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Was bisher geschah

Neues aus der Signaltransduktion? - nichts
wirklich grundlegendes

Aber: mehr ARFs gefunden (10x) mit leichten
Unterschieden in der Bindespezifitat zum
AUXRE (TGTCTC) - Dimerisierung der ARFs
als hypothetische differentielle Regulation der
Auxinantwort

weltere Mutanten identifiziert:

axr Mutanten (aus gleichem screen aber nicht
allelisch zu axrl)

aux1 — putatives Transportprotein?

+ tir mutant screen — Isolierung von Mutanten mit
erhohter Resistenz gegentber Transportinhibitoren
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Erinnerung;:
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b) Auxin transport throughout a plant



Erinnerung: Auxin Transport

Auxin diffuses into cells as the
uncharged form IAAH or
enters as the anion IAA ~ via
an auxin influx carrier. Once
inside, IAAH becomes [AA .

J—
Cell wall

Auxin influx
carrier (AUX1)

Auxin efflux
carriers (PIN
proteins)
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Auxin exits cells as an anion
A 3 via auxi flu iers—
Direction of : ' m“ ux n.ef lux carriers :

’ . PIN proteins—which occur in

auxi ransport: S 7 3
RXin AAANRSPO reverm oy different types, including basal
and lateral.

More basal
PIN proteins,
more polar
(r(inspon

The locations of AUX1 and
More lateral : ' PIN proteins determine the
PIN proteins, e Y direction of auxin movement
more lateral % . o Ca through living tissues. Changes
o ' o — in PIN protein location may
_— : : alter the direction of auxin

flow.

a) Cellular mechanism of auxin transport
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WT TIRI

Ergebnisse: Genetische

Charakterisierung o
Methode:

WT mit tir-Mutanten
kreuzen

F1, F2, F3 screenen
mit Auxin-Transport-
Inhibitor CPD

Wurzellange als
Kriterium - langere
Wurzel als WT heil3t:
resistent(er) gegen
Auxin-Transport-
Inhibitor

er tirl-Mutanten

Auxin Transport Inhibitors V.
EVIDENCE OF A COMMON MODE OF
ACTION FOR A PROPOSED

OF AUXIN TRANSPORT INHIBITORS:
THE PHYTOTROPINS

GERARD F. KATEKAR AND ART E.
GEISSLER



http://www.plantphysiol.org/content/66/6/1190.full.pdf

Table 1. Segregation of CPD resistance in a tirl-2 x wild-
type F, population

Ergebnisse:

Fz root PZ gen(}typel GenetISChe
length - .
(mm) tirl/tir1? tirl/+° +/+2 Ch dala kte risieru ﬂg
17 2 der tirl-Mutanten
16 5
Table 2. CPD resistance in tir homozygous SChlL_JSSfOIQerung der
and heterozygous plants Arbeitsgruppe:
o Jerath » Heterozygote sind etwas
| oot fengt resistent
Line (mm) +S.E. No. :
 Homozygote sind
+/+ 7.8 0.1 K2 \/ollresistent
tirl-1/tirl-1 15.7 0.3 SR8 -\erschiedene Allele oder
tirl-3/tirl-3 15.8 0.4 34

Kombinationen von Allelen
ergeben verschiedene

tirl-1/+ 10.9 0.3 I Resistenzgrade
tirl-3/+ 12.5 0.3 17

tirl-7/+ 12.6 0.2 VA —> TIR1 wird

tirl-7/tirl-7 13.0 0.5 33

Totals g 57 14 ,semidominant® vererbt (?)

'Genotype determined by analyzing CPD resistance in Fj
plants.

“Number of seedlings.




Ergebnisse: Genetische
Charakterisierung der tirl-Mutanten

Dieselben Daten
In einem Boxplot
zeigen:
Heterozygote
zeigen Wildtyp-
Phanotyp.

