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Przebieg procesu infekcji w uktadzie
symbiotycznym rosliny motylkowate-Rhizobium
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During the course of the development of nitrogen-fixing root nodules, tubules called infection
threads (I1Ts) are cooperatively formed to deliver the bacterial symbiont from the root surface
to the cells of the developing nodule. The ITs, a plant-derived tubular structure filled with
dividing and growing bacteria, initiates from a kink curl of root hair cell and than traverses
several underlying cortical cell layers to delivery bacteria to the nodule primordium. In legumes
such as pea and soybean, the root hair IT is an intercellular space which represent an apoplastic
(extracellular) tunnel into the root cells. Bacteria are released from the ITs through infection
droplets, thereby entering the cytoplasm of the nodule cells, and differentiate into organelle-like
symbiosomes. Subsequent division of the symbiosomes ultimately results in infected cells that
become fully packed with N,-fixing bacteroids. The IT growth and the mechanism by which
the IT spreads from cell to cell through the developing nodule remains still open.

This review will present a part of the infection process, particularly in legumes that form
indeterminated nodules. Indeterminated-type nodules present a unique opportunity to observe
many developmental stages in a single nodule because their meristem continually generates

new cells that undergo infection.
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WSTEP

Bakterie z rodzaju Rhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium i Azorhizobium
(okreslane jako ryzobia) oraz promieniowce
z rodzaju Frankia indukuja powstawanie bro-
dawek na korzeniach roslin motylkowatych.
Wszystkie z wymienionych bakterii naleza do
rodziny Rhizobiaceae. W brodawkach bakterie
znajduja odpowiednie §rodowisko do redukeji
azotu czasteczkowego do amoniaku, ktory jest
przyswajany przez rosling (Hirsch 1992).

Nie wszystkie rosliny z rodziny Legumi-
nosae (Fabaceae, Papilionaceae — motylkowate)
brodawkuja. Sposrdd trzech réznych podrodzin
tej rodziny Caesalpinoideae (Brezylkowate), Mi-
mosoideae (Mimozowate) i Papilionoideae (Mo-
tylkowate wlasciwe), w Caesalpinoideae liczba
rodzajow zdolnych do symbiozy jest niewielka
(Hirsch et al. 2001). Oprocz roslin motylkowa-
tych, symbiotyczne wigzanie azotu wystgpuje
rowniez u innych grup roélin w asocjacjach
z Frankia (Hirsch 1992). Do roslin tych zwa-
nych ,actinorhizal plants” naleza drzewa oraz
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krzewy takie jak: Casuarina (rzewnia; Casuari-
naceae Rzewniowate), A/nus (olsza; Betulaceae
Brzozowate), Myrica (woskownica; Myricaceae
Woskownicowate), Elaeagnus (oliwnik; Ela-
cagnaceae Rokitnikowate) i inne.

Brodawki indukowane przez ryzobia dzieli
si¢ zwykle na dwa typy, niezdeterminowane
i zdeterminowane. W brodawkach niezdeter-
minowanych tkanka merystematyczna moze
funkcjonowaé przez caly okres wegetacyjny.
Powstate brodawki sa cylindryczne, a w tkance
bakteroidalnej mozna wyrdznic strefy od mery-
stemu na szczycie brodawki do starzejacej si¢
tkanki bakteroidalnej (Vasse et al. 1990). Bro-
dawki typu zdeterminowanego sa okragte, a ich
merystem funkcjonuje krotko, w odpowiednim
czasie ulega roznicowaniu w tkanke baktero-
idalna, ktora nie wykazuje strefowosci (Sprent,
James 2007, Calvert et al. 1984). Typ niezdeter-
minowany wystepuje u lucerny, grochu, wyki,
koniczyny (Newcomb et al. 1979). Brodawki
typu zdeterminowanego powstaja np. u soi,
bobu, fasoli, komonicy (Hadri et al. 1998).

Brodawka korzeniowa jest organem o zlo-
zonej strukturze anatomicznej i cytologicznej,
ktorego funkcja jest przyswajanie azotu cza-
steczkowego. Wiazace azot brodawki stanowia
doskonaty model do badania procesow rozwo-
jowych w roslinie (Patriarca et al. 2004). Za
poczatek procesu infekeji przyjmuje si¢ etap
przyczepienia ryzobiéw do wierzchotka wlo-
$nika korzeniowego rosliny. U wigkszosci roslin
wytwarzajacych brodawki typu niezdetermino-
wanego, takich jak: groch, koniczyna i lucerna,
ryzobia przedostaja si¢ do tkanek rosliny-go-
spodarza poprzez tubularne struktury okreslane
jako nici infekcyjne. Powstaja one w wyniku
wrastania do wngtrza wlosnika $ciany komor-
kowej lub $ciany komorek kory korzenia. Z nici
ryzobia sa uwalniane do cytoplazmy komoérek
gospodarza w procesie endocytozy, a nastgpnie
przeksztalcaja si¢ w wigzace azot czasteczkowy
bakteroidy. Wytworzenie nici infekcyjnych jest
kluczowym etapem rozwoju brodawek ko-
rzeniowych. Pomimo znacznego post¢pu do-
konanego w zakresie biologii molekularnej,
genetyki i biochemii w odniesieniu do uktadu
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symbiotycznego, mechanizm wzrostu, rozwoju
i struktury nici infekcyjnych jest zagadnieniem
najmniej poznanym.

PROCES PREINFEKCJI

U wigkszosci roslin motylkowatych proces
infekcji przez ryzobia rozpoczyna si¢ w strefie
wlosnikowej korzenia rosliny-gospodarza (New-
comb, McIntyre 1981). Nawigzanie efektywne;j
symbiozy jest procesem wysoce specyficznym
i wieloetapowym, jednakze stopien specyficznosci
nie jest jednakowy (Hadri et al. 1998) (Tab. 1).
Rodzaj Rhizobium infekuje wiele roslin, podczas
gdy inne szczepy ryzobiow wykazuja zdolnosc
do wchodzenia w efektywna symbiozg z ograni-
czong liczba gatunkow roslin motylkowatych.

