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GENETYCZNE | MOLEKULARNE PODSTAWY FUNKCJONOWANIA FITOCHROMU
U ROSLIN

WPROWADZENIE

Rozwdj organizmu roslinnego zalezy od za-
wartej w nim informacji genetycznej oraz wpty-
wu $rodowiska zewnetrznego. Najwazniejszym
czynnikiem srodowiskowymjest Swiatto. Wplyw
energii Swietlnej na organizmy roslinnejestwie-
lokierunkowy. Z jednej strony Swiatto warun-
kuje synteze zwigzkdw organicznych w procesie
fotosyntezy, z drugiej zas, wptywa na procesy
wzrostu i rozwoju w procesach fotomorfogene-
zy. Fotomorfogeneza jest to niezalezny od foto-
syntezy wptyw Swiatta na wzrost, rozwoj i réz-
nicowanie sie roslin. Procesy fotomorfogene-
tyczne zachodzg podczas catego cyklu zyciowe-
go rosliny i obejmujg dojrzewanie i kietkowanie
nasion, wzrost todygi, powiekszanie sie lisci,
rozwdj chloroplastow, synteze chlorofilu oraz
calego szeregu waznych zwigzkéw organicz-
nych, jak réwniez kwitnienie, owocowanie i sta-
rzenie sie roslin. Waznym zagadnieniem jest
wiec poznanie mechanizméw, za pomocag kto6-
rych Swiatlo kontroluje caloksztalt proceséw
wzrostu i rozwoju u roslin. Wiadomo, ze w
procesach fotomorfogenetycznych istnieje pew-
na podstawowa sekwencja zdarzen. Swiatto zo-
staje zaabsorbowane przez specyficzny fotore-
ceptor,'ktorego wihasciwosci ulegaja zmianie.
Powoduje to inicjacje okreslonych procesow
biofizyczno-biochemicznych oraz ekspresje
aktywnosci niektorych genéw. Konsekwencijag
jest pojawienie sie kierunkowych zmian rozwo-
jowych.

Zakres fotomorfogenetycznie aktywnego
Swiatta znajduje sie miedzy 320 a 800 nm. W
tym zakresie spektralnym energia kwantow

Swietlnych nie jest zbytnio duza, nie powoduje
jonizacji, wystarczajednak do zmian elektrono-
wych pozioméw energetycznych atomoéw i cza-
steczek. Odbiorcami sygnatéw Swietlnych sa
wyspecjalizowane fotoreceptory roslinne.
Oprécz powszechnie znanych: chlorofilu, karo-
tenoidow, ksantofili — barwnikéw uczestniczg-
cych w fotosyntezie, wystepujg takze barwniki
fotomorfogenetyczne: fitochrom, receptory
Swiatta niebieskiego (kryptochrom) bliskiego
(UV-A) oraz dalekiego (UV-B) ultrafioletu (Quai
1994). Najwazniejszym i najlepiej poznanym
wsrod nich jest fitochrom; fotoreceptor absor-
bujacy swiatto czerwone i dalekg czerwien (Cy-
merski | Kopcewicz 1995, Tretyn i wspotaut.
1994). Obecnos¢ fitochromu stwierdzono w ko-
morkach roslin nizszych i wyzszych. Morfoge-
neze roslin nizszych i grzybéw indukuje przede
wszystkim Swiatto ultrafioletowe i niebieskie. U
roslin wyzszych zasadnicza role odgrywa Swia-
tlo czerwone i daleka czerwien. Wydaje sie, ze
ewolucja fotoreceptoréw roslinnych zaczela sie
wraz z powstaniem prymitywnych form auto-
troficznych w $rodowisku wodnym. Jedynie
wysokoenergetyczne sSwiatto krétkofalowe jest
zdolne do penetrowania gtebszych warstw wo-
dy. Mozna zatem przypuszczaé, ze pierwotne
rosliny wodne nabyly zdolnosci do percepciji i
morfogenetycznej odpowiedzi na promieniowa-
nie krotkofalowe. Wiasciwos¢ ta przetrwata i
funkcjonuje u wspdtczesnie wystepujacych ro-
slin wodnych. Wraz z wyjsciem roslin na lad i
ksztattowaniem sie atmosfery ziemskiej coraz
wieksza role, jako Zrédio informacji dla roslin,
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zaczeto odgrywacé niedestrukcyjne sSwiatto czer-
wone i daleka czerwien. U catkowicie przystoso-
wanych do srodowisk Ilgdowych roslin nizszych
i wyzszych dominujaca role w regulacji ich roz-
woju spetnia fitochrom. Efekt dziatania Swiatla
krétkofalowego zwykle sprowadza sie do wspot-
dziatania z tym barwnikiem lub do kontroli
procesow akomodacji.

Fitochrom zostat wykryty na poczatku lat
piecdziesiatych przez Borthwicka, Hendricksa i

wspotpracownikow (Borthwick i wspotaut.
1952). W trakcie 46 lat, ktore uptynety od tego
czasu badania, koncentrowaty sie na poznaniu
budowy i okresleniu fizjologicznej roli fitochro-
mu w regulacji proceséw fotomorfogenezy.
Ostatnie lata przyniosty poznanie genodw fito-
chromowych oraz przyblizyty molekularne me-
chanizmy funkcjonowania fotoreceptora. Za-
gadnienia te sg przedmiotem niniejszego opra-
cowania.

MOLEKULARNE ASPEKTY BUDOWY | FUNKCJONOWANIA FITOCHROMU

MOLEKULARNA BUDOWA FITOCHROMU

Pod wzgledem chemicznym fitochrom jest
duza, rozpuszczalng w wodzie chromoproteing
0 charakterystycznym niebieskim zabarwieniu,
ktéra jak kazdy fotoreceptor roslinny funkcjo-
nuje w komorce w postaci kompleksu barwnika
Z apoproteing. tancuch polipeptydowy czaste-
czki potaczonyjest za pomocag wigzan kowalen-
cyjnych z otwartg tetrapirolowa grupg chromo-
forowa. W zaleznosci od gatunku rosliny masa
niezdegradowanej czasteczki tego barwnikawa-
ha sie od 116 do 129 kDa, przy czym natywna
postacigjest homodimer o masie okoto 253 kDa
(Furuya i Song 1994).

W toku dotychczasowych badan najlepigj
poznano budowe fitochromu izolowanego z etio-
lowanych siewek owsa (Avena sativa). U rosliny
tej stwierdzono obecnos¢ co najmniej 5 gendéw
kodujacych fitochrom, a od Kkilku lat znanajest
szczegb6towa budowa genu PHYA3 i powstajgce-
go najego bazie transkiyptu oraz petna sekwen-
cja biatkowego skiadnika fitochromu (Quail i
wspotaut. 1989) (Ryc. 1).

Gen PHYA3 owsa zbudowany jest z 5.94 kpz
1sktada sie z 6 eksonéw (sekwencji kodujacych)

i 5 intronéw (sekwencji niekodujacych). Trans-
krypcja mRNA rozpoczyna sie od tandemowej
sekwencji TATA, lezacej w promotorowym od-
cinku genu. Dojrzaty, powstaty w wyniku trans-
krypcji, mRNA zbudowanyjest z 3.78 kpz (tacz-
nie z 3-koncowag sekwencja poli-A). Pierwszy
(142 pz) i ostatni (252 pz) odcinek MRNA nie
podlegaja translacji, zas centralny fragment li-
czacy 3387 pz zawiera sekwencje kodujace biat-
ko. Dojrzaty mRNA posiada kodon inicjujacy
(ATG) i konczacy (TGA) transkrypcje (Quail
1994). Powstajgce na bazie opisanego mRNA
biatko fitochromu sktada sie z 1128 aminokwa-
sow (124 kDa). W wyniku potranslacyjnej ob-
rébki do 321 reszty aminokwasowej polipepty-
du (cysteiny), poprzez wigzanie kowalencyjne,
przytaczona zostaje osobno syntetyzowana gru-
pa chromoforowa w wyniku czego powstaje fun-
kcjonalnie pelnowartosciowa czasteczka fito-
chromu (Furuya i Song 1994). Skiad amino-
kwaséw zostat ustalony na podstawie analizy
odpowiedniego cDNA. U owsa produkty trzech
sposréd pieciu gendw kodujacych czasteczki
fitochromu wykazujg 98% homologie skiadu
aminokwaséw. Tak duza homologia struktury
pierwszorzedowej istnieje rowniez miedzy bial-
kami fitochromu izolowanymi z innych gatun-

Ryc. 1. Budowa genu
PHYA3 fitochromu
owsa, dojrzatego trans-
kryptu oraz produktu
translacji z przytgczong
grupa chromoforowsa.

