglp zu
beobachten: KCI (0,2 M), NaCl (0,2 M), NaNO; (0,2 M), Sorbitol (0,4 M). Unmittelbar nach
Behandlung von Konidien des Stammes MoHOG1::GFP mit den hier genannten Stressoren
war eine reversible Akkumulation des GFP-Signals in den Zellkernen zu erkennen (Anhang
Tab. 4). Bei Applikation von geringeren Konzentrationen der entsprechenden Substanzen

waren keine Akkumulationen in den Zellkernen zu erkennen (Daten nicht gezeigt).
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3.2.3 Die MAPK MoHog1p transloziert bei Fludioxonil-Stress in den Zellkern

Es ist bekannt, dass Fludioxonil den HOG-Sighalweg von M. oryzae hyperaktiviert, was
ebenso wie osmotischer Stress zur Phosphorylierung von MoHoglp fihrt (Jacob et al.,
2015). Um zu untersuchen, ob der Einsatz dieses Fungizids auch zu einer
Zellkernakkumulation von MoHog1p fiihrt, wurden Konidien des Stammes MoHOG1::GFP
mit Fludioxonil behandelt. Applikation von Fludioxonil fihrte unmittelbar zu Akkumulationen
des GFP-Signals in den Zellkernen (Abb. 11).

MoHOG1::GFP MoHOG1::GFP MoHOG1::GFP
(GFP) (Hoechst) (merged)

) . .
Fludioxonil
(1 pg/mi)
10 pm

Abb. 11: Zellkerntranslokation von MoHog1p bei Fludioxonil-Stress. Im Stamm MoHOG1::GFP, welcher das

Fusionsprotein MoHoglp-GFP exprimiert, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die zelluldre Lokalisation der
MAPK MoHoglp bestimmt. Konidien wurden mit H,O bzw. mit 1 pg/ml Fludioxonil behandelt und nach 1 min
fotografiert. Fur die Farbung der Zellkerne wurden 5 pg/ml Hoechst 33258 verwendet. Von links nach rechts:
~,GFP“-Filterset, ,DAPI“-Filterset, merged = ,GFP* + “DAPI".

Die Mindestkonzentration an Fludioxonil, die zur Akkumulationen des GFP-Signals in den
Zellkernen fuhrte, betrug 2,5 ng/ml. Um auszuschlieBen, dass eine Akkumulation des
Fluoreszenzsignals in den Zellkernen generell durch Stress auch unabh&ngig vom HOG-
Signalweg erfolgt, wurde das Antibiotikum Geneticin appliziert, welches die Proteintranslation
inhibiert (Bar-Nun et al., 1983). Sowohl unmittelbar als auch bis 1 h nach Applikation von
200 pg/ml Geneticin war keine Akkumulation des Fluoreszenzsignals zu beobachten
(Abb. 12). Es war zu erkennen, dass die generelle Fluoreszenzsignalstarke zu spéateren
Zeitpunkten schwacher war als unmittelbar nach Applikation. Es konnten 24 h nach
Behandlung mit Geneticin keine Keimschlauche beobachtet werden, somit ist davon

auszugehen, dass die Applikation des Antibiotikums den Zelltod der Konidien bewirkte.
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MoHOG1::GFP MoHOG1::GFP MoHOG1::GFP MoHOG1::GFP
(1 min) (15 min) (30 min) (60 min)

Geneticin
(200 pg/ml)
10 pm

Abb. 12: Keine Zellkerntranslokation von MoHog1p bei Geneticin-Stress. Im Stamm MoHOG1::GFP, welcher

das Fusionsprotein MoHoglp-GFP exprimiert, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die zellulare Lokalisation
der MAPK MoHog1lp bestimmt. Konidien wurden mit mit 200 pg/ml Geneticin behandelt und nach 1 min, 15 min,
30 min und 60 min fotografiert.

Als weitere Negativkontrolle wurde die Mutante MoEF1:.:GFP, welche das Fluoreszenz-
protein GFP ohne Fusion mit MoHoglp (Anhang Abb. 27) im Zytosol exprimiert, fur die
Untersuchungen verwendet (von Dr. Stefan Jacob, IBWF gGmbH, Kaiserslautern, zur
Verfigung gestellt). Konidien von MoEF1::GFP wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie
untersucht (Anhang Abb. 28).

Sowohl vor als auch nach Induktion mit 0,5 M KCI, 1 M Sorbitol oder 20 pg/ml Fludioxonil
waren im Stamm MoEF1::GFP keine Akkumulationen des Fluoreszenzsignals in sub-
zellularen Bereichen zu erkennen. Somit sind alle in dieser Arbeit beobachteten Effekte zur
Zellkerntranslokation von MoHoglp-GFP auf die Aktivitat der MAPK MoHoglp im

Fusionsprotein zurtickzufiihren.

Es konnte gezeigt werden, dass MoHoglp sowohl unmittelbar nach hyperosmotischem
Schock als auch unmittelbar nach Applikation des Fungizids Fludioxonil in den Zellkern

transloziert.

In S. cerevisiae erfolgt eine Phosphorylierung und Translokation von Hoglp in den Zellkern
bei hyperosmotischem Stress (Ferrigno et al., 1998). In der Hefe S. pombe hingegen, in
deren Genom zusatzliche Gene sensorischer HKs enthalten sind im Vergleich zum Genom
von S. cerevisiae, erfolgt eine Aktivierung des Hoglp-Homologs Styl zusatzlich bei
Hitzestress, oxidativem Stress und bei Ethanolstress (Buck et al., 2001; Reiser et al., 1999).
Da M. oryzae im Gegensatz zu S. cerevisiae ebenso mehrere sensorische HKs verflugt,
wurde die zellulare Lokalisation von MoHoglp in Reaktion auf verschiedene Stimuli hin

untersucht.
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3.2.4 Nukleéare Translokation der MAPK MoHog1p bei verschiedenen Arten von

Stress

Es wurde beschrieben, dass neben extrazellularen osmotischen Ver&nderungen auch
andere Stimuli in der Lage sind den HOG-Signalweg in M. oryzae zu aktivieren. So wurde
gezeigt, dass NaNO, zur Phosphorylierung von MoHoglp fihrt, und dass Mutanten mit
inaktiviertem HOG-Signalweg auf Medien mit den Hypoxie-imitierenden Agenzien NaNO,
und CoCl; in ihrem Wachstum gehemmt sind im Vergleich zu MoWT (Jacob et al., 2014;
Jacob et al, 2015). Um zu untersuchen, ob diese Stressoren auch zu einer
Zellkernakkumulation von MoHoglp fiihren, wurden Konidien von MoHOG1::GFP mit
osmotisch nicht relevanten Konzentrationen NaNO, bzw. CoCl, behandelt und mittels

Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Nach Behandlung von Konidien des Stammes MoHOG1::GFP mit 0,05 M NaNO, bzw.
1 mM CoCl, waren reversible Akkumulationen des GFP-Signals in den Zellkernen zu
erkennen. Im Vergleich zur Dynamik der Zellkerntranslokation von MoHoglp ausgel6st durch
osmotischen Stress bzw. Fludioxonil-Stress (3.2.2 und 3.2.3), waren hierbei Unterschiede
festzustellen: Nicht sofort, sondern erst 4-5 min nach Behandlung der Konidien mit CoCl,
bzw. NaNO, waren Akkumulationen des GFP-Signals in den Zellkernen zu erkennen
(Anhang Tab. 4); hingegen erfolgte die Akkumulation nach Behandlung mit osmotischem

Stress bzw. Fludioxonil-Stress unmittelbar.

Weitere Stimuli, die zu einer Akkumulation des GFP-Signals in den Zellkernen fuhrten, waren
Losungsmittel, erhdhte  Temperatur, verringerter pH-Wert und hochfrequente
elektromagnetische Strahlung. Wenn die Menge an Ethanol oder Dimethylsulfoxid 0,5 %
bzw. die Menge an Acetonitril 0,1 % des Volumens der Konidiensuspension tberstieg, waren
Akkumulationen des GFP-Signals in den Zellkernen zu beobachten. Nach Erwdrmung einer
Konidiensuspension auf 40 °C waren Akkumulationen des GFP-Signals in den Zellkernen zu
erkennen. Eine Absenkung des pH-Werts mittels HCI auf pH 2 flhrte zu Akkumulationen des
GFP-Signals in den Zellkernen. Nach 2 min Bestrahlung von Konidien des Stammes
MoOHOG1::GFP unter Verwendung der Filter-Sets ,GFP“, ,CFP* und ,DAPI“ und der
hdchsten Einstellung der Fluoreszenzlampe (2.3.6) waren Akkumulationen des GFP-Signals
in den Zellkernen zu beobachten. Im Gegensatz dazu war bei finfminttiger Bestrahlung der
Konidiensuspension unter Verwendung der Filter-Sets ,RFP/YFP* (2.3.6) keine
Akkumulation des GFP-Signals zu beobachten (Anhang Tab. 4).

Wahrend der Konidienkeimung konnte nach ca. 3-5 h auch ohne exogenen Stimulus eine
Akkumulation des GFP-Signals in den Zellkernen beobachtet werden (Anhang Abb. 29),
hingegen nicht in Appressorien (Daten nicht gezeigt).
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Neben osmotischem Stress und Fungizidstress flhren also endogene Stimuli und diverse
exogene Stressoren unabhdngig von osmotischer Relevanz zur nukleédren Translokation von

MoHog1p.

Um stressbedingte Phosphorylierungen von Hoglp bzw. MoHoglp detektieren zu kénnen,
ist die Funktionalitat der in der Signalkette upstream gelgenen Komponenten des HOG-
Signalwegs essentiell (Brewster et al., 1993; Hohmann, 2002; Jacob et al., 2015). Um zu
untersuchen, ob eine stressbedingte Kerntranslokation von MoHoglp in Mutantenstammen
mit inaktiviertem HOG-Signalweg erfolgen kann, wurde MoHog1p-GFP in den lof-Stammen
AMopbs2 (MGG_10268), AMossk2 (MGG_00183), AMossk1 (MGG_02897) und AMoypd1
(MGG_07173) exprimiert. Die Ausgangsstamme fur die Transformationen wurden von
Dr. Stefan Jacob (IBWF gGmbH, Kaiserslautern) zur Verfigung gestellt (Jacob et al., 2015).

3.2.5 In Mutantenstammen mit inaktiviertem HOG-Signalweg transloziert die

MAPK MoHog1lp nicht in den Zellkern

Mutantenstdmme mit inaktiviertem HOG-Signhalweg werden durch die Stressoren KCI, NacCl,
Sorbitol, NaNO3z;, NaNO, und CoCl, in ihrem Wachstum gehemmt im Vergleich zu MoWT,
weil eine durch MoHoglp vermittelte physiologische zelluldare Antwortreaktion nicht erfolgen
kann (Jacob etal., 2014; Jacob etal, 2015). Umgekehrt sind Mutantenstdmme mit
inaktiviertem HOG-Signalweg resistent gegeniiber Fludioxonil, weil keine durch MoHoglp
vermittelte unphysiologische Hyperaktivierung des HOG-Signalwegs erfolgt (Jacob et al.,
2015).

Das Expressionskonstrukt MoHOGL1::GFP wurde in die Stamme AMopbs2, AMossk2,
AMossk1 und AMoypd1 transformiert (2.2.7) und so die Mutanten AMopbs2/MoHOG1::GFP,
AMossk2/MoHOG1::GFP, AMossk1/MoHOG1::GFP und AMoypd1/MoHOGL1::GFP generiert.
Das Wachstum der jeweiligen Mutante sowohl auf Komplettmedium als auch auf KCl-,
Sorbitol- oder Fludioxonil-haltigen Medien war identisch zum Wachstum des entsprechenden
lof-Stammes (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe des Primerpaares MoHOG1-for(b)/eGFP-rev
konnte eine Integration des Fusionskonstrukts MOHOG1-GFP in das jeweilige Genom der

Mutantenstamme mittels PCR nachgewiesen werden (Anhang Abb. 27).

Das Fusionsprotein  MoHoglp-GFP wurde in den Stdmmen MoHOG1:GFP,
AMopbs2/MoHOG1::GFP, AMossk2/MoHOG1::GFP, AMossk1/MoHOG1::GFP,
AMoypd1/MoHOG1::GFP exprimiert. In Konidien der Stamme AMopbs2/MoHOG1::GFP,
AMossk2/MoHOG1::GFP, und AMossk1/MoHOG1::GFP war jeweils ein im Zytosol

gleichméaRig verteiltes GFP-Signal zu erkennen. Es konnte nach Behandlung mit den
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Stressoren KCI, NaCl, Sorbitol, Fludioxonil, NaNO3, NaNO,, CoCl,, Hitze, Lésungsmittel oder
hochfrequenter Strahlung keine Akkumulation des Fluoreszenzsignals beobachtet werden
(Anhang Tab. 4). In Ubereinstimmung mit bereits veroffentlichten Daten zum Stamm
AMoypd1 (Jacob et al., 2015) war beim Stamm AMoypd1/MoHOGL1::GFP keine Sporulation
festzustellen; es konnten keine Konidien beobachtet werden. Deswegen wurde Myzel dieser
Mutante untersucht. Nach Induktion mit KCI, Sorbitol oder Fludioxonil waren keine
Akkumulationen des Fluoreszenzsignals zu erkennen (Anhang Tab. 4).

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass fur eine nukleére Translokation von MoHoglp
ein intakter HOG-Signalweg notwendig ist.

Mutanten mit inaktiviertem HK-Gen MoHIK1 und Mutanten mit inaktiviertem HK-Gen
MoSLN1 sind Stressor-spezifisch in ihrem Wachstum gehemmt im Vergleich untereinander
und im Vergleich zu MoWT: AMohikl kann auf Medium mit osmotischem Salzstress besser
wachsen als AMosInl, im Gegensatz dazu kann AMosInl auf Medium mit osmotischem
Zuckerstress besser wachsen als AMohikl. Die Mutante AMohik1/AMosin1 ist sowohl bei
Salzstress als auch bei Zuckerstress in ihrem Wachstum gehemmt (Jacob et al., 2014). Dies
fuhrte zur Hypothese, dass MoHik1p und MoSInlp als spezifische Sensoren fir osmotischen
Zucker- bzw. Salzstress fungieren kénnten und somit bei osmotischem Zuckerstress oder
osmotischem Salzstress eine jeweils spezifische entsprechende Regulation tber den HOG-
Signalweg und somit physiologische zelluldare Antwortreaktion auslésen (Jacob et al., 2014).
Weiterhin wurde beschrieben, dass AMohikl im Gegensatz zu AMosInl auf Medium mit
Fludioxonil wachsen kann. Im Folgenden wurde der Einfluss der sensorischen HKs MoHik1p
und MoSiInlp auf die nukledre Translokation von MoHoglp ausgeldst durch verschiedene

Stimuli untersucht.

3.2.6 Die Mechanismen der HOG-Signalweg-abhangigen Perzeption von

osmotischem Stress und Fludioxonil-Stress sind unterschiedlich

Um herauszufinden, ob sich, in Analogie zu Beobachtungen aus Wachstumsversuchen
(Jacob et al.,, 2014), osmotischer Salzstress, osmotischer Zuckerstress und Fludioxonil-
Stress unterschiedlich auf die Lokalisation von MoHoglp in Mutantenstammen mit
inaktivierten HK-Genen auswirkt, wurde das Expressionskonstrukt MoHOG1::GFP in die
Stamme AMohikl (MGG_11174), AMosin1 (MGG_07312) und AMohik1/AMosin1
transformiert (2.2.7) und so die Mutanten AMohik1/MoHOG1::GFP, AMosIin1/MoHOG1::GFP

und AMohik1/AMosin1/MoHOGL1::GFP generiert. Das Wachstum der jeweiligen Mutante
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sowohl auf Komplettmedium als auch auf KCI-, Sorbitol- oder Fludioxonil-haltigen Medien
war identisch zum Wachstum des entsprechenden lof-Stammes (Daten nicht gezeigt). Die
Integration des Fusionskonstrukts MoHOG1-GFP in das jeweilige Genom der
Mutantenstamme konnte nachgewiesen werden (Anhang Abb. 27). Das Fusionsprotein
MoHoglp-GFP wurde in allen drei Stammen exprimiert, in unbehandelten Konidien dieser
Stamme war jeweils ein im Zytosol gleichmaRig verteiltes GFP-Signal zu erkennen. Nach
Behandlung mit den Stressoren KCI, NaCl, Sorbitol, Fludioxonil, NaNOj, CoCl,, Hitze,
Losungsmittel oder hochfrequenter Strahlung konnten in Konidien der beiden Stamme
AMohik1/MoHOG1::GFP und AMohik1/AMosIn1/MoHOG1::GFP  Akkumulationen des
Fluoreszenzsignals in den Zellkernen beobachtet werden, analog zu MoHOGL1::GFP
(Anhang Tab. 4). Bei diesen Stressapplikationen konnten bei diesen beiden Stammen also
keine Unterschiede hinsichtlich der subzellularen Verteilung des GFP-Signals im Vergleich
zum Stamm MoHOG1::GFP beobachtet werden.

Dahingegen wurde in AMohikl/MoHOG1::GFP und AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP im
Gegensatz zu MoHOG1::GFP bei Applikation von Fludioxonil keine Akkumulation des
Fluoreszenzsignals beobachtet. In Konidien der Mutante AMosIin1/MoHOG1::GFP hingegen
war sowohl bei osmotischem Salzstress, bei osmotischem Zuckerstress, als auch bei
Fludioxonil-Stress eine Akkumulation des Fluoreszenzsignals in den Zellkernen zu erkennen.
Es konnten keine Unterschiede hinsichtlich der subzellularen Verteilung des GFP-Signals im
Vergleich zum Stamm MoHOG1::GFP beobachtet werden (Abb. 13).
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Abb. 13: Lokalisation von MoHog1p nach Induktion mit hyperosmotischem Salzstress, hyperosmotischen
Zuckerstress und Fludioxonil-Stress. In Konidien der Stamme MoHOG1::GFP, AMosIn1/MoHOG1::GFP,
AMohik1l/MoHOG1::GFP und AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP, welche das Fusionsprotein MoHoglp-GFP
exprimieren, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die zellulére Lokalisation der MAPK MoHoglp nach Induktion

mit 0,25 M KCI, mit 0,5 M Sorbitol oder mit 1 pg/ml Fludioxonil nach 1 min bestimmt.

Somit waren — die nukleare Translokation von MoHoglp betreffend — keine Unterschiede
zwischen Salzschock und Zuckerschock in Abhangigkeit der Anwesenheit der Sensor-HKs
MoHik1p und/oder MoSInlp festzustellen. Im Gegensatz dazu ist fir eine Fludioxonil-

bedingte nukleare Translokation von MoHog1p die Anwesenheit von MoHik1p essentiell.
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In AMohik1l/MoHOG1::GFP und AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP konnte bei Induktion mit
NaNO, oder CoCl;, eine im Gegensatz zu MoHOG1::GFP noch spatere Akkumulation des
Fluoreszenzsignals in den Zellkernen beobachtet werden (ca. 6—7 min nach Induktion).
Diese verspatete Akkumulation war auch nur dann festzustellen, wenn 0,1 M NaNO,
verwendet wurden, im Gegensatz zu 0,05 M NaNO, bei MOHOG1::GFP (Anhang Tab. 4).

Im Gegensatz zu Konidien von MoWT und allen untersuchten Mutantenstimme waren
Konidien von AMosIn1/MoHOGL1::GFP immer schmaéler, oft kleiner, und zu ca. 10 % einzellig
(Daten nicht gezeigt), ca. 70 % zweizellig (Abb. 13) und ca. 20 % dreizellig (Daten nicht
gezeigt). Im Ausgangsstamm AMosInl waren Konidien schméler und tendenziell l&nger als

die von MoWT, manchmal zweizellig, niemals einzellig, meist dreizellig.

Konidien von AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP waren morphologisch unauffallig und immer
dreizellig. Es konnten jedoch Konidien mit insgesamt 4 oder mehr Zellkernen beobachtet
werden (Anhang Abb. 30). Die unterschiedliche Anzahl an Zellkernen pro Zelle in
unterschiedlichen Konidien hatte keinen Einfluss auf die Dynamik der Zellkerntranslokation
von MoHog1p bei allen getesteten Bedingungen (Daten nicht gezeigt).

Nach Aktivierung des HOG-Signalwegs beginnt eine dem Stimulus entsprechende zellulare
Antwortreaktion. Die MAPK MoHoglp transloziert nach stressbedingter Aktivierung in den
Zellkern (3.2.2, 3.2.3, 3.2.4). Neben einer transkriptionellen Anpassung nach osmotischem
Schock (Jacob et al.,, 2017a) wurde auch eine Erhdéhung der intrazellularen Konzentration
von niedermolekularen Primarmetaboliten in M. oryzae beschrieben, die als Osmolyte in der
Zelle angereichert werden um extrazellularem erhéhtem osmotischem  Druck
entgegenzuwirken (Dixon et al., 1999). Die Untersuchung der zellularen Reaktion auf
osmotischen Stress sowie auf Fungizid-Stress auf der Ebene von intrazellularen Osmolyten
ist von enormer Bedeutung flir die Erweiterung des Verstandnisses der physiologischen
Mechanismen der Osmoregulation und des mechanism of action und mode of action von

HOG-Signalweg-modulierenden Fungiziden wie Fludioxonil.