Inicjacja brodawki nastgpuje wskutek wy-
miany czasteczek sygnalowych pomigdzy ro-
$ling 1 bakteriami symbiotycznymi (Mylona et
al. 1995). Korzenie roslin motylkowatych wy-
dzielaja flawonoidy i1 betainy, ktore uaktywniaja
geny NOD ryzobiow. Geny te koduja 25 bialek
stuzacych do bakteryjnej syntezy i eksportu czyn-
nika Nod (Gage 2004). Czynnik Nod zbudowany
jest z lancucha powtarzajacych sig¢ czasteczek
N-acetylglukozoaminy, ktore ,.dekorowane”™ sa
roznymi grupami chemicznymi w zaleznosci od
rodzaju czynnika Nod. Zwiazek ten jest jest lipo-
oligosacharydem sygnalnym (Oldroy, Downie
2004), ktory odgrywa kluczowa role w poczatko-
wych oddzialywaniach ryzobiow z odpowiednia
rosling motylkowa. Czynnik ten inicjuje wiele
zmian rozwojowych w roslinie-gospodarzu we
wezesnych etapach procesu nodulacji, m.in. skre-
canie wlosnikow korzeniowych, depolaryzacje
blon, oscylacje poziomu wewnatrzkomorkowego
wapnia oraz inicjacj¢ podzialow komorkowych
na terenie kory korzenia, ktore dadza poczatek
merystemowi brodawki (Gage 2004). Od lat
90-tych prowadzone sa badania nad ustaleniem
roslinnego receptora, ktory wiaze czynnik Nod.
Wykazano, Ze receptor wigzacy czynnik Nod
wystepuje w blonie komorkowej wiosnika (Hay-
ashi et al. 2000). Nowsze badania opisuja klase
receptorow kinazowych jako czynnikow wiaza-
cych Nod (Geurts et al. 2003, Lipens et al. 2003,
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Tabela | Specyficznosc oddziatywan ryzobiowych (Hadri et al. 1998, zmienione).

Table 1. Rhizobial host specificity (Hadri et al. 1998, modified).

Rodzaj Gatunek

R. leguminosarum bv. viciae

Rivizohiwm

| R. leguminosarum bv. el

; B. japonicum

: B. elkani
S meliloti

| 5. fredii

| A. caulinodans
M. Toti

| M. huakuii

Bradvrhizobium

Sinorhizobinm

Azorhizahivm

Mesarfizobium

Parniske. Downie 2003). Kinazy sa enzymami,
ktore dolaczaja grupe fosforanowa do innych
biafek regulujac w ten sposob ich aktywnosc. Ba-
dania nad modelowg rosling motylkowata Lotus
japonicus wykazaly, ze receptorami sg NFRI
i NFRS. Mutacje w obrebie tych genow powodo-
waly u roslin brak reakcji na czynnik Nod i brak
infekeji roslin przez ryzobia (Szczyglowski et al.
1998. Radutoiu et al. 2003, Parniske, Downie
2003). Radutoiu i wspotautorzy (2003) wykazali,
z¢ biatka NFR1T i NFRS zawieraja dwa lub trzy
zewnetrzne motywy LysM. Sekwencje te wy-
stepuja u wielu enzymow wigzacych sig z po-
limerami zawierajgcymi N-acetylglukozoaming,
w tym rowniez z czynnikiem Nod. Biatka NFR
wiaza czynnik Nod poprzez ich zewnetrzne do-
meny LysM, a wiazanie to uruchamia kinazowa
kaskade sygnatowa. W kaskadzie tej uczestnicza
biatka DM11, DM12, NFP, NSP (Smith et al.
2007). Towarzyszy temu rowniez wzrost stezenia
[Ca®'] indukujacy ekspresje gendw wezesnej no-
dulacji (ENOD 11, ENOD]2) (Smith et al. 2007).
Inne badania wykazaly, ze receptory LysM sa
zaangazowane rowniez w pozniejsze elapy pro-
cesu infekeji, gdyz ryzobia produkujg czynnik
Nod takze w niciach infekeyjnych. U Medicago
muncatila stwierdzono, ze odpowiednik NFR1,
LYK3 jest konieczny do pozniejszego wzrostu
nici infekeyjnych, podobnie jak u grochu odpo-
wiednik NFRS, SYMI10 (Madsen et al. 2003).
Po zasiedleniu ryzosfery ryzobia ,przycze-
piaja si¢” do wierzcholkow rozwijajacych sig

R leguminosarum bv. phaseoli
| R Jeguminosarum by, trifolii

Gospodarz roslinny
wyka, groch, soczewica, lgdzwian
lasola
koniczyna
fasola, wspigga

soja, wspigga

nostrzyk, lucerna, kozieradka
soja, wspigga

| Seshania rostrata

| komonica, tubin [

| Astragalus sinicus

wiosnikéw korzeniowych. Jest to proces dwu-
etapowy (Van Spronsen et al. 1994). W pierw-
szym etapie ma miejsce adhezja odwracalna
z udzialem bakteryjnego biatka rikadhezyny
wigzacego jony wapnia i zewnatrzkomorkowych
polisacharydow na powierzchni wlosnika (Smith
et al. 1989). Nastgpnic bakterie wiaza sig¢ Scisle
z powierzchnia wlosnika poprzez synteze celu-
lozowych fibryli, oplaszczajacych wierzcholek
wiosnika korzeniowego (Smit et al. 1992). Czyn-
nikiem przyspieszajacym i wzmagajacym proces
adhezji bakterii do powierzchni korzeni roslin
tworzacych brodawki sa lektyny gospodarza
(Kijne et al. 1997). Lektyny sg glikoproteinami
wykazujacymi zdolnos¢ do specyficznego roz-
poznania i wigzania mono- i oligosacharydow
oraz zwigzkow zawierajacych cukry. Lektyny
nie wykazuja specyficznosci w stosunku do
czynnika Nod, wiaza natomiast egzopolisacha-
rydy na powierzchni ryzobiow (Hayashi et al.
2000). Wiazanie si¢ bakterii ze szczytem wilo-
$nika wywoluje lokalny wzrost wydzielanego
przez bakterie czynnika Nod niezbgednego dla
zaginania wierzchotkow wilosnikow 1 rozwoju
nici infekcyjnych (Van Brussel et al. 1992).

