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STRUKTURA I FUNKCJONOWANIE BRODAWEK
KORZENIOWYCH ROSLIN MOTYLKOWATYCH

Sfructure and functioning of legume root nodules

Wojciech BORUCKI

Summary. Legume root nodule organogenesis and functioning are described. Nodule is viewed as a set of compartments.
Nodule is composed of cortex and bacteroidal tissue both derived from meristem, Within cortex and bacteroidal tissue some
subcompartments exist functioning of which is tightly connected with nitrogen fixation. There are some constrains in nodule
structure as bacteroid nitrogenase is an oxygen sensitive enzyme and on the other hand nitrogen fixation is a highly
energy-consuming process. Oxygen diffusion barrier (present in nodule cortex?) and fine control of oxygen concentration
within infected cells form a niche for bacteroids. Bacteroids can metabolise microaerobically and consume large amount of
oxygen.

Bacteroidal tissue is composed of infected and uninfected cells or infected cells only. Infected cells contain numerous
symbiosomes that can be regarded as new intracellular compartment. Uninfected cells can be specialised metabolically and
probably are spatially distributed within bacteroidal tissue in such a way that produces large surface of contact with infected

cells.

Relationships between plant development, bacteroid differentiation and nitrogen fixation are also presented. Nodule
functioning under stress conditions and energy cost of nitrogen fixation are of interest as well.
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WSTEP

Brodawka korzeniowa ro§lin motylkowa-
tych jest organem o zlozonej strukturze anato-
micznej i cytologicznej, ktérego funkcja jest
przyswajanie azotu czasteczkowego. Inicjacja
tego organu zachodzi w wyniku wymiany cza-
steczek sygnatowych pomigdzy roslina i bakte-
riami z rodzaju Rhizobium, Bradyrhizobium
badZ Azorhizobium, okreslanymi dalej jako rizo-
bia. Korzenie ro§lin motylkowatych wydzielaja
flawonoidy, ktére uaktywniaja geny nod rizo-
biéw. W efekcie rizobia produkuja czynnik nod
bedacy lipooligochitozanem. Indukuje on po-
dziaty komérkowe w korze pierwotnej korzenia
[70, 112]. Nastepnie nowo podzielone komérki
sa infekowane bakteriami z rozwijajacej si¢ w
ich poblizu nici infekcyjnej [135]. Proces infe-

kcji polega na endocytozie komérek bakteryj-
nych z nici infekcyjnej do cytoplazmy komorek
ro§linnych, ktére nazywamy komérkami zain-
fekowanymi. W jej wyniku kazda bakteria za-
mykana jest w pecherzyku otoczonym membra-
na peribakteroidalna, pochodzaca od membrany
otaczajacej ni¢ infekcyjna [78]. W ten sposéb
potencjalnie patogeniczne rizobia [121] odse-
parowywane s3 od cytoplazmy gospodarza, cho-
ciaz poprzez membrang peribakteroidalng sa z
nig $ci$le powiazane funkcjonalnie.

Kolejny etap rozwoju brodawki polega na
skoordynowanym réznicowaniu si¢ komorek
roélinnych i bakteryjnych. Jego efektem jest do-
pasowanie struktury, metabolizmu oraz funkcji
komérek gospodarza i komérek bakterii, prze-
ksztalcajacych si¢ w bakteroidy zdolne do wia-
zania azotu. W wyniku tych zmian dojrzate ko-
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Ryc.1. Schemat brodawki niezdeterminowanej. Kora broda-
wki: kz — kora zewnetrzna, ks — kora §rodkowa, kw — kora
wewngirzna. M — merystem brodawki. Tkanka bakteroidal-
na: I — strefa infekcji, W — wczesna symbioza, sp — strefa
przejéciowa, D — dojrzata symbioza, S - strefa starzenia sie
tkanki bakteroidalnej. k — kora korzenia. tp — tkanka prze-
wodzaca.

Fig. 1. Schematic representation of indeterminate nodule.
Nodule cortex: kz — outer cortex, ké — middle cortex, kw —
inner cortex. M — nodule meristem. Bacteroidal tissue: I —
infection zone, W — early symbiosis, sp — interzone, D — ma-
ture symbiosis, S — senescence zone. k — root cortex. tp — va-
scular tissue. .

morki gospodarza zawieraja dojrzale bakteroi-
dy, co warunkuje zdolno$¢ symbiozy do redu-
keji azotu czasteczkowego, okreslang takze jako
jej efektywno$é.

Bakteroidy zawieraja nitrogenaze, tj. enzym
odpowiedzialny za wigzanie azotu czasteczko-
wego, ktéry ulega inaktywacji w obecnodci tle-
nu [153]. Dlatego, wewnatrz brodawki jest
utrzymywane bardzo niskie stgzenie tlenu [156].
Jednoczesnie przyswajanie azotu czasteczkowe-
go wymaga dostarczenia duzych ilosci energii

[101]. Te zupelnie sprzeczne cele osiagnigte zo-
staly w brodawce korzeniowej dzigki obecnosci
bariery dyfuzyjnej dla tlenu [117], leghemoglo-
binie wiazacej tlen i wlasciwo$ciom bakteroi-
déw, ktére mimo znacznie obniZzonego stgzenia
tlenu, charakteryzuja si¢ duza intensywnoscia
oddychania tlenowego [154].

TYPY BRODAWEK KORZENIOWYCH ROSLIN
MOTYLKOWATYCH

Brodawki powstajace na korzeniach roélin
motylkowatych w wyniku infekcji bakteriami z
rodzaju (Brady)rhizobium, dzielimy na trzy
gléwne grupy biorac pod uwage ich ksztait,
aktywno$¢ merystemu oraz rodzaj substancji
azotowej jaka eksportuja. Sa to brodawki: nie-
zdeterminowane, zdeterminowane oraz kotnie-
rzykowate.

Brodawki niezdeterminowane (Ryc. 1) sa
czesto ksztattu cylindrycznego. Ich merystem
moze funkcjonowaé przez caly sezon wegeta-

Ryc. 2. Schemat brodawki zdeterminowanej. Kora broda-
wki: kz — kora zewnetrzna, k§ — kora $rodkowa, wg — war-
stwa graniczna i sr — strefa rozdzielajaca (czesci kory
wewnetrznej). tb — tkanka bakteroidalna. k — kora korzenia.
tp — tkanka przewodzaca. ¢
Fig. 2. Schematic representation of determinate nodule. Nodu-
le cortex: kz — outer cortex, k§ — middle cortex, wg — boundary
layer and sr — distributing zone (parts of inner cortex). tb —
bacteroidal tissue. k — root cortex. tp — vascular tissue.
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cyjny. Tkanka bakteroidalna tych brodawek
charakteryzuje si¢ strefowoscia. Polega ona na
tym, ze obok niedojrzatej tkanki bakteroidalnej
wystepuje takze dojrzata. Zakoriczenia wiazek
przewodzacych tych brodawek ciagle rozrastaja
si¢ tworzac system otwarty. Brodawki niezde-
terminowane eksportuja zwigzany azot w posta-
ci amidéw (lucerna, groch, wyka — [71, 83, 85,
114, 122]).

Brodawki zdeterminowane (Ryc. 2) maja
najczesciej ksztalt sferyczny, a ich merystem
funkcjonuje zaledwie kilka dni. Mtode komérki
zainfekowane tych brodawek dziela si¢. Tkanka
bakteroidalna brodawek zdeterminowanych nie
wykazuje strefowosci. Ich wiazki przewodzace
tworza system zamkniety (brak wolnych zakon-
czen tych wiazek), a zwigzany azot eksportuja w
postaci ureidow (soja — [85, 125]).

Brodawki kolnierzykowate (Ryc. 3) obrasta-
ja korze, a ich merystem funkcjonuje przez ca-
ty sezon wegetacyjny. Mtode komérki zainfeko-
wane tych brodawek dziela si¢. Ich tkanka ba-

Ryc. 3. Schemat brodawki typu kotnierzykowatego. Kora
brodawki: kz — kora zewngtrzna, k§ — kora Srodkowa, wg —
warstwa graniczna i sr — strefa rozdzielajaca (czesci kory
wewnegtrznej). M — merystem brodawki. Tkanka bakteroi-
dalna: W — wezesna symbioza, D — dojrzata symbioza, S —
strefa starzenia si¢ tkanki bakteroidalnej. k — kora korzenia.
tp - tkanka przewodzaca.

Fig. 3. Schematic representation of collar nodule. Nodule
cortex: kz — outer cortex, k§ — middle cortex, wg — boundary
layer and sr — distributing zone (parts of inner cortex). M —
nodule meristem. Bacteroidal tissue: W — early symbiosis,
D - mature symbiosis, S — senescence zone. k — root cortex.
tp — vascular tissue.

kteroidalna charakteryzuje si¢ strefowoscia, a
zwiazany azot eksportuja w postaci amidéw (tu-
bin — [41]).

ROZWOJ TKANKI BAKTEROIDALNE]J

MERYSTEM BRODAWKI

Komérki merystematyczne brodawek soi nie
sa zréznicowane pod wzgledem ultrastruktury i
przypominaja generalnie komérki merystemu
wierzchotkowego korzenia [88]. Komoérki
merystematyczne brodawek komonicy posiada-
ja duze jadra oraz liczne, malte wakuole, a wigc
cechy typowe dla tego rodzaju komérek. Figu-
rom mitotycznym widocznym tylko we wczes-
nych etapach rozwoju tych brodawek, towarzy-
szg nici infekcyjne [129]. Nie stwierdzono réz-
nic w budowie merysteméw brodawek efektyw-
nych i nieefektywnych lucerny utworzonych
przez mutanty rolinne lub bakteryjne [125,
126].