Gen: eksony oznaczono ja-
ko prostokaty (niewypet-
nione — nie podlegaja
translacji, wypetnione —
podlegaja); introny ilustru-
je linia prosta (wedtug Q uai-
1a 1994).
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kow roslin. Czasteczki fitochromu labilnego
(phyA) sa bardzo do siebie podobne pod wzgle-
dem molekularnym. Stopienn identycznosci
sktadu aminokwasowego czgsteczek fitochro-
mu labilnego (phyA) réznych gatunkow roslin
siega 65-90%. Natomiast fitochromy stabilne
(phyB i phyC) wykazuja jedynie 50% identycz-
nos¢ wzgledem siebie i w stosunku do fitochro-
mu labilnego (Clack i wspotaut. 1994). W przy-
padku krétkiego 11-aminokwasowego odcinka,
w sktad ktdrego wchodzi cysteina, wigzaca gru-
pe chromoforowg, homologia ta moze by¢ jed-
nak 100%.

Badania biochemiczne wykazaly, ze w na-
tywnej chromoproteinie mozna wyrdézni¢ dwie
gtébwne domeny: wieksza, globularng N-konco-
wag domene zawierajgaca grupe chromoforowa, o
masie czasteczkowej okoto 74 kDa oraz krotszy
fragment C-koricowy o masie okoto 55 kDa
(Furuya i Song 1994). Globularna domena N -
koncowa oprocz wigzania grupy chromoforo-
wej, odpowiada za spektralne wiasciwosci fito-
chromu (Furuya i Song 1994).

Czasteczki chromoproteiny wykazuja wia-
Sciwosci biatka rozpuszczalnego, chociaz istnie-
ja regiony polipeptydu o przewadze aminokwa-
s6w natury hydrofobowej. Region taki wystepu-
je pomiedzy 80 a 315 aminokwasem (liczac od
N - konca) biatka fitochromowego. Przedzielony
jest on krotkim, hydrofilnym fragmentem wig-
zacym chromofor. Odcinek konca N (6 kDa),
uwazany za niezbedny w oddziatywaniu miedzy
grupa chromoforowa a resztg biatkowa, wyka-
zuje zdecydowanie hydrofilne wlasciwosci i dla-
tego moze on wystepowaé na powierzchni czag-
steczki fitochromu. Istniejg jeszcze trzy silnie
hydrofilne regiony zawarte miedzy 343 a 365
aminokwasem oraz w okolicach 691 i 1079
aminokwasu. Prawdopodobnie rowniez i te
fragmenty polipeptydu sg rozmieszczone na po-
wierzchni czgsteczki fitochromu (Furuya i Song
1994).

Fitochrom wyizolowany z etiolowanych sie-
wek owsa (natywny) wystepuje w formie dime-
ru. Dwie 124 kDa czgsteczki tej chromoproteiny
taczac sie wigzaniamijonowymi i sitami elektro-
statycznymi, tworzg dimer o masie czgsteczko-
wej 253 kDa (Furuya i Song 1994, Quail 1994).
Jak wykazano, proces dimeryzacji odbywa sie
w wyniku oddziatywan zachodzgacych pomiedzy
C-koricowymi domenami poszczeg6lnych mo-
nomeroéw fitochromu, zawartymi miedzy 756 a
800 aminokwasem (Quail i wspétaut. 1987).
Dodatkowo analiza delecji w koncu Cwskazuije,
ze aminokwasy pomiedzy 981 i 1161 sg nie-
zbedne do powstawania dimeru (Cherry i
wspotaut. 1993). Czgsteczki fotoreceptora
wchodzace w sklad dimeru sg ze sobag luzno

zwigzane i tatwo dysocjujg pod wptywem roz-
tworow o duzej sile jonowej. Podczas takiej
dysocjacji nie obserwuje sie zmian widma czyn-
nosciowego poszczegllnych czasteczek fito-
chromu (Furuya i Song 1994).

Za pomocg mikroskopii elektronowej i ana-
lizy rentgenowskiej wykazano, ze czasteczka
fitochromu jest tréjdzielng strukturg zblizong
budowa do litery Y (Nakasako iwspoétaut. 1990).
W modelu strukturalnym zaproponowanym
przez Romanowskiego i Songa wyroznia sie 11
strukturalnych podjednostek, tworzgcych dwie
domeny — chromoforowg i niechromoforowg
(Parker iwspoétaut. 1991). Przy uzyciu przeciw-
ciat monoklonalnych, specyficznych dla form
Pr, Holdsworth i Whitelam (1987) wykazali, ze
in vitro mogg istnie¢ homodimery Pr: Pr i Pfr: Pfr
oraz heterodimeiy Pr:Pfr. Uwaza sie, ze dimeiy-
zacjajest procesem niezbednym dla uzyskania
aktywnosci biologicznej fitochromu.

MOLEKULARNE FORMY FITOCHROMU

U roslin etiolowanych fitochrom jest syn-
tetyzowany i akumulowany w formie Pr. Ta
bardzo stabilnaw ciemnosci forma fotorecepto-
ra po naswietleniu rosliny swiattem czerwonym
przeksztalca sie w podlegajgca szybkiej degra-
dacji forme Pfr. Obok niej u roslin rosngcych na
Swietle pojawia sie takze druga frakcja Pfr —
oporna na degradacje (Quail 1994). Na podsta-
wie réznic w tempie degradacji Pfr wyrdzniono
dwie fizjologiczne formy fitochromu: labilng i
stabilng (Furuya 1993). Badania wykazaty, ze
labilna pula fitochromu dominuje u roslin etio-
lowanych i podlega szybkiej degradacji na
Swietle (Pratt i wspotaut. 1991). Ten fitochrom
nazwany zostat fitochromem | (Pl) (Furuya
1993) lub fitochromem A (phyA) (Quail 1994).
Stabilna pula fitochromu, ktéra dominuje w
roslinach zielonych, nazwana zostata fitochro-
mem Il (Pil) (Furuya 1993) lub fitochromem B
(phyB) (Quail 1994).

Badania nad strukturg i ekspresja genéw
fitochromowych u rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana) wykazaty, ze fitochromy labilny i sta-
bilny kodowane sa przez odmienne geny. Tylko
jeden z pieciu gendw fitochromowych zidentyfi-
kowanych u tej rosliny (oznaczony jako PHYA)
koduje czasteczki fitochromu labilnego. Cztery
pozostate (PHYB-E) odpowiadajg za powstawa-
nie fitochromu stabilnego (Quail 1994, Clack
1994). Produkty wymienionych genéw oznaczo-
no jako fitochrom A, B, C, D i E (Quail i wsp6t-
aut. 1989).

Prawie wszystkie dotad poznane geny fito-
chromowe wykazujg podobienstwo struktural-
ne do genéw PHYA i PHYB Arabidopsis (Quail
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1994, clack iwspotaut. 1994). Na tej podstawie
zaproponowano, ze fitochrom labilny (Pl), kodo-
wany u roslin przez geny o strukturze zblizonej
do PHYA rzodkiewnika, oznaczony bedzie jako
fitochrom A (phyA tj. PrA i PfrA), natomiast
fitochrom stabilny (Pil) okreslony jako fito-
chrom B (phyB tj. PrB i PfrB) itd. (Quail 1994).

