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Wachstumsregulation - Phototropismus
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Wachstumsregulation - Phototropismus
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“"When seedlings are freely
exposed to a lateral light
some influence is
transmitted from the upper
part of the coleoptile that
acts on the lower part of
the coleoptile”

“The Power of Movement in
Plants” (1880) by Darwin
and Darwin.
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Wachstumregulator - Auxin
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Auxin diffuses * Nachweis der Mobilitat
into agar block )
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Das 1. identifizierte Phytohormon!



Auxine

P Cl COOH
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Native auxins: \ oy ™
T NH N
N H
H
indole-3-acetic acid (IAA) Indole-3-butyric acid (IBA) 4-chloroindole-3-acetic
acid (4-CI-IAA)
Gallery of synthetic auxins
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Synthetic auxins: o™
o~ e C‘ OCH3
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2 4-Dichlorophenoxyacetic a-Naphthalene acetic acid 2-Methoxy-3,6-
acid (2,4-D) (a-NAA) dichlorobenzoic acid
(dicamba)

Auxins have an aromatic ring and a carboxylic acid group
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uxinbiosynth
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Auxinbiosynthese

| Ah -Gl

altes Biosyntheseschema

Mashiguchi et al. PNAS 2011



Auxinbiosynthese

| Ah -Gl | Ad-51u

altes Biosyntheseschema neues Biosyntheseschema

bis heute: keine Mutanten isoliert die kein Auxin mehr produzieren kdnnen!

Mashiguchi et al. PNAS 2011



Auxintransport

Auxin wird primar an einigen
wenigen Stellen innerhalb der \ TRNA
Pflanze gebildet

— Meristeme + Blattspitzen

=) ]— Lateral auxin
| movement

¥ ¥

von dort aus wird Auxin in ander
Teile der Pflanze transportiert

Yy i
N Paolar auxin
movement

Shoot

Foot

Auxin
circulation
at root tip

{b) Auxin transport throughout a plant



Auxintransport

Cellwall — L

Auxin influx
carrier (AUX1)

Auxin efflux
carriers (PIN
profeins)

Direction of
auxin transport:

More basal
PIN proteins,
more polar
transport

More lateral

PIN proteins,
more lateral

transport

(a) Cellular mechanism of auxin transport

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

Auxin exits cells as an anion
via auxin efflux carriers—

PIN proteins—which occur in
different types, including basal
and lateral.

The locations of AUX1 and

PIN proteins determine the
direction of auxin movement
through living tissues. Changes
in PIN protein location may
alter the direction of auxin
flow,

= ]— Lateral auxin

movement

Yy Polar auxin
= movement
Shoot

Foot

Alxin
circulation
at root tip

(b) Auxin transport throughout a plant



Auxintransport — Auxingradienten

Copyright @ 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Molecular Cell Biclogy

Transport is essentiell fur
alle Auxin-regulierten

Prozesse

» Polaritat des Embryos
Apikaldominanz
Wurzelentwicklung
Vaskularisierung



Auxintransport
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Die Reaktion ist abhangig
von der Konzentration und
Sensitivitat des jeweiligen Gewebes

Die Sensitivitat gegentber Auxin ist
abhangig vom Gewebe (und Spezies)



Auxin - Zusammenfassung

 das erste ldentifizierte Phytohormon - Wachstumsfaktor

 reguliert zahlreiche Prozesse in Wachstum und
Entwicklung

» Biosynthese weitgehend aufgeklart (1930 - 2011)

 VVerschiedenste naturliche + synthetische Auxine
verfugbar

» Transport essentiell flr Diversitat in biologischer Funktion

» Signaltransduktion ?



die ersten paper

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

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

— p» nhachster Termin



Arabidopsis thalilana

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



EMS Mutagenese

EMS =
Ethylmethansulfonat
9 J

|

Basenpaarsubstitution
G/C nach A/T

Nature Reviews | Genelics



Mutante —» Gen

EMS mutagenesis of
initial phenotyping . .
Rrs-7 —
TIHE screen ]—>. —3 (e.g., hormone responses} mutant |SO|at|On
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EMS lost viele hundert Mutationen im Genom aus
- |.d.R.: nur eine Mutation kausal an Phanotyp beteiligt



