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Heutiges Paper

The TIR1 protein of Arabidopsis
functions in auxin response and is
related to human SKP2 and yeast Grrlp

Max Ruegger,” Elizabeth Dewey, William M. Gray, Lawrence Hobbie,” Jocelyn Turner,
and Mark Estelle®

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

Yorgehensweise:

Screening nach neuen Mutanten mit neuen Phinotyp

Neuer Phanotyp: CPD, NPA- Resistenz
(CPD, NPA: Wachstumshemmung durch Inhibierung des Auxin-
Transport in der Wurzel)




Charakterisierung der #ir/ Mutanten

Durch Screening mittels CPD 16 Mutanten mit gleichem Phinotyp erhalten

Komplementationsanalyse:

5 Mutanten haben verschiedene Allele des selben Gens (TIR1)

tirl = transport inhibitor response 1

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

F, root F, genotype'
length
(mm) tirl/tir? tirl/+2 42
17 2
16 5
15 1
14
13
12 1
11
10 6
9 6
8 i 6
7 3 4
6 2 4
5
4 1
3 i
Totals 8 27 14

'Genotype determined by analyzing CPD resistance in F,
plants.
2Number of seedlings.

Table 2. CPD resistance in tir homozygous
and heterozygous plants

Root length

Line (mm) +S.E. No.
+/+ 7.8 ' 0.1 32
tirl-1/tirl-1 157 0.3 33
tirl-3/tiri-3 15.8 0.4 34
tirl-7/tirl-7 13.0 0.5 33
tirl-1/+ 10.9 0.3 15
trl-3/+ 12.5 0.3 17
tirl-7/+ 12.6 0.2 17
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Charakterisierung der #ir/ Mutanten

* Ergebnisse:

e Partielle Dominanz (Semidominanz)

e CPD inhibiert Transport oder Signal



transport vs. signaling effect
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polar IAA transport
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Ergebnis: kein Transporteffekt

schwarze Balken: WT
gepunktete Balken: tirl- 1



Zellproliferation

Neues phanotypisches Merkmal: Schwellung

e Ergebnisse:

e tirl- I hat keine
Auxinwahrnehmung mehr
e CPD wirkt

wachstumsreduzierend auf
die Wurzel

rd-d




TAA induziert laterale Wurzel- Bildung

Auxin regulates plant development
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TIR1 Gen ist involviert in der lateralen
Wurzel- Bildung
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kleiner, aber feiner Fehler im Paper



TIR1 Gen ist involviert in der lateralen
Wurzel- Bildung

Ergebnisse:

Auxin fordert die Ausbildung von lateralen Wurzeln

tir] Mutanten nicht komplett Auxin ,,blind* (reagieren auf
Auxinkonzentration)

tir] Mutante hat wenig laterale Wurzeln



Zell- Elongation

e Test: temperaturabhingiges Wachstum des Hyperkotyls von WT und tir/-1

e (Primdre Auxinabhingigkeit, Giberellin und Ethylen haben in der Regel keine
Auswirkung)
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Zell- Elongation

Ergebnisse:
Wildtyp hat bei 28°C 4,5 mal ldngeres Hyperkotyl als bei 20 °C
tirl- I hat bei 28 °C nur 2,2 mal ldngeres Hyperkotyl

Weitere Bestitigung, das tir/ eine Storung im Auxinsignaling hat



tirlund axrl haben eine synergistische

Interaktion
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tirlund axrl haben eine synergistische
Interaktion

Ergebnisse:

Die Doppelmutante mit axr/- 12 und tirl- 1 ist sehr resistent gegen die hohe
Konzentration von 2,4- D

die Doppelmutantenwurzel ist 14dnger als tir/- I allein
Phinotyp im Habitus (laterale Wurzeln, buschig)

Schlussfolgerung: tir/ und axrl interagieren synergistisch miteinander
(evtl. im selben pathway)



Isolierung des T1R1 Gens mittels
T- DNA Insertion

Einbringen von DNA- Fragmenten durch Agrobacterium tumefaciens, zuvor
Austausch des tumerinduzierden Gens und anderen Genen durch
Kanamycinresistenzgen als Marker

