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Streszczenie: Kwitnienie ro�lin jest z³o¿onym procesem fizjologicznym zale¿nym od wielu czynników
zarówno wewnêtrznych, jak i zewnêtrznych. Przej�cie ro�lin ze stanu wegetatywnego do generatywnego
jest u Arabidopsis thaliana kontrolowane przez kilka szlaków rozwojowych. U wiêkszo�ci ro�lin proces
zakwitania zale¿y od czynników �rodowiskowych, takich jak: temperatura oraz �wiat³o. Szlak zale¿ny
od jako�ci �wiat³a zwi¹zany jest ze zjawiskiem zwanym syndromem zacienienia. Przyspieszenie kwit-
nienia podczas syndromu zacienienia jest zale¿ne od trzech cz¹steczek: PHYB, bia³ka PFT1 oraz genu
FT. Podczas inaktywacji fitochromu B dochodzi do odblokowania genu PFT1, w wyniku czego bia³ko
PFT1 wi¹¿¹c siê z genem FT indukuje wysoki poziom transkryptu FT. 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
uwa¿anego za element po�rednicz¹cy pomiêdzy zegarem biologicznym a indukcj¹ kwitnienia jest regulo-
wana przez bia³ko FKF1 nale¿¹ce do rodziny bia³ek ZEITLUPE oraz bia³ko GIGANTEA bêd¹ce rów-
nie¿ elementem zegara oko³odobowego. Bia³ko FKF1 jest odpowiedzialne za degradacjê bia³ka CDF1.
Bia³ko CDF1 wi¹¿e siê z promotorem genu CO, w wyniku czego dochodzi do hamowania jego ekspresji
rankiem. Wysoki poziom bia³ka FKF1 po po³udniu wp³ywa na szybk¹ degradacjê bia³ka CDF1, co z kolei
umo¿liwia powstawanie wysokiego poziomu mRNA genu CO. Poznanie mechanizmów kontroluj¹cych
poziom mRNA oraz bia³ka CO w du¿ym stopniu przyczyni  siê do poznania mechanizmów reguluj¹cych
czas kwitnienia tak¿e u ro�lin dnia krótkiego.

S³owa kluczowe: Arabidopsis thaliana, kwitnienie, szlak zale¿ny od jako�ci �wiat³a, zegar oko³odobowy.

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 PFT1 gene leads to its derepression. Newly synthesized PFT1 protein activates FT gene
transcription. Photoperiod pathway includes a.o. photoreceptors (phytochromes, cryptochromes and
flavoproteins from ZEITLUPE family), circadian clock�s elements, CO and FT 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.

WSTÊP

W ontogenezie kwiatowej ro�liny okrytozal¹¿kowej wyró¿niæ mo¿na dwa g³ówne
okresy: wegetatywny, podczas którego nastêpuje ró¿nicowanie siê i wzrost ro�liny
oraz generatywny, w którym ro�lina nabiera zdolno�ci do rozmna¿ania siê, wytwarza
kwiaty, ulega zap³odnieniu i tworzy nasiona. Przej�cie ro�lin ze stanu wegetatywnego
w generatywny jest procesem bardzo intensywnie badanym. Istnieje wiele gatunków
ro�lin, których zakwitanie jest niezale¿ne od warunków zewnêtrznych, zatem rozwój
generatywny regulowany jest u nich przez czynniki wewnêtrzne, np. osi¹gniêcie przez
ro�linê okre�lonego wieku b¹d� wielko�ci. U zdecydowanej wiêkszo�ci gatunków proces
zakwitania zale¿y jednak¿e od czynników �rodowiskowych, tj. �wiat³a i temperatury.
Okre�lone warunki temperaturowe i �wietlne s¹ impulsem indukcyjnym decyduj¹cym
o przej�ciu tych ro�lin ze stanu wegetatywnego w generatywny [28].

Kwitnienie ro�lin jest z³o¿onym procesem kontrolowanym, jak to wykazano u
Arabidopsis thaliana, przez kilka szlaków rozwojowych, do których nale¿¹ [3] (ryc.1):
1) szlak giberelinowy,
2) szlak autonomiczny,
3) szlak zale¿ny od obni¿onej temperatury (wernalizacja),
4) szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod,
5) szlak zale¿ny od jako�ci �wiat³a.

Wp³yw giberelin na indukcjê kwitnienia opisano ju¿ w latach piêædziesi¹tych ubieg³ego
wieku. Langride w 1957 roku wykaza³, i¿ podawanie egzogennej gibereliny przyspiesza
kwitnienie u ro�lin Arabidopsis thaliana [29]. W latach dziewiêædziesi¹tych uzyskano
mutanty giberelinowe rzodkiewnika pospolitego m.in. ga1, które charakteryzowa³y siê
opó�nionym zakwitaniem w warunkach dnia krótkiego [55]. Nie poznano jak dot¹d
pe³nego mechanizmu dzia³ania giberelin w indukcji kwitnienia. Wiadomo jednak, i¿
gibereliny wp³ywaj¹ na ekspresjê genu LFY (LEAFY) oraz prawdopodobnie genów
SOC1 (Supressor of Overexpresion of CO 1) oraz FT (Flowering locus T), których
bia³kowe produkty indukuj¹ ekspresjê kolejnych genów zaanga¿owanych w rozwój
kwiatu [5, 36, 41].

