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FOTOPERIODYCZNA INDUKCJA KWITNIENIA
ROSLIN KROTKIEGO DNIA

Photoperiodic flower induction of short-day plants

Grazyna DABROWSKA, Anna GOC, ANDRZEJ TRETYN

Summary. Flowering of many plant species is induced by exposure to accurate photoperiod. It have been demonstrated that
leaves or cotyledons are the sites of the photoperiodic perception. Phytochromes are essential components of the
daylength-measuring mechanism, and which interact with the circadian rhythms. Recent development in plant molecular
biology and genetics has revealed a direct relationship between genes expression and plant responses to developmental and
environmental stimuli during flower induction. In this paper the some details related to molecular mechanism of floral

induction in short-day plants and current stage of knowledge about their flowering have been described.
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FOTOPERIODYZM

Kwitnienie roslin jest jednym z najbardziej
istotnych procesow fizjologicznych zapewniaja-
cych ciaglosé gatunku i decydujacym o jego
przetrwaniu. Z tego powodu mechanizmy regu-
lujace ten proces muszg by¢ precyzyjne i unie-
zaleznione od przypadkowych wplywéw zew-
netrznych. W regulacji przechodzenia ro§lin z
fazy wegetatywnej do generatywnej biora udziat
zaréwno czynniki wewnetrzne, jak i czynniki
$rodowiskowe (§wiatto, temperatura). Ich rola
jednak nie u wszystkich roflin jest taka sama
[20].

Wiele hipotez starajacych si¢ ttumaczy¢ me-
chanizm przejscia roSlin do fazy generatywnej
zaktada, ze gotowo$¢ do kwitnienia polega na
uzyskaniu przez ro§ling zdolnosci do tworzenia
poza wierzchotkami pedu okreslonych impul-
séw czy czynnikéw (induktoréw) kwitnienia,
ktore przemieszczajac si¢ w roslinie do wierz-

chotka pedu powoduja jej przejscie w faze gene-
ratywna. Zwiazane jest to ze zréznicowana eks-
presja genéw kontrolujacych proces morfogene-
zy kwiatow lub kwiatostanow.

Kwitnienie wywoluje zmiany we wzorcu
réznicowania si¢ merystemu wierzchotka pedu,
w jego organizacji i aktywnosci metabolicznej.
Przejécie roélin do fazy generatywnej jest kon-
sekwencja procesdw metabolicznych zachodza-
cych podczas kolejnych etapéw, takich jak: in-
dukcja kwitnienia, transdukcja sygnatu kwitnie-
nia z lisci (liScieni) do merystemu wierzchotka
pedu, ewokacja (inicjacja zawiazkéw kwiato-
wych), morfogeneza kwiatu [31].

Indukcja kwitnienia warunkuje przejscie z
fazy wegetatywnej do fazy generatywnej i jest
zwigzana z odblokowaniem genéw w komor-
kach liscieni lub lisci. Fotoperiodyczny sygnat
kwitnienia jest odbierany przez liScienie lub li-
§cie i nastepnie przenoszony do merystemu wie-
rzchotka pedu. W merystemie wierzchotka pedu
nastgpuje, w wyniku dotarcia bodZca kwitnie-
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nia, zapoczatkowanie procesow inicjacji za-
wigzkéw kwiatowych (ewokacja). Ostatnim,
czwartym etapem w zjawisku kwitnienia jest
morfogeneza elementow kwiatowych [10, 5].

W strefie klimatu umiarkowanege tylko w
przypadku nielicznych gatunkéw roslin czynni-
ki Srodowiskowe (temperatura, §wiatto) nie ma-
ja wplywu na kwitnienie. Uznaje sig, Ze rozwdj
generatywny tych roélin jest regulowany przez
czynniki wewnetrzne (np. fitohormony) [61,
54]. Kwitnienie wigkszosci roslin zalezy jednak
od czynnikéw zewnetrznych, takich jak odpo-
wiednie warunki termiczne i/lub §wietlne, ktore
decyduja o mozliwosci réznicowania genera-
tywnego tych roslin. Wyr6znia si¢ rosliny dnia
krétkiego (SD) i dilugiego (LD) [20]. Rosliny
neutralne przechodza do fazy generatywnej bez
wyraznego udzialu bodZcow termicznych czy
fotoperiodycznych, zas rosliny wrazliwe na
czynniki Srodowiskowe (czyli krétkiego lub diu-
giego dnia) wkraczaja w fazg rozwoju genera-
tywnego w wyniku indukcji kwitnienia, ktéra
moze by¢ spowodowana temperatura (wernali-
zacja, inaczej jaryzacja) badZz Swiatlem (indu-
kcja fotoperiodyczna) [54, 55]. Ponadto, czynni-
ki te moga wplywac zaréwno na por¢ kwitnie-
nia, jak i na intensywnos¢ wytwarzania pakow
kwiatowych [54, 55].