POWSTAWANIE NICI INFEKCYJNEJ
WE WLOSNIKU

W odpowiedzi na obecnos¢ przyczepionych
do wilosnika bakterii 1 wydzielanego przez nie
czynnika Nod nastgpuje skrecanie wlosnikow
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korzeniowych (w tzw. laski pasterskie), w kto-
rych moga si¢ formowac nici infekcyjne (Cal-
laham, Torrey 1981). Najbardziej podatne na
infekcje sa wlosniki, ktére prawie zakonczyly
wzrost (Gage 2004). Skrgcenie wlosnika jest
wywolane wzrostem ekspansji $ciany po prze-
ciwleglej stronie do tworzacej si¢ wokot bakterii
niszy (Brewin 2004) lub zahamowaniu wzrostu
$ciany w miejscu adhezji bakterii (Ryc. 1).
Wykazano, ze bakteryjny czynnik Nod moze
hamowac¢ biosyntezg¢ sciany komorkowej wilo-
$nika (Doblin et al. 2002). Podobne skrgcanie
wlosnikow obserwowano po zastosowaniu in-
hibitoréw syntezy celulozy i innych czynnikéw
stresujacych (Esseling et al. 2004).
Depolaryzacja aktyny we wlosnikach korze-
niowych jest jednym z najwczesniejszych ob-
jawow wywolanych przez bakteryjny czynnik
Nod (Cardenas et al. 1998, Miller et al. 1999).
We wlosnikach korzeniowych fasoli obserwo-
wano dynamiczne zmiany w ukladzie mikrofi-
lamentow aktyny pod wplywem wydzielanego
przez Rhizobium etli czynnika Nod (Cérdenas et
al. 1998). Obserwowano zmiang¢ uktadu mikrofi-
lamentoéw z podluznego w stosunku do osi dhu-
giej wlosnika na rozproszony, skoncentrowany
w jego czgsci szezytowej. Deformacje wio-
$nikow sg regulowane przez roslinne hormony
takie jak etylen, ktéry hamuje przekazywanie
czynnika Nod i wplywa na stopien deformacji
i czestotliwosé infekeji (Oldroyd et al. 2001).
W ukierunkowanym wzroscie nici uczestnicza
rowniez mikrotubule cytoszkieletu (Bakhuizen

et al. 1988, Timmers et al. 1999). Ponadto, pod
wpltywem czynnika Nod, nastgpuje w ciagu
kilku sekund depolaryzacja blon i oscylacja
wewnatrzkomorkowego [Ca®*] w czgéci szezy-
towej wilosnika (Ehrhardt et al. 1992, Felle
et al. 1998).

Infekcja komorek gospodarza rozpoczyna sig
po unieruchomieniu bakterii pomigdzy $cianami
skreconego wlo$nika. Zwykle ma to miejsce na
szczycie wlosnika, ze wzgledu na ciensza w tym
migjscu $ciang komorkowa (Hirsch 1992). Me-
chanizm wnikania bakterii nie jest rozstrzy-
gnigty — moze to nastgpowac wskutek lokalnej
degradacji $ciany i wzrostu sciany wiosnika
do wnetrza komdrki w miejscu skrgcenia lub
wskutek tworzenia nowego pokladu $ciany na
wewnetrznej scianie wlosnika po wezesniejszej
jej lokalnej degradacji. Pozostaje otwartym py-
tanie, roslina czy bakteria jest odpowiedzialna za
degradacje $ciany? Ryzobia posiadaja enzymy
degradujace zaréwno celulozg jak i inne roslinne
polisacharydy (Morales et al. 1984, Zorreguicta
et al. 2000). Rosliny rowniez maja zdolnos¢ de-
gradacji wlasnych $cian komorkowych. Sciany
komorkowe podlegaja rozluznieniu podczas
powstawania wloénikow korzeniowych, doj-
rzewania owocow, kietkowania tagiewek pytko-
wych 1 odcinania lisci (Cosgrove et al. 2002).
U lucerny siewnej wykazano indukcje genu
MsPG3 kodujacego poligalakturonaze, ktorej
synteza nastepuje specyficznie we wlosnikach
korzeniowych w wyniku infekcji Sinorhizobium
meliloti (Munoz et al. 1998). Poligalakturonaza

o
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Ryc. 1. Skrecenie wlosnika korzeniowego. (a) Szczytowy wzrost whosnika korzeniowego przedstawia wzrost sciany komor-
kowej wlosnika wokot jego czesci apikalnej (strzatki). (b) Pod wplywem czynnika Nod wydzielanego przez przyczepione
do wlosnika ryzobia nast¢puje nieréwny wzrost sciany komorkowej wlosnika. (c) Intensywny wzrost sciany komorkowej
i namnazanie bakterii produkujacych czynnik Nod prowadzi do skrgcenia wiosnika (d) (Brewin 2004, zmienione).

Fig. 1. The root hair curling. (a) Apical growth of root hair cell, showing cell wall growth around the apical part (arrows).

(b) Nod-factor application from an attached bacteria to root hair results in a disproportionate rate of cell wall growth. (c) Intensive
cell wall growth and bacterial propagation producing Nod-factor leads to root hair curling (d) (Brewin 2004, modified).
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Ryc. 2. Proces infekcji przez Rhizobium (Okazaki et al. 2004, zmienione). A — schemat procesu infekeji przez Rhizobium.
B - skrgcony wlosnik u Lotus japonicus. C — komorki Mesorhizobium loti znakowane gfp w nici infekcyjnej we whosniku.
D — bakteroidy (b) Rhizobium leguminosarum w komorkach zainfekowanych brodawki grochu zwyczajnego Pisum sativum

(Sujkowska npbl.).

Fig. 2. The Rhizobium infection process (Okazaki et al. 2004, modified). A — scheme of infection process by Rhizobium.
B - root-hair curling in Lotus japonicus. C — Mesorhizobium loti cells tagged with constitutive gfp gene in an infection
thread in the root hair. D — Rhizobium leguminosarum bacteroids (b) in infected cells of mature Pisum sativum nodule

(Sujkowska unpubl.).

jest enzymem S$ciany bioracym udziat w degra-
dacji pektyn (Ljundgren, Fahraeus 1961).

W skreconym wlosniku bakterie rosng i dziela
si¢ w swoistych ,tunelach” jakimi sg nici infek-
cyjne (Hirsch et al. 2001). Nici infekcyjne rosng
szczytowo wewnatrz wilosnika, kierujac si¢ ku
jego podstawie (Ryc. 2). Po dotarciu nici infek-
cyjnej do podstawy wlosnika $ciana nici taczy
si¢ ze $ciang komoérkowa, uwalniajac bakterie
pomigdzy $ciang epiblemy, a $ciang komérkowa
infekowanej komoérki kory znajdujacej si¢ po-
nizej. W kolejnych warstwach komorek kory ma
miejsce szczytowy wzrost nici infekcyjnej. Do
zakonczenia rosngcej szczytowo nici dolaczane
sa pecherzyki z aparatow Golgiego zawierajace
zarowno prekursory $ciany nici jak 1 blony ota-
czajacej jej wierzcholek. W ukierunkowanym

wzroscie nici infekcyjnych bierze udziat jadro
komorkowe potaczone ze szczytem nici poprzez
grube pasmo cytoplazmy (nici preinfekcyjne)
i mikrotubule cytoszkieletu (Bakhuizen et al.
1988, Gage 2004).