Genami zaanga¿owanymi w indukcjê kwitnienia s¹ tak¿e geny wspó³tworz¹ce szlak
autonomiczny. Szlak ten obejmuje geny, w których mutacje powoduj¹ powstawanie
fenotypów charakteryzuj¹cych siê opó�nionym kwitnieniem. Proces ten zachodzi
niezale¿nie od warunków fotoperiodycznych i mo¿e byæ odwrócony przez zastosowanie



                                                          495REGULACJA KWITNIENIA PRZEZ �WIAT£O

wernalizacji. Przebieg szlaku autonomicznego jest niezale¿ny od d³ugo�ci dnia [3]. W�ród
genów tego szlaku wyró¿nia siê m.in. LD (LuminiDependens), FLD (Flowering Locus
D) oraz FLK (Flowering Locus K). Bia³ka kodowane przez wymienione geny hamuj¹
ekspresjê genu FLC (Flowering Locus C) uwa¿anego za g³ównego represora kwitnienia
u Arabidopsis thaliana [4, 37].

Wiêkszo�æ ro�lin wytwarza organy generatywne jedynie po zadzia³aniu bod�ca
temperaturowego lub �wietlnego. W zwi¹zku z tym wyró¿niono dwie grupy ro�lin: pierwsza
obejmuje ro�liny zwane ozimymi kwitn¹ce pod wp³ywem niskiej temperatury, natomiast
druga grupa obejmuje ro�liny jare, które zakwitaj¹ w odpowiedzi na okre�lony fotoperiod
[28]. Jednak¿e g³ównym czynnikiem �rodowiskowym wp³ywaj¹cym w najwiêkszym
stopniu na ¿ycie ro�liny jest �wiat³o. Wp³yw energii �wietlnej na ro�liny jest wielokierun-
kowy. Z  jednej strony warunkuje syntezê zwi¹zków organicznych w procesie fotosyntezy,

RYCINA 1. Schemat ilustruj¹cy wzajemne zale¿no�ci pomiêdzy szlakami molekularnymi reguluj¹cymi
kwitnienie u Arabidopsis thaliana (na podstawie [4] i [35] zmienione, szczegó³owy opis w tek�cie)
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z drugiej za� wp³ywa na wzrost i rozwój ro�lin (tzw. fotomorfogeneza) [17]. Percepcja
bod�ca �wietlnego odbywa siê w li�ciach b¹d� li�cieniach za po�rednictwem
wyspecjalizowanych cz¹steczek chromoprotein, które pe³ni¹ funkcjê fotoreceptorów.
Zaliczamy do nich: receptory �wiat³a czerwonego i dalekiej czerwieni czyli fitochromy
oraz receptory �wiat³a niebieskiego kryptochromy, fototropiny i flawoproteiny z
rodziny Zeitlupe [10, 24, 42, 50]. Fotoreceptory odbieraj¹ informacjê o ilo�ciowych
oraz jako�ciowych zmianach warunków �wietlnych w �rodowisku wzrostu ro�liny. Do
zmian ilo�ciowych mo¿emy zaliczyæ czas trwania, jak i natê¿enie �wiat³a, za� do
jako�ciowych sk³ad widma �wietlnego docieraj¹cego do ro�liny [17].

Badania z ostatnich lat wykaza³y, i¿ �wiat³o reguluje czas kwitnienia poprzez dwa
niezale¿ne szlaki:
1) szlak zale¿ny od jako�ci �wiat³a obejmuj¹cy, fitochromy oraz gen PFT1 (Phyto-

chrome and Flowering Time 1), którego produkt reguluje ekspresjê g³ównego
integratora kwitnienia, czyli genu FT (Flowering Locus T) [9],

2) szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod, obejmuj¹cy m.in. fotoreceptory,
moleku³y zegara biologicznego oraz geny CONSTANS i FT [3].

1. Szlak zale¿ny od jako�ci �wiat³a

Poszczególne etapy rozwoju ro�liny mog¹ zachodziæ w ró¿nych warunkach
�wietlnych. W �rodowisku naturalnym dochodzi bowiem do czê�ciowego lub ca³kowitego
zacieniania jednych ro�lin przez drugie [28]. W zale¿no�ci zatem od miejsca
wystêpowania rozwój wegetatywny oraz generatywny ro�lin mo¿e odbywaæ siê w
miejscach zacienionych, charakteryzuj¹cych siê ma³ym natê¿eniem �wiat³a lub w
miejscach stosunkowo dobrze o�wietlonych [15]. Oprócz zmian ilo�ciowych �wiat³a
niezwykle istotny dla rozwoju ro�lin jest równie¿ jego sk³ad jako�ciowy. Ro�liny
monitoruj¹ zmiany w jako�ci �wiat³a za po�rednictwem wspomnianych ju¿ fotorecep-
torów. Barwniki fotosyntetyczne, takie jak chlorofile oraz karoteny i ksantofile, absorbuj¹
poza �wiat³em zielonym i czê�ci¹ dalekiej czerwieni prawie ca³y zakres promieniowania
widzialnego (390�750  nm). Okrywa li�ci przepuszcza g³ównie �wiat³o w zakresie
dalekiej czerwieni, poch³aniaj¹c pozosta³¹ czê�æ widma. Ponadto li�cie maj¹ zdolno�æ
wybiórczego odbijania okre�lonych d³ugo�ci fal. �wiat³o zielone odbijaj¹ bardziej
skutecznie ni¿ niebieskie i czerwone. Najistotniejsze zmiany widma �wietlnego zachodz¹
w zakresie �wiat³a czerwonego oraz dalekiej czerwieni. Rejestrowanie tych zmian
dostarcza ro�linom informacji o zmianach zachodz¹cych w �rodowisku wzrostu [28].
Proporcje intensywno�ci (liczby kwantów) �wiat³a czerwonego (R) do dalekiej czerwieni
(FR) okre�lono wspó³czynnikiem R:FR [12, 15, 16]. W zale¿no�ci od typu �rodowiska
oraz �wiat³a, wspó³czynnik ten przyjmuje ró¿ne warto�ci. W przypadku �wiat³a dziennego
wynosi oko³o 1,19, natomiast o zmroku przyjmuje on warto�æ w zakresie od 0,7 do 0,9.
Z kolei w takich ekosystemach, jak las tropikalny czy iglasty, waha siê w zakresie od
0,22�0,25 do 0,76�0,77 [28, 57].