U wielu gatunkéw roslin najistotniejszym z
czynnikéw Srodowiskowych wplywajacym na
indukcje kwitnienia jest Swiatlo, a zwlaszcza
stosunek diugosci dnia do nocy zwany fotope-
riodem. Fotoperiodyzm jest reakcja roslin na
czas trwania i periodyczne nastepstwo okresow
Swiatla i ciemnosci [20, 61]. Zjawisko to zostalo
po raz pierwszy opisane w 1914 r. w pracy Tour-
noisa [48], a kilka lat pozniej w pracy Klebsa
[18]. Nastgpnie wykazano, ze sezonowe zmiany
dtugosci dnia u tytoniu (Nicotiana tabacum) i
soi (Glycine max) maja znaczacy wplyw na
kwitnienie i cykl zyciowy tych roslin [62].

Wymagania fotoperiodyczne ro$lin sa bar-
dzo réznorodne. Istnieja gatunki, ktérym do
zaindukowania kwitnienia wystarczy jeden cykl
(Pharbitis nil, Xantium strumarium, Lemna per-
pusilla), natomiast innym potrzeba niekiedy od
2 do 10 cykli indukcyjnych (Kalanchoé blossfel-
diana) [61]. Dodatkowymi czynnikami mody-
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fikujacymi wrazliwosc¢ roslin moga by¢: nateze-
nie i sktad spektralny Swiatla, temperatura, wil-
gotnos¢ gleby, sktad mineralny podioza, onto-
genetyczny wiek rosliny.

Organami percepcji bodZca Swietlnego u
wigkszosci badanych roslin sa liscienie i/lub
miode liscie. Po raz pierwszy wykazat to Czajta-
chjan [29] w roku 1936. Czynnik fotoperiodycz-
ny dziatajacy na wszystkie liScie, a w niektorych
przypadkach na jeden lub kilka lisci na roslinie
dnia krotkiego, wywolywat taki sam efekt. jak
gdyby oddziatywat na cata rosling. Rosliny po-
zbawione lisci, z nielicznymi wyjatkami. nie
wykazywaly reakcji fotoperiodycznej — dziata-
nie fotoperiodu na wierzchotki pedéw lub inne
strefy merystematyczne wierzchotka pedu pozo-
staje zwykle bez efektu [29]. Ekspozycja paka
pedowego w zarodku (plumula) na pojedynczy
okres ciemnosci powoduje zmniejszenie ilosci
wytwarzanych pakow kwiatowych, co wskazuje
na czgsciowe przetamanie sygnatu pochodzace-
go z zaindukowanych liscieni [ 14, 19]. Badania
in vitro przeprowadzone na Pharbitis i Xantium
wykazuja, ze inne czesci roslin, takie jak np.: pa-
ki lisciowe, odcinki todyg i korzeni rowniez re-
jestruja diugos¢ dnia, jednak sa nieporownywal-
nie mniej efektywne [61]. Stosujac techniki
mikrochirurgiczne potwierdzono, ze miejscem
percepcji bodZcéw fotoperiodycznych P. nil sa
liscienie i mode rozwinigte liscie [34]. Ustalono
ponadto, ze zaraz po zakonczeniu nocy indu-
keyjnej, w merystemach wierzchotkow pedow u
P. nil nastgpuje wzrost aktywnoscei mitotycznej [ 7].

Wiadomo, ze u Chenopodium rubrum liscie-
nie i liscie sa miejscem odbioru sygnatéw indu-
kujacych kwitnienie [47]. Prowadzono wiele ba-
dan dotyczacych fizjologicznych podstaw foto-
periodycznej indukcji kwitnienia Ch. rubrum.
Stwierdzono zmiany wzrostu liscieni, lisci i ko-
rzeni u tego gatunku pod wpltywem stosowania
roznych warunkéw fotoperiodycznych — opty-
malnych lub suboptymalnych dla kwitnienia
[60, 39]. Korzenie Ch. rubrum nie sa zaangazo-
wane w odbior bodZcow Swietlnych, podczas
gdy hypokotyl tej rosliny ma taka wlasciwos¢. Z
tego powodu brano pod uwage rolg tego organu
jako miejsca syntezy i/lub miejsca, z ktérego
transportowana jest ewentualna substancja sty-



mulujaca kwitnienie [68, 65]. Uwaza sig, ze po-
za lisémi i hypokotylami réwniez ogonki liscio-
we sg miejscem odbioru sygnatu fotoperiodycz-
nego oraz pelnig rolg w transporcie induktora
kwitnienia z lisci do wierzchotka pedu [64].

Indukcja fotoperiodyczna polega na perce-
peji przez rosling odpowiedniego fotoperiodu.
W wyniku indukcji fotoperiodycznej zostaja
uruchomione procesy biochemiczne i struktural-
ne w merystemie wierzchotka pedu, wzrasta
aktywnos¢ mitotyczna [7], co prowadzi do mor-
fogenezy kwiatu [54, 55]. Roslina zaindukowa-
na kwitnie nawet w warunkach nieindukcyj-
nych. tzn. ze w takiej roslinie nastapity nieod-
wracalnie trwale zmiany. W fotoperiodycznej
indukeji kwitnienia bodziec Swietlny absorbo-
wany jest przez specyficzne receptory — fito-
chromy [22], ktére wspdlnie z receptorami
Swiatla niebieskiego — kryptochromami [53, 58]
reguluja procesy fotomorfogenezy roslin [25].
Fizykochemiczne zmiany fotoreceptoréw po-
woduja rozpoczecie procesow metabolicznych
prowadzacych do kierunkowych zmian rozwo-
jowych [61, 54, 55].