Mutante —» Gen

= ke T T M3 initial phenotyping . .
ngr:;een mutants | | (e.g., hormone responses) mutant isolation
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Mutante —» Gen

EMS mutagenesis
Rrs-7
TIHE screen

of M3 -
mutants

initial phenotyping
e.g., hormone responses)

mutant isolation

>

outcross to Got-7

backcross to Rrs-7

(genetlc characterlzatlon)

M3 crosses
(test for allelism)

inheritance) ( #of genetic characterization
(dominant/ | independent <«
recessive) || mutations

—

mapping
population population

B

BC1

next-generation
equencing/mappin

backcrosses
to Rrs-7

BC3

|dentification of SNP
and “clean-up”

identification of (
causal genes

phenotyping

)

(clomng e transformallon

T-DNA)
;-LﬁaNr:
qutar 3

\

—» phytohormone responses (auxin, GA3, BR)
—» light signaling (light qualities)
—» circadian regulation (periodicism)

—» temperature-induced flowering time

mutant verification
and characterization

—» temperature-induction of HSP70:LUC

v

( phenotyping (TIHE) )

3 others (chromatin state, etc)



Kartierungspopulation

Out-crossing mutant Chromosomes
rezessive Mutante x (Fremd-) WT
* X r H 4
F
1 . ” Selbstbestaubung der F1

} 1
F2 .r |
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Kartierung

B. e 4 |.|><”

Allele frequency
N Mutante Fremd-WT
e (Col-0) (Ler)

oo <4—— Anreicherung d. kausalen Mutation
- alle Pflanzen mit mut. Phanotyp homozygot

/1
2/8

4/6

Ausdinnung d. SNPs (Col vs. Ler) durch
Rekombination

5/5

- Kopplung/linkage:

je ndher zwei Loci zusammenliegen, desto
unwahrscheinlicher ist das Auftreten eines
Rekombinationsereignis zwischen ihnen



Kartierung

: Tt |
Allele frequency
) Mutante Fremd-WT
i o (Col-0) (Ler)
O candidate gene
10/ H
interval
o futher fine-

mapping (F3, F4)

2/8
Q candidate gene

4/6
5/5
— Zeitaufwandig, viel “hands-on” Arbeit!

6/4

5/5



“new”. mapping-by-sequencing
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“new”. mapping-by-sequencing

= o N Funktioniert auch mit Ruickkreuzungen
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“new”. mapping-by-sequencing
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3 SNPs gepruft
— candidate
gene identifiziert!
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Mol Gen Genet (1987) 206:200-206 Mm—

© Springer-Verlag 1987

Auxin-resistant mutants of Arabidopsis thaliana
with an altered morphology

Mark A. Estelle* and Chris Somerville
MSU-DOE Plant Research Laboratory, Michigan State University, East Lansing, MI 48824, USA

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

|Identifizierung von Signalelementen, die an der Auxinresponse
beteiligt sind

Zu diesem Zeitpunkt:
 keine Enzyme der Auxinbiosynthese bekannt

* keine Information zu Elementen der Signaltransduktion
* Arabidopsis war noch nicht sequenziert!



axr Mutantenscreen

Ziel: Isolierung von Mutanten, die resistent gegenuber
der Auxinbehandlung sind (axr = auxin resistant 1)

EMS Ve DY

6+7 axr Mutanten

+ aus 2x 150 000
auxin gescreenten M2
i - /

auxin




welitere Phanotypen der axrl Mutante

‘ axrl Mutanten sind:
kleiner (Rosette)
kUrzere Blattstiele
Veranderte Blattform

‘ axrl Mutanten bilden
vermehrt sekundare
Infloreszenzen

= Verlust der
Apikaldominanz




Wurzelreaktion auf Auxin - IAA
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Wurzelreaktion auf Auxin - 2,4-D

IAA
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axr Mutanten zeigen verminderte Wurzelinhibierung in Reaktion auf 2,4-D und I1AA



Auxin-resistant mutants of Arabidopsis thaliana
with an altered morphology

Mark A. Estelle* and Chris Somerville
MSU-DOE Plant Research Laboratory, Michigan State University, East Lansing, MI 48824, USA

Fazit:
Isolierung von axrl Mutanten mit erhohter Resistenz
gegenuber Auxin, die aullerdem 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 Biology, Indiana University, Bloomington, Indiana 47405