Z wielko�ci¹ wspó³czynnika R:FR zwi¹zane jest zjawisko okre�lane jako tzw.
syndrom zacienienia (ang. shade-avoidance response). Ze zjawiskiem tym u ro�lin
mamy do czynienia w sytuacji niskiej warto�ci wspó³czynnika R:FR. Ro�liny rosn¹ce
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w takich warunkach �rodowiskowych charakteryzuj¹ siê wyd³u¿onymi ³odygami i
ogonkami li�ciowymi, redukcj¹ chlorofilu w komórkach miêkiszowych li�ci oraz
przyspieszeniem kwitnienia [9, 12, 15]. Fotoreceptorami zaanga¿owanymi w detekcjê
zmian w zakresie �wiat³a czerwonego oraz dalekiej czerwieni, a przez to uczestnicz¹cymi
w regulacji zjawisk wystêpuj¹cych podczas syndromu zacienienia s¹ fitochromy. U
Arabidopsis thaliana zidentyfikowano piêæ fitochromów kodowanych przez nastêpu-
j¹ce geny PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE. PHYA koduje labiln¹ pulê fitochromu
syntetyzowan¹ w ciemno�ci i szybko degradowan¹ na �wietle. Pula stabilna, kodowana
jest przez geny PHYB � PHYE, których produkty bia³kowe utrzymuj¹ siê na podobnym
poziomie zarówno na �wietle, jak i w ciemno�ci [11]. Fitochromy wystêpuj¹ w komórkach
w dwóch formach molekularnych: Pr i Pfr [10, 38, 39].

Jak ju¿ wspomniano, jedn¹ z cech charakterystycznych dla syndromu zacienienia
jest przyspieszenie czasu kwitnienia. Powstaje zatem pytanie, w jaki sposób fitochromy
uczestnicz¹ w regulacji tego zjawiska? W�ród piêciu znanych fitochromów
najprawdopodobniej najwa¿niejsz¹ rolê w regulacji czasu kwitnienia odgrywa PHYB.
Badania prowadzone z wykorzystaniem mutantów phyb Arabidopsis thaliana
wykaza³y, ¿e fitochrom B hamuje kwitnienie, gdy¿ ro�liny te charakteryzuj¹ siê
przyspieszonym czasem kwitnienia. W 2003 roku Cerdan i Chory [9] wykazali istnienie
szlaku zale¿nego od jako�ci �wiat³a, w którym g³ówn¹ rolê odgrywa PHYB oraz nowo
zidentyfikowany gen PFT1, który koduje bia³ko j¹drowe z³o¿one z 836 aminokwasów.
Analizy mutantów pft1 wykaza³y, i¿ ro�liny te charakteryzuj¹ siê opó�nionym
kwitnieniem w porównaniu z typem dzikim. W przypadku podwójnych mutantów
pft1phyb obserwowano ca³kowite zahamowanie kwitnienia zarówno w warunkach
dnia d³ugiego, jak i krótkiego. Wyniki te sugeruj¹, ¿e bia³ko PFT1 wspólnie z fitochromem
B stanowi¹ istotne elementy szlaku reguluj¹cego czas kwitnienia w zale¿no�ci od jako�ci
widma �wietlnego. Dalsze badania objê³y poszukiwania genu, którego ekspresjê mog³oby
modulowaæ bia³ko PFT1. W zwi¹zku z tym przeanalizowano mutanty pft1, phyb oraz
pft1phyb pod wzglêdem poziomu ekspresji genu FT zaanga¿owanego w regulacjê
kwitnienia. Wykazano, i¿ mutanty phyb charakteryzuj¹ siê wy¿szym poziomem ekspresji
genu FT ani¿eli ro�liny typu dzikiego Arabidopsis thaliana. Ponadto ro�liny z mutacj¹
genu PFT1, jak i podwójne mutanty pft1phyb wykazuj¹ niski poziom ekspresji genu
FT. Analizowano równie¿ poziom ekspresji genów SOC1 oraz CO, jednak nie wykazano
bezpo�rednich korelacji pomiêdzy poziomem mRNA tych genów a czasem kwitnienia
u mutantów pft1 oraz phyb. Na podstawie powy¿szych wyników mo¿na wnioskowaæ,
i¿ w szlaku zale¿nym od jako�ci �wiat³a fitochrom B jest elementem reguluj¹cym poziom
ekspresji genu FT. Prawdopodobnie regulacja ta zachodzi z udzia³em bia³ka PFT1,
które w przypadku inaktywacji PHYB podczas syndromu zacienienia indukuje wysoki
poziom ekspresji genu FT, co w konsekwencji prowadzi do przyspieszenia kwitnienia
[9, 15] (ryc. 1 i 2).

2. Szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod

Fotoperiodyzm jest ewolucyjnym przystosowaniem siê ro�lin do ¿ycia w strefach o
okre�lonym nastêpstwie pór roku. Ro�liny zakwitaj¹ zale¿nie od d³ugo�ci trwania fazy
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jasnej i ciemnej w 24-godzinnym cyklu dobowym. Ze wzglêdu na wymagania
fotoperiodyczne wyró¿niono ro�liny; dnia krótkiego SDP (ang. Short Day Plants),
dnia d³ugiego LDP (ang. Long Day Plants) oraz ro�liny neutralne DNP (ang. Day
Neutral Plants) [28].

W 1936 roku Bünning odkry³, i¿ mechanizmem odpowiedzialnym za mierzenie
d³ugo�ci dnia, a w konsekwencji doprowadzaj¹cym do kwitnienia ro�lin jest tzw. zegar
biologiczny [7, 54]. 30 lat pó�niej hipotezê tê udoskonalono tworz¹c �model zewnêtrznej
zgodno�ci�, który zak³ada, i¿ ekspozycja ro�lin na �wiat³o w okre�lonej fazie rytmu
oko³odobowego indukuje lub hamuje przej�cie z rozwoju wegetatywnego do generatyw-
nego [46]. G³ównym mechanizmem, za którego po�rednictwem �wiat³o reguluje czas
kwitnienia, jest zegar oko³odobowy. Zegar biologiczny sk³ada siê z trzech zasadniczych
elementów: drogi wej�cia (ang. input), wewnêtrznego oscylatora oraz drogi wyj�cia
(ang. output) [22, 44]. Droga wej�cia jest to uk³ad zwi¹zany z percepcj¹ sygna³ów
�rodowiskowych i ich transdukcj¹ do centralnego oscylatora. Wewnêtrzny oscylator
dzia³a na zasadzie pêtli ujemnego sprzê¿enia zwrotnego generuj¹c 24-godzinne rytmy
biologiczne. Z kolei droga wyj�cia jest uk³adem zwi¹zanym z przekazywaniem
wygenerowanego rytmu do systemów wykonawczych, kontroluj¹cych rytmiczno�æ
okre�lonego procesu (np. fosforylacja bia³ek) [60]. Do elementów drogi wej�cia zalicza
siê opisane wcze�niej fitochromy, kryptochromy oraz flawoproteiny z rodziny Zeitlupe
[11, 33, 50]. Za po�rednictwem tych fotoreceptorów nastêpuje percepcja i przekazanie
sygna³u �wietlnego do kolejnych elementów zegara biologicznego, czego koñcowym
wynikiem jest m.in indukcja kwitnienia [33, 44].

W�ród fitochromów przynajmniej cztery z nich s¹ zaanga¿owane w transdukcjê
sygna³u �wietlnego do oscylatora. PHYA jest odpowiedzialny za poch³anianie i transduk-
cjê �wiat³a zarówno o niskim, jak i wysokim natê¿eniu. Z kolei fitochromy B, D oraz E
absorbuj¹ �wiat³o o wysokim natê¿eniu [3, 33]. Na podstawie licznych badañ wykazano,
i¿ przekazanie bod�ca �wietlnego do oscylatora polega na oddzia³ywaniu fitochromów
z innymi bia³kami, a interakcje te zachodz¹ na terenie j¹dra komórkowego [60].
Wykazano, i¿ nieaktywne formy fitochromu labilnego oraz stabilnego wystêpuj¹ na
terenie cytoplazmy i s¹ zwi¹zane z bia³kiem PKS1 (Phytochrome Kinase Substrate
1). Fotokonwersja fitochromów z formy Pr do Pfr powoduje aktywacjê domeny
kinazowej tego fotoreceptora, co prowadzi do jego autofosforylacji, a nastêpnie do
fosforylacji bia³ka PKS1. Oddysocjowanie cz¹steczek fitochromu od PKS1 umo¿liwia
transport fotoreceptora do j¹dra komórkowego [14, 39, 60]. Po przedostaniu siê
fitochromu B na teren j¹dra komórkowego wchodzi on w interakcjê z bia³kiem PIF3
(Phytochrome Interacting Factor 3) [3, 35]. Bia³ko PIF3 dziêki obecno�ci w nim
zasadowego motywu helisa�pêtla�helisa ma zdolno�æ bezpo�redniego wi¹zania siê z
DNA. Posiada ono tak¿e domenê PAS, która umo¿liwia jego interakcje z fitochromem
B [17]. Bia³ko PIF3 jest na sta³e zwi¹zane z promotorami genów, których ekspresjê
reguluje. Zalicza siê do nich m.in. dwa geny wspó³tworz¹ce wewnêtrzny oscylator:
LHY (Late elongated HYpcotyl) i CCA1 (Circadian Clock Associated1) [42].
Aktywacja bia³ka PIF3 zachodzi dopiero po po³¹czeniu siê z form¹ Pfr fitochromu B,
co z kolei prowadzi do aktywacji ekspresji genów docelowych dla bia³ka PIF3 [32] .
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W transdukcji �wiat³a do oscylatora bior¹ udzia³ równie¿  kryptochromy 1 i 2,
kodowane przez geny odpowiednio CRY1 oraz CRY2. Kryptochromy s¹ chromopro-
teinami zaanga¿owanymi w percepcjê oraz transdukcjê �wiat³a niebieskiego i bliskiego
ultrafioletu do wewnêtrznego oscylatora. Kryptochromy wchodz¹ tak¿e w interakcje z
PHYA oraz PHYB, co sugeruje, ¿e s¹ one zaanga¿owane w przekazywanie bod�ca
�wietlnego w obrêbie szlaków fitochromowych [16, 31, 34].

