Seminar
Molekulare Mechanismen der Signaltransduktion

Gliederung (27.04.2010):

v Allgemeine Einleitung (Auxin, Nomenklatur....)
v Vorstellung der ersten paper
v’ Termine verteilen

1. Estelle and Somerville, (1987) Auxin resistant mutants of Arabidopsis
thaliana with an altered morphology. MGG 206:200

2. Lincoln et al., (1990) Growth and development of the axrl mutants of
Arabidopsis. PC 2:1071

3. Leyser et al., (1993) Arabidopsis auxin-resistance gene AXR1 encodes
a protein related to ubiquitin-activating enzyme E1. N 364:161



Auxin - history and pioneering experiments

4-day-old I Darwin (1880) "When seedlings are freely
catseedling | Light & exposed to a lateral light some
: S i s influence is transmitted from
Coleoptile u the upper part of the coleoptile
g - that acts on the lower part of
E'Ed TP/,
the coleoptile
Intact seedling  Tip of coleoptile Opaque cap “The Power of Movement in
(curvature) excised on tip Plants” (1880) by Darwin and
(no EUWETUFE} (no CUWETU!’E]‘ Da rWin.
Went (1920s-30s) Total darkness
[ ] OH
0O
Tip of coleoptile  Replaced with agar Restored \
excised block containing curvature N
IAA H
IAA
e auxein (greek) = to grow indole-3-acetic acid

e first phytohormone to be identified
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Auxin regulates plant development
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CYP79B2, CYP79B3

(a) anthranilic acid (cyp79b2), (cyp79b3)
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Auxintransport
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Copyright & 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Molecular Cell Biology

m=) Bildung von Auxingradienten

Teale et al. Nature Reviews Molecular Cell Biology 7, 847-859 (November 2006) | doi:10.1038/nrm2020



Auxin growth responses

Growth response (o applied auxin
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Arabidopsis thaliana

Small size (30 cm)

Rapid life cycle (6 weeks)

Prolific seed production (5000 seeds/plant)
Sequenced genome (125 Mb; ~26,000 genes)

Easily transformable

Tremendous community resources

A powerful multicellular eukaryotic model
system




Allgemeines zur Nomenklatur

3 Buchstaben Code:

leitet sich meist von einer Mutante / Phdanotyp ab (z.B:
altered auxin response 1)

e AXR1 - Gen oder Transkript (=mRNA)
e AXR1 - Protein
e axrl - Mutante mit Defekt im AXR1 Gen

 axrl-1, axrl-2, axrl-3.... - verschiedene Mutanten des
AXR1 Gens (= verschiedene Allele)

e axrl, axr2, axr3..... - Mutanten mit Defekten in
verschiedenen Genen



Allgemeines zum paper Aufbau / zur paper Prasentation

e Abstract e Hintergrund / Einleitung
— Zusammenfassung des papers /Ausgangsmodel
* Introduction
— Einleitung / Vorstellung der o Zielstellung!
Hmt.ergrunde * Ergebnisse (anhand der
 Materials/Methods Abbildungen)
— was wurde wie gemacht e Diskussion
e Results

, _ e Fazit: welche Erkenntnisse
* Diskussion sind dazu gekommen
— Ergebnisse werden evaluiert
und in Zusammenhang mit

Daten aus der Literatur Model erweitern
gebracht

Literature cited

Prasentationen werden nach dem jeweiligen Seminar alle auf die Webseite gestellt!
http://quintlab.openwetware.org/Teaching.html



Mol Gen Genet (19877 206 200-206 m

£ Springer-Verlag 1987

Auxin-resistant mutants of Arabidopsis thaliana
with an altered morphology

Mark A. Estelle™ and Chris Somervyille
MEU-DOE Plant Eesearch Laboratory, Michigan State University, East Lansing, MT 48824, 1754

Ziel:
Isolierung von Mutanten, die eine erhohte Resistenz gegenliber Auxin
aufweisen

Identifizierung von Signalelementen, die an der Auxinresponse beteiligt sind

Zu diesem Zeitpunkt:
e keine Enzyme der Auxinbiosynthese bekannt
* keine Information zu Elementen der Signaltransduktion (weder
allgemeine noch gewebsspezifische)
* Arabidopsis war noch nicht sequenziert!



