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Einleitung

Wirkung von Auxin (1AA)

Zellstreckung

Zellteilung

Anlage von Wurzeln und Sprossen
Induktion von Gefalien

Anlage und Entwicklung der Frucht
Apikale Dominanz

scheint sowohl an Zellmembran (wird hyperpolarisiert) als auch in
der Zelle (Genexpression) zu wirken

Mechanismus noch vollkommen unbekannt



Gene der Auxinreaktion

Begriffe e AXR1
AXR = e AXR4
Auxin resistant e AUX1

« SARI1

Alle Mutationen reduzieren die Reaktion auf Auxin
und verursachen Wachstumsdefekte.



Suche nach anderen Mutanten

e * Anzucht auf NPA und CPD (Inhibitoren
TIR1 = transport inhibitor des Auxintransports)
responsel

Gen
NPA = 1-Naphthylessigsaure .

(Auxintransportinhibitor) - 5 tirl-Mutanten gewachsen

I - Wildtyp: verringertes Wurzelwachstum
oH und Anschwellen der Wurzelspitze
‘O —> verschieden starke Auswirkungen auf
Phanotyp

CPD = 2-Carboxyphenyl-3-
phenylpropan-1,2-dion
(Auxintransportinhibitor)

I]:> Mutanten beeinflusst im Auxinpathway



Genetische Charakterisierung
von tirl-Mutanten

Table 1. Segregation of CPD resistance in a tirl-2 « wild- ° Segregatlon von CPD-Resistenz
vpe F; populatio ;
i in F1 und F2
F, root F, genotype’
length — — ~
o e o - homozygote Mutante ist CPD-
L7 4 .
16 5 resistent
15 | .
u —> auch heterozygote tirl-Mutanten
12 1 konnen auf CPD wachsen
11
10 G
g 6
a8 7 ]
li 3 4
G 2 4 . .
: E>Sem|dom|nanz
4 |
3 |
Totals 8 27 14

'Genotype determined by analyzing CPD resistance in F,
plants.
“Number of seedlings.



Roter Pfaden ?77?

TIR1

Auxinpathway

L

Auxin- Auxin-
tfransport response

L

Lell- Lell-
verldngerung wachstum

T

allgemeine Rolle
in der
Alxinantwort

kein Einfluss



Wirkt TIR1 Gber den Auxintransport
oder die Auxinantwort?

Begriffe:  Anziehen von WT-Pflanzen und tirl-

NPA = 1-Naphthylessigsaure Mutanten auf NPA, IAA und 2,4-D

(Auxintransportinhibitor)

2

CPD = 2-Carboxyphenyl-3-
phenylpropan-1,2-dion
(Auxintransportinhibitor)

b
!
q

2,4-D = 2,4-Dichlorphenoxy-
essigsaure

HO "(\D

0 il
I 0 003 01 003 01
NPA (uM) IAA M) 24-D (uM)

Cl
Weil3e Balken: Wildtyp
Schwarze Balken: tirl-1-Mutante

Il:> Effekt der Mutation priméar auf Auxinantwort

Root Growth (% of control)
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=
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Polarer Auxintransport
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» regulierter Auxintransport (aktiv und gerichtet)

* |nflux Carrier Protein und Efflux Carrier Protein
 NPA ist ein Effluxinhibitor

» Regulation durch Phosphorylierung der Proteine

http://plantandsoil.unl.edu/croptechnology2005/UserFiles/Image/sitelmages/5MajorAuxinBindi
ngProteinsLg.gif



14C-lIAA-Transportassay

 2,5cm lange Stlcke des 1200
Hauptstamms abschneiden und ]
apikales Ende in Nahrlosung mit 1000
14C-1AA inkubieren .

* nach einigen Stunden am basalen 800 -
Ende Scheibe abschneiden und ]
mithilfe eines Scintillators die & 600
Radioaktivitat messen =

400 7

—> schlechterer IAA-Transport bei -
Einsatz von NPA 200 -

—> schlechterer IAA-Transport vom

basalen zum apikalen Ende 0 -

3 6 14 18
hours of incubation in 14C-1AA

_ _ _ Schwarze Balken: Wildtyp
TIR1 wirkt sich nicht Schraffierte Balken: tirl-1-Mutante

auf Auxintransport aus



Roter Pfaden ?77?

