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FLORIGEN — LEGENDA CZY RZECZYWISTOSC?

FLORIGEN — LEGEND OR REALITY?
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Streszczenie: 70 lat temu Mikhail Chailakhyan zaproponowat hormonalna teori¢ kwitnienia uwazajac, ze
w liciach powstaje specyficzny hormon kwitnienia, florigen, ktory transportowany jest nastgpnie do
wierzchotka wzrostu. Poszukiwanie mitycznego florigenu zakonczyto si¢ niepowodzeniem. Badania
wykazaty jednak, Ze u podstaw indukcji kwitnienia lezy wspotdzialanie grupy genow charakteryzuja-
cych si¢ wysoka aktywnos$cia w obregbie komorek wiazek przewodzacych. Mobilny sygnat kwitnienia
moze by¢ produktem jednego z tych gendw badz to w formie transkryptu mRNA, badz biatka.

Stowa kluczowe: florigen, indukcja kwitnienia, geny kwitnienia.

Summary: It is almost 70 years since Mikhail Chailakhyan put forward his hormonal theory of flowering
induction, which envisaged the leaves producing and exporting to the shoot apex a specific floral hormone
which he called ,,florigen”. The search for isolation of mythical florigen ended unsuccessfully. However,
the investigations have shown that fundamental for flower induction is cooperation between family of
flowering gens which express high activity in cells of vascular bundles. The mobile flowering signal could
be a product of one of them in the form of transcript mRNA or protein.

Key words: florigen, flower induction, flowering genes.

Wykaz skrotow: ABA — abscisic acid, API — apetala 1, AP2 — apetala 2, CO — CONSTANS, FCA —

flowering locus CA, FD — flowering locus D, FLC — flowering locus C, FT — flowering locus T, FY —
flowering locus Y, GA — giberellic acid, gibberellin, gal — GA requiring 1, gai — gibberellin insensitive,
GUS - beta—glucuronidase, HD1 — heading date 1, HD3a — heading date 3a, ID1 —indeterminate 1, LFY
— leafy, MFT — mother of FT and TFL1, SOCI — suppressor of overexpression of constans 1, TFL1 —
terminal flower 1, spy — spindly, TSF — twin sister of FT .
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1. WSTEP

70 lat temu Mikhail Chailakhyan pracujac w Instytucie Fizjologii Roslin w Moskwie
nad problemem fotoperiodycznej kontroli kwitnienia doszedt do wniosku, ze w wyniku
indukcji pojawia si¢ w lisciach hormon kwitnienia, ktory nazwat florigenem [16, 17].
Wnhiosek ten wysnut na podstawie obserwacji, ze sygnat fotoperiodyczny jest przyjmo-
wany przez liScie, za§ roznicowanie generatywne zachodzi w wierzchotkach wzrostu,
istnieje wigc konieczno$¢ przekazania informacji i mobilny florigen jest wlasnie jej
no$nikiem. Rowniez przekazywanie w wyniku szczepien sygnatu kwitnienia z zainduko-
wanych donoréw do wegetatywnych receptorow stanowito podstawe do wysunigcia
przez Chailakhyana koncepcji florigenu. Koncepcja ta zaktadata wige, ze w wyniku
indukc;ji fotoperiodycznej powstaje w lisciach specyficzny, uniwersalny hormon kwitnienia
—florigen, ktory przemieszcza si¢ floemem do wierzchotka wzrostu, zmieniajac wzorzec
jego roznicowania z wegetatywnego na generatywny. Wytworzony w zaindukowanych
do kwitnienia ro$linach florigen jest takze przekazywany droga szczepien, powodujac
kwitnienie roslin wegetatywnych. Koncepcja ta zostata szeroko zaakceptowana i stata
sig¢ przez kilkadziesiat lat dominujacym sposobem myslenia w badaniach mechanizmow
kwitnienia. Okazato si¢ jednak, Ze istnienia tak rozumianego florigenu nie sposéb
udowodnié. Z drugiej strony nie sposob takze zaprzeczy¢, ze mobilny sygnat kwitnienia
powstaje w lisciach, skad przemieszcza si¢ do wierzchotkéw wzrostu, a takze jest
przekazywany droga szczepien. Do czego wigc 70 lat badan nad najbardziej tajemniczym
i kontrowersyjnym w fizjologii kwitnienia problemem doprowadzito? Czy teoria
mistycznego florigenu jest ciagle zywa, czy jest juz tylko wspomnieniem historii, echem
zawiedzionych nadziei?