Zewnetrzne partie merystemu brodawek
grochu zbudowane sa z komérek diploidalnych,
ktore dzielac sie daja kor¢ zewnetrzng. W cen-
tralnej czesci tego merystemu znajduja si¢ ko-
mérki tetraploidalne, ktérych pochodne tworza
kore wewnetrzng i tkanke bakteroidalng [81].
Merystem brodawki tubinu jest poczatkowo mi-
ksoploidalny, a nastepnie ulega przeksztalceniu
w diploidalny [89]. Zatem ploidalno$¢ komérek
merystemu zalezy od typu brodawki. Otwarte
jednak pozostaje pytanie czy w merystemie bro-
dawki grochu istnieja osobne komoérki inicjalne
kory zewnetrznej, kory wewnetrznej oraz tkanki
bakteroidalnej? Nie wiadomo takze, w jaki spo-
s6b komérki merystematyczne brodawek unika-
ja zainfekowania? Przypuszcza sie, ze mate roz-
miary tych komérek i zwigzto$¢ ich ukiadu, a
takze brak regularnego planu podzialéw spra-
wiaja, 7e sa one”odporne” na rozwdj nici infe-
keyjnej [17].

Do merystemu brodawek niezdeterminowa-
nych przylega strefa penetracji nici infekcyjnej,
w ktérej czeéé komoérek bedacych pochodnymi
merystemu jest infekowana, a czes§¢ pozostaje
wolna od bakterii. Powstale w ten sposéb ko-
morki zainfekowane i przylegajace do nich ko-
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morki niezainfekowane nie maja juz zdolnosci
do podziatéw. Natomiast komérki zainfekowa-
ne i niezainfekowane brodawek zdeterminowa-
nych réznicuja si¢ z komérek zlokalizowanych
W centrum merystematycznego zawiazka broda-
wki. Potem wzrost objgtosci tkanki bakteroidal-
nej takich brodawek wynika juz tylko z powig-
kszania sig¢ jej komérek [123, 135].

ENDOCYTOZA BAKTERII I NIEDOJRZALA
SYMBIOZA

Dotychczas nie stwierdzono, aby komérki
bedace w okresie mitozy podlegaty procesowi
infekcji [84, 129]. Tylko komérki nowopodzie-
lone sa infekowane [135]. Badania autora dowo-
dza, ze w merystemie brodawek grochu zacho-
dza podzialy nieréwne. Powstajace po takich
podziatach duze komdrki potomne infekowane
sa bakteriami, podczas gdy mniejsze prawdopo-
dobnie réznicuja si¢ w komérki niezainfekowa-
ne [13, 14].

Endocytoze bakterii przeprowadzaja komor-
ki ro§linne zlokalizowane tuz pod merystemem.
Najpierw rozrasta si¢ zakoriczenie nici infekcyj-
nej, ktére osiaga $rednice okoto 10-25 um i za-
wiera nawet 100 komoérek bakteryjnych [18].
Potem sa one pojedynczo wprowadzane do cy-
toplazmy komorek roslinnych w ten sposéb, ze
kazda z nich otacza membrana peribakteroidal-
na wykazujaca ciaglos$¢ z plazmolemma otacza-
jacani¢ infekcyjna [129]. W brodawkach wspig-
gi (Vigna radicata), wskutek taczenia si¢ mem-
bran peribakteroidalnych oraz podziatéw komdé-
rek bakteryjnych, w jednym pecherzyku (sym-
biosomie) moze by¢ nawet pigtnascie komérek
bakteryjnych [84]. W nieefektywnych broda-
wkach grochu indukowanych zmutowanym
szczepem Rhizobium leguminosarum 1019, ba-
kterie uwalniane z nici infekcyjnej nie zawsze sa
otaczane przez membrang peribaktroidalna, cze-
go nie obserwuje si¢ w brodawkach efektyw-
nych [86].

W brodawkach lucerny powstatych po infe-
kcji nieefektywnym (brak wiazania N,) szcze-
pem R. meliloti 102F26, endocytowane bakterie
sa wprawdzie zamykane przez kompletna mem-
bran¢ peribakteroidalna, ale zatopione w poli-
sacharydowej matriks (fragment nici infekcyj-

nej) nie przeksztalcaja si¢ w bakteroidy [128].
Natomiast w efektywnych brodawkach lucerny
bakterie uwalniane z nici infekcyjnej sa $cisle
otaczane przez membrang peribakteroidalng
(brak tej matriks) i réznicuja si¢ stopniowo w
bakteroidy [128].

Uwaza sig, Zze nastgpstwem endocytozy ba-
kterii jest endopoliploidyzacja i powigkszanie
si¢ rozmiarébw komorek zainfekowanych.
Stwierdzono bowiem, zZe brak jest endopoliploi-
dyzacji, gdy bakterie pozostaja w niciach infe-
keyjnych w okresie rozwoju brodawki. Nalezy
podkreslié, ze brak endocytozy bakterii nie
wplywa na anatomig tych brodawek [118]. Jed-
nak zaréwno komorki diploidalne, jak i poliploi-
dalne moga by¢ infekowane, a zatem wzrost za-
warto$ci DNA w koméree moze nastgpowac je-
szcze przed jej zainfekowaniem [89]. U niekto-
rych straczkowych, np. Andira sp., komoérki ro-
§linne nie dokonuja endocytozy bakterii. Wow-
czas rizobia przeksztalcaja sie¢ w niciach infe-
keyjnych w formy wiazace azot [34].

W strefie niedojrzalej symbiozy mozna za-
obserwowac zmiany cytologiczne w komérkach
roslinnych i bakteryjnych. Wzrasta gestos¢ cy-
toplazmy podstawowej komoérek zainfekowa-
nych brodawek komonicy, lecz nie z powodu
wzrostu liczby rybosoméw [129]. Cytoplazma
komorek zainfekowanych i niezainfekowanych
brodawek soi i grochu zawiera duzg liczbe rybo-
somow, plastydéw, aparatow Golgiego i cystern
RER [65, 149]. W miodych komdrkach zainfe-
kowanych nieefektywnych brodawek grochu
moze nastepowac agregacja cystern RER [13].
Jednak poziom tych organelli moze by¢ podob-
ny w miodej tkance bakteroidalnej brodawek
efektywnych i nieefektywnych [84, 99].

Jednym z objawdw réznicowania si¢ miodej
tkanki bakteroidalne;j jest tez gromadzenie skro-
bi w jej komérkach. Mlode komérki zainfeko-
wane brodawek gromadza znikome ilosci skrobi
(komonica — [129]), badZ zapasy tej substancji
sa znaczne (lucerna — [55]).

DOJRZAEA SYMBIOZA

Dojrzewanie tkanki bakteroidalnej objawia
si¢ zmianami struktury komorek gospodarza i
bakterii, ktére zaleza od gatunku rosliny-gospo-
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darza i/lub bakterii, a takze od stopnia efektyw-
no$ci symbiozy. Komérki zainfekowane moga
by¢ zwakuolizowane (groch [13, 14]) lub wa-
kuole moga zanika¢ (tubin [41, 42]). Komérki
niezainfekowane tkanki bakteroidalnej sa za-
wsze silnie zwakuolizowane [14].

Badania mato efektywnej symbiozy (mata
intensywno$¢ wigzania azotu) pomiedzy azja-
tycka nieuprawiana odmiana soi, zwana Peking
a Rhizobium fredii QB 1130 dowiodty, ze w ko-
morkach niezainfekowanych brodawek groma-
dzity sie duze zapasy skrobi [72]. Stwierdzono
ponadto, Ze zapasy skrobi w komoérkach nieza-
infekowanych brodawek soi utrzymuja si¢ na-
wet do czterdziestego dnia po infekcji [151].
Natomiast w brodawkach efektywnych zapasy
te sa w duzej mierze zuzywane [133, 149].

Ksztalt komérek tkanki bakteroidalnej jest
jednym z parametréw pozwalajacych na odr6z-
nienie symbioz efektywnych od nieefektyw-
nych. W przeciwieiistwie do brodawek nieefe-
ktywnych, komorki niezainfekowane brodawek
efektywnych soi sa S$ciskane przez komorki
zainfekowane bedace w petnym turgorze [151].

Im wigksza jest efektywno$¢ symbiozy, tym
wigksza jest liczba bakteroidéw przypadajaca na
jedng komoérke zainfekowana [53]. Jednoczes-
nie w miare dojrzewania komérek zainfekowa-
nych efektywnych brodawek lucerny, grochu i
soi zmniejsza si¢ liczba aparatow Golgiego i cy-
stern RER [53, 65]. Natomiast w komérkach
zainfekowanych nieefektywnych brodawek lu-
cerny wzrasta liczba aparatéw Golgiego i cy-
stern RER [53].

W przeciwienstwie do komérek zainfekowa-
nych brodawek nieefektywnych soi, w takich sa-
mych komérkach brodawek efektywnych zaob-
serwowano Sciste przyleganie mitochondriéw
do plastydéw [148, 149, 151]. Nie jest to jednak
uniwersalny wskaZnik efektywnosci, bowiem
we wczesnych i péZnych etapach rozwoju efe-
ktywnych i nieefektywnych brodawek grochu,
mitochondria i plastydy czesto sa w $cistym
kontakcie [14].

