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REGULACJA KWITNIENIA PRZEZ SWIATLO
LIGHT REGULATION OF FLOWERING
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Streszczenie: Kwitnienie roslin jest ztozonym procesem fizjologicznym zaleznym od wielu czynnikow
zarowno wewngtrznych, jak i zewngtrznych. Przejscie roslin ze stanu wegetatywnego do generatywnego
jest u Arabidopsis thaliana kontrolowane przez kilka szlakéw rozwojowych. U wigkszosci roslin proces
zakwitania zalezy od czynnikow $rodowiskowych, takich jak: temperatura oraz swiatto. Szlak zalezny
od jakosci $wiatla zwiazany jest ze zjawiskiem zwanym syndromem zacienienia. Przyspieszenie kwit-
nienia podczas syndromu zacienienia jest zalezne od trzech czasteczek: PHYB, biatka PFT1 oraz genu
FT. Podczas inaktywacji fitochromu B dochodzi do odblokowania genu PFT1, w wyniku czego biatko
PFT1 wiazac sig¢ z genem FT indukuje wysoki poziom transkryptu F7. Szlak uruchamiany przez induk-
cyjny fotoperiod obejmuje m.in. takie elementy, jak: fotoreceptory (fitochromy, kryptochromy, flawo-
proteiny z rodziny ZEITLUPE), elementy zegara biologicznego oraz geny CO i FT. Ekspresja genu CO
uwazanego za element posredniczacy pomigdzy zegarem biologicznym a indukcja kwitnienia jest regulo-
wana przez biatko FKF1 nalezace do rodziny biatlek ZEITLUPE oraz biatko GIGANTEA bedace row-
niez elementem zegara okotodobowego. Biatko FKF1 jest odpowiedzialne za degradacjg biatka CDF1.
Biatko CDF1 wiaze si¢ z promotorem genu CO, w wyniku czego dochodzi do hamowania jego ekspresji
rankiem. Wysoki poziom biatka FKF1 po potudniu wptywa na szybka degradacjg biatka CDF1, co z kolei
umozliwia powstawanie wysokiego poziomu mRNA genu CO. Poznanie mechanizméw kontrolujacych
poziom mRNA oraz biatka CO w duzym stopniu przyczyni si¢ do poznania mechanizmow regulujacych
czas kwitnienia takze u roslin dnia krotkiego.

Stowa kluczowe: Arabidopsis thaliana, kwitnienie, szlak zalezny od jako$ci §wiatta, zegar okotodobowy.

Summary: Flowering is a complex physiological process which depends on many internal and external
factors. Transition from vegetative to generative stage in Arabidopsis thaliana is controlled by several
developmental pathways. Among them are: giberellin, autonomous, vernalization, light quality and pho-
toperiod pathways. In most of plants flowering depends on light and temperature. Light quality pathway
is connected with the shade-avoidance syndrome. Acceleration of flowering during shade-avoidance syn-
drome is controlled by three major molecules: phytochrome B, PFT1 protein and FT gene. Interaction of
PHYB with PFTI gene leads to its derepression. Newly synthesized PFT1 protein activates F'7 gene
transcription. Photoperiod pathway includes a.o. photoreceptors (phytochromes, cryptochromes and
flavoproteins from ZEITLUPE family), circadian clock’s elements, CO and F'T genes. Expression of CO
gene, which is thought to act as mediator between biological clock and induction of flowering is regulated
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by FKF1 protein which belongs to ZEITLUPE proteins family and GIGANTEA protein, which also is
circadian clock element. FKF1 is responsible for binding of CDF1 protein to CO gene promotor and
repress it’s activity in the morning. High level of FKF1 protein in the afternoon leads to fast CDF1 protein
degradation which in turn causes increase of CO mRNA level. To obtain the informations about mechani-
sms of CO mRNA and protein levels control will increase the knowledge about regulation of flowering
time also in short day plants.

Key words: Arabidopsis thaliana, flowering, light quality pathway, circadian clock.

WSTEP

W ontogenezie kwiatowej rosliny okrytozalagzkowej wyrdzni¢ mozna dwa glowne
okresy: wegetatywny, podczas ktorego nastgpuje roznicowanie si¢ 1 wzrost rosliny
oraz generatywny, w ktorym roslina nabiera zdolnosci do rozmnazania si¢, wytwarza
kwiaty, ulega zaptodnieniu i tworzy nasiona. Przejscie roslin ze stanu wegetatywnego
W generatywny jest procesem bardzo intensywnie badanym. Istnieje wiele gatunkow
ro$lin, ktorych zakwitanie jest niezalezne od warunkow zewngtrznych, zatem rozwoj
generatywny regulowany jest u nich przez czynniki wewngtrzne, np. osiagnigcie przez
rosling okreslonego wieku badz wielkosci. U zdecydowanej wigkszo$ci gatunkdw proces
zakwitania zalezy jednakze od czynnikow Srodowiskowych, tj. S$wiatta i temperatury.
Okres$lone warunki temperaturowe i $wietlne sa impulsem indukcyjnym decydujacym
o przejsciu tych roslin ze stanu wegetatywnego w generatywny [28].