EMS = Ethylmethansulfonat

Mutantenscreen: 1
1. EMS-Mutagenese von Samen Basenpaarsubstitutionen von
2. Screen nach Mutanten, die resistent gegenliber G/C nach A/T

der Auxinbehandlung sind

EMS

- auxin \ + auxin

12 axr Mutanten
aus 300 000
gescreenten

axr = altered auxin response



Phanotypen der axrl Mutante

» axrl Mutanten sind:

kleiner (Rosette)
kiirzere Blattstiele
Veranderte Blattform

axrl Mutanten bilden vermehrt
sekundare Infloreszenzen
= Verlust der Apikaldominanz
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Mol Gen Genet (19877 206 200-206 m

£ Springer-Verlag 1987

Auxin-resistant mutants of Arabidopsis thaliana
with an altered morphology

Mark A. Estelle™ and Chris Somervyille
MEU-DOE Plant Eesearch Laboratory, Michigan State University, East Lansing, MT 48824, 1754

Fazit:
Isolierung von axrl Mutanten mit erhdhter Resistenz gegentber Auxin, die
auBerdem zahlreiche Wachstums- und Entwicklungsphanotypen zeigen

eine mogliche Hypothese:
“...An attractive possibility is that the AXR1 gene coded for an auxin receptor

and that resistance is due to an alteration that has a greater effect on the
affinity of this receptor for 2,4-D than for IAA.....”



The Plant Cell, Vol. 2, 1071-1080, November 1990 © 1990 American Society of Plant Physiologists

Growth and Development of the axr1 Mutants of
Arabidopsis

Cynthia Lincoln, James H. Britton, and Mark Estelle’
Department of Biclogy, Indiana University, Bloomington, Indiana 47405

Ziel:
Weitere Charakterisierung der axr1-Mutanten
Kartierung des betroffenen Gens



Table 1. Recovery of axr! Mutants®

M2 population Mutagen Selection Mutants recovered

AP EMS 24D axr?-{
axri-2
axr7-3
axrl-4
axri-5
axr7-G

B EMS 24-D axrf-F
axr?-8
axrt-9
axrt-11
axrt-12
axr?-15

[y EMS 2.4-0 awrt-16
axrf-17
axrT-18
axrT-19
axrt-20
aert-21

c= EMS 18 axrt-22

vg ¥ 24-D axr-23

" A total of 470,000 seeds from four distinct M2 populations was
sereaned for mutants that were able to slongate roots on aither
& uM 2.4-D or 50 oM IAA.

" Estelle and Somenville (1987).

" Thiz stiedy.

zu den 12 axr1-Mutanten
noch weitere 8 isoliert

axrl x WT

Elterngeneration
. , * X S p
aa? AA

F1-Generation

,Aa * F1

F2-Generation

TYY. * * * NR2

o

Table 2. Genetic Segregation of 2 4-D Resistance in axr! Lines

Murmbear of Plants

Cross Resistant  Sensitive "
axri1-19 x wild-type F1 0 23

F2 186 493 207
aar7-21 = wikd-type F1 a 51

F2 az 281 1127
axri-22 x wid-type F1 0 22

F2 56 216 283"
axr1-23 = wild-typa F1 0 33

F2 117 383 0.683°

* +® was calculated based on an expected ratio of three sensitive
to o Pesistant.
5P = 0.05.

» axrl mutants are recessive




Mutationen allelisch oder in verschiedenen Genen?
- Komplementationstest auf Auxin

axr1l-12/axr1-12 axr1l-3/axr1-3
* " *

F1 * oder

axr/{AXR axrfaxr




Mutationen allelisch oder in verschiedenen Genen?