3.3 Die metabolische Stressantwort in Magnaporthe oryzae

Mikroorganismen reagieren auf ein extrazellulares hyperosmotisches Potential wie z.B. Salz-
oder Trockenstress mit der Produktion und intrazellularen Akkumulation verschiedener
niedermolekularer Substanzen, welche in der Zelle als Osmolyte dem osmotischen Druck

entgegenwirken. Somit wird ein Wasserausstrom aus der Zelle in die Umgebung verhindert.
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Dafur werden von verschiedenen Organismen unterschiedliche niedermolekulare
Substanzklassen produziert. In S. cerevisiae ist Glycerol der Hauptbestandteil der
kompatiblen Solute, die als Reaktion auf hyperosmotischen Stress produziert werden, in
M. oryzae Arabitol (Brown, 1978; Dixon et al., 1999).

3.3.1 HOG-Signalweg-abhangige und Osmostress-bedingte Akkumulation von

Osmolyten in Magnaporthe oryzae

Von Dixon et al. (1999) wurde bereits beschrieben, dass in M. oryzae die 4 Carbohydrate
Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose den weitaus grof3ten Mengenanteil der
intrazellularen kompatiblen Solute einnehmen: Als Reaktion auf hyperosmotischen
Salzstress andert sich sowohl die intrazellulare Glycerol- als auch die Arabitolkonzentration.
Die intrazellulare Konzentration an Arabitol ist 24 h nach Induktion einer Flissigkultur von
M. oryzae mit NaCl stark erhoht, die Glycerol-Konzentration maRig erhoht. Die intrazellularen
Konzentrationen von Mannitol und Trehalose bleiben annahernd unverandert. Im Gegensatz
dazu andern sich die Konzentrationen dieser vier Carbohydrate in der Mutante AMohogl
24 h nach &quivalentem Salzschock nicht signifikant (Dixon et al., 1999). Die Produktion von
kompatiblen Soluten wahrend der osmotischen Stressantwort wird also Uber den HOG-
Signalweg reguliert, weshalb AMohogl mit inaktiviertem HOG-Signalweg nicht in der Lage ist

Osmolyte zu produzieren und somit adaquat auf einen osmotischen Schock zu reagieren.

Das Agrarfungizid Fludioxonil hyperaktiviert den HOG-Signalweg in Abh&ngigkeit der
Anwesenheit von Gruppe Il HKs und greift somit in die Osmoregulation von Pilzen ein. Die
Auswirkung von Fludioxonil auf die Konzentration intrazellularer Osmolyte in M. oryzae
wurde bisher nicht untersucht. Da eine Aktivierung des HOG-Signalwegs durch
hyperosmotischen Stress in M. oryzae zur Erh6hung der intrazellularen Arabitolkonzentration
und Glycerolkonzentration fihrt, liegt die Vermutung nahe, dass die Applikation von
Fludioxonil analog zu einer Erhéhung der intrazellularen Konzentrationen dieser beiden

Osmolyte fuhrt. Dies sollte folgend adressiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Methode etabliert werden, um aus M. oryzae
Primarmetabolite zu extrahieren und diese mittels HPAEC-PAD (2.3.7) zu quantifizieren.
Dabei konnten Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose als die vier Carbohydrate mit den
hochsten intrazellularen Konzentrationen in M. oryzae ermittelt werden, was die
veroffentlichten Daten von Dixon et al. (1999) bestéatigt (3.3.2, Abb. 14).

Im Folgenden beschrieben wurde der Einfluss unterschiedlicher externer Stimuli auf die
intrazellularen Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose sowohl nach

5 h als auch nach 24 h untersucht.
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3.3.2 Osmotischer Stress und Fludioxonil-Stress fuhren zur intrazellularen

Akkumulation von Arabitol in Magnaporthe oryzae

Zur Uberprifung moglicher Veranderungen der intrazellularen Konzentration von
Primarmetaboliten bei Wachstum unter hyperosmotischem Stress wurde MoWT in CMG-
Flissigmedium (Komplettmedium mit 2 % Glukose, 2.3.7.1) kultiviert und mit KCI induziert.
24 h nach Induktion mit KCI wurde eine im Vergleich zu vor der Induktion erh6hte Menge an
Arabitol gemessen (Abb. 14). Die publizierten Daten von Dixon et al (1999), einer durch
hyperosmotischen Stress induzierten Arabitol-Akkumulation in M. oryzae, konnten somit
bestétigt werden.

Um herauszufinden ob Fludioxonilapplikation durch die Wirkstoff-bedingte Hyperaktivierung
des HOG-Signalwegs zu einer Erhéhung der intrazellularen Osmolytkonzentration in
M. oryzae fuhrt, wurde MoWT mit 10 pg/ml Fludioxonil induziert und die intrazellularen
Konzentrationen der vier Carbohydrate Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose nach
Probenaufarbeitung quantifiziert. 24 h nach Fludioxonilapplikation wurde eine deutlich
erhbhte Menge an Arabitol und eine leicht erh6hte Menge an Glycerol gemessen im
Vergleich zu vor der Induktion. Die intrazellulare Konzentration an Arabitol 24 h nach
Fludioxonilapplikation war geringer im Vergleich zu 24 h nach Induktion mit KCI. Bei der
Behandlung von MoWT mit H,O als Negativ-Kontrolle konnten keine Veranderungen der
intrazellularen Konzentrationen an Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose festgestellt
werden (Abb. 14).
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Abb. 14: Verédnderung der intrazellularen Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose
in MOWT als Reaktion auf hyperosmotischen Schock oder Fludioxonil-Stress sowie auf H>O als Kontrolle.
Angegeben sind die gemessenen Carbohydratmengen bezogen auf Myzeltrockengewicht jeweils 0 h (= vor
Applikation) und 24 h nach Stressapplikation. Fehlerbalken geben die Standardabweichung von 3 unabhéangigen
biologischen Replikaten an.
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Als Kontrolle wurde die lof-Mutante AMohogl analog zu MoWT kultiviert, mit H,O, KCI oder
Fludioxonil behandelt, und die intrazellularen Carbohydratmengen bestimmt (Abb. 15).
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Abb. 15: Intrazellulare Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose in AMohog1 nach
hyperosmotischem Schock oder Fludioxonil-Applikation sowie nach Applikation von H,O als Kontrolle.
Angegeben sind die gemessenen Carbohydratmengen bezogen auf Myzeltrockengewicht jeweils 0 h (= vor
Applikation) und 24 h nach Stressapplikation. Fehlerbalken geben die Standardabweichung von 3 unabhéngigen
biologischen Replikaten an.

Bei unbehandelter Kultur wurden in AMohog1 in Ubereinstimmung mit veréffentlichten Daten
(Dixon et al., 1999) geringere Mengen von Mannitol im Vergleich zu MOWT gemessen. Nach
Behandlung mit 0,5 M KCI als osmotischem Stressor konnten in Ubereinstimmung mit der
Literatur (Dixon et al., 1999) keine Erhéhungen der intrazellularen Carbohydratkonzen-
trationen im Vergleich zur unbehandelten Kultur festgestellt werden (Abb. 15). Auch nach
Applikation des Fungizids Fludioxonil und nach Behandlung mit H,O waren keine

signifikanten Konzentrationsanderungen festzustellen.

Fur eine Aktivierung der MAPK MoHoglp sowie fir ein Wachstum auf osmotischem
Stressmedium ist die Funktionalitat des HOG-Signalwegs essentiell (Jacob et al., 2015).
Mutanten mit inaktiviertem Signalweg sind nicht in der Lage auf osmotischem Stressmedium
zu wachsen. Die Auswirkungen von hyperosmotischem Schock auf die Konzentration
intrazellularer Carbohydrate wurden in den lof-Mutanten AMoypd1, AMossk1, AMossk2 und
AMopbs2 untersucht. Die Mutantenstdmme wurden von Dr. Stefan Jacob (IBWF gGmbH,
Kaiserslautern) zur Verfigung gestellt (Jacob et al., 2015). In diesen Mutantenstammen
konnten nach Behandlung mit 0,5 M KCI analog zu AMohogl (Abb. 15) keine Erh6hungen

der intrazellularen Carbohydratkonzentrationen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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3.3.3 Intrazellulare Akkumulation von Glycerol und Mannitol in Magnaporthe

oryzae als schnelle und transiente Reaktion auf hyperosmotischen Schock

Bei Kultivierung von MoWT mit KCI konnten nach 5 h erhohte Mengen an Glycerol, Mannitol
und Arabitol gemessenen werden, die Trehalosemenge blieb unverandert. 24 h nach
Induktion mit hyperosmotischem Stress war die Menge an Arabitol noch starker erhoht als
nach 5 h, die Mengen an Glycerol und Mannitol hingegen waren nach 24 h wieder auf die
Ausgangswerte vor der Stressinduktion gesunken, die Trehalosemenge war nach 24 h
geringer als vor Induktion (Abb. 16).
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Abb. 16: Dynamische Veréanderung der intrazellularen Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol
und Trehalose in MOWT als Reaktion auf hyperosmotischen Schock. Angegeben sind die gemessenen
Carbohydratmengen bezogen auf Myzeltrockengewicht jeweils 0 h (= vor Applikation), 5 h nach und 24 h nach
KCI-Applikation. Fehlerbalken geben die Standardabweichung von 3 unabhangigen biologischen Replikaten an.

5 h nach Induktion von MoWT mit Fludioxonil konnten Veranderungen der intrazellularen
Carbohydratmengen nachgewiesen werden, die dquivalent waren zu den Anderungen 5 h
nach Induktion mit 0,5 M KCI: Nach Fludioxonil-Applikation waren die gemessenen Mengen
an Glycerol, Mannitol und Arabitol im Vergleich zum Zeitpunkt vor Fludioxonil-Applikation
und analog zur Induktion mit KCI signifikant erhdht (Anhang Abb. 32).

3.3.4 Die intrazellulare Akkumulation von Glycerol, Mannitol und Arabitol in

Magnaporthe oryzae erfolgt nicht generell durch Zellstress

Der Nachweis, dass eine Akkumulation von Glycerol, Mannitol und Arabitol nicht generell
durch Zellstress erfolgt, sondern tatséchlich HOG-Signalweg-assoziiert ist, wurde durch
Behandlung von MoWT mit dem Antibiotikum Geneticin erbracht. Nachdem schon
nachgewiesen wurde, dass nach Behandlung von Konidien des Stammes MoHOGL1::GFP
mit Geneticin keine Translokation von MoHoglp in den Zellkern erfolgt (3.2.3), wurde nach
Applikation von Geneticin  keine signifikante  Veranderung der intrazellularen
Carbohydratmengen festgestellt (Anhang Abb. 31).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass in M. oryzae sowohl
osmotischer Salzstress als auch Fludioxonil-Stress HOG-Signalweg-abhangig zur
intrazellularen Akkumulation von Osmolyten fihrt, hauptséchlich und langfristig zur
Akkumulation von Arabitol.

Um zu untersuchen, ob andere den HOG-Signalweg modulierenden Stimuli (3.2.2, 3.2.3,
3.2.4; Jacob etal., 2014; Jacob etal, 2015) die intrazellularen Konzentrationen von
Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose beeinflussen, wurde MoWT in CMG-
Flussigmedium kultiviert und die Konzentrationen dieser vier Carbohydrate vor und nach
Stressapplikation bestimmt.

3.3.5 Nur osmotische Stimuli als Aktivatoren des HOG-Signalwegs flihren zur

intrazellularen Anreicherung von Osmolyten in Magnaporthe oryzae

Es ist bekannt, dass NaNO,-Stress zur Phosphorylierung von MoHog1p fiihrt (Jacob et al.,
2014). Daruber hinaus konnte festgestellt werden, dass MoHoglp in Konidien des Stammes
MoHOG::GFP nach Behandlung mit NaNO, oder mit CoCl, sowie bei Hitzestress in den
Zellkern transloziert (3.2.4). Es wurde untersucht, ob diese Stimuli auch zu einer Anderung

von intrazellularen Osmolyten fihren.

Sowohl nach Behandlung von MoWT mit NaNO, (0,2 M), als auch nach Behandlung mit
CoCl, (2 mM), sowie bei Kultivierung unter Hitzestress (40 °C) konnten nach 5 h und nach
24 h keine signifikanten Anderungen der intrazellularen Konzentrationen von Glycerol,

Arabitol, Mannitol und Trehalose festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Osmotischer Zuckerstress mit 1 M Sorbitol hingegen fihrte in MoWT zu analogen
Veranderungen der intrazellularen Osmolytkonzentrationen wie bei osmotischem Salzstress
mit 0,5 M KCI (3.3.6, Abb. 17).

Um zu untersuchen, ob osmotischer Salzschock bzw. osmotischer Zuckerschock Sensor-
HK-spezifisch zu unterschiedlichen zellularen Antwortreaktionen auf Ebene der intra-
zellularen Osmolytproduktion fuhrt, wurden die entsprechenden lof-Mutanten analog zu
MoWT kultiviert, mit KCI bzw. Sorbitol behandelt und die Mengen an intrazellularen

Carbohydraten bestimmit.
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3.3.6 Die Osmolytproduktion als Reaktion auf Salzschock oder Zuckerschock

ist nicht MoSInl1p- oder MoHik1p-abh&ngig

Mutanten mit inaktiviertem HK-Gen MoOSLN1 und Mutanten mit inaktiviertem HK-Gen
MoHIK1 sind differenziell in ihrem Wachstum auf Stressmedien gehemmt: AMohik1 kann auf
Medium mit osmotischem Salzstress besser wachsen als AMosInl, im Gegensatz dazu kann
AMosInl auf Medium mit osmotischem Zuckerstress besser wachsen als AMohikl. Die
Mutante AMohik1/AMosin1 ist sowohl bei Salzstress als auch bei Zuckerstress, ebenso wie
die Mutante AMohog1 in ihrem Wachstum gehemmt (Jacob et al., 2014).

Dies fihrte zur Hypothese, dass MoHiklp und MoSInlp als spezifische Sensoren fir
osmotischen Zucker- bzw. Salzstress fungieren. Bei Fehlen der MAPK MoHog1lp oder einer
der beiden HK-Sensoren MoHik1lp bzw. MoSInlp wiirde somit bei entsprechendem Stressor
im Medium eine Signallibertragung und somit eine physiologische zellulare Antwortreaktion
nicht moéglich sein, was in der Hemmung des Wachstums resultieren wiirde (Jacob et al.,
2014).

Es wurde untersucht, ob — analog zu Beobachtungen von Wachstumsversuchen auf
Festmedien mit dauerhaftem Salz- bzw. Zuckerstress — die Abwesenheit von einzelnen HKs
im Phosphorelaysystem auch eine unterschiedliche Auswirkung auf die HOG-Signalweg-
abhangige Produktion von Osmolyten bei osmotischem Salzschock im Gegensatz zu
osmotischem Zuckerschock hat. Dafir wurden die Stamme MoWT, AMohik1l, AMosInl,
AMohik1/AMosin1 und AMohogl in CMG-Flussigmedium kultiviert und die Konzentrationen
von Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose vor und nach Induktion mit 0,5 M KCI bzw.
1 M Sorbitol bestimmt (Abb. 17).
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Abb. 17: Vergleich der Veradnderung der intrazellularen Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol
und Trehalose in MoWT, AMohik1, AMosIn1 und AMohog1l als Reaktion auf hyperosmotischen Salzschock
(0,5 MKCI) bzw. hyperosmotischen Zuckerschock (1 M Sorbitol). Angegeben sind die gemessenen
Carbohydratmengen bezogen auf Myzeltrockengewicht jeweils O h (= vor Applikation) und 24 h nach

Stressapplikation. Fehlerbalken geben die Standardabweichung von 3 unabhangigen biologischen Replikaten an.

Die Verédnderungen der Carbohydratkonzentrationen 24 h sowohl nach osmotischem
Salzschock als auch nach osmotischem Zuckerschock waren in MoWT, AMohikl und
AMosin1 &hnlich: Bei diesen Stammen war die gemessene Arabitol-Menge 24 h nach
Stressinduktion signifikant erhoht. Im Gegensatz dazu konnten in AMohog1l keine deutlichen
Veradnderungen der intrazellularen Carbohydratkonzentrationen nach KCI- bzw. Sorbitol-
Zugabe festgestellt werden (Abb. 17).

Die relativen intrazellularen Verhaltnisse der vier Carbohydrate Glycerol, Arabitol, Mannitol
und Trehalose in unbehandelten Kulturen unterschieden sich in den untersuchten Stammen
AMohik1, AMosin1, AMohik1/AMosin1 nicht signifikant. Tendenziell war in unbehandelter
Kultur von AMosIn1 und 5 h sowohl nach Salzschock als auch Zuckerschock das Verhéltnis

von Glycerol-Menge zu Arabitol-Menge grofRer im Vergleich zu den anderen Stdmmen, in
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AMohikl tendenziell kleiner im Vergleich zu den anderen Stammen. Bei unbehandelten
Kulturen und bei Behandlung mit H,O (Anhang Abb. 32) war das Verhaltnis von Trehalose-
Menge zu Mannitol-Menge in AMosInl tendenziell gréRer und in AMohikl1 tendenziell kleiner.

Die Veranderung der Carbohydratkonzentrationen im Stamm AMohik1/AMosin1, in dem
beide HKs inaktiviert sind, war sowohl 5 h nach osmotischem Salzschock als auch nach
osmotischem Zuckerschock &ahnlich im Vergleich zu den Stammen MoWT, AMohikl und
AMosin1. Nach 24 h jedoch waren die Mengen an Arabitol im Stamm AMohik1/AMosin1
geringer als in den Stammen MoWT, AMohikl und AMosin1 24 h nach Induktion mit KCI
oder Sorbitol (Anhang Abb. 32).

5h nach osmotischem Salzschock war die Mannitol-Menge in AMosIinl und in
AMohik1/AMosInl geringer als in MoWT und AMohik1l (Anhang Abb. 32).

Nach Behandlung aller Stamme mit H,O als Negativkontrolle konnten keine Veranderungen

der Carbohydratmengen gemessen werden (Anhang Abb. 32).

Bei den lof-Mutanten AMohik1l und AMosInl konnte nach Applikation von KCI bzw. Sorbitol
kein Unterschied in der intrazellularen Akkumulation von Arabitol festgestellt werden. Diese
Beobachtungen korrelieren mit Ergebnissen zum Phosphorylierungsgrad von MoHoglp
(Jacob et al., 2014) und auch mit den Beobachtungen der zellularen Lokalisation von
MoHoglp in diesen beiden Mutanten (3.2.6), jeweils nach Applikation von
hyperosmotischem Salz- oder Zuckerstress: Es konnten bei diesen Untersuchungen keine
Unterschiede zwischen AMohikl, AMosin1 und MoWT festgestellt werden. In allen Stémmen
konnte nach Stressapplikationen eine vergleichbare Stéarke des Phosphorylierungssignals
von MoHoglp sowie auch eine Translokation von MoHoglp in den Zellkern nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse zur Osmolyt-Akkumulation, zum Phosphorylierungsgrad und zur
Zellkerntranslokation von MoHoglp stehen jedoch im Kontrast zu Beobachtungen von
Wachstumsversuchen von MoWT, AMohikl, AMosin1 und AMohik1/AMosin1 auf Festmedien

mit Salzstress bzw. Zuckerstress (Jacob et al., 2014).

Fir eine Translokation von MoHoglp in den Zellkern, ausgeldst durch hyperosmotischen
Stress, ist die Anwesenheit von MoHik1p nicht notwendig, bei Fludioxonil-Stress hingegen
essentiell (3.2.6). Um zu untersuchen, ob mdgliche Unterschiede der Perzeption von
hyperosmotischem Stress und Fludioxonil-Stress auch fir die intrazellulare Akkumulation
von Osmolyten relevant sind, wurden AMohikl, AMosin1 und AMohik1/AMosin1 in CMG-
Flissigmedium mit Fludioxonil kultiviert und die intrazellularen Carbohydratkonzentrationen

bestimmt.
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3.3.7 Die Mechanismen der Initiation der Osmolytproduktion als Reaktion auf

osmotischen Schock oder auf Fludioxonil-Stress sind unterschiedlich

Es wurde bereits beschrieben, dass sich die Menge an phosphoryliertem MoHoglp sowohl
nach Applikation von Fludioxonil als auch nach osmotischem Schock in MOWT und in der
Sensor-HK-lof-Mutante AMosInl stark erhoht (Jacob et al., 2015). In dieser Arbeit konnte
beobachtet werden, dass in Analogie MoHoglp in diesen beiden Stammen sowohl bei
Fludioxonil-Stress als auch bei hyperosmotischem Stress im Zellkern lokalisiert ist. Im
Gegensatz dazu kommt es in den Sensor-HK-lof-Mutanten AMohik1l und AMohik1/AMosin1
nach Fludioxonil-Applikation weder zu einer Verstarkung des Phosphorylierungssignals von
MoHog1p noch zu einer Veranderung der zellularen Lokalisation von MoHog1p (Jacob et al.,
2015; 3.2.6). Diese beiden Stdmme sind im Gegensatz zu MoWT und AMosInl in der Lage
auf Fludioxonil-haltigem Medium zu wachsen (Jacob et al., 2015). Um herauszufinden, ob
sich Fludioxonil-Stress im Vergleich zu hyperosmotischem Stress Sensor-spezifisch und
HOG-Signalweg-abhangig auf die intrazellularen Carbohydratkonzentrationen auswirkt,
wurden MoWT, AMosInl, AMohikl, AMohik1/AMosin1 und AMohogl wie oben beschrieben
kultiviert und mit Fludioxonil bzw. KCI induziert. Die Mengen an Glycerol, Arabitol, Mannitol
und Trehalose wurden sowohl vor als auch 5h und 24 h nach den Stress-Behandlungen
bestimmt (Abb. 18).