Fitochrom wystgpuje w dwoéch fotoodwra-
calnych formach molekularnych — P i Py, z kto-
rych pierwsza dominuje u roslin rosnacych w
ciemnosci. a druga u roslin poddanych dziataniu
Swiatha. Fitochrom pochtaniajac §wiatto czerwo-
ne przeksztatca sie z formy P, w Py. Druga z
tych form po pochtonigciu $wiatta dalekiej czer-
wieni przeksztalca si¢ ponownie w P, [22]. Obie
pule fitochromu moga ze soba wspéldziatac,
czego przykladem jest fotoperiodyczna kontrola
kwitnienia [69]. Poza systemem fotoreceptoréw
indukcja kwitnienia zwigzana jest bezposrednio
z funkcjonowaniem zegara biologicznego, pel-
nigcego podstawowe funkcje regulatorowe u
wszystkich organizméw zywych [27]. Nato-
miast ostatnie wyniki analiz biochemicznych
wykazaty, ze fitochrom jest jedna z kinaz bial-
kowych [70, 43].

W warunkach naturalnych stosunki diugosci
dnia do nocy (fotoperiod) sa catkowicie zwigza-
ne z 24-godzinnym cyklem dobowym. Reakcje
fotoperiodyczne roslin dnia krétkiego moga by¢
determinowane nastgpujacymi czynnikami: dtu-
goscia dziennego okresu o$wietlenia, diugoscia
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okresu zaciemnienia lub wzgledna diugoscia
obu okreséw w ciagu cyklu dobowego [61, 54].
Uwaza sig, ze u ro$lin dnia krotkiego w procesie
indukcji kwitnienia gléwna role odgrywa faza
ciemna, a krytyczna dlugos$¢ nocy (CNL — ang.
critical night length) determinuje zakwitanie.
Przerwanie indukcyjnej nocy (NB — ang. night
break) impulsem §wiatla czerwonego (R — ang.
red) hamuje zakwitanie, a dzialanie czerwieni
mozna odwréci¢ impulsem Swiatta dalekiej
czerwieni (FR — ang. far red). Natomiast dla
Chenopodium rubrum wykazano, ze naswietla-
nie rodlin daleka czerwienia w trakcie nocy in-
dukcyjnej powodowato hamowanie wytwarza-
nia pagkéw generatywnych [40].

U roslin dnia krétkiego przerwanie nocy in-
dukcyjnej przez krotka ekspozycje siewek na
biate $wiatto ciagte, hamuje zakwitanie. Jest ono
zwigzane z mechanizmem regulacji fotoperio-
dycznej, posredniczonej przez fitochrom. Odpo-
wied? ta, odwracalna §wiattem czerwieri/daleka
czerwien, byla pierwsza poznang u roslin fun-
kcja fitochromu [61, 62]. Przerwanie nocy indu-
kcyjnej hamuje kwitnienie w stopniu zaleznym
od momentu, w ktérym zastosuje si¢ impuls
Swiatla [22, 11]. W przypadku P. nil rozktad
wrazliwosci na obie dtugosci fal jest zasadniczo
rézny. Daleka czerwien (720-740 nm) ma ma-
ksimum hamowania na poczatku nocy indukcyj-
nej, natomiast czerwien (600-680 nm) okoto 6s-
mej godziny. Do indukcji kwitnienia jest nie-
zbedny pewien dos¢ diugi okres, w ktérym wy-
magana jest obecno$¢ Py Jednakze w tym sa-
mym czasie czerwien moze hamowac¢ kwitnie-
nie, co wskazuje, ze jednoczesnie P hamuje za-
kwitanie [22]. Wykazano tez, ze znaczna czgs¢
frakcji catkowitego fitochromu wystepuje w for-
mie Py, przy koricu fotoperiodu. Dlatego reakcje
przerwania nocy indukcyjnej wydaja sie by¢ za-
lezne od fitochromu, ktory w formie Py, jest rela-
tywnie niestabilny [62].