2. HISTORIA BADAN NAD FLORIGENEM

Badania nad fotoperiodyczna kontrola kwitnienia prowadzone w latach trzydziestych
ubieglego stulecia przez Chailakhyana, Cholodnego, Moshkova, Kuijpera i innych,
doprowadzity do postawienia koncepcji florigenu. Chailakhyan opart si¢ na faktach, iz
liscie sq organami receptorowymi dla bodZca fotoperiodycznego w kwitnieniu rosliny
dnia krotkiego (SDP) Chrysanthemum indicum oraz wykazal, ze mozna wywotaé
indukcje kwitnienia wskutek migdzygatunkowego szczepienia migdzy SDP Helianthus
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tuberosus L. 1 rosling neutralna (NDP) Helianthus annus L. [77]. Dalsze badania
wykazatly, ze bodziec kwitnienia jest przekazywalny poprzez rézne gatunki roslin
nalezacych do réznych typoéw wrazliwosci fotoperiodycznej, a wige pomiedzy SDP i
LDP (roslinami dnia dlugiego), jak réwniez NDP (ro$linami neutralnymi) [78].
Wyciagnieto stad wniosek, ze florigen jest uniwersalnym dla wszystkich roslin hormonem
kwitnienia. Wydawato si¢ wtedy, ze pozostaje tylko kwestia izolacji i chemicznej
identyfikacji tej substancji, aby problem mechanizmu indukcji fotoperiodycznej zostat
rozwiazany. Rzeczywisto$¢ jednak okazata si¢ duzo bardziej skomplikowana. Szeroko
prowadzone badania izolacji florigenu w wielu czotowych pracowniach na $wiecie
konczyty si¢ niepowodzeniami. Badano zarowno ekstrakty z lisci, jak i eksudaty
floemowe. Generalnie, wielokrotnie uzyskiwano czgsciowo aktywne w procesie
kwitnienia frakcje, ale identyfikacja byta albo niemozliwa ze wzgledu na niskie st¢zenie
substancji aktywnych, badz identyfikowano, w konsekwencji, substancje nicaktywne
[21]. Niepowodzenie tych badan prowadzito do frustracji, jednakze porazki thumaczono
niedoskonato$cia metod izolacji i identyfikacji, jak réwniez brakiem odpowiednich testow
kwitnieniowych. W tej sytuacji Anton Lang w 1956 roku odkryl, ze gibereliny, jak
réwniez bogate w gibereliny ekstrakty z roslin sa w stanie wywota¢ indukcje kwitnienia
u rozetowych roslin dnia dlugiego, takze u Arabidopsis thaliana rosnacych w warun-
kach nieindukcyjnego dnia krotkiego [43]. Badania te wykazaty duza rolg giberelin w
kwitnieniu, a uczestniczyt w nich przebywajacy 6wcze$nie w pracowni prof. A. Langa
w Kalifornii profesor Marian Michniewicz [47] z Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu, pionier polskich badan nad hormonami roslinnymi i fizjologia kwitnienia.
Wykazanie roli giberelin w kwitnieniu spowodowato, ze M. Chailakhyan zmodyfikowat
w 1958 roku wyjsciowa koncepcje florigenu, przyjmujac, ze jest on dwusktadnikowym
kompleksem ztozonym z giberelin i antezyn [ 18]. Gibereliny miatyby by¢ odpowiedzialne
za tworzenie todyg kwiatowych, a antezyny, hipotetyczne hormony kwiatowe, za
tworzenie kwiatoéw. Chailakhyan zaktadal, ze przy nieindukcyjnych fotoperiodach
antezyny sg limitujacym czynnikiem w zakwitaniu SDP, a gibereliny u LDP. Zaczgto
wigc poszukiwaé antezyn. Historia jednak powtorzyta sig. Proby izolacji i identyfikacji
antezyn konczyly si¢ niepowodzeniami [19]. Powracala frustracja i zniechgcenie.
Starano si¢ dalej modyfikowac¢ koncepcje florigenu proponujac istnienie takze
antyflorigenu (inhibitora kwitnienia). O kierunku réznicowania wierzchotka wzrostu
(wegetatywny/generatywny) decydowaé miataby wewnetrzna rownowaga florigenu i
antyflorigenu [78]. Jednakze brak mozliwosci potwierdzenia istnienia florigenu
doprowadzit do redefinicji bodzca kwitnienia i zanegowania jego uniwersalnosci. Zaczeto
kwestionowac, ze florigen jest substancjq drobnoczasteczkowa i postulowano komple-
ksowos¢ jego struktury [10]. Zaobserwowano, ze w tworzeniu kwiatow grochu bierze
udziat dominujacy allel Sn. Jednoczesnie wplywa on jednak takze na zwigkszenie liczby
mtodocianych lidci, skrécenie miedzywezli, hamowanie rozwoju owocow. W wielu
doswiadczeniach wykazano, ze bodzce kwitnienia przenoszone przez szczepienia
wplywaja réwniez na inne procesy rozwojowe. Nie sg wigc uniwersalne czy tez
wybiorczo specyficzne. Zaczgly sig takze pojawiac sugestie, ze przemieszczajacy si¢
bodziec kwitnienia moze by¢ rézny u roznych roslin, co takze negowato uniwersalnosc¢
florigenu [8]. W rezultacie pojawily si¢ nowe koncepcje ttumaczace mechanizm
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kwitnienia, takie jak: hipoteza réznorodnosci pokarmowej (rola asymilatow) [61],
wieloczynnikowy model kwitnienia [9] czy tez przyjecie, ze sygnat kwitnieniowy jest
natury fizycznej [71]. Zdawac trzeba sobie z tego sprawg, ze koncepcje te pojawity si¢
przede wszystkim z powodu niemoznosci okreslenia struktury chemicznej florigenu,
jednak przekonanie o potrzebie poznania natury mobilnego induktora kwitnienia pozostato.
Badania nad mechanizmami indukcji kwitnienia w erze biologii molekularnej prowadzone
sa na dwoch poziomach: hormonalnym i molekularno-genetycznym. Wniosty one nowe
spojrzenie takze na koncepcje florigenu. Zagadnienia te byly szeroko omawiane w
naszych wczesniejszych pracach przegladowych [42, 66, 67].