Kwitnienie roslin jest zlozonym procesem kontrolowanym, jak to wykazano u
Arabidopsis thaliana, przez kilka szlakow rozwojowych, do ktérych naleza [3] (ryc.1):
1) szlak giberelinowy,

2) szlak autonomiczny,

3) szlak zalezny od obnizonej temperatury (wernalizacja),
4) szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod,

5) szlak zalezny od jakos$ci §wiatla.

Wplyw giberelin na indukcje kwitnienia opisano juz w latach pigcdziesiatych ubieglego
wieku. Langride w 1957 roku wykazat, iz podawanie egzogennej gibereliny przyspiesza
kwitnienie u roslin Arabidopsis thaliana [29]. W latach dziewigc¢dziesiatych uzyskano
mutanty giberelinowe rzodkiewnika pospolitego m.in. ga/, ktére charakteryzowaty si¢
opoznionym zakwitaniem w warunkach dnia krotkiego [55]. Nie poznano jak dotad
pelego mechanizmu dziatania giberelin w indukcji kwitnienia. Wiadomo jednak, iz
gibereliny wplywaja na ekspresj¢ genu LFY (LEAFY) oraz prawdopodobnie genow
SOC1 (Supressor of Overexpresion of CO 1) oraz FT (Flowering locus T), ktérych
biatkowe produkty indukuja ekspresje kolejnych genow zaangazowanych w rozwoj
kwiatu [5, 36, 41].

Genami zaangazowanymi w indukcj¢ kwitnienia sa takze geny wspoltworzace szlak
autonomiczny. Szlak ten obejmuje geny, w ktorych mutacje powoduja powstawanie
fenotypow charakteryzujacych si¢ opdznionym kwitnieniem. Proces ten zachodzi
niezaleznie od warunkow fotoperiodycznych i moze by¢ odwrdocony przez zastosowanie
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RYCINA 1. Schemat ilustrujacy wzajemne zaleznosci pomigdzy szlakami molekularnymi regulujacymi
kwitnienie u Arabidopsis thaliana (na podstawie [4] i [35] zmienione, szczegdtowy opis w tekscie)

wernalizacji. Przebieg szlaku autonomicznego jest niezalezny od dlugo$ci dnia [3]. Wsrod
genow tego szlaku wyrdznia si¢ m.in. LD (LuminiDependens), FLD (Flowering Locus
D) oraz FLK (Flowering Locus K). Bialka kodowane przez wymienione geny hamuja
ekspresjg genu FLC (Flowering Locus C) uwazanego za gtdéwnego represora kwitnienia
u Arabidopsis thaliana [4, 37].

Wigkszo$¢ roslin wytwarza organy generatywne jedynie po zadziataniu bodzca
temperaturowego lub §wietlnego. W zwiazku z tym wyrdzniono dwie grupy roslin: pierwsza
obejmuje rosliny zwane ozimymi kwitnace pod wplywem niskiej temperatury, natomiast
druga grupa obejmuje rosliny jare, ktore zakwitaja w odpowiedzi na okreslony fotoperiod
[28]. Jednakze gtdéwnym czynnikiem $srodowiskowym wplywajacym w najwigkszym
stopniu na zycie ro$liny jest $wiatto. Wptyw energii $wietlnej na rosliny jest wielokierun-
kowy. Z jednej strony warunkuje syntezg zwiazkoéw organicznych w procesie fotosyntezy,
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z drugiej za$ wptywa na wzrost i rozw¢j roslin (tzw. fotomorfogeneza) [17]. Percepcja
bodzca $wietlnego odbywa si¢ w lisciach badz liscieniach za posrednictwem
wyspecjalizowanych czasteczek chromoprotein, ktére petnia funkcje fotoreceptorow.

Zaliczamy do nich: receptory §wiatta czerwonego i dalekiej czerwieni czyli fitochromy

oraz receptory $wiatla niebieskiego kryptochromy, fototropiny i flawoproteiny z

rodziny Zeitlupe [10, 24, 42, 50]. Fotoreceptory odbieraja informacjg o ilosciowych

oraz jakosciowych zmianach warunkow swietlnych w srodowisku wzrostu rosliny. Do
zmian ilosciowych mozemy zaliczy¢ czas trwania, jak i nat¢zenie $wiatta, za$ do

jakosciowych sktad widma $wietlnego docierajacego do rosliny [17].

Badania z ostatnich lat wykazaty, iz §wiatto reguluje czas kwitnienia poprzez dwa
niezalezne szlaki:

1) szlak zalezny od jakosci $wiatta obejmujacy, fitochromy oraz gen PFT1 (Phyto-
chrome and Flowering Time 1), ktorego produkt reguluje ekspresje gldéwnego
integratora kwitnienia, czyli genu FT (Flowering Locus T) [9],

2) szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod, obejmujacy m.in. fotoreceptory,
molekuly zegara biologicznego oraz geny CONSTANS i FT [3].