W stosunku do niedojrzatych bakteroidéw
brodawek efektywnych, dojrzate charakteryzuja
sie migdzy innymi powigkszonymi rozmiarami
(w brodawkach lucerny osiagaja 8 pum diugo-

§ci), pleomorfizmem, zwigkszona zawarto$cia
DNA oraz utrata zdolnoSci dzielenia si¢ [53].
Posiadaja one takze aktywna nitrogenaze. Po-
wstajacy w nich NH,* wydzielaja do cytopla-
zmy komorek gospodarza, gdzie wykorzystywa-
ny jest do syntezy organicznych zwigzkéw azo-
towych [94]. Cytoplazma dojrzatych bakteroi-
déw efektywnych brodawek lucerny charakte-
ryzuje si¢ duza heterogennoscia wynikajaca z
kondensacji kwaséw nukleinowych [53] oraz z
nagromadzenia si¢ rybosoméw [133]. Hetero-
genno$¢ cytoplazmy charakteryzuje tylko bakte-
roidy zdolne do wigzania azotu. Takie bakteroi-
dy wystepuja w $ci§le okreslonym regionie hi-
stologicznym brodawek lucerny, tj. dystalnej
czesci dojrzatej tkanki bakteroidalnej [133]. Z
kolei w cytoplazmie bakteroidéw efektywnych
brodawek grochu wystepuja struktury obtonione
(splaszczone pecherzyki przypominajace swym
ksztaltem cysterny ER), przyjmujace forme
pierscieniowa [14]. Bakteroidy efektywnych
brodawek soi gromadza ziarna polibetahy-
droksymaslanu (PHB) i granule polifosforan6w
[149], podczas gdy w efektywnych brodawkach
lucerny ziarna PHB zanikaja [53]. Z kolei w nie-
efektywnych brodawkach soi ziarna PHB gro-
madzone sa tylko przez niedojrzate bakteroidy i
sa prawie nieobecne w dojrzatych bakteroidach
[151]. Natomiast bakteroidy mniej efektywne;j
symbiozy komonicy z Rhizobium loti zawieraja
mniej ziaren PHB, anizeli efektywnej symbiozy
powstalej z udzialem Bradyrhizobium sp. (Lo-
tus) [157]. Zatem na podstawie obecnosci lub
braku ziaren PHB w bakteroidach mozna niekie-
dy odr6zni¢ symbiozy efektywne od nieefe-
ktywnych.

Bakteroidy egzystuja prawdopodobnie w
stresie Srodowiskowym, gdyz syntetyzuja biatko
stresu [20]. Zaobserwowano takZe zmiany
w skladzie bakteroidowych lipopolisachary-
déw (LPS), analogicznie do stwierdzonych w
hodowli wolnozyjacych bakterii narazonych na
niskie pH i niskie st¢zenie tlenu [62]. W stosun-
ku do bakterii wolnozyjacych, bakteroidy od-
znaczaja si¢ takze modyfikacja taricucha od-
dechowego, dzigki ktérej oddychaja tlenowo,
mimo bardzo niskiego stezenia tlenu w brodawce
[1,2].
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STARZENIE SIE TKANKI BAKTEROIDALNE]

W przypadku brodawek powstatych przy
wspéludziale szczepéw bakteryjnych niezdol-
nych do wiazania azotu (fix-), tkanka bakteroi-
dalna starzeje si¢ nie osiagnawszy dojrzatosci [67,
133]. Przypomina to relacje ro§lina/patogen,
w ktérych patogen po wniknieciu do komérek
gospodarza indukuje w nich reakcje obronng
[121].

Nie s3 znane czynniki zapoczatkowujace
starzenie si¢ efektywnej tkanki bakteroidalnej.
Sugeruje si¢, ze moze by¢ ono wynikiem: (1)
braku substancji odzywczych, (2) regulacji hor-
monalnej, (3) akumulacji substancji toksycz-
nych [64]. Nie wyjasniono, dlaczego tkanka ba-
kteroidalna moze funkcjonowaé przez kilka za-
ledwie tygodni, podczas gdy okres wegetacji ro-
§lin motylkowatych jest o wiele dluzszy?

Smieré komérek roslinnych zwiazana jest z:
reakcja obronna na infekcje, tworzeniem sie ka-
natléw powietrznych (np. todygi wielu traw) i li-
zygenowych zbiornikéw olejkéw eterycznych
(owoce cytrusowe), a takze jest nastgpstwem
procesOw réznicowania si¢ komoérek (cztony na-
czyn, sklerenchyma, korek). Sa to przyklady
tzw. $mierci zaprogramowanej komérek roslin-
nych [61]. Zaréwno komérki roélinne, jak i wy-
stgpujace w nich bakteroidy podlegaja lizie.
Smieré tych komérek moze by¢ nastepstwem
procesOw starzenia si¢, réznicowania si¢ lub
sp6Zniong reakcja obronna na infekcje rizobia-
mi. Zatem nie jest pewne, czy procesy prowa-
dzace do $mierci komérek tkanki bakteroidalne;
mozna okreslac jako ,,starzenie si¢” tych komo-
rek. W szczeg6lnosci nie wiadomo, czy liza ko-
morek w starzejacej sie efektywnej i nieefe-
ktywnej tkance bakteroidalnej wynikaja z tych
samych przyczyn.

Produkty lizy komérek tkanki bakteroidalnej
nie sa ro§linie niezbedne, gdyz moze ona zyé
asymbiotycznie na peilnej pozywce mineralne;.
Sa one jednak podlozem, w ktérym namnazaja
si¢ saprofitycznie bakterie symbiotycznie, co
zwigksza ich liczebno§¢ w glebie.

Starzeniu si¢ komérek zainfekowanych po-
§wigcono najwigcej uwagi. Stwierdzono, ze
podlegaja mu symbiosomy, a takZe cytoplazma

komérek gospodarza. Symbiosom moze stac si¢
przedzialem komoérki o whasciwosciach lizoso-
mu. Jest to spowodowane nagromadzeniem sig
kwaséw organicznych w przestrzeni peribakte-
roidalnej i/lub mniejsza ilo§cia NH,* wydzielo-
nego do niej przez bakteroidy [17]. Produkcja
amoniaku przez bakteroidy ma zatem ogromne
znaczenie dla rozwoju i utrzymania efektywnej
symbiozy [5], chociaz nie chroni ona tkanki ba-
kteroidalnej przed starzeniem si¢. W starzeja-
cych si¢ brodawkach Psophocarpus tetragono-
lobus nastepuje ekspresja noduliny bedacej inhi-
bitorem proteaz [74]. Jednak dotychczas nie wy-
jasniono jej roli w procesie starzenia si¢ tkanki
bakteroidalne;.

Na podstawie danych literaturowych nie
mozna nakre§li¢ uniwersalnego schematu pro-
cesu starzenia si¢ tkanki bakteroidalnej. Poczat-
kowym etapem starzenia si¢ tkanki bakteroidal-
nej komonicy, ktére ma miejsce w okresie doj-
rzewania ro§liny, a takZe po usunigciu czesci
nadziemnej, jest tworzenie pecherzykéw przez
membrany peribakteroidalne oraz agregacja
tych membran w centralnej cze$ci komoérek
zainfekowanych. Nastepnie bakteroidy skupiaja
sig, ich nukleoidy staja si¢ granularne, by wresz-
cie ulec rozktadowi w obrgbie membrany peri-
bakteroidalnej [129]. Z kolei w brodawkach soi
zainfekowanych nieefektywnych szczepem B.
Jjaponicum (RH31-Marburg), liza bakteroidéw
zachodzi w specjalnych pecherzykach tworza-
cych si¢ w sasiedztwie jadra komérkowego.
Wyizolowano takze szczepy, ktére tworza sta-
bilne symbiosomy, wprawdzie podlegajace li-
zie, ale ze znacznym opd6Znieniem [150].

Prawdopodobnie proces starzenia si¢ komo-
rek gospodarza zachodzi¢ moze wedlig od-
miennych scenariuszy. Starzenie si¢ komérek
zainfekowanych efektywnych brodawek lucer-
ny przebiega podobnie w nienaruszonych ro§li-
nach, jak i po odcigciu czgéci nadziemnej. Pole-
ga ono na degeneracji cytoplazmy komérek go-
spodarza i membran peribakteroidalnych, zanim
wystapia jakiekolwiek zmiany w strukturze ba-
kteroidéw [127]. Natomiast procesy degenera-
cyjne w cytoplazmie komérek zainfekowanych
efektywnych brodawek tubinu zachodza dopie-
ro po degeneracji bakteroidéw, ktéra nastepuje
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w obrgbie membrany peribakteroidalnej nie wy-
kazujacej zmian [41]. Podobna sytuacja ma
miejsce w nieefektywnych brodawkach soi
utworzonych przez szczep B. japonicum 8-0,
gdzie zupelnej dezintegracji bakteroidéw w ob-
rebie membrany peribakteroidalnej towarzyszy
niemal niezmieniona struktura cytoplazmy ko-
morek gospodarza, ktorej jadro oraz czg§¢ mito-
chondriéw i plastydow nie wykazuje Zadnych
zmian strukturalnych [8]. W efektywnych bro-
dawkach grochu najczeséciej pierwsze degeneru-
ja bakteroidy, a dopiero potem cytoplazma go-
spodarza. Czasami jednak, w pojedynczych ko-
morkach zainfekowanych, degeneruje cytopla-
zma gospodarza przy nie zmienionej strukturze
bakteroidow [14].

Utrata zdolnosci do wiazania azotu, bedaca
wynikiem mechanicznego usunigcia czesci nad-
ziemnej (zbidr lub wypasanie), jest odwracalna
[45]. Ponowny rozwdj czesci nadziemnej umo-
zliwia powstanie nowej populacji brodawek na
korzeniach komonicy, zastgpujacej brodawki
zdegenerowane. Natomiast brodawki lucerny
degeneruja tylko w czesci nasadowej. Ich mery-
stem wytwarza nowa tkanke bakteroidalna, gdy
otrzyma odpowiednig ilo§¢ asymilatéw ze zre-
generowanej czeSci pedowej rosliny [124]. Za-
tem w obu przypadkach warunkiem niezbgdnym
dla odzyskania zdolno$ci wigzania N, jest rege-
neracja czesci pedowej i odpowiednie zaopa-
trzenie brodawek w asymilaty. Oprécz usunig-
cia cze$ci nadziemnej takze inne stresy wywotu-
ja przedwczesne starzenie si¢ tkanki bakteroi-
dalnej, jak niska temperatura [145] lub odwod-
nienie [29, 30].