68



Kcl Fludioxonil

- (0,5M) (10 pg/ml)
’% 60 - 60 -
$5 | ' !
3040 | 20
o= L
MoWwT % | 4] I L
Al
5% 0 L da 0 iﬁU_. ﬁ U ‘
- Oh 5h 0h 5h
H
I
%%50 : 60 -
=] I
le ] "
AMohikl ¢35 - L *
EEEl 20 - I s
fe, Ll 0
oé 0 L JIE]U ‘ ﬁ[ﬁu
= oh 5h oh 5h
H
c B
£ 860 60
8540 - 40 -
AMosinl 23 F
i I I I 20 it iﬂ]
E o I
5%, e | M
= 0h 5h oh Sh
z
5=
= 60 - 60 |-
[T L
AMohikl £ . . o
/AMosinl %, {
£ il =il L
| [
88, «mlll . NMEN | | [ &a& b |
= oh sh oh 5h
H
!
% ?,,so ! 60 |
58 [
égm . w0 | . Glycgrol
AMohogl §3 | = Arabitol
¥ S | I 20 | I ] Trehalose
Ew t t Mannitol
O‘”é o | iaUl ﬁ_U_—_ o La-ls . a M
= ah 5h oh 5h

Abb. 18: Vergleich der Verdnderung der intrazellularen Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol
und Trehalose in MoWT, AMohikl, AMosIn1, AMohik1/AMosin1 und AMohogl als Reaktion auf
hyperosmotischen Schock bzw. Fludioxonil-Stress. Angegeben sind die gemessenen Carbohydratmengen
bezogen auf Myzeltrockengewicht jeweils 0 h (= vor Applikation) und 5 h nach Stressapplikation. Fehlerbalken

geben die Standardabweichung von 3 unabhangigen biologischen Replikaten an.

Bei allen Stdmmen auller AMohogl waren nach Behandlung mit KCI deutliche
Verdnderungen der intrazellularen Carbohydratkonzentrationen festzustellen. Die
gemessenen Mengen an Glycerol und Arabitol waren 5 h nach Behandlung erhght. Die
Anderung der intrazellularen Carbohydratkonzentrationen der Mutante AMosInl war nach
Fludioxonil-Induktion &quivalent zur Anderung in MoWT nach Fludioxonil-Induktion, und
ahnlich zur Anderung nach Induktion mit KCI. Im Gegensatz dazu blieben in den Stammen
AMohik1, AMohik1/AMosin1 und AMohogl die intrazellularen Carbohydratkonzentrationen

nach Fludioxonil-Applikation unverandert (Abb. 18).
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Nach hyperosmotischem Salzschock war fir AMosIinl keine Erhéhung der Menge an
Mannitol zu messen, im Gegensatz zur Induktion mit mit Fludioxonil (Abb. 18) oder nach
hyperosmotischem Zuckerschock (Anhang Abb. 32) und im Gegensatz zu MoWT, AMohik1,
und AMohik1/AMosin1.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erfolgreich nachgewiesen werden, dass die Mechanismen
der Initiation der Osmolytproduktion als unmittelbare Reaktion entweder auf osmotischen
Stress oder Fludioxonil-Stress unterschiedlich sind: Fir eine intrazellulare Anreicherung von
Arabitol als Reaktion auf hyperosmotischen Schock ist die Anwesenheit der beiden
sensorischen HKs MoHik1lp und MoSInlp nicht notwendig. Im Gegensatz dazu ist MoHik1p
fur eine Anreicherung von Osmolyten als Reaktion auf Fludioxonil-Stress essentiell. Diese
Ergebnisse unterstitzen die fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen (3.2.6) zur
dynamischen zellularen Lokalisationsdnderung von MoHoglp als Indikator fir eine
Aktivierung des HOG-Signalwegs als Reaktion auf akuten hyperosmotischen Stress und
Fludioxonil-Stress.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden molekulare Regulationsmechanismen des ,High Osmolarity Glycerol*
(HOG)-Signalwegs in Magnaporthe oryzae (M. oryzae) untersucht. Mit besonderem Fokus
zum einen auf die Wirkungsweise des Fungizids Fludioxonil und zum anderen auf putative
Funktionen sensorischer Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen (HKs), die in diesem
Signalweg beteiligt sind. Grundlegende Fragen zum Signaltransduktionssystem konnten
adressiert werden. Die Aufklarung des fungiziden Wirkmechanismus von Fludioxonil ist von
hochstem Interesse fir die anwendungsorientierte Forschung, und die wissenschaftliche
Gemeinschaft im Bereich der Grundlagenforschung ist sehr stark an den molekularen
Mechanismen der Signaltransduktion im Phosphorelaysystem des HOG-Signalwegs

interessiert.

4.1 Der Wirkmechanismus von Fludioxonil

Zur Erweiterung des Verstdndnisses der Wirkungsweise von Fludioxonil wurden
Untersuchungen durchgeftihrt, um folgende noch ungeklarte Fragen zu beantworten, die

auch in der derzeitigen Literatur zu finden sind (Kilani und Fillinger, 2016):

Wird Fludioxonil-Resistenz ausschlieRlich durch Mutationen in solchen Genen vermittelt,
welche Gruppe Il HKs bzw. Komponenten des HOG-Signalwegs kodieren, oder gibt es noch

weitere Resistenzmechanismen?

Sind bei der Signaltransduktion im HOG-Signalweg, welche zum einen durch
Fludioxonil-Stress und zum anderen durch hyperosmotischen Stress initiiert wird, dieselben

Komponenten beteligt?

Fur die Beantwortung der ersten Frage — ob es noch weitere, bisher unbekannte
Resistenzmechanismen gegenuber Fludioxonil gibt — wurde im Fludioxonil-suszeptiblen,
phytopathogenen filmentésen Ascomycet M. oryzae mittels reverser Genetik gezielt die
Gensequenz von MoPTP2 manipuliert, um herauszufinden, ob deren Genprodukt, die
putative Phosphatase MoPtp2p, in der Regulation des HOG-Signhalwegs beteiligt sein

konnte.
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4.1.1 Uberexpression der MoHoglp-dephosphorylierenden Phosphatase

MoPtp2p vermittelt Fludioxonil-Resistenz

Phosphorylierungssignale sind in vielen zellularen Prozessen von enormer Bedeutung.
Deshalb gehoéren Kinasen und Phosphatasen zu einer Gruppe intensiv untersuchter Enzyme
(Ghosh et al., 2014). Die reversible Proteinphosphorylierung auf Serin-, Threonin-, Tyrosin-
oder Histidinresten spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation physiologischer
zellularer Mechanismen (Ravikumar et al.,, 2014). In Saccharomyces cerevisiae
(S. cerevisiae) wird die Proteinphosphorylierung auf 30 % des Proteoms geschatzt und
steuert viele grundlegende zellulare Prozesse (Ptacek et al., 2005; Ficarro et al., 2002). In
filamentdsen Pilzen beeinflussen Proteinphosphorylierungen z.B. die Biosynthese von
Sekundarmetaboliten (Rauscher et al., 2016; Choi und Shim, 2008), die Regulation von
Signalwegen fir die Hyphenentwicklung (Kosmidou et al., 2001) oder cirkadiane Rhythmen
(Yatzkan et al., 1998; Liu et al., 2015).

Im phytopathogenen Pilz M. oryzae regulieren  Proteinphosphorylierungen  die
infektionsbedingte Morphogenese uber verschiedene Signalwege, z.B. Uber die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK) MoKsslp (friher Pmk1l) oder die cAMP-abhéngige
Proteinkinase MoCpkA (Franck et al., 2015; Li et al., 2012; Jiang et al., 2018; Thines et al.,
2000; Zhao et al.,, 2007). Um die Reversibilitat von Proteinphosphorylierungen zu
gewabhrleisten, werden Proteinphosphatasen benétigt. Obwohl Phosphatasen eine wichtige
Rolle in der Pilzphysiologie zu haben scheinen, existieren bisher nur wenige Studien zu
diesem Aspekt. Die Funktionen negativer Regulatoren, die Signalkomponenten in MAPK-
Signalwegen posttranslational inaktivieren, sind weitaus weniger gut charakterisiert als die
Funnktionen positiver Regulatoren (Lee et al., 2014). Im ersten Teil dieser Arbeit sollten
Phosphatasen untersucht werden, die als Regulatoren an der fungiziden Wirkung des den
HOG-Signalweg hyperaktivierenden Phenylpyrrols Fludioxonil beteiligt sein kénnten. Daflr
wurden Gene in M. oryzae identifiziert, deren Homologe im Genom von S. cerevisiae

Phosphatasen kodieren, die als Interaktionspartner von Hoglp beschrieben sind.

In S. cerevisiae sind bisher 6 Phosphatase-kodierende Gene beschrieben, deren
Genprodukte an der Regulation des HOG-Signalwegs beteiligt sind (Anhang Tab. 3). Die
Phosphatase Ptclp dephosphoryliert den phosphorylierten  Threonin-Rest  der
Aminoséaureposition 174, und die Phosphatasen Ptp2p und Ptp3p dephosphorylieren den
phosphorylierten Tyrosin-Rest 176 der MAPK Hoglp. Dadurch wird die Aktivitdt der MAPK
verandert und somit eine Uber den HOG-Signalweg gesteuerte zellulare Antwortreaktion
reguliert (Maeda et al., 1993; Warmka et al., 2001). Eine Inaktivierung des Gens SLN1

resultiert in S. cerevisiae in Letalitat — bedingt durch eine Hyperaktivierung der MAPK-
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Kaskade im HOG-Signalweg und eine damit verbundene unphysiologische zellulare
Antwortreaktion. Durch Uberexpression der Phosphatase Ptp2p wird die MAPK Hoglp
verstarkt dephosphoryliert, wodurch eine genetische Inaktivierung von SLN1 mdglich wird
(Wurgler-Murphy et al., 1997).

Im Gegensatz zu S. cerevisiae ist eine genetische Inaktivierung von MoSLN1 in M. oryzae
maoglich, weil ein Ausbleiben der Funktion der HK MoSInlp, namlich die kontinuierliche
Phosphatgruppenibertragung auf MoYpdlp, vermutlich durch MoHiklp sowie
moglicherweise durch weitere HKs kompensiert werden kann (Jacob et al., 2014). Im Genom
von M. oryzae sind insgesamt 10 verschiedene HKs annotiert. Im Gegensatz dazu ist im
Genom der Hefe S. cerevisiae SLN1 als einziges HK-Gen vorhanden. Auch durch Doppel-
Inaktivierung der die Sensor-HKs MoSLN1 und MoHIK1 kodierenden Gene wird der HOG-
Signalweg in M. oryzae nicht hyperaktiviert. Die entsprechende ,loss of function®-Mutante
(lof-Mutante) AMohik1/AMosin1 ist vital (Jacob et al., 2014). Jedoch ist es mdglich, im
Gegensatz zu S. cerevisiae, den HOG-Signalweg in MOWT durch Fludioxonil-Applikation zu
hyperaktivieren. Es stellte sich die Frage, ob analog zu Beobachtungen bei S. cerevisiae,
einer Hyperaktivierung des HOG-Signalwegs durch Uberexpression von MoHogl-
dephosphorylierenden Phosphatasen entgegengesteuert werden kann. Eine entsprechende
Phosphatase-Uberexpressions-Mutante sollte also durch eine héhere Dephosphorylierungs-
rate von phosphoryliertem MoHoglp im Vergleich zu MoWT weniger suszeptibel gegenuber
Fludioxonil sein. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden dafiir vier Phosphatase-kodierende
Gene in M. oryzae mittels BLASTp identifiziert (Anhang Tab. 3), deren Homologe in
S. cerevisiae die MAPK Hoglp dephosphorylieren, und schlieBlich das die Phosphatase
MoPtp2p kodierende Gen MoPTP2 fiir Untersuchungen in M. oryzae ausgewahlt.

Es konnte erstmals erfolgreich gezeigt werden, dass eine Dephosphorylierung der
stressbedingt phosphorylierten MAPK MoHoglp durch MoPtp2p von essentieller Bedeutung
ist hinsichtlich der Fludioxonil-Suszeptibilitat. Dabei wurde festgestellt, dass eine verstarkte
Dephosphorylierung von MoHoglp durch Uberexpression der Phosphatase MoPtp2p
ahnliche phanotypische Auswirkungen hat wie die genetische Inaktivierung von MoHOG1.
Sowohl Abwesenheit von MoHoglp als auch die Uberexpression von MoPtp2p fithren zu
erhohter Fludioxonil-Resistenz zum einen und zum anderen zu erh6hter Osmosensitivitat im
entsprechenden Mutantenstamm (Abb. 4, Abb. 5, Abb. 8). In Ubereinstimmung damit fiihrt
die Inaktivierung des die Phosphatase MoPtp2p kodierenden Gens MoPTP2 gegensatzlich
zu einem Fludioxonil-hypersensitiven Phanotyp im Vergleich zu MoWT (Abb. 4, Abb. 5).
Analoge Beobachtungen sind im Hefepilz Cryptococcus neoformans beschrieben:
Inaktivierung des Gens, welche die zu Ptp2p homologe Phosphatase kodiert, resultierte in

erhohter Fludioxonil-Suszeptibilitdt (Lee et al., 2014); jedoch wurde bisher noch nie mit
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einem Uberexpressionsstamm gearbeitet. Mittels Western-Blot-Experimenten  mit
spezifischem Phospho-Hoglp-Antikérper konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression
von MoPTP2 sowohl zu leicht verringerter basaler Phosphorylierung des MoHog1p-Pools im
Vergleich zu MoWT fuhrt, als auch zu einer deutlich reduzierten Zunahme von
phosphoryliertem MoHoglp nach Applikation des den HOG-Signalweg hyperaktivierenden
Fungizids Fludioxonil im Vergleich zu MoWT (Abb. 7). Im Gegensatz dazu war in der lof-
Mutante AMoptp2 mit inaktivierter Phosphatase eine erhthte basale Menge an
phosphoryliertem MoHoglp im Vergleich zu MoWT zu detektieren, in Ubereinstimmung mit
Beobachtungen zu Aptp2 in S. cerrevisiae (Jacoby et al.,, 1997). Dies ist durch eine
reduzierte Dephosphorylierungsrate aufgrund der Abwesenheit der Phosphatase MoPtp2p

zu erklaren.

Zusammengefasst stellt die MoPtp2p-vermittelte Dephosphorylierung von MoHoglp einen
molekularen Mechanismus zur Termination der Signallbertragung im HOG-Signalweg dar,
sowohl nach Aktivierung durch osmotischen Stress, als auch bei Hyperaktivierung durch das
Fungizid Fludioxonil.

Durch die Regulation des Phosphorylierungsgrads von MoHoglp ist die Phosphatase
MoPtp2p also unmittelbar an der Steuerung der zellularen Antwortreaktion nach HOG-
Signalweg-Aktivierung beteiligt. Das bisherige Modell des HOG-Signalwegs in M. oryzae
kann somit um die Phosphatase MoPtp2p erweitert werden (Abb. 19).

Inaktivierung des
Phosphorelaysystems
z.B. durch hyperosmotischen

normale Umweltbedingungen Stress oder durch Fludioxonil

l
[~ [eem@ | ] -mm- )]

zelluldre Anpassung bzw.
Antwortreaktion auf Stress

* #-

MoPtp2p MoPtp2p }_ MoPtpzp

Aktivierung der MAPK MoHog1p Dephosphorylierung des
Phosphotyrosin-Rests der
l aktivierten MAPK MoHoglp

Antwortreaktion Stop der Antwortreaktion

Abb. 19: Ein Modell, welches die Dephosphorylierung und somit Inaktivierung der aktivierten MAPK
MoHoglp in Magnaporthe oryzae beschreibt. Nach dualer Phosphorylierung der MAPK MoHoglp am
Threonin- und Tyrosin-Rest des TxY-Motifs als Folge von hyperosmotischem Stress oder Fludioxonil-Stress
erfolgt eine MoHoglp-vermittelte zellulare Antwortreaktion bis der Phosphotyrosin-Rest schlieBlich durch
MoPtp2p dephosphoryliert wird und die zellulare Antwortreaktion stoppt (modifiziert nach Jacob et al., 2014).
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Neben der nachgewiesenen HOG-Signalweg-modulierenden Funktion von MoPtp2p wurden
in den untersuchten Mutanten MoEFA::PTP2 und AMoptp2 weitere phanotypische
Unterschiede sowohl zu MoWT als auch zu AMohogl festgestellt, was darauf hindeutet,
dass MoPtp2 nicht ausschlief3lich an der Dephosphorylierung von MoHog1p und somit nicht
nur an der Regulation des HOG-Signalwegs beteiligt ist: Es wurde beobachtet, dass die
Uberexpression von MoPTP2 zu einer starken Verringerung der Konidienbildungsrate auf
Komplettmedium im Vergleich zu MoWT und AMohogl fihrt. Des Weiteren besitzt die
Uberexpressionsmutante MoEFA::PTP2 eine Resistenz gegeniber dem Chitin-
interagierenden Farbstoff Calcofluor White und eine deutlich verringerte Anzahl an
Protoplasten im Vergleich zu MoWT nach Inkubation von Myzel mit lytischen Enzymen
(Tab. 2). Dies sind Hinweise auf eine veranderte Zellwandintegritat. Im Gegensatz dazu sind
sowohl Konidienbildungsrate, Sensitivitdt gegentber Calcofluor White und die Anzahl an
Protoplasten nach Inkubation mit lytischen Enzymen in der lof-Mutante AMoptp2 stark erhéht
im Vergleich zu MoWT (Tab. 2). Dariiber hinaus ist die Virulenz der Mutante MoEFA::PTP2

auf Reispflanzen reduziert, die von AMoptp2 hingegen unverandert im Vergleich zu MoWT.

Die MAPK MoSIt2p (fruiher Mps1) ist sowohl fir die Konidiogenese, die Zellwandintegritat,
als auch fiur die Pathogenitat von M. oryzae wichtig. Inaktivierung des Gens MoSLT2
resultiert in Zellwandveranderungen, annahernder Aufhebung der Konidienbildungsrate,
sowie in Apathogenitat der entsprechenden lof-Mutante (Xu et al., 1998). In S. cerevisiae ist
eine Regulation der homologen MAPK Slt2p durch die entsprechend homologe Phosphatase
Ptp2p bereits nachgewiesen (Mattison et al., 1999). Somit kdnnte auch in M. oryzae die
Phosphatase MoPtp2p zuséatzlich zur Dephosphorylierung von MoHoglp in der
Dephosphorylierung von MoSlt2p beteiligt sein und somit kdnnten die phanotypischen
Auswirkungen einer Uberexpression von MoPTP2, welche vergleichbar sind mit der
genetischen Inaktivierung von MoSLT2 (Xu et al., 1998), in der Manipulation der Regulation
von MoSlt2p im Stamm MoEFA::PTP2 begriindet sein.

Die Phosphatase Ptp2p ist in Hefe stets im Zellkern lokalisiert (Mattison und Ota, 2000). Fur
ein besseres Verstandnis der dynamischen Regulation von phosphoryliertem MoHoglp
durch MoPtp2p sollten noch ergédnzend Lokalisationsstudien zu MoPtp2p wahrend der
Aktivierung und Inaktivierung des HOG-Signalwegs durchgefihrt werden, z.B. durch Fusion
von MoPtp2p mit dem Fluoreszenzprotein RFP (Red Fluorescent Protein) und Expression
des Konstrukts in MoHOG1::GFP. Fur die Uberprifung einer direkten Interaktion von
MoPtp2p mit MoHoglp sollten unbedingt z.B. Bimolekulare-Fluoreszenzkomplementations-

Studien durchgefihrt werden.

75



Mittels genetischer Manipulation von M. oryzae konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals ein
Fludioxonil-resistenter Mutantenstamm durch Uberexpression eines Proteinphosphatase-
kodierenden Gens in einem phytopathogenem Pilz generiert werden. Bisher waren nur
Resistenzen gegeniber Fludioxonil in Mutantenstammen phytopthogener Pilze bekannt, in
denen Gruppe Il HK-kodierende Gene und HOG-Signalweg-Komponenten kodierende Gene
inaktiviert oder sogenannte ,multi drug resistence®-Effluxtransporter Uberexprimiert sind
(Li et al., 2014; Hahn, 2014).