MECHANIZM DZIALANIA FITOCHROMU
W INDUKCJI KWITNIENIA

Absorpcja Swiatla przez fitochrom inicjuje
kaskade przyczynowo powiazanych zdarzen
prowadzacych do zmian we wzroscie i rozwoju
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rosliny. Lancuch transdukcji sygnatu indukowa-
ny przez $wiatlo, a kontrolowany przez fito-
chrom, rozpoczyna si¢ od konformacyjnych
zmian w obrebie czgsteczki tego fotoreceptora
(zwlaszcza jego domeny N-korcowej). Jednak-
ze nie wiadomo, ktdra czes¢ czasteczki fitochro-
mu jest zaangazowana w generowanie sygnatu i
jak ten sygnatl jest przenoszony wewnatrz ko-
morki. Zmiany zapoczatkowane przez fito-
chrom moga nastepowac bardzo szybko lub roz-
ciggac si¢ na wiele godzin czy dni [44]. Wydaje
sig, ze moze istnie¢ kilka odmiennych mechani-
zméw odpowiedzi komérkowych inicjowanych
Swiatlem, poprzez ktore fitochrom kontroluje
fotomorfogeneze [59]. Kazdy fitochromowy
taricuch transdukcji sygnatu moze by¢ unikalny,
jednakze istnieje wiele wspélnych posrednich
proceséw biochemicznych niezaleznych od
bodZca i koricowej odpowiedzi, np: aktywacja
biatka G, przemiany fosfolipidéw, fosforylacja
bialek, zmiany w stezeniu wolnego cytopla-
zmatycznego Ca®* [44, 51). Transdukcji sygna-
tu Swietlnego zapoczatkowanej fotokonwersja
fitochromu od formy P, do formy Py towarzyszy
rowniez  uwalnianie  szeregu  wtdrnych
przekaznikow [59, 52]. Jony wapnia w komor-
kach roslinnych moga petni¢ funkcje uniwersal-
nego przekaznika uczestniczacego w przetwa-
rzaniu bodZcow zewnatrz- i wewnatrzkomorko-
wych na odpowied? fizjologiczng. Podwyzsze-
niu stezenia jondw wapnia towarzyszy wzrost
powinowactwa kalmoduliny (CaM) do jonow
Ca%* i powstanie aktywnego kompleksu Ca-
CaM, ktory taczac si¢ z biatkami receptorowymi
moze powodowac ich aktywacje [44, 52]. Wy-
kazano, ze zmiany poziomu Ca®* u P. nil pra-
wdopodobnie sa zaangazowane w indukcje foto-
periodyczna [12]. Jony wapnia i jego jonofory
(A23187, jonomycyna) oraz kofeina stymulo-
waly kwitnienie, gdy byly podawane roslinom
bezposrednio przed i w ciagu dwdch pierwszych
godzin podczas 12-godzinnego okresu ciemno-
§ci. Podawanie tych zwigzkéw roSlinom w ko-
lejnych godzinach ciemnosci w coraz mniej-
szym stopniu wpltywato na wytwarzanie pakow
generatywnych [49].

Mechanizm dziatania Swiatla poprzez fito-
chrom moze by¢ zwigzany z regulacja endogen-
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nego poziomu fitohormondw, takich jak: auksy-
ny, cytokininy, gibereliny, etylen oraz kwas abs-
cysynowy [63]. Fluktuacja poziomu fitohormo-
néw indukowana przez fitochrom i zmiany z
tym zwiazane mogg by¢ etapem w faicuchu
transdukcji sygnatu w odpowiedzi fitochromo-
wej [44]. Poszczegdlne grupy substancji wzro-
stowych posiadaja zdolnoSci regulacyjne na roz-
nych etapach proceséw prowadzacych do wy-
tworzenia kwiatéw [55].

Wrazliwosc¢ roslin na auksyny ulega zmia-
nom, tak, Ze to samo stg¢zenie tej substancji mo-
ze stymulowac lub hamowa¢ zakwitanie, w za-
lezno$ci od czasu jej zastosowania [4. 72]. U P.
nil auksyny silnie hamowaly kwitnienie, jezeli
stosowane byly dolistnie bezposrednio przed in-
dukcyjnym okresem ciemnym [15].

Takze egzogennie podawane cytokininy mo-
ga powodowac stymulacje, jak i hamowanie
kwitnienia, przy czym efekty stymulacyjne sa
czestsze [4]. Indukcja kwitnienia u siewek P. nil
rosnacych w warunkach nieindukcyjnych naste-
powata w wyniku traktowania liScieni benzy-
dyloadenina [35]. Wydaje sig, ze efekt dziatania
cytokinin zalezy od wrazliwoS$ci tkanki mery-
stematycznej na ten rodzaj substancji wzrosto-
wej. Stwierdzono, ze u P. nil indukcyjna noc
uwrazliwia wierzchotek pedu na cytokininy [1].

Roéznorodnosé efektéw wywolanych przez
gibereliny sugeruje réwniez ich zaangazowanie
w procesy zwigzane z indukcja fotoperiodyczna.
GA5 podany u P. nil na liScienie bezposrednio
przed indukcyjna noca stymulowal kwitnienie, a
podawany po jej zakoniczeniu hamowat kwitnie-
nie [17].

Kwas abscysynowy hamuje lub stymuluje
kwitnienie, w zaleznosci od st¢zenia, w jakim
jest podawany roslinom [67, 30]. Wareing i El-
Antably [67] wykazali, ze zastosowany egzo-
gennie kwas abscysynowy u P. nil indukuje
kwitnienie. W innych doswiadczeniach nie ob-
serwowano kwitnienia siewek P. nil rosnacych
w nieindukcyjnym fotoperiodzie po zastosowa-
niu kwasu abscysynowego [30]. Wydaje si¢, ze
kwas abscysynowy nie odgrywa bezposrednie]
roli w przejsciu roélin do fazy generatywnej,
bierze raczej udziat w regulacji metabolizmu ro-
§lin, gdyz wytwarzany jest niezaleznie od dtugo-
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<ei dnia i gotowosci roslin do kwitnienia [4, 72,
41].

Podanie dolistnie etylenu roslinom P. nil
podczas indukcyjnego okresu ciemnego hamuje
ich zakwitanie. Natomiast zastosowanie etylenu
przed noca indukcyjng oraz w pierwszej jej po-
fowie nie ma wplywu na kwitnienie P. nil [2].