PRZEDZIALOWOSC BRODAWKI A WIAZANIE
AZOTU

ZNACZENIE KORY I PRZESTWOROW
MIEDZYKOMORKOWYCH W BRODAWCE -
DYFUZJA TLENU

Wiazanie azotu czasteczkowego w broda-
wkach ro§lin motylkowatych wymaga statego
doptywu odpowiednich iloéci tlenu do bakteroi-
déw, niezbednych dla podtrzymania wysokiego
poziomu ich fosforylacji oksydacyjnej. Poziom
metabolizmu brodawek jest wysoki (o wiele wy-

zszy niz w korzeniu) i poréwnywalny z pozio-
mem metabolizmu liéci. Stad, pomimo istnienia
bariery dyfuzyjnej, konsumpcja tlenu wymaga,
aby jego doptyw byl odpowiednio szybki. Zapa-
sy tlenu w brodawce (tlen zwigzany z leghemo-
globing i w przestworach gazowych oraz rozpu-
szczony w wodzie) wystarczaja bowiem jedynie
na kilka sekund jej funkcjonowania [143]. Jed-
noczeénie stezenie tlenu w brodawce musi by¢
odpowiednio niskie, by nie doszto do zniszcze-
nia nitrogenazy [25, 29, 30, 51, 56, 101, 110,
111, 153]. Peryderma i endoderma brodawki
oraz glikoproteinowe wypelnienia przestworéw
migdzykomorkowych w jej korze sa pierwsza
bariera, jaka napotyka tlen dyfundujacy do tkan-
ki bakteroidalnej. Bariera ta zapewnia jedynie
ograniczona kontrole tempa dyfuzji tlenu do
wnetrza brodawki. Natomiast warstwa granicz-
na zbudowana z komorek $cisle do siebie przy-
legajacych, bgdaca czgscia kory wewnetrznej
(Ryc. 1, 2, 3), petni prawdopodobnie funkcje ba-
riery precyzyjnie kontrolujacej dyfuzje gazéw
do tkanki bakteroidalnej [18, 35, 57, 155]. Dyfu-
zja tlenu wewnatrz brodawek zachodzi prawdo-
podobnie dzigki ciaglemu systemowi gazowych
przestworéw miedzykomoérkowych, taczacych
tkanke bakteroidalna z faza gazowa gleby [10].
Jednak inne dane wskazuja, ze przestwory mieg-
dzykomérkowe kory §rodkowej brodawki nigdy
nie facza sie z analogicznymi przestworami w
strefie rozdzielajacej. Natomiast pozbawiona
ich warstwa graniczna moze by¢ waznym ele-
mentem strukturalnym, decydujacym w duzej
mierze o wartosci oporu dyfuzyjnego dla tlenu
[58, 91]. Uzywajac specyficznych mikroele-
ktrod wykazano, ze stgzenie tlenu gwaltownie
spada na granicy kory i tkanki bakteroidalnej
[117]. Wynosi ono mniej niz 1.0 mMol/m? (ok.
10000 razy mniej niz w powietrzu) w tkance ba-
kteroidalnej brodawek grochu i fasoli [156]. Po-
dobnie jest w korzeniu, gdzie stwierdza si¢ wy-
zsze steZenie tlenu w jego korze niz w walcu
osiowym, chociaz w glebie nasyconej woda mo-
ze by¢ odwrotnie. Wynika to stad, ze dyfuzja
tlenu do wnetrza korzenia zachodzi w kierunku
radialnym (z gleby) i osiowym (z czg$ci pedo-
wej) [4]. Nie sa znane autorowi dane dotyczace
dyfuzji tlenu z tkanek korzenia do brodawek.
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Mozna jednak oczekiwaé, ze w przypadku bro-
dawek rozwijajacych si¢ blisko szyjki korzenio-
wej, moga by¢ one zaopatrywane w tlen dyfun-
dujacy zar6wno przez korg brodawki jak i z pg-
du.

Matematyczny model dyfuzji O, przewidu-
je, ze skuteczna bariera dla dyfuzji gazéw w
brodawce powinny byé przestwory miedzyko-
morkowe wypelnione woda, w ktérej dyfuzja
tlenu jest okoto 10000 razy wolniejsza niz w fa-
zie gazowej [56]. Badania mikroskopowe w cie-
mnym polu ujawnily szybka, bo zachodzaca w
ciagu kilku minut, reakcje¢ brodawek na wzrost
stezenia tlenu, polegajaca na stopniowym zani-
ku powietrznych przestworéw mi¢dzykomoérko-
wych w obrgbie tkanki bakteroidalnej i na grani-
cy tejze z kora wewnetrzna [156]. Takze wiele
innych danych §wiadczy o istnieniu w brodawce
bariery dyfuzyjnej dla tlenu. Zaliczy¢ tu trzeba
wysoka aktywno$¢ nitrogenazy brodawek gro-
chu woéwczas, gdy stezenie tlenu w atmosferze
otaczajacej korzen jest wysokie [102]. Ponadto
powolny wzrost stezenia tlenu z 21 do 81% nie-
wiele zwigksza tempo oddychania brodawek ko-
niczyny bialej. Z drugiej strony, nawet przy ta-
godnym tempie wzrostu stgzenia tlenu wokot
brodawek soi i sparcety do wartosci ponad 40%,
ich nitrogenazy ulegaja inaktywacji. W takich
samych warunkach nitrogenazy brodawek koni-
czyny bialej, grochu i lucerny nie ulegaja znisz-
czeniu. Jednak gwattowny wzrost st¢zenia tlenu
(do 80%) wokdt brodawk grochu, niszczy ich
nitrogenaze [80]. Ponadto stwierdzono, ze mio-
de brodawki grochu wykazuja wigksza toleran-
cje na 80% stezenie tlenu, anizeli brodawki star-
sze [102]. Zatem musi istnie¢ mechanizm regu-
lujacy op6r dyfuzyjny dla O,.

Prawdopodobnie zmiany turgoru komorek
mogg regulowacé liczbg powietrznych przestwo-
réw w brodawce [80]. Inne badania wskazuja na
prawdopodobny wzrost oporu dyfuzyjnego dla
tlenu w brodawce w odpowiedzi na zacienianie,
defoliacje lub odwodnienie, co zmniejsza tempo
oddychania, a zatem i wigzania N, [29, 30, 35,
51, 143].

Ostatnio zaproponowano wspélny mecha-
nizm dzialania czynnikéw wplywajacych na
tempo wiazania azotu, polegajacy na zmianach
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turgoru komérek otaczajacych wiazki przewo-
dzace w brodawce wskutek: (1) naruszenia row-
nowagi w dostarczaniu wody do brodawki po-
przez floem i eksportu jej poprzez ksylem oraz
(2) zmiany stezenia cukréw rozpuszczalnych i
zwiazkéw azotowych w apoplascie i symplascie
kory brodawki. Zmiany turgoru tych komérek
mogtyby regulowac objetos¢ przestworéw mieg-
dzykomérkowych w korze brodawki, a zatem i
dyfuzje tlenu do tkanki bakteroidalnej [143].

Brodawki wspiggi przystosowuja si¢ do
wzrostu i funkcjonowania przy nieatmosferycz-
nym stgzeniu tlenu, dzigki czemu wiaza duze
ilosci azotu. Uwaza sie, ze adaptacja brodawek
do stezenia tlenu w zakresie 5-60% polega na
szybkim dopasowaniu przewodnictwa gazow
(zmiany w oporze dyfuzyjnym) podczas, gdy
ponizej 5% i powyzej 60% na dluzej trwajacych
modyfikacjach strukturalnych [5, 25]. Okazuje
sig, ze spadek stezenia tlenu wokdél brodawek
s0i z 21% do 2.5% nie zmniejsza wyraZnie po-
ziomu syntezy i eksportu ureidéw. Prawdopo-
dobnie, oprocz mechanizméw regulujacych
tempo dyfuzji tlenu w brodawce w zaleznosci
od jego zewnegtrznego stg¢zenia, ma miejsce
adaptacja biochemiczna polegajaca na wzro-
$cie aktywnosci enzyméw zwiagzanych z asy-
milacja amoniaku [5]. W warunkach na stale
zmniejszonego lub podwyzszonego stezenia
0,, tworza si¢ natomiast brodawki odpowie-
dnio mniejsze lub wigksze, co dopasowuje od-
legtos¢ tkanki bakteroidalnej od fazy gazowej w
glebie [25].

Rozwaza si¢ takze udziat glikoproteidéw
obecnych w przestworach migdzykomérkowych
brodawek grochu i soi, majacych wspdlne epito-
py z glikoproteidami matriks nici infekcyjnej
[15, 58, 130], jako czynnika regulujacego op6r
dyfuzyjny dla tlenu. Stwierdzono bowiem, ze
wraz ze wzrostem stezenia tlenu w ryzosferze,
ro$nie zawartos¢ glikoproteidéw w brodawkach.
Poniewaz sa one obecne w przestworach mig-
dzykomorkowych, to moglyby regulowaé ich
drozno$¢, od ktérej zalezy tempo dyfuzji tlenu
[58]. Nie wiadomo jednak, jak szybko takie wy-
pelnienia postaja 1 czy sa odwracalne. Zatem
istotne wydaja si¢ by'é dwa sktadniki struktural-
ne kory brodawki, wptywajace na opor dyfuzyj-
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ny dla gazoéw, a mianowicie warstwa graniczna i
glikoproteidowe wypelnienia przestworéw mig-
dzykomérkowych [58].

Oprécz zmniejszonego stezenia tlenu, takze
obnizenie temperatury, zacienienie lub dodanie
do pozywki KNO;5 prowadza do zmniejszenia
rozmiar6w gazowych przestworéw migdzyko-
moérkowych w korze wewnetrznej brodawki, po-
przez wypetnienie ich glikoproteinami oraz w
wyniku zwickszania si¢ rozmiaréw komoérek
[35]. Jedna z najnowszych hipotez zaklada, ze
zwigkszone stezenie O, wokdét brodawek powo-
duje depolaryzacj¢ plazmolemmy ich komérek.
W jej wyniku nastgpowatby wyptyw wody i jo-
néw nieorganicznych zmniejszajacy objetosc
gazowych przestworéw miedzykomérkowych
[36]. Dodatnia strona tej hipotezy jest to, ze thu-
maczy ona szybkie i odwracalne reakcje broda-
wki na zmiany stezenia tlenu.