3. BADANIA UDZIALU SUBSTANCJI
NISKOCZASTECZKOWYCH W INDUKCJI KWITNIENIA

Zdecydowana wigkszo$¢ powstatych modeli kwitnienia przypisywata bodzcom
kwitnienia drobnoczasteczkowa hormonalna nature. Natur¢ taka miat mie¢ florigen,
antyflorigen i antezyny. Jedyna substancja spetniajaca w duzej mierze wymagania
postawione florigenowi byla giberelina. U wielu roslin dnia dtugiego, jak np. Samolus
parviflorus, Rudbeckia bicolor oraz Lolium temulentum gibereliny catkowicie zaste-
puja w indukcji kwitnienia fotoperiod [11, 38]. Zmiany poziomu giberelin w trakcie
indukcji kwitnienia u Lolium temulentum wykazuja przebieg w petni zgodny z klasyczna
teorig Chailakhyana. Percepcja indukcyjnego fotoperiodu wywotuje wzrost poziomu
giberelin w liSciach, z ktérych sa one transportowane do wierzchotka wzrostu pedu,
gdzie indukuja kwitnienie [37]. Rdwnoczesnie u wielu gatunkdéw roslin gibereliny nie
tylko nie stymuluja indukcji kwitnienia, ale nawet ja hamuja [54]. I chociaz z tego
wzgledu giberelin nie mozna nazwacé florigenem, to wspotczesne badania genetyczne
wykonane na Arabidopsis thaliana potwierdzaja jednak istotna rolg tych hormonow
w indukcji kwitnienia. W warunkach dnia krotkiego mutant biosyntezy giberelin gal
nie kwitnie, dopdki nie zostana dostarczone egzogenne gibereliny [74], natomiast mutant
szlaku transdukcji sygnatu giberelinowego gai kwitnie bardzo pdzno, a mutant spy,
charakteryzujacy si¢ konstytutywna odpowiedzia na gibereliny jest wczesnie kwitnacy
[35]. Aktywno$¢ genu LFY u mutanta gal jest obnizona, a jego aktywacja dniem
dhugim jest op6zniona, natomiast u mutanta spy rosnacego na dniu krétkim jest podwyz-
szona [14]. Do$§wiadczenia na mutantach, korespondujace w petni z wczesniejszymi
obserwacjami fizjologicznymi, doprowadzily ostatecznie do odkrycia u Arabidopsis
thaliana zaleznego od giberelin szlaku sygnatowego bezposrednio aktywujacego geny
kwitnienia (ryc. 2) [12]. Nie wiadomo jednak, czy identyczny szlak funkcjonuje takze u
innych roslin stymulowanych do kwitnienia przez gibereliny. Wyjasnienia wymaga
réwniez rola giberelin w indukcji kwitnienia u pozostatych roslin.

Pomimo wielu lat badan, mechanizmy dziatania pozostatych hormondéw roslinnych
w indukcji kwitnienia nie zostaty poznane w takim stopniu jak funkcjonowanie giberelin.
Auksyny i etylen zazwyczaj stymuluja kwitnienie roslin dnia dtugiego i hamuja indukcje
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RYCINA 1. Schemat inaktywacji kompleksu biatkowego FCA-FY przez ABA w mechanizmie kontroli
aktywnosci transkrypcyjnej genu FLC. Bialkowy produkt genu FLC jest represorem kwitnienia. Jego
ekspresja jest negatywnie regulowana mi¢dzy innymi przez kompleks biatkowy FCA-FY. W zwiazku
z tym odpowiednio wysoki poziom zagregowanych biatek FCA-FY umozliwia roslinie wytworzenie
kwiatow. ABA uniemozliwia tworzenie si¢ kompleksow FCA-FY, wskutek czego dochodzi do
ekspresji genu FLC i wytwarzanie kwiatow nie nastgpuje (na podstawie [62] zmodyfikowany)

ro$lin dnia krotkiego. Cho¢ zdarzaja si¢ pojedyncze przypadki pelnej stymulacji lub
hamowania kwitnienia przez te hormony, jak np. indukcja kwitnienia ananasa przez
etylen [11], to nie zawsze jest to skorelowane z endogennymi zmianami ich poziomu w
trakcie kwitnienia. Eufemistycznie mozna stwierdzié¢, ze wptyw omawianych hormondw
na kwitnienie jest zroznicowany i zalezy od gatunku, wieku czy stanu fizjologicznego
ro$liny [65]. Jednakze stwierdzenie takie powinno by¢ poparte dalszymi szczegdtowymi
badaniami nad rola tych substancji w kwitnieniu. I chociaz nie nalezy si¢ spodziewac,
ze ktorykolwiek z hormonéw roslinnych jest chailakhyanowskim florigenem, to ich
oddziatywanie ze szlakami sygnalowymi prowadzacymi do zakwitania nie budzi watpli-
wosci. Ostatnio okazato si¢ na przyktad, ze jadrowe biatko FCA odgrywajace istotna
role w regulacji ekspresji genu FLC u Arabidopsis, jest receptorem kwasu abscysyno-
wego [57]. Biatkowy produkt genu FLC jest represorem kwitnienia, a jego ekspresja
jest hamowana migdzy innymi przez kompleks biatek FCA-FY. Selektywne wiazanie
ABA do biatka FCA zapobiega tworzeniu si¢ kompleksu FCA-FY. Prowadzi to do
podwyzszenia poziomu FLC, a w konsekwencji do hamowania kwitnienia (ryc. 1).
Uzyskane wyniki badan molekularnych sa zgodne z obserwacjami fizjologicznymi, w
ktorych egzogenny ABA hamuje kwitnienie Arabidopsis thaliana, a mutanty cechujace
si¢ niedoborem ABA kwitna wcze$niej w warunkach dnia krotkiego [44].

Chociaz znaczenie poszczegdlnych hormonow roslinnych w procesie indukcji
kwitnienia jest jeszcze mato zrozumiate, nalezy pamigtac, ze uczestnicza one powszech-
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nie w regulacji procesow morfogenezy. Udowodniono, ze zaréwno auksyny, jak i
cytokininy i gibereliny petnia zasadnicza role w funkcjonowaniu merystemu wierzchot-
kowego pedu [29]. Stad tez ich udziat w przejéciu wierzchotka wzrostu pedu z rozwoju
wegetatywnego do generatywnego jest oczywisty. Wszelkiego rodzaju aplikacje hormo-
néw moga wigc modyfikowac kwitnienie poprzez ich zaangazowanie w ewokacji lub
dyferencjacji kwiatu. Hormony roslinne moga rowniez uczestniczy¢ w powstawaniu i
transporcie bodZca kwitnienia.

Niejasna rola poszczegoélnych hormonow w indukcji kwitnienia wynika rowniez z
faktu, ze wchodza one w liczne interakcje ze szlakami biosyntezy 1 szlakami sygnatowymi
innych hormonow [27, 69]. Zaréwno auksyny, jak i cytokininy silnie stymuluja produkcje
etylenu [2, 70], natomiast etylen wplywa na transport auksyn [64]. Auksyna stymuluje
rowniez biosyntezg giberelin [59]. Dodatkowym elementem zaleznosci pomigdzy réznymi
czynnikami regulujacymi zakwitanie jest fakt silnego zwiazku metabolizmu cytokinin z
metabolizmem cukréw [28].