Eine Resistenzbildung gegentber Fludioxonil in Feldisolaten phytopathogener Pilze durch
Aktivitatssteigerung von Hoglp-dephosphorylierenden Phosphatasen ist jedoch nicht zu
erwarten, weil eine derartige Manipulation der Regulation des HOG-Signalwegs einhergeht
mit erhdhter Sensitivitdt gegenliiber osmotischem Stress, verringerter Konidienbildungsrate
und reduzierter Virulenz in M. oryzae, also insgesamt einer verringerten Fitness, wie in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Dies unterstreicht das Potential von HOG-Signalweg-
hyperaktivierenden  Fungiziden wie z.B. Fludioxonil hinsichtlich einer geringen
Wahrscheinlichkeit von Resistenzbildungen.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte die Bedeutung einer strikt kontrollierten Regulation des
Phosphorylierungsgrads der MAPK MoHoglp hinsichtlich der physiologischen
Antwortreaktion auf osmotischen Stress und einer unphysiologischen Hyperreaktion auf
Fludioxonil-Stress erfolgreich dargestellt werden. Als Fazit liefert jener Teil der Arbeit
erstmals detaillierte Ergebnisse zu den molekularen Mechanismen einer Protein-
phosphatase-vermittelten Fungizidresistenz in einem filamentdsen phytopathogenen Pilz
gegeniber dem landwirtschaftlich sehr erfolgreich eingesetzten Fungizid Fludioxonil. Diese
Ergebnisse konnen helfen, die molekularen Grundlagen des mode of action von HOG-
Signalweg hyperaktivierenden Fungiziden zu verstehen und die Forschung auf dem Gebiet
der allgemeinen Phytopathologie sowie des Resistenzmanagements zur Entwicklung neuer

Strategien fur den Pflanzenschutz voranzubringen.

Der Phosphorylierungsgrad der MAPK des HOG-Signalwegs ist also entscheidend am
mode of action von Fludioxonil beteiligt, und damit einhergehend auch Hoglp-interagierende
Phosphatasen als negative Regulatoren von Hogl-MAPKs. Es gibt demnach neben HK-
abhangigen- noch weitere molekulare Mechanismen, die an der Suszeptibilitat von

phytopathogenen Pilzen gegeniiber Fludioxonil beteiligt sind.
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Weiterhin galt es im Rahmen dieser Arbeit zu klaren, ob fir eine Aktivierung des HOG-
Signalwegs durch Fludioxonil dieselben Komponenten der Signaltransduktion benutzt
werden wie bei einer Aktivierung des Signalwegs durch hyperosmotischen Stress.

Bei der experimentellen Bearbeitung zur Beantwortung dieser Frage konnten zugleich auch
Erkenntnisse Uber putative molekulare Mechanismen von HKs erlangt werden. Die
Hypothese einer spezifischen Perzeption von osmotischem Salzstress bzw. osmotischem
Zuckerstress durch unterschiedliche HKs im Phosphorelaysystem von M. oryzae wurde

ebenfalls Uberprift.

4.1.2 Die Perzeptionen von Fludioxonil-Stress und hyperosmotischen Schocks

sind unterschiedlich, dieinitialen zellularen Antwortreaktionen sind ahnlich

MAPKs kénnen nach Aktivierung ihre zellulare Lokalisation &ndern (Hamel et al., 2012). Die
Translokation der MAPK vom Typ Hogl vom Zytosol in den Zellkern ist eine unmittelbare

Reaktion auf eine Aktivierung des HOG-Signalwegs.

Im néchsten Teil dieser Arbeit wurde die Beteiligung von HKs bei der Regulation des HOG-
Signalwegs in M. oryzae mittels live-cell-imaging-Fluoreszenzmikroskopie und Metabolom-
Analysen untersucht. So konnten zum einen Hinweise auf mogliche molekulare Funktionen
von HKs als potentielle Stressor-spezifische Sensoren im HOG-Signalweg gefunden werden,
und zum anderen der mode of action und mechanism of action von Fludioxonil weiter

aufgeklart werden.

In dieser Arbeit wurde eine umfassende Charakterisierung der Aktivierung des HOG-
Signalwegs in M. oryzae anhand der subzellularen Lokalisation der MAPK MoHoglp
durchgefuhrt. Daflir wurde MoHoglp mit dem Fluoreszenzprotein GFP fusioniert und sowonhl
in MOWT als auch in verschiedenen Mutantenstammen mit inaktivierten Komponenten des
HOG-Signalwegs exprimiert, gefolgt von Applikationen diverser Stimuli und
fluoreszenzmikroskopischer Bestimmung der zelluldren Lokalisation des Fusionsproteins
MoHoglp-GFP (Anhang Tab. 4). Dabei konnten Hinweise auf molekulare Funktionen der
dem HOG-Signalweg zugehdrigen Sensor-HKs und deren Beteiligung in der Suszeptibilitat

gegenuber Fludioxonil erhalten werden.

Fur unzahlige Organismen ist eine durch extrazellularen hyperosmotischen Stress bedingte
Erh6éhung der intrazellularen Konzentration an primarmetabolischen niedermolekularen
Substanzen beschrieben, um durch Erhéhung der intrazellularen Osmolaritdt dem

extrazellularen hyperosmotischen Potential entgegenzuwirken und somit ein Wasser-
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ausstrom aus der Zelle zu verhindern (Brown, 1978). In M. oryzae wird als Folge von
hyperosmotischem Stress intrazellular hauptsachlich Arabitol akkumuliert (Dixon et al.,
1999). Metabolomische Untersuchungen in M. oryzae bei Induktion mit HOG-Signhalweg-
modulierenden Fungiziden sind bisher nicht beschrieben. In dieser Arbeit wurden zum ersten
Mal vergleichende Osmolyt-Analysen durchgefihrt nach Induktion mit Fludioxonil bzw.
hyperosmotischem Salzstress oder hyperosmotischem Zuckerstress.

Fludioxonil ist ein Wirkstoff aus der Fungizid-Klasse der Phenylpyrrole und wird seit Gber
20 Jahren erfolgreich als Fungizid eingesetzt (Borner, 2009; Kilani und Fillinger, 2016). Mit
Hilfe von fluoreszenzmikroskopischen und metabolomischen Methoden wurden Fludioxonil-
behandelte Konidien und Myzel verschiedener Mutantenstdamme von M. oryzae untersucht.
Durch Analyse der erhaltenen Daten konnen Rickschlisse auf den mode of action und

mechanism of action von Fludioxonil gezogen werden.

In Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die MAPK MoHog1lp
sowohl bei Fludioxonil-Stress als auch nach hyperosmotischem Schock in den Zellkern
transloziert (Abb. 9, Abb. 11). Des Weiteren konnte erstmals festgestellt werden, dass neben
hyperosmotischem Schock auch Fludioxonil-Stress eine intrazellulare Akkumulation von
Arabitol in M. oryzae bewirkt (Abb. 14).

Dies verdeutlicht, dass der mode of action von Fludioxonil mit der Initiierung der zellularen
Antwortreaktion auf hyperosmotischen Stress zusammenhangt, obwohl kein hyper-
osmotischer Stress fir die Zelle vorliegt. Durch Anreicherung intrazellularer Osmolyte ohne
extrazellularen hyperosmotischen Druck strémt Wasser in die Zelle; fur das Aufblahen
Fludioxonil-behandelter Zellen (Zhao et al., 2007; Lew, 2010) kdnnte somit eine intrazelluléare
Akkumulation von Arabitol in M. oryzae (Abb. 14) mitverantwortlich sein. Ob die intrazellulare
Akkumulation von Arabitol bei Fludioxonil-Stress unmittelbar an der fungiziden Wirkung
beteiligt ist oder hingegen nur ein sekundarer Effekt, kdnnte durch Manipulation von Genen,
die in der Arabitol-Biosynthese beteiligt sind, oder durch Expression von spezifischen
Arabitol-Exportern in M. oryzae, gefolgt von Fludioxonil-Applikation Uberprift werden.
Interessanterweise ist in den Pilzen Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans und
Botrytis cinerea, die im Gegensatz zu M. oryzae bei hyperosmotischem Stress nicht Arabitol,
sondern Glycerol intrazellular akkumulieren, eine Fludioxonil-bedingte Hyperakkumulation
von Glycerol nicht essentiell fir die antibiotische Wirkung des Fungizids (Ochiai et al., 2002;
Upadhya et al., 2013; Li et al., 2014).
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Um maogliche Unterschiede in der Perzeption von Fludioxonil und hyperosmotischem Stress
festzustellen, wurde die Zellkerntranslokation von MoHoglp und die Veranderung der
intrazellularen Osmolytkonzentrationen nach Stressinduktion in lof-Mutanten des HOG-
Signalwegs untersucht. Fludioxonil-Applikation fuhrt in MoWT und im Stamm AMosInl
sowohl zur Translokation von MoHoglp in den Zellkern, als auch zur intrazellularen
Akkumulation von Arabitol (Abb. 13, Abb. 18). Im Stamm AMohikl hingegen ist nach
Fludioxonil-Applikation, weder eine Zellkerntranslokation von MoHoglp, noch eine
Veranderung der intrazellularen Osmolytkonzentrationen festzustellen (Abb. 13, Abb. 18).

Diese Ergebnisse korrelieren sowohl mit Ergebnissen von bereits beschriebenen Phospho-
Hoglp-Western-Blot Analysen in M. oryzae als auch mit Beobachtungen aus
Wachstumstests der entsprechenden lof-Mutanten auf Fludioxonil-haltigen Medien: Bei
Kultivierung von AMohikl mit Fludioxonil kann keine Phosphorylierung von MoHoglp
detektiert werden im Gegensatz zu MoWT und AMosInl; AMohikl kann auf Fludioxonil-
haltigem Medium wachsen im Gegensatz zu MoWT und AMosInl (Jacob et al., 2015).

In AMoypdl und in lof-Mutanten mit inaktivierten Komponenten des HOG-Signalwegs
downstream von MoYpdlp kann bei Fludioxonil-Stress keine Phosphorylierung von
MoHog1lp detektiert, die Mutanten konnen auf Fludioxonil-haltigen Medien wachsen (Jacob
et al., 2015). Diese Ergebnisse korrelieren mit den Beobachtungen in dieser Arbeit, dass bei
jenen Mutanten bei Fludioxonil-Stress weder eine Zellkerntranslokation von MoHog1p, noch

eine Veranderung der intrazellularen Osmolytkonzentrationen festzustellen ist.

Sowohl in MoWT als auch in den HK-lof-Mutanten AMohikl und AMosInl konnte nach
hyperosmotischem Schock sowohl eine Zellkerntranslokation von MoHoglp, als auch eine
intrazellulare Akkumulation von Arabitol festgestellt werden (Abb. 13, Abb. 17). Bei der
Perzeption von hyperosmotischem Stress scheint die Abwesenheit der sensorischen HKs
MoHiklp oder MoSInlp also durch die jeweils andere bzw. durch weitere im

Phosphorelaysystem beteiligte HKs kompensiert werden zu kénnen.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur zellularen Lokalisation von MoHoglp und
intrazellularen  Osmolytkonzentrationen stitzen also das bisherige, anhand von
Wachstumsexperimenten aufgestellte Modell des HOG-Signalwegs in M. oryzae (Jacob
et al., 2015) (Abb. 20).
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Abb. 20: Ein Modell, welches Unterschiede in der HOG-Signalweg-abhangigen Perzeption von
Fludioxonil-Stress und hyperosmotischem Stress in MoWT (links) und AMohik1 (rechts) beschreibt. Fur
eine Phosphorylierung und Zellkerntranslokation der MAPK MoHog1p, sowie die intrazellulare Akkumulation von
Arabitol, ausgeldst durch Fludioxonil, ist die Anwesenheit der HK MoHiklp essentiell (unten). Nicht jedoch fur
eine Phosphorylierung und Zellkerntranslokation der MAPK MoHog1p, sowie die intrazellulare Akkumulation von
Arabitol, ausgeltst durch hyperosmotischen Schock (oben). Graue mit ,?“ beschriftete Felder symbolisieren
weitere, im Phosphorelaysystem beteiligte HKs oder Mechanismen upstream von MoYpd1p, die bei Perzeption
von hyperosmotischem Stress zu einer Aktivierung der MAPK Kaskade fuhren. In jedem Fall ist die Funktionalitat
von MoYpdlp und der downstream gelegenen Komponenten der Signalkaskade essentiell fiur eine

Signalweiterleitung (modifiziert nach Jacob et al., 2015).

Die Perzeption von bzw. die Signaltransduktion bei Fludioxonil-Stress und akutem
hyperosmotischem Stress in M. oryzae ist also unterschiedlich. Fir eine Phosphorylierung
und Zellkerntranslokation der MAPK MoHoglp, sowie die intrazellulare Akkumulation von
Arabitol, ausgel6st durch Fludioxonil, ist MoHiklp essentiell. Nicht jedoch fir eine
Phosphorylierung und Zellkerntranslokation der MAPK MoHoglp, sowie die intrazellulare

Akkumulation von Arabitol, ausgeldst durch hyperosmotischen Schock.
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Durch Modulation der HK MoHiklp bei Fludioxonil-Stress im Wildtypstamm kann der
Phosphatgruppentransfer im Phosphorelaysystem durch MoSInlp und durch mdogliche
weitere Komponenten offensichtlich nicht aufrechterhalten werden, wodurch die MAPK-
Kaskade aktiviert wird. Da jedoch eine genetische Inaktivierung von MoHIK1 in M. oryzae
moglich ist, ohne dass die MAPK-Kaskade hyperaktiviert wird, scheint Fludioxonil also nicht
nur die Kinaseaktivitdt von MoHiklp zu inhibieren, sondern =zusatzliche Effekte im
Phosphorelaysystem zu haben. Lawry et al. (2017) konnten zeigen, dass Fludioxonil-Stress
die Kinaseaktivitat der MoHik1p-homologen HK Drk1 in Blastomyces dermatitidis in vivo zu
einer Phosphataseaktivitat andert und somit das nachgeschaltete Phosphotransferprotein
Ypdl dephosphoryliert wird, wodurch sich die Starke des Phosphorylierungsmusters im
Phosphorelaysystem verringert. Dadurch kann erklart werden wieso Fludioxonil-Stress
MoHik1p-abhangig zur Hyperaktivierung des HOG-Signalwegs fuhrt, hingegen nicht eine

genetische Inaktivierung von MoHIK1.

Durch in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchungen zur zellularen Lokalisation von
MoHoglp und zu intrazellularen Osmoloytkonzentrationen in lof-Mutanten mit inaktivierten
HKs bei unterschiedlichen physiologischen Stimuli, konnten RUlckschlisse auf putativ

spezifische sensorische Funktionen von HKs gezogen werden, was folgend diskutiert wird.

4.2 Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen als spezifische
Sensoren in Magnaporthe oryzae

Die molekularen Funktionen und zellularen Aufgaben von pilzlichen HKs sind nicht gut
untersucht, obwohl diese Sensorproteinfamilie in pathogenen Pilzen sehr weit verbreitet ist
und auch erfolgreich als Fungizid-Target adressiert wird (Tanaka und Izumitsu, 2010; Kilani
und Fillinger, 2016). In M. oryzae wurden bisher hauptsachlich Geninaktivierungen von HK-
kodierenden Genen durchgefihrt, gefolgt von makroskopischer Phéanotypisierung der
entsprechenden lof-Mutanten, um auf putative Funktionen von HKs und eine Beteiligung im
HOG-Signalweg von M. oryzae zu schliel3en (Jacob et al., 2014). Des Weiteren wurden in
M. oryzae immunologische Studien unter Verwendung eines Phospo-Hoglp-Antikdrpers
durchgefuhrt, welcher mit der phosphorylierten MAPK MoHoglp interagiert (Jacob et al.,
2014). In der vorliegenden Arbeit wurden weitere Strategien etabliert, um potentielle
spezifische sensorische Funktionen von HKs zu untersuchen. Dafir wurde die
Zellkerntranslokation der MAPK MoHoglp sowie die HOG-Signalweg-abhangige
intrazellulare Akkumulation von Osmolyten in verschiedenen HK-lof-Mutanten vor und nach

Induktion mit verschiedenen Stimuli untersucht.

81



4.2.1 Hyperosmotischer Schock, Salzionenstress und Zuckerstress

Die Mutantenstamme AMohikl und AMosIinl sind im Vergleich untereinander Stressor-
spezifisch in ihrem Wachstum gehemmt: AMohikl kann auf Medium mit osmotischem
Salzstress besser wachsen als AMosInl, im Gegensatz dazu kann AMosInl auf Medium mit
osmotischem Zuckerstress besser wachsen als AMohikl. Die Mutante AMohik1/AMosiIn1 ist
sowohl bei Salzstress als auch bei Zuckerstress — ebenso wie die Mutante AMohogl — in
ihrem Wachstum stark gehemmt (Jacob et al., 2015). Dies fihrte zur Hypothese, dass
MoHik1p und MoSInlp als spezifische Sensoren fur osmotischen Zucker- bzw. Salzstress
fungieren und dass somit in AMohikl bei osmotischem Zuckerstress kein HOG-Signalweg-
abhangiges Signal bzw. in AMosInl bei osmotischem Salzstress kein HOG-Signalweg-
abhangiges Signal generiert und Ubertragen wird, und folglich eine adaquate zellulére
Antwortreaktion ausbleibt. Es sollte also in den lof-Mutanten bei Behandlung mit dem
entsprechenden Stressor auch keine Translokation von MoHoglp in den Zellkern erfolgen
und auch keine HOG-Signalweg-abhangige Osmolytproduktion.

Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse zur Zellkerntranslokation von MoHoglp und der
intrazellularen Akkumulation von Arabitol nach hyperosmotischem Salz- und Zuckerschock
korrelieren mit bereits beschriebenen Phospho-Hoglp-Western-Blot Analysen in M. oryzae,
stehen jedoch in Kontrast zu Beobachtungen aus Wachstumstests der entsprechenden lof-
Mutanten auf Salzstress- bzw. Zuckerstress-Medien: Bei Induktion von AMohikl, AMosInl
oder AMohik1/AMosin1 mit Salz- oder Zuckerschock konnte bei jeder Kombination eine
Phosphorylierung von MoHoglp (Jacob et al., 2014), eine Translokation von MoHoglp in
den Zellkern (Abb. 13) und eine intrazellulare Akkumulation von Arabitol beobachtet werden
(Abb. 18) — analog zum Referenzstamm MoWT und im Gegensatz zu den lof-Mutanten mit
inaktiviertem HOG-Signalweg (AMoypdl, AMosskl, AMossk2, AMopbs2 und AMohogl).
Dennoch kann AMohikl nicht auf Zuckerstress-Medium wachsen, AMosInl nicht auf
Salzstress-Medium, und AMohik1/AMosin1 sowie auch die lof-Mutanten mit inaktiviertem
HOG-Signalweg weder auf Zuckerstress- noch auf Salzstress-Medium im Gegensatz zu
MoWT (Jacob et al., 2014).

Die differenziellen Wachstumsgeschwindigkeiten von AMohikl und AMosInl auf
Zuckerstress- und auf Salzstress-Medium kdénnen also nicht mit einer beeintrachtigten,
unmittelbaren Salzstress-spezifischen bzw. Zuckerstress-spezifischen Signalweiterleitung
(Zellkerntranslokation von MoHoglp) oder zelluldren Antwortreaktion (Osmolyt-
Akkumulation) korreliert oder erklart werden — im Gegensatz zu lof-Mutanten, bei denen der
HOG-Signalweg downstream der HKs MoSInlp und MoHik1lp inaktiviert ist (3.2.5, 3.3.2).
MoSInlp und MoHiklp scheinen keine spezifische Sensorfunktion zu haben fir akuten

hyperosmotischen Salz- oder Zuckerstress bzw. fir die Substanzen KCI oder Sorbitol.
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Sowohl die Untersuchungen zur Phosphorylierung (Jacob et al, 2014) und zur
Zellkerntranslokation von MoHoglp, als auch die Quantifizierung intrazellularer Osmolyte
haben gemeinsam, dass relativ frihe Zeitpunkte nach Stressinduktion analysiert werden —im
Gegensatz zu Beobachtungen der Wachstumsgeschwindigkeit auf Stressmedien iber einen
Zeitraum von mehreren Tagen. Des Weiteren ist zu beachten, dass in Wachstumstests auf
Stressmedien nie ein unmittelbarer und akuter Schock vorhanden war, sondern ein
langfristiger Stress vorhanden ist. Eine differenziertere Betrachtung der Begriffe ,osmotischer
Schock® und ,osmotischer Stress® ist fur die Interpretation von Ergebnissen aus
unterschiedlichen Versuchsaufbauten entscheidend (Shavrukov, 2013; Hohmann, 2002).