Réznice pomiedzy fitochromem labilnym
(P1) i stabilnym (Pil) wykazaty réwniez doswiad-
czenia biochemiczne (Cordonnier 1989). Fito-
chrom phyB wykazuje maksimum absorpcji
przy 652 nm, a fitochrom phyA przy 660 nm.
Ciezar czgsteczkowy monomeru fitochromu A
wynosi 124 kDa (u Avena sativa). Wystepujacy
w zielonych siewkach monomer fitochromu B
ma mase rzedu 118 kDa i wykazuje odmienng
wrazliwosé na dziatanie proteaz w poréwnaniu
z fitochromem izolowanym z ros$lin etiolowa-
nych (u Avena sativa). Fitochrom izolowany z
zielonych roslin nie stanowijednorodnej frakcji,
lecz skiada sie z kilku réznych populacji. Ana-
liza sekwencji aminokwaséw obu form potwier-
dzita, ze phyA i phyB réznia sie struktura I-rze-
dowg (Furuya 1993). Natomiast struktura IV-
rzedowa jest podobna dla obu form fitochromu
(Pratt i wspoOtaut. 1991). Ponadto w tkankach
roslin zielonych wykazano obecnos¢ dwoch
form fitochromu phyB o masie czgsteczkowej
monomeru 123 kDa i 125 kDa (u Avena sativa)
(Pratt i wspétaut. 1991).

Dowodow naistnienie réznic pomiedzy obie-
ma pulami fitochromu dostarczyty réwniez do-
Swiadczenia immunochemiczne (Shimazaki i
Pratt 1985, 1986). Przeprowadzone prace po-
legaty na badaniu powinowactwa przeciwciat
monoklonalnych (o wysokiej specyficznosci) i
poliklonalnych (o réznej specyficznosci) do fito-
chromu izolowanego z etiolowanych i zielonych
siewek owsa oraz grochu (Pisum sativum). Pod-
stawa tych badan byto ustalenie, iz przeciwciata
wytworzone przeciwko fitochromowi z jednych
roslin, dziatajg z fitochromem z innych (Pratt
1992).

W toku doswiadczen stwierdzono, ze mono-
klonalne przeciwciata mysie wytworzone prze-
ciwko fitochromowi z etiolowanych siewek owsa
wigzg ten fitochrom w ilosci okoto 90%. Wartosé
ta jest poréwnywalna ze stopniem wigzania fi-
tochromu z etiolowanych siewek owsa przez
poliklonalne przeciwciata krélicze. Inaczej
przedstawia sie sytuacja w przypadku fitochro-
mu izolowanego z siewek zielonych. Przeciwcia-
ta monoklonalne uzyskane przeciwko fitochro-
mowi z etiolowanych siewek owsa, a skierowane
przeciwko fitochromowi z siewek zielonych, 1g-
czyly sie z nim w ilosci okoto 30%, a nawet
mniejszej, podczas gdy poliklonalne przeciwcia-
ta krélicze w iloSci okoto 11% (Shimazaki i Pratt

1985). Wnioskowac wiec mozna o wysokiej spe-
cyficznosci przeciwciat do fitochromu labilnego
i niskiej specyficznosci do fitochromu stabilne-
0_

J Dla poréwnania badano rdéwniez reakcje
immunologiczna fitochromu izolowanego z etio-
lowanych i zielonych siewek owsa z antysuro-
wicg (nieoczyszczone przeciwciata krélicze).
Procent wigzania fitochromu z roslin etiolowa-
nych byt poréwnywalny z wynikami uzyskany-
mi w doswiadczeniach prowadzonych z prze-
ciwciatami oczyszczonymi (okoto 90%). Nato-
miast fitochrom z zielonych siewek owsa reago-
wat z antysurowicg w ilo$ciach 45-75% (Shima-
zaki i Pratt 1986).

Podobne doswiadczenia prowadzono na fi-
tochromie z etiolowanych i zielonych siewek
grochu, gdzie uzyskano podobne rezultaty (shi-
mazaki | Pratt 1985). Wyniki badan immu-
nochemicznych swiadczg wiec o tym, ze fito-
chrom uzyskany z roslin etiolowanych rozni sie
antygenowo od fitochromu z roslin zielonych.
Przyczyn tych réznic nalezy sie dopatrywac¢ w
odmiennos$ci gendw i co jest z tym zwigzane
odmiennosci powstajgcych na ich bazie biatek
(Shimazaki i Pratt 1985).

Tak wiec, w tkankach roslin wspoétistniejg
dwie pule fitochromu phyA i phyB. Zawarto$é
phyA zmienia sie pod wplywem warunkéw
Swietlnych w czasie rozwoju rosliny. Zawartosé
phyB pozostaje stata niezaleznie od warunkéw
Swietlnych (Lopez-Juez i wspotaut. 1992, Fu-
ruya 1993).

GENY fitochromowe i ich ewolucja

Budowe genu kodujgcego biatkowy skiad-
nik fitochromu poznano u przedstawicieli Kil-
kunastu gatunkéw roslin nizszych i wyzszych
(Pratt 1992, Quail 1994, Quail i wspotaut.
1989). Rosliny okrytozalgzkowe zawierajg kilka
rodzajéw fitochroméw kodowanych przez od-
mienne geny. Najlepiej pod tym wzgledem po-
znanymi roslinami sag rzodkiewnik (Arabidopsis
thaliana) (Pratt 1992, Quail 1994), pomidor,
sorgo (Pratt 1992) i owies (Quail 1994). u
pomidora, rzodkiewnika i owsa wystepuje co
najmniej 5 genéw kodujacych fitochrom. Ge-
nom sorgo zawieratrzy (Adam i wspotaut. 1997),
natomiast ryzu, tytoniu i ziemniaka dwa od-
mienne geny fitochromowe (Pratt 1992, Quail
1994). u Pharbitis nil wykryto 4 geny kodujace
fitochrom (zhengiO'Neill 1996). U Arabidopsis
zidentyfikowane geny oznaczono jako PHYA,
PHYB, PHYC, PHYD i PHYE (Clack i wspoétaut.
1994). Dominacje transkryptéw genu fitochro-
mu labilnego [PHYA) obserwuje sie w tkankach
roslin etiolowanych, a obnizenie ich poziomu
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indukowane jest Swiattem czerwonym (Quail

1994). Inne geny — PHYB, PHYC (Sharrok i

Quail 1989), PHYD, PHYE (Ciack i wspdtaut.

1994) — kodujg odpowiednie apoproteiny fito-
chromu, ktére po wigczeniu grupy chromoforo-

wej stajg sie funkcjonalnymi czasteczkami fito-
chromu stabilnego typu phyB (Quait 1994,

Smith 1995).

Na podstawie wydedukowanego skiadu
aminokwasowego ustalono, ze najwieksza ho-
mologie (ok. 80% identycznosci) wykazujg geny
PHYB i PHYD. Stopien identycznosci miedzy
pozostatymi parami genow fitochromowych wa-
ha sie w granicach od 46 do 55% (Sharrock i
Quail 1989, Quait 1994, Cilack i WSpél’aUt.
1994).

Ostatnio zsekwencjonowano pie¢ gendw ko-
dujacych biatkowy skitadnik fitochromu u po-
midora, z ktérychjeden jest bardzo podobny do
genu PHYA rzodkiewnika. Dwa kolejne geny
(oznaczone jako PHYB1 i PHYB2) zblizone sg do
genu PHYB wspomnianej rosliny. Natomiast
dwa pozostate (PHYE i PHYF) nie odpowiadajg
zadnemu z genow dotychczas przebadanych
roslin (Pratt 1992). Z badan prowadzonych w
pracowni L. H. Pratta wynika ponadto, ze u
pomidora oprécz wymienionych pieciu genow
moze jeszcze funkcjonowaé od czterech do
oé$miu dotad niezidentyfikowanych genéw fito-
chromowych, przy czym jeden z nich prawdo-
podobnie odpowiada genowi PHYC rzodkiewni-
ka (Prate 1992). We wspomnianej pracowni
wykazano réwniez, ze geny fitochromowe u sor-
go sa odpowiednikami PHYA, PHYB i PHYC u
Arabidopsis (Pratt 1992).