Doswiadczenia fizjologiczne pokazuja zaangazowanie w proces kwitnienia rowniez
innych regulatoréw wzrostu roslin, takich jak: poliaminy, brasinosteroidy, kwas
jasmonowy czy kwas salicylowy [24]. Takie substancje jak kwas jasmonowy czy kwas
salicylowy prawdopodobnie uczestnicza w indukcji kwitnienia wywolywanej réznego
rodzaju srodowiskowymi czynnikami stresowymi, jak np. atak patogena, susza, ekstre-
malne temperatury czy intensywne oswietlenie. Nie jest wykluczone, ze wchodza one
w tych procesach w interakcje z etylenem i kwasem abscysynowym.

Wazna role w regulacji kwitnienia odgrywaja réwniez cukry. Regulacyjna rola tych
czasteczek w procesach wzrostu i rozwoju zostala szeroko opisana w literaturze, takze
polskojezycznej [33, 62]. Na znaczenie cukrow w indukcji kwitnienia wskazuja zarowno
wczesniejsze badania fizjologiczne, jak i ostatnie badania genetyczno-molekularne. U
Arabidopsis dodatek sacharozy do pozywki wywoluje czg¢$ciowe zniesienie efektu
fenotypowego wywotanego mutacja genu CONSTANS [52, 58], a takze stymuluje
ekspresje genu LFY w siewkach transgenicznych [14]. Rosliny transgeniczne charak-
teryzujace si¢ podwyzszonym poziomem sacharozy kwitna wczesniej niz odpowiednie
rosliny nietransformowane [45, 49]. Istotna rola cukrow i substancji azotowych w
indukcji kwitnienia u Sinapis alba stata si¢ podstawa troficzne;j teorii indukcji kwitnienia
[10]. Jednak cukry, podobnie jak i poszczegdlne hormony roslinne nie sa uniwersalnymi
induktorami kwitnienia.

4. BADANIA MOLEKULARNO-GENETYCZNE MECHANIZMOW
INDUKCJI KWITNIENIA

Prowadzone przez wiele lat badania nad identyfikacja biochemiczna uniwersalnego
induktora kwitnienia nie przyniosly spodziewanych wynikéw. Do prac opartych na
szczepieniach oraz doswiadczeniach fizjologicznych wprowadzono dodatkowo analizy
biochemiczne. Na poczatku lat 70 ubieglego wieku zastosowano po raz pierwszy
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dodatkowo obserwacje mutantéw u grochu. Pozwolity one odkry¢ szereg mutacji
wplywajacych w sposob znaczacy na zakwitanie roslin tego gatunku. Potwierdzity
one ponadto jeden z istotnych postulatow teorii Chailakhyana okres$lajacy miejsce
powstawania florigenu. Geny ulegajace mutacji, kontrolujace przejécie grochu do fazy
rozwoju generatywnego funkcjonuja w lisciach [50]. Dopiero zastosowanie bardziej
zaawansowanych technik biologii molekularnej pozwolito na doktadniejsza identyfikacje,
charakterystyke oraz poznanie funkcji genow zwiazanych z indukcja kwitnienia. Duzym
atutem prowadzonych wtedy prac byto zastosowanie do badan mechanizmu indukcji
kwitnienia nowego gatunku Arabidopsis thaliana, ktéry w krétkim czasie stal si¢
organizmem modelowym w szerokim zakresie prac nad fizjologia i biologia molekularna
roslin. Na poczatku lat 90 zidentyfikowano szereg genow, ktore w wyniku dalszych
analiz okazaty si¢ by¢ niezwykle istotne w regulacji mechanizmow indukcji kwitnienia.
Opisano mutacje zard6wno przyspieszajace, jak i opozniajace zakwitanie rzodkiewnika
[25, 41, 55,71, 73]. Dzigki doktadnym analizom biochemicznym, a takze badaniom
prowadzonym na mutantach genéw kwitnienia zidentyfikowano cztery zasadnicze szlaki
indukcji kwitnienia: fotoperiodyczny, wernalizacyjny, autonomiczny i hormonalny
(giberelinowy) [44]. Jak pokazaly dalsze badania, poznane geny funkcjonowaty na
réznych poziomach szlakéw indukcji kwitnienia (ryc. 2). Byly wérdd nich zarowno
geny zwigzane z zegarem biologicznym, geny bezposrednio zaangazowane w zmiany
tozsamosci merystematycznej komorek stozka wzrostu, jak rowniez geny determinujace
rozwdj kolejnych okétkéw kwiatowych.

Duza ilo$¢ zidentyfikowanych gendow uczestniczacych, w sposob bezposredni czy
tez posredni, w mechanizmach indukcji kwitnienia uniemozliwiata identyfikacje jednego
uniwersalnego induktora kwitnienia. Bardziej prawdopodobna stata si¢ rozpowszechniona
juz wtedy wieloczynnikowa koncepcja indukcji kwitnienia [9]. Klasyczna teoria florigenu
Chailakhyana zaczg¢ta przechodzi¢ do historii, jednak obecno$¢ mobilnego sygnatu kwit-
nieniowego, przemieszczajacego si¢ z lisci do wierzchotka wzrostu, zostata potwierdzona
w wyniku pdzniejszych badan.

4.1. Elementy szlaku fotoperiodycznego

Prowadzone przez wiele lat badania pozwolity na identyfikacj¢ oraz precyzyjne
okreslenie mechanizmoéw funkcjonowania poszczegoélnych elementdéw szlaku fotoperio-
dycznego indukcji kwitnienia. Opisano kolejne etapy odbierania i przekazywania w
komorkach liscia bodzcow fotoperiodycznych. Wskazano na szczegolna rolg w tych
przemianach fitochromow i kryptochromow oraz zaprezentowano sposob dziatania tych
fotoreceptoréw. Wykazano ponad wszelka watpliwos¢, ze funkcjonowanie fotoperiodycznej
indukcji kwitnienia w znacznej mierze kontrolowane jest przez elementy zegara
biologicznego. Zagadnienia te byly juz omawiane w literaturze polskojezycznej [26, 79].