Analiza poczwórnego mutanta phyAphyBcry1cry2 Arabidopsis thaliana wykaza³a,
i¿ w transdukcji sygna³u �wietlnego do oscylatora poza fitochromami i kryptochromami
uczestnicz¹ jeszcze dodatkowe fotoreceptory. Ro�liny te charakteryzowa³y siê bowiem
prawid³ow¹ wra¿liwo�ci¹ na �wiat³o i nie wykazywa³y zaburzeñ w rytmice oko³odo-
bowej. Istotnie, Somers i wsp. [50] zidentyfikowali bia³ko Zeitlupe (ZTL) i wykazali, i¿
jest ono najprawdopodobniej receptorem �wiat³a niebieskiego zaanga¿owanym w
transdukcjê sygna³u �wietlnego do oscylatora. Dalsze badania przyczyni³y siê do scha-
rakteryzowania kolejnych bia³ek strukturalnie podobnych do ZTL, które okre�lono
mianem LKP2 (Lov Kelch Protein 2) i FKF1 (Flavin-binding, Kelch repeat F-
box1). Wszystkie trzy bia³ka zaliczono do jednej rodziny o wspólnej nazwie ZEITLUPE.
[40, 47, 50]. Bia³ka z tej rodziny charakteryzuj¹ siê wystêpowaniem trzech specyficznych
domen, niespotykanych razem u innych bia³ek. Na koñcu N opisywanych protein
znajduje siê domena LOV bêd¹ca specyficzn¹ klas¹ motywu PAS, która jest
odpowiedzialna za interakcje bia³ko-bia³ko i wi¹zanie grupy chromoforowej � FMN
(mononukleotyd flawinowy) [6]. W czê�ci �rodkowej bia³ka te maj¹ motyw F-box
zaanga¿owany w procesy ubikwitynacji i degradacji bia³ek [8]. Na koñcu C ka¿dego z
bia³ek ZEITLUPE znajduje siê sze�æ powtórzeñ domeny KELCH, która bierze udzia³
w interakcjach bia³ko-bia³ko [1].

Obecno�æ domeny LOV we wszystkich bia³kach ZEITLUPE sugeruje, i¿ mog¹
one funkcjonowaæ jako flawoproteinowe receptory �wiat³a niebieskiego. Ponadto
wykazano, ¿e bia³ka te dziêki obecno�ci domeny F-box wi¹¿¹ siê z bia³kiem SKP1 (S-
phase Kinase associated Protein 1, ASK u Arabidopsis), które jest jednym z
elementów ligazy ubikwitynowej E3 typu SCF (Skp1-Cullin-F-box). Kompleks SCF
zaanga¿owany jest w rozpoznawanie i wi¹zanie bia³ek przeznaczonych do degradacji
w proteasomach [23, 59]. Jak wykazano, bia³ko ZTL wchodzi równie¿ w interakcje z
PHYB oraz CRY2, co wskazuje na jego udzia³ w przekazywaniu sygna³u �wietlnego
od kryptochromów i fitochromów do wewnêtrznego oscylatora [26].

Intensywnie prowadzone badania w ostatnich latach przyczyni³y siê do identyfikacji
kolejnych elementów wchodz¹cych w sk³ad drogi wej�cia �wiat³a do oscylatora. Nale¿¹
do nich bia³ka: ELF3 (Early Flowering 3), SSR1 (Sensitivity to Red light reduced)
oraz TIC (TIme for Cofee). Zarówno ELF3, jak i TIC prawdopodobnie pe³ni¹ funkcjê
negatywnych regulatorów transdukcji bod�ca �wietlnego do zegara. ELF3 wchodzi
bowiem w interakcje z PHYB hamuj¹c jednocze�nie jego aktywno�æ, a to z kolei
prowadzi do zablokowania transdukcji �wiat³a w obrêbie drogi wej�cia [43]. Rola bia³ka
TIC w szlaku transdukcji �wiat³a do oscylatora nie zosta³a dotychczas poznana, jednak¿e
wydaje siê, ¿e bia³ko to podobnie jak ELF3, wchodzi w interakcjê z PHYB hamuj¹c
jego dzia³anie [21]. Staiger i wsp. [51] wykazali natomiast, ¿e bia³ko SSR1 bierze udzia³
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w przekazywaniu bod�ca �wietlnego do oscylatora i stanowi element szlaku fitochro-
mowego (PHYB). Ponadto mutanty ssr1 charakteryzowa³y siê zaburzeniami wielu
procesów wykazuj¹cych rytmy dobowe np. ruchów li�ci oraz ekspresji genów LHY
oraz CCA1. Wyniki te wskazuj¹, ¿e bia³ko SSR1 mo¿e funkcjonowaæ poza szlakiem
fitochromowym i jest elementem koniecznym do prawid³owego funkcjonowania zegara
biologicznego [51].