(A) Trans heterozygote for two (B) Trans heterozygote for two
mutations in the same gene mutations in different genes
Boundaries of gene Boundaries of gene 1 Boundaries of gene 2

Al xl Site of /\ /’(2“\
|
i Th

: xl1
wlef——)= _mutation Y
7 Al in gene Az
4} 3
x2 I ) xI+ ) x2 I )
Mutant gene Mutant gene Mutant gene Normal gene Normal gene Mutant gene
product product product product product product
(nonfunctional) (nonfunctional) (nonfunctional) (functional) (functional) (nonfunctional)
N ’ . A
A A
Result: No complementation. Result: Complementation.

No functional gene product.
therefore mutant phenotype.

Functional product from both genes,
therefore wildtype phenotype.

*

axrl



Mutationen allelisch oder in verschiedenen Genen?

- Komplementationstest auf Auxin

axr1l-12/axr1-12 axr1l-3/axr1-3

Table 3. Complementation Analysis of axr! Lines

Number of Plants

X ¥

Cross Resistant Sensitive
axr?-12 = axr1-3 33 0
axr?-19 x axr1-3 21 0
axr1-20 = axr1-3 13 0
axr1-22 = axr?1-3 24 0
axr?1-23 = axr1-3 39 0

F1 * oder

axr/{AXR axrfaxr

‘ — Mutationen sind verschiedene Allele im selben Gen!




Phanotypen:

WT ‘ axrl-12 axrl-3
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Figure 1. Prhenctype of Wikd-Type and Mutant Rosettes

Rosettes were photographed when the plants were 3 weeks old
(&) Wild type

(b) axr1-12/axr1-12.

() axr?-3faxr?-3

Bar =1 cm
Figure 2. Comparison of Mature Wilkd-Type and Mutamt Plants
. . . Wild-type and mutant plants were photographed when 7 weeaks
- Allele zeigen unterschiedliche old

(a) Wild type
(b) axr?-12/axr-12

Auspragung morphologischer Defekte | @2 2

Bar = 3 cm.




Quantifizierung morphologischer Unterschiede:

Table 4. Morphology of Wild-Type and Mutant Plants

arrl-3 axrl-12

Wild Type
Height {cm) 0.9+ 1.0 84 =13 19.2+18
Mo, of inflorescencas 575+ 0.25 B.25 =14 66+ 16
Mo, of lateral branches 462 £ 4.5 987+ 4 1240+ 244
Distance betwean siliques (cm) 0.65 + 0.04 0.30 = 0.01 0.32 = 0.02
Mo, of siiques BT37S + BBO 526.5 + 56.0 24 +13
MNo. of pollen grains/flower 20350 + 500.0 27000+ 3370 GB0.0 = 320
Hypocotyl length in eticlated seediings (cm) 1.40 = 0.04 1.20 + 0.05 077 £ 003

4

axrl-3 Mutante zeigt eine schwachere Auspragung der Phanotypen als die
axrl-12 Mutante



SEM > morphologische Defekte durch unterschiedliche
ZellgrolBen oder Gewebeorganisation?
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- keine wesentlichen strukturellen Defekte
—> vaskulare Strukturen etwas weniger differenziert
—> ZellgrolRen in etwa gleich = Wachstumsreduktion durch

reduzierte Zellteilung



Auxin Response in der Wurzel:

1. Gravitropismus

angle of curvature (degrees)

90°

—>Graviresponse in den Mutanten

langsamer

- nicht durch reduziertes Wurzel-

Root Length {cm})

wachstum!
&
e
1 axr1-3/-12 A




Auxin Response in der Wurzel:

2. Wurzelelongation auf Auxin

@ —>klassischer Auxin Response Defekt

- auxin —
5d
£ |
3 e
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2
S I
1=
2
5 |
i =
E
E axrl-3 |
= axrl-12
& l
- auxin +auxin i IR
+3d + 3d