Dyfuzja tlenu do wnetrza brodawki, zacho-
dzgca poprzez przestwory mi¢dzykomoérkowe,
jest okre$lana jako dyfuzja prosta. Prawidlowe
funkcjonowanie bakteroidéw wrazliwych na
wysokie st¢zenie tlenu wymaga obecnosci leg-
hemoglobiny w cytoplazmie podstawowej ko-
moérek zainfekowanych. Wiaze ona silnie wolny
tlen, czego efektem jest wzrost gradientu steze-
nia tego gazu pomigdzy cytoplazma komérek
zainfekowanych a przestworami migdzyko-
moérkowymi. Nastgpstwem braku leghemoglobi-
ny w komorkach zainfekowanych bytoby uszko-
dzenie nitrogenazy w bakteroidach lezacych bli-
sko przestworéw migdzykomérkowych spowo-
dowane zbyt wysokim st¢zeniem tlenu. Nato-
miast w centrum tych komérek powstawatyby
warunki beztlenowe ograniczajace syntezg ATP
w bakteroidach. Utrzymanie wysokiego pozio-
mu wigzania azotu w brodawce nie byloby
woéwczas mozliwe [111].

KOMORKI ZAINFEKOWANE I
NIEZAINFEKOWANE TKANKI BAKTEROIDALNE

Komérkom zainfekowanym towarzysza
zwykle komorki niezainfekowane tworzace ra-
zem tkanke bakteroidalng (Ryc. 4). Wyjatkowo,
np. u Lupinus luteus [40], Arachis hypogaea,
Crotalaria sp. oraz kilkoma gatunkami Aeschy-
nomeneae [18], komoérki niezainfekowane nie

wystepuja w tej tkance. Organizacja przestrzen-
na tkanki bakteroidalnej, wynikajaca z wzaje-
mnego ukladu komérek zainfekowanych i
niezainfekowanych oraz powigzania funkcjo-
nalne pomigdzy tymi komdérkami, stanowia
przedmiot interesujacych badan [13, 14, 88,
106, 123].

Bardzo niskie stezenie tlenu w tkance bakte-
roidalnej sprzyja zachowaniu aktywno$ci wra-
zliwej na tlen nitrogenazy, a ponadto umozliwia
egzystencje bakterii symbiotycznych bedacych
bezwzglednymi tlenowcami [17]. W takich wa-
runkach nastepuje adaptacja struktury i metabo-
lizmu komérek tkanki bakteroidalnej. Wpraw-
dzie komorki niezainfekowane zajmuja tylko
okoto 20% objetosdci tkanki bakteroidalnej, to
jednak przewyzszaja liczebnie komoérki zainfe-
kowane, odznaczajace si¢ znacznie wigkszymi
rozmiarami. Ponadto rozmieszczenie komoérek
niezainfekowanych nie jest przypadkowe lecz
takie, by zapewnic jak najwigksza powierzchnig
kontaktu z komérkami zainfekowanymi. Co
wigcej, wszystkie komorki zainfekowane sg w
kontakcie z conajmniej jedna komérka niezain-
fekowana [107]. W tworzeniu odpowiedniej
struktury przestrzennej tkanki bakteroidalnej
istotna rolg odgrywa zdeterminowany proces in-
fekowania wigkszej komorki, powstatej po po-
dziale nieréwnym komérki merystematycznej
[14], ktéry zapewnia kontakt kazdej komérki
zainfekowanej z przynajmniej jedna komorka
niezainfekowana. Komorki niezainfekowane
tworza szlak dla transportu réznych substancji
pomiedzy tkanka bakteroidalng brodawki a jej
kora. Szczegdlnie duzo plazmodezm wystgpuje
w §cianach przylegajacych do siebie komérek
niezainfekowanych tkanki bakteroidalnej[17,
106].

Tylko komérki niezainfekowane brodawek
zdeterminowanych maja duze peroksysomy
oraz rozwinigty system tubularnego endopla-
zmatycznego retikulum [87]. Wykazano, Ze ko-
mérki te sa odpowiedzialne za ostatnie etapy
biosyntezy ureidéw, tzn. alantoiny i kwasu alan-
toinowego [49, 87]. Nalezy podkreslié, ze w
brodawkach niezdeterminowanych syntetyzuja-
cych amidy, nie stwierdzono podobnego zrézni-
cowania strukturalnego i metabolicznego po-
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Ryc. 4. Schemat tkanki bakteroidalnej. b — bakteroid, KN -
komérka niezainfekowana, KZ — komérka zainfekowana, m
— mitochondrium, mp — membrana peribakteroidalna, p —
plastyd, pm — przestwér migdzykomérkowy, pp — prze-
strzefi peribakteroidalna, s — ziarno skrobi, rer — szorstkie
endoplazmatyczne retikulum, §k — $ciana komérkowa, w —
wakuola.

Fig. 4. Schematic representation of bacteroidal tissue. b —
bacteroid, KN — uninfected cell, KZ - infected cell, m — mi-
tochondrium, mp — peribacteroidal membrane, p — plastid,
pm - intercellular space, pp — peribacteroidal space, s —
starch granule, rer — rough endoplasmic reticulum, §k — cell
wall, w — vacuome.

mi¢dzy komoérkami zainfekowanymi i nieza-
infekowanymi.

Przemiana sacharozy w kwasy organiczne
odbywa si¢ gtéwnie w komérkach niezainfeko-
wanych [23, 68]. Odznaczaja si¢ one ponadto
wysoka aktywnoScia karboksylazy fosfoe-
nolopirogronianowej i dehydrogenazy jablcza-
nowej [31, 37, 68], co sugeruje, ze jablczan be-
dacy doskonalym substratem podtrzymujacym
funkcje zyciowe bakteroidéw [22], jest glow-
nym Zrédlem wegla dostarczanego komérkom
zainfekowanych. Natomiast w komoérkach zain-
fekowanych wystepuje leghemoglobina, stano-
wiaca okolo 25% cytoplazmatycznych biatek
gospodarza [17], a takZe pojawiaja si¢ broda-
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wkowo-specyficzne formy szeregu enzymow
jak: podjednostka syntazy sacharozowej [116],
urikaza II, syntetaza glutaminowa (fasola),
dehydrogenaza ksantynowa (soja, wspiega)
[139].

PRZEDZIALY KOMORKOWE A SYMBIOZA

MEMBRANA PERIBAKTEROIDALNA
I PRZESTRZEN PERIBAKTEROIDALNA

Pojedyncza komorka zainfekowana moze
zawiera¢ do 20000 bakteroidéw [139], przy
czym kazdy zamknigty jest wowczas w prze-
dziale utworzonym przez membrang peribakte-
roidalna (Ryc. 4). W ten sposéb potencjalnie
patogeniczne bakterie odseparowane sa od cyto-
plazmy komérek gospodarza, dzigki czemu nie
wystepuje reakcja obronna na infekcje [33, 121,
122]. Powstawanie membran peribakteroidal-
nych jest pod wzgledem iloSciowym jednym z
najbardziej dominujacych proceséw struktural-
nych i biochemicznych, ktéry zachodzi w ko-
morkach zainfekowanych brodawek efektyw-
nych. Swiadczy o tym taczna powierzchnia
membran peribakteroidalnych przewyzszajaca
20-40 krotnie powierzchnig¢ plazmolemmy tych
komérek [138, 148].

Membrana peribakteroidalna pochodzi od
plazmolemmy otaczajacej ni¢ infekcyjna [44,
78, 119, 139]. Obie te blony wykazuja powino-
wactwo do kwasu fosforo-wolframowego [138].
Membrana peribakteroidalna i plazmolemma
maja wprawdzie t¢ samg K*/H* — ATP-aze, jed-
nak tylko membrana peribakteroidalna posiada
takze Mg>*/H*-ATP-aze, ktéra wystepuje
ponadto w tonoplascie i blonach aparatéw Gol-
giego [6, 138]. W rozbudowie membrany peri-
bakteroidalnej uczestnicza prawdopodobnie pe-
cherzyki uwolnione z zewnetrznej blony bakte-
roidalnej, a zatem bylaby to membrana o chara-
kterze hybrydowym [102].

Sktad biatkowy i lipidowy membrany peri-
bakteroidalnej wydaje si¢ by¢ pod wptywem za-
réwno gospodarza, jak i mikrosymbionta. Stosu-
nek ilosci fosfolipidéw do biatka w membranie
peribakteroidalnej jest wyzszy niz w plazmo-
lemmie, podczas gdy sktad fosfolipidéw przy-
pomina ten w ER [139]. Z kolei sktad kwasow
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ttuszczowych jest bardziej podobny w membra-
nie peribakteroidalnej i ER niz membranie peri-
bakteroidalnej i aparatach Golgiego, co wskazy-
waloby raczej na zaangazowanie ER w rozbudo-
we membrany peribakteroidalnej [148]. Duza
zawarto§¢ lipidow w stosunku do zawartosci
biatek (6:1), ktéra cechuje membrang peribakte-
roidalna, $wiadczy¢ ma o jej powinowactwie do
czasteczek lipofilnych, takich jak O, [99].