=> Also In

Wirklichkeit:
dominant-
rezessive
Vererbung

o
I |

tirt/+ tir1/tird
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Erinnerung zu: Die Auxin-Antwort
von tirl-Mutanten ist verandert
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Ergebnisse: Die Auxin-Antwort

von tirl-Mutanten ist verandert

NPA: tirl zeigt
~25% mehr
Wurzelwachst
um

IAA/2,4-D:
tirl weniger
sensitiv zu
Wachstums-
iInhibierung im
Vergleich zu
WT
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Ergebnisse: Die Auxin-Antwort
von tirl-Mutanten ist verandert

=> tirl ist
nicht am
Auxin-
Transport
beteiligt

2 6 14 18
hours of incubation in 14(_;‘-IAA




Ergebnisse: Die Auxin-Antwort

von tirl-Mutanten ist verandert
B ’

Bei tirl keine
Schwellung, Wurzel
wachst weiter in die
Lange.

Maogliche Ursachen:
a) Veranderter
AtbxiRtransport

b) Veranderte
Auxinantwort

The Plant Cell, Vol. 9, 745-757, May 1997 © 1997 American Society of Plant Physiologists

Reduced Naphthylphthalamic Acid Binding in the £ir3 Mutant
of Arabidopsis Is Associated with a Reduction in Polar
Auxin Transport and Diverse Morphological Defects

WT + CPD P pholod

Max Ruegger,*! Elizabeth Dewey,» Lawrence Hobbie,»? Dana Brown,® Paul Bernasconi,® Jocelyn.Turner,?
Gloria Muday,” and Mark Estelle®?®


http://www.plantcell.org/content/9/5/745.full.pdf+html

Ergebnisse: tirl zeigt verminderte
Zellvermehrung auf Auxin-Transport-Inhibitoren

300 um oberhalb der
Waurzelspitze wurden
Querschnitte
angefertigt.

*WT: Deutlicher
Anstieg der
Zellzahl/Zellgrofie

otirl: Etwas, aber
wenig Reaktion auf
lokale Anreicherung
von Auxin.
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Erinnerung zu: tirl spielt eine

Rolle bei der Seitenwurzelbildung
g cycB1.lGUS
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Ergebnisse: tirl spielt eine Rolle bei
der Seitenwurzelbildung

ol

lateral roots/mm




Ergebnisse: tirl ist in der Zell-
Langenwachstumsantwort gestort

Unter Mal3ig-Licht-
Bedingungen und im
Vergleich 20°C zu
28°C zeigt tirl eine
stark verringerte
Reaktion im
Vergleich zum
Wildtyp.

Hypokotyl 3,7 X 2,6 X
Zellen 4.5 X 2,2 X .




Ergebnisse: tirl-axrl-Doppelmutanten
zeigen additive Interaktion

® WT und tirl
zeigen +-
denselben
Phanotyp

® axrl zeigt
typisch
puschigen,
Kleineren
Phanotyp

® axrl-tirl sind
ahnlich axrl,
aber kleiner
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Ergebnisse: tirl-axrl-Doppelmutanten
zeigen additive Interaktion

tirl alleine reagiert wie
WT

tirl und axrl
zusammen zeigen eine
starkere Reaktion als
axrl alleine

Kritik: Keine geringere
Konzentration getestet
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Ergebnisse: Isolation des TR 1.
Methode: sie/(

Ti plasmid

I | ‘\
http://2014.igem.org/Team:Hannover/Prot

ocols/Transformation/Arabidopsis



Isolierung des TIR1 Gens mittels
T- DNA Insertion

I Restriktion genomischer
Pfl.- DNA

E. coli N Nutzung als Sonde fiir den

(Antibiotika- Southern- Blot
Selektion)
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Isolierung des TIR1 Gens mittels
T- DNA Insertion

- dient als Kontrolle:
tir1-9 WT / - Ergebnis: Langenpolymorphismus

- das bedeutet der Plasmid ist als Sonde

ﬂ %_ geeignet

-ﬁ'_' ':_:3'1

ﬁ - das gleiche fur cDNA- Bank (Nutzung der
-

'_ g _':r;' Sond 'E.‘)