Tworzenie nici infekcyjnych we wlosnikach
korzeniowych jest charakterystyczne dla wigk-
szosci roslin motylkowatych takich jak groch,
fasola, soja i lucerna. Istnieja rowniez alterna-
tywne modele infekcji, w trakcie ktérych nie
powstaja nici infekcyjne. Infekcja poprzez tzw.
crack entry nastgpuje pomigdzy komorka epi-
blemy i/lub kora korzenia poprzez przestwory
migdzykomorkowe lub blaszke srodkowa, jak
ma to miejsce na przyktad u orzecha ziem-
nego (Arachis). Nie powstaja tu nici infekcyjne
zarobwno we wlosnikach jak i brodawkach
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tworzacych si¢ wylacznie na korzeniach bocz-
nych. Po zasiedleniu komorek epidermy bakterie
przemieszczaja si¢ w glab korzenia poprzez na-
turalnie tworzace si¢ rozerwania $cian komorko-
wych (Uheda et al. 2001). W podobny sposob
zachodzi proces infekeji u koniczyny bialej (Ma-
thesius et al. 2000). U tubinu, wytwarzajacego
brodawki kolnierzykowate, ryzobia wywoluja
skrecanie wlosnikow 1 penetruja Sciang wio-
$nika, ale nici infekcyjne nie powstaja. Bakterie
kolonizuja przestrzen pomig¢dzy blong a $ciang
komorkows. Bakterie nastepnie sa otaczane
blona i uwalniane bezposrednio do cytoplazmy
merystematycznych komorek kory korzenia (Lo-
tocka et al. 2000). Podobny typ infekeji poprzez
nieuszkodzona epidermg opisano u drzewiastej
motylkowatej Mimosa scabrella (Faria de et al.
1986). Penetracja epidermy korzenia nastepuje
przez rozpuszczenie blaszki srodkowej radial-
nych scian komoérkowych.

KOMPOZYCJA NICI INFEKCYJNYCH

Ni¢ infekeyjna jest tworem apoplastowym,
ktorego synteza i budowa jest podobna do Sciany
komorkowej rosliny. Nici infekcyjne otoczone
sa blona komodrkowa gospodarza i sciang (z wy-
jatkiem ich zakonczen), a wnetrze nici wypelnia
matriks (Ryc. 3) (Callaham, Torrey 1981). Ba-
dania na brodawkach grochu z wykorzystaniem
specyficznych przeciwcial wykazaty, zarowno
w $cianie komorkowej jak i w $cianie nici in-
fekeyjnych, obecnosé¢ celulozy, ksyloglukanu
i pektyn (Rae et al. 1992, Pawloski, Bisseling
1996). Wykazano jednak, ze $ciana nici jest
bardziej odporna na traktowanie enzymami de-
gradujacymi $ciang komorkows (Higashi et al.
1987), co moze sugerowac o jej modyfikacji (np.
o wysokim stopniu usztywnienia). Niektore ze
sktadnikow nici infekcyjnych przedstawiono
w Tabeli 2.

Whnetrze nici wypelnia matriks zawierajaca
bakteryjne polisacharydy (Niehaus et al. 1993)
i glikoproteiny roslinne (Vandenbosch et al.
1989, Rae et al. 1992, Pawloski, Bisseling 1996),
ktore sg antygenowo podobne do bialek zlokali-
zowanych w przestworach migdzykomorkowych

Ryc. 3. Mikrografia elektronowa nici infekcyjnej z brodawki
korzeniowej grochu (Sujkowska npbl). Ni¢ infekcyjna jest
tubularng struktura otoczong $ciang (w), a wnetrze jej
wypelnia matriks (mx) z bakteriami (ba).

Fig. 3. The electron micrograph image of infection thread
from pea root nodule (Sujkowska unpubl.). Infection thread
is tubular structure surrounded by the wall (w) and the lumen
contains matrix (mx) with bacteria (ba).

korzenia (Vandenbosch et al. 1989, Rae et al.
1992). Pod wplywem ryzobiow roslina synte-
tyzuje nowe komponenty (wczesne noduliny),
ktore modyfikuja wlasciwosci $ciany komor-
kowej i jej matriks (Cassab 1998). Wiele z tych
wczesnych nodulin sa to glikoproteiny bogate
w hydroksyproling. W scianie i matriks nici in-
fekcyjnych stwierdzono obecnosé specyficznej
grupy brodawkowych ekstensyn (Vandenbosch
et al. 1989, Rathbun et al. 2002). Ekstensyny
tworzg w scianach sieci biatkowe wzmacniajace
1 stabilizujace $ciany, a wige przeciwdziatajace
ich rozcigganiu (Cassab 1998). Brodawkowe
ekstensyny sq to biatka bogate w hydroksypro-
ling, wystepujace w duzych ilosciach w matriks
nici infekeyjnych (Vandenbosch et al. 1989,
Rathbun et al. 2002). Zawieraja one sekwencje
aminokwasowe charakterystyczne zarowno dla
ekstensyn jak i bialek arabinogalaktanowych
(Gamas et al. 1996). Ze wzgledu na duzg zawar-
tos¢ weglowodanow sa one bardziej rozpusz-
czalne od typowych ekstensyn (Brewin 2004).
Biatka te biora udzial w przebudowie $cian
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Tabela 2. Komponenty nici infekeyjnych (Brewin 1998, Broughton et al. 2000, zmienione).

Table 2. Components of infection threads (Brewin 1998, Broughton et al. 2000, modified).

Komponenty : Lokalizacja Zrodlo literaturowe
Rodliny motylkowate ST R
AP _ MP* [ Federova et al. 1999
| Celuloza et | Sciana Rae et al. 1992
| Ksylogikan | scima_|Racetal. 1992
e - _
Estryfikowane S _sciana | Rae et al. 1992
- _H.._(!\_ll’_)_(lli&_)&"_ﬂ_lj&__ o .ﬁ - o - -S‘-c_iana . Rae et al. 1992
| Ekstensyny (MIN12, UNDS-E) | mauiks | Brewin ctal. 1994
| Bialka bogate w proling (LN(JDI7} matriks - W'lulﬁon cl al. 1994, Sherrier, Vandenbosch 1994
~ Bialka ENOD5S sciana Fruhling et al. 2000
 Bialka drabmogaldklanowu - __ | matriks | Scheres et al. 1990
_ Lipoksygenaza matriks Gardner et al. 1996
' Rhizobium
~ Cykliczne B-(1,6)B-(1.3)-glukany ? Dunlap et al. 1996
Rl Eary ) Niehaus et al. 1993,
T Skorupska et al. 1995
Bursztynyloglukan ? Cheng, Walker 1998
Lipopolisacharydy matriks Dazzo et al. 1991 = ey
 Wydzielane bialka (NolJ, NolX, y4xLi inne)** ? Viprey et al. 1998 Fi
_ NQDQ 4 Downie 1998, Walker, Downie 2000

* — membrana peribakteroidalna; ** — wydzielane przez Rhizobium, ale ich obecnos¢ w niciach infekeyjnych nie zostata

Jeszcze potwierdzona.