W membranie peribakteroidalnej wystepuje
takze zalezna od wapnia kinaza biatkowa ucze-
stniczaca w transdukcji sygnalow pomiedzy go-
spodarzem i mikrosymbiontem [7]. W membra-
nie peribakteroidalnej soi wystepuje ponadto
siedem nodulin, ktérych obecnosc lub brak zale-
zy od efektywnosci szczepu bakteryjnego [148].
Jedng z nich jest nodulina-24, ktérej funkcja nie
jest znana [137] oraz nodulina-26, prawdopo-
dobnie zaangazowana w procesy aktywnego
transportu metabolitéw (takich jak kwasy dwu-
karboksylowe) do przestrzeni peribakteroidalnej
[60]. Funkcjonowanie H*-ATP-azy zlokalizo-
wanej w membranie peribakteroidalnej [62]
oraz systemu transportu kwaséw dwukarboksy-
lowych [120, 158] prowadzi do zakwaszenia
srodowiska  przestrzeni  peribakteroidalnej.
Membrana peribakteroidalna reguluje doptyw
kwaséw dwukarboksylowych do przestrzeni
peribakteroidalnej [93]. Z cytoplazmy gospoda-
rza pobierany jest jablczan i bursztynian. Zwigz-
ki te stanowia odpowiednie Zrédio energii dla
bakteroidéw [158]. W przestrzeni peribakteroi-
dalnej obecne sa takze biatka posiadajace iden-
tyczne wiasciwosci elektroforetyczne niezalez-
nie od gospodarza (groch, béb) oraz szczepu ba-
kteryjnego. Stad wysnuto wniosek, Ze petnia
one funkcje stanowiace podstawe dziatania
uktadu symbiotycznego [63].

W przestrzeni peribakteroidalnej efe-
ktywnych brodawek soi wystepuje izoen-
zym II o-mannozydazy bgedacy enzymem mar-
kerowym wakuoli, brak jest natomiast typowo
zewnatrzkomorkowego izoenzymu III [66]. Za-
tem pecherzyki zawierajace material pochodze-
nia apoplastowego, ktérych odlaczanie si¢ od
plazmolemmy obserwowano niejednokrotnie,
nie uczestnicza w tworzeniu membrany peri-
bakteroidalnej. Nie mozna wigc traktowaé wne-
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trza pecherzyka utworzonego przez membrang
peribakteroidalng, jako obszaru apoplastowego.
W zwiazku z powyzszym, symbiosom nalezy
traktowac, jako nowy przedzial symplastowy
komérki zainfekowanej [78].

W przestrzeni peribakteroidalnej wystepuja
proteazy i o—glukozydazy [148]. Obecne sg w
niej takze kwasne hydrolazy pochodzace z apa-
ratéw Golgiego [16]. Zatem obecno$¢ enzyméw
hydrolitycznych w przestrzeni peribakteroidal-
nej sprawia, ze przedzial ten ma w niskim pH
whasciwosci lizosomu, ktére w okreslonych wa-
runkach objawiaja si¢ liza bakterii. Nalezy pod-
kresli¢, ze w ukltadach efektywnych zakwasze-
niu tego przedzialu przeciwdziata aktywnosé
bakteroidéw, polegajaca na pobieraniu kwaséw
dwukarboksylowych i wydzielaniu amoniaku
[62]. Amoniak bedacy inhibitorem proteaz, za-
bezpiecza wiazace azot bakteroidy przed liza,
chociaz nieefektywne szczepy bakterii moga
takze tworzy¢ stabilne bakteroidy [76]. Zatem
objawy przedwczesnej degeneracji i lizy bakte-
roidow, bedace nastgpstwem zaréwno defektéw
w genomie gospodarza jak i bakterii, maja naj-
czeciej wspélne podloze, polegajace na zakwa-
szeniu Srodowiska przestrzeni peribakteroidal-
nej i uaktywnieniu si¢ enzyméw hydrolitycz-
nych.

Przestrzeni peribakteroidalna moze zajmo-
wac wigksza czg¢$¢ objetosci komorek zainfeko-
wanych anizeli ich cytoplazma. Oznacza to, ze
rozmiary przestrzeni peribakteroidalnej musza
byé¢ sciéle regulowane, dzigki utrzymywaniu od-
powiedniego ci$nienia osmotycznego jej Srodo-
wiska [135]. Rozmiary przestrzeni peribakteroi-
dalnej w brodawkach soi moga by¢ waznym
czynnikiem kontrolujagcym przeptyw tlenu i in-
nych substancji pomigdzy cytoplazma gospoda-
rza i bakteroidami [9, 111]. Okazuje sig, Ze sym-
biozy bardziej efektywne charakteryzuja sie
mniejszymi jej rozmiarami [157]. Badania sy-
mulacyjne dowiodty jednak, Ze wzrost rozmia-
row przestrzeni peribakteroidalnej nie powinien
zbytnio utrudnia¢ dyfuzji tlenu do bakteroidéw.
Ponadto okazato sig, ze obecnos¢ leghemoglobi-
ny w przestrzeni peribakteroidalnej nie jest ko-
nieczna dla prawidlowego funkcjonowania
symbiosomow [109].
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ENDOPLAZMATYCZNE RETIKULUM,
APARATY GOLGIEGO I PEROKSYSOMY

Endoplazmatyczne retikulum (ER) jest, pod
wzgledem objetosci, jednym z najwigkszych
przedzialéw komorek eukariotycznych, zwiaza-
nym bezposrednio z synteza biatek i ich transpo-
rtem w obrebie komorki [140]. W brodawkach
wspiggi liczne cysterny RER oraz bogate w pe-
cherzyki aparaty Golgiego wystepuja blisko pla-
zmolemmy otaczajacej ni¢ infekcyjna, z ktorej
w procesie endocytozy uwalniane sa bakterie do
cytoplazmy komérek gospodarza [84, 99]. Su-
geruje to, Zze RER i aparaty Golgiego uczestni-
cza w rozbudowie plazmolemmy ciagle zuzy-
wanej w procesie endocytozy bakterii. Innym
przejawem aktywnosci metabolicznej tych orga-
nelli w brodawkach jest rozbudowa membran
peribakteroidalnych [53]. Natomiast wysoka
aktywno$¢ N-acetylo-galaktozaminotransferazy
w aparatach Golgiego komérek zainfekowanych
brodawek soi, pozwala sadzic, ze przez to orga-
nellum wiedzie gtéwny szlak dostarczajacy bu-
dulca do rozbudowy membran peribakteroidal-
nych [148].

ER jest miejscem, gdzie jest syntetyzowana
fosfatydylocholina (w ER wystepuje fosfotran-
sferaza cholinowa), ktéra przemieszcza si¢ na-
stepnie poprzez aparaty Golgiego do rozbudo-
wujacej si¢ membrany peribakteroidalnej [77].
Nie mozna jednak wykluczyé, ze fosfatydy-
locholina wchodzi w skiad membrany peri-
bakteroidalnej bez posrednictwa aparatéw Gol-
giego [78].

Nie obserwuje si¢ wprawdzie ciaglosci
membran RER z membrana peribakteroidalna,
ale zbadanie serii ultracienkich skrawkéw mo-
globy taka ciagtos$¢ ujawnié [84]. W efektyw-
nych brodawkach grochu stwierdzono obecno$é
statych miejsc kontaktu pomigdzy membranami
RER i membranami peribakteroidalnymi oraz
zwigzang z tym akumulacje osmofilnego mate-
rialu (prawdopodobnie biatka) w przestrzeni
peribakteroidalnej [14]. Duzo cystern RER ob-
serwuje si¢ takze w brodawkach nieefektyw-
nych [13, 14, 73], lecz fakt ten usitowano powia-
za¢ z ostrym niedoborem azotu w komérce [73],
a nie'udziatem tej struktury w rozbudowie mem-
brany peribakteroidalnej. Wzrost liczby cystern
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RER i aparatow Golgiego w strefie infekcji bro-
dawek efektywnych oraz w strefie poZnej sym-
biozy brodawek nieefektywnych, moze by¢
zwiazany z synteza enzyméw hydrolitycznych
lub biatek niezbednych dla rozwoju bakteroi-
déw [65]. Ponadto w RER komoérek zainfeko-
wanych syntetyzowana jest apoproteina leg-
hemoglobiny [136]. RER i aparaty Golgiego sa
tez miejscem syntezy nodulin [53].

W komérkach niezainfekowanych 2-4 tygo-
dniowych brodawek soi obserwuje sig silny roz-
wdj tubularnego ER, bgdacego rozszerzeniem
cysternowego RER, réwnoczesnie ze znacznym
wzrostem rozmiaréw peroksysomoéw [88]. Pero-
ksysomy te pozostaja czesto w Scistym konta-
kcie lub tacza si¢ z siecia tubularnego ER [134].
Obserwowano $ciste przyleganie tubul ER do
tych peroksysoméw, co moze by¢ zwiazane z
powstawaniem nowych peroksysoméw lub po-
wigkszaniem sig juz istniejacych [88]. Endocy-
toza bakterii z nici infekcyjnej do komérek zain-
fekowanych oraz wzrost aktywnosci urikazy w
mtodych peroksysomach komérek niezainfeko-
wanych soi sa zjawiskami zachodzacymi rowo-
czes$nie [131]. Wzrost aktywnosci urikazy, ktora
przeksztalca kwas moczowy w alantoing [49],
jest zwiazany z pojawieniem si¢ aktywnosci ni-
trogenazowej w brodawkach soi [11]. W pero-
ksysomach komérek niezainfekowanych broda-
wek soi wystepuje takze alantoinaza [147], ktéra
przeksztatca alantoing w kwas alantoinowy
[49].

MITOCHONDRIA

Stezenie rozpuszczonego, wolnego tlenu jest
bardzo niskie (ponizej 10 nM) w cytoplazmie
podstawowej komérek zainfekowanych dojrza-
tej tkanki bakteroidalnej [3]. Mimo to, mito-
chondria izolowane z tkanki bakteroidalnej
wspiegi [97, 98] i soi [113] wykazuja wysoka
aktywnoS$¢ oksydacyjna i fosforylacyjna, nawet
wyzsza niz mitochondria izolowane z korzeni
[113]. Jednak w cytoplazmie podstawowej ko-
moérek zainfekowanych brodawek soi stwierdza
si¢ wysoka aktywno$¢ dekarboksylazy pirogro-
nianowej, dehydrogenazy alkoholowej i dehy-
drogenazy mleczanowej [75, 113], a takze obe-
cno$¢é aldehydu octowego i etanolu [115]. Fakty
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te Swiadcza o beztlenowym metabolizmie ko-
mérek zainfekowanych.