Einen ,osmotischen Charakter” hat ein hyperosmotischer Stimulus hauptsachlich zu Beginn
einer Stresssituation (Shavrukov, 2013): Unter hyperosmotischen Bedingungen stromt
Wasser aus der Zelle — das Zellvolumen verringert sich. Eine Zunahme des Zellvolumens bis
hin zur Ausgangsgrof3e erfolgt je nach Molaritat eines subletalen Stimulus bereits nach ca.
einer Stunde (Babazadeh et al., 2013), (Anhang Abb. 28). In dieser Zeit akkumulieren
hauptséchlich die molekularen Einheiten des Stressors wie z.B. Salzionen, auch als
perturbing solutes bezeichnet, intrazellular, um dem akuten osmotischen Potential
entgegenzuwirken und den Rickstrom von Wasser in die Zelle zu gewahrleisten. Diese
perturbing solutes werden mit der Zeit im Laufe der zellularen Anpassung aus der Zelle
exportiert und durch kompatible Solute wie z.B. Arabitol ersetzt, wodurch der Metabolismus
weniger gestort wird als z.B. durch KCI. Auf kurze Sicht scheint also die Quantitat von
osmotischem Stress eher entscheidend als die Qualitat, also die molekularen Einheiten, des
Stressors. Auf lange Sicht jedoch ist dann vielmehr dessen Qualitat entscheidend fir eine

entsprechende Perzeption und zellulare Antwortreaktion (Shavrukov, 2013).

Offenbar haben die Proteine MoHiklp und MoSInlp neben ihrer Funktion in der
unmittelbaren Signalweiterleitung im HOG-Signalweg bei akutem osmotischem Schock noch
andere Funktionen, die bei dauerhaftem Wachstum auf Medium erhohter Osmolaritat erst zu
einem sehr viel spateren Zeitpunkt als unmittelbar nach Stress-Perzeption relevant werden
(Abb. 21 b, vertikale gepunktete Linien). Solche Funktionen wéren nicht durch Analysen der
Lokalisation von MoHoglp oder von subzellularen Osmolyten unmittelbar nach

hyperosmotischem Schock zu erfassen.

Es konnte auch sein, dass ein hyperosmotischer Schock zu einer wesentlich starkeren
Aktivierung des HOG-Signalwegs fihrt, im Vergleich zu langfristigem zellularem Salzionen-
oder Zuckerstress, und dass somit putative Sensor-Spezifitaten von MoHik1p und MoSInlp
wahrend des Mechanismus der Perzeption eines hyperosmotischen Schocks uberlagert
werden. Allerdings wurden fur die Untersuchungen zur Stimulus-abhangigen Translokation

von MoHoglp in den Zellkern jeweils kleinstmdgliche Konzentrationen des Stressors
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verwendet, die bereits zu einer Zellkerntranslokation von MoHog1p fihrten. Unterhalb dieser
Konzentrationen erfolgt also keine HOG-Signalweg-Aktivierung. Eine potentielle
Uberlagerung der Signalspezifitat erscheint aufgrund der verwendeten geringen Stress-

intensitat also eher unwahrscheinlich.

Hinweise auf eine direkte Beteiligung von MoSInlp und MoHiK1p in der HOG-Signhalweg-
abhangigen Perzeption von hyperosmotischem Schock geben die folgenden
Beobachtungen: Bei gleichzeitiger Abwesenheit der beiden HKs MoSInlp und MoHiK1p war
eine verringerte intrazellulare Akkumulation von Arabitol ausgel6st durch hyperosmotischen
Schock (sowohl Zuckerschock als auch Salzschock) festzustellen im Vergleich zu MoWT,
dennoch war die intrazellulare Arabitol-Konzentration grof3er als bei AMohogl (Anhang
Abb. 32). Bei Abwesenheit von MoSInlp oder bei Abwesenheit von MoHiK1p waren keine
signifikanten Unterschiede in der Osmolytakkumulation im Vergleich zu MoWT festzustellen.
In AMohik1/AMosin1 scheint die Intensitdt der zellularen Antwortreaktion im Vergleich zu
MoWT also verringert zu sein.

Diese Beobachtungen sind aul3erdem ein Hinweis darauf, dass die beiden HKs MoSIn1p und
MoHiK1p additive Funktionen in der Antwortreaktion bei hyperosmotischem Schock haben
konnten (Abb. 21 a, gepunktete Linie zwischen MoSIinlp und MoHiklp) bzw. dass bei
Abwesenheit einer der beiden HKs die Funktion durch die andere HK teilweise tbernommen
werden kann. Des Weiteren lasst die im Vergleich zu AMohogl erhdhte Arabitol-
Konzentration in AMohik1/AMosin1 die Hypothese zu, dass noch weitere Komponenten im
Phosphorelaysystem des HOG-Signalwegs existieren mussen (Abb. 21, graue mit ,?¢
markierte Felder), die zumindest Teilweise die Funktion von MoHik1lp und MoSInlp bei der
Perzeption von hyperosmotischem Schock tibernehmen kdnnen, wie z.B. die HKs MoHik2p-
MoHik9p. Durch einzelne genetische Inaktivierung dieser HKs (MoHik2p-MoHik9p) in
AMohik1/AMosin1 kénnte durch Vergleich der intrazelluldaren Arabitol-Konzentration nach
hyperosmotischen Schkocks in den entsprechenden Mutanten auf den Anteil der Beteiligung

der entsprechenden HK im Phosphorelaysystem des HOG-Signalwegs geschlossen werden.

Die Divergenz der unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten von AMohik1, AMosinl
und AMohik1/AMosin1 auf Medien mit Salz- oder Zuckerstress und den in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse zu den zellularen Reaktionen bei kurzfristigen Zeitpunkten nach
Stressapplikation (Lokalisation von MoHoglp und intrazellulare Osmolyt-Akkumulation) ist
also moglicherweise zurtickzufiihren auf indirekte bzw. sekundére Effekte oder Zusténde, die

spezifisch durch lonenstress oder durch Zuckerstress ausgeltst werden (Abb. 21).
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Weitere in dieser Arbeit erlangte Hinweise fiir diese Hypothese werden in den folgenden drei
Kapiteln diskutiert (4.2.3, 4.2.4). Zusatzliche Hinweise auf unterschiedliche Funktionen von
MoSInlp und MoHiklp bei langfristigeren zellularen Regulationsmechanismen, im
Gegensatz zu Funktionen bei der akuten HOG-Signalweg-Aktivierung bei hyperosmotischem
Schock, werden danach diskutiert (4.2.5, 4.2.6).

hyperosmotischer Schock hochmolare hochmolare Zuckerkonzentration /
Salzkonzentration Hypoxie / oxidativer Stress /
verandertes Redoxpotential

? 2 2
H H
MoYpd1p :', MoYpd1p
MoSsk1p MoSsk1p

B | v
Osmolytproduktion zum Ausgleich % ~
des osmotischen Potentials a zelluldre Anpassung zelluldre Anpassung b

0'0 OlGE

Abb. 21: Zwei Modelle, die die Perzeption und Signaltransduktion bei hyperosmotischem Schock im
Gegensatz zu langfristigem hochmolarem Salzstress bzw. Zuckerstress, Hypoxie, oxidativem Stress oder
verédndertem zellularen Redoxpotential in Magnaporthe oryzae beschreiben. Fir eine addquate Osmolyt-
Akkumulation bei hyperosmotischem Schock (a) sind die beiden HKs MoSInlp und MoHik1p einzeln verzichtbar,
bei gleichzeitiger Abwesenheit beider HKs ist die Osmolyt-Akkumulation verringert im Vergleich zu MoWT jedoch
starker als bei AMohog1. Fir eine zellulare Anpassung bei langfristigem, hochmolarem Salzstress hingegen ist
die HK MoSlIn1p essentiell (b, links). Fur eine zellulare Anpassung bei langfristigem, hochmolarem Zuckerstress,
oxidativem Stress und Stérungen des Redoxpotentials ist die HK MoHik1p essentiell (b, rechts). Graue, mit ,?*
markierte Felder symbolisieren bisher unbekannte Mechanismen oder Zustande, welche assoziiert sind mit
langfristigem Salzstress bzw. Zuckerstress/Hypoxie/oxidativem Stress/verandertem Redoxpotential (4.2.2, 4.2.3,
4.2.4), und dann sekundar von den HKs MoSInlp bzw. MoHiklp detektiert werden. Gepunktete Linien deuten
eine putative indirekte oder direkte Interaktion und/oder komplementére Funktion an. MoYpdlp ist die zentrale
Verbindungsstelle zwischen Perzeption verschiedenster Stimuli und Signallbertragung im HOG-Signalweg
(modifiziert nach Jacob et al., 2015).
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Die Hypothese einer spezifischen Detektion von Salzstress bzw. Zuckerstress durch die HKs
MoSInlp bzw. MoHik1lp kann also detaillierter formuliert werden: MoSInlp bzw. MoHik1lp
detektieren wahrscheinlich nicht direkt spezifisch hyperosmotischen Salz- oder Zuckerstress
(bzw. Salzionen und Zuckermolekule), sondern vermutlich sekundar zellulare Mechanismen
oder Zustande (Abb. 21 b: Graue, mit ,?“ markierte Felder), welche zum einen spezifisch mit
zellularem Salzstress oder spezifisch mit zellularem Zuckerstress assoziiert sind oder
dadurch ausgelost werden — wie z.B. lonenstress bei Wachstum auf KCl-haltigen Medien
gegenuber einer veranderten Homoostase durch matabolische Anpassung bei Wachstum
auf sorbitolhaltigen Medien. So wurde z.B. auch spekuliert, dass SIinlp in S. cerevisiae nicht
spezifisch externe Osmolyte detektiert, sondern vermutlich generell osmotische Zustande
(Tao et al., 1999).

4.2.2 Intrazellulare Glycerol- und Mannitol-Akkumulation in Magnaporthe

oryzae als initiale und transiente Reaktion auf hyperosmotischen Schock

In der Literatur sind Daten Uber Veranderungen der intrazellularen Osmolyt-Konzentrationen
in M. oryzae nach hyperosmotischen Schocks vorhanden: In Abh&ngigkeit eines funktionalen
HOG-Signalwegs ist die intrazellulare Konzentration an Arabitol 24 h nach hyper-
osmotischem Salzschock deutlich erhdht (Dixon et al., 1999). Diese Beobachtungen konnten
in dieser Arbeit bestatigt werden. Durch Untersuchung des zusétzlichen, relativ friihen
Zeitpunkts, 5h nach Stressinduktion, sowie durch Untersuchung mehrerer Mutanten-

Stdmme und unterschiedlicher Stimuli konnten zusétzliche Daten generiert werden.

Es wurde festgestellt, dass die intrazellularen Glycerol- und Mannitol-Konzentrationen in
MoWT jeweils 5 h nach hyperosmotischem Salzschock, hyperosmotischem Zuckerschock,
oder Applikation von Fludioxonil erhéht sind, 24 h nach den Stressbehandlungen jedoch
wieder auf die Ausgangswerte gesunken sind (Anhang Abb. 32). Eine derartige initiale
Akkumulation von Glycerol und Mannitol in M. oryzae als Reaktion einer Aktivierung des

HOG-Signalwegs wurde bisher nicht beschrieben.

Eine unmittelbare intrazellulare Akkumulation von Glycerol als Reaktion auf einen
hyperosmotischen Schock ist in S. cerevisiae bekannt: Im ungestressten Zustand wird
Glycerol aus der Zelle transportiert. Bei Aktivierung der MAPK Hoglp durch
hyperosmotischen Stress wird der Glycerol-Exporter Fpslp geschlossen, die Expression des
Glycerol-Importers  Stllp und der Enzyme  Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase
Gpd1lp/Gpd2p und Glycerol-3-Phosphat-Phosphatase Gpplp/Gpp2p erhoht, welche in der

Produktion von Glycerol ausgehend von Dihydroxyacetonphosphat beteiligt sind, sowie die
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Aktivitdt des Enzyms Phosphofruktokinase-2 erhét, wodurch letztendlich eine hohe Rate der
Glycerolproduktion erreicht wird. Diese Mechanismen fiihren zu einem raschen Anstieg der
intrazellularen Glycerolkonzentration (Rep et al., 2000; Rep et al., 1999; Ferreira et al., 2005;
Dihazi et al., 2004; Thorsen et al., 2006). Glycerol ist dabei zum einen wichtig als Osmaolyt,
um einen Wasserausstrom aus der Zelle zu verhindern, zum anderen ist die Produktion von

Glycerol wichtig fur die Balance des zellularen Redox-Potentials (Hohmann, 2009).

In M. oryzae kbnnten analoge Mechanismen fir die gemessene initiale Akkumulation von
Glycerol verantwortlich sein. Zu einer intrazellularen Akkumulation von Mannitol bedingt
durch hyperosmotischen Schock sind keine zugrunde liegenden physiologischen und
metabolischen Prozesse bekannt.

Mannitol wird in Aspergillus niger Uber zwei enzymatische Schritte erzeugt, einer Reduktion
und einer Dephosphorylierung von Fruktose-6-Phosphat durch die Mannitol-1-Phosphat-5-
Dehydrogenase (Dijksterhuis und Vries, 2006). Im Weizenpathogen Stagonospora nodorum
werden zwei Wege der Mannitolsynthese beschrieben: Einer wie oben beschrieben und ein
weiterer Uber Fruktose durch die enzymatische Aktivitat der Mannitol-Dehydrogenase. Die
Mannitol-Dehydrogenase verwendet NADH als Cofaktor, die Mannitol-1-Phosphat-5-
Dehydrogenase verwendet NADPH. Zusammen bilden sie einen mutmallichen
Mannitolzyklus, der eine schnelle Produktion bzw. einen schnellen Abbau von Mannitol
gewahrleisten kann, wahrend die Produktion von NADPH auf Kosten von NADH bzw.
umgekehrt ermoglicht wird (Solomon et al., 2006). Zusatzlich zur ihrer Verwendung als
kompatible Solute kénnen Polyole also helfen das zellulare Redoxpotenzial zu stabilisieren
(Diano et al., 2006).

Die intrazellulare Konzentration von Glycerol und Mannitol in M. oryzae sinkt nach dem
initialen Anstieg nach hyperosmotischem Schock im Laufe von 24 h wieder auf die
Ausgangskonzentration (Anhang Abb. 32). Dahingegen steigt die intrazellulare Konzentration
an Arabitol, welches in M. oryzae im Gegensatz zu Glycerol in S. cerevisiae als
Hauptosmolyt fungiert, im Laufe von 24 h weiter an (Dixon et al., 1999). Entweder haben die
beiden Osmolyte Glycerol und Mannitol in M. oryzae nur vorriibergehende spezifische
Funktionen in der Zelle, wie z.B. in der Balance des Redoxpotentials analog zu den
Mechanismen in S. cerevisiae, Aspergillus niger oder Stagonospora nodorum, oder sie sind
metabolische Intermediate wahrend der Arabitolproduktion, oder aber sie sind Artefakte ohne
evolutionar entwickelte zellulare Funktion, bedingt durch stringente Induktionsbedingungen in
den durchgefuhrten Experimenten, welche in solch akuter und starker Form in der Natur
unwahrscheinlich sind. Die Bestimmung intrazellularer Osmolyte nach osmotischem Schock
in lof-Mutanten mit inaktivierten Genen der Glycerol-, Arabitol- bzw. Mannitol-Synthese sowie

der zellularen Redox-Regulation kénnten Aufschlisse geben Uber die Funktion dieser
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Primarmetabolite wahrend der Osmoadaptation. Da die Balance des zellularen Redox-
potentials wichtig zu sein scheint wahrend der Anpassung auf hyperosmotische
Bedingungen — und Glycerol z.B. in S. cerevisiae aus Grunden der Redox-Balance bei
ungestressten Bedingungen aus der Zelle exportiert wird (Shen et al., 1999) — sollten bei
zukunftigen Osmolyt-Analysen mit M. oryzae auch Osmolyte im Medium quantifiziert werden.

4.2.3 MoSInlp-abhangige initiale Mannitol-Akkumulation bei Salzschock —

MoSInlp als spezifischer Sensor fur Salzionen-abhangigen Stress?

Eine initiale intrazellulare Mannitol-Akkumulation 5 h nach hyperosmotischem Salzschock,
nicht aber nach hyperosmotischem Zuckerschock, scheint in den Mutantenstammen
AMosInl und AMohik1/AMosin1 mit inaktiviertem HK-Gen MoSLN1 gestdrt zu sein im
Vergleich zu den Stammen MoWT und AMohikl mit funktionaler HK MoSInlp (Anhang
Abb. 32). Dies deutet auf eine bisher unbekannte Funktion von MoSInlp bei einer
Salzschock-spezifischen intrazellularen Mannitol-Akkumulation hin.

Um diese putative Abhangigkeit der intrazellularen Mannitol-Akkumulation von MoSInlp bei
Salzschock zu bestétigen, sollten die entsprechenden Analysen wiederholt werden mit mehr
Zu untersuchenden Zeitpunkten, als im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt. Es besteht die
Maoglichkeit eines Problems der zeitlichen Auflosung des Verlaufs der intrazellularen
Konzentration bei lediglich 2 untersuchten Zeitpunkten nach Stressapplikation: Aufgrund der
groBen Anzahl an Proben (5 Stdmme x 4 Induktionsbedingungen x 3 Zeitpunkte Xx
3 biologische Replikate) wurde im Rahmen dieser Arbeit in den untersuchten Stdmmen
MoWT, AMohikl, AMosInl, AMohik1/AMosin1 und AMohog1l lediglich ein Zeitpunkt vor und
zwei Zeitpunkte nach Stressapplikation (5 h und 24 h) fir die Quantifizierung von Osmolyten
gewahlt. Es ist durchaus moglich, dass die sich im Vergleich zu den anderen untersuchten
Stdmmen unterscheidende intrazellulare Akkumulation von Mannitol in  AMosinl
zeitdynamische Griinde hat, deren Ursprung nicht HOG-Signalweg assoziiert ist, sondern auf
einen generell verlangsamten Metabolismus zurickzufiihren ist: Die generelle
Wachstumsgeschwindigkeit von  AMosinl  auch  auf  Komplettmedium  ohne
Stressbedingungen ist im Vergleich zu allen anderen untersuchten Stdmmen reduziert
(Jacob et al., 2015).

Des Weiteren sind die intrazellularen Glycerol- und Mannitolkonzentrationen in AMosIn1 24 h
nach Fludioxonilapplikation nicht wieder auf die Ausgangswerte gesunken, so wie es in
MoWT 24 h nach Fludioxonilapplikation der Fall ist (Anhang Abb. 32), was auch auf einen

generell verlangsamten Metabolismus in AMosInl hindeuten kénnte, und somit zu einer im
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Vergleich zu MoWT verspateten initialen Erhéhung aber auch entsprechend verspateten

finalen Verringerung der intrazellularen Glycerol- und Mannitolkonzentrationen.

Jedoch wirde ein generell verlangsamter Stoffwechsel in AMosInl nicht die erkennbare
initiale Mannitol-Akkumulation in AMosInl nach Induktion mit hyperosmotischem Zucker-
stress analog zu MoWT erklaren. Es sollten unbedingt weitere Analysen mit mehreren

Zeitpunkten nach Stressinduktion durchgefuhrt werden.

Eine Bestatigung der hier dargestellten Ergebnisse bzw. ein Ausbleiben einer Mannitol-
Akkumulation wahrend der gesamten Zeitspannte der zellularen Antwortreaktion bei
Salzstress in AMosInl wére ein Hinweis auf eine spezifische Perzeption von (Salz-)
lonenstress — nicht jedoch von Zuckerstress — durch MoSInlp, gefolgt von einer HOG-
Signalweg-abhangigen initialen intrazellularen Akkumulation von Mannitol. In diesem Fall
sollten weitere Experimente mit unterschiedlichen Konzentrationen von KCI bzw. mit anderen
Salzen und Zuckern als osmotische Stressoren durchgefiihrt werden, um durch Bestimmung
der Mannitol-Konzentration nach Stressapplikation eine potentielle Salz-Spezifitdt von

MoSIn1p zu verifizieren und weiter einzugrenzen.

Nicht nur bei hyperosmotischem Zuckerstress im Gegensatz zu hyperosmotischem
Salzstress, sondern auch bei Fludioxonil-Stress ist eine initiale (5 h) und transiente Mannitol-
Akkumulation in AMosInl festzustellen (Anhang Abb. 32). Die Vergleiche der Osmolytprofile
von AMosInl bei Kultivierung mit Salz-, Zucker- oder Fludioxonil-Stress deuten also darauf
hin, dass Fludioxonil eher Zuckerstress simuliert als Salzstress, und dass durch osmotischen
Stress mit ionischem Charakter MoSInlp-abhéngig eine unterschiedliche Signalubertragung
und/oder zellulare Antwortreaktion erfolgt im Vergleich zu nicht-ionischem osmotischem

Stress.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde KCI als ionischer Osmostressor verwendet, weil bekannt ist,
dass durch NaCl zusiatzlich zellulare Antwortreaktionen in Form von Detoxifizierungs-
reaktionen ausgelost werden koénnen, da K'-lonen in Biomolekillen durch Na'-lonen
verdrangt werden (Hohmann, 2002; Serrano, 1996; Shen et al., 1999). Aufgrund dieses
zellphysiologischen Unterschieds dieser beider Salze wéare eine Bestimmung der
intrazellularen Konzentrationen von Mannitol, aber auch weiterer Osmolyte, nach Induktion

mit NaCl besonders interessant.

