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Warum blihen Marzenbecher im Marz
und Herbstzeitlose im Herbst ?




Einleitung

e Die Suddeutsche Zeitung schrieb am 27. April 2005

Bliihen auf Kommando

Blumen spielen auf Veranstaltungen Bluten auf Komman do erblihen lasst,

Nle der Bunaesgarten (10 ] nen die Prlanzenexpe [1EN SE

Themenparks der Bundesgartenschau
- ,Wunderwelt der Orchideen®

-> ,Blutenpracht der Hortensien*

- ,Dahlien, das sonnige Erbe Mexikos*




Einleitung

Die Blutezeit hangt von einer Vielzahl von Faktoren ab und es gibt
entsprechend viele Tricks, Pflanzen zu beeinflussen

Entscheidend ist letztlich das Licht:
Pflanzen erkennen anhand der Tageslange, wann fiir s ie der richtige

Zeitpunkt zum BlUhen ist.
ﬂ
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Einleitung

Einteilung der Pflanzen bezuglich ihrer Photoperiod izitat
Fosket, Plant Growth & Development, 495 (1994)

Day Neutral Plants Short Day Plants (SDP) Long Day Plants (LDP)

obligat Tomaten (Lycopersicum) | Chrysanthemen Nelken (Dianthus sp.)
Kartoffel (Solanum t.) Kaffee Hafer (Avena sp.)
Rosen (Rosa sp.) Tabak (var. Maryland M.) Klee (Trifolium sp.)
Mais (Zea mays) Tropische Maissorten

fakultativ Hanf (Cannabis sp.) Ackerschmalwand
Baumwolle (Gossypium sp) | (Arabidopsis thaliana)
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IHistenische Suche nach dem Florigen

Verpflanzung
Phloemextrakt
Molekularbiol

b >

Licht kann in Blattern blutenbildende Substanze n induzieren, deren
Wirkung am apikalen Meristem einsetzt (Sachs)




IHistenische Suche nach dem Florigen

Verpflanzung
Phloemextrakt
Molekularbiol

b >

1974-76 Pfropfexperimente, Extraktion von Phloemsaft (King, Zeevart)
1993/98/99 Extraktion von Phloemsaft  (Sakuth, Marenter, Kehr)
1992-99 Chemische Analysen des Phloemsaf tes

(Fisher; Sakuth; Marenter; Xoconostle-Cozeres; Kehr )




IHistenische Suche nach dem Florigen

Verpflanzung
Phloemextrakt
Molekularbiol

b >

bis 1998 Molekularbiologische Untersuchungen mit Mut anten ermoglichten
keine eindeutige Identifikation des Florigen. (Koorneef)
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Molekularbiol
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Wigge (John Innes Centre, Norwich, GB)
Waigel (MPI fur Entwicklungsbiologie, Tubingen)
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Was wissen wir heute ?

Mew meristem
primordium
Shoot apex

L Additional
gens
- targsts

™ Flower ™

./ formation

Oscillztion of CO protein
expression during 24 hours

CONSTANS (CO):

* misst die Tageslange
« oszilliert im Tagesrhythmus

» erreicht Peak in der
Abenddammerung

-> ist es dann noch hell,
wird das hochkonzentrierte
CO aktiviert und fthrt zur
Expression von FT
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_okale Induktion von FT

e Wie wird das FT-Signal vom Blatt in die Zweigspitze
translokalisiert ? (Huang et al., 2005)

Methodik:

Transgene Pflanzen kdnnen durch einen Hitzeschock lokal zur Expression von FT
angeregt werden.




_okale Induktion von FT

Wie wird das FT-Signal vom Blatt in die Zweigspitze
translokalisiert ? (Huang et al., 2005)

Methodik:

Um zu verhindern, dass zusatzlich lichtabhangige Signa lwege ablaufen, werden die
Pflanzen unter nicht-induktiven Bedingungen kultivi ert.

Short day / R




_okale Induktion von FT

e Wie wird das FT-Signal vom Blatt in die Zweigspitze
translokalisiert ? (Huang et al., 2005)

Methodik:

Um zu verhindern, dass zusatzlich lichtabhangige Signa lwege ablaufen, werden die
Pflanzen unter nicht-induktiven Bedingungen kultivi ert.

Short day / R

V.
HSp:FT :-?,..{\ Hitzeschock

Hsp:GUS - #< Mikrodissektion
L —— e ——

RT-PCR
GUS - Farbreaktion

R )




GUS-Farbreaktion

GUS codiert fur B-Glucuronidase

Haufig eingesetztes Substrat ist 5-Bromo-4-Chloro-3  -Indolyl- B-D-
Glucuronsaure, die zu einem unléslichen blauen Farb  stoff umgesetzt
wird.