1. Szlak zalezny od jakoS$ci $wiatta

Poszczegblne etapy rozwoju rosliny moga zachodzi¢ w réznych warunkach
swietlnych. W $rodowisku naturalnym dochodzi bowiem do czg$ciowego lub catkowitego
zacieniania jednych roslin przez drugie [28]. W zalezno$ci zatem od miejsca
wystepowania rozwoj wegetatywny oraz generatywny roslin moze odbywac si¢ w
miejscach zacienionych, charakteryzujacych si¢ matym natezeniem $wiatta lub w
miejscach stosunkowo dobrze o§wietlonych [15]. Oprocz zmian ilosciowych §wiatta
niezwykle istotny dla rozwoju ro$lin jest rowniez jego sklad jakosciowy. Rosliny
monitorujg zmiany w jakosci $wiatla za posrednictwem wspomnianych juz fotorecep-
toréw. Barwniki fotosyntetyczne, takie jak chlorofile oraz karoteny i ksantofile, absorbuja
poza $wiatlem zielonym i czg$cia dalekiej czerwieni prawie caly zakres promieniowania
widzialnego (390-750 nm). Okrywa lisci przepuszcza gtownie Swiatto w zakresie
dalekiej czerwieni, pochtaniajac pozostala czg$¢ widma. Ponadto liscie maja zdolnos¢
wybiérezego odbijania okreslonych dfugosci fal. Swiatto zielone odbijaja bardziej
skutecznie niz niebieskie i czerwone. Najistotniejsze zmiany widma swietlnego zachodza
w zakresie $wiatta czerwonego oraz dalekiej czerwieni. Rejestrowanie tych zmian
dostarcza roslinom informacji o zmianach zachodzacych w srodowisku wzrostu [28].
Proporcje intensywnosci (liczby kwantow) swiatta czerwonego (R) do dalekiej czerwieni
(FR) okreslono wspotczynnikiem R:FR [12, 15, 16]. W zaleznosci od typu srodowiska
oraz $wiatta, wspotczynnik ten przyjmuje rozne wartosci. W przypadku $wiatta dziennego
wynosi okoto 1,19, natomiast o zmroku przyjmuje on warto$¢ w zakresie od 0,7 do 0,9.
Z kolei w takich ekosystemach, jak las tropikalny czy iglasty, waha si¢ w zakresie od
0,22-0,25 do 0,76-0,77 [28, 57].

Z wielko$cia wspotczynnika R:FR zwiazane jest zjawisko okre$lane jako tzw.
syndrom zacienienia (ang. shade-avoidance response). Ze zjawiskiem tym u ro$lin
mamy do czynienia w sytuacji niskiej wartosci wspolczynnika R:FR. Rosliny rosnace
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w takich warunkach $rodowiskowych charakteryzuja si¢ wydtuzonymi todygami i
ogonkami lisciowymi, redukcja chlorofilu w komorkach migkiszowych lisci oraz
przyspieszeniem kwitnienia [9, 12, 15]. Fotoreceptorami zaangazowanymi w detekcje
zmian w zakresie $wiatla czerwonego oraz dalekiej czerwieni, a przez to uczestniczacymi
w regulacji zjawisk wystgpujacych podczas syndromu zacienienia sg fitochromy. U
Arabidopsis thaliana zidentyfikowano piec¢ fitochromow kodowanych przez nastepu-
jace geny PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE. PHYA koduje labilna pulg fitochromu
syntetyzowana w ciemnosci i szybko degradowana na $wietle. Pula stabilna, kodowana
jest przez geny PHYB — PHYE, ktorych produkty biatkowe utrzymuja si¢ na podobnym
poziomie zarowno na $wietle, jak i w ciemnosci [ 11]. Fitochromy wystepuja w komorkach
w dwoch formach molekularnych: Pri Pfr [10, 38, 39].