* — peribacteroid membrane; ** — secreted from Rhizobium but their presence in infection threads has not yet been con-

firmed.

komarkowych w trakcie powstawania brodawek
i regulacji przebiegu infekcji (Brewin 2004),

U grochu w matriks nici wystgpuja biatka
bogate w proling (kodowane przez ENODII)
zwiazane ze Sciang komorkowsa i z rozwojem
nici infekcyjnych oraz ENODI]2, ktorego
ekspresja zachodzi w komorkach z niémi in-
fekcyjnymi i w komorkach merystematycz-
nych (Wilson et al. 1994, Journet et al. 2001);
biatka bogate w proling (Sherrier, Vandenbosch
1994) zidentyfikowane jako wczesne noduliny
(ENODI2, ENODI0, ENODII); glikoproteiny,
ktore oprocz proliny zawieraja rowniez stosun-
kowo duzo alaniny, glicyny i seryny, podobnie
jak glikoproteiny arabinogalaktanowe bedace
sktadnikami $cian komorkowych (ENODS5 —
biatko kodowane przez ten gen jest skfadnikiem
sciany nici infekeyjnej) (Fruhling et al. 2000)
i biatka arabinogalaktanowe ENOD16 1 ENOD20

(Scheres et al. 1990, Vernoud et al. 1999) oraz
nadtlenek wodoru (Santos et al. 2001, Herouart
et al. 2002). Nadtlenck wodoru, moze wigzac
krzyzowo specyficzne ekstensyny i modulowaé
wlasciwosci matriks nici infekcyjnych (Santos
et al. 2001, Rathbun et al. 2002). Ttumaczytoby
to mocne usztywnienie nici infekcyjnych i ich
odpornos¢ na rozkiad pod wplywem enzymow
degradujacych sciang komorkowa (Higashi et al.
1987). Inny dowdd na udziat reaktywnych form
tlenu w regulacji wzrostu nici infekeyjnych do-
starczaja badania dotyczace ekspresji genow
peroksydaz (Cook et al. 1995) i obecnosé an-
tygenu lipoksygenazy w matriks nici infekcyj-
nych (Gardner et al. 1996). U grochu wykazano
rowniez aktywnos¢ oksydazy dwuaminy w ma-
triks $ciany komorkowej (Laurenzi et al. 2001)
oraz w matriks nici infekcyjnej (Wisniewski
et al. 2000).
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CZYNNIKI BAKTERYJNE
ZAANGAZOWANE WE WZROST
NICI INFEKCYJNYCH

Walker i Downie (2000) wykazali, ze koniec
nieredukujacy czynnika Nod jest niezbedny do
tworzenia funkcjonalnych nici infekcyjnych.
Ekspresja genu NOD( (biatko bakteryjne od-
powiedzialne za tworzenie porow w blonach)
moze niwelowac defekt nici infekeyjnych spo-
wodowany przez mutacjg¢ NOD, ktorej wyni-
kiem jest synteza czynnika Nod pozbawionego
podstawnika specyficznego dla rosliny-gos-
podarza.

Do wzrostu nici infekeyjnych i rozwoju wia-
zacych azot brodawek wymagana jest obecnos¢
bakteryjnych powierzchniowych egzo- (EPS)
i lipopolisacharydow (LPS) (Cheng, Walker
1998, Janczarek et al. 2001). U ryzobiow wy-
stgpuje przynajmniej pig¢ waznych polisacha-
rydow: EPS I, EPS II, antygeny K, LPS oraz
cykliczne B-glukany. Trzy z nich wymienione
jako pierwsze biora udzial w rozciaganiu nici
infekcyjnych (Fraysse et al. 2003). Antygeny
K (zwane kapsularnymi polisacharydami) po-
magaja w wytwarzaniu nici infekcyjnych, ich
rozcigganiu oraz w rozwoju brodawek (Pellock
et al. 2000). EPS ryzobiowe odgrywaja wazng
rolg we wzroscie nici infekcyjnych (Janczarek
et al. 2001). EPS sa niezbgdne u roslin wy-
twarzajacych brodawki niezdeterminowane
(Becker, Piihler 1998; Skorupska et al. 2006),
jednakze u roslin, na ktorych formowane sg
brodawki zdeterminowane te zwiazki nie sg
konieczne (Gray, Rolfe 1990; Cheng, Walker
1998). EPS biora udzial w infekcji i rozwoju
brodawek, uwalnianiu bakterii z nici infekcyj-
nych oraz w rozwoju bakteroidéw (Niehaus et
al. 1993; Skorupska et al. 2006). Najdoktadniej
poznanym EPS’em u rizobiow jest bursztyny-
loglukan, nazywany takze EPS I, wytwarzany
przez Sinorhizobium meliloti, Agrobacterium
1 Alcaligenes (Gonzales et al. 1996). EPS wy-
twarzany przez Rhizobium sp. NGR234 jest
strukturalnie podobny do bursztynyloglukanu.
Poza synteza bursztynyloglukanu S. meliloti
jest zdolny do wytwarzania drugiego typu

egzopolisacharydu — galaktoglukanu (EPS II).
Wykazano, ze brak EPS I i EPS II prowadzi
do wytwarzania brodawek zdeformowanych
(Skorupska et al. 1995, Becker, Piihler 1998),
ktore nie sq infekowane przez bakterie, jak ma
to miejsce na przyktad w brodawkach induko-
wanych przez mutanty Sinorhizobium meliloti
na korzeniach lucerny (Becker, Piihler 1998)
lub moga by¢ infekowane jedynie czgsciowo,
jak w przypadku brodawek powstatych na ko-
niczynie indukowanych mutantem Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii (Skorupska et al.
1995). Mutanty Rhizobium leguminosarum bv.
viciae z defektem EPS podobnie jak S. meli-
loti nie tworzyly efektywnych asocjacji z ich
roslinnymi gospodarzami (Borthakur et al.
1986) lub powodowaly powstawanie matych,
nieefektywnych brodawek na wyce (Van
Workum et al. 1995). Ponadto EPS 1 bierze
udzial w organizacji cytoszkieletu we wto-
$nikach korzeniowych w taki sposob, aby za-
konczenia nici infekcyjnej szybko rosty i byly
silnie spolaryzowane (Pellock et al. 2000).
Defekt w syntezie LPS u Rhizobium réwniez
hamowat rozwaj brodawek, a bakterie nie byly
uwalniane z nici infekcyjnych (Priefer 1989).
W przeciwienstwie do EPS defekt w syntezie
LPS ma duze znaczenie dla roslin wytwarza-
jacych brodawki zdeterminowane. Na przyktad
R. leguminosarum bv. phaseoli z defektem syn-
tezy LPS powodowal hamowanie wzrostu nici
we wlosnikach i powstawanie na fasoli matych,
podobnych do brodawek guzéw pozbawionych
bakterii (Noel et al. 1986). Wykazano réwniez,
ze EPS, LPS, kapsularne polisacharydy i glu-
kany ttumig reakcje obronne rosliny (D’Haeze,
Holsters 2004).

