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Legumes form new organs aHer symbio$c interac$on: 
‐ post‐embryonically on their roots 
‐ in response to signals from soil bacteria called “Rhizobium” 
       ‐ regulated external clues such as nitrate and pH 
       ‐ homeosta$cally regulated also INTERNALLY  

Lin et al, MOLECULAR PLANT 2011 



Soybean Nodule Ontogeny 

Ferguson et al (2010)  
Journal of Integra$ve 
Plant Biology 52: 61‐76  



Quesbon: 
 

‐  By what mechanism(s) are corbcal non‐stem  
 cells and pericycle stem cells induced to 
 divide to form such nitrogen‐fixing nodules? 



AND: 
 
How is this process regulated??? 
 



Simple AON Model 

First proposed by Gresshoff & Delves 1986 



Posibon of Nodulabon 
Genes  
in Soybean: 
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Soybean  ‘clock map’ kindly supplied by Prof. S. Jackson (c.f., Schmutz et al, 2010)  
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nod139 

Ancestral inser1on in GmNFR5β in some some cul1vars 

LysM1 LysM2 LYSM3 
Extra‐cellular 

Intracellular ‘Kinase’ Domain 

nn5  GmNFR5α 

Cloning of soybean mutant nod139 (= GmNFR5) 
   and nn5 

Indrasumunar et al (2010) Plant & Cell Physiol. 51: 201‐214.  



1 MELKKGLLVF FLLLECVCYN VESKCVKGCD VAFASYYVSP DLSLENIARL MESSIEVIIS FNEDNISNG YPLSFYRLNI 

81 PFPCDCIGGE FLGHVFEYSA SAGDTYDSIA KVTYANLTTV ELLRRFNGYD QNGIPANARV NVTVNCSCG NSQVSKDYGM 

161 FITYPLRPGN NLHDIANEAR LDAQLLQRYN PGVNFSKESG TVFIPGRDQH GDYVPLYPRK TGLARGAAVG ISIAGICSLL

241 LLVICLYGKY FQKKEGEKTK LPTENSMAFS TQDVSGSAEY ETSGSSGTAS ATGLTGIMVA KSMEFSYQEL AKATNNFSLE 

321 NKIGQGGFGA VYYAELRGEK TAIKKMDVQA STEFLCELKV LTHVHHFNLV RLIGYCVEGS LFLVYEYIDN GNLGQYLHGT 

401 GKDPLPWSGR VQIALDSARG LEYIHEHTVP VYIHRDVKSA NILIDKNIRG KVADFGLTKL IEVGGSTLHT RLVGTFGYMP 

481 PEYAQYGEEA DISPKVDVYA FGVVLYELIS AKNAVLKTGE SVAESKGLVA LFLNQSNPSE SIRKLVDPRL GENYPIDSVL 

561 KIAQLGRACT RDNPLLRPSM RSIVVALMTL SSPTEDCDTS YENQTLINLL SVR 

GmNFR1β
(4,373 bp)

LjNFR1
(5,687 bp)

78              82   63 79              88         92           92 87 90         92   89     87     % identity

77               82   63 80           92          91         91 87 91       94  89     88     % identity

GmNFR1α
(4,690 bp)
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Cloning of a second Nod factor component  
gene in soybean (GmNFR1) using mutants nod49 and rj1 



A 

 GmNFR1α complements the nod49 mutation


Nod49::npGmNFR1α

nod49 
empty 
vector


Nod4::p35SGmNFR1α


Also Kereszt et al (2007) Nature Protocols 

nod‐ 
Nod+ 

Nod+++ 

Transgenic complementabon confirm allele detecbon  
and gene idenbty 



EMS 
mutabon 

Wild type 

nts1007 

Isola$on of AON/supernodula$on mutants 



Positional Cloning of GmNARK in Soybean: 
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GmNARK/GmCLV1A LRR structural model  

CleH/Island 

S562L CLV1A 

V370D  L346F  

The cleH and the severity of the two mutant alleles suggest a ligand  binding site  



Line   Mutabon  Phenotype 
nod4 (W)  T>C = V370D   supernod 
nod9p (W)  T>C = V370D   supernod 
nod1‐3 (W)  G>A = G863D   hypernod 
nts1116 (B)  V837A  hypernod 
nod3‐7  (W)  C>T = L346F   hypernod 
F262 (F)  W677* + L829V  supernod 
nod2‐4 (W)  Het L346F  WT* 
F23 (F)  H811Q and H789=   WT 
nts1007 (B)  Q106*  supernod 
PvNARK1  supernod 



Simple AON Model 

First proposed by Gresshoff and Delves 1986 

So what are the signals? 