Jak juz wspomniano, jedna z cech charakterystycznych dla syndromu zacienienia
jest przyspieszenie czasu kwitnienia. Powstaje zatem pytanie, w jaki sposob fitochromy
uczestnicza w regulacji tego zjawiska? Ws§rod pigeiu znanych fitochromow
najprawdopodobniej najwazniejsza role w regulacji czasu kwitnienia odgrywa PHYB.
Badania prowadzone z wykorzystaniem mutantéw phyb Arabidopsis thaliana
wykazaty, ze fitochrom B hamuje kwitnienie, gdyz rosliny te charakteryzuja sig
przyspieszonym czasem kwitnienia. W 2003 roku Cerdan i Chory [9] wykazali istnienie
szlaku zaleznego od jako$ci §wiatta, w ktorym glowna rolg odgrywa PHY B oraz nowo
zidentyfikowany gen PFT1, ktory koduje biatko jadrowe ztozone z 836 aminokwasow.
Analizy mutantdw pftl wykazaty, iz rosliny te charakteryzuja si¢ op6znionym
kwitnieniem w poroéwnaniu z typem dzikim. W przypadku podwdjnych mutantow
pftiphyb obserwowano catkowite zahamowanie kwitnienia zarowno w warunkach
dnia dlugiego, jak i krotkiego. Wyniki te sugeruja, ze biatko PFT1 wspolnie z fitochromem
B stanowig istotne elementy szlaku regulujacego czas kwitnienia w zaleznosci od jakosci
widma $wietlnego. Dalsze badania objely poszukiwania genu, ktorego ekspresje mogloby
modulowac biatko PFT1. W zwiazku z tym przeanalizowano mutanty pf¢/, phyb oraz
pftiphyb pod wzgledem poziomu ekspresji genu F7 zaangazowanego w regulacje
kwitnienia. Wykazano, iz mutanty phyb charakteryzuja si¢ wyzszym poziomem ekspresji
genu FT anizeli rosliny typu dzikiego Arabidopsis thaliana. Ponadto ro$liny z mutacja
genu PFTI1, jak i podwojne mutanty pfiIphyb wykazuja niski poziom ekspresji genu
FT. Analizowano rowniez poziom ekspresji genow SOC1 oraz CO, jednak nie wykazano
bezposrednich korelacji pomiedzy poziomem mRNA tych gendw a czasem kwitnienia
u mutantdw pftl oraz phyb. Na podstawie powyzszych wynikow mozna wnioskowac,
iz w szlaku zaleznym od jakos$ci $wiatta fitochrom B jest elementem regulujacym poziom
ekspresji genu F'7. Prawdopodobnie regulacja ta zachodzi z udziatem biatka PFT1,
ktore w przypadku inaktywacji PHYB podczas syndromu zacienienia indukuje wysoki
poziom ekspresji genu F'7, co w konsekwencji prowadzi do przyspieszenia kwitnienia
[9, 15] (ryc. 11 2).

2. Szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod

Fotoperiodyzm jest ewolucyjnym przystosowaniem si¢ ro$lin do zycia w strefach o
okreslonym nastgpstwie por roku. Rosliny zakwitaja zaleznie od dtugosci trwania fazy
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jasnej i ciemnej w 24-godzinnym cyklu dobowym. Ze wzgledu na wymagania
fotoperiodyczne wyrdzniono rosliny; dnia krétkiego SDP (ang. Short Day Plants),
dnia dhugiego LDP (ang. Long Day Plants) oraz rosliny neutralne DNP (ang. Day
Neutral Plants) [28].

W 1936 roku Biinning odkryt, iz mechanizmem odpowiedzialnym za mierzenie
dlugosci dnia, a w konsekwencji doprowadzajacym do kwitnienia roslin jest tzw. zegar
biologiczny [7, 54]. 30 lat pézniej hipoteze t¢ udoskonalono tworzac ,,model zewngtrznej
zgodnosci”, ktory zaktada, iz ekspozycja roslin na §wiatto w okreslonej fazie rytmu
okotodobowego indukuje lub hamuje przejscie z rozwoju wegetatywnego do generatyw-
nego [46]. Glownym mechanizmem, za ktdrego posrednictwem §wiatto reguluje czas
kwitnienia, jest zegar okotodobowy. Zegar biologiczny sktada si¢ z trzech zasadniczych
elementow: drogi wejscia (ang. input), wewngetrznego oscylatora oraz drogi wyjscia
(ang. output) [22, 44]. Droga wejscia jest to uktad zwiazany z percepcja sygnatow
srodowiskowych i ich transdukcja do centralnego oscylatora. Wewngtrzny oscylator
dziata na zasadzie p¢tli uyjemnego sprzgzenia zwrotnego generujac 24-godzinne rytmy
biologiczne. Z kolei droga wyjscia jest uktadem zwigzanym z przekazywaniem
wygenerowanego rytmu do systeméw wykonawczych, kontrolujacych rytmiczno$¢
okreslonego procesu (np. fosforylacja bialek) [60]. Do elementow drogi wejscia zalicza
si¢ opisane wczesniej fitochromy, kryptochromy oraz flawoproteiny z rodziny Zeitlupe
[11,33, 50]. Za posrednictwem tych fotoreceptorow nastgpuje percepcja i przekazanie
sygnatu §wietlnego do kolejnych elementow zegara biologicznego, czego koncowym
wynikiem jest m.in indukcja kwitnienia [33, 44].