Centraln¹ czê�æ zegara biologicznego stanowi wewnêtrzny oscylator. Oscylator
jest mechanizmem odpowiedzialnym za generowanie 24-godzinnych rytmów
biologicznych [60]. U rzodkiewnika pospolitego zidentyfikowano cztery geny, które
formuj¹ pêtlê sprzê¿enia napêdzaj¹c¹ oscylator. S¹ to: CCA1 (Circadian Clock
Associated 1), LHY (Late elongated HYpocotyl), TOC1 (Timing Of Cab expression
1)  i ELF4 (Early Flowering 4) [2, 13]. Na podstawie badañ prowadzonych na
Arabidopsis thaliana stworzono model dzia³ania oscylatora wewnêtrznego. Powsta-
j¹ca o �wicie aktywna forma fitochromu B, po przej�ciu do j¹dra komórkowego, ³¹czy
siê z czynnikiem transkrypcyjnym PIF3 na sta³e zwi¹zanym z kaset¹ G-box promotorów
genów LHY i CCA1. Prowadzi to do aktywacji transkrypcji tych genów, a szczyt
akumulacji ich bia³kowych produktów w cytoplazmie ma miejsce dwie godziny po
rozpoczêciu  transkrypcji. Po przej�ciu bia³ek LHY i CCA1 do j¹dra, ulegaj¹ one
zwi¹zaniu z sekwencj¹ EVENING ELEMENT promotora genu TOC1 oraz promoto-
rem genu ELF4 i powoduj¹ hamowanie ich ekspresji w ci¹gu dnia. Zmniejszenie ilo�ci
bia³ka TOC1 oraz ELF4 wp³ywa z kolei na obni¿enie aktywno�ci genów LHY i CCA1,
co powoduje spadek poziomu bia³ek przez nie kodowanych. Najni¿szy poziom bia³ek
LHY i CCA1 obserwuje siê o zmierzchu; stan ten pozwala z kolei na wznowienie
transkrypcji genów TOC1 oraz ELF4. Bia³kowy produkt genu TOC1 akumulowany
jest w ci¹gu  nocy, po czym wchodzi w interakcje z PIF3 i PFL1 (PIF like 1), co
umo¿liwia ponown¹ aktywacjê transkrypcji genów LHY i CCA1 o wschodzie s³oñca
[22, 34, 44, 60] (ryc. 2 ).

Zarówno bia³ka wchodz¹ce w sk³ad drogi wej�cia, jak i wewnêtrznego oscylatora,
reguluj¹ ekspresjê wielu genów zaanga¿owanych w regulacjê ró¿norodnych procesów.
Jednym z genów regulowanych przez bia³ka zegara biologicznego jest CONSTANS.
Gen ten koduje bia³ko j¹drowe zawieraj¹ce motyw CCT i dwie kasety B typu palca
cynkowego, co wskazuje, ¿e mo¿e pe³niæ ono funkcjê czynnika transkrypcyjnego [52].
Poziom transkryptu genu CO wykazuje rytm oko³odobowy przy ci¹g³ym �wietle.
Nadekspresja opisywanego genu nie zmienia jednak¿e rytmu biologicznego aktywno�ci
typowego genu pozostaj¹cego pod kontrol¹ zegara biologicznego � CAB (Chlorophyll
A/B-binding protein 2). Wyniki te sugeruj¹, i¿ bia³ko CO nie wp³ywa w znacz¹cy
sposób na generowanie rytmów oko³odobowych [30]. Z drugiej strony ro�liny z
nadekspresj¹ CO charakteryzuj¹ siê bardzo wczesnym zakwitaniem. Wskazuje to, ¿e
CO funkcjonuje jako gen drogi wyj�cia, a jednocze�nie element po�rednicz¹cy pomiêdzy
zegarem biologicznym i indukcj¹ kwitnienia [22].