= - bei der E.coli Kolonie bei der eine Bande

= auftritt ist das gesuchte Gen (cDNA)
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Ergebnisse: Isolation des TIR1-Gens
Methode:

® Bisher: EMS-Mutanten = tirl-1

® Jetzt: T-DNA-Mutanten = tir1-9

_ >5 kb T-DNA (empty vector, gescreent) -

® Plasmid rescue => 2,2kb Fragment von TIR1

® RNA-Exktraktion aus tirl-1-,
blotten mit tir1-9 Sonde




Ergebnisse: Isolation des TIR1-Gens
Methode:

Komplementation von tirl-
Mutant mit  TIR1-cDNA
und 35S-Promotor

Normale Reaktion auf
2,4.D ist
wiederhergestellt. Es
wurde also das richtige
Gen gefunden!
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Ergebnisse: TIR1 besitzt LRR-
und F-Box-Domanen

TIR1

SKP2 112

Grrl 320 MESEES I N .
COZ2F5.7 60 PEHKERYENT <N . | R . . LDGSNW
UFO 50 S RS DRP . PAR HGINE FEASIN . . SN
FIM a7 A . PAE = VORI TS T sl

Cyclin F 35 [SETEE . |3 - A o NHAS
Cdc4 278 HRFR 3 . B =Gl R . KSTS

Consensus Lp-BLL--IF--L-——-Da--a--VCK-WY-La------ a-
VL R I

Ahnliche Proteine sind regulatorischer Natur und
binden SKP1 mithilfe der sogenannten F-Box



Ergebnisse: TIR1 besitzt LRR-

und F-Box-Domanen

SGERKEIMRCISGEWDAVPA
SVSSRISTTIENIBSYATVQSY
LCOEPKIRORIEMYT. DY TEDA

STKDISR RWE PSEPFVMEPNVALTEQ

RNRPNRTRIARIRC T TEFKAPDYLTLEPLDI
EHSKDMRRISSIUSGLLTDKVFE
KKMEMEBSVIAFRGDSDL
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LANASKMETWR SLWMSSCS

Unter Proteinen
haufiges, durch
seine Struktur
spezifisches
\Y/[e]1)\Y,

Tirl hat 16
degenerierte
Leucine-rich-
repeats

=> weitere
Recherche...



Ergebnisse: TIR1 besitzt LRR-
und F-Box-Domanen

CO2ES.T HilI

SKFZ ik

Grrl FUT]

Einige Proteine mit ahnlicher LRR-Domane besitzen
ebenfalls F-Boxen und sind fahig, einen Ubiquitin-
Protein-Ligase-Complex nhamens SCF zu bilden.
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Zusammenfassung

Funktionelle Charakterisierung:

tirl-Mutanten zeigen verschiedene
Beeintrachtigungen in der Auxin-Antwort

o z2.B. Seitenwurzelbildung, Zellproliferation,
Zelllangenwachstum, Wachstumsregulation

tirl-axrl-Doppelmutanten zeigen eine
additive/synergistische Interaktion

TIR1 wird dominant-rezessiv vererbt und
seine Funktion ist moglicherweise redundant



Zusammenfassung

Genetische Charakterisierung
Lokalisiert auf Chromosom 3, Position 128
Besitzt F-Box und LRR-Domane

Ist damit moglicherweise an einem Ubiquitin-
Protein-Ligase-Complex beteiligt

Weitere Verwandte in Arabidopsis und Reis
(LRFs = Leucine-rich-repeats-F-Box)



Aktualisiertes Model

Auxin —» Rezeptor : Auxin —» Rezeptor
N R . ARF-0p
ARF1 | o ARF1
promoter cis element. F promoter cis element m
Expressaon > Expression
var. 1: ARF-bp acts as " var. 2: ARF-bp acts as
repressor A i activator

auxin response
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Vielen Dank fur die Aufmerksamkeit!