KLAVIER‐ 
Controls Vascular  
Development 

Diagram from 
Ferguson et al (2010) JIPB 

The 
UP Signal ‘Q’ 

Dugald 
Reid 

•  Reid et al. (2011) 
Annals of Botany 

•  Reid et al (2011) 
      MPMI 
•  See talk in Funcbonal 

genomics Workshop    



RIC n’ NIC, NARK RNA expression in soybean 

NARK  RIC1  NIC1  RIC2 

root  ++  +  +  + 

leaf  ++  ‐  ‐  ‐ 

NARK transcrip$on in all $ssues, except SAM and RAM 
NARK‐OX in Lotus inhibits hypocotyl transforma$on 
NARK mutants have normal leaf, floral and SAM development 
NARK mutants segregate as single recessive muta$on 
 



Three CLE pep$de genes 

GmRIC1  about 90‐100 aa 
GmRIC2     no introns 
GmNIC1    duplicated 
        with inac$ve copies 

Variable region (60 aa) Signal pep$de 
    (25‐30 aa) 

GmRIC1 

GmRIC2 

GmNIC1 

CLE pep$de 
   (12 aa)  

C terminal  
region (4‐8 aa) 
    

Reid et al (2011) MPMI 
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The Down‐SIGNAL:   Shoot Derived Inhibitor (SDI) 

 Lin et al; New Phytologist 2010;   NATURE Protocols 2011 



Developmental Cross‐Feeding 

Water 
Extrac$on 

& Treatment 

Leaf of treated 
WT plant 

Feed into 
Mutant Plant 

Phenocopy 
to WT 

(Suppression Assay) 

Pe$ole Feed 
& 

Plant  
Movement 



Pebole‐applied 
glucose and mannitol travel  
in both basi‐ and acropedal 
direcbon. 
Glucose: 0.5, 1.0, 3.0 hr 
Mannitol: 24 hr 



Simple and fast  Broadly applicable 





Finding the acbve principle for SDI: Solvent/HPLC separabon 

nts mutant V837A 

BRAGG (WT) 

Water‐frac$on 

Methanol‐frac$on 
Not soluable 



Finding the acbve principle for SDI: Separabon Scheme 

Leaf extrac$on (inoculated mutant and WT) 

Water/Methanol par$$oning 

LH‐20 Sephadex column separa$on 

Suppression Bioassay 

Suppression Bioassay 

Suppression Bioassay 

High resolu$on LC‐ESI MS  

Mass determina$on 

Molecular structure predic$on 

Molecular structure determina$on by NMR 



Finding the acbve principle for SDI: Bioassay 

* separated via a Sephadex LH‐20 size exclusion column.  

0 

100 

200 

N
od

ul
e 

nu
m

be
r 

0 

100 

200 

300 

-1-15 -1-16 -1-17 

N
od

ul
e 

nu
m

be
r 

*nts1116 plants were fed with Bragg  
frac$ons ‐1‐15 to ‐1‐17. N=5 ± SE  



Finding the acbve principle for SDI: Analysis 

Posi$ve mode  Nega$ve mode 

High resolubon LC‐ESI MS (posibve and negabve mode) of Bragg ‐1‐16 
 

MW:XXX (small)  + 
+ 

‐  ‐ 

High resolubon LC‐ESI MS (posibve and negabve mode) of nts1116 (V837A) 
 



Finding the acbve principle for SDI: Analysis 
High resolubon LC‐ESI MS (posibve and negabve mode) of Bragg ‐1‐16 
 

+ 

•  Not present in neighboring ‐1‐15 and ‐1‐17 
•  peak (=XXXXX) (ChemCalc) 
•  best calculated molecular formula  
     for the ac$ve SDI molecule was CxxHqqObb 
•  Scifinder (CAS, American Chemical Society)    

Best candidate:  
YYYYYYYYYYYYYYYY, 
 a breakdown product of triterpenoid saponins. 
(Structural verifica$on is in progress)  

??? 

•  Product of mevalonate pathway:  ac$vated in AON (see Kinkema and Gresshoff 2008) 
•  Known to be transported in plants and inhibitory of cell divisions 



Transport/Binding  
not understood 

Current Model  
of  
Legume Autoregulabon 
of Nodulabon (AON) 



Conclusions: 
1) Coupling mutagenesis with molecular physiology  
   and high through‐put func$onal genomics  
   and biochemical analysis allows establishment  
   of causally supported molecular networks 
 
2) Nodula$on teaches us a lot about plant biology 