Wsrod fitochromow przynajmniej cztery z nich sa zaangazowane w transdukcje
sygnatu $wietlnego do oscylatora. PHYA jest odpowiedzialny za pochtanianie i transduk-
cj¢ $wiatta zardbwno o niskim, jak i wysokim natgzeniu. Z kolei fitochromy B, D oraz E
absorbuja $wiatto o wysokim nat¢zeniu [3, 33]. Na podstawie licznych badan wykazano,
iz przekazanie bodZca $wietlnego do oscylatora polega na oddziatywaniu fitochroméow
z innymi biatkami, a interakcje te zachodza na terenie jadra komdrkowego [60].
Wykazano, iz nieaktywne formy fitochromu labilnego oraz stabilnego wystepuja na
terenie cytoplazmy i sa zwiazane z biatkiem PKS1 (Phytochrome Kinase Substrate
1). Fotokonwersja fitochromow z formy Pr do Pfr powoduje aktywacje domeny
kinazowej tego fotoreceptora, co prowadzi do jego autofosforylacji, a nastgpnie do
fosforylacji biatka PKS1. Oddysocjowanie czasteczek fitochromu od PKS1 umozliwia
transport fotoreceptora do jadra komoérkowego [14, 39, 60]. Po przedostaniu si¢
fitochromu B na teren jadra komérkowego wchodzi on w interakcje z biatkiem PIF3
(Phytochrome Interacting Factor 3) [3, 35]. Biatko PIF3 dzigki obecnosci w nim
zasadowego motywu helisa—p¢tla—helisa ma zdolno$¢ bezposredniego wiazania si¢ z
DNA. Posiada ono takze domeng PAS, ktéra umozliwia jego interakcje z fitochromem
B [17]. Biatko PIF3 jest na state zwigzane z promotorami genéw, ktorych ekspresje
reguluje. Zalicza si¢ do nich m.in. dwa geny wspottworzace wewngtrzny oscylator:
LHY (Late elongated HYpcotyl) i CCAIl (Circadian Clock Associatedl) [42].
Aktywacja biatka PIF3 zachodzi dopiero po potaczeniu si¢ z forma Pfr fitochromu B,
co z kolei prowadzi do aktywacji ekspresji gendw docelowych dla biatka PIF3 [32] .
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W transdukcji $wiatta do oscylatora biora udziat rowniez kryptochromy 1 i 2,
kodowane przez geny odpowiednio CRY1 oraz CRY2. Kryptochromy sa chromopro-
teinami zaangazowanymi w percepcje¢ oraz transdukcje §wiatta niebieskiego i bliskiego
ultrafioletu do wewngtrznego oscylatora. Kryptochromy wchodza takze w interakcje z
PHYA oraz PHYB, co sugeruje, ze sa one zaangazowane w przekazywanie bodzca
swietlnego w obrebie szlakow fitochromowych [16, 31, 34].

Analiza poczwornego mutanta phyAphyBcrylcry2 Arabidopsis thaliana wykazata,
iz w transdukcji sygnatu $wietlnego do oscylatora poza fitochromami i kryptochromami
uczestnicza jeszcze dodatkowe fotoreceptory. Rosliny te charakteryzowaty si¢ bowiem
prawidtowa wrazliwos$cia na $wiatto i nie wykazywaty zaburzen w rytmice okotodo-
bowej. Istotnie, Somers i wsp. [50] zidentyfikowali biatko Zeitlupe (ZTL) i wykazali, iz
jest ono najprawdopodobniej receptorem $wiatla niebieskiego zaangazowanym w
transdukcje sygnatu §wietlnego do oscylatora. Dalsze badania przyczynity si¢ do scha-
rakteryzowania kolejnych bialek strukturalnie podobnych do ZTL, ktére okreslono
mianem LKP2 (Lov Kelch Protein 2) i FKF1 (Flavin-binding, Kelch repeat F-
box1). Wszystkie trzy biatka zaliczono do jednej rodziny o wspolnej nazwie ZEITLUPE.
[40,47, 50]. Bialka z tej rodziny charakteryzuja si¢ wystgpowaniem trzech specyficznych
domen, niespotykanych razem u innych biatek. Na koncu N opisywanych protein
znajduje si¢ domena LOV bedaca specyficzng klasa motywu PAS, ktora jest
odpowiedzialna za interakcje biatko-biatko 1 wigzanie grupy chromoforowej — FMN
(mononukleotyd flawinowy) [6]. W czesci srodkowej biatka te maja motyw F-box
zaangazowany w procesy ubikwitynacji i degradacji biatek [8]. Na koncu C kazdego z
bialek ZEITLUPE znajduje sig sze$¢ powtorzen domeny KELCH, ktora bierze udziat
w interakcjach biatko-biatko [1].

Obecnos¢ domeny LOV we wszystkich biatkach ZEITLUPE sugeruje, iz moga
one funkcjonowaé jako flawoproteinowe receptory $wiatta niebieskiego. Ponadto
wykazano, ze biatka te dzigki obecno$ci domeny F-box wiaza si¢ z biatkiem SKP1 (S-
phase Kinase associated Protein 1, ASK u Arabidopsis), ktore jest jednym z
elementéw ligazy ubikwitynowej E3 typu SCF (SkpI-Cullin-F-box). Kompleks SCF
zaangazowany jest w rozpoznawanie i wiazanie biatek przeznaczonych do degradacji
w proteasomach [23, 59]. Jak wykazano, biatko ZTL wchodzi rowniez w interakcje z
PHYB oraz CRY2, co wskazuje na jego udzial w przekazywaniu sygnatu $wietlnego
od kryptochromoéw i fitochroméw do wewngtrznego oscylatora [26].