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wiodacym w kaskadzie przemian prowadza-
cych do zakwitania w szlaku fotoperiodycznym jest gen CONSTANS. W roku 1995
zidentyfikowano kodowane przez ten gen biatko jadrowe zawierajace domeng palca
cynkowego, bedace potencjalnym czynnikiem transkrypcyjnym [56]. Mutacja w obrebie
genu CO u Arabidopsis thaliana opdznia kwitnienie, nadekspresja zas przyspiesza.
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RYCINA 2. Schemat wspotdziatania szlakéw indukcji kwitnienia u Arabidopsis thaliana. U podstaw
funkcjonowania wszystkich szlakéw indukcji kwitnienia leza modulacje aktywnoS$ci szeregu genow,
efektem ktorych sa zmiany zachodzace w ekspres;ji elementéw kluczowych dla poszczegdlnych drog
prowadzacych do zakwitania, tzn. CO, FLC, MYB. Najistotniejsza z punktu widzenia tych oddzia-
tywan jest kontrola transkrypcji genow integratorowych F7, SOCI i LFY przez wspomniane powyzej
czynniki. Kazdy ze szlakéw kontrolowany jest dzigki zmianom aktywnosci genow wrazliwych na
r6zne warunki srodowiskowe lub zmiany natury endogennej. Wsrod nich wyrdzni¢ mozna geny zegara
okotodobowego, zaangazowane w szlak fotoperiodyczny czy geny o aktywno$ci modulowanej niska
temperaturg. W szlaku autonomicznym i hormonalnym dzialaja jeszcze inne geny, przynajmniej
czeg$ciowo niezaleznie od pozostatych. Sama kontrola indukcji kwitnienia regulowana moze by¢
zardwno na poziomie zmian aktywnosci transkrypcyjnej gendéw, jak rowniez obrobki potranslacyjne;j,
a takze wspotdziatania ich produktow biatkowych (przygotowano na podstawie [25, 39, 41, 44, 51,
55, 63, 71, 73] zmodyfikowany)

O znaczeniu tego genu dla zjawiska indukcji kwitnienia $wiadcza tez elementy docelowe,
regulowane aktywnoscia kodowanego przezen biatka. S nimi geny integratorowe
szlakow indukcji kwitnienia SOCI, FT oraz LFY (ryc. 2) [39, 51, 63]. Mechanizm
dziatania produktu biatkowego genu CONSTANS pozostaje wciaz jednak nieznany.
Pomimo wystgpowania tak charakterystycznej domeny i podobienstwa do czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny GATA1, nie potwierdzono eksperymentalnie zdolno$ci
wiazania si¢ tego biatka do DNA. Konsekwencja tego stato si¢ zatozenie, iz do swej
aktywnosci CO wymaga innego czynnika transkrypcyjnego [32]. Aktywno$¢ transkryp-
cyjna CO, a takze stabilnosc¢ jego produktu biatkowego znajduje si¢ pod stata kontrola
zegara okotodobowego [68]. Z drugiej strony CO aktywuje ekspresje¢ gendw determi-
nujacych wzorzec réznicowania komorek merystemu wierzchotkowego. Moze by¢
zatem swoistym tacznikiem pomigdzy wezesnymi elementami indukcji a kluczowymi
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czynnikami procesu inicjacji (ewokacji) tworzenia kwiatu. Kolejne prace wykazaly, ze
ekspresja genu CO zachodzi najefektywniej w komorkach liscia, zas aktywno$¢ produktu
biatkowego identyfikowano niemal wylacznie w wiazkach przewodzacych [4]. Zgodnie
z koncepcja florigenu uniwersalny induktor powstaje w lisciach czy liscieniach, a
nastepnie transportowany jest systemem wiazek przewodzacych do komorek wierzchot-
ka. Na podstawie doswiadczen ze szczepieniami oraz kontrolowana ekspresja genu
CO wysunigto postulat, ze to wtasnie CO moze pretendowac do roli mitycznego florigenu
[6]. Koncepcja ta zostata jednak zarzucona réwnie szybko, jak powstata. Powodem
byty doktadne analizy funkcji genu F'T'w procesie indukcji kwitnienia.

Nowy sposob myslenia o zmianach towarzyszacych indukcji kwitnienia pojawit si¢
w efekcie prac prowadzonych na kukurydzy, a dotyczacych aktywnos$ci genu /D]
[23]. Na podstawie analizy licznych mutantow wyselekcjonowano gen pozwalajacy na
prawidtowy rozwoj wegetatywny roslinie, ktora nie zakwita. Kodowane przezen biatko
zidentyfikowano jako czynnik transkrypcyjny z domena palca cynowego. Badania
aktywnosci transkrypcyjnej pokazaty jednoznacznie, ze gen ten ulega ekspresji jedynie
w niedojrzatych lisciach. Uzyskane wyniki sugeruja udziat ID1 w kontroli aktywnosci
transkrypcyjnej genow odpowiedzialnych bezposrednio za przejscie kukurydzy z fazy
wzrostu wegetatywnego w generatywny oraz wplyw tego biatka na transport induktora
kwitnienia systemem wiazek przewodzacych do komoérek merystematycznych. Podo-
bienstwa strukturalne, lokalizacja aktywnosci, a takze efekt wywierany na rosling
pozwolity na wysunigcie postulatu, ze funkcjonalnym odpowiednikiem ID1 u ro$lin
dwulisciennych jest CO [22]. Ze wzgledu na zdecydowanie doktadniejsza znajomos¢
elementow szlakow indukcji kwitnienia u Arabidopsis, kwestia czasu wydawato si¢
zidentyfikowanie regulowanego przez CO czynnika determinujacego zakwitanie.
Podejrzenie niemal automatycznie padto na regulowane przez CO geny integratorowe
szlakow indukcji kwitnienia SOCI, LFY oraz FT. Ostatnie prace pokazuja, ze
najwazniejszym z nich jest ten ostatni.