Petne sekwencje genéw fitochromowych po-
znano takze u niektérych mszakoéw (Ceratodon,
Physcomitrella) i paprotnikéw (Psilotum, Adian-
tum i Selagirtella) (Thummier i wspétaut. 1992,
Schneider-Poetsch i wspotaut. 1994). Ponadto
czesciowo zsekwencjonowano geny kodujace
czasteczki fitochromu u glonéw (Mougeotia, Me-
sotaenium), mchow, skrzypow, paproci i kilku
roslin nagozalgzkowych (Schneider-Poetsch |
wspétaut. 1994).

W przypadku dwoch roslin nizszych: Cera-
todon (mszak) i Adiantum (paprotnik) czasteczki
fitochromu posiadajg unikalne wtasciwosci —
regulowanej przez Swiatlo kinazy biatkowej
(Thummier iwspotaut. 1992). Okazalo sie, ze na
bazie genu PHY powstaje biatko o masie
145 kDa, posiadajace dwojakiego rodzaju wia-
Sciwosci molekularne. Jego domena N-korico-
wa odpowiada wiasciwosciom fitochromu. Na-
tomiast w koricu-C wystepujg sekwencje ami-
nokwasowe homologiczne do eukariotycznych
kinaz serynowo/treoninowo/tyrozynowych
(Thummier i wspoOtaut. 1992). Jak dotad nie
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stwierdzono jednak by poza Ceratodon
(Thummler i wspétaut. 1992) i Adiantum [Wada
i wspoétaut. 1997) inne fitochromy, nawet te
funkcjonujace w komoérkach roslin nizszych,
posiadaty podobnag budowe molekularna.

Kaneko |1 wspotaut. (1996) oraz Kehoe |
Grossman (1996) zidentyfikowali geny, ktére u
dwu rdéznych sinic kodujg biatko wykazujgce
duze podobienstwo do fitochromu. Z drugiej zas
strony, C-koniec tego biatka jest w 50-58%
podobny do bakteryjnych kinaz histydynowych
(Kaneko iwspé’raut. 1996, Kehoe | Grossman
1996). W komodrkach bakterii kinazy histydyno-
we stanowig podstawowy element tzw. dwu-
sktadnikowego systemu. Mozna zatem uwazac,
ze uktady transdukcji sygnatéw u bakterii i
sinic, to jest organizmOw prokariotycznych, sag
bardzo podobne do siebie.

Biorac pod uwage podobieristwo miedzy
grupa chromoforowg fitochromu, a fikocyjani-
nami, barwnikami wystepujgcymi w komor-
kach sinic, sugeruje sie, ze sinice byty prawdo-
podobnie pierwszymi organizmami, ktére po-
siadaty uktad percepcji bodzcéw Swietlnych po-
dobny do funkcjonujacego u wszystkich roslin-
nych organizmoéw eukariotycznych i ze to u nich
wihasnie pojawit sie okreslony pragen, ktéry w
trakcie ewolucji podlegat procesowi duplikaciji,
co dato poczatek calej rodzinie gendéw fitochro-
mowych. Przebieg tego procesu przedstawia Ry-
cina 2.

Poczatkowo na podstawie przeprowadzo-
nych analiz wysunieto wnioski, ze rozdziat ge-
néw PHYA, B, C miat miejsce jeszcze u paprot-
nikéw. To jednak nie jest zgodne z danymi
filogenetycznymi oraz pogladem, ze paprotniki
ewoluowaty wolniej niz rosliny wyzsze. Shar-
rock I Quail (1989) wykazali, ze pierwotna du-
plikacja zaszta w genach paproci nasiennych,
poniewaz zaréwno rosliny dwu-, jak i jednoli-
Scienne posiadajg odpowiedniki genéw PHYA,
PHYB oraz PHYC. Od tego momentu ewolucja
gendw miata odmienny przebieg. U roslin jed-
nolisciennych ewolucji podlegat gen PHYA, kt6-
rego duplikacje doprowadzity do powstaniawie-
lu kopii tego genu np. pie¢ genéw PHYA (A1-A5)
kodujgcych izoformy fitochromu labilnego
(Hershey i wspoétaut. 1987). U roslin dwuli-
sciennych duplikacje dotyczyty gtéwnie genow
PHYB i PHYC, ktére daty poczatek genom PHYD
i PHYE u rzodkiewnika oraz PHYB1, PHYB2,
PHYE i PHYF u pomidora. Nie wszystkie dupli-
kacje prowadzity do powstania funkcjonalnych
genow fitochromowych. U grochu i kukurydzy
stwierdzono takze wystepowanie niefunkcjo-
nalnych genéw PHYA o niepetnej dtugosci
(Pratt 1995).
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Ryc. 2. Ewolucja genéw fitochromowych
(wedtug Pratta 1995, zmodyfikowane).

REGULACJA AKTYWNOSCI GENOW FITOCHROMOWYCH

ANALIZA PROMOTORA PHYA

Podczas badan nad promotorem znaleziono
konserwatywne motywy w sekwencjach wielu
genow, ktérych regulacja zaleznajest od swiatta
wiaczajac w to geny PHYA (Hershey i wspétaut.
1987, Dehesh i wspétaut. 1990). Sekwencje
promotorowe gendéw PHYA u ryzu i owsa oraz
oddziatywanie pewnych motywéw sekwencji
promotorowych z biatkami jagdrowymi byto ba-
dane przez Bruce i wspotpracownikéw (1991)
na PHYA ryzu oraz Dehesha i wspoétpracowni-
kow (1992) na PHYA3 owsa.

Dla okres$lenia ktére elementy promotorowe
sg istotne dla inicjacji transkrypcji stransfor-
mowano rosliny zmutowanymi genami PHYA,
ktore utracity specyficzne elementy promotoro-
we. Na tej podstawie ustalono, ze w promotorze
PHYA3 owsa (pozycja -400 bp od miejsca startu
transkrypcji) wystepujg 2 cis aktywne elementy
wplywajace pozytywnie na poziom transkrypcji
tego genu. Sa to tak zwane PE 1 (lezacy w pozycji
-381 do -348 bp od miejsca startu transkrypcji)
i PE3 (od -110 do -76 bp). Region PE3 zawiera
sekwencje bogate w G i C i jest to bardzo
konserwatywny element spotykany takze u ry-
zu i kukurydzy, natomiast fragment PE1, boga-
tyw A i T, nie ma Scistej homologii z pozostatymi
promotorami. W trakcie tych analiz odkryto
takze negatywnie dziatajacy element REI, ktory
kieruje indukowang przez Pfrrepresjq transkry-
pcji. Jest to element okoto 11 bp bogaty w G i
C, ktory zlokalizowany jest w okolicy -75 od

miejsca startu transkrypcji, obok PE3. Przypu-
szcza sie, ze w tym odcinku siedmio nukleoty-
dowy fragment CATGGC odgrywa regulacyjng
role wchodzac w skiad tak zwanego Box |. Jego
komplementarna sekwencja GCCATG wyste-
puje na PE3 i wydaje sie, ze ten odcinek moze
odgrywac wazna role w interakcji pomiedzy PE3
i REI. Rycina 3 ukazuje budowe promotora
PHYAS3 u owsa.

Model regulacji transkrypcji PHYA3 owsa
zostat zaproponowany przez Bruce i wspotpra-
cownikow (1991). Przy nieobecnosci Pfr czynni-
ki transkrypcyjne PF1 i PF3 wigzg sie z miejsca-
mi promotorowymi genow tak zwane miejscami
PE1 i PE3. Oddziatywanie z czynnikami pro-
motorowymi pozwala na utworzenie kompleksu
inicjujgcego transkrypcje i w ten sposob gen
zostaje zaktywowany. Obecno$¢ natomiast
czynnika represyjnego RF1, rozrywajgcego od-
dziatywanie pomiedzy PF1 i PF3, a miejscami
promotorowymi, niszczy kompleks inicjujacy,
hamujgc tym samym transkrypcje.