Intensywnie prowadzone badania w ostatnich latach przyczynily si¢ do identyfikacji
kolejnych elementéw wchodzacych w sktad drogi wejscia $wiatta do oscylatora. Naleza
do nich biatka: ELF3 (Early Flowering 3), SSR1 (Sensitivity to Red light reduced)
oraz TIC (TIme for Cofee). Zarowno ELF3, jak i TIC prawdopodobnie petnig funkcje
negatywnych regulatoréw transdukcji bodzca §wietlnego do zegara. ELF3 wchodzi
bowiem w interakcje z PHYB hamujac jednoczesnie jego aktywnos¢, a to z kolei
prowadzi do zablokowania transdukcji §wiatta w obrebie drogi wejscia [43]. Rola biatka
TIC w szlaku transdukcji $wiatta do oscylatora nie zostata dotychczas poznana, jednakze
wydaje sig, ze biatko to podobnie jak ELF3, wchodzi w interakcje z PHYB hamujac
jego dziatanie [21]. Staiger i wsp. [51] wykazali natomiast, ze biatko SSR1 bierze udziat
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w przekazywaniu bodzca swietlnego do oscylatora i stanowi element szlaku fitochro-
mowego (PHYB). Ponadto mutanty ssr/ charakteryzowaty si¢ zaburzeniami wielu
proceséw wykazujacych rytmy dobowe np. ruchéw lisci oraz ekspresji genéw LHY
oraz CCAI. Wyniki te wskazuja, ze biatko SSR1 moze funkcjonowac poza szlakiem
fitochromowym i jest elementem koniecznym do prawidlowego funkcjonowania zegara
biologicznego [51].

Centralng czg$¢ zegara biologicznego stanowi wewngtrzny oscylator. Oscylator
jest mechanizmem odpowiedzialnym za generowanie 24-godzinnych rytmow
biologicznych [60]. U rzodkiewnika pospolitego zidentyfikowano cztery geny, ktore
formuja petle sprzezenia napedzajaca oscylator. Sa to: CCAI (Circadian Clock
Associated 1), LHY (Late elongated HYpocotyl), TOCI (Timing Of Cab expression
1) 1 ELF4 (Early Flowering 4) [2, 13]. Na podstawie badan prowadzonych na
Arabidopsis thaliana stworzono model dzialania oscylatora wewngtrznego. Powsta-
jaca o $wicie aktywna forma fitochromu B, po przejsciu do jadra komérkowego, taczy
si¢ z czynnikiem transkrypcyjnym PIF3 na stale zwiazanym z kasetg G-box promotorow
genow LHY i CCAI. Prowadzi to do aktywacji transkrypcji tych genoéw, a szczyt
akumulacji ich biatkowych produktéw w cytoplazmie ma miejsce dwie godziny po
rozpoczgeiu transkrypcji. Po przejsciu bialek LHY 1 CCA1l do jadra, ulegaja one
zwiazaniu z sekwencja EVENING ELEMENT promotora genu 70C! oraz promoto-
rem genu ELF4 i powoduja hamowanie ich ekspresji w ciagu dnia. Zmniejszenie ilo$ci
biatka TOC1 oraz ELF4 wptywa z kolei na obnizenie aktywnosci genow LHY 1 CCAl,
co powoduje spadek poziomu biatek przez nie kodowanych. Najnizszy poziom bialek
LHY i CCA1 obserwuje si¢ o zmierzchu; stan ten pozwala z kolei na wznowienie
transkrypcji genow TOCI oraz ELF4. Biatkowy produkt genu TOC1 akumulowany
jest w ciagu nocy, po czym wchodzi w interakcje z PIF3 1 PFL1 (PIF like 1), co
umozliwia ponowng aktywacje transkrypcji genow LHY i CCAI o wschodzie stonica
[22, 34, 44, 60] (ryc. 2).

Zaroéwno biatka wchodzace w sktad drogi wejscia, jak i wewnetrznego oscylatora,
reguluja ekspresj¢ wielu genow zaangazowanych w regulacj¢ roznorodnych procesow.
Jednym z genow regulowanych przez biatka zegara biologicznego jest CONSTANS.
Gen ten koduje biatko jadrowe zawierajace motyw CCT i dwie kasety B typu palca
cynkowego, co wskazuje, ze moze peli¢ ono funkcj¢ czynnika transkrypcyjnego [52].
Poziom transkryptu genu CO wykazuje rytm okolodobowy przy ciaglym $wietle.
Nadekspresja opisywanego genu nie zmienia jednakze rytmu biologicznego aktywnosci
typowego genu pozostajacego pod kontrola zegara biologicznego — CAB (Chlorophyll
A/B-binding protein 2). Wyniki te sugeruja, iz bialko CO nie wptywa w znaczacy
sposob na generowanie rytmoéw okotodobowych [30]. Z drugiej strony rosliny z
nadekspresja CO charakteryzuja si¢ bardzo wczesnym zakwitaniem. Wskazuje to, ze
CO funkcjonuje jako gen drogi wyjscia, a jednoczesnie element posredniczacy pomigedzy
zegarem biologicznym i indukcja kwitnienia [22].