AKTYWACJA KOMOREK KORY
I ROZRASTANIE NICI INFEKCYJNYCH

Roéwnoczesnie z procesem infekowania
wlosnikow maja miejsce podziaty odleglych
od nici infekcyjnych komorek kory i powsta-
wanie primordiéw (zawiazkow) brodawki. Pri-
mordia moga tworzy¢ si¢ zaroOwno na terenie
kory wewnetrznej korzenia (typ brodawki
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niezdeterminowany) jak i w korze zewngtrznej
korzenia (typ zdeterminowany) w zaleznosci
od rosliny-gospodarza (Brewin 1991, Hirsch
1992). Miejsca, w ktorych powstang brodawki
sa Scisle okreslone. Zwykle tworzone sa na-
przeciw wigzek protoksylemu (Mylona et al.
1995). Lokalizacja primordiow zalezy od roz-
nych czasteczek sygnalnych, wsrod ktorych
urydyna (tzw. stele factor) dziata lokalnie jako
aktywator podziatlow komorkowych (Hadri, Bis-
seling 1998). Zwiazkiem hamujacym podzialy
jest etylen syntetyzowany w perycyklu, ktory
dyfundujac do komorek kory blokuje podziaty
komorkowe naprzeciw wigzek floemu (Hadri,
Bisseling 1998).

U roslin motylkowatych takich jak groch
i lucerna, na korzeniach ktorych powstaja bro-
dawki typu niezdeterminowanego, primordia
powstaja na terenie kory wewnetrznej korzenia,
a zatem nici infekcyjne w tym typie brodawek
muszg przemiescic si¢ przez komorki kory ze-
wnetrznej zanim dotra do zawiazka brodawki.
Nawet przed opuszczeniem przez nici epiblemy
korzenia, w komérkach kory i perycyklu naste-
puja lokalne zmiany jako reakcja na obecnos¢
ryzobiow. W komorkach perycyklu ma miejsce
gwaltowna indukcja ENOD40 w obszarach na-
przeciw wiazek protoksylemu oraz przebudowa
mikrotubuli (Timmers et al. 1999, Compaan et
al. 2001). Przemieszczanie nici infekcyjnych
poprzedzaja rowniez zmiany morfologiczne
komorek kory. Wytworzenie primordium bro-
dawki poprzedza zmiana ukfadu mikrotubuli
w komorkach kory korzenia (Timmers et al.
1998). W korze zewnetrznej korzenia powyzej
rozwijajacego si¢ primordium brodawki, cy-
toplazma kolumny komorek kory zmienia po-
lozenie z czgéci peryferycznych ku $rodkowi,
jak ma to miejsce w trakcie podzialu komorki,
jednakze ich podzial zostaje zatrzymany w fazie
G2 (Geurts, Bisseling 2002). Tworza one pasma
cytoplazmy tzw. nici preinfekcyjne, przez ktore
beda si¢ przemieszczaé nici infekcyjne w kie-
runku primordium brodawki (Van Brussel et al.
1992). Nici preinfekcyjne wyznaczaja Sciezke
niciom infekcyjnym poprzez komorki kory
korzenia.

WZROST NICI INFEKCYJNYCH
W ROSNACEJ BRODAWCE

Nici infekcyjne maja za zadanie ,,przenies¢”
bakterie z wloénikéw poprzez komorki kory do
primordium brodawki, a nastgpnie uwolnic je
do cytoplazmy komérki gospodarza. Nici infek-
cyjne rozwijajace si¢ z wlosnikow korzeniowych
rosng szczytowo i muszg wzrasta¢ 1 rozciagac
sig, uzywajac tych samych mechanizmow, ktore
umozliwialy wzrost wlosnikéw zanim nastapita
infekcja (Gage 2004). Komorki srodkowe pri-
mordium, przez ktore nie przeszly nici infek-
cyjne, odroznicowuja si¢ 1 tworzg merystem
brodawki, ktory nastgpnie rozwija sig¢ dystalnie
do rosnacej sieci nici infekeyjnych (Geurts, Bis-
seling 2002).

Proces przemieszczania sig nici infekcyjnych
z komorki do komorki nie jest jeszcze w pehni
poznany. Uwaza si¢, ze nastgpuje to wskutek
czesciowej degradacji $cian komorek gospo-
darza (Bakhuizen et al. 1988, Van Spronsen et al.
1994) (Ryc. 4).

Cytoszkielet rosliny kontroluje orientacje
wzrostu nici poprzez kierowanie pgcherzykow
zawierajacych pektyny do jej szczytu (Rae et
al. 1992). Uwaza sig¢, ze wzrost nici infekcyj-
nych polega na wydzielaniu glikoprotein matriks
sciany do wnetrza nici (Rathbun et al. 2002)
oraz na intensywnym namnazaniu si¢ ryzobiow
w poblizu konca nici infekcyjnych (Gage 2002).
Bakterie blizej szczytu nici infekeyjnej aktywnie
rosna, pozostale raczej sa statyczne (Gage 2002).
Wzrost nici infekeyjnych zalezy rowniez od
utrzymania w odpowiednim stanie matriks nici.
Brewin (2004) zaproponowatl przedstawiony po-
nizej (Ryc. 5) model wzrostu nici infekcyjnych
w oparciu o stopien kondensacji matriks nici
i wlasciwosci ekstensyn.

Wydtuzanie nici infekcyjnych wykazuje
pewne wspodlne cechy ze wzrostem lagiewki
pytkowej (Gualteri, Bisseling 2000). Potwierdza
to fakt, ze wezesne noduliny ENODS wykazuja
duze podobienstwo do genu PO22; ktérego
ekspresja zachodzi w ziarnach pytku przed
kietkowaniem (Wu et al. 1996). Proces wzrostu
i wydhuzania nici infekcyjnych zwiazany jest
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rowniez z aktywnoscig ekspansyn (Sujkowska
et al. 2007), biatek sciany komorek roslinnych.
Ekspansyny odgrywaja wazna rolg we wzroscie
i roznicowaniu tkanek oraz organow roslinnych
(Chao, Kende 1998). Uwaza sig, Ze biorg one
udzial we wszystkich tych procesach, ktore
wymagaja rozluznienia i modyfikacji struktury
$ciany komorkowej. Ekspansyny posiadaja nie-
zwykla zdolnos$¢ rozluzniania struktury Sciany
komoérkowej w warunkach in vitro i in vivo
(Cosgrove 1989, Mc Queen-Mason et al. 1992,
Cosgrove 1999, Li et al. 2002, Yennawar et al.