Promotor genu PHYA u ryzu zawiera motywy
podobne do PE3 u owsa, ale zamiast elementu
PE1 zawiera on 3 elementy lezgce powyzej miej-
sca startu transkrypcji tzw. elementy GT-box,
z ktérych GT2-box jest bardzo istotny dla akty-
wacji transkrypcji (Dehesh i wspétaut. 1990).
Ci sami autorzy (1992) dodatkowo stwierdzili,
ze biatko GT2 ma wysokie powinowactwo dla
elementéw promotora GT2-box i GT3-box, a o
wiele nizsze do GTI-box. Zsekwencjonowanie
biatka GT2 i analiza budowy wykazaty, ze GT2
zawiera regiony bogate w aminokwasy to jest
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Ryc. 3. Budowa promotora genu PHYA3 u owsa.

(A) Utozenie elementéw okreslone na podstawie podobieristwa promotoréw PHYA u owsa, kukuiydzy i ryzu. (B) Sekwencje
zidentyfikowane jako miejsca wigzace biatka. Zaznaczone elementy (AT, GA, GT, itd) wskazuja na odcinki o dominacji tych
nukleotydéw. (C) Elementy zidentyfikowanejako funkcjonalne odcinkiw regulacji lub ekspresji Swietlnej promotora PHYA3.

proline, glutamine, a bogactwo tych aminokwa-
sbw zostato stwierdzone takze w innych bial-
kach posiadajgcych domeny aktywujace trans-
krypcje. Dodatkowo wysoko konserwatywne
domeny tak zwane heliks-petla-heliks (H-B-H)
znajduja sie w potowie korica C i potowie konca
N. Wérdd znanych czynnikéw transkrypcyjnych
struktura H-D-Hjest znanajako region wiazacy
DNA (MURRE iwspétaut. 1989). Pomimo, ze GT2
nie nalezy do tego typu czynnikéw, wydaje sie
on by¢ podobny do grupy biatek tzw. homeo-
boks, ktore zawierajg struktury trihelikalne od-
dziatujace z sekwencjg hydrofobowag promoto-
ra. Biatko GT2 przytacza sie do obu odcinkéw
GT2-box i GT3-box tzn., ze biatko to ma dwie
domeny wigzace DNA, ktére tacza sie z dwoma
elementami promotora.

Badania promotoréw PHYA u ryzu i owsa
sugerujg, ze moze istnie¢ rodzina funkcjonal-
nych trans dziatajagcych czynnikéw transkry-
pcyjnych, ktdre oddziatujg ze specyficznymi ele-
mentami promotora w procesie regulowanym
przez swiatto.

Jest prawdopodobne, ze kontrola tych czyn-
nikéw transkrypcyjnych, ich wigzania lub dzia-
tania, jest waznym etapem w ciggu zdarzen
zawartych pomiedzy dziataniem sSwiatla, fito-
chromem, azmiang ekspresji specyficznych ge-
noéw wrazliwych na Swiatto.

REGULACJA POZIOMU TRANSKRYPCJI GENU PHYA

Geny PHYA wystepujace u grochu (Sato
1988, Tomizawa i wspétaut. 1989) i rzodkiewni-
ka (Sharrock i Quail 1989) oraz prawdopodob-
nie takze u innych roslin dwulisciennych, maja
mozliwe 3 miejsca startu transkrypcji, czego
konsekwencjg jest powstanie transkryptéw o
réoznych rozmiarach. Zaréwno u grochu, jak i u
Arabidopsis najkrotszego transkryptu jest w
komorkach najwiecej, ajego poziom jest regu-
lowany przez swiatto.

Obecnos¢ krotkiego transkryptu u grochu
(RNA1) jest regulowana w sposob odwracalny
przez R/FR (Tomizawa i wspoétaut. 1989), co
sugeruje, ze fitochrom sam jest wigczony w
kontrolowanie poziomu ilosci obecnego trans-
kryptu PHYA, na zasadzie autoregulacji. Nie
wiadomo jednak czy kontrola ta zachodzi po-
przez hamowanie transkrypcji, degradacje
RNA, czy tez wspodlnie poprzez oba te procesy.

Fotoregulacja poziomu transkrypcji genu
PHYA jest silna zaréwno u roslin jednoliscien-
nych, jak i niektorych roslin dwulisciennych
np. grochu (Furuya 1989) czy ogérka (Cotton i
wspétaut. 1990). U wiekszosci roslin dwuli-
Sciennych fotoregulacja jest jednak z reguty
staba.
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Przeprowadzono doswiadczenia na transge-
nicznej petunii, zawierajacej gen reporterowy
— glukuronidazy (GUS). Ten markerowy gen
byt potaczony z promotorem genu PHYA z gro-
chu. U rosdlin posiadajgcych taki konstrukt
stwierdzono wysoki poziom ekspresji GUS w
roslinach etiolowanch, ktéry ulegat zahamowa-
niu po zadziataniu Swiatta. Wynika z tego, ze
promotor jest aktywny w ciemnosci, a naswiet-
lenie rosliny powoduje jego dezaktywacje. To
nasuwa przypuszczenie, ze zaréwno Rjak i FR,
moga powodowacé gwattowny spadek ilosci trans-
kryptu genu PHYA u siewek owsa rosngcych w
ciemnosci, i nawet bardzo mata ilos¢ Pfr, ktora
moze by¢ obecna po zadziataniu czerwieni, wy-
starcza do zahamowania transkrypcji tego genu.

Wydaje sie, ze poziom represji transkrypcji
jest taki sam zaréwno po pulsie R, jak i FR, lecz

czas trwania hamowania jest znacznie dtuzszy
po dziataniu R. Tak wiec przedtuzenie obecnosci
fitochromu w formie Pfrjest potrzebne do utrzy-
mania represji. To sugeruje, ze fitochrom w
formie niestabilnego Pfrjest odpowiedzialny za
hamowanie transkrypcji genu PHYA.

Nie wydaje sie jednak aby sam Pfr oddziaty-
wat z zaleznymi od Swiatta sekwencjami pro-
motorowymi. Analiza drugorzedowej struktury
biatek (Quail i wspoétaut. 1987) nie wykazata
homologii z rozpoznawanymi czynnikami trans-
krypciji, ktére posiadaja struktury wigzace DNA
takie jak palce cynkowe lub domeny heliks-pet-
la-heliks. To wyklucza wcze$niejsze zalozenie,
ze sama chromoproteina w formie Pfr wigze sie
z sekwencjami promotorowymi genéw fitochro-
mowych.

MECHANIZM DZIALANIA FITOCHROMU

REAKCJE FITOCHROMOWE

Dziatajgce przez fitochrom swiatto moze in-
dukowac wiele roznych reakcji fizjologicznych.
Decydujaca, regulatorowg role odgrywa tu za-
rowno barwa, natezenie, jak i czas dzialania
Swiatlta (Smith 1995, Smith i Whitelam 1990).

Na tej podstawie wyrdznia sie dwa typy re-
akcji: indukcyjne i wysokoenergetyczne (HIR)
(Furuya i SchAfer 1996).