Pierwsze obserwacje mutanta f# poczynione zostaly juz na poczatku lat 90 [40].
Sam gen wyizolowaly niezaleznie dwie grupy badawcze [36, 39]. Jak wykazano, FT
budowa przypomina inhibitor kinaz typu RAF (RKIP), biatko wystepujace u zwierzat,
a takze biatko wiazace fosfatyfyloetanoloaming (PEBP). Badania aktywnosci transkryp-
cyjnej wykazaty obecno$¢ mRNA FT we wszystkich badanych organach, za§ sama
rola tego biatka przez dlugi czas byta nieznana. Na podstawie analizy mutantow
stwierdzono jedynie, ze wspotdziata ono w kontrolowaniu czasu kwitnienia z innym
genem integratorowym LFY [60]. Przetlom w postrzeganiu roli tego niewielkiego biatka
(32 kDa) przyniosty pdzniejsze badania. Zlokalizowano precyzyjnie migjsce pierwotne;j
ekspresji genu FT. Sa nim wiazki przewodzace, a doktadniej komorki floemu lisci oraz
wierzchotka. A wigc miejsca, w ktorych moze dochodzi¢ do bezposredniej aktywacji
genu FT przez biatko CO. Powstato w zwiazku z tym pytanie, czy FT jest mobilnym
sygnalem kwitnienia. Badania wykazaly, ze zlokalizowane w komorkach floemu biatko
CO aktywuje ekspresje genu F7. Powstajace na bazie tego transkryptu niewielkie
biatko transportowane jest poprzez floem oraz systemem plazmodezm do komorek
merystematycznych stozka wzrostu (ryc. 3) [24].
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RYCINA 3. Schemat powstawania oraz transportu sygnatu w procesie fotoperiodycznej indukcji
kwitnienia u Arabidopsis thaliana. Wzrost aktywnosci transkrypcyjnej genu CO w lisciach pod
wplywem indukcyjnego fotoperiodu powoduje wzmozona ekspresj¢ genu F7. Transkrypt mRNA
FT badz biatko FT, poprzez floem transportowane sa do komorek wierzchotka wzrostu. Tam biatko
FT wspotdziatajac z czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak FD i LFY, zwigksza ekspresj¢ genow
LFY oraz AP (przygotowano na podstawie [13 i 34] zmodyfikowany)

Odmienny poglad zaprezentowano na podstawie badan z kontrolowana lokalna
ekspresja FT. Obserwacje prowadzono na roslinach transgenicznych, w ktorych gen
FT znajdowat si¢ pod kontrola promotora biatek szoku cieplnego. Zaindukowanie
ekspresji genu F7juz w jednym lisciu, pojedynczym bodzcem termicznym byto wystar-
czajace do zainicjowania kwitnienia. Stwierdzono ponadto wzrost aktywnosci transkryp-
cyjnej genu F'T'w wierzchotku wzrostu juz 6 godzin po zadziataniu bodzca skierowanego
na li§¢. Powyzsze obserwacje w zestawieniu z danymi pochodzacymi z kontrolnych
roslin zawierajacych konstrukt z genem GUS wykazaty, ze z liSci do komorek stozka
wzrostu transportowany jest transkrypt genu F7 (ryc. 3) [34].

Nalezy jednak nadmieni¢, ze zaprezentowany model oddziatywan dotyczy tylko
wynikoéw prac przeprowadzonych na Arabidopsis, roslinie dnia dlugiego. Powstaje
zatem pytanie, na ile sytuacja u Arabidopsis ma charakter uniwersalny. Istnieja pewne
dane sugerujace, ze uroslin o roznej wrazliwosci fotoperiodycznej kontrola aktywnosci
genow integratorowych odbiega od modelu opisanego u Arabidopsis. Pierwsza wska-
zowka w tym kierunku moga by¢ wyniki prac prowadzonych na ryzu, roslinie dnia
krotkiego, u ktorej zidentyfikowano kilka genow kwitnienia homologicznych do
wystepujacych u rzodkiewnika. Najwazniejszymi dla kontroli kwitnienia sa HD1 oraz
HD3,bedace genami homologicznymi do CO 1 F'T. Zalezno$ci w ekspresji tych gendw
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RYCINA 4. Porownanie kluczowych elementow szlaku kwitnienia u roslin o réznej wrazliwosci
fotoperiodycznej. Wzrost ilosci biatka CO oraz jego homologa HD1 zidentyfikowanego u ryzu,
wywoluja przeciwstawne efekty w kontroli FT oraz HD3a. Istnienia podobnych zalezno$ci nie
potwierdzono dotychczas u roslin neutralnych, jednak wydaje si¢, ze moga one mie¢, przynajmniej
w zarysie. przebieg podobny do opisanych u pozostatych grup roslin (na podstawie [22] zmody-
fikowany 4 § — wzrost lub spadek aktywnosci transkrypcyjnej genow