Wykazano, ze ekspresja genu CO jest regulowana m.in. przez biatko GIGANTEA.
Weczesniejsze badania wykazaty, ze GIGANTEA jest elementem posredniczacym
pomigdzy wewngtrznym oscylatorem a genem CO. Mutanty gi wykazuja bardzo niski
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RYCINA 2. Uproszczony schemat ilustrujacy szlak zalezny od jako$ci $wiatta (linia przerywana) oraz
szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod. Gen CO jest kluczowa molekuta zaangazowana w
kontrolg kwitnienia, a jego poziom regulowany jest za posrednictwem szlaku kontrolowanego przez
indukcyjny fotoperiod. Szlak ten obejmuj¢ m.in. fotoreceptory oraz elementy zegara biologicznego. Poza
biatkiem CO posredni wptyw na promocj¢ kwitnienia ma rowniez biatko PFT1, bedace elementem szlaku
zaleznego od jakosci $wiatta (wg [4] zmienione)
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poziom transkryptu genu CO, co przejawia si¢ zahamowaniem kwitnienia. Z kolei
nadekspresja CO w mutantach gi powoduje zniesienie fenotypu poéznego zakwitania.
Powyzsze wyniki sugeruja wigc, ze biatko GI zaangazowane jest w regulacjg ekspresji
genu CO [52]. W warunkach, kiedy okresy $wiatla i ciemnosci trwaja rowno po 12
godzin, poziom transkryptu CO wykazuje rytm dwunastogodzinny. Jednak umieszczenie
ro$lin Arabidopsis thaliana w warunkach dnia krotkiego indukuje szczyt akumulacji
mRNA genu CO w trakcie dtugiej nocy. Z kolei podczas dnia dlugiego szczyt ten jest
zauwazalny pod koniec dnia i w czasie krotkiej nocy (ryc. 3) [46, 52]. Ostatnie badania
genetyczne dostarczyly wigcej informacji na temat powstawania dobowych rytmow
aktywnosci genu CO, jak rowniez kontroli kwitnienia przez ten gen. Okazato si¢ bowiem,
ze biatko FKF1, bedace jednym z elementéw zegara biologicznego, indukuje wysoki
poziom mRNA genu CO. U mutantdw fkfI poziom transkryptu genu CO jest najwyzszy
w nocy, a nie pod koniec dnia dtugiego, jak ma to miejsce u roslin typu dzikiego [22].
Bialko FKF1 akumuluje si¢ w czasie dnia dtugiego, zas jego poziom osiaga szczyt pod
koniec dnia. W warunkach dnia krotkiego poziom biatka FKF1 jest niski w ciagu dnia,
natomiast najwyzszy poziom osiagga ono w pierwszej potowie nocy. Zaklada sig, ze
wysoki poziom tego biatka podczas dnia dlugiego powstaje pod wplywem $wiatla.
Pojawienie si¢ biatka FKF1 wptywa z kolei na wysoki poziom mRNA genu CO [24].
Imaizumi i wsp. [25] stosujac dwu-hybrydowy system drozdzowy wykazali wystepo-
wanie specyficznych interakcji pomigdzy powtorzeniami KELCH biatka FKF1 a trzema
biatkami charakteryzujacymi si¢ obecnoscia domeny DOF (DNA-binding with one
finger). Domena ta wystepuje w biatkach petniacych role czynnikow transkrypcyjnych.
Dzigki obecnosci sekwencji DOF biatka te maja zdolnos$¢ wiazania sig z czasteczkami
DNA. Biatka z domena DOF zaangazowane sa w regulacje licznych procesoéw
fizjologicznych, takich jak: kietkowanie nasion, transdukcja $wiatta w obrebie szlaku
fitochromowego, odpowiedz na stres itp. [58]. Wykazano, iz zidentyfikowane czynniki
transkrypcyjne sa kodowane przez geny, ktorych ekspresja podlega oscylacji dobowej,
w zwiazku z czym geny te zyskaty miano CDFI (Cycling Dof Factor 1), CDF2 i
CDF3. Ponadto dalsze badania ujawnily, iz w regulacjg czasu kwitnienia bezposrednio
zaangazowane jest tylko biatko CDF1. Rosliny Arabidopsis thaliana z nadekspresja
CDF] charakteryzuja si¢ bowiem czasem kwitnienia op6znionym w stosunku do
roslin typu dzikiego. Z kolei rosliny z nadekspresja CDF?2 oraz CDF3 nie wykazuja
zmian w czasie kwitnienia niezaleznie od warunkow §wietlnych, w jakich rosna.
Wykazano takze, ze w promotorze genu CO wystepuja miejsca wigzace domeng DOF.
Badania in vitro potwierdzily, iz biatko CDF1 wiaze si¢ z miejscem promotorowym
CO [24]. Na podstawie uzyskanych wynikéw stworzono model regulacji ekspresji
genu CO przez biatko FKF1. Najprawdopodobniej niski poziom mRNA CO o poranku
indukowany jest przez wiazanie si¢ czynnika transkrypcyjnego CDF1 do promotora
genu CO. P6znym popotudniem, kiedy poziom biatka FKF1 jest wysoki, biatko CDF1
podlega szybkiej degradacji przez kompleks SCF¥ !, Niski poziom biatka CDF1
umozliwia z kolei zniesienie represji genu CO, co prowadzi w konsekwencji do
osiagnigcia wysokiego poziomu transkryptu CO [26].
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RYCINA.3. Regulacja poziomu biatka FKF1 oraz transkryptu i produktu genu CO u roslin Arabidopsis
thaliana eksponowanych na r6zne warunki fotoperiodyczne. W warunkach dnia dtugiego poziom biatka
FKF1 osiaga szczyt pod koniec dnia, co prowadzi do szybkiej degradacji biatka CDF1 — represora genu
CO. Derepresja genu CO prowadzi w konsekwencji do osiagnigcia wysokiego poziomu transkryptu genu
CO. Wysoki poziom biatka CO regulowany jest przez fitochrom A oraz kryptochromy. Korelacja
pomigdzy dtugoscia dnia oraz poziomem mRNA i biatka CO prowadzi w rezultacie do promocji kwitnienia.
W warunkach dnia krétkiego u roslin dtugodniowych ekspozycja roslin na swiatto nie pokrywa si¢ z
czasem najwyzszej ekspresji genu CO i jego produktu biatkowego, co objawia si¢ brakiem indukcji
kwitnienia (wg [4 ] zmienione)
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Poziom, a posrednio takze stabilnos¢ biatka CO sa regulowane réwniez przez §wiatlo.
U ro$lin traktowanych swiattem niebieskim lub daleka czerwienia biatko CO akumulo-
wane jest w jadrze; efektu takiego nie obserwuje si¢ w ciemnosci [56]. Badania gene-
tyczne wskazuja, ze receptory swiatta niebieskiego — kryptochromy 1 i 2 oraz receptor
dalekiej czerwieni — fitochrom A stabilizuja biatko CO i stymuluja kwitnienie, podczas
gdy fitochrom B, aktywowany przez §wiatlo czerwone, promuje degradacj¢ biatka CO
1 opoznia zakwitanie [20]. Ponadto Fukamatsu i wsp. [18] wykazali przy uzyciu dwu-
hybrydowego systemu drozdzowego, iz biatko CO wchodzi w interakcje z LKP2 oraz
ZTL. Mozliwe jest zatem, ze kompleksy SCF"*P? oraz SCF?™ sg zaangazowane w
degradacjg biatka CO [18].