=0% =X % [2.4-D] M



Kartierung des Gens: Map-based cloning

* Vorraussetzungen:

— Spaltende F2-Generation einer Kreuzung aus der
Mutante (im Col-0 Hintergrund) mit einem
anderen Genotyp (Ler)

— Molekulare Marker zur Unterscheidung der 2
Genotypen (Col-0 und Ler) z.B. RFLP-Marker

— genetische Karte der Markerpositionen
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1 2
" o RFLP-Markerkarte
488 l 13 pA‘:EE 8o
th.A:g% :Eg =83 551 + 163 EcoRI
241 199 < o 3 1.3 .
333 1 227 289 [ 2 ¢ L * Anverschiedenen
- | or T Positionen im Genom
T 261 & w02 kb lassen sich Col-0 und
28| 6 1 540 231 — Ler unterscheiden, da
534 > .54 531 .
Y B e die DNA-Fragmente
poe_ 2] BEC w4 - unterschiedlich groR
354 & 6.6 — == :
2 007 L na sind (= molek. Marker)
AAL-24 T 750 .
246 ¢ %0
2131 s >0 Mt
nAﬂS??g -+

1010 _ 249

nAt1511b T 1018

23 T 13s =000 wird Gber 3-Punkt Analysen
a1l >en ermittelt
JAL3012 137.3

305 & 107.1
421 T 1080
NT”” * Die Lage der Marker zueinander

144.4



Kartierung des Gens: Map-based cloning

* \orraussetzu ngen.

v'Spaltende F2-Generation einer Kreuzung aus der
Mutante (im Col-0 Hintergrund) mit einem anderen
Genotyp (Ler)

v’ Molekulare Marker zur Unterscheidung der 2
Genotypen (Col-0 und Ler) z.B. RFLP-Marker

v Karte der Marker

Durchfihrung:

— Untersucht die F2-Pflanzen auf:
e axrl Phanotyp (= Auxinresistenz und Phanotypen)
* Genotypen an verschiedenen Markerpositionen
— Kopplungsanalyse:

* tritt die axrl Mutation bevorzugt mit einem bestimmten
Marker auf



APh.Ara.1
241
333
219

280
nAt1511a
nAt1511b
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421

315

252

453
civ-1
532

237
jA13012
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19.9
232 =23

8 RRZTTERB2
0 A a@aDU D

Synapsis: Pairing of
homologous chramosomes

I—I—l

wernsJ€ NAher das Gen an einem bestimmten
Marker liegt, desto weniger

il Rekombinationsereignisse treten auf
(d.h. es liegt hauptsachlich der Col-0
und nicht der Ler Genotyp am Marker
vor)

Paternal

Crossing wer/ ¢

AR

Table 6. Linkage Analysis between the AXR? Gena and RFLP
Markars on Chromogonme 1

Recombination Mumber
Markers Fregquency (%) Scored”  Associated® P

136 1233 <(.05°
63 5.6 0.231
a9 174.0 =0.05

102 135.0 =05

" Refers 1o number of F3 familles scored.

"y¥ associated Is the total v° adjusted for deviations of each
individuwal marker from Mendalian segregation

F P value < 0.05 indicates deviaticn from nonlinkage (.., linkage).




The Piant Cell, Vol. 2, 1071-1080, November 1920 © 1930 American Society of Plant Physiologists

Growth and Development of the axr1 Mutants of
Arabidopsis

Cynthia Lincoln, James H. Britton, and Mark Estelle’
Department of Biclogy, Indiana University, Bloomington, Indiana 47405

Fazit:
axrl Mutanten zeigen zahlreiche Phanotypen in verschiedenen Geweben
(Spross und Wurzel!)