Es ist bekannt, dass kompatible Solute wie Mannitol diverse Membranstrukturen und
Enzyme stabilisieren kdnnen, die besonders sensitiv gegentber Dehydrierung oder
ionischem Stress sind (Melgar et al., 2009; Gupta und Huang, 2014; Bohnert et al., 1995).
Des Weiteren ist bekannt, dass ionischer Stress zellulare Membranen und

Membranstrukturen starker schadigt als nichtionischer Stress der gleichen Osmolaritat
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(Ghuge et al., 2010). Da in AMoslnl nach hyperosmotischem Salzschock eine initiale
Mannitol-Akkumulation ausbleibt im Gegensatz zu hyperosmotischem Zuckerschock, kdnnte
dies daraufhinweisen, dass durch Fehlen der membranstandigen Sensor-Kinase MoSInlp in
AMosInl keine Perzeption einer potentiellen Membranschadigung durch lonenstress erfolgen
kann, und somit auch keine Signalweiterleitung und schlie8lich keine Mannitolakkumulation
zur Membranstabilisierung stattfindet. Eine solche Signalweiterleitung konnte unabhé&ngig
vom HOG-Signalweg sein (4.2.1 Abb. 21 b links, vertikale gepunktete Linie), da die HOG-
Signalweg-abhangige Akkumulation von Arabitol in AMosInl nicht beeintrachtigt ist.
Maoglicherweise werden also bei Abwesenheit von MoSInlp und damit einhergehend einer
verringerten Akkumulation von Mannitol bei osmotischem Salzstress in  AMosinl
verschiedenste Membranstrukturen oder Enzyme nicht ausreichend von Mannitol geschiitzt.
Dadurch kénnte auch die Wachstumsgeschwindigkeit von AMosInl im Vergleich zu MoWT
bei Salzstress verringert sein, trotz einer zu MoWT analogen Akkumulation von Arabitol und

somit osmotischen Stabilisierung des Zytosols.

Neben seiner Eigenschaften als Protektor diverser zellularer Strukturen vor ionischem Stress
sowie als kompatibles Solut zur Stabilisierung des osmotischen Potentials (Slama et al.,
2015) wurde Mannitol des Weiteren auch mit Funktionen in der Unterstitzung der Kontrolle
des zellularen Redox-Zustand in Verbindung gebracht (Shen et al., 1999). Zum einen kann
Mannitol das Antioxidans Glutathion durch Abschirmung vor Inaktivierung durch reaktive
Sauerstoffspezies schitzen (Shen et al, 1997). Zum anderen kann Uberschissiges
Reduktionspotential der Zelle wahrend der osmotischen Stressantwort, wahrend der das
generelle Wachstum gehemmt ist, durch Verbrauch von NADPH fir die Produktion von
Mannitol im sogenannten Mannitolzyklus verringert werden (Valderrama et al., 2006; Hult
et al., 1980). Untersuchungen der Membranintegritat sowie des zelluldren Redox-Potentials
in den hier untersuchten Stammen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation diverser
Stress-Stimuli waren somit duf3erst interessant und kdnnten Hinweise auf die differenzielle
Wachstumsgeschwindigkeit von AMosInl und AMohikl bei Salz- bzw. Zuckerstress
unabhangig vom Parameter des osmotischen Drucks liefern — wohlgemerkt in beiden
Stammen ist die intrazellulare Arabitol-Akkumulation als zellulare Antwortreaktion auf
osmotischen Stress identisch (Anhang Abb. 32). Ergénzt werden konnten solche
Untersuchungen durch Mannitol-Supplementation wahrend der Kultivierung von AMosInl mit

hyperosmotischem Salzstress.
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4.2.4 MoHik1p als spezifischer Sensor des zellularen Redoxstatus, reaktiver

Sauerstoffspezies und/oder Hypoxie-assoziierter Zustande?

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass sowohl osmotischer Zuckerschock
als auch osmotischer Salzschock zu &quivalenten initialen zellularen Reaktionen in AMohik1
fuhren: Bei beiden Stimuli transloziert MoHoglp in den Zellkern, und bei beiden Stimuli
steigen die intrazellularen Osmolyt-Konzentrationen an, jeweils analog zu MoWT. Wie
erortert stehen diese Beobachtungen der Hypothese einer spezifischen, direkten Perzeption
von hyperosmotischem Zuckerstress durch die HK MoHiklp entgegen. Jedoch kénnte
MoHik1lp sekundar Veradnderungen der intrazellularen Homoostase — ausgeldst durch
osmotischen Zuckerstress, jedoch nicht durch osmotischen Salzstress — detektieren und
somit langfristig an einer Zuckerstress-spezifischen zellularen Antwortreaktion beteiligt sein.

Reduzierte Wachstumsgeschwindigkeiten von AMohikl und AMohogl im Gegensatz zu
MoWT auf Medium mit subletalen Konzentrationen an NaNO, und CoCl, deuten auf eine
Beteiligung der HK MoHiklp und des HOG-Signalweg bei der zellularen Anpassung bei
NaNO,-Stress und CoCl,-Stress hin (Jacob et al, 2015). Eine Behandlung von
MoHOG1::GFP mit NaNO, oder CoCl, fuhrt zu einer, im Vergleich zu hyperosmotischem
Stress, verzdgerten nukledren Akkumulation von MoHoglp (3.2.4). Dies ist ein Hinweis auf
eine indirekte Detektion von NaNO, bzw. CoCl,, oder auf eine Veranderung der zellularen
Homoostase durch NaNO, bzw. CoCl, gefolgt von einer, im Vergleich zu osmotischem

Stress, verspateten Detektion und Aktivierung des HOG-Signalwegs.

In der Mutante AMohik1/MoHOGL1::GFP konnte eine durch NaNO, oder CoCl, induzierte, im
Vergleich zu MoHOG1::GFP noch spéatere Translokation von MoHoglp in den Zellkern
beobachtet werden; und auch nur, wenn die doppelte Konzentration an NaNO, bzw. CoCl,
verwendet wurde im Vergleich zur Induktion bei MoHOGL1::GFP (3.2.6). Dies kénnte ein
Hinweis sein auf eine HOG-Signalweg-abhéngige Beteiligung von MoHiklp bei der
Perzeption von NaNO,- bzw. CoCl,-Stress. Dennoch sollten diese Ergebnisse durch
Untersuchung mehrerer unabhangig generierter AMohikl/MoHOG1::GFP-Mutanten
reproduziert werden, um einen potentiellen Einfluss der zellularen Proteinmenge von
MoHoglp auszuschliel3en. Es konnte auch sein, dass die verspéatete Translokation von
MoHoglp in den Zellkern bei AMohik1l/MoHOG1::GFP im Vergleich zu MoHOG1::GFP auf
eine veranderte Zellwand- bzw. Zellmembranpermeabilitdt fir NaNO, bzw. CoCl, bei
inaktiviertem HK Gen MoHIK1 im Vergleich zu MoWT (siehe auch 4.2.5), und somit einem
verspéateten intrazellularen Konzentrationsanstieg von NaNO, bzw. CoCl, nach Applikation
zurlckzufuhren ist, und nicht auf eine veranderte bzw. gestorte Stimulus-Perzeption durch

das Fehlen der HK MoHiklp. Desweiteren ist zu beachten, dass die native Sequenz von
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MoHOG1 im Genom von AMohik1l/MoHOG1::GFP noch vorhanden sein kdnnte — dass also
das Konstrukt MoHOG1::GFP ektopisch im Genom integriert wurde und keine homologe
Rekombination am Locus MoHOG1 stattfand — und dass nach Aktivierung des HOG-
Signalwegs das native Protein MoHoglp, dessen Lokalisation nicht fluoreszenz-
mikroskopisch visualisiert werden kann, gegenuber dem Fusionsprotein MoHoglp-GFP
préferiert in den Zellkern transportiert wird. Fiur eine fundierte Aussage Uber die Beteiligung
von MoHiklp bei NaNO,- bzw. CoCl,-Stress sollten diese Moglichkeiten in zukinftigen

Experimenten unbedingt ausgeschlossen werden.

In hohen aber subletalen intrazellularen Konzentrationen an Cobalt werden hypoxie&hnliche
physiologische Zustédnde bzw. Reaktionen ausgel6st, weil sauerstoffabhéngige Enzyme
inhibiert werden, Eisen- oder Schwefelzentren in Enzymkomplexen oxidiert werden (Befani
et al., 2013). Die Genexpression in Cryptococcus neoformans bei Hypoxie gleicht der unter
Cobalt-Stress (Lee et al., 2007).

Nitrit kann innerhalb der Zelle zu Stickstoffmonoxid und reaktiven Stickstoffspezies reduziert
werden (Rong et al., 2013). Reaktive Stickstoffspezies beeinflussen mehrere Zielstrukturen
in lebenden Zellen, was zu physiologischen Reaktionen &hnlich von Hypoxie fuhrt. Dabei
werden Eisen- und Schwefelzentren sauerstoffabhéngiger Enzyme sowie DNA,
Sulfhydrylgruppen oder Lipide beeinflusst (De Groote und Fang, 1995). Aul3erdem kdnnen
reaktive Stickstoffspezies Enzyme der Atmungskette hemmen (Joseph-Horne et al., 2001).
Die Applikation von NaNO, kann einen &ahnlichen Effekt ausldosen wie das Absinken des
zellularen Sauerstoffgehaltes.

Es wurde gezeigt, dass Sauerstoffverfigbarkeit in S. cerevisiae zumindest teilweise Uber
Sterol-Level detektiert wird (Hon et al., 2003; Davies und Rine, 2006). Obwohl Details des
Signalmechanismus noch nicht geklart sind, zeigen Studien mit Aspergillus fumigatus, dass
das SREBP (Sterol Response Element Binding Protein) SrbA ein Schliisselregulator fir die
zellulare Anpassung an hypoxische Bedingungen ist (Willger et al., 2008; Chung et al.,
2014). Stamme ohne SrbA haben ein beeintrachtigtes Wachstum unter hypoxischen
Bedingungen. SrbA-Proteine sind in filamentésen Pilzen weit verbreitet (Bien und
Espenshade, 2010). So wird SrbA fur das Wachstum unter hypoxischen Bedingungen in
Aspergillus oryzae benétigt (Hagiwara et al.,, 2016). Im humanpathogenen Pilz
Cryptococcus neoformans sind sowohl das dem SrbA aus Aspergillus fumigatus homologe
SREBP Srel, als auch das dem MoHik1lp aus M. oryzae homologe Protein Tcol wichtig fur
eine Adaptation an hypoxische Bedingungen. In menschlichen Leberkrebszellen der Zelllinie
Hep G2 sind SREBP-vermittelte Signalprozesse mit sensorischen Tyrosinkinasen und
MAPK-Kaskaden assoziiert (Kotzka et al., 2000). Mdoglicherweise werden in M. oryzae

Hypoxie-bedingte Verdnderungen der zellularen Sterol-Level auch iber SREB-Proteine
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detektiert, und SREBP-vermittelte Signalprozesse sind maoglicherweise mit sensorischen
HKs, wie z.B. MoHik1p, und der HOG-MAPK-Kaskade assoziiert. Uber Homologievergleiche
konnten SREBP-homologe Proteine in M. oryzae identifiziert werden und eine putative
Beteiligung in der Hypoxie-bedingten Aktivierung des HOG-Signalwegs uber MoHik1lp
untersucht werden. Zunachst sollten jedoch die zellularen Sterol-Level vor und nach NaNO,-
bzw. CoCl,-Applikation von MOWT und AMohikl gemessen werden, um erste Hinweise auf
einen Zusammenhang von Sterol-Konzentrationen und Hypoxie und eine putative MoHik1p-
abhangige Reaktion in M. oryzae zu erhalten. Des Weiteren konnten Wirkstoffe, die die
Ergosterolbiosynthese hemmen, wie z.B. Fluconazol (Richardson et al., 1990), als wertvolle
Modulatoren in solche Untersuchungen einbezogen werden.

Stickstoffmonoxid, welches bei NaNO,-Stress in der Zelle gebildet werden kann, wird als
S-Nitrosoglutathion gespeichert und transportiert und es wird vermutet dass
S-Nitrosoglutathion als Stickstoffmonoxid-Pool in Zellen verwendet wird (Stamler, 1994). Die
zu MoHiklp homologe Gruppelll HK Drkl aus dem humanpathogenen Pilz
Blastomyces dermatitidis &ndert ihre Kinaseaktivitat zu einer Phosphataseaktivitat in vivo in
Reaktion auf Induktion mit S-Nitrosoglutathion oder Glutathion, zwei in der Regulation des
zellularen Redoxpotentials bzw. bei oxidativem Stress beteiligte Molekile (Lawry, 2017).
Dadurch wird die Starke des Phosphorylierungsmusters im Phosphorelaysystem verringert
und die MAPK-Kaskade aktiviert. Glutathion ist das wichtigste natlrliche Antioxidans;
intrazellulare Konzentrationen stehen in Verbindung mit Hypoxie und reaktiver Sauerstoff-
spezies bzw. reaktiver Stickstoffspezies (Forman et al., 2009; Mansfield et al., 2004; Brown
et al., 2007; Lluis et al., 2005). Die Erkenntnisse des Zusammenhangs von enzymatischer
Aktivitat von Drklp und Redoxpotential kbnnten auf eine analoge Funktion des Homologs
MoHiklp hindeuten und somit die beobachtete Beteiligung von MoHiklp in der
Signalweiterleitung in M. oryzae bei NaNO,-induziertem, putativ verandertem zellularem
Redoxpotential erklaren (4.2.1 Abb. 21 b rechts). Im Bakterium Burkholderia pseudomallei ist
eine Perzeption des Redoxpotentials durch die Histidinkinase VirA anhand des Glutathion-
Levels bereits bekannt (Wong et al., 2015).

Um die Spezifitdt von MoHiklp bezogen auf induzierende Stimuli aber auch auf putative
Proteininteraktionen  weiter aufzuklaren, sollten unbedingt ergadnzende Analysen
durchgefuhrt werden. Zur Aufklarung eines MoHik1lp-spezifischen Stimulus kdnnten so
Konidien von MoHOG1::GFP und AMohik1/MoHOG1::GFP mit zelleigenen, aber auch mit
synthetischen Stoffen behandelt werden, die in der Hypoxie- bzw. Redox-Regulation beteiligt
sind oder diese Storen, wie z.B. Glutathion, Glutathion-Disulfid, S-Nitrosoglutathion, Allicin
und Gentisinsaure (Rabinkov et al., 2000; Borlinghaus et al., 2014; Kim et al., 2007a). Je

grolBer der Konzentrationsunterschied der entsprechenden Substanz, der zur Zellkern-
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translokation von MoHoglp in MoHOGL1::GFP fiuhrt, jedoch nicht oder aber verspatet in
AMohik1/MoHOG1::GFP, desto wahrscheinlicher ist eine direkte Beteiligung von MoHik1p im
Perzeptionsmechanismus. Im besten Fall wiirde eine Zellkernakkumulation von MoHog1p in
AMohik1/MoHOG1::GFP komplett ausbleiben. Dies wéare ein weiterer Hinweis auf eine
sensorische Funktion von MoHik1p zur Detektion von Hypoxie bzw. Storungen des zellularen
Redoxpotentials.

Analog sollte das MoHOGL1::GFP-Konstrukt, dessen Genprodukt durch Bestimmung der
zellularen Lokalisation nach Stressapplikation als Reporter fir eine Aktivierung des HOG-
Signalwegs dient, in die Gbrigen 8 HK-lof-Mutanten AMohik2-AMohik9 transformiert werden.
Eine Beteiligung der entsprechenden Genprodukte im HOG-Signalweg wird vermutet (4.2.1)
(Jacob etal.,, 2014). Infolgedessen konnte nach Applikation diverser Stimuli auf eine
spezifische Funktion bei der Stress-Perzeption durch einzelne HKs geschlossen werden.

Transkriptom- und Proteomanalysen kdnnten solche Untersuchungen erganzen.

Die HAMP (Histidine kinase, Adenylyl cyclase, Methyl-accepting protein Phosphatase)
Doménen von MoHiklp, durch die sich Gruppe Il HK von anderen HK-Gruppen
unterscheiden, sind weder typische ,Input-Sensor-Domanen®, noch typische ,Output-
Receiver-Domanen“ (Aravind und Ponting, 1999). Eine direkte Detektion von NaNO, bzw.
CoCl; erscheint unwahrscheinlich. Im Gegensatz dazu sind PAS-Doménen (period circadian
protein, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein, single-minded protein) fir
ihre Funktion in der Detektion von Sauerstoff und des zellularen Redoxpotentials bekannt
(Taylor und Zhulin, 1999). In M. oryzae existieren insgesamt 10 HK-Gruppen von denen
5 HK-Gruppen PAS-Domanen besitzen (Jacob et al.,, 2014). Mdoglicherweise kdnnten
Interaktionen unterschiedlicher HK-Gruppen eine entsprechende spezifische Detektion und
Signallbertragung vermitteln. Pilzliche HKs besitzen im Gegensatz zu bakteriellen
Histidinkinasen zusatzliche regulatorische Domanen und vereinigen somit bakterielle
Zweikomponentensysteme in einem einzigen Protein. Theoretisch ist denkbar, dass
zusatzlich zu einer intramolekularen Phosphatgruppentbertragung von der Histidinkinase-
Doméne zur regulatorischen Doméne auch eine intermolekulare Phosphatgruppen-
Ubertragung existiert, dass also HKs untertschiedlicher HK-Gruppen Komplexe bilden
kénnten, z.B. Heterodimere, so wie es bei Tyrosinkinasen der Fall ist (Olayioye et al., 2000).
Falls direkte Interaktionen von weiteren HKs neben MoSInlp und MoHiklp mit dem
Phosphotransferprotein  MoYpdlp nicht nachzuweisen sein sollten, kdnnten solche
Komplexbildungen unterschiedlicher HK-Gruppen eine HOG-Signalweg-Aktivierung erklaren
durch Signalubertragung via MoHik1p als Verbindungsstelle zwischen sensorischen HKs und
MoYpdlp. Dadurch kdnnte eine Perzeption von Hypoxie durch PAS-Doméanen enthaltende

HK-Gruppen tber MoHik1p vermittelt werden und somit dennoch die beobachtete MoHik1p-

94



abhangige HOG-Signalweg-Aktivierung durch NaNO, oder CoCl, erklart werden (3.2.4,
3.2.6). PAS-Domanen selbst kdnnen neben ihrer sensorischen Funktion auch in Protein-
Protein-Interaktionen wie der Bildung von Heterodimeren beteiligt sein (Taylor und Zhulin,
1999). Eine direkte Interaktion von PAS- und HAMP-Domaé&nen innerhalb desselben Proteins,
Aer, welches in Escherichia coli als Sauerstoff- und Redox-Sensor fungiert, wurde bereits
nachgewiesen (Garcia et al., 2016). In bakteriellen membranstandigen, sensorischen HKs
sind HAMP-Domaéanen zum einen fur die Bindung von Effektordomanen, zum anderen fur die
Signalubermittlung von Ligandenbindung-bedingter Konformationsanderungen extra-
zellularer Doménen auf intrazellulare Kinase-Domanen verantwortlich, wodurch downstream
ein Signaltransduktionsprozess initiiert wird (Hulko et al., 2006; Aravind und Ponting, 1999;
Dunin-Horkawicz und Lupas, 2010). Mdglicherweise kbnnten HAMP-Doméanen in pilzlichen,
zytosolischen Gruppe lll HKs also ebenfalls eine nicht direkte Stimulus-spezifische
sensorische Funktion besitzen, sondern Konformationsanderungen von sensorischen
Interaktionspartnern bzw. generell Protein-Protein-Interaktionen vermitteln zur Integration

von Input-Signalen in Phosphorelaysystemen.

Durch Austausch von HAMP-Domaéanen der bakteriellen Proteine EnvZ und Tar sowie CpxA
und NarX konnten funktionale Hybridproteine mit verénderten Aktivitaten generiert werden
(Utsumi et al., 1989; Zhu und Inouye, 2003; Appleman et al., 2003). Analog kodnnten
Hybridproteine in M. oryzae generiert werden. So kénnten die HAMP-Doménen von MoHik1p
mit einer anderen HKs (z.B. einer HK mit PAS-Domanen) fusioniert und das entsprechende
Hybridprotein in  AMohik1/MoHOGL1::GFP exprimiert werden, um anschlieRend zu
Uberpriufen, ob durch das Hybridprotein zum einen die Sensitivitat der Mutante gegenlber
Fludioxonil, NaNO,, CoCl, oder weiteren Stimuli verandert ist, und/oder zum anderen die
zellulare Lokalisation von MoHoglp bzw. die Dynamik der Zellkerntranslokation von
MoHoglp verandert ist. So konnte die Bedeutung von HAMP-Domanen in der

Signalspezifitat im Phosphorelaysystem von M. oryzae untersucht werden.