Ponadto, pierwszy typ reakcji podzieli¢ moz-
na na tak zwane: reakcje nisko i bardzo niskoe-
nergetyczne (LFR i VLFR) (Smith i Whitelam
1990). Do wywotania reakcji VLFR wystarczajg
niewielkie dawki $wiatta (w granicach 0.0001-
0.1 mmol x m-2), a odwracalnos¢ R/FR nie jest
w tym przypadku mozliwa. Ten typ reakcji spo-
tykamy w siewkach rosngcych w zupetnej cie-
mnosci, ktére nigdy jeszcze nie byty ekspono-
wane na swiatto, lub w nasionach znajdujgcych
sie w glebie, nawet na glebokosci 10 mm. Re-
akcje LFR inicjowane przez umiarkowane nate-
zenie Swiatta (od 1 do 1000 mmol x rrT2), sg w
petni odwracane przez FR (Smith 1995, smith i
W hitelam 1990), a ich efekt fizjologiczny zalezy
bezposrednio od tego, ktéra z diugosci fal
swietlnych (R lub FR) zostata uzyta jako ostat-
nia. Jak dotad poznano ponad 100 rdznych
reakcji tego typu. Majg one duze znaczenie u
roslin rosngcych na sSwietle stonecznym jak iw
siewkach znajdujacych sie bezposrednio pod
baldachimem innych roslin lub pod powierzch-
nig ziemi. Natomiast reakcje HIR wymagaja
cigglego, wysokiego natezenia Swiatta. Zalezg
one od czerwieni, dalekiej czerwieni, jak tez od

stosunku obu ditugosci fal (Smith i wWhitelam
1990). Ten typ reakcji nie jest odwracany przez
FR. Pomimo tego, ze reakcje wysokoenergetycz-
ne indukowane sa poprzez diugotrwate na-
Swietlanie roslin, najskuteczniejsze dzialanie
ma Swiatto dtugofalowe, czyli daleka czerwien.

Jak wiadomo obydwie dtugosci fal swietl-
nych R i FR sa aktywne fizjologicznie. Daleka
czerwien inicjowa¢ moze reakcje bardzo niskoe-
nergetyczne oraz wysokoenergetyczne (Quail
1994, smith 1995). W tym wypadku FR powo-
duje przeksztatcenie niewielkiej puli Pr w Pfr,
ktora po pochtonieciu kolejnej dawki dalekiej
czerwieni wraca do formy Pr. Obok tych reakgji
wystepowa¢ moga jeszcze ,klasyczne” reakcje
fitochromowe, ktore wyzwalane sg poprzez
Swiatto czerwone. W zaleznosci od jego nateze-
nia i czasu ekspozycji w tkankach roslin ustala¢
sie moga odmienne stany fotostacjonarne, co
prowadzi do inicjacji réznych reakcji biochemi-
cznych i morfogenetycznych (Smith 1995, Smith
iWhitelam 1990).

Obecnie przyjmuje sie, ze za kontrole HIR
oraz VLFR odpowiada fitochrom labilny nato-
miast reakcje LFR regulowane sg przez stabilng
pule fotoreceptora (Quail, 1994). W pewnych
jednak przypadkach przebieg tego samego pro-
cesu moze podlegac kontroli przez obydwie pule
fitochromu, mamy wtedy do czynienia z tzw.
paradoksem fitochromowym. Wiadomo, ze
Swiatto czerwone absorbowane przez fitochrom
typu B indukuje deetiolacje roslin. Z drugiej
strony absorbowane przez fitochrom labilny
Swiatlo dalekiej czerwieni reguluje takze ten
sam proces (poprzez reakcje HIR). Dziatanie
fitochromu stabilnego ma miejsce u roslin pod-
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danych bezposredniemu wptywowi Swiatta sto-
necznego. Natomiast u roslin rosnacych pod
baldachimem lisci aktywowany jest fitochrom
labilny. Dziatanie jednego typu fitochromu wy-
klucza jednocze$nie udziat drugiej puli tego
fotoreceptora w kontroli tych samych reakcji
fotomorfogenetycznych.

Opisane powyzej fizjologiczne wlasciwosci
fitochromu majg duze znaczenie ekologiczne.
Rozwijajgce sie w glebie siewki, gdy dotra dojej
powierzchni, poddane sg gtéwnie wplywowi
Swiatta czerwonego, ktore dziala przez fito-
chrom stabilny. Natomiast gdy natezenie Swiat-
ta jest bardzo niskie lub gdy rozwdj siewki
odbywa sie pod ostong (baldachimem) lisci, na-

nowy odpowiednich rezerw energetycznych, lub
tez przyspieszy swoéj wzrost i wyrosnie ponad
ocieniajacy ja baldachim w wyniku uruchomie-
nia reakcji okreslanej mianem unikania zacie-
nienia (ang. shade-avoidance) (Smith i White-
tam 1997). W tym wypadku decydujacg role
peini fitochrom labilny (Caser i wspétaut.
1997). Rézne typy fitochromu sg aktywne w
kolejnych stadiach rozwojowych rosliny. Phy B
kontroluje wszystkie etapy poczawszy od Kiet-
kowania nasion, a na indukcji kwitnienia kon-
czac (Chory 1997). Phy A funkcjonuje gtéwnie
we wczeshych etapach rozwoju osobniczego ro-
Sliny. Obok nich pewne procesy moga by¢ do-
datkowo kontrolowane przez inne geny fito-

Ryc. 4. Podstawowe procesy regulowane przez fitochromy labilny i stabilny.

(A) Zaleznosci regulowane przez fitochrom A, (B) Zaleznos$ci regulowane przez fitochrom B. Strzatki wskazujg na proces
indukcyjny, podczas gdy linie proste procesy hamowane przez fitochrom. Skroéty oznaczaja barwe Swiatta: R, czerwong: B,

niebieska: FR, daleka czerwien.

siona lub kietkujgce siewki eksponowane sg na
Swiatto wzbogacone w dalekag czerwien, ktora
absorbowanajest przez fitochrom labilny. Stad
tez bez wzgledu na warunki Swietlne otoczenia
roslina otrzymuje sygnat niezbedny do zainicjo-
wania procesu deetiolacji. Zazielenienie sie sie-
wki to kluczowy etap jej dalszego rozwoju. Tak
wiec, gdy roslina rozwija sie w warunkach pet-
nego dostepu Swiatta, dominujaca funkcje wjej
rozwoju speilnia fitochrom stabilny (Smitn
1995). Jednakze, jesli jest ona zacieniana przez
liscie innych roslin, to albo zginie z braku od-

chromowe, kodujace fitochrom stabilny. Wzor-
cowe procesy regulowane przez obie pule fito-
chromu zostaty przedstawione na Rycinie 4.

PIERWOTNY MECHANIZM DZIALANIA FITOCHROMU

W latach 60-tych pojawito sie szereg hipo-
tez, ktore ukierunkowaty badania nad mecha-
nizmami fotomorfogenezy roslin. We wszystkich
niemal modelach postulowano oddziatywanie
fitochromu z btonami komorkowymi. Oddziaty-
wanie to moze mie¢ réznorodny charakter, to
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jest fitochrom mégtby by¢ 1) integralnym skiad-
nikiem lub pozostawac silnie wigzany z btona-
mi, 2) peryferycznym biatkiem btonowym lub
3) wystepowaé w cytoplazmie i oddziatywa¢ na
btony poprzez wtérne przekazniki.

Fitochrom prawdopodobnie nie jest inte-
gralnym, trwale powigzanym z btonami skiad-
nikiem, jednakze wykazuje zdolnos¢ wigzania
sie z nimi. Postuluje sie wiec, ze pierwotny
mechanizm dziatania fitochromu polega na mo-
dyfikacji wkasciwosci bton komorkowych, pro-
wadzac do uwalniania wtérnych przekaznikéw
(Vince-Prue 1993).