Przypuszcza si¢, ze mechanizm dzialania eg-
zogennie podane] acetylocholiny (ACh) na
kwitnienie roslin wynika z wplywu tej substan-
¢ji na przepuszcezalnosé bion dla jonow i sugeru-
je, ze ACh odgrywa wazna role w wytwarzaniu
pakow kwiatowych [13, 16]. W siewkach P. nil
zawartos¢ ACh podlega wahaniom w zaleznogci
od warunkdéw Swietlnych i fazy rozwoju rosliny.
Najwyzsze stezenie ACh stwierdzono w naj-
miodszych, rosnacych czeSciach roSliny [28].
Wykazano, ze swiatlo czerwone i biale podwy-
zszaja poziom ACh, a Swiatlo dalekiej czerwieni
obniza stezenie tej substancji w tkankach. Egzo-
genne podawanie ACh i modulatoréw systemu
cholinergicznego w warunkach swietlnych pro-
wadzgcych do zablokowania fitochromu stabil-
nego (P%), ktorego synteza uruchamiana jest w
momencie wlaczenia Swiatta, wyraznie stymu-
luje kwitnienie P. nil [28]. Podczas 16-godzin-
nej nocy indukceyjnej obserwuje si¢ zmiany za-
wartosci ACh i acetylocholinoesterazy (AChE)
kontrolowane przez fitochrom stabilny. Najwy-
zszy poziom ACh i najwigksza aktywnosé
ACHE zanotowano w 8 godzinie okresu ciemno-
sci. Przypuszcza sig, ze system acetylocholina/
acetylocholinoesteraza bierze udzial w kontro-
lowanej przez fitochrom indukcji kwitnienia P.
nil, a ACh moze by¢ specyficznym przekazni-
kiem lub jednym z ogniw posrednich w taricu-
chu transdukcji sygnatu Swietlnego [28].

KONTROLA INDUKCJI KWITNIENIA PHARBITIS
NIL - ROSLIN DNIA KROTKIEGO

Jak dotad, zjawisko fotoperiodycznej indu-
keji kwitnienia badano gléwnie na roslinach
dnia dlugiego takich jak: rzodkiewnik (Arabido-
psis thaliana) czy groch (Pisum sativum) [54,
55], atylko nieliczne zespoly badawcze analizu-
ja procesy zwigzane z kwitnieniem roslin dnia
krotkiego |5, 61, 54, 55]. Przeprowadzone bada-
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nia cytologiczne, fizjologiczne i biochemiczne
nie doprowadzity do poznania ogélnych mecha-
nizméw lezacych u podstaw indukcji fotoperio-
dycznej u P. nil [21]. W zwiazku z tym podj¢to
préby rozwiagzania tego problemu stosujac me-
tody biologii molekularnej.

Pharbitis nil — wilec bluszczowaty od wielu
lat nalezy ona do najintensywniej badanych ga-
tunkéw roslin krétkodniowych [72, 23]. Caly
cykl rozwojowy rosliny trwa nie diuzej niz 2-3
miesiace [21]. U odmiany Violet w odpowiedzi
na pojedynczy cykl indukcyjny  (krotki
dzien/dluga noc) sa inicjowane kwiaty. Ponadto
ta japonska odmiana P. nil jest wrazliwa na in-
dukcje fotoperiodyczna w bardzo wczesnym
stadium rozwoju rosliny (4-6 dni od skietkowa-
nia nasion), gdy tylko liscienie si¢ rozwina [61,
62]. Do zaindukowania kwitnienia wystarcza
traktowanie siewek 16-godzinnym okresem cie-
mnosci. Paki kwiatowe P. nil rozwijaja si¢ tak
szybko, ze juz w drugim tygodniu od zakoncze-
nia indukcji mozna je zidentyfikowad i policzy¢.
Stwierdzono réwniez, ze w liScieniach P. nil
wystepuja struktury komérkowe zwane ciatami
liscieniowymi [50], ktére wraz z otaczajacymi je
komorkami migkiszowymi moga stanowic¢ miej-
sce syntezy badZ uwalniania induktora kwitnie-
nia [57].

W roku 1987 Lay-Yee i in. [24] jako pierwsi
wykazali istnienie réznic w zawartoSci mRNA
izolowanego z ro§lin rosnacych w swietle cia-
glym i traktowanych diuga noca indukcyjna. Ba-
dacze ci odkryli réwniez, ze przerwanie nocy
indukcyjnej impulsem $wiatla czerwonego pro-
wadzi do obnizenia poziomu jednego z typow
mRNA [24]. W kolejnych latach stwierdzono,
ze ekspresja genow zwiazanych z kwitnieniem
P. nil modulowana jest przez indukcyjny fotope-
riod i wykazuje wahania dobowe [32, 37, 73].
Lay-Yeeiin. [24] oraz Onoiin. |36] stwierdzili,
stosujac technike translacji in vitro na bazie
mRNA wyizolowanego z liscieni badZ pakéw
szczytowych P. nil rosnacych w warunkach in-
dukcyjnych 1 kontrolnych (nieindukcyjnych),
istnienie niewielkich réznic ilosciowych w skta-
dzie poszczegdlnych biatek. Podobny wynik
otrzymali Ono i in. [38] badajac in vive znako-
wane polipeptydy z licieni P. nil z réznych wa-