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



Isolierung weiterer axr Mutanten

Table 1. Racovery of axr? Mutan'l;s.‘

M2 populaticn Mutagen Selection Mutants recoverad

A EMS 240  axr1-
axri-2

axr]-3
axri-4
axri-5
axri-6
B* EMS 24D axri-F
axri-&
axr1-9
axrt-11
axri-12
axr?1-15
iy EMS 24D axrl-16

t 17 Charakterisierung der Mutationen

axrt-18

e — rezessiv/dominant

axri-20

axri-21 -
o EMS laA axr1-22 - A”e“e

o ¥ 24-D axrl-23

= A total of 470,000 seeds from four distinct M2 populations was
scregned for mutants that were able to elongate roots on aither
B uM 24D or 50 pM IAA.

" Estelle and Somerville (1987).

° This study.

zu den 12 axrl-
Mutanten noch
weitere 8 isoliert




Genetische Charakterisierung

Elterngeneration

~ ,
aa ? AA Table 2. Genetic Segregation of 2,4-D Resistance in axr7 Lines

Number of Plants

F1-Generation

Cross Resistant  Sensitive x?*°
Aa axr1-19 x wild-type F1 0 23
_ F2 186 493 2.07°
F2-Generation axr1-21 x wild-type F1 0 51
~ F2 82 281 1:12°
axr1-22 x wild-type F1 0 22
F2 56 216 2.83°
A Ae Ra axr1-23 x wild-type F1 0 33
F2 117 383 0.683°
* xv? was calculated based on an expected ratio of three sensitive
axrl X WT to one resistant.
°®pP> 0.05.
X % p
- axrl mutants are
=5 F1 recessive

X X X F2



Allelietest

30 axr Mutanten isoliert
— 30 verschiedene Gene oder 30 Mutationen im gleichen Gen?

4>



Allelietest

axrl-12 axrl-3

aa bb
Mutationen allelisch

F1 3 oder oder in verschiedenen
2aBB Genen?

AAbb ab = aa

¢

allelisch
— das gleiche Gen

Komplementationstest
auf Auxin




Allelietest

axrl-12/
axrl-12

axrl-3/
axrl-3

F1 X oder

axr/AXR

axr/axr

Komplementationstest
auf Auxin

Mutationen allelisch
oder in verschiedenen
Genen?



Allelietest

axrl-12/ axrl-3/
axrl-12 axrl-3

Table 3. Complementation Analysis of axr7 Lines

Number of Plants

Cross Resistant Sensitive
axr1-12 X axr1-3 33 0
axr1-19 x axr1-3 21 0
axr1-20 X axr1-3 13 0

F1 * oder axr1-22 X axr1-3 24 0
axr1-23 x axr1-3 39 0

axr/AXR axr/axr

— Mutationen sind verschiedene Allele im selben
Gen!




axrl Phanotypen

WT  axrl-12 axrl-3

Figure 1. Phenotype of Wild-Type and Mutant Rosettes.

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

(b) axr1-12/axr1-12

(c) axr1-3/axr1-3

Bar =1 cm.

Figure 2, Companson of Mature Wild-Type and Mutant Plants

Wiid-type and mutant plants were photographed when 7 weeks

— Allele zeigen oa
unterschiedliche Auspragung "
morphologischer Defekte




Quantifizierung morphometrischer Parameter

Table 4. Morphalogy of Wild-Type and Mutant Plants

Wild Type

arr!-3 axrl-12
Height {em) 50.9 =+ 1.0 84213 1.2 +18
Mo, of inflorescences 575 +0.25 625 = 1.4 BB+ 16
Mo, of lateral branches 462+ 45 987+ M 4 1240+ 244
Distance betwean siligues (omi) 0.65 = 0.04 0.30 = 0.01 0.32 = 002
Mo, of siiques B73.75 + 6B.0 526.5 + 56.0 24+13
No. of pollen grains/flower 2035.0 = 500.0 27000 £ 337.0 G680.0 = 32.0
Hypocotyl length in etiolated seediings (cm) 1.40 = 0.04 1.20 = 0.05 0.77 +0.03

§

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

weitere Phanotypen:

- Wurzel Gravitropismus + Wurzelelongation

= klassische Auxinprozesse



Map-based cloning

* Vorraussetzungen:

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

— Auskreuzung

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

— genetische Karte der Markerpositionen



genetische Karte Col vs Ler

1 2 5 a s
an 10 to 302
336 262 1 19 506—:;2 gg>2_79 ;t:; o
429 o g5 -002 243 = 73 :
% :lg Pt 224 & 114
lPh.A;aJ 152 =026 551 + 16.3 g“{)g 5 00 518 4 152 2CHE2 T 148
41 1 199 2 -0
' T 1 202
1 265 %6
22 31.0 255 ¢ 292 306 1 285~ 0% 291 4 278
33.1
235 + 364 a8 4 23 226
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310 & 318 =154 216 T 499 >o18 g1 + 484 o
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3213 g3~ 209 24 beos_ i ]
4 &1 =00 281b ¥ §42 —o11 a2 ' 423 o 68
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24 497 T R 409 sA12105 + N2
LAt-24 1 50 . pra
246 7 %0 225 + 794
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213 + #7s = 9% 330 + 864
18- HI2>2” 2335 T 32 - 1.59
280 99.0 424 + 933 28
nAt1511a ' s
NAt1511b P 1019 = 259 435 f A
4 tz 104.3 — 0.05
305 & 1071 1003
41 100.0 ] :
315 + 1130
555 = 1182
253 T 12 211 4 1213 >a17
453 125_5:'"0.09
chv-1 L 1318
532 134.7 > 015
297 136.3
ja3012 /] 72

132 1 1444



RFLP marker Karte

wnamip i o s  An verschiedenen
s o 220 Positionen im Genom
ol 251 - lassen sich Col-0 und
2| a5 Ler unterscheiden, da
i .. " die DNA-Fragmente
24— 338} &1 00 unterschiedlich grofs
AAL24 1 750 -~ sind (= molek. Marker)
281a 848 — 523
213 + 879
280 | oo RFLP markers g
RIET B3 e T
3] e S Y=
252 o 1234 __ 559
483 1 12 T || =Z==—=——
"2 L 11> 00
jAtaO??g 1373 _ - — —
132 144 4




Map-based cloning

Durchfuhrung:

Untersucht die F2-Pflanzen auf:

axrl Phanotyp (= Auxinresistenz und Phanotypen)
Genotypen an verschiedenen Markerpositionen

Kopplungsanalyse:
tritt die axrl Mutation bevorzugt mit einem bestimmten Marker auf



Map-based cloning of axrl

281a 4

213

280
nAt1S11a
nAt1S11b

305

421

315

252

453
civ-1
532

237
jAt3012

132

Synapsis: Pairing of

e je ndher das Gen an einem
m bestimmten Marker liegt,
| desto weniger
Rekombinationsereignisse
treten auf

Crossing wer/ ¢

(d.h. es liegt hauptsachlich
x x der Col-0 und nicht der Ni

Genotyp am Marker vor)

Table 8. Linkage Analysis betwean the AXRT Gens and RFLP
Markers on Chromosome 1

Recombination Mumber

Markers Fregquency (%) Scored”  Associated® P

RFLF 219 124+ 2.0 136 123.3 =i0.05%
ELE-S T g 63 5.6 0.231
99 174.0 =0.05
i : T 102 135.0 <005

" Refers 1o number of F3 families scored.

"y ¥ associated |s the total v° adjusted for deviations of each
individual marker from Mendelian segregation

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




The Piant Cell, Vol. 2, 1071-1080, Novemnber 1990 © 1990 American Society of Plant Physiologisls

Growth and Development of the axr1 Mutants of
Arabidopsis

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

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
Chromosoml



vorlaufiges Modell

D
.

AXR1
AXR1 — potentieller
Auxinrezeptor

auxin response




nachstes Mal:

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

Proc. Nail. Acad. Sci. USA
Vol. 91, pp. 326-330, January 1994
Biochemuistry

Early auxin-induced genes encode short-lived nuclear proteins
(plant hormone action/plant cell growth/protein stability / faa DNA binding motif /nuclear localization)

STEFFEN ABEL, PAUL W. OELLER*, AND ATHANASIOS THEOLOGIS'
Plant Gene Expression Center, 800 Buchanan Street, Albany, CA 94710

Communicated by Kenneth V. Thimann, October 4, 1993 (received for review August 11, 1993)



