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Abstract

Abstract
The ability of plants to detect seasonal changesnuironmental conditions and to respond by

undergoing the transition from the vegetative te teproductive phase is critical for the
evolutionary success of these sessile organisnfierént flower promoting pathways were
identified in the model planArabidopsis thaliana. Prolonged cold of winter influences the
expression of genes in the vernalization pathwagequently the expression of an important
gene in this pathwayrFLOWERING LOCUS C (FLC) is repressed and this results
subsequently in a higher mRNA level of the gEh©WERING LOCUST (FT). An increased
levels ofFT mMRNA cause early transition to flower. TGEBBERELLIC ACID (GA) pathway
contributes most strongly under short day cond#i(D) to the transition from the vegetative
to the reproductive phase. A strong promotion afvBtring is the increasing length of days in
the summer detected by the genes of the photoppatidvay. The key genes of this pathway
are GIGANTEA (GI), CONSTANS (CO) andFT. Mutation in any of these genes causes late
flowering similar to plants grown under SD and th®rerexpression causes early flowering.
To explore the mechanism by which Gl activatesdtaption of CO, a mutagenesis was
carried out on seeds of plants overexpresssh@nd late-flowering mutants with higBl
MRNA level were rescued. Linkage mapping of onedctate identified an area of 3Mb on
the second chromosome near the centromere thatlates with the Phenotype. A gene
predicted to code for a protein with a N-terminabdx and a C-terminal FBA_1 domain in
this area showed increased expression in the ptarexpressingsl and reduced mRNA
level in the mutant. A Salk collection mutant wghr-DNA insertion in the coding region of
this gene showed a later-flowering phenotype simila the induced mutant without
overexpression dbl. This mutations cause reduced mRNA leveC6f compared to WT &
and Col at dusk in SD. The proteins Gl &ldAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX

1 (FKF1) were recently shown to play a major rote degrading the floral repressor
CYCLING DOF FACTOR 2 (CDF2and other members of the family of CDF proteing tha
represse£0 transcription. Both mutants, the T-DNA insertiaorh the Salk collection and
the induced mutant show increased CDF2 protein amaiter dusk. ThereforeCO
transcription is reduced in both, suggesting that is the reason for the late flowering of
these plants.

Overexpression of the F-box protein coding gene thy Cauliflower Mosaic Virus
(CaMV359) promoter caused early flowering in long days ahdrt days. A YFP fusion to the
F-box protein localizes outside of the nucleus apgears to change pattern at different
developmental stages. Adjacent to the gene encdlde-box protein is an other gene also
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predicted to code for a F-box protein with a FBAldmain that also showed elevated mRNA
levels in35S:Gl plant. However, the insertion mutants from thekalllection for this gene
did not show any affect in flowering under the ¢elsSD and LD conditions. Thus In this
section a novel F-box protein that acts downstredn®l to regulate CDF2 and thereby
promote flowering was identified.

Gl protein has been shown to bind to a specifit pathe CO promoter close to the binding
site of CDF1 protein. With ChIP experiments we wabée to confirm two binding sites for
Gl at the promoter o€0O. Fragments of th€O promoter cloned in front cBFP-CO were
transformed to theco mutant plantsco2 with Gl overexpression or WT level. The late
flowering phenotype of theo2 mutants could be overcome by all fragments. Ongmall
difference between the shorter and longer pronfoagments could be observed. This result
suggests that the binding of Gl protein to @@ promoter occurs but is not essential for the
promotion ofCO expression. Taken together the results deepenralerstanding of how Gl