runkéw fotoperiodycznych. U roglin rosnacych
w warunkach indukcyjnych znaleziono w bib-
liotece cDNA gen kodujacy biatko podobne do
germiny, nazwane PnGLP (Pharbitis nil Ger-
min-Like Protein) [37]. Biatko to jest w duzym
stopniu homologiczne do GLP (ang. germin-like
protein) wykrytego w lisciach gorczycy Sinapis
alba, rosliny dnia dlugiego [37]. Ekspresja tego
genu u P. nil, podobnie jak u gorczycy. podlega
regulacji okotodobowej. U S. alba najwyzszy
poziom ekspresji genu kodujacego biatko GLP
przypada na 14-ta godzing okresu Swiatta, pod-
czas gdy u P. nil wystepuje on 10 godzin po roz-
poczeciu nocy indukeyjnej [37]. Stwierdzono
tez, ze mMRNA PnGLP wystepuje w liscieniach i
miodych lisciach, a poziom ekspresji tego genu
wzrasta znaczaco w warunkach nocy indukcyj-
nej. Natomiast jego akumulacja podczas okresu
ciemnosci hamowana jest przez krotkie naswiet-
lanie Swiatlem czerwonym, zastosowane w po-
towie indukcyjnego okresu ciemnoscei. Jak dotad
nie udato si¢ okresli¢ funkcji fizjologicznej GLP
[37]. Podobne biatko. wystepujace u pszenicy,
funkcjonuje jako oksydaza szczawianowa [32].
W nieoczyszczonych ekstraktach pochodzacych
z liscieni P. nil nie wykryto jednak aktywnosci
tego enzymu [32].

Zastosowanie produktéw réznicowych uzy-
skanych technika roznicowego profilowania
ekspresji genéw (ang. differential display), jako
sond molekularnych w celu przeszukiwania bib-
liotek cDNA utworzonych z liscieni P. nil, umo-
zliwito identyfikacj¢ genéw zaangazowanych w
fotoperiodyczna indukcje tej rosliny. Jednym z
nich okazat si¢ gen PnC401, ktory ulega prefe-
rencyjnej ekspresji podczas nocy indukcyjnej
[45]. Koduje on polipeptyd o tacznej masie 74
kDa zbudowany z 665 reszt aminokwasowych.
Polipeptyd ten wykazuje wysoki stopieit homo-
logii do fragmentu jednego z polipeptydéw A.
thaliana o nieznanej dotad funkcji [45]. Poziom
mRNA PnC401 wykazuje fluktuacje dobowe.
Po przeniesieniu siewek z ciaglego swiatla bia-
tego (warunki nieindukcyjne) do ciemnosci ob-
SErwowano slopniowy wzrost poziomu trans-
kryptu, ktéry osiagat maksimum w 12-16 godzi-
nie od momentu umieszczenia ro$lin w warun-
kach nocy indukcyjnej, a nastepnie ulegat obni-
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zeniu. Rosliny przetrzymywane przez diuzszy
czas w ciemnosci wykazywaly dobowe wahania
ekspresji analizowanego genu. 10-minutowe na-
$wietlanie §wiattem czerwonym w 6smej godzi-
nie nocy indukcyjnej obnizato poziom akumula-
cji mRNA PnC401. Jeszeze wickszy wplyw na
ekspresje genu PnC401 miato naswictlenie sie-
wek P. nil $wiatlem dalekiej czerwieni przed
przeniesieniem ich do ciemnosci [45]. Wyniki te
jednoznacznie wskazuja, ze aktywnos¢ genu
PnC401 kontrolowana jest przez system fito-
chromowy. a jego ekspresja bezposrednio zwia-
zana jest z fotoperiodyczng indukcja kwitnienia
P. nil. Grupa japorskich badaczy zidentyfi-
kowala u P. nil jeszcze jeden gen, oznaczony ja-
ko PnTCTP (Pharbitis nil Transcriptionally
Controlled Tumor Protein), ktérego polipeptyd
jest prawdopodobnie zwiazany z fotoperiodyczy
indukcja kwitnienia [46]. Ekspresja tego genu
powoduje powstanie polipeptydu zbudowanego
ze 168 aminokwasow o facznej masie wynosza-
cej 18.7 kDa. Biatko to wykazuje bardzo wysoki
stopien podobienistwa do tzw. transkrypcyjnie
kontrolowanych  bialek nowotworowych
(TCTP). Tego typu biatka wezesniej stwierdzo-
no u grochu, ryzu, lucerny i ziemniaka. a poli-
peptydy o mniejszym stopniu homologii do
TCTP wystepuja réwniez w komérkach droz-
dzy. kury, myszy i czlowieka [46]. W warun-
kach dnia dlugiego lub $wiatfa cigglego odnoto-
wano niewielka akumulacje mRNA PnTCTP.
Natomiast u roslin traktowanych dluga noca in-
dukcyjna lub przetrzymywanych dtuzszy czas w
ciemnosci odnotowano stopniowy wzrost pozio-
mu mRNA genu PnTCTP. Proces akumulacji te-
go transkryptu rozpoczynal si¢ w czwartej go-
dzinie i osiagal swoje maksimum w dwunastej
godzinie, a nastgpnie utrzymywat si¢ na wyso-
kim poziomie az do czterdziestej 6smej godziny
okresu ciemnos$ci [46]. Ekspresja omawiancgo
genu kontrolowana jest przez fitochrom. Pod-
czas gdy poziom mRNA PnTCTP nie ulegal
zmianie po naswietleniu siewek P. nil impulsem
$wiatta czerwonego lub dalekiej czerwieni w
potowie nocy indukcyjnej, zastosowanie dale-
kiej czerwieni pod koniec okresu jasnego hamo-
wato jego ekspresje. Na tej podstawie przypusz-
cza sig, ze ekspresja genu PnTCTP bezpodred-
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nio lub posrednio regulowana jest przez fito-
chrom [46]. Jak dotad nie ustalono, jaka funkcje
moze peni¢ produkt opisanego genu w procesie
fotoperiodycznej indukeji u P. nil. Biorac pod
uwage zdolno$¢ ludzkiego TCTP do wiazania
jonéw wapnia [46], wyniki opisanych badan
moga rzuci¢ nowe $wiatto na role wapnia w pro-
cesie kwitnienia. Znaczaca rola wapnia w regu-
lacji procesu kwitnienia byla wielokrotnie suge-
rowana juz wcze$niej przez Tretyna i innych
[49, 21, 56].