Wykazano, ¿e ekspresja genu CO jest regulowana m.in. przez bia³ko GIGANTEA.
Wcze�niejsze badania wykaza³y, ¿e GIGANTEA jest elementem po�rednicz¹cym
pomiêdzy wewnêtrznym oscylatorem a genem CO. Mutanty gi wykazuj¹ bardzo niski
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RYCINA 2. Uproszczony schemat ilustruj¹cy szlak zale¿ny od jako�ci �wiat³a (linia przerywana) oraz
szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod. Gen CO jest kluczow¹ moleku³¹ zaanga¿owan¹ w
kontrolê kwitnienia, a jego poziom regulowany jest za po�rednictwem szlaku kontrolowanego przez
indukcyjny fotoperiod. Szlak ten obejmujê m.in. fotoreceptory oraz elementy zegara biologicznego. Poza
bia³kiem CO po�redni wp³yw na promocjê kwitnienia ma równie¿ bia³ko PFT1, bêd¹ce elementem szlaku
zale¿nego od jako�ci �wiat³a (wg  [4] zmienione)
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poziom transkryptu genu CO, co przejawia siê zahamowaniem kwitnienia. Z kolei
nadekspresja CO w mutantach gi powoduje zniesienie fenotypu pó�nego zakwitania.
Powy¿sze wyniki sugeruj¹ wiêc, ¿e bia³ko GI zaanga¿owane jest w regulacjê ekspresji
genu CO [52]. W warunkach, kiedy okresy �wiat³a i ciemno�ci trwaj¹ równo po 12
godzin, poziom transkryptu CO wykazuje rytm dwunastogodzinny. Jednak umieszczenie
ro�lin Arabidopsis thaliana w warunkach dnia krótkiego indukuje szczyt akumulacji
mRNA genu CO w trakcie d³ugiej nocy. Z kolei podczas dnia d³ugiego szczyt ten jest
zauwa¿alny pod koniec dnia i w czasie krótkiej nocy (ryc. 3) [46, 52]. Ostatnie badania
genetyczne dostarczy³y wiêcej informacji na temat powstawania dobowych rytmów
aktywno�ci genu CO, jak równie¿ kontroli kwitnienia przez ten gen. Okaza³o siê bowiem,
¿e bia³ko FKF1, bêd¹ce jednym z elementów zegara biologicznego, indukuje wysoki
poziom mRNA genu CO. U mutantów fkf1 poziom transkryptu genu CO jest najwy¿szy
w nocy, a nie pod koniec dnia d³ugiego, jak ma to miejsce u ro�lin typu dzikiego [22].
Bia³ko FKF1 akumuluje siê w czasie dnia d³ugiego, za� jego poziom osi¹ga szczyt pod
koniec dnia. W warunkach dnia krótkiego poziom bia³ka FKF1 jest niski w ci¹gu dnia,
natomiast najwy¿szy poziom osi¹ga ono w pierwszej po³owie nocy. Zak³ada siê, ¿e
wysoki poziom tego bia³ka podczas dnia d³ugiego powstaje pod wp³ywem �wiat³a.
Pojawienie siê bia³ka FKF1 wp³ywa z kolei na wysoki poziom mRNA genu CO [24].
Imaizumi i wsp. [25] stosuj¹c dwu-hybrydowy system dro¿d¿owy wykazali wystêpo-
wanie specyficznych interakcji pomiêdzy powtórzeniami KELCH bia³ka FKF1 a trzema
bia³kami charakteryzuj¹cymi siê obecno�ci¹ domeny DOF (DNA-binding with one
finger). Domena ta wystêpuje w bia³kach pe³ni¹cych rolê czynników transkrypcyjnych.
Dziêki obecno�ci sekwencji DOF bia³ka te maj¹ zdolno�æ wi¹zania siê z cz¹steczkami
DNA. Bia³ka z domen¹ DOF zaanga¿owane s¹ w regulacjê licznych procesów
fizjologicznych, takich jak: kie³kowanie nasion, transdukcja �wiat³a w obrêbie szlaku
fitochromowego, odpowied� na stres itp. [58].  Wykazano, i¿ zidentyfikowane czynniki
transkrypcyjne s¹ kodowane przez geny, których ekspresja podlega oscylacji dobowej,
w zwi¹zku z czym geny te zyska³y miano CDF1 (Cycling Dof Factor 1), CDF2 i
CDF3. Ponadto dalsze badania ujawni³y, i¿ w regulacjê czasu kwitnienia bezpo�rednio
zaanga¿owane jest tylko bia³ko CDF1. Ro�liny Arabidopsis thaliana z nadekspresj¹
CDF1 charakteryzuj¹ siê bowiem  czasem kwitnienia opó�nionym  w stosunku do
ro�lin typu dzikiego. Z kolei ro�liny z nadekspresj¹ CDF2 oraz CDF3 nie wykazuj¹
zmian w czasie kwitnienia niezale¿nie od warunków �wietlnych, w jakich rosn¹.
Wykazano tak¿e, ¿e w promotorze genu CO wystêpuj¹ miejsca wi¹¿¹ce domenê DOF.
Badania in vitro potwierdzi³y, i¿ bia³ko CDF1 wi¹¿e siê z miejscem promotorowym
CO [24]. Na podstawie uzyskanych wyników stworzono model regulacji ekspresji
genu CO przez bia³ko FKF1. Najprawdopodobniej niski poziom mRNA CO o poranku
indukowany jest przez wi¹zanie siê czynnika transkrypcyjnego CDF1 do promotora
genu CO. Pó�nym popo³udniem, kiedy poziom bia³ka FKF1 jest wysoki, bia³ko CDF1
podlega szybkiej degradacji przez kompleks SCFFKF1. Niski poziom bia³ka CDF1
umo¿liwia z kolei zniesienie represji genu CO , co prowadzi w konsekwencji do
osi¹gniêcia wysokiego poziomu transkryptu CO [26].
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RYCINA.3. Regulacja poziomu bia³ka FKF1 oraz transkryptu i produktu genu CO u ro�lin Arabidopsis
thaliana eksponowanych na ró¿ne warunki fotoperiodyczne. W warunkach dnia d³ugiego poziom bia³ka
FKF1 osi¹ga szczyt pod koniec dnia, co prowadzi do szybkiej degradacji bia³ka CDF1 � represora genu
CO. Derepresja genu CO prowadzi w konsekwencji do osi¹gniêcia wysokiego poziomu transkryptu genu
CO. Wysoki poziom bia³ka CO regulowany jest przez fitochrom  A oraz kryptochromy. Korelacja
pomiêdzy d³ugo�ci¹ dnia oraz poziomem mRNA i bia³ka CO prowadzi w rezultacie do promocji kwitnienia.
W warunkach dnia krótkiego u ro�lin d³ugodniowych ekspozycja ro�lin na �wiat³o nie pokrywa siê z
czasem najwy¿szej ekspresji genu CO i  jego produktu bia³kowego, co objawia siê brakiem indukcji
kwitnienia (wg [4 ] zmienione)
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Poziom, a po�rednio tak¿e stabilno�æ bia³ka CO s¹ regulowane równie¿ przez �wiat³o.
U ro�lin traktowanych �wiat³em niebieskim lub dalek¹ czerwieni¹ bia³ko CO akumulo-
wane jest w j¹drze; efektu takiego nie obserwuje siê w ciemno�ci [56]. Badania gene-
tyczne wskazuj¹, ¿e receptory �wiat³a niebieskiego � kryptochromy 1 i 2 oraz receptor
dalekiej czerwieni � fitochrom A stabilizuj¹ bia³ko CO i stymuluj¹ kwitnienie, podczas
gdy fitochrom B, aktywowany przez �wiat³o czerwone, promuje degradacjê bia³ka CO
i opó�nia zakwitanie [20]. Ponadto Fukamatsu i wsp. [18] wykazali przy u¿yciu dwu-
hybrydowego systemu dro¿d¿owego, i¿ bia³ko CO wchodzi w interakcjê z LKP2 oraz
ZTL. Mo¿liwe jest zatem, ¿e kompleksy SCFLKP2 oraz SCFZTL s¹ zaanga¿owane w
degradacjê bia³ka CO [18].