4.2.5 Der Einfluss von Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen auf

intrazellulare Primarmetabolitkonzentrationen ohne Stresssituationen

Es konnte beobachtet werden, dass das Verhdltnis von intrazelluldarer Trehalose-
Konzentration zu intrazellularer Mannitol-Konzentration bei Kultivierung von AMohikl ohne
Stressstimuli tendenziell kleiner und in AMosin1 tendenziell groRer war als in MOWT (Anhang
Abb. 32). Bei Abwesenheit beider HKs ist das Konzentrationsverhdaltnis dieser beiden
Osmolyte zueinander wie in MOWT. DarUberhinaus ist in AMohikl/AMosInl im Gegensatz zu
allen tbrigen Stammen eine basale Arabitol-Konzentration vorhanden.
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Auch ohne Aktivierung des HOG-Signalwegs sind also die intrazellularen
Osmolyverhaltnisse bereits durch unterschiedliche HKs beeinflusst. Dies deutet darauf hin,
dass HKs neben ihrer Beteiligung bei stressbedingter Aktivierung des HOG-Signalwegs
zusatzliche Funktionen haben. Sekundare Auswirkungen auf die zellulare Homdéostase bei
Anwesenheit unterschiedlicher HKs verbunden mit unterschiedlicher intrazellularer
Osmolytzusamensetzung sind somit auch denkbar. Dies wiederum kénnte sich auf
verschiedenste Stresstoleranzen auswirken, mdoglicherweise auch unabhangig von einem
intakten HOG-Signalweg. Zu uberprifen ware dies durch Kultivierung von HK-lof-Mutanten,
bei denen zuséatzlich der HOG-Signalweg genetisch inaktiviert wurde, mit verschiedenen
Stressoren, gefolgt von Analysen verschiedenster Parameter der Zellhomdostase. Auf diese
Weise konnten HOG-Signalweg-unabhangige Aufgaben von HKs untersucht werden. Es ist
bekannt, dass HKs zellulare bzw. morphologische Differenzierungsprozesse beeinflussen, so
z.B. bilden die Stamme AMohik5 und AMohik8 ein- bis zweizellige Konidien aus (Jacob et al.,
2014). Ob diese Einflisse von HKs auf intrazellulare Osmolytzusamensetzungen bzw. auf
morphologische Differenzierungsprozesse HOG-Signhalweg-abhéngig oder -unabhéngig sind,

ist bisher noch nicht geklart.

4.2.6 Die Beteiligung von Zweikomponenten-Hybrid-Histidinkinasen bei

Differenzierungs-prozessen und Zellkernteilungsprozessen

In  der osmosensitiven lof-Mutante  AMohik1/AMosIin1/MoHOG1::GFP  konnten
polykaryotische Konidienzellen beobachtet werden (Anhang Abb. 30). In M. oryzae wurden
di- oder polykaryotische Zellen bisher nicht beschrieben. In lof-Mutanten in M. oryzae mit
inaktiviertem HOG-Signalweg downstream von MoHik1p und MoSInlp konnten im Rahmen
dieser Arbeit keine di- oder polykaryotischen Konidienzellen beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Dies hebt den Einfluss von HKs auf viele zellulare Prozesse auch unabhagig von
Stressbedingungen hervor. Um eine potentielle Unabhéngikeit dieses Phdnomens vom
HOG-Signalweg zu Uberprifen, sollte in der lof-Mutante AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP
zusatzlich downstream der HOG-Signalweg genetisch inaktiviert werden gefolgt von einer

Analyse der Zellkernanzahl in Konidien des entsprechenden Mutantenstamms.

Im humanpathogenen Pilz Candida albicans (C. albicans) fiihrt eine kombinierte genetische
Inaktivierung der vier Gene CaSSK1, CaSHO1, CaMSB2 und CaOPY2 ebenfalls zu einem
polykaryotischen und osmosensitiven Phénotyp (Herrero-de-Dios et al., 2014). Diese Gene
kodieren in den zwei CaHogl1p- und CaCeklp-abh&ngigen (CaCeklp Homolog zu MoKss1p,
friher Pmk1) Signalwegen upstream gelegene Proteine. In der polykariotischen lof-Mutante
AMohik1/AMosin1/MoHOGL1::GFP in M. oryzae sind ebenfalls Gene inaktiviert, die Proteine
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kodieren, fir die eine Beteiligung upstream im MoHoglp-abhangigen Signalweg (Jacob et

al., 2015), jedoch bisher nicht im MoKss1p-abhéngigen Signalweg, nachgewiesen ist.

Die Analogie des Auftretens dieses aulRergewdhnlichen Phanomens von polykariotischen
Zellen in  Ascomyceten deutet auf einen  &hnlichen Mechanismus  in
AMohik1/AMosIin1/MoHOGL1::GFP und ACassk1/ACasho1/ACamsb2/ACaopy2 hin, welcher
zur Ausbildung multipler Zellkerne fihrt, ursachlich ausgeldst durch genetische Manipulation
von in MAPK-Signalwegen upstream gelegenen Komponenten und somit einer Stérung
dieser Signalwege. Hinsichtlich der zellularen Auswirkung der genetischen Manipulation
entspricht die Inaktivierung von CaSSK1 in C. albicans dabei der Inaktivierung von MoSLN1
in M. oryzae, namlich einer Inaktivierung des SInlp-Zweigs des jeweiligen HOG-Signalwegs
in C. albicans bzw. in M. oryzae. In C. albicans kann das membranstandige Sensorprotein
CaSholp eine HOG-Signalweg-Aktivierung Uber die MAPKK CaPbs2p durch osmotischen
Stress ubernehmen, in M. oryzae jedoch nicht — eine genetische Inaktivierung der upstream
gelegenen Komponente MoSsk2p resultiert in Osmosensitivitat (Jacob et al., 2015), in
C. albicans jedoch nicht (Walia und Calderone, 2008). Der polykaryotische Phanotyp von
AMohik7/AMosin1 kdnnte, in Analogie zum polykaryotischen Phanotyp der Mutante
ACassk1/ACasho1/ACamsb2/ACaopy2 auf eine zuséatzliche Funktion von MoHiklp im Sho-

Zweig bzw. im MoKss1p-abhangigen Signalweg in M. oryzae hindeuten.

Es sollte Uberpruft werden, ob die Inaktivierung von MoSHO1 in AMosIinl (bzw. in
AMohik1/AMosin1) mdglich ist, und wenn ja, ob die resultierende Mutante osmosensitiver ist
als AMosInl (bzw. AMohik1/AMosin1). Dies kdnnte ein Hinweis sein auf eine unter dem
Aspekt der Osmoregulation funktionale Interaktion von MoHiklp mit MoSholp, einem
zusatzlichen membranstandigen sensorischen Protein neben MoSInlp. Zusatzlich kénnte
dies auch einen Erklarungsansatz liefern fir die funktionelle Komplementation der
Osmoregulation durch Expression der zytosolischen HK MoHiklp in S. cerevisiae-Muanten
mit genetisch inaktivierter membranstandiger HK Sinlp: Die Mechanismen der Perzeption
von hyperosmotischem Stress sind bisher nicht geklart. Obwohl eine Membranstandigkeit
theoretisch nicht gegeben sein muss flr die Funktionalitédt eines Osmosensors, werden
physikalische Veranderungen in der Membran (Membran-Dehnung) oder der Abstand dieser
zur Zellwand als eine Mdoglichkeit der Detektion von osmotischem Stress diskutiert
(Hohmann, 2002). Bei hyperosmotischem Stress und einer damit einhergehenden
Plasmolyse und somit der Entfernung der Plasmamembran von der Zellwand wird die
Interaktion der extrazellularen Domanen von membranstandigen potentiellen Osmosensoren
mit der Zellwand unterbrochen, wodurch ein Signal intrazellular weitergegeben werden und
somit eine Aktivierung des HOG-Signalwegs erfolgen kbénnte. So ist der extrazellularere Teil

von der membranstandigen HK Sinlp essentiell fir die Funktionalitat (Ostrander und
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Gorman, 1999). Nach diesem Erklarungsmodell der Perzeption von hyperosmotischem
Stress ware ein membranstéandiges Sensorprotein, welches direkt oder indirekt im HOG-
Signalweg involviert ist, essentiell. In S. cerevisiae ist die Beteiligung des membranstandigen
Proteins Sholp (neben Sinlp) im HOG-Signalweg bekannt. Sholp besitzt eine Protein-
Protein-Interaktion-vermitteinde SH3-Domane, welche essentiell ist fur die native Funktion
des Proteins (Maeda et al., 1995). Moglicherweise kann die Abwesenheit von Sinlp durch
heterologe Expression von MoHik1p in S. cerevisiae komplementiert werden, weil MoHik1p
als Verbindungsstelle zwischen Sholp und dem Phosphorelaysystem fungiert.

4.2.7 MoHog1p-GFP als Screening-Tool und zur Identifizierung und Validierung

zellularer Targets von antifungischen Substanzen

Es ist unbedingt erforderlich neue zellulare Targets flr neuartige Fungizid-Leitstrukturen zu
etablieren, um auftretende Kreuzresistenzen gegeniber verschiedenen Fungizid-Klassen zu
vermindern oder auszuschlieBen. Der HOG-Signalweg reprasentiert ein relativ neues Target
fur antifungische Substanzen. Die Hyperaktivierung dieses Signalwegs ist unmittelbar
verbunden mit der fungiziden Aktivitdt von Wirkstoffen aus den kommerziellen
Wirkstoffklassen der Phenylpyrrole, der Dicarboximides und der aromatischen Hydrocarbone
(Vetcher et al.,, 2007). Fludioxonil, aus der Gruppe der Phenylpyrrole, hyperaktiviert den
HOG-Signalweg in Abhangigkeit von Gruppe Il HKs. HKs sind in pathogenen Pilzen stark
konserviert (Defosse et al., 2015) und kommen dort als Komponenten von
Phosphorelaysystemen nicht in Tieren und Menschen vor (Wolanin et al., 2002), wodurch sie
als attraktive potentielle Targets flr neu zu entwickelnde spezifische Fungizide in Frage

kommen.

In M. oryzae existieren insgesamt 10 HKs, die im Phosphorelaysystem des HOG-Signalwegs
beteiligt sein kdonnten. Eine direkte Interaktion mit dem Phosphotransferprotein MoYpdl
wurde bisher nur fir die HKs MoSInlp und MoHiklp nachgewiesen, es ist jedoch zu
vermuten, dass die Ubrigen 8 HKs (MoHik2p-MoHik9p) ebenso im HOG-Signalweg beteiligt
sind (Jacob et al., 2014) (4.2.1). Eine fungizide Aktivitat eines Wirkstoffs durch spezifische
Modulation einer HK aus einer einzelnen HK-Gruppe, gefolgt von einer Hyperaktivierung des
HOG-Signalwegs ist denkbar — analog zur Modulation der Gruppe Il HKs durch Fludioxonil.
So wurde bereits beschrieben, dass Marasminsaure in Abhangigkeit von MoSIn1p den HOG-
Signalweg in M. oryzae hyperaktiviert (Jacob et al., 2016). In Bakteriensystemen wurden
Wirkstoffe entdeckt, die spezifisch die in Histidinkinasen konservierte ATP-Bindestelle
blockieren und somit die Phosphatgruppenibertragung von Histidinkinasen zu den
regulatorischen Antwortproteinen hemmen (Wilke et al., 2015). Solche Wirkstoffe kbnnen in
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Kombination mit verschiedenen HK-lof-Mutanten zum einen hilfreich sein bei der
Entschlusselung der Signalspezifitat in Signaltransduktionsvorgéangen zwischen HKs und
dem Phosphorelaysystem, aber auch bei der Etablierung von Screening-Systemen zur
Identifikation von HOG-Signalweg-hyperaktivierenden Substanzen.

Ein solches Screening-System konnte wie folgt etabliert werden: Nach Behandlung von
MoHOG1::GFP-Konidien mit bioaktiven Substanzen oder Extrakten wird manuell, oder im
besten Fall automatisiert, das GFP-Fluoreszenzsignal lokalisiert. Eine gleich bleibende
Verteilung des Signals im Zytosol nach Behandlung der Konidien deutet darauf hin, dass die
entsprechende Substanz bzw. Extrakt den HOG-Signalweg nicht aktiviert. Eine unmittelbare
Akkumulation des Signals im Zellkern hingegen, wie z.B. bei Fludioxonil-Applikation als
Positivkontrolle, wiirde eine Aktivierung des HOG-Signalwegs bedeuten. Dabei ist darauf zu
achten, dass das Volumen des Lésungsmittels im Testansatz gering bleibt, damit nicht durch
das Losungsmittel bereits eine Translokation von MoHoglp in den Zellkern erfolgt (3.2.4,
Anhang Tab. 4). Durch Expression des Fusionskonstrukts MoHOG1-GFP in allen 10 HK-lof-
Mutanten in M. oryzae konnten die resultierenden Mutanten als Counterscreen bzw. als
Target-Validierung fur Treffer aus dem ersten Screen verwendet werden: Wenn in Konidien
einer der entsprechenden HK-lof-MoHOGL1::GFP-Mutante eine Akkumulation des GFP-
Fluoreszenzsignal im Zellkern nach Behandlung mit einer bestimmten Substanz ausbleibt, in
der Mutante MoHOG1::GFP jedoch zu detektieren ist, deutet dies auf eine Beteiligung der
entsprechenden HK an der durch die Substanz ausgeloste Hyperaktivierung des HOG-
Signalwegs hin. Gegebenenfalls sollte jedoch zunachst eine Beteiligung der tbrigen 8 HKs
von M. oryzae im Phosphorelaysystem und somit im HOG-Signalweg nachgewiesen werden,

z.B. mittels Yeast-2-Hybrid oder Bimolekularer Fluoreszenzkomplementation.

Es ist zu beachten, dass nach langer Bestrahlung von Konidien der MoHOG1::GFP-Mutante
mit Licht der Anregungswellenldnge flr GFP nach einiger Zeit eine Akkumulation des GFP-
Fluoreszenzsignals im Zellkern zu beobachten ist, auch ohne hyperosmotischen Stress oder
Fungizidstress. Da eine solche strahlungsbedingte Akkumulation des GFP-
Fluoreszenzsignals im Zellkern bei Verwendung von energiearmerem Licht der
Anregungswellenlange fir RFP (Red Fluorescent Protein)-vermittelte Strahlung nicht zu
beobachten ist (3.2.4, Anhang Tab.4), wéare die Expression eines MoHOG1:RFP,
Konstruktes in den entsprechenden Mutantenstammen vermutlich ein robusterer Ansatz zur

Etablierung eines Screening-Systems.

Auf diese Weise kdnnten potentielle Leitstrukturen entdeckt werden fir putative Fungizide,
die im besten Fall spezifischer wirken und weniger negative Seiteneffekte auf Nicht-
Zielorganismen haben als Fludioxonil (Verdisson et al., 2001): Es wurde bereits gezeigt,

dass Fludioxonil unabhangig vom priméren antibiotischen Wirkmechanismus — der Hyper-
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aktivierung des HOG-Signalwegs — auch in das Redox-Regulationssystem von Zellen
eingreift: Die Wirkung von Fludioxonil kann durch Stérung der Glutathion-Homoostase oder
der antioxidativen Stressantwort verstarkt werden (Kim et al., 2007a; Kim et al., 2007b). So
ist auch zu erkennen, dass Fludioxonil das Wachstum von HOG-Signalweg-lof-Mutanten
verlangsamt — wenn auch in weitaus geringerem Mal3e als das des Wildtypstammes (3.1.1,
Abb. 4) (Jacob et al., 2015). Mdglicherweise ist die fungizide Wirkung somit nur durch eine
Kombination dieser beiden Wirkungsweisen gegeben (Brandhorst und Klein, 2019).

Grundsatzlich ist eine Signalweiterleitung ausgehend von verschiedenen upstream gelgenen
HKs Uber das Phosphotransferprotein MoYpdlp nicht zum regulatorischen Antwortprotein
MoSsklp, sondern zum regulatorischen Antwortprotein MoSkn7p denkbar — analog zum
homologen Signalweg in S. cerevisiae (Lu et al., 2003). Eine Zellkerntranslokation von
MoHoglp ware somit bei Aktivierung von MoSkn7p durch ,HK-abhangige® bioaktive
Substanzen nicht zu detektieren. MoSkn7p, als einziges weiteres regulatorisches
Antwortprotein im Genom von M. oryzae neben MoSsklp, ist jedoch vermutlich, so wie
homologe Proteine in anderen Pilzen, im Zellkern lokalisiert im Gegensatz zum zytosolischen
MoSsklp (Lu et al., 2003). In diesem Fall wére Uber ein Screening-System nachzudenken,
bei dem die zellulare Lokalisation des Phosphotransferproteins und vermutlichen
Interaktionspartners von MoSkn7, ndmlich MoYpdlp, ebenfalls durch Fusion mit einem
Fluoreszenzprotein, zur Beurteilung einer MoSkn7p-abhangigen Wirkung von Substanzen
oder Extrakten verwendet wird. MoSkn7p-abh&ngige Wirkungen von Substanzen sind bisher
nicht bekannt.

Das Reporter-Protein MoHogl-GFP kénnte gegebenenfalls auch als Marker zur mode-of-
action-Bewertung von Wirkstoffen verwendet werden, welche nicht primar den HOG-
Signalweg aktivieren. In dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass mindestens zwei
verschiedene Mechanismen der HOG-Signalweg-Aktivierung bzw. der Zellkerntranslokation
von MoHoglp existieren missen. Es konnte eine Translokation von MoHoglp in den
Zellkern beobachtet werden, welche unmittelbar nach Stimulus-Applikation stattfand und
gefolgt war von einer intrazellularen Osmolyt-Akkumulation (hyperosmotischer Stress oder
Fludioxonil-Stress, Abb. 9, Abb. 10, Abb. 14). Zuatzlich konnte eine Zellkerntranslokation von
MoHog1lp beobachtet werden, die erst 5 min nach Stimulus-Applikation stattfindet und nicht
gefolgt ist von intrazellularer Osmolyt-Akkumulation (NaNO,-Stress oder CoCl,-Stress, 3.2.4,
3.3.5).
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Diese verspatete Zellkerntranslokation von MoHoglp koénnte darauf hindeuten, dass
sekundar Veranderungen von bislang unbekannten Parametern der zellularen Homoostase
wahrgenommen werden und ein entsprechendes Signal Uber den HOG-Signalweg
weitergegeben wird, was in der Zellkerntranslokation von MoHoglp resultiert. So kdnnten
durch Lokalisierung der Zellkernakkumulation des Fluoreszenzsignals zu spéateren
Zeitpunkten nach Wirkstoffapplikation solche Substanzen identifiziert werden, die nicht
primér zu einer Hyperaktivierung des HOG-Signalwegs fuhren, sondern analog zu NaNO,-
oder CoCl,-Stress zu Verdnderungen der zellularen Homoéostase, und schlie3lich zur
nukledren Lokalisation von MoHoglp. Mobglicherweise kdnnten so nach Aufbau eines
erforderlichen Datensatzes eindeutige Zusammenhange der exakten Verzégerungsdauer der
Zellkerntranslokation von MoHoglp und verschiedenen modes of action unterschiedlicher

Wirkstoffklassen aufgedeckt werden.

4.2.8 Signalspezifitat bei begrenzter Anzahl an Signalproteinen

Signallibertragungen und spezifische zellulare Antwortreaktionen bei Salzstress,
Zuckerstress oder Hypoxie scheinen abhangig zu sein von der Funktionalitat jeweils
unterschiedlicher Histidinkinasen, aber auch allesamt von der Funktionalitdt des jeweils
selben downstream gelegenen HOG-Signalwegs. Die Beobachtungen dieser und
vorangegangener Arbeiten zu HKs, zum Phosphorelaysystem und zum HOG-Signalweg in
M. oryzae (Jacob et al., 2014; Jacob et al., 2015; Jacob et al., 2016; Jacob et al., 2017a;
Jacob et al., 2017b), sowie die daraus gefolgerten Hypothesen fliihren unausweichlich zur
grundsatzlichen Fragestellung von Signalspezifitat: Wie ist es mdglich, dass ein einzelner
Signalweg bei verschiedenen Signal-Inputs (Stressbedingungen) unterschiedliche Outputs
(Antwortreaktionen) und somit differenzierte, dem jeweiligen Stimulus angepasste zellulare

Antwortreaktionen initiieren kann?