-glucuranic
acid p-glucuronidase

+ glucuronic
acid

oxidation
ditmerization

S, a'-dibroma-4, 4'-dichloro-indigo

(insoluble, colored)




_okale Induktion von FT

e Vorversuch:
Ist eine lokale Induktion mit dieser Methode maoglich ?

Iy
| zzz 37 ¢ GUS |r.1 Blétt
und Zweigspitze




_okale Induktion von FT

e Vorversuch:
Ist eine lokale Induktion mit dieser Methode maoglich ?

37 C Im Blatt, keine GUS Aktivitat
In der Zweigspitze

12 transiente GUS-Expression
e

Zweigspitze |

0§ b 12 M@ 7
D1 36 1244802 Tirme after huat-shock (hrs)




_okale Induktion von FT

e Vorversuch:
Ist eine lokale Induktion mit dieser Methode maoglich ?

transiente GUS-Expression

_ 22 37T Im Blatt, keine GUS Aktivitat
In der Zweigspitze

e Ergebnis:
© lokale Induktion mdglich;
GUS wird nicht (im Phloem) transportiert, verteilt sich nicht




_okale Induktion von FT

nicht-induziert ganze Pflanze einzelnes Blatt

Pflanze

Zweigspitze




_okale Induktion von FT

e Kann die Hsp:FT Pflanze mit einem
Hitzeschock zur Blute gebracht werden ?

,
-"ﬂ:’
<

<] 22 2 Wochen
q —_— >

Hsp:FT '%

2 Wochen
—
Hsp:FT

-
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- . \
Negativkontrolle ¢ 22
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2 Wochen
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_okale Induktion von FT

e Wird das endogene FT dabei von der Pflanze benétigt  ?
Oder reicht das transgene Hsp:FT (Plasmid) aus, die Blite zu
induzieren ?

e Versuche mit FT-defizienten Mutanten

e
ft Mutante ?»-{\ e
Hsp:FT § zzz S ;11 95 % blihen

(kein Unterschied)

ft Mutante —_— . ;» 1 m nur marginaler
Hsp:FT ' Riickgang der Effizienz
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Transport der ET mRNA

e Wo lassen sich mRNA Transkripte nachweisen ?

fruhere Studien lassen vermuten, die FT mRNA konne Im Phloem zur
Zweigspitze transportiert werden

Hsp:FT Hsp:GUS

— &




MRNA Transport HelANE_S

O 1 1 6 12 M4 4 72 0 3 6 12 24 48 72 96
Time after heat-shock (hrs)

e Wo lassen sich mRNA Transkripte nachweisen ?

fruhere Studien lassen vermuten, die FT mRNA konne Im Phloem zur
Zweigspitze transportiert werden

—
RT-PCR GUS 7 nach 1h

Hsp:FT Hsp:GUS

— -




MRNA Transport HelANE_S

O 1 1 6 12 M4 4 72 0 3 6 12 24 48 72 96
Time after heat-shock (hrs)

e Wo lassen sich mRNA Transkripte nachweisen ?

fruhere Studien lassen vermuten, die FT mRNA konne Im Phloem zur
Zweigspitze transportiert werden

—
RT-PCR GUS 7 nach 1h

wie im Vorversuch
kein GUS-Transkript

Hsp:FT Hsp:GUS

— -




HSpFT Msp:GUS

trans FT /185

MRNA Transport

—_— ik e d= m S~ %

O 1 3 & 12 24 48 72 D 3 6 12244872 9%

e Wo lassen sich mRNA Transkripte nachweisen ?

fruhere Studien lassen vermuten, die FT mRNA konne Im Phloem zur
Zweigspitze transportiert werden

—
RT-PCR GUS 7 nach 1h

wie im Vorversuch
kein GUS-Transkript

Hsp:FT Hsp:GUS | trans FT ~ nach 1h

— -




HSpFT Msp:GUS

trans FT /185

MRNA Transport

—_— ik e d= m S~ %

O 1 3 & 12 24 48 72 D 3 6 12244872 9%

e Wo lassen sich mRNA Transkripte nachweisen ?

fruhere Studien lassen vermuten, die FT mRNA konne Im Phloem zur
Zweigspitze transportiert werden