TIR1
Auxinpathway kein Einfluss
Alxin- Alxin-
tfransport response
lell- lell-
verldngerung wachstum

T

allgemeine Rolle
in der
Alxinantwort



Einfluss auf Zelltellung

e CPD verursacht im Wildtyp
verstarkte perikline
Zellteilungen im Meristem

- Im Wurzelquerschnitt sichtbar
(Schwellungen)

* Untersuchungen der CPD-

Wirkung auf tirl-Mutante arl-1

- bei tirl-Mutanten nur P
geringfligiger Einfluss

Il:> TIR1 beeinflusst Zellteilung



Einfluss des TIR1 Gens auf die
Seitenwurzelbildung

« Seitenwurzelanlage ist Auxin- 2
induziert
* Anzucht von Wurzelsegmenten auf _ 15- x
auxinhaltigem Medium é
3o
> bei tirl-Mutanten fast keine N r

Seitenwurzelbildung im Vergleich
zum Wildtyp, da keine Primordien

entstehen ‘_J:urr- |

LT Al

0.3 -

laioral

1
I]:> TIR1 wirkt auf die Auxininduktion TAA { M)

In der Seitenwurzelbildung WeiRe Balken: Wildtyp
Schwarze Balken: tirl-Mutante



Roter Pfaden ?77?

TIR1
Auxinpathway kein Einfluss
Auxin- Auxin-
tfransport response

Zell-
verldngerung 5

allgemeine Rolle
in der
Alxinantwort



Einfluss der Temperatur auf das
Pflanzenwachstum

« TemperaturerhbGhung verursacht im 20 9¢
Wildtyp Wachstum des Hypokotyls
durch Epidermiszellverlangerung

e dies wird durch Auxin verursacht

o tirl-1-Mutanten reagieren weniger
auf die Temperatur

« auch Pflanzen mit dem iaaLys Gen
(verringerter IAA-Level) reagieren
weniger auf die Temperatur

|]:> TIR1 beeinflusst Zellverlangerung



Roter Pfaden ?77?

TIR1
Auxinpathway kein Einfluss
Auxin- Auxin-
tfransport response

Lell- Lell-
verlangerung

wachstum
allgemeine Rolle
in der
Alxinantwort




Roter Pfaden..!

TIR1
Auxinpathway kein Einfluss
Axin- Auxin-
fransport response
Zell- lell-
verldngerung wachstum

allgemeine Rolle
in der
Auxinantwort



Zusammenhang zwischen AXR1 und TIR1

Begriffe: )
. Generlerung von Doppelmutanten,

AXR = Auxin resistant die fur tirl-1 und axr1-12
, homozygot sind, auf
2,4-D = 2,4-Dichlorphenoxy- _
essigsaure 2,4-D Medium

tirl-I arri-i2

sind resistenter gegen 2,4-D als

jede der Mutationen alleine
starker veranderte Morphologie
TIR1 wirkt in AXR1 vermittelten

Prozessen
beide verstarken einander

firl-d axrf-12

N2 2\ 2

N

Synergistische Interaktion

d
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Charakterisierung von Gen und Protein



T-DNA

Ti-Plasmid aus Agrobacterium tumefaciens
und Agrobacterium rhizogenes wird
genutzt, um bestimmte Gene in Pflanzen zu
transformieren

auf dem Ti-Plasmid befindet sich Transfer-
DNA, die in das Pflanzengenom Ubertragen
werden soll und dort zu tumorartigen
Wucherungen und Krankheiten fihrt

hier wird diese T-DNA ersetzt

wenn die T-DNA in den open reading frame
eines Gens eingesetzt wird, wird dieses
nicht exprimiert und so ausgeschaltet
(knockout)

fr arabidopsis thaliana gibt es die
unterschiedlichsten Mutanten, die in fast
jedem Gen einen knockout durch eine
eingefuihrte T-DNA haben