sa jednak catkowicie przeciwstawne do obserwowanych u Arabidopsis (ryc. 4).
Podwyzszony poziom aktywnosci HD I powoduje spadek aktywnosci HD3 [30].
Udowodnienie mozliwosci transportu biatka, wzglednie mRNA FT z lisci do
wierzchotka wzrostu jest powaznym argumentem dla tych, ktorzy chca w nim widzie¢
przemieszczajacy sig sygnat kwitnienia. Jesli sygnatem mobilnym miatby by¢ transkrypt
otwarty, pozostaje pytanie, czy nie wymaga on dodatkowych czynnikow, np. biatek
transportujacych [ 13]. Nierozstrzygnigta pozostaje jeszcze jedna kwestia. Z prowadzo-
nych doswiadczen wynika, ze gen FT podlega pozytywnej autoregulacji przez biatko
FT. Czy taka petla pozytywnego sprzezenia zwrotnego ma miejsce tylko w komorkach
liscia? Czy wymagane jest ciagle dostarczanie sygnatu indukcji, czy po przetransporto-
waniu do wierzchotka wzrostu FT catkowicie uniezaleznia si¢ od sygnalow ptynacych
z lidcia? Wyniki badan pokazuja, ze w komoérkach stozka wzrostu takze dochodzi do
uaktywnienia podobnego mechanizmu autoregulacji. Sugeruje to, ze wystarczajacym
do zainicjowania kwitnienia powinno by¢ juz jednorazowe uaktywnienie genu F'7 oraz
przetransportowanie tego sygnatu do wierzchotkowych komorek merystematycznych.
Docelowymi dla aktywnosci FT sa geny LFY 1 APETALAI. Jak wykazano ekspe-
rymentalnie w tym przypadku, FT skazany jest na wspoldzialanie z FD, czynnikiem
transkrypcyjnym nalezacym do rodziny biatek bZIP. Zainicjowanie ekspresji genu AP/
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mozliwe jest tylko wtedy, gdy obydwa biatka obecne sa w komorkach stozka wzrostu
[1]. Konieczne jest spetnienie jeszcze jednego warunku, ktérym jest wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej genu LFY, rowniez zaangazowanego w kontrole ekspresji AP1. Wynika
z tego, ze do zainicjowania kwitnienia wymagane jest wspotdziatanie przynajmniej kilku
czynnikéw aktywnych.

Jak wida¢, ostatnie dokonania zmieniaja nasze poglady na proces powstawania,
transportu oraz rodzaj induktora kwitnienia. Upraszczajac cata sprawe mozna uwazac,
ze u podstaw indukcji kwitnienia lezy wspotdziatanie niewielkiej grupy genéw charakte-
ryzujacych si¢ najwyzsza aktywnoscia w obrebie komorek wiazek przewodzacych.
Mobilny za$ sygnat jest produktem jednego z tych genéw czy to w formie transkryptu
mRNA czy biatka.

Trzeba jednak zachowac¢ ostrozno$¢, bo gdyby mechanizm kwitnienia byt tak prosty,
to mozliwe bytoby tatwe zahamowanie kwitnienia np. mutacja genu F'7. Takiej zaleznosci
jednak nie sposob zaobserwowaé nie tylko w przypadku tego genu. Nie udato si¢
dotychczas uzyska¢ u A. thaliana mutanta, ktory w ogole nie zakwita. Powodem
takiego stanu rzeczy jest mnogos¢ szlakow indukcji kwitnienia, a takze wielo$¢ odpowia-
dajacych sobie funkcjonalnie czynnikow w tych szlakach modulujacych proces indukcji
kwitnienia. Ponadto, jak pokazaty niedawne badania, FT jest tylko jednym z cztonkow
rodziny czynnikdw majacych wplyw na indukcj¢ kwitnienia. Nalezg do niej m.in. takie
geny, jak TSF, MF'T czy TFL1. Pierwszy z nich rowniez ulega ekspresji w komoérkach
floemu 1 funkcjonuje czgSciowo w sposodb podobny, réwnolegle do FT [75]. Wzrost
aktywnosci transkrypcyjnej drugiego z tych gendéw takze skutkuje przyspieszeniem
zakwitania [76]. Przeciwstawne dziatanie stwierdzono w przypadku genu 7FLI,
opodzniajacego kwitnienie. Antagonistyczne dziatanie wzgledem FT jest jeszcze bardziej
zastanawiajace ze wzgledu na sposob regulacji, jakiej gen ten podlega. Jak wykazano,
zarowno FT, jak i TFLI regulowane sa pozytywnie przez CO, jednak ich funkcjonowanie
wydaje si¢ by¢ niezalezne [36].

Ciekawy mechanizm kontroli indukcji kwitnienia funkcjonuje w szlaku wernalizacyj-
nym czy autonomicznym (ryc. 2). Kluczowa rolg odgrywa tu takze gen F'T lub czynniki
mu pokrewne. Z wczesniejszych badan wiadomo, ze kluczowym dla funkcjonowania
obydwu szlakéw jest produkt genu FLC. Jest on w tych szlakach nadrzednym inhibitorem
kwitnienia. Efektem dziatania FLC jest zahamowanie transkrypcji, m.in. genu F7[46].
Poczatkowe prace wskazywaly na wierzchotek wzrostu jako gléwne miejsce percepcji
bodzcoéw temperaturowych. Potwierdzata to takze aktywnos¢ transkrypcyjna genu
FLC, ktorego najwigksze ilosci identyfikowano w wierzchotku wzrostu pedu i korzenia
[3]. Transkrypt tego genu wykrywany jest jednak takze w lisciach [31]. Gdzie wobec
tego FLC hamuje aktywno$¢ FT: w liSciach czy w komorkach wierzchotka wzrostu?
A moze mamy do czynienia z dwoma niezaleznymi mechanizmami, w ktorych to szlak
autonomiczny inaktywuje transkrypcje £LCumozliwiajac w lisciach powstawanie FT.
Podczas gdy wernalizacja na zasadzie podobnego mechanizmu wylacza ten gen w
obrebie stozka wzrostu odblokowujac transkrypcje genu F7.

Jak wida¢, pytan dotyczacych modelu powstawania mobilnego induktora kwitnienia
jest wiele. Jak wiele moze by¢ samych induktorow, tego nie wiemy. Wydaje sig, ze F'T
jestjednym z gléwnych, ale nie jedynym. Postulowany w teorii florigenu mobilny sygnat
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kwitnienia niewatpliwie jednak istnieje. W tym zakresie Chailakhyan nie mylit si¢. Mylit
si¢ tylko co do natury florigenu.