—
RT-PCR GUS 7 nach 1h

wie im Vorversuch
kein GUS-Transkript

Hsp:FT Hsp:GUS | trans FT ~ nach 1h

—_— 22{ p trans FT 7 mit zeitlicher Verzdgerung




Transport der ET mRNA

e Wo lassen sich mRNA Transkripte nachweisen ?

fruhere Studien lassen vermuten, die FT mRNA konne Im Phloem zur
Zweigspitze transportiert werden

Ergebnis:

das Hitze-Induzierte transgene FT Transkript wander t scheinbar
vom Blatt in die Zweigspitze

GUS hingegen bleibt im Blatt, wandert nicht
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Endogenes FT

e Wie verhalt es sich bei diesen Versuchen mit demen  dogenen FT ?
Wird es ebenfalls induziert / exprimiert ?




F Shoot apex
HspFT HspsGUS

endo FT/185

Endogenes FT

5
4
3
2
|

0

g1 3 81Ny 0 3 6 12 2448 72 96
Time after heat-shock (hrs)

e Wie verhalt es sich bei diesen Versuchen mit demen  dogenen FT ?
Wird es ebenfalls induziert / exprimiert ?

RT-PCR

—

Hsp:GUS endo FT bleibt erwartungsgemalf’ unverandert

endo FT bleibt erwartungsgemalf’ unverandert




F Shoot apex
HspFT HspsGUS

endo FT/185

Endogenes FT

5
4
3
2
|

0

g1 3 81Ny 0 3 6 12 2448 72 96
Time after heat-shock (hrs)

e Wie verhalt es sich bei diesen Versuchen mit demen  dogenen FT ?
Wird es ebenfalls induziert / exprimiert ?

RT-PCR

— <

Hsp:FT Hsp:GUS

Hsp:GUS endo FT bleibt erwartungsgemalf’ unverandert

endo FT bleibt erwartungsgemalf’ unverandert

endo FT 72 nach 6-12 h

endo FT 7




Endogenes FT

e Wie verhalt es sich bei diesen Versuchen mit demen  dogenen FT ?
Wird es ebenfalls induziert / exprimiert ?

Ergebnis:

(transgenes) FT scheint seine eigene (endogene) Exp  ression zu induzieren,
es kommt zum autoregulatorischen Feedback

endogene FT Expression ist auch 3 Tage nach Hitzesch  ock nachweisbar,
obwonhl Pflanzen unter nicht-induktiven short-day Bed iIngungen gehalten werden !




Endogenes FT

Das Auftreten eines positiven Feedbacks bestatigt k  lassische
Experimente:

zum Beispiel kann ein Blatt einer induzierten Pflanze bei Verpflanzungsversuchen
bis zu 7 weitere Pflanzen induzieren !

Spitzen, die an induzierte Pflanzen verpflanzt werden, konnen selbst weitere Pflanzen
induzieren.

bis zu 7
Induktionen
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Kinetik der Signaltransduktion

e Wie schnell wird das Signal zum Blihen
weitergeleitet ?

g 1 3 F FI 4

Time after heat-shock (hrs)

— >




Kinetik der Signaltransduktion

e Wie schnell wird das Signal zum Blihen
weitergeleitet ?

2 <t <5 hnoétig, um Signal zu transduzieren

g 1 3 F FI 4

Time after heat-shock (hrs)

__ B 0,3,5,7h Bliten ??
>
1
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Ilnduktion mittels lonegday shift

e Bisher wurde nur mittels des Hitzeschock-Systems in duziert.
Lasst sich die FT mRNA und ihr autoregulatorisches Feedback
auch unter physiologischen Bedingungen nachweisen ?




Ilnduktion mittels lonegday shift

e Bisher wurde nur mit Hitzeschock - Systemen induzier t.
Lasst sich die FT mRNA und ihr autoregulatorisches Feedback
auch unter physiologischen Bedingungen nachweisen ?

~Wildtyp“ Pflanzen werden durch einen Wechsel von S D->LD
Bedingungen zum Blluhen angeregt.
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Ilnduktion mittels lonegday shift

Bisher wurde nur mit Hitzeschock - Systemen induzier t.
Lasst sich die FT mRNA und ihr autoregulatorisches Feedback
auch unter physiologischen Bedingungen nachweisen ?

Ergebnis:
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Zusammenfassung

FT mRNA ist Teil des mobilen floralen Stimulus, der seit > 70 Jahren
gesucht wird.

Eine zusatzliche Beteiligung des FT Proteins odera  nderer Gene an der
Transduktion kann nicht ausgeschlossen werden.
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Danke fur lhre Aufmerksamkeit...