Zum einen scheint es mindestens zwei verschiedene Aktivierungsmechanismen und zwei
Signal-Outputs des HOG-Signalwegs zu geben — einer, bei dem eine nukledre Translokation
von MoHoglp an eine intrazellulare Akkumulation von Arabitol gekoppelt ist
(hyperosmotischer Stress oder Fludioxonil-Stress, Abb. 9, Abb. 10, Abb. 14), und ein anderer
bei dem dies nicht der Fall ist und die nukledre Translokation von MoHoglp verspatet
einsetzt (NaNO,- oder CoCl,-Stress, 3.2.4, 3.3.5). Weiterhin scheinen bei einem vermeintlich
ahnlichen Aktivierungsmechanismus des HOG-Signalwegs durch Salzstress oder
Zuckerstress die zellularen Anpassungsstrategien unterschiedlich zu sein (4.2.1, Abb. 21)
(Jacob et al., 2014).
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So kénnten z.B. bei Salzstress, Zuckerstress oder Hypoxie zusatzlich zu einer Aktivierung
des HOG-Signalwegs durch MoSInlp oder durch MoHik1p noch andere Signalmolekiile bzw.
Signalwege aktiviert werden, was wiederum zu einer differenziellen zellularen
Antwortreaktion fuhren kénnte im Vergleich zu einer ausschlie3lichen Aktivierung des HOG-
Signalwegs (4.2.1 Abb. 21 Db, vertikale gepunktete Linien). Diese Mdoglichkeit der
Signalkodierung ist beispielsweise in S. cerevisiae im Fus3-/Kss1-MAPK-Signhalweg unter
dem Begriff ,AND-gate” bekannt: Durch gleichzeitige Aktivierung des zusatzlichen
Signalproteins Ste5 erfolgt ein anderer Signal-Output als durch alleinige Aktivierung der
Stel1-MAPKKK (Flatauer et al., 2005; Bardwell, 2006; Zalatan et al., 2012).

Durch unterschiedliche Stimuli kénnen bei Aktivierung desselben Signalwegs also
verschiedene zellulare Antwortreaktionen erfolgen. Eine derartige Stimulus-abhangige
Signalspezifitat in einem einzigen Signalweg konnte u.a. auch in einer unterschiedlichen
Intensitat der Signalweg-Aktivierung kodiert sein, in der Dauer oder der Frequenz der
Aktivierung, in einer rdumlich-zeitlich abgegrenzten Formation von Signalkomponenten-
Komplexen, im Gebrauch unterschiedlicher Konformationen von Signalproteinen durch
alternatives Splicing, oder in Kombinationen daraus (Jacob et al., 2017b; Ebisuya et al.,
2005; Bardwell, 2006).

In Signaltransduktionswegen spielen modulare Mechanismen bei Input-Output-Interaktionen
eine weitaus grofRere Rolle als es bei klassischen Stoffwechselwegen der Fall ist (Pawson
und Nash, 2003). Signalproteine bestehen Ublicherweise aus einer kassettenartigen oder
modularen Form von Proteindoménen, welche biochemische Wechselwirkungen vermitteln
oder enzymatische Aktivitdt besitzen. So enthalten diese Proteine oft mehrere, sich
unabhangig voneinander faltende Domanen oder Motive, die durch Interaktion mit
unterschiedlichen Signalkomponenten einen hohen Grad an Vernetzung vermitteln
(Bhattacharyya et al., 2006). Durch gezielte genetische Manipulationen kdnnten
Hybridproteine konstruiert werden, bei denen einzelne Module bzw. Proteindomanen von
Signalproteinen durch einzelne Doméanen anderer Signalproteine aus anderen Signalwegen
ausgetauscht werden. In Kombination mit entsprechenden Reporter-Tools wie z.B.
MoHoglp-GFP oder Phosphoproteom-Ansatzen kénnte auf diese Weise die Signalspezifitat

in Signalwegen untersucht werden.

Durch Fusion der in der Lichtperzeption beteiligten Domane LOV des Proteins YtvA aus
Bacillus subtilis mit der HK SIn1p und der Expression dieses Hybridproteins in S. cerevisiae
zusammen mit Hog1lp-GFP als Reportersystem, konnte die Zellkerntranslokation von Hoglp-
GFP und entsprechende Genexpression durch Licht an Stelle von Salzstress induziert
werden (Bury und Hellingwerf, 2018). Auf diese Weise konnen die Signal-Outputs

(Genregulation, metabolische Antwortreaktion) des HOG-Signalwegs getrennt von
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generellen Stress-Outputs untersucht werden, indem Stimuli verwendet werden, die keine
zusétzlichen und so starken physiologischen Effekte haben so wie Salzstress. So kdnnen
durch aktivierte Signalwege initiierte, physiologische zellulare Reaktionen besser

voneinander abgegrenzt und verstanden werden.

Die Entschlisselung von Mechanismen der Signalspezifitat in Signaltransduktionssystemen
wird unser Verstdndnis von molekularen Interaktionen verschiedenster Proteindomé&nen
fundamental verbessern und birgt ein enormes Potential an Anwendungsmoglichkeiten bei
der Generierung von kunstlichen Signalwegen in der synthetischen Biologie (Howard et al.,
2003; Peri-Naor et al., 2015; Baeumler et al., 2017).
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5 Ausblick

Der ,High Osmolarity Glycerol® (HOG)-Signalweg als Osmoregulationssystem phytopathogener
Pilze und gleichzeitig als Fungizid-Target ist ein etabliertes und vielversprechendes System zur
Erforschung zellphysiologischer Fragestellungen. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse beziehen sich auf die Signaltransduktion und zellulare Antwort als Reaktion auf

externe physiologische Stimuli und auf das Fungizid Fludioxonil.

Als néchster Schritt empfiehlt es sich zum einen die Signalspezifitat im HOG-Signalweg weiter zu
entschliisseln: Wie kann ein Signalweg bei verschiedenen Signal-Inputs (Stressbedingungen)
unterschiedliche Outputs (Antwortreaktionen) liefern? Dafir koénnten Komponenten des
Signalwegs genetisch modifiziert werden, z.B. durch Manipulation der Peptidsequenzen in
aktiven Zentren, oder durch Generierung von Hybridproteinen, die mit Domanen anderer
Signalproteine fusioniert werden, um Signaltransduktionsvorgange besser zu verstehen. In
Kombination mit Phosphoproteomics kdnnen so Veranderungen in Phosphorylierungsmustern

und somit auch putative ,Crosstalks* mit anderen Signalwegen entdeckt und verstanden werden.

Zum anderen besteht ein grof3es Interesse daran, den Wirkmechanismus von Fludioxonil weiter
aufzudecken. Dabei steht vor allem die Frage nach der molekularen Interaktion des Wirkstoffs mit
dem in der Literatur diskutierten vermeintlichen Targetprotein MoHik1p oder aber mit potentiellen
weiteren putativen Interaktionspartnern Vordergrund. Dafiir erscheint eine Uberexpression und
Isolierung von MoHiklp gefolgt von invitro Protein-Wirkstoff-Interaktionsstudien z.B. mittels
.Microscale Thermophoresis*® sinnvoll. Zur Identifikation potentieller weiterer an der Interaktion mit
MoHik1p beteiligter Proteine sind proteinbiochemische in vitro oder in vivo Studien denkbar, wie
z.B. Pulldown-Experimente mit MoHik1p und Fludioxonil-behandeltem Proteinextrakt, oder Hefe-
Zwei-Hybrid-System-Experimente mit Kultivierung bei Fludioxonil-Stress. Des Weiteren gilt
aufzuklaren, ob die intrazellulare Akkumulation von Arabitol bei Fludioxonil-Stress nur ein
sekundarer Effekt ist, oder unmittelbar an der Wirkung des Fungizids beteiligt ist und somit eine
Rolle im Fludioxonil-induzierten Zelltod spielt. Dies kann z.B. mit Hilfe von Arabitol-Biosynthese-

defizienten Mutanten untersucht werden.

Die Entwicklung von Target-basierten in vivo-Testsystemen fur ein Screening nach HOG-
Signalweg-modulierenden protektiven Pflanzenschutzmitteln mit Hilfe von MoHoglp-GFP als
Reporter-Tool in Kombination mit ,loss of function“-Mutanten ist grundsétzlich durchfuhrbar, wie

die Validierung dieses Systems mit Fludioxonil in dieser Arbeit gezeigt hat.

Die bisherige Forschung zum HOG-Signalweg in M. oryzae bildet eine solide Basis flr versierte
und substantielle zukinftige Untersuchungen zur Aufklarung der Wirkmechanismen HOG-
Signalweg-modulierender Fungizide, zur Erforschung der Funktionen sensorischer Zwei-
komponenten-Hybrid-Histidinkinasen und ihrer Beteiligung im Phosphorelaysystem, sowie zur

Entschlisselung von Signalspezifitéat in Signaltransduktionsprozessen.
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7 Anhang
7 Anhang

7.1 Abbildungen
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Abb. 22: Uberexpression von MoPTP2 in MoEF1::PTP2. Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen von
MoPTP2 in MoWT, MoEF1::PTP2 und AMoptp2 bezogen auf die Transkripmenge von MoPTP2 in MOWT (= 1)
bei nicht induziertem Wachstum der Stdmme in CM. Zur Normalisierung wurde jeweils das Transkript des

konstitutiv aktiven Gens B-Tubulin verwendet. Die Standardabweichungen resultieren aus 3 technischen
Replikaten.
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Abb. 23: Nachweis der genetischen Inaktivierung von MoPTP2 in AMoptp2. Dargestellt sind Schemata des
Genlocus von MoPTP2 im Genom von MoWT und AMoptp2 (a), sowie der Nachweis der Inaktivierung mittels
Southern Blot Analyse (b). Die DNA-Sonde wurde mittels des Primerpaars 00912_DIG_for/-rev amplifiziert und
hybridisiert im Bereich von Flank 1. Flank 1 ist der Bereich genomischer DNA 1000 bp upstream des Startcodons
von MoPTP2, Flank 2 ist der Bereich genomischer DNA 1000 bp downstream des Stopcodons von MoPTP2.
Nukleotidsequenzlangen sind in bp angegeben.
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7 Anhang

+ Fludioxonil
(10 pg/ml)
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Abb. 24: SDS-PAGE-chromatographische Auftrennung der Proteinextrakte aus MoWT, AMohog1, MoEF1::PTP2 und
AMoptp2 jeweils vor und wahrend Fludioxonil-Stress — Ladekontrolle zur Western Blot-Analyse (Abb. 7). Es wurden fir
jede Probe gleiche Proteinextraktmengen verwendet. M = PageRuler Prestained Protein Marker.
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Abb. 25: Myzel-Trockengewichte von MoWT, der Uberexpressionsmutante MoEF1::PTP2 und den lof-
Mutanten AMohog1 und AMoptp2 nach Kultivierung in CM bzw. nach Kultivierung in CM mit KCI. Die
Pilzkulturen wurden in flissigem CM (hellgrau) bzw. in flissigem CM inklusive 0,7 M KCI (dunkelgrau) fur 4 Tage

mit 100 Upm bei 26 °C inkubiert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen von jeweils drei
biologischen Replikaten an.
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Abb. 26: Nachweis der Abwesenheit der nativen MoHOG1-Gensequenz im Genom von MoHOGL1::GFP.
(a) Dargestellt sind Schemata der Gensequenzen von MoHOG1 bzw. MoHOG1-GFP im Genom von MoWT bzw.
von MoHOG1::GFP, sowie die jeweiligen Bindestellen fir die Primer des Primerpaars MoHOG1_screen_for/-rev
(b) Nachweis mittels PCR (von Herrn Hendrik Neumann durchgefuhrt). Das Fusionskonstrukt MOHOG1-GFP ist
nicht im Genom von MoWT vorhanden, jedoch die native Sequenz von MoHOG1 ohne Fusion mit GFP (Lange
des Amplifikats mit dem Primerpaar MoHOG1_screen_for/-rev: 1274 bp). Im Genom von MoHOG1::GFP ist
MoHOG1 mit GFP fusioniert (Ladnge des Amplifikats mit dem Primerpaar MoHOG1_screen_for/-rev: 1911 bp), die
native Sequenz von MoHOG1 ohne Fusion mit GFP ist nicht im Genom von MoHOG1::GFP vorhanden.
Nukleotidsequenzlangen sind in bp angegeben. Flank 1 ist der Bereich genomischer DNA 1000 bp vor dem
Startcodon von MoHOG1, Flank 2 ist der Bereich genomischer DNA 1000 bp hinter dem Stopcodon von

MoHOGL1. Nukleotidsequenzlangen sind in bp angegeben.
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Abb. 27: Nachweis der Genom-Integration des Fusionskonstrukts MoHOG1-GFP mittels PCR. Die
erwartete GréRRe der jeweiligen Amplifikate unter Verwendung des Primerpaars MoHOG1-for(b)/eGFP-rev betragt
2356 bp. Nukleotidsequenzlangen sind in bp angegeben. In Proben der Stdmme MoHOG1::GFP (3),
AMopbs2/MoHOG1::GFP (4), AMossk2/MoHOG1::GFP (5), AMossk1/MoHOG1::GFP (6),
AMoypd1/MoHOG1::GFP (7), AMohik1/MoHOG1::GFP (8), AMosin1/MoHOG1::GFP (9),
AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP (10) ist ein Signal auf erwarteter Héhe zu erkennen; nicht hingegen in Proben
der Stdmme MoWT (1), MoEF1::GFP (2), welche nicht mit dem Fusionskonstrukts MoHOG1-GFP transformiert
wurden. Nukleotidsequenzlangen sind in bp angegeben.

MoEF1::GFP MoEF1::GFP
(1 min) (60 min)

- . .
o . .
Fludioxonil %
(20 pg/ml)
10 pm

Abb. 28: Gleichmalige Verteilung des GFP-Signals in MoEF1::GFP bei hyperosmotischem Stress bzw.

Fludioxonil-Stress. Im Stamm MoEF1::GFP, welcher das Fluoreszenzprotein GFP (ohne Fusion mit MoHog1p)
mit dem konstitutiv aktiven Promotor EF1 exprimiert, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die zellulare
Lokalisation der MAPK MoHoglp bestimmt. Konidien wurden mit 0,5 M KCI, 1 M Sorbitol oder mit 20 pg/ml
Fludioxonil behandelt und nach 1 min und nach 60 min fotografiert.
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Abb. 29: Zellkerntranslokation von MoHoglp wahrend der Konidienkeimung. Im Stamm MoHOG1::GFP,
welcher das Fusionsprotein MoHoglp-GFP exprimiert, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die zellulare
Lokalisation der MAPK MoHoglp bestimmt. Die Keimung der Konidien erfolgte in H,O. Die fotographische
Aufnahme erfolgte nach 4 h.

a

Abb. 30: Multinukleare Zellen in Konidien von AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP. Ungestresste Konidie nach
Applikation von Hoechst 33258 (,DAPI“Filterset, 2.3.6) (a). Mit 0,25 M KCI induzierte Konidie (,GFP“-Filterset,
2.3.6) (b). Mit verlangerter Dauer der Kultivierung von AMohik1/AMosin1/MoHOG1::GFP auf CM Agarplatten vor
der Gewinnung von Konidien stieg der Anteil an dreizelligen Konidien mit insgesamt mindestens 4 Zellkernen. Es
konnten vereinzelt Konidien mit bis zu 4 Zellkernen in einer einzigen Zelle beobachtet werden. Nach 15 Tagen

Kultivierung waren bei ca. 50 % der Konidien mindestens 4 Zellkerne pro dreizelliger Konidie nachzuweisen.
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Abb. 31: Intrazellulare Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol und Trehalose in MoWT nach
Applikation von 200 pg/ml Geneticin. Angegeben sind die gemessenen Carbohydratmengen bezogen auf
Myzeltrockengewicht jeweils 0 h (= vor Applikation), 5h nach und 24 h nach Applikation des Antibiotikums.
Fehlerbalken geben die Standardabweichung von 3 unabhéngigen biologischen Replikaten an.
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7 Anhang
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Abb. 32: Ubersicht uber die intrazellularen Konzentrationen von Glycerol, Arabitol, Mannitol und
Trehalose in MoWT, AMohikl, AMosin1, AMohik1/AMosIn1 und AMohogl vor und nach Induktion mit
hyperosmotischem KCI- bzw. Sorbitol-Stress, Fludioxonil oder H,O als Kontrolle. Angegeben sind die
gemessenen Carbohydratmengen bezogen auf Myzeltrockengewicht jeweils 0 h (= vor Applikation), 5 h nach und
24 h nach Stimulusapplikation. Glycerol blau, Arabitol orange, Trehalose grau, Mannitol gelb. Fehlerbalken geben
die Standardabweichung von 3 unabhangigen biologischen Replikaten an.
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7.1 Tabellen

Tab. 3: Hoglp-interagierende Proteinphosphatasen in Saccharomyces cerevisiae und deren Homologe in
Magnaporthe oryzae. Aufgefuhrt sind die jeweiligen Proteinnamen (sowie Gennummern bei M. oryzae), und die
bei den Homologievergleichen ermittelten E-values (BLASTp, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Stand
2016). Fur die Phosphatasen Ptc2p, Ptc3p und Ptcdp konnte insgesamt nur ein homologes Gen in M. oryzae

identifiziert werden.

Hogl1p dephosphorylierende ) Homologie
) o Homolog in M. oryzae
Phosphatase in S. cerevisiae (E-value)
Ptp2p MoPtp2p (MGG_00912) 1e®
Ptp3p MoPtp3p (MGG_01376) 7e%
Ptclp MoPtclp (MGG_05207) 1e®
Ptc2p; Ptc3p; Ptcdp MoPtc2p (MGG_01351) 3e”’; 1™ 5e™

Bei nur ca. 50 % der Konidien der Mutante AMohik1/MoHOG1::GFP und bei weniger als 0,1 % der
Konidien der Mutante AMosIn1/MoHOG1::GFP konnte ein GFP-Fluoreszenzsignal festgestellt werden.
Je langer die Dauer der Kultivierung dieser beiden Stamme auf CM nach der Transformation der
entsprechenden lof-Ausgangsstimme mit dem Expressions-Konstrukt MoHOG1::GFP war, desto
geringer war der Anteil an Konidien mit detektierbarem GFP-Fluoreszenzsignal, bis nach
ca. 2-4 Wochen keine Konidien mit GFP-Fluoreszenzsignal mehr zu finden waren. Aus Griinden der
stark reduzierten Sporulationsrate von AMosin1/MoHOG1::GFP, korrelierend mit der bereits
beschriebenen stark reduzierten Sporulationsrate des lof-Ausgangsstammes AMosIn1 im Vergleich zu
MoWT (Jacob et al., 2014), und der duRerst geringen Anzahl an Konidien mit detektierbarem GFP-
Fluoreszenzsignal, wurde eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Konidien des
Mutantenstammes AMosIn1/MoHOG1::GFP nur nach KCl-, Sorbitol- und Fludioxonil-Behandlung
durchgefiihrt (Tab 4):
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Tab. 4: Zellkerntranslokation von MoHoglp-GFP nach Stressapplikation. Angegeben sind die Mindestkonzentrationen bzw. -Intensitdten von Stimuli, die in
Konidien des Referenzstamms MoHOGI1::GFP mit intaktem HOG-Signalweg und in Konidien von lof-Mutanten mit inaktivierten Komponenten des HOG-
Signalwegs zu einer Translokation von MoHog1p-GFP in den Zellkern fiihrte. Bei einer verzogerten Translokation von MoHog1-GFP in den Zellkern ist die Dauer
der Verzogerung in Klammern angegeben. ,n.t.” = nicht getestet, ,*“ = geringere Konzentration nicht getestet, ,**“ = geringere Zeitabstande nicht getestet,
- = keine Zellkerntranslokation von MoHoglp-GFP, ,Fluoreszenz” = Bestrahlung unter Verwendung der Filter-Sets ,GFP“, ,CFP“, ,,DAPI“ und der hdchsten
Einstellung der Fluoreszenzlampe HXP 120 C (2.3.6). Fir AMosIin1/MoHOG1::GFP wurden aufgrund der sehr geringen Anzahl an Konidien mit detektierbarem
Fluoreszenzsignal nicht alle Bedingungen getestet. Bei AMoypd1/MoHOG1::GFP wurde Myzel untersucht (keine Konidiogenese), hierbei wurden nicht alle
Bedingungen getestet.

NaCl/ | Ethanol/ Keimung
Fludioxonil KCl CoCl Acetonitril 40°C ;
MoHOG1::GFP 0,05 M 1mM o o . 5min  1min o
10 nM 02M 0,4M (4-5min) (45 min) 0,2M 0,5 % (v/v) 0,1 % (v/v) 2 min o o ca.3-5h
AMosin1/MoHOG1::GFP 4 uM* 0,25 M* 0,5 M* n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
AMohik1/AMosin1 0,1 M 2 mM 0 0 . S5min  1min
/MoHOG1::GFP - 0,2M 0,4 M (6=7 min)  (6-7 min) 0,2M 0,5 % (v/v) 0,1 % (v/v) 2 min o o ca.3-5h
. 0,1 M 2 mM . 5 min 1 min
AMohik1/MoHOG1::GFP - 02M 0,4 M (6=7 min) (67 min) 02M 0,5 % (v/v) 0,1 % (v/v) 2 min o % ca.3-5h
AMoypd1/MoHOG1::GFP
- - - n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
(Myzel)

AMossk1/MoHOG1::GFP - - . . - - - - ; ; i i

AMossk2/MoHOG1::GFP - - > - - - - . ; : ; :

AMopbs2/MoHOG1::GFP - - = - . - - - i i i ;
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