Ryc. 4. Przerastanie nici infekcyjnej przez sciang komorkowa
(wg Bakhuizen et al. 1988, zmienione). [ - proces rozpoczyna
si¢ po fuzji blony otaczajacej szczyt nici z blong komorkowa.
Dodatkowy poklad $ciany pojawia si¢ zardwno po stronie
nici infekeyjnej jak i infekowanej komorki; 1T — w trakcie
przerastania nici przez Sciang komorkowa gospodarza ni¢
traci swoja tubularng strukturg. Komorki ryzobiow otacza
matriks nici i stopniowo przemieszczajq si¢ poprzez sciang
komorkowa gospodarza do infekowanej komorki: 111
migracja ryzobiow ustaje w momencie osiagnigcia przez
szczyt nici $ciany komérkowej infekowanej komorki; 1V -
obydwie $ciany komorkowe gospodarza ulegaja degradacji
w rejonie przemieszczania nici infekeyjnej. Blona otaczajaca
szczyl nici infekeyjnej ulega pofaldowaniu w nastepstwie
przylaczania licznych pecherzykow z aparatow Golgiego:
V — wzrost nici infekcyjnej po stronie infekowanej komorki
rozpoczyna uwypuklenie blony komdrkowej gospodarza. Pe-
cherzyki z aparatow Golgiego dostarczaja materiat zarowno
do syntezy sciany nici jak i blony otaczajacej jej wierzcholek.
AWL,, AWL, - dodatkowy poklad $ciany komorkowej:
ITW,, ITW, — $ciana nici infekcyjnej; mx — matriks nici
infekeyjnej: PM,, PM, - blona komorkowa.

Fig. 4. Wall crossing by an infection thread (Bakhuizen et al.
1988, modified). | — the process started with a fusion of the
thread membrane at the thread apex with the host cell plasma
membrane. Deposition of additional wall layer occurred both
at the flattened infection thread wall and at the infected cell;
I — During its growth along the host wall the infection thread
lost its tubular structure. The rhizobial cells are surrounded by
thread matrix and gradually migrate through the cell wall into
the infected cell; 111 — the migration of the rhiozbium ceases
as soon as the infection thread tip reaches the cell wall of
infected cell; IV — both host cell walls undergo degradation
in the region of infection thread penetration. The thread tip
membrane invaginates due to fusion of many vesicles derived
from Golgi; V — infection thread growth from a penetration
site started with an invagination of host plasma membrane.
The Golgi-derived vesicles supply material for infection
thread wall syntesis and/or membrane of thread tip. AWL,,
AWL,; —additional cell wall layers; ITW,, ITW, — infection
threads wall; mx — infection threads matrix, PM,, PM,
plasma membrane.
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Ryc. 5. Model wzrostu nici infekeyjnej (IT) (Brewin 2004, zmienione). Wzrost IT ma miejsce na jej szczycie. Poczatkowo
matriks nici jest w postaci plynnej i bakterie moga w niej rosna¢ i namnazac si¢ (Gage 2002). W przyblizeniu 60 um za
punktem wzrostu na szczycie nici bakterie przestaja si¢ dzieli¢ i matriks nici ulega ,,usieciowieniu™ wskutek dziatalnosci m.in.
ekstensyn. Rozgalezione fancuchy arabinogalaktanu umozliwiaja przeksztalcenie ekstensyn z formy biatek rozpuszczalnych,
w bardziej typowa forme ekstensyn przy udziale nadtlenku wodoru i przeksztalceniu ptynnej matriks w stala (Herouart et al.
2002). Sterowanie poprzez sprzgzenie zwrotne, kontrolujace ilos¢ zwiazanych bialek przez nadtlenek wodoru, wpltywa na
wzrost nici infekeyjnej (Shaw, Long 2003). Bakteryjne zewnatrzkomorkowe polisacharydy pomagaja w utrzymaniu matriks
nici w stanie ptynnym. Dysmutaza ponadtlenkowa i inne enzymy bakteryjne moga utatwia¢ przetrwanie bakteriom w obec-
nosei nadtlenkéw (Santos et al. 2001). Bakterie w nici kontynuuja wydzielanie czynnika Nod lub moga istnie¢ jeszeze inne
czynniki regulujace wzrost nici.

Fig. 5. Model of the growth of an infection thread (IT) (Brewin 2004, modified). IT growth is located at its apex. Initially,
the matrix is a fluid phase and the bacteria are able to divide (Gage 2002). Approximately 60 um behind the growing point
on thread apex rhizobial cells cease to divide, and thread matrix becomes solidified as a result of protein cross-linking
(extensin). Cleavage of the arabinogalactan side chains would convert extensin from a soluble glycoprotein into a more
conventional extensin by peroxide, thus promoting the fluid-to-solid transition (Herouart et al. 2002). Feedback control
systems, that regulate the rate of protein cross-linking by peroxide, could modulate infection threads growth (Shaw, Long
2003). Bacterial extracellular polysaccharides keep the matrix fluid. Superoxide dismutase and other bacterial enzyme systems
may help rhizobia to survive in the presence of peroxide (Santos et al. 2001). Bacteria within the thread continue to secrete
Nod-factor, or alternatively there may be another signal required for regulation of thread growth.

2006), nie wykazuja przy tym zadnej znanej
enzymatycznej aktywnosci (McQueen-Mason,

ekspresje genu ekspansyny LjEXP w zainfeko-
wanych korzeniach i w poczatkowych etapach

Cosgrove 1995). Mechanizm ich dziatania po-
zostaje nadal zagadkowy. Uwaza sig, ze biatka
te rozrywaja wiazania wodorowe pomigdzy
polisacharydami $ciany komodrkowej, umoz-
liwiajac ,$lizganie si¢” sasiadujacych poli-
merow wzgledem siebie. Immunolokalizacja
ekspansyny wykazala jej obecno$¢ w $cianie
nici infekcyjnych w trakcie rozwoju brodawek
korzeniowych grochu (Sujkowska et al. 2006).
U koniczyny stwierdzono wzrost ekspresji genu
ekspansyny MaFEXP1 zardbwno w korzeniach jak
1 w rosnacych brodawkach (Giordano, Hirsch
2004). Podobnie, u Lotus japonicus stwierdzono

rozwoju brodawek (Flemetakis et al. 2004).