Wysoki poziom mRNA genu CO oraz biatka CO determinuja zatem faze wrazliwosci
$wietlnej oraz promuja kwitnienie podczas dnia dlugiego, poniewaz tylko w tych
warunkach czas ekspozycji roslin na §wiatto pokrywa si¢ z czasem najwyzszej ekspresji
genu CO 1 jego produktu biatkowego. Opisane zjawisko okresla si¢ mianem modelu
»zewnetrznej zgodnosci” [22]. Model ten zaklada, ze u Arabidopsis thaliana, a by¢
moze i u innych roslin dnia dtugiego biatko CO aktywuje ekspresje kolejnych genéw FT
1 SOCI (Suppressor of Overexpresion of CO 1) [45] (ryc. 2). Produkty biatkowe
tych gendw sa prawdopodobnie bezposrednimi aktywatorami kwitnienia, ich nadeks-
presja powoduje bowiem bardzo wezesne zakwitanie [45]. Ekspresja F 71 SOCI jest
regulowana takze przez inne niz §wiatto czynniki srodowiskowe wptywajace na czas
kwitnienia, m.in. dziatanie obnizonej temperatury (wernalizacja) [46]. Wykazano takze,
ze jednym z elementow zegara biologicznego, ktory reguluje poziom biatka FT, a posrednio
czas kwitnienia, jest biatko ELF3. Prawdopodobnie biatko to jest odpowiedzialne za
proces destabilizacji biatka FT. Jednakze doktadny mechanizm tej regulacji nie zostat
dotychczas poznany [27]. Dlatego tez FT i SOC1 uwazane sa za punkt zbiezny kilku
szlakéw prowadzacych do indukcji kwitnienia i okreslane sa mianem tzw. integratorow
kwitnienia [37].

W kolejnym etapie indukcji kwitnienia biatko SOC1 aktywuje gen LFY (LEAFY),
ktory jest bezposrednio odpowiedzialny za przeksztalcenie merystemu wegetatywnego
w generatywny. Biatkowy produkt tego genu indukuje ekspresje genow tozsamosci
organdéw; glownie AGAMOUS (AG) oraz APETALA (AP1,2,3). Biatka AG i AP
uczestnicza w morfogenezie poszczegdlnych czesci kwiatdow, uruchamiajac takze
dodatkowe geny w poszczegolnych organach kwiatowych [28].

Wigkszo$¢ badan majacych na celu poznanie molekularnego mechanizmu indukcji
kwitnienia przeprowadzono na modelowej roslinie dnia dtugiego Arabidopsis thaliana.
Podjeto jednakze proby wyjasnienia tego zjawiska takze u roslin dnia krotkiego i roslin
neutralnych. Badania te sa w toku, wstepne wyniki sugeruja jednak, ze opisane u
Arabidopsis thaliana molekularne mechanizmy indukcji kwitnienia moga mieé
charakter uniwersalny.
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