4.2. Regulatorowe RNA jako bodziec kwitnienia

Niezwykle ciekawe byto odkrycie kilka lat temu nowego, regulatorowego rodzaju
RNA, charakteryzujacego si¢ wysoka specyficzno$cia dziatania oraz mozliwoscia
rozprzestrzeniania si¢ w roslinie. Okre$lono go mianem niskoczasteczkowego RNA
(sRNA). Doktadniejsze badania pokazaty, ze wsrdd tego typu czasteczek wyrdznié
mozemy dwie klasy, z ktorych dla procesow rozwoju i roznicowania roslin wazniejsze
jest mikro RNA (miRNA). Prowadzone dotychczas prace pozwolity scharakteryzowaé
u Arabidopsis thaliana kilkaset gendw kodujacych rézne miRNA [7, 15, 48, 72].
Znajduja sig¢ wsrod nich takze takie, ktore w sposob bezposredni lub posredni wptywaja
na procesy réznicowania generatywnego zwiazane z funkcjonowaniem szlakow indukcji
kwitnienia [5, 20].

Nadekspresja miR172 — jednego z miRNA — w siewkach Arabidopsis powoduje
przyspieszenie kwitnienia i zaburzenie tozsamosci organdw kwiatowych [53]. miR172
oddzialuje zmRNA biatek czynnikow transkrypcyjnych z rodziny APETALA2, hamujac
ich translacj¢. Chociaz lokalizacja miR172 w genetycznych szlakach kontrolujacych
kwitnienie nie zostala jeszcze precyzyjnie okreslona, wydaje sig, ze funkcjonuje on
powyzej genow SOCI i FT [5]. W regulacje kwitnienia zaangazowany jest rowniez
inny SRNA —miR159. Jego nadekspresja w siewkach Arabidopsis powoduje obnizenie
poziomu transkryptu MYB33 i LFY. Wskutek tego nastgpuje opdznienie kwitnienia
roslin uprawianych w warunkach dnia dlugiego. Biatko MYB33 jest pozytywnym
czynnikiem w giberelinowej regulacji kwitnienia u Arabidopsis w warunkach dnia
krotkiego. Wykazano rowniez, ze poziom miR159 jest pozytywnie regulowany przez
same gibereliny, co wskazuje na zlozony charakter udzialu miR159 w regulacji
kwitnienia.

5. PODSUMOWANIE

Czy wobec przedstawionych powyzej faktow teoria Chailakhyana jest nadal aktualna,
czy tez powinna znalez¢ si¢ juz tylko w pamigci historycznej. Jednoznaczna odpowiedz
na to pytanie jest trudna. W koncepcji Chailakhyana istnieja bowiem stuszne i niestuszne
postulaty.

Podstawowe zatozenie teorii Chailakhyana mowi, ze induktor kwitnienia powstaje
w lisciach lub liscieniach. Z badan nad mechanizmami dziatania szlaku fotoperiodycz-
nego bezwzglednie wynika, ze zasadnicze dla indukcji zmiany maja miejsce wlasnie w
tych organach. Co wigcej, centrum tych przemian miesci si¢ w okolicach wiazek
przewodzacych, miejsc, ktérymi sygnal transportowany jest z lisci do wierzchotka
wzrostu. Stwierdzono, ze co najmniej jeden z elementoéw szlakow indukcji kwitnienia
(FT) jest czasteczka mobilna, transportowana w formie transkryptu mRNA badz
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peptydu, z komorek lisci do wierzchotka wzrostu. Stanowi to niejako urzeczywistnienie
wizji Chailakhyana o transporcie induktora kwitnienia, sama jednak natura tego induktora
jest inna. Nie jest on drobnoczasteczkowym hormonem, chociaz oczywiste jest, ze
Chailakhyan nie mogt 70 lat temu przewidzie¢ istnienia mRNA, czy tez wyobrazic¢
sobie transportowanych w obrgbie catego organizmu bialek czy peptydow. Zaktadat on
przemieszczanie sig substancji drobnoczasteczkowej. Takiego specyficznego i uniwersal-
nego dla wszystkich roslin florigenu nie ma. Funkcjonowanie uktadéw hormonalnych
jest oczywiscie niezwykle istotne dla tego procesu i z cata pewnoscia musza one by¢
uwzgledniane w teorii opisujacej calosciowo mechanizm indukcji kwitnienia, ale nie
one sa mobilnymi sygnatami kwitnienia. Najwigcej watpliwosci budzi zatozenie
Chailakhyana dotyczace uniwersalno$ci induktora kwitnienia. Jak pokazuja wyniki
badan prowadzonych na A. thaliana, a takze na innych gatunkach roslin, czynnikow
kontrolujacych zakwitanie jest wiele. Wiele jest tez drog prowadzacych do wytworzenia
kwiatow. Jak pokazaty wyniki badan kilku ostatnich lat prowadzonych gléwnie na
Arabidopsis, szlakdw kontrolujacych kwitnienie mozna wyodrebnié przynajmniej kilka.
Wydaje sig, ze aktywnos¢ zdecydowanej wickszosci z nich, jesli nie wszystkich, skupia
si¢ na niewielkiej grupie genow integratorowych, ktoérych wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej jest warunkiem koniecznym inicjacji kwitnienia. Wsréd genow
integratorowych szczeg6lng rolg odgrywa gen F'T.

Tak wigc teoria Chailakhyana ma juz znaczenie gtdéwnie historyczne. Uniwersalnego
drobnoczasteczkowego hormonu — florigenu nie ma. Jednakze koncepcja florigenu
przez 70 lat inspirowata do badan mechanizméw kwitnienia, przez co wniosta wielki
wktad do postepu wiedzy w tej dziedzinie. Poszukiwanie za§ mobilnych induktorow
kwitnienia jest dalej aktualne. Wyjasnienia wymaga takze mechanizm przekazywania
sygnatu kwitnienia poprzez szczepienia roslin.
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