W siewkach P. nil zaindukowanych do kwit-
nienia znaleziono ¢DNA kodujacy biatko
HMG (ang. High-Mobility Group 1) [73]. Klon
c¢DNA HMG1 zawiera otwarta ramke odczytu o
dlugosei 432 nukleotydow, kodujaca peptyd o
wielkosci okoto 16 kDa. Biatko to posiada kon-
serwatywny motyw charakterystyczny dla klasy
biatek HMG1 i HMG2, ktére na swym N-Kkoricu
posiadajg domeng HMG. Region ten u P. nil wy-
kazuje podobienstwo sekwencji aminokwaso-
wej do analogicznych sekwencji: u zwierzat w
47%. kukurydzy w 67% i soi w 69% [73]. Ana-
liza poziomu mRNA wykazuje, ze gen HMGI
ulega wysokiej ekspresji w tkankach organéw
rosnacych stale w ciemnosci, takich jak korze-
nie. a nizszy poziom ekspresji wykazano w
tkankach fodyg i lisci. Po przeniesieniu roslin do
ciemnosci poziom mRNA HMG1 w liscieniach
byt poczatkowo staly, ale po uplywie powyzej
osmiu godzin wykazywal wzrost iloSci mRNA,
az do momentu osiagnigcia maksimum w 20.
godzinie ciemnosci. Drugi szczyt poziomu eks-
presji tego genu zaobserwowano okolo 24 go-
dzin pdZniej. Sugeruje to, ze ekspresja genu
HMG] regulowana jest przez endogenny rytm
zegara okolodobowego roéliny. Poziom mRNA
HMGI podczas ciemno$ci wyraZnie si¢ zmie-
nial w chwili przerwania nocy przez krétkie na-
$wietlanie $wiattem czerwonym, hamujace in-
dukcje kwitnienia. Dane te pokazuja, ze ekspre-
sja HMG1 regulowana jest dwoma czynnikami:
wewnetrznym rytmem ro$liny i cyklem $wiat-
to/ciemno$¢ [73]. Ostatnio u P. nil zidentyfi-
kowano kolejny polipeptyd z rodziny HMG
(HMG2) [33] o wysokim stopniu identycznosci
zaréwno na poziomie nukleotydowym (82%),
jak i aminokwasowym (86%) do genu HMGl i
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jego biatkowego produktu [33]. Jednakze w
przeciwieristwie do HMG1, mRNA HMG2 po
przeniesieniu roslin do ciemnosci nie wykazy-
wato regulacji tego transkryptu rytmem okoto-
dobowym podczas przetrzymywania roslin w
ciemnosci przez 68 godzin. Ponadto stwierdzo-
no, ze przerwanie nocy indukcyjnej nie wywiera
istotnego wptywu na poziom ekspresji HMG2,
co moze $wiadezy¢, ze funkcja tego genu jest
kontrola metabolizmu podstawowego [33].

Molekularnymi mechanizmami fotoperiody-
cznej indukcji u P. nil zajmuje si¢ réwniez grupa
badaczy kierowana przez Zeevaarta [25]. Ich
osiagnigciem bylo uzyskanie bibliotek cDNA z
liscieni siewek P. nil rosngcych zarowno w cia-
gtym $wietle biatym, jak i w warunkach peinej
indukcji fotoperiodycznej [25]. Stosujac techni-
ke réznicowego profilowania ekspresji gendw
zidentyfikowano az 150 gendw, ktére ulegaty
ekspresji lub represji w trakcie indukeyjnej nocy
[25]. Wsr6d nich stwierdzono geny kodujace
rézne enzymy biorace udzial w procesie foto-
syntezy. U P. nil zréznicowanej ekspresji podle-
gal klon cDNA homologiczny do genu CON-
STANS (CO), zidentyfikowanego wczesniej u
Arabidopsis thaliana, [42) z tym, ze u wymie-
nionej rodliny jego aktywnos¢ jest stymulowana
w trakcie diugiego [42], a u P. nil krétkiego fo-
toperiodu [26].

