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Das Paper

Identification of an SCF ubiquitin—ligase complex required for
auxin response in Arabidopsis thaliana

William M. Gray,1,4 J. Carlos del Pozo,1,4 Loni Walker,1 Lawrence Hobbie,1,5 Eddy Risseeuw,2
Travis Banks,2 William L. Crosby,2 Ming Yang,3 Hong Ma,3 and Mark Estelle1,4,6

Inhalt:
Dieses Paper:

« Zeigt, dass TIR1 in Arabidopsis mit Skp1 (wie ASK1 und ASK2) und dem
Cullin AtCUL1 einen Komplex formt, der SCFT'R' genannt wird

« Weist nach, dass der SCF-Komplex weitere Komponenten neben ASK1 als
Vorraussetzung fur die Auxinantwort benotigt

- Auxinsignale werden von SCFT'R! vermittelt



Expression von TIR1

* Annahme: AXR1 und TIR1 spielen im
selben pathway eine Rolle

«  Uber Northern Blot dedektierte man TIR1
in Wurzeln, Spross, Blatt und Blaten

« Expression von T/R1 bestimmen:

Promoter GUS (B-Glucuronidase) wird
eingefihrt

- Genaktivierung sichtbar

- hohe TIR1:GUS Expression in
Wurzelapikalmeristemen, wachsenden
Kotyledonen und Hypokotylen




Expression von TIR1

Starke TIR1:GUS Expression in:
« Apikalmeristem von Spross (D) und Wurzel (C)

« Bllte, speziell Narbe und Fillament (H)




Expression von TIR1
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TIR1 Funktionen in lateralen Wurzeln

« Entwicklung lateraler Wurzeln = Hypothese: benotigt Auxin

« TIR1 wird in der lat. Wurzelentw. exprimiert

- Hypothese bestatigt



TIR1 Funktionen in lateralen Wurzeln
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Test, ob TIR1 Entwicklung einleitet: W r T
in tir1-1 Mutanten cycAt Expression wird Gber w010 cor L
cycAt-gus Reporter betrachtet N
Wenn Initiierung von LRs TIR1 abhangig = B
erfolgt, ist eine reduzierte Anzahl von —_— il
Primordien zu erwarten und weniger CGFs ﬂ* . ﬂ|
t=1 t=4 e l.=3;!l ! E — - -
i . 3 3
ol Al Ergebnis: £
B T - TIR1 wird fiir die cycAt Expression
U " - bendtigt

TIR1 ist notwendig um in G2 Phase
einzutreten



Proteine, die mit TIR1 interagieren

* Yeast-two-Hybrid: Methode zum Nachweis von Protein-Protein-
Pr1/Pr2

association
DBD-T Prl Prl
AD mif

Binding to gene
promoter

« Scree
2> 7x10°8°
- Einteil

Gene activation

1 33 bestatigt

Reportergene

DNA



Proteine, die mit TIR1 interagieren

« Sequenzanalysen der 2 Klassen:
— 1. Klasse identisch mit Atskp1 Gen - umbenannt zu ASK1

— 2. Klasse bezieht sich auf ASK2 Gen
« Homolog zu SKP1 Gen in Arabidopsis (ASK1)

— Es wurden noch 8 weitere Mitglieder dieser Genfamilie entdeckt
(ASK3 bis ASK10)

— ASKT1 und ASK2 haben die gréBte Ahnlichkeit untereinander



Interaktion mit TIR

Veranderung der F-Box Domane von
TIR1, hochkonserviertes Prolin (AS10)

wird zu Alanin verandert > TIR1p4p4 TIR Livector
. . g sl TIRVASK1

Die Mutation zerstort die Fahigkeit zur
Interaktion TIRL,, /ASK]
T[RlFmMﬁKl

Nur die F-Box reicht fur eine Reaktion

aus TIR1/ASK2

TIRL,  JASK2

TIRL,, /ASK2




Bildet TIR1 SCF-Komplexe?

« Vorbereitung fur die Immunprazipitation:

Charakterisierung der Antikorper von ASK1
und ASK2

C

ASKI - A S ASKZ a ASK2
prelmimune preimmune



Immunprazipitation

Experiment zum Nachweis von Interaktionen zwischen
TIR1(Protein) und ASK1 und ASK2

T
AN 998N
MYC

Morsern




Immunprazipitation

 Western Blot:

a-Myc |a-ASK1 |a-ASK2




Spezialfall

Warum verwendeten die Forscher die tir1-1 Mutante, anstatt
dem Wildtyp?

Antwort :

Da die tir1-1 Mutante kein funktionales
TIR1 produziert, sind in der Pflanze
lediglich intakte TIR1-MYC enthalten.

Es kommt zu keiner Konkurrenz zwischen
dem getaggten und den ungetaggten TIR1.

- Pulldown ist effizienter



Co-IP Ergebnis

* [nteraktion zwischen TIR1 und ASK1/2



§CF- Komplex

\ SCE- Komplex

> SQF- Komplex?

In Arabidopsis
wurde das Cullin
AtCUL1 identifiziert



Bildet TIR1 SCF — Komplexe?

extracts

AtCUL1>

«  Wirkungsweise von AtCUL1
mit TIR1 Ober
Immunprazipitation
untersucht

Ergebnis zeigt: TIR1 ist im SCF-
Komplex enhalten



ASK1 wird fur Auxinantwort
benotigt

20

Isolierung einer ask1-1 Mutante

Pflanze erst ohne Auxin
angezogen, dann auf Platte mit
2,4-D transferiert

—
un

—
-

# lateral roots

* aski-1 Mutante: kaum lat.
Wurzeln, resistent gegentber
Wurzelinhibierung $




Auxinresistenz im Phanotyp:

o Wildtyp

¢ tirt-1

o aski-1

A tir1-1, aski-1

Experiment bestatigt genetische
Inltlgraktion zwischen ASK1 und
TIR1

(L1

% inhihition

] .1 0.2 03 04 .5
[24-D] uM



TIR1 Uberexpression fuhrt zur
Auxinantwort

 Transformation: Glucocorticoid- induzierte TIR1
Expression

« Zugabe von Dexametason
- Uberexpression Peve-TIRT Piy-PT0A

Dex -

T e F
TIR1 = "Hﬁ
A s L 1
=




Phanotyp im Licht

Pova-TIR1  Col Pgyg-PIDA

Zugabe von Dex.:

« Entwicklung lateraler
Wurzeln

 _Root Points®

F-box Mutante verhalt
sich wie WT



Pivi-TIR1 Col  Pgyg-P10A

Bel Dunkelheit

WT und F-Box Mutante:
« Vergeilt, Elongation des Hypokotyls

Uberexpression von TIR1:
* Inhibiert Sprossachsenwachstum
« deetiolation®



Auxinantwort

» TIR1 Uberexpression dhnelt Auxinantwort




Mit Gus - Reporter

 Auxininduzierte plAA4-gus Expression
—> gut sichtbar

- dex _— dex L4 e +3,-I"|} o X



Ergebnisse

* In Arabidopsis bilden ASK1 (ASK2) und AtCUL1 mit
TIR1 einen SCF-Komplex genannt SCFTIR1

(AtCUL1 wird von RUB modifiziert)

« SCFTIRT Komplex lasst sich auch auf andere Pflanzen
erweitern



Neues Modell

auxin response
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