Wichtige Regionen im Ti-Plasmid von Agrobacterium

T-DNA
transfer
functions

Tumor production

Npaline synthesis

-y
.~

Origin of replication

. Nopaline

utilization



ldentifizierung des TIR1 Gens

Verwendung von Pflanzen, die T-DNA enthalten
Bestimmung eines T-DNA-Inserts, das mit der tirl-9-Mutante cosegregiert

dieses wird geklont und mit Restriktionsenzymen geschnitten, dann das Fragment
Uber Southern Blot ausgesucht, das sich vom Wildtyp unterscheidet

davon werden cDNA-Klone hergestellt, wovon das langste 2,2 kB lang ist
das klonierte Fragment enthalt einen Open Reading Frame von 591 Aminosauren
dieses wird mithilfe von reverser transkriptase PCR sequenziert

dabei zeigt sich, dass tirl-1 und tirl-2 jeweils Punktmutationen sind, bei denen ein
Glycin durch ein Aspartat ersetzt wurde

in der cDNA sind zwei Introns enthalten, die tirl-9-Mutante enthéalt in einem Intron
eine T-DNA, sodass hier kein 2,2 kB Fragment entsteht (Nachweis tber Northern
Blot) - fehlt hier das TIR1 Gen vollstandig?

A

um zu sehen, ob die Mutation wirklich im TIR1 Gen liegt, wird « A N a3
eine TIR1 cDNA hinter dem 35S-Promoter in tirl-1-Mutante £
eingefuhrt - wieder Wildtypphanotyp, also ist das identifizierte t
Gen TIR1 und fir Auxinresponse zustandig i
das Gen wird nun Uber restriction fragment polymorphism auf T
dem Chromosom lokalisiert




Northern Blot

Methode zur Aufarbeitung von
RNA aus Gelen

die RNA wird aus einer Gelmatrix
auf eine undurchlassige, aber
bindungsaktive, Membran aus
Nitrocellulose oder Nylon
tberflhrt

ein Puffer wird durch die Saugkraft
von aufgelagertem Filterpapier
durch Matrix und Membran
gezogen, wobei die mitgefihrte
RNA aus dem Gel auf die
Membran tbertragen und
gebunden wird

daflir missen die Nukleinsauren
zuvor durch Alkali denaturiert
worden sein

auf der Membran ist die
spezifische Markierung der RNA-
Seqguenzen mittels Hybridisierung
mit Gensonden maoglich

ANA or DNA
kl:\\f .

plabeled ST

size markers

Solution passas thruqlgh
gel and filter to paper towels.

- Migration
‘T"ﬁ-\.‘ Paper towels p
> < ;+ \ Ponge
Electrophoresis “=o ™

Erl i, "”\
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solution Nitrocellulose
filter
Gel - ‘\ Filter
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Hybridize with unique CHA
nucleic acid probe, *"'"'“_'r Tl
to filter

Filtér in
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bag
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Proba
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Der 35S-Promoter

aus dem cauliflower Mosaic Virus caMV
fuhrt zu Uberexpression von dahinter liegenden Genen

wird gern in das Genom von Pflanzen vor bestimmte Genabschnitte
eingebaut, damit das Gen in der Pflanze stark exprimiert wird

Gona
| 5' UTR |
alG Transeriptlan
{=] 5 WA
_Promoter __Coding sequance of gene
e gassnnsins '-I_-T r.,
{B] Strang £ coll pramelers AT

rYPRNA  TCTCAACGTAACACTTTACAGCGEGECG: + CETCATTTEATATGATEC - GECCCHETTCCCGATARGER
rrn D} CATCAARAAAAATACTTETE C RAAAAR : s TTECCATECETATAATEC CEEETCCE TTCASACCACARCES
rr XT ATCCATTITTTCCECTTETE T T CC T A s EEC AL TEECTATAATECECETCCATECACACCECEGAT
P fONEls CCTGAAATTEAGGGTTGACTCTGAAA Y s GAGGAAAGEGTAATATAC GECACE TCGEGACAGTGAGT
rm E1 CTOCAAT TTTITCTATTACAOCCTACA r r AAGAACTCCCTATAATOCACCTCCATCAACACOGECOGGAT
Friv AT TTTTAAATTTLCCTLCTTGTCAGELCCGGE  r AATAACTCCCTATAATGLGCCACCACTGACACGGAAC AR
ren A GCAAAAATAARATGETTEGACTETGTAG : - CEGOAAGGCEGTATTATGC- ACACECECGEGRE GG TG A G A A
o