Mitochondria komérek zainfekowanych po-
siadaja liczne grzebienie, na skutek intensywne-
go pofatdowania wewnetrznej membrany mito-
chondrialnej [149]. W poréwnaniu z mitochon-
driami brodawek efektywnych, te w broda-
wkach nieefektywnych maja grzebienie bardziej
rozszerzone i elektrono-geste [53]. W broda-
wkach nieefektywnych wzrasta tez znacznie li-
czba mitochondriéw, co moze wskazywac na
wzrost aktywnosci oddechowej komérek gospo-
darza [73]. Jednak K ,(O,) dla terminalnej oksy-
dazy mitochondrialnej ma znacznie wyzszg war-
tos$¢ niz stezenie tlenu w tkance bakteroidalnej.
Dlatego niektorzy badacze uwazaja, ze oddy-
chanie mitochondrialne nie moze dostarczy¢
wystarczajacej iloSci ATP dla podtrzymania
szybkiego tempa redukcji N,. Ich zdaniem,
zmniejszenie tempa oddychania mitochondrial-
nego komérek zainfekowanych jest przyczyna
wysokiego kosztu energetycznego symbiotycz-
nego wiazaniem azotu [97, 98]. W warunkach
niskiego stezenia tlenu w mitochondriach komé-
rek zainfekowanych funkcjonuje tylko czgsc cy-
klu kwasow trojkarboksylowych, ktéra utlenia
jabtczan dostarczajac szczawioooctanu i ATP.
Zwiazki te wykorzystywane sg nastepnie w pro-
cesie asymilacji NHj, ktéry zachodzi w cytopla-
zmie podstawowej [19]. W czasie dojrzewania
komoérek zainfekowanych, powierzchnia mito-
chondriéw tych komoérek zwigksza si¢ wpraw-
dzie czterokrotnie [88], to jednak wskutek szyb-
kiego namnazania si¢ i wzrostu rozmiaréw ba-
kteroidéw zmniejsza si¢ warto$¢ stosunku po-
wierzchni (oraz objetosci) mitochondriow do
bakteroidow [42].

CYTOPLAZMA PODSTAWOWA

Stwierdzono, ze wigksza efektywnos¢ bro-
dawek zwiazana jest z wigksza objetoscia cyto-
plazmy podstawowej przypadajacej na jedna ko-
morke zainfekowana [157]. W cytoplazmie pod-
stawowej tych komérek stwierdzono obecno$é
karboksylazy fosfoenolopirogronianowe;j, ktorej
aktywno$¢ byla jednak wigksza w brodawkach
efektywnych. Enzym ten uczestniczy w cie-
mniowym wigzaniu CO,, a jego aktywnos$¢ jest
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wysoce skorelowana z poziomem wiazania Ny
w tubinie [21] i lucernie [126]. Az 90% wegla
14C (podanego brodawkom w formie '4CO,)
cytosolu komérek zainfekowanych wiacza sig
do kwaséw organicznych (gléwnie jablczanu),
niezbednych bakteroidom do podtrzymania wia-
zania N, wéwczas, gdy oddychanie mitochon-
drialne komdrek zainfekowanych jest ograni-
czone niskim stgzeniem O, [103].

Bakteroidy wydzielaja amoniak do cytopla-
zmy podstawowej komoérek zainfekowanych,
Ktory jest w niej asymilowany przez syntetaze
glutaminowa 1 syntaz¢ glutaminianowa [105].
Cytoplazma podstawowa komérek zainfekowa-
nych zawiera ponadto leghemoglobing [37, 100,
141] i syntaze sacharozowa, a takze kinaze cho-
linowa II, ktdrej silna ekspresja ma miejsce tyl-
ko w brodawkach tworzacych stabilne membra-
ny peribakteroidalne [77]. Dzigki zastosowaniu
metod immunocytochemicznych stwierdzono,
ze leghemoglobina (lub jej apoproteina) wyste-
puje takze w cytoplazmie podstawowej komé-
rek niezainfekowanych [132], chociaz funkcja
jaka ona tam spetnia pozostaje wciaz nieznana.

ZALEZNOSC POMIEDZY ROZWOJEM ROSLINY,
ROZNICOWANIEM SIE BAKTEROIDOW
A WIAZANIEM AZOTU

Intensywno$¢ wiazania azotu w dwutygo-
dniowych brodawkach grochu jest niewielka,
natomiast w trzytygodniowych osiaga najwy-
zszg warto$¢. Po tym okresie intensywno$¢ wia-
zania azotu gwattownie spada, az do ledwo za-
uwazalnego poziomu w brodawkach pigcio-
tygodniowych. W okresie wegetacji roslin jest
ona $ci§le zwiazana z objgtoscig, intensywnie
zabarwionej na r6zowo, dojrzatej tkanki bakte-
roidalnej [114].

Rzadko podejmowane byly préby powiaza-
nia struktury brodawek z réznicowaniem si¢ ba-
kteroidéw, uwzgledniajace jednocze$nie tempo
wiazania azotu. Wykazaty one, ze aktywno$¢ ni-
trogenazowa jest zawsze zwigzana z dystalng
czedcia strefy dojrzalej symbiozy (Ryc.1), w
ktorej wystgpuja bakteroidy odznaczajace sig
wyrazna heterogennos$cia cytoplazmy [133].
Natomiast w brodawkach nieefektywnych zaob-
serwowano bakteroidy malo zaawansowane w
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rozwoju i silnie rozwinigta strefe przejsciowa
brodawki charakteryzujaca si¢ obecnoécia duzej
iloéci skrobi — brak byto strefy dojrzatej symbio-
zy (Ryc. 1) [133].

W bakteroidach brodawek koniczyny, lucer-
ny i grochu wystepuja struktury obtonione w po-
staci pecherzykow i cystern [26, 27, 28, 38, 53].
Niewiele jest wiadomo na temat ewentualnego
zwiazku pomigdzy tymi strukturami i redukcja
azotu. Zaobserwowano wigcej pecherzykowa-
tych wpuklen wewnetrznej membrany w bakte-
roidach nieefektywnych szczepéw R. meliloti,
anizeli w bakteroidach szczepu dzikiego [26,
28]. Jednak struktury obtonione w postaci za-
mknietych pierScieni sa charakterystyczne dla
bakteroidéw efektywnych brodawek grochu, a
zatem moga by¢ zwiazane z ich zdolnoécia do
redukc;ji azotu [14].

ZRODLO ENERGII 1 KOSZT SYMBIOTYCZNEGO
WIAZANIA AZOTU

Wiazanie azotu w brodawce korzeniowej za-
lezy od doptywu asymilatéw z biezacej fotosyn-
tezy [50]. Sacharoza jest gléwnym weglowoda-
nem transportowanym z liSci do brodawek [96].
W brodawkach wystgpuje syntaza sacharozowa,
ktéra rozktada sacharoze na cukry proste [69,
82]. W ten spos6b brodawki otrzymuja energie i
szkielety weglowe niezbedne do redukcji N, i
asymilacji wydzielonego przez bakteroidy amo-
niaku [48, 52]. Naklady energetyczne ponoszo-
ne przez rosling na przyswajanie N, sa znaczne,
gdyz potrzeba az 15 moli ATP, aby uzyskaé 1
mol zredukowanego azotu [92].

Okoto 10% produkc;ji fotosyntetycznej netto
jest wykorzystywane w oddychaniu niezbed-
nym dla funkcjonowania nitrogenazy brodawek
efektywnych [24]. Jednak koszt ten moze by¢
wigkszy, gdy zmniejszy si¢ potencjal wody w
brodawce [30]. Realny koszt przyswajania azotu
czasteczkowego wynosi dla koniczyny czerwo-
nej 4 mg wegla na 1mg zwiazanego azotu [146],
Tak duze naklady energetyczne wynikaja nie
tylko z redukcji N, i asymilacji powstajacego
NH,, ale takze z konieczno$ci utworzenia bro-
dawki i jej ,utrzymania”. Sama tylko odnowa
leghemoglobiny brodawek grochu, ktéra odby-
wa si¢ w ciagu zaledwie dwodch dni [12], czyli w

czasie o wiele krétszym niz okres funkcjonowa-
nia efektywnej tkanki bakteroidalnej [64], wy-
maga poniesienia znacznych nakladéw. Nalezy
jednak podkreslic¢, ze koszty asymilacji i trans-
portu Imola N uzyskanego w wyniku redukcji
N, lub NO5™ sa w pelni poréwnywalne [95].

Brodawki soi gromadza skrobi¢ juz we
wcezesnych etapach swego rozwoju. Skrobia jest
odkltadana najpierw w komérkach niezainfeko-
wanych, jeszcze zanim nastapi endocytoza ba-
kterii do sasiednich komoérek. Zapasy skrobi w
efektywnych brodawkach soi sa najwigksze na
kilka dni przed szczytem w wiazaniu azotu, kté-
ry przypada okoto szesnastego dnia po infekcji.
W przeciwienistwie do efektywnych brodawek
soi, nieefektywne gromadza skrobig, lecz jej nie
metabolizuja [40]. Gromadzenie skrobi jest za-
tem procesem niezaleznym od wigzania azotu,
co stanowi podstawg do stwierdzenia, Zze broda-
wki akumuluja skrobig tak jak bulwy korzenio-
we [40].