Zufilliger Einbau in die genomische DNA

des Wirtes V Opine
Es existiert eine gro3e T- DNA Datenbank T-DNA Region \
Left Bordés ?It Border

l Ti Plasmid

Opine
Screen auf Catabolism,
Auxin-Resistenz Virua

[{cgitzm , —— igiﬁ of
teplication (ORI)

hhttp://de.wikipedia.org/wiki/Ti-Plasmid

tirl-9



Isolierung des T1R1 Gens mittels
T- DNA Insertion

tirl-9
I I I Restriktion genomischer
\l/ : Pfl.- DNA

Ligase

_s E.coli Nutzung als Sonde fiir
(Antibiotika- den Southern- Blot

Selektion)



Isolierung des T1R1 Gens mittels
T- DNA Insertion

- dient als Kontrolle:

tirl-9 WT / - Ergebnis: Langenpolymorphismus

o = - das bedeutet der Plasmid ist geeignet
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= - das gleiche fiir cDNA- Bank (Nutzung der
Sonde)

- bei der E.coli Kolonie bei der eine Bande
auftritt ist das gesuchte Gen (cDNA)




Isolierung des T1R1 Gens mittels
T- DNA Insertion

Northern-
Blot

8

TIA?

- Gen nachgewiesen,
TIR] 1st das gesuchte Gen
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Sequenzanalyse

MQERIALSFF EEVLEHVFSF

GNCYAVSPAT
SSSYTWLEET

IAATCRMNLEE

VOSYDLVELL

RFRLCIIEFK

CPVERVEIYR

VIRRFPKVRS
RLERMVVTDD
LDLRESDVDD

PNLESLEKLNR

CQUPELORLW
EQGLVSVSMG
APDYLTLEPL
LSVAFAGDSD
LWMSBCSVEF

TVAGPRFDMP

IQLDEDRHSV SLVCKSWYEI ERWCRREVFI

VELEGEPHFA

VSGHCLSHFP

AVPLEELATL

SGFWDAVPAY

VLDYIEDAGL

DFNLVPDGHG

GYVYPWIERAM

(Eirl-1)*
CLELTAKSFE HFEVLVLSSC

DTYTSLVSLN

LORAPQLEEL

LPAVYSVCSR

EVLASTCETY

CROMTNAALT

EGFSTDGLAR

ISCLASEVSE

GTGEYTAEVR

LTTLNLSYAT

RELRVFPSEP

TIARNRPNMT

(tiri-2)=

CEDLRRLSLSE
DSLRELEIRD
PELNVEVIDE

THRFSRQIIT

GLLTDEVFEY

CPFGDRALLR

RGAPDSRPES

THAL

- Mutation scheint verantwortlich fiir
die Auxin- Resistenz



Komplementation

Transformation
des p35S:TIRI
Plasmids 1n tirl-1

e Ergebnis:

 Beweis, dass TIRI das gesuchte Gen ist

e TIRI Gen befindet sich an Position 128
im Chromosom 3, nahe nga 128




TIR1 Proteine bestehen aus einer F- Box
und LRR

e F- Box und LRR homologe Proteine von TIR1:
Grrlp; SKP2; CO2F5.7

 F-Box:
— Homolge Proteine:
Sciugetiere und Hefe: SKP2; Mensch: Cyclin F; Hefe: Cdc4 und Grrl
— An die F- Box bindet SKP1, mit Cdc53 bilden diese den E3- Komplex (SCF)

 LRR: leucine rich repeats, (fiir Proteininteraktionen?)



TIR1 Proteine bestehen aus einer F- Box
und LRR
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TIR1 Proteine bestehen aus einer F- Box

und LRR
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Zusammenfassung:

Entdeckung neuer Mutanten (tir) iiber einen CPD und NPA- Assay
5 Mutanten (tirl-1, tirl- 2,tirl- 3, tirl- 6, tirl- 7)

Resistenz gegeniiber Auxin- Transportinhibitation

tir] Mutanten im Auxinsignaling gestort

Lokalisierung des TIRI Gens

Identifizierung des TIR1 Protein

Vermutung das TIR1 Protein ein Bestandteil des SCF- Komplexes ist



Hypothese:

e TIRI1 Protein ist ein Bestandteil des E3- Komplexes wie seine Homologen

L

!auxin response
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