Wysoki poziom mRNA genu CO oraz bia³ka CO determinuj¹ zatem fazê wra¿liwo�ci
�wietlnej oraz promuj¹ kwitnienie podczas dnia d³ugiego, poniewa¿ tylko w tych
warunkach czas ekspozycji ro�lin na �wiat³o pokrywa siê z czasem najwy¿szej ekspresji
genu CO i jego produktu bia³kowego. Opisane zjawisko okre�la siê mianem modelu
�zewnêtrznej zgodno�ci� [22]. Model ten zak³ada, ¿e u Arabidopsis thaliana, a byæ
mo¿e i u innych ro�lin dnia d³ugiego bia³ko CO aktywuje ekspresjê kolejnych genów FT
i SOC1 (Suppressor of Overexpresion of CO 1) [45] (ryc. 2). Produkty bia³kowe
tych genów s¹ prawdopodobnie bezpo�rednimi aktywatorami kwitnienia, ich nadeks-
presja powoduje bowiem bardzo wczesne zakwitanie [45]. Ekspresja FT i SOC1 jest
regulowana tak¿e przez inne ni¿ �wiat³o czynniki �rodowiskowe wp³ywaj¹ce na czas
kwitnienia, m.in. dzia³anie obni¿onej temperatury (wernalizacja) [46]. Wykazano tak¿e,
¿e jednym z elementów zegara biologicznego, który reguluje poziom bia³ka FT, a po�rednio
czas kwitnienia, jest bia³ko ELF3. Prawdopodobnie bia³ko to jest odpowiedzialne za
proces destabilizacji bia³ka FT. Jednak¿e dok³adny mechanizm tej regulacji nie zosta³
dotychczas poznany [27]. Dlatego te¿ FT i SOC1 uwa¿ane s¹ za punkt zbie¿ny kilku
szlaków prowadz¹cych do indukcji kwitnienia i okre�lane s¹ mianem tzw. integratorów
kwitnienia [37].

W kolejnym etapie indukcji kwitnienia bia³ko SOC1 aktywuje gen LFY (LEAFY),
który jest bezpo�rednio odpowiedzialny za przekszta³cenie merystemu wegetatywnego
w generatywny. Bia³kowy produkt tego genu indukuje ekspresjê genów to¿samo�ci
organów; g³ównie AGAMOUS (AG) oraz APETALA (AP1,2,3). Bia³ka AG i AP
uczestnicz¹ w morfogenezie poszczególnych czê�ci kwiatów, uruchamiaj¹c tak¿e
dodatkowe geny w poszczególnych organach kwiatowych [28].

Wiêkszo�æ badañ maj¹cych na celu poznanie molekularnego mechanizmu indukcji
kwitnienia przeprowadzono na modelowej ro�linie dnia d³ugiego Arabidopsis thaliana.
Podjêto jednak¿e próby wyja�nienia tego zjawiska tak¿e u ro�lin dnia krótkiego i ro�lin
neutralnych. Badania te s¹ w toku, wstêpne wyniki sugeruj¹ jednak, ¿e opisane u
Arabidopsis thaliana molekularne mechanizmy indukcji kwitnienia mog¹  mieæ
charakter uniwersalny.
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