W brodawkach typu niezdeterminowanego
merystem brodawki nie podlega infekcji. Nie-
przerwanie réznicuje nowe komorki i stop-
niowo oddala si¢ od korzenia. Za oddalajgcym
si¢ merystemem podazaja nici infekcyjne, infe-
kujac nowo podzielone komorki (Gage 2004).
Rozrosnigta sie¢ nici infekcyjnych tuz pod
merystemem tworzy tzw. strefg penetracji nici
infekeyjnych lub strefg 1 (Vasse et al. 1990,
Gage 2004) (Ryc. 6). W strefie tej bakterie
sporadycznie uwalniane sa z nici infekcyjnych
do cytoplazmy komorek brodawki, a nastgpnie
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Ryc. 6. Schemat przedstawiajacy brodawki typu niezdeterminowanego i zdeterminowanego. a — brodawka niezdeterminowana.
Centralng tkank¢ mozna podzieli¢ na pigc stref (Vasse et al. 1990). Za apikalnie umieszczonym merystemem wystepuje
strefa I (strefa nici infekeyjnych). W strefie II (strefa mlodej symbiozy) nastgpuje uwalnianie bakterii z nici 1 infekcja ko-
morek. Strefe przejsciowg II/111 charakteryzuje obecno$¢ duzych amyloplastow. Intensywny proces wiazania N, ma miejsce
w strefie 111 (wigzania azotu). Strefa IV (strefa starzenia) reprezentuje obszar, w ktorym ma miejsce degradacja bakteroidow.
Brodawke otaczaja tkanki peryferyczne: kora, endoderma i parenchyma. Ta ostatnia stanowi barier¢ dyfuzyjna, ktora re-
guluje ilo$¢ tlenu dostarczana do czesci centralnej brodawki. b — brodawka zdeterminowana. Komorki tkanki centralnej sg
w podobnym stadium rozwoju (Sprent, James 2007).

Fig. 6. Schematic of nodule structure in indeterminate and determinate nodule. a — indeterminated nodule. The central tissue
can be divided into five adjacent zones (Vasse et al. 1990). Zone I (infection threads penetration zone) is located just below
the apical meristem. In zone 1I (young infection zone) bacteria are released from the infection threads and cell infection
begins. The interzone II/111 is characterized by the presence of large amyloplasts. Intensive N, fixation process takes place in
the nitrogen fixation zone (11I). Zone IV (senescence zone) represents the region where bacteroids are degraded. The nodule
is surrounded by peripheral tissues: the nodule cortex, the nodule endodermis and the nodule parenchyma. The last one forms
a barrier for oxygen diffusion, which regulates amount of oxygen provided to the central part of the nodule. b — determinate
nodule. The cells in the central tissue have a similar developmental stage (Sprent, James 2007).

przeksztalcaja si¢ w wiazace azot czasteczkowy  sie¢ retikulum endoplazmatycznego oraz apa-

bakteroidy (Oke, Long 1999). W brodawkach
typu zdeterminowanego merystem funkcjonuje
krotko, jego komorki podlegaja infekeji i w od-
powiednim czasie ulega réznicowaniu w tkanke
bakteroidalna, ktéra nie wykazuje strefowosci
(Ryc. 6).

ENDOCYTOZA BAKTERII

Proces infekcji polega na endocytozie ko-
morek bakteryjnych z nici infekcyjnej do cyto-
plazmy komorek roslinnych, ktére nazywamy
komorkami zainfekowanymi (Albrecht et al.
1999). Infekowane sa komorki nowo podzie-
lone (Verma 1992). Bakterie uwalniane sg do
komorek, ktore posiadaja dobrze rozwinigty

raty Golgiego, tj. struktury niezbedne do syn-
tezy blon wykorzystywanych do tworzenia blon
peribakteroidalnych (Brewin 1998).

U grochu, jak i u innych roslin motylkowa-
tych wytwarzajacych brodawki korzeniowe typu
niezdeterminowanego, endocytoza bakterii ma
miejsce tylko ze szczytu nici infekeyjnej, po-
zbawionego $ciany komorkowej (Brewin 1998).
Najpierw rozrasta si¢ zakonczenie nici infek-
cyjnej, ktore osiaga Srednice okoto 10-25 um
i zawiera nawet 100 komorek bakteryjnych
(Brown, Walsh 1994). Nastgpnie sg one poje-
dynczo wprowadzane do cytoplazmy komorek
roslinnych w ten sposob, ze kazda z nich otacza
blona peribakteroidalna wykazujaca ciaglos¢
z blona komorkowa otaczajaca ni¢ infekcyjna
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(Tajima et al. 2000). W brodawkach wspiegi
wskutek taczenia si¢ blon peribakteroidalnych
i podzialéw komorek bakteryjnych, w jednym
pecherzyku (symbiosomie) moze wystgpowac
nawet kilkanascie komorek bakteryjnych
(Newcomb, Mclntyre, 1981). Oprocz komorek
bakteryjnych, ktore zajmuja centralng czegsé
symbiosomu w jego sktad wchodzi blona peri-
bakteroidalna oraz przestrzen peribakteroidalna
pomigdzy bakterig a blona (Vasse et al. 1990).
Symbiosom ma charakter pgcherzyka litycznego
(Brewin 1991). W przestrzeni peribakteroidalne;j
wystepuje bowiem wiele enzymoéw hydrolitycz-
nych: a-mannozydazy II, a-glukozydazy, pro-
teazy i inhibitory proteaz (Kinnback et al. 1987,
Brewin 1998), kwasne trehalazy (Mellor 1987)
oraz kwasdne fosfatazy pochodzace z aparatow
Golgiego (Brewin 1990). Enzymy te sg cha-
rakterystyczne dla wakuol (Mellor 1987). Pro-
cesowi uwalniania bakterii z nici infekcyjnych
towarzyszy podwyzszony poziom aktywnosci
bakteryjnej kwasnej fosfatazy (Sujkowska et al.
2006). Tg aktywno$é zlokalizowano w zewngtrz-
nych partiach bakterii oraz w niciach infekcyj-
nych. Enzym ten prawdopodobnie uczestniczy
w rozluznianiu struktury $ciany nici w trakcie
endocytozy bakterii do komorki gospodarza.

U prymitywnych roslin motylkowatych np.
Andira, bakterie nie zostaja uwolnione z nici do
cytoplazmy i nie tworzg symbiosoméw (Faria de
et al. 1988). Proces wiazania azotu ma miejsce
w rozbudowanych tubularnych strukturach przy-
pominajacych nici (ang. fixation threads), ktore
pozostaja otoczone $ciang komodrkowa rosliny.
Podobne struktury wystgpuja w brodawkach
Parasponii (Ulmaceace) jedynej spoza rodziny
motylkowatych wchodzacej w symbioze z Rhi-
zobium (Hirsch, LaRue 1998).

KONTROLA INFEKCJI

Roslina-gospodarz kontroluje liczbg zainfe-
kowanych wilosnikow, przestrzenne rozmiesz-
czenie nici infekcyjnych oraz endocytozg bakterii
(Gage 2004