Zawarto$¢ skrobi w brodawkach ro§lin ros-
nacych w cyklu 12 godzin §wiatta i 12 godzin
ciemnosci zmienia si¢ w cyklu dwunastogodzin-
nym, ktéry jednak nie zawsze pokrywa sig¢ do-
ktadnie z cyklem dnia i nocy [48]. W takich wa-
runkach hodowli zawarto$¢ skrobi w broda-
wkach lucerny byta najwigksza po czterech go-
dzinach §wiatta, a po o$miu godzinach ciemno-
Sci stanowila jeszcze 29% tej maksymalne;j ilo-
§ci [52]. Natomiast w brodawkach grochu
stwierdzono najwyzsza zawarto$¢ skrobi pod
koniec okresu dnia i jej niemal catkowite zuzy-
cie po dwunastu godzinach ciemnosci [79]. Pra-
wdopodobne jest zatem, Ze rytmiczne zmiany,
jakim podlegaja rezerwy skrobi w brodawkach,
sa pod kontrola ro§liny-gospodarza. Rezerwy
skrobi sa prawdopodobnie istotnym czynnikiem
utrzymania statego poziomu cukréw w brodaw-
ce [144]. Zmniejszaja si¢ one w wyniku defolia-
¢ji, chociaz nie ulegaja zupetnemu wyczerpaniu
[127]. Zmniejszanie si¢ tempa wiazania azotu,
ktére obserwuje sie¢ noca lub po defoliacji, nie
moze by¢ zatem wyja$nione ograniczonym do-
stgpem do weglowodanéw bedacych Zrédiem
energii, lecz wzrostem oporu dyfuzyjnego dla
tlenu, w nastgpstwie czego zmniejsza si¢ inten-
sywno$¢ oddychania brodawek [46, 51, 144].
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Jednak dobre warunki $wietlne i diugi dzieri po-
zwalaja na dobre zaopatrzenie brodawek w asy-
milaty rowniez noca. Nie obserwuje si¢ wow-
czas zmniejszenia si¢ aktywnosci nitrogenazy
[152].

WPELYW CZYNNIKOW WEWNETRZNYCH
I ZEWNETRZNYCH NA FUNKCJONOWANIE
BRODAWEK

Intensywnos¢ wiazania azotu w brodawkach
efektywnych zalezy od wielu czynnikéw we-
wnetrznych (wlasciwosci genetyczne roélin i ba-
kterii, faza rozwojowa roslin) i zewnetrznych
(natezenie $wiatla, stezenie CO,, warunki gle-
bowe).

Efektywno$¢ brodawek zalezy od ,.dopaso-
wania” obu symbiontéw. Okazuje si¢ bowiem,
ze szczepy Rhizobium fredii (wyizolowane w
Chinach) i Bradyrhizobium japonicum (wyizo-
lowane w USA) indukuja wprawdzie powstawa-
nie brodawek na korzeniach péinocnoamery-
kariskich odmian uprawnych soi, jednak sa one
odpowiednio mniej lub bardziej efektywne
[108]. Wykazano, ze wigksza efektywnos¢ bro-
dawek komonicy i soi moze wynika¢ jedynie z
intensywniejszego namnozenia si¢ okreslonego
szczepu bakterii w brodawkach. Aktywnos¢ ba-
kteroidow w wigzaniu azotu (wyrazona iloscig
zwiazanego azotu na jednostke masy bakteroi-
déw) moze by¢ wowczas podobna, niezaleznie
od szczepu bakterii, ktéry uzyto do inokulowa-
nia roslin [72, 157].

Efektywno$¢ symbiozy moze zalezec tez od
gatunku bakterii preferujacego okreslong tem-
perature. Brodawki komonicy powstate po ino-
kulacji szczepem NZP2037 Rhizobium meliloti,
wiazaly azot z maksymalna intensywnoScia w
temperaturze 12°C, a powstate po inokulacji
szczepem CC814s, w 30°C [90]. Dowiedziono
takze, ze bakteroidy szczepu CC814s lepiej na-
mnazaly si¢ w brodawce [157]. Podstawa wig-
kszej efektywnosci symbiozy komonicy z Bra-
dyrhizobium sp. (Lotus) moze by¢ zatem, oprécz
odpowiedniej temperatury, takze wigksza proli-
feracja bakterii w brodawkach. Ilo$¢ bakteroi-
déw wplywa tez na intensywno$¢ wiazania azo-
tu w brodawkach wspiggi [142] oraz super-
brodawkujacego mutanta soi (nts382), ktéry
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tworzy wprawdzie wigksza mas¢ brodawek niz
odmiana wyjSciowa, ale ilo$¢ bakteroidow przy-
padajaca na brodawke jest o wiele mniejsza
[32].

Wykazano, ze brodawki soi zmniejszaja in-
tensywno$¢ wiazania azotu w temperaturze
15°C, jednak wydajno$¢ tego procesu okre§lona
nakladem energii na jednostke¢ masy zreduko-
wanego azotu, jest w tej temperaturze wigksza
anizeli w 20°C [145]. Natomiast inne badania
pokazuja, ze efektywno$¢ zuzycia wegla w pro-
cesie wiazania azotu nie zalezy znaczaco od
temperatury [47].

Wydajno$¢ wiazania azotu u ciecierzycy po-
spolitej (Cicer arietinum L.), wyrazona w mili-
gramach zuzytego wegla na miligram zwiazane-
go azotu, zalezy od fazy rozwojowej ro§liny.
Jest ona najwigksza w okresie kwitnienia i w po-
czatkowym okresie tworzenia si¢ owocow [54].
Nie oznacza to jednak, ze ilo§¢ zwiazanego azo-
tu jest wowczas najwigksza. Zaobserwowano
bowiem zmniejszenie si¢ tempa wigzania azotu,
zwlaszcza w warunkach niesprzyjajacych foto-
syntezie oraz woéwczas, gdy rozwijajace si¢
owoce wspétzawodniczyly z brodawkami o asy-
milaty [43].

Zasolenie gleby jest takze przyczyna spadku
tempa wiazania azotu lub nawet degeneracji
brodawek. Jednak odpowiednie zaopatrzenie
brodawek w asymilaty pozwala im redukowac
niekorzystne efekty zasolenia. Objawia si¢ to
ich szybka odnowa po takim stresie [59].

Krétkotrwaty wzrost stezenia CO, zwigksza
wprawdzie natezenie fotosyntezy, ale nie wply-
wa na intensywno§¢ redukcji acetylenu. Nato-
miast dlugookresowe wzbogacenie atmosfery w
CO, powoduje zwigkszenie si¢ intensywnosci
redukcji acetylenu, ktére jednak wynika ze
wzrostu ogdélnej masy brodawek, a nie z wig-
kszej ich aktywnosci redukcyjnej [39, 152]. Za-
tem przy okreslonym natezeniu fotosyntezy in-
tensywno$¢ wigzania azotu prawdopodobnie nie
jest ograniczona dostgpnoscia asymilatéw.

PODSUMOWANIE

Rozw6j brodawki i jej funkcjonowanie sa
podporzadkowane stworzeniu bakteriom odpo-
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wiedniej niszy, w ktdrej réznicuja si¢ one w ba-
kteroidy zdolne do wiazania azotu. Silne powig-
zanie metaboliczne symbiosoméw z komérka
gospodarza sprawia, ze mozna je traktowac jako
cze¢$¢ symplastu. Czas efektywnego funkcjono-
wania symbiosomu jest jednak bardzo ograni-
czony. Liza bakteroidéw poprzedza lize komé-
rek tkanki bakteroidalnej, ktére funkcjonuja
znacznie krécej niz czas zycia ro§liny. Mozna
oczekiwad, ze przedtuzenie okresu funkcjono-
wania tkanki bakteroidalnej zmniejszyloby ko-
szty symbiotycznego wiazania azotu zwieksza-
jac jednoczesnie produktywno$¢ roslin motyl-
kowatych.

Wykazano, ze mozliwa jest regulacji tempa
dyfuzji gazéw do brodawki, poprzez adaptacje
Jjej struktury anatomicznej i cytologicznej do
warunkéw zewnetrznych (zmiany dtugookreso-
we) oraz poprzez zmiany drozno$ci gazowych
przestworéw miedzykomérkowych (zmiany
krétkookresowe i dhugookresowe?). Wyniki
wielu do§wiadczeri fizjologicznych wskazuja na
istnienie w brodawce tzw. bariery dyfuzyjnej dla
tlenu. Jej lokalizacja i funkcjonowanie sg tylko
czg$ciowo poznane.

Stworzono modele matematyczne dyfuzji
tlenu w brodawce. Wykazaly one, ze leghemo-
globina jest niezbednym czynnikiem ulatwiaja-
cym dyfuzje tlenu do centralnej czgsci komérek
zainfekowanych. Jej obecno$é¢ w cytoplazmie
podstawowej komérek zainfekowanych utrzy-
muje stgzenie tlenu na statym i odpowiednio ni-
~skim poziomie, zabezpieczajac wrazliwa na tlen
nitrogenaz¢ przed uszkodzeniem. Zapewne
istotna modyfikacja tych modeli byloby zatoze-
nie, ze mozliwe sa ruchy cytoplazmy komoérek
zainfekowanych, czesto obserwowane w wielu
innych typach komérek roslinnych. Oczywiscie
ruch cytoplazmy przyspieszatby dyfuzje tlenu w
obrebie komérki, co mogioby mieé duze znacze-
nie w warunkach zwigkszonego zapotrzebowa-
nia na tlen, zwigzanego ze wzrostem tempa re-
dukcji azotu.

Mozna méwié o swoistej dla brodawek ko-
rzeniowych kompartymentacji polegajacej na
tym, ze stezenie tlenu w tkance bakteroidalnej
jest o wiele nizsze anizeli w korze brodawki.
Warunki tlenowe panujace w tkance bakteroi-

dalnej sa dodatkowo zréznicowane, gdyz leg-
hemoglobina obecna jest tylko (lub w przewaza-
jacej czedei!) w komorkach zainfekowanych.
Ponadto w komérkach zainfekowanej dziataja
dwa rézne typy oddychania, tj. mikroaerobowe
w bakteroidach i beztlenowe w cytoplazmie ko-
morki zainfekowanej.

Brodawka korzeniowa roslin motylkowa-
tych jest doskonalym modelem dla interdyscy-
plinarnych badan procesow skoordynowanego
réznicowania si¢ komoérek roslinnych i bakteryj-
nych na poziomie: strukturalnym, funkcjonal-
nym i genetyczno-molekularnym. Wyniki tych
badan nie tylko wzbogacaja wiedze o rozwoju i
funkcjonowaniu brodawki, ale maja takze
ogromne znaczenie ogélnobiologiczne.
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