Do najszybciej zachodzacych zjawisk, zalez-
nych od fitochromu, mozna zaliczy¢ zmiany
potencjatéw powierzchniowych i btonowych
(patrz Tretyn 1989). Swiatlo czerwone stymu-
luje depolaryzacje bton komérek miekiszowych,
podczas gdy Swiatto dalekiej czerwieni powodu-
je niewielkg hiperpolaryzacje u dtugodniowego
gatunku Lemna paucicostata (Loppert i wspot-
aut. 1978). Zmiany potencjatéw btonowych sg
wynikiem zréznicowanego wpltywu Swiatta czer-
wonego i dalekiej czerwieni na transportjonow
przez plazmoleme. Wykazano, ze fitochrom re-
guluje transport miedzy innymi jonéw H+, K+,
Cl-, Na+, Ca oraz jon6w nieorganicznego fo-
sforu (Pi) (Piwowarczyk 1988). Swiatto czerwo-
ne podwyzsza tempo pobierania i akumulacji
Ca w komodrkach zarodkéw Onoclea sensibi-
lis, protoplastach etiolowanych lisci kukurydzy
i pszenicy oraz w wycinkach etiolowanych ko-
leoptyli owsa. W doswiadczeniach z zastosowa-
niem agonistow i antagoistow kanatéw wapnio-
wych oraz chelatoréwjondéw wapnia wykazano,
ze fotokonwersji Pr do Pfr towarzyszy réwniez
aktywacja kanatéw wapniowych. Postuluje sie,
ze w tancuchu transdukcji sygnatu swietlnego
forma Pfr fitochromu prowadzi, poprzez szlak
przemian fosfatydyloinozytolu do otwierania
kanatéw wapniowych w plazmolemie. Jony wa-
pniowe transportowane sg do cytoplazmy zas
wzrost stezenia wolnego cytoplazmatycznego
wapnia powoduje aktywacje kalmoduliny i po-
wstawanie kompleksu Ca-kalmodulina. Kom-
pleksy te oddziatujg na kinazy biatkowe, co z
kolei umozliwia fosforylacje szeregu biatek do-
celowych, prowadzac do aktywacji genéw. Dane
eksperymentalne wskazujg réwniez, zejony wa-
pnia moga petni¢ role wtérnego przekaznikéw
procesie indukcji generatywnej (Tretyn i Kopce-
wicz 1989).

LANCUCH TRANSDUKCJI SYGNALU SWIETLNEGO

Absorpcja swiatta przez fitochrom inicjuje
kaskade okreslonych reakcji, ktére prowadza
do zmian we wzroscie i rozwoju roslin. Ostatnio

poczyniono znaczny postep w badaniach nad
kontrolowanymi przez Swiatlo szlakami trans-
dukcji sygnatow. Doswiadczenia te prowadzone
sg zaréwno na poziomie komérkowym (Bow ler
1997), jak i molekularnym (Wu i Lagarias
1997). Powstato szereg hipotez ttumaczacych te
zjawiska.

Pod koniec lat osiemdziesigtych stwierdzo-
no, ze pewne sekwencje aminokwasowe fito-
chromu moga odpowiada¢ za funkcjonowanie
fitochromu jako kinazy biatkowej. Wykazano,
ze izolowana chromoproteina posiada zdolnosci
do autofosfoiylacji reszt seiynowych i posiada
homologie do eukariotycznych serynowo/treo-
ninowo/tyrozynowych kinaz biatkowych. Jed-
nakze z wyjatkiem fitochromu wyizolowanego z
Ceratodon purpureus oraz Adiantum zaden z
badanych peptydoéw fitochromowych nie miat
wszystkich konserwatywnych motywoéw przypi-
sywanych eukariotycznych kinazom biatko-
wym (Hanks i Quinn 1991), a wczesniej stwier-
dzone wiasciwosci okazaly sie by¢ artefaktami
wynikajagcymi z niezbyt doktadnego oczyszcze-
nia preparatéw. W pracowni Lagariasa (Yeh i
Lagarias 1998) po przeprowadzeniu szeregu
analiz, powrécono jednak do powyzszej hipote-
zy. Stwierdzili oni, ze fitochrom organizméw
eukariotycznych jest odmiang kinazy histydy-
nowej, ktérej enzymatyczna aktywnos$¢ rézni sie
jednak od tej obserwowanej u organizmoéw
prokaiyotycznych. Zmiana ta mogta sie pojawi¢
podczas ewolucji fitochromu i by¢ zwigzana z
procesem duplikaciji.

Hofmann i wspotaut. (1991) udowodnili, ze
fitochrom podobniejak inne biatka, jest dobrym
substratem dla kinaz biatkowych. W etiolowa-
nych wierzchotkach koleoptyli owsa Swiatio
czerwone powoduje szybki wzrost fosforylacji
biatka 0 masie 32 kDa, a obniza fosfoiylacje
biatka 0 masie 29 i 33 kDa. Swiatlo dalekiej
czerwieni odwraca ten efekt (Otto i SchAfer
1988). W etiolowanych protoplastach Avena sa-
tiva kontrolowanej przez fitochrom fosforylacji
ulegajg dwa biatka 27 i 32 kDa. Postuluje sie
wiec, ze fitochrom wptywa na poziom fosforyla-
cji wielu biatek w komorkach in vivo. Jednym z
biatek, ktorego fosforylacja jest regulowana
przez Swiatlo sa kinazy biatkowe czynnikoéw
regulatorowych dziatajacych w pozycji trans
(trans-acting factors). Fosforylacja tych czynni-
kéw odgrywa wazna role w kontroli ekspresji
gendw znajdujacych sie pod kontrolg fitochro-
mu.

W badaniach nad pecznieniem etiolowa-
nych protoplastéw pszenicy z uzyciem agoni-
stéw i antagonistéw wykazano, ze nie tylko
aktywacja biatka G, lecz réwniez aktywacja fo-
sfolipazy C, kalmoduliny, kinazy biatkowej C,
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enzymow zaleznych od cyklicznego AMP, odgry-
wajg istotng role w transdukcji sygnatu od fito-
chromu do odpowiedzi w komérkach pszenicy.

W wyniku naswietlania tkanek Swiattem
czerwonym obserwuje sie réwniez zmiany w
metabolizmie fosfatydyloinozytolu, ktére sg od-
wracane Swiattem dalekiej czerwieni. Okazato
sie, ze uwalnianie IP3 z formy zwigzanej chemi-
cznie wewnatrz komorek protoplastéw pszenicy
moze zastepowaé Swiatto czerwone w induko-
waniu zaleznego od Ca2+pecznienia tych komoé-
rek (Sshacklock i wspotaut. 1992).

Badania przeprowadzone w pracowni N.-H.
Chuay (Wu i Lagarlas 1997) doprowadzity do
blizszego ustalenia poszczegdlnych etapow
kontrolowanych przez swiatto szlakéw transdu-
kcji sygnatéw. Stwierdzono, ze fitochrom A
przypuszczalnie kontroluje trzy szlaki transdu-
kcji sygnatow Swietlnych (Bowler, 1997). Pier-
wszy z nich jest bezposrednio zalezny od Ca2+,
ajego uruchomienie prowadzi do aktywacji ge-
néw kodujacych biatka fotosystemu Il i czeScio-
wego rozwoju chloroplastéw. Drugi szlak, zalez-
ny od cyklicznego GMP, kontroluje aktywnos¢
transkrypcyjng syntazy chalkonowej, kluczo-
wego enzymu katalizujacego synteze antocja-
noéw. Na przebieg trzeciego majg wptyw zaréwno
jony wapnia, jak i czasteczki cGMP, ajego akty-
wacja niezbednajest do ekspresji genéw kodu-
jacych skiadniki fotosystemu | i hamowania
aktywnosci genu syntazy asparaginianowej.
Fakt istnienia Kilku réznych, kontrolowanych
przez fitochrom A, szlakéw transdukcji sygnatu
zostat réwniez potwierdzony w badaniach pro-
wadzonych na mutancie Arabidopsis, u ktérego
defekt dotyczyt genu FHY1 (Whitelam i inni,
1993). Badacze ci do listy genéw kontrolowa-
nych przez fitochrom labilny dotgczyli kolejne,
CHI (izomerazy chalkonowej), NR (reduktazy

MUTANTY | FITOCHROMOWE

Pierwszy potencjalny mutant fitochromowy
zostat wykryty w 1980 roku w pracowni C. J. P.
Spruita przez M. Koornneefa i wspoétaut.
(1980). U czesci siewek, wyrostych z naswietla-
nych promieniowaniem X nasion Arabidopsis
nie stwierdzono hamujacego wptywu Swiatta
biatego na wydtuzanie sie hypokotyli. Mutanty
te, oznaczone jako hy (od ang. hypocotyl), swo-
im pokrojem przypominaty etiolowane siewki
rzodkiewnika. Mutanty fitochromowe podzieli¢
mozna na dwie zasadnicze grupy: 1) mutanty ze
zmieniong budowg czgsteczek fotoreceptora
(chromoforu i czesci biatkowej), 2) mutacje do-
tyczace roznych elementéw indukowanego

azotanowej) oraz PORA (oksydoreduktazy
NADPH: protochlorofilid).