increase€£O MRNA levels to promote early flowering under |ahays.
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Die Fahigkeit der Pflanze auf Veranderungen in demwelt zu reagieren und in der Folge
den Ubergang von der vegetativen zur reproduktiPérase einzuleiten ist von groRer
Bedeutung fir den evolutionaren Erfolg dieser smsgDrganismen. An der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana koénnen verschiedene Signalwege, die zur BlUhindoktfihren
beschrieben werden. Gruppen von Genen beeinflsgnund unterschiedlicher Stimuli den
Ubergang von der vegetativen zur reproduktiven ®hhéngere Kalteperioden im Winter
fuhren zur Vernalisation, einem Prozess €eiee Gruppe von Genen reguliert, wodurch die
Expression des Ge®d. OWERING LOCUS C (FLC) repremiert wird. Eine Verminderung der
FLC Aktivitat erlaubt den Anstieg der mRNA Menge desnGFLOWERING LOCUST (FT).
Ansteigende Mengen arFT beschleunigen den Ubergang von der vegetativen zur
reproduktiven Phase. Eine weitere Gruppe von Geamgfaltet ihre grofdte Wirkung beim
Ubergang von der vegetativen zur Blihphase in kurZagen mit 8h Licht und 16h
Dunkelheit. Dies sind die Gene d&BBERELLIC ACID (GA) Signalweges. Ein starker
Stimulus der zum Bluhen fiuhrt sind die langen Tdge Sommers. Die Schlisselgene der
durch die Tageslange bestimmten GenkaskadeGIGANTEA (Gl), CONSTANS (CO) und
FT. Mutationen in diesen Genen verursachen eine Ngelung der vegetativen Phase,
vergleichbar der in kurzen Tagen. Die Uberexpressitieser Gene beschleunigt den
Ubergang zur Bliihphase. Um ein verbessertes Vehsigimariber zu erlangen, wie Gl die
Transkription vonCO aktiviert, wurde eine Mutagenese an der Saat VitanEen mitGl
Uberexpression durchgefiihrt. Dieses Experimenttdibm spatbliihenden mutanten Pflanzen
mit hoher GI Expression. In einer der Mutanten konnte eine &egvon 3Mb auf
Chromosom Il im Bereich des Centromers mit dem Bty@nin Verbindung gebracht werden
(Linkage mapping). Ein Gen innerhalb des Centromeigte erhdhte Expression in Pflanzen
mit GI Uberexpression, in der Mutante ist diese starkingert. Das betroffene Gen kodiert
ein Protein mit einer N-terminalen F-box und ei@eterminalem FBA_1 Domane. Mutanten
mit einer T-DNA Insertion in diesem Gen von der KSHlollektion zeigten ein spateres
Blihen vergleichbar der aus dem EMS Versuch heegaggenen Mutante nach Kreuzung
mit dem Wildtyp (WT) ler, also ohneGl Uberexpression. DI€O Expression in der Salk
T-DNA Mutante und der induzierten Mutante ist reéuzim Vergleich zum Wildtype (WT),
allerdings hauptsachlich in der Zeit nach Einbrudér Dunkelheit eines Kurztages.
Vorhergehende Publikationen beschreiben die Fumktier Proteine GI und FLAVIN-
BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1). Diese Ubehmaen eine wichtige Aufgabe
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beim Abbau von Proteinen, die Repressoren der Krigition vonCO darstellen. Einer dieser
repressoren ist CYCLING DOF FACTOR 2 (CDF2), zusdieGruppe gehoren noch andere
Mitglieder der Proteinfamilie der CDFs, die zum [Taich von diesem Abbau betroffen sind.
Sowohl die T-DNA Insertions als auch die induzieiftutante zeigen erhohte CDF2
Proteinmengen nach Einbruch der Dunkelheit einesekuTages, das ist wahrscheinlich der
Grund fUr das spatere Bliihen dieser Mutanten.

Die Uberexpression des gefundenen Gens mit Gamndiflower Mosaic Virus (CaMV35S)
Promotor verursacht friheres Blihen in langen uazdn Tagen. Ein Fusionsprotein aus
YFP und dem F-box Protein konnte auf3erhalb des<Kenmd wéhrend der Entwicklung in
verschiedenen Lokalisationen in der Zelle detekteerden. In direkter Umgebung findet
sich ein weiteres Gen das, wenn es den Voraussagspricht, auch fur ein F-box Protein
mit FBA_1 kodiert. Auch fur dieses Gen ist eine @&@ring der mRNA Menge in Pflanzemit
35S:Gl feststellbar. Allerdings ist der Phanotyp der TANhsertionsmutante der Salk
Sammlung weder in Langtag noch in Kurztag fur dse&=n vom WT zu unterscheiden.
Demzufolge konnte in diesem Abschnitt der Arbeit meues Gen identifiziert werden das ein
F-box Protein codiert, dessen Transkription W@nreguliert wird und das zum Abbau von
CDF2 beitragt.

In friheren Publikationen ist beschrieben wordexssdGl in der Nahe der CDF1 Bindestelle
an den Promotor vorCO bindet. Mit ChIP Experimenten konnten insgesamteizw
Bindungsstellen fur Gl al@O Promotor nachgewiesen werden. FragmenteC@eBromotors
wurden vor eirGFP-CO Konstrukt kloniert und in Pflanzen nab Mutation eingebracht. Fur
dieses Experiment wurden sowohl Pflanzen mit e Mutation transformiert, als auch
solche co2 die gleichzeitig Gl durch den 35S Promotdiberexpremieren. Keiner der
Transformanden mit den verschiedenen Promotorfratgnezeigte noch den spatbliihenden
Phanotyp derco2 Mutante. Die Unterschiede in der Zeit die bis zBiihen verging, war
zwischen den langeren und kirzeren Promotorfragenesghr gering. Daraus folgt, dass eine
Bindung des Gl Proteins an d&® Promotor stattfindet, aber fir d@0 Expression nicht
essentiell ist. Zusammengenommen vertiefen die IRésuas Verstandnis dartber, wie Gl

die Expression vonCO und damit das Blihen unter Langtagbedingungen eftrd