U roélin P. nil zaindukowanych do kwitnie-
nia zidentyfikowano gen inrpk1 [3]. Najwicksza
cze$é biatka kodowanego przez inrpk 1, podobna
do receptora, tworzy 26 prostych powtérzen bo-
gatych w leucyng (LRR). Cze$¢ biatka o wiasci-
wosciach katalitycznych posiada konserwatyw-
na sekwencje aminokwasowa, a pozostaty czton
biatka posiada domeng charakterystyczna dla ki-
naz serynowo-treoninowych (Ser/Thr) [3]. Wy-
kazano, ze poziom mRNA genu inrpkl wzrasta
w licieniach 20-krotnie w odpowiedzi na
uprzednio dziatajacy, pojedynczy krétki dzien
indukujacy kwitnienie. Uwaza si¢, ze inrpkl
moze odgrywa¢ pewna role w fotoperiodycznej
indukcji kwitnienia u P. nil [3].

Yoshizaki i in. [71] poprzez poréwnanie ro-
§lin P. nil uprawianych w warunkach indukuja-
cych i nieindukujacych kwitnienie zidentyfi-
kowali petnej dlugosci cDNA genu kodujacego



52

ferredoksyne. Analiza hybrydyzacyjna typu
Northern i hybrydyzacja in situ wykazaty, ze ba-
dany transkrypt gromadzil si¢ w wierzchotku
pedu i w strefie wzrostu wierzchotka korzenia.
Stwierdzono, ze poziom analizowanego produ-
ktu w wierzcholku pedu obnizat si¢ w warun-
kach fotoperiodu indukujacego kwitnienie [71].
Jeden z autorow niniejszej pracy prowadzac
badania technika réznicowego profilowania ge-
now zidentyfikowat kilka kolejnych genow
zaangazowanych w fotoperiodyczna indukcje
kwitnienia P. nil [8]. Przeszukanie biblioteki
cDNA utworzonej z liscieni roslin zaindukowa-
nych do kwitnienia umozliwito zidentyfikowa-
nie klonu cDNA diugosci 949 par zasad (pz) [9].
Wykorzystanie programu BLAST do analizy
komputerowych bankéw gendéw doprowadzito
do wykazania wysokiej homologii sekwencji
kodowanej przez ten cDNA do sekwencji biatka
SNARE pochodzacego z Oryza sativa. Wykaza-
no, ze ekspresja genu kodujacego to biatko nasi-
la si¢ w warunkach nieindukcyjnych, a spada w
trakcie indukcji. Na tej podstawie przypuszcza
sig, ze kodowane biatko moze odgrywac rolg re-
presora w procesie indukcji kwitnienia P. nil [9].
W uzyskanej bibliotece cDNA zidentytikowano
klon o dlugosci 947 pz, ktory koduje biatko wy-
kazujace 95% poziom homologii aminokwaso-
wej do jednego z bialek (zwanych akwaporyna-
mi) tworzacych kanaly wodne u kukurydzy [9].
Ekspresja fragmentu genu o dtugosci 947 pz u P.
nil byla znaczaco wyzsza u ro§lin potraktowa-
nych noca indukcyjna, w poréwnaniu z roslina-
mi, ktérym noc indukcyjna przerwano w dsmej
godzinie pulsem Swiatla bialego (hamujacego
proces kwitnienia). Na tej podstawie przypusz-
cza sig, ze na proces syntezy lub uwalniania do-
mniemanego induktora kwitnienia moze mie¢
wplyw migdzykomorkowy przeptyw wody w
roslinie. Wyniki tych badan pozostaja w zgodzie
z sugestiami Wagnera i in. [66], ktérzy podkre-
§laja istotne znaczenie sygnaléw o charakterze
hydraulicznym (bgdacym wynikiem zmian w
stopniu uwodnienia komérek i tkanek) w foto-
periodycznej indukcji kwitnienia innej ro§liny
dnia krétkiego — Chenopodium rubrum.
Obecnie autorzy artykutu podjeli badania
majace na celu identyfikacje kolejnych gendw,
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ktére w istotny sposéb moga by¢ zaangazowane
w fotoperiodyczng indukcje kwitnienia zaréwno
roslin krotkiego dnia (P. nil, Ch. rubrum), jak i
dlugiego dnia (Ch. murale). Wyniki tych badan
maja doprowadzi¢ do poznania ogdélnych me-
chanizméw kontrolujacych kwitnienie roglin o
odmiennych wymaganiach fotoperiodycznych.
Wyjasnienie mechanizmoéw kontroli kwitnienia
moze wnie$¢ wiele do naszej wiedzy na temat
podstawowych zasad rozwoju roslin, a réwniez
bedzie stanowi¢ pomoc w spsobach manipulacji
czasem kwitnienia w celu podniesienia wydaj-
nosci plonéw roslin uzytkowych.

Praca powstata w trakcie realizacji grantu (5 PO6A
030-16) finansowanego przez Komitet Badan Na-
ukowych oraz grantu (340-B), finansowanego przez
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.
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