Dane te dotyczg skladnikéw szlaku trans-
dukcji sygnatow swietlnych kontrolowanych
przez labilng pule fitochromu. Jak dotad mato
wiadomo o szlakach fototransdukcji indukowa-
nych przez fitochrom stabilny. Wyjatkiem jest
praca Wagnera i innych (1997). Badaczom tym
udato sie wyselekcjonowaé mutanta, u ktérego
defekt dotyczy genu RED1, uczestniczacego w
zaleznej od PhyB transdukcji sygnatu (wagner
i wspotaut. 1996).

Nalezy zaznaczy¢, ze uruchomienie réznych
szlakéw transdukcji prowadzi¢ moze nie tylko
do aktywacji okreslonych genéw, ale takze do
represji innych.

Nowym niezwykle interesujgcym zagadnie-
niem w badaniach transdukcji sygnatow Swietl-
nychjest kwestiawspétdziatania fitochromowe-
go i weglowodanowego szlaku transdukcji syg-
natu. Od pewnego czasu wiadomo, ze niektore
cukry reguluja aktywnos¢ pewnych enzymow
uczestniczacych w fotosyntezie, hamuja eks-
presje genodw zwigzanych z fotosynteza, a takze
regulujg ekspresje innych. Na zainteresowanie
zastuguje rola sacharozy w modulowaniu efe-
ktéw wywotywanych przez sSwiatto w tym réw-
niez przez ukiad fitochromowy. Wykazano, ze
sacharoza znosi ekspresje genéw indukowa-
nych przez swiatto, a takze wyselekcjonowano
mutanta surt, u ktérego nie wystepuje represja
przez sacharoze tych gendw, ktére podlegajg
indukcji przez uktad fitochromowy (patrz Dijk-
w el i wspotaut. 1997).

Mozna przypuszczac , ze w przysztosci duzo
uwagi poswieconej zostanie badaniom szlakow
transdukcji sygnatéw kontrolowanych przez fi-
tochrom stabilny oraz wspétdziataniu fitochro-
mu z weglowodanowymi taricuchami transdu-
kcji sygnatu.

ROSLINY TRANSGENICZNE

przez Swiatlo i regulowanego przez fitochrom
tanncucha transdukcji sygnatu. Mutanty pier-
wszej grupy dotyczg zaréwno labilnego (phyA),
jak i stabilnego (phyB) fitochromu. Najbardziej
znane mutanty fitochromu labilnego to: hyl,
hy2, hy6 i hy8 Arabidopsis oraz au (aurea)
pomidora (Tretyn i Kopcewicz 1993). Rosngce
w ciemnosci siewki tych mutantéw nie odbiega-
ja w wygladzie od siewek form dzikich. Jednak-
ze ich przeniesieniu na $wiatto nie towarzyszy
zahamowanie wzrostu hypokotyli, synteza
chlorofilu i akumulacja antocyjanin (u au).
Jednym ze zjawisk kontrolowanych przez
stabilng pule fitochromu (phyB) jest tak zwany
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efekt koricowodniowego naswietlania dalekg
czerwienig (EOD-FR). Stosowanie EOD-FR stu-
zy m.in. do selekcjonowania mutacji dotyczg-
cych stabilnej puli fitochromu. Do tej pory po-
znano szereg mutantéw phyB. Najlepiej scha-
rakteryzowanymi jest mutant hy3 u Arabido-
psis (Somers i wspotaut. 1991) i Ih (ang. long
hypocotyl) u ogérka (Koorneef i Knapp 1983).

Poznano réwniez szereg mutacji, ktére bez-
posrednio nie wptywajac na poziom fitochromu
labilnego i stabilnego maja jednak zasadniczy
wpltyw na przebieg indukowanych przez fito-
chrom proceséw fotomorfogenezy, dotycza wiec
tancucha transdukcji sygnatéw Swietlych. Nie-
ktore z tych mutacji, jak np. hp (ang. high
pigment) ujawniajg sie w obecnosci Swiatta,
inne natomiast dajg o sobie zna¢ w etiolowa-
nych siewkach. Wiele mutacji typu det (ang.
deetiolated) i cop (ang. constitutively photo-
morphogenic) u Arabidopsis oraz mutacja lip
(ang. light-independent photomorphogenesis)
u grochu, prowadzg do unikalnej inicjacji pro-
ceséw morfogenezy bez udziatu Swiatta (Tretyn
i Kopcewicz 1993).

Czynione sa réwniez udane préby wprowa-
dzania genow fitochromowych izolowanych z

GENETIC AND MOLECULAR BASIS OF PHYTOCHROME FUNCTIONING

roslinjedno- i dwulisciennych do innych roslin.
| tak np. do tytoniu wprowadzono phyA owsa i
ryzu, do pomidora phyA owsa, a do Arabidopsis
phyB ryzu lub dodatkowy gen phyB rzodkiew-
nika (wagner i wspétaut. 1991). We wszystkich
uzyskanych roslinach transgenicznych wpro-
wadzony obcy gen fitochromowy wigczony byt
do genomu gospodarza i ulegat transkrypciji.

Uzycie fitochromowych mutantéw oraz ro-
slin transgenicznych jest niezwykle waznym
narzedziem stuzacym do blizszego poznania roli
i mechanizmu dziatania fitochromu w kontroli
wzrostu i rozwoju roslin. Badania mechani-
zmoéw fotomorfogenezy roslin oproécz fitochro-
mu dotyczg rowniez hormonéw roslinnych.
Miedzy fitochromem a hormonami istniejg wie-
lorakie wspoétzaleznosci w regulacji morfogene-
zy roslin. Intensywnie rozwijaja sie badania nad
mutantami auksyn, giberelin, cytokinin, etyle-
nu i kwasu abscysynowego. Badania te w spo-
s6b naturalny tacza sie z badaniami fitochro-
mowymi, poniewaz w wielu przypadkach zabu-
rzenie biosyntezy badz funkcji fitohormonow
lezy u podstaw wyselekcjonowania okreslonych
mutantoéw fitochromowych.

IN PLANTS

Summary

The photomorphogenetic photoreceptor has been ex-
tensively characterized at the chromophore, protein and
gene level. The growth and development of higher plants is
regulated by a group of phytochromes that are structurally
similar but functionally distinct. Conclusive evidence for
the presence of distinct types of phytochromes in a single
plant species was first provided by cloning and sequencing
of five genes from the Arabidopsis genome [PHYA-E). In a
further step, cDNA and genomic DNA of phytochrome genes
was cloned and sequenced from various seed plants, ferns,
mosses and algae. The different members of the phytoch-
rome family display a marked diversity among their amino
acid sequences, and phytochrome genes are differentially
expressed. Due to the isolation and analysis of mutants that

display loss of function for individual proteins of the phy-
tochrome family, there is mounting evidence that different
phytochromes play different roles in plant photomor-
phogenesis. Light signal-transduction pathways are a cen-
tral component of the mechanism by which phytochromes
regulate plant development. These pathways provide the
means by which information from light at specific wave-
lengths may be amplified and coordinated, resulting in
complex physiological and developmental responses. This
review focuses upon recent approaches towards estab-
lishing the intermediates that transmit signals from phy-
tochrome to target elements in the promoters of light-
regulated genes.
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