+1
Consensus sequances [Feica] 15-17 bp [TaTaET ]

for most £, coff promoters T 10




« enthalt F-Boxdomane
e enthalt Leucin-rich Repeats

- Ahnlichkeit mit anderen Proteinen
(werden in Pflanzen LRFs
genannt)

- binden alle an SKP1 Protein
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L,It_:'x: LIEsquitin
E1 2. Ubsruitin-activating enzyme
Uh)
l —
@ 5 Lbicquitin-conjugating eneyme
Lo
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'(J—EB oo, LIbiquitin ligase
- \Ul:rz.
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Regulatian of Degradation
[rOCESaRS

Ubiquitin-Pathway

e drei Enzyme: E1,E2 und Es

e E1 mit einem Cystein im aktiven Zentrum
bildet Thioesterbindung zum Ubiquitin

o Ubiquitin wird auf E2, Ubiquitin-
konjugierendes Enzym, bertragen

« Ubiquitin-Protein-Ligase (Es) vermittelt
Isopeptidbindung von Ubiquitin an ein Lysin
des Zielproteins

http://www.nature.com/horizon/proteases/background/images/regulation-f1.jpg



Diskussion

da auch Pflanzen mit tirl-9-Mutantion noch auf Auxin
reagieren, ist TIR1 nicht essentiell flr die
Auxinantwort

dennoch scheinen die Pflanzen sensitiv zur Gendosis
ZU sein

eventuell Ubernehmen andere Proteine, wie die
ahnlichen und verwandten LRFs, die Funktion von
TIR1 bei dessen Abwesenheit

TIRL
CO2F5.7 o I TN
SKP2 _

Grrl F




Diskussion

Dimer aus verschiedenen F-Boxproteinen (evtl. auch TIR1) und SKP1 als Komponente
far Ubiquitin-Protein-Ligasen
dabei F-Boxprotein wohl fir die Spezifitat

TIR1 scheint dann mit SKP1 zu interagieren, um ein regulatorisches Protein der
Auxinantwort mit Ubiquitin zu modifizieren (wirkt als E3)

AXR1 scheint nach Dimerisierung mit einem Active-site-cystein-haltigen Protein
Ubiquitin oder ein &hnliches Protein zu aktivieren (wirkt als E1)

das entspricht der Erwartung, dass AXR1 und TIR1 im selben Reaktionspfad agieren,
AXR1 in der Aktivierung des Ubiquitins und TIR1 im E3 Komplex dieses Pathways

Die Ubiquitinierung kénnte ein Signal zum Abbau eines Proteins durch das Proteosom
sein, oder sie verandert die Aktivitat oder zellulare Lokalisation des modifizierten
Proteins

die erste Variante wirde zu einer Theorie passen, nach der die auxinregulierte
Genexpression normalerweise von Repressoren gehemmt wird, deren Abbau nach der
auxininduzierten Ubiquitinierung die Wirkung von Auxin mdglich machen wiirde

aber flr genauere Theorien zum Mechanismus muss erst das Substrat fur die
Ubiquitinierung gefunden werden

andere Theorie durch Ahnlichkeit von TIR1 mit Grrlp: dieses ist sowohl flr den Abbau
von ubiquitin-modifizierten Cyclinen wie auch fir die Forderung von Glucosetransport
zustandig und verbindet so die Versorgung der Zelle mit Nahrstoffen mit der
Zellzyklusregulation - wirkt Auxin ahnlich?