» AXR1 muss ein zentrales Element in der Vermittlung der Auxin
response sein

e auxin rezeptor oder wichtiges Element in der Signaltransduktion
» und/oder: eventuell einen Knotenpunkt darstellen, an dem Signale
aus verschiedenen Hormon-Signalwegen zusammenlaufen

Kartierung des betroffenen Gens (AXR1) ergab eine Lage auf Chromosom1



Arabidopsis auxin-resistance
gene AXRI1 encodes a protein

related to ubiquitin-activating
enzyme E1

H. M. Ottoline Leyser, Cynthia A. Lincoln*,
Candace Timpte, Douglas Lammer,
Jocelyn Turner & Mark Estellef

Department of Biology, Indiana University, Bloomington,
Indiana 47405, USA

Ziel: Kartierung /ldentifizierung des AXR1 Gens



chromosome walk

map-based
2.7 eM cloning

a
Chromoseme 1

6.6120cM

Centromere Telomere

Notwendig: klirzere DNA Fragmente
= genomic DNA Libraries




DNA libraries
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YACs, cosmids.........

Approximate maximum length of DNA that
can be cloned into vectors S,
TEL ARS CEN \\}@\\\\“\\ N QI
\/ S N Z
Cloned DNA 4-?":"‘”" &
Vector type (kb) - Zpjuman BNA (>>100 kb) %
ket § s:-_-_::'s- q.é\\\\lIIIlIlIlllIIIIIIIL\""?\}
Plasmid 20 & §
lambda phage 25 5 H : se:mueimg
Cosmid 45 2 L - 2
. ofe o TEL
BAC (bacterial artificial 300 ikl o8
chromosom e) TER ARS CEN ARS : origin of DNA replication
* e ] * CEN : yeast ceniromere
YAC (yeaSt artlfl(:lal 1000 ; TEL TEL : telomere
slectable gene A T ONING VECTOR

chromosome



AXR1 - Chromosome Walking

a
Chromosome 1

6.61220cM §8127cM
dis] €—————> axrl <> cerl

Centromere 1a8 63811 Telomere
38 |
—
- Ligatian
. — - {ﬁﬂ — - f" - -
o Restriction ™ ' '
EnZyme |
Cell DNA - gigestion

Fr-Es'-'[ru:l:l-:m
BAEY e



AXR1 - Chromosome Walking

a

Chromosome 1 6.6 £ 2.0cM §8127cM

dis] €—————> axrl <> cerl

Centromere 1a8 6811 Telomere
488

b

: PP PP ee et Ras T s CL PP PP PP b5 P 2550000r o0t S0P IS POIIPIP IS 200 s 508 S S9SIE
SF8 wrurrrrrrnaarie

AWY e s ——————
AHTD e e e r————————

Centromere — Telomere

—  YAC

F.= —
l e— e,
1) e————————————————
== S kb

Transformation in axrl Mutante = WT Phanotyp?




°WT

axrl-3

axrl-3
[pOCA18-H]

Cosmid H kann den Phanotyp der
axrl-3 Mutante aufheben

- Cosmid pOCA18-H enthilt das AXR1 Gen




— Cosmid pOCA18-H (16.5 kb) enthdlt das AXR1 Gen

A

cDNA Bibliothek Screen mit pOCA18-H —> welche cDNA Klone sind
' homolog zu pOCA18-H

2 cDNAs identifiziert 2 0.8 und 1.8 kb ——  potentielle AXR1 cDNAs

"AXRI  axri-23

i e . Northern Blot:
< 1.8Kkb <— L8kb . .

o E Wieviel Transkript (1,8 kb)
liegt in den axrl Mutanten
vor?

«— (Lokb

1.8 kb cDNA abwesend in axr1-23!




Sequenzierung des potentiellen AXR1 Gens

©) —  axrl-3 = G461A

|

Cystein = Tyrosin

B e axrl-12 = C1246T

|

Glycin = STOP



540 AS, ca. 60 kD

AXR1 Protein
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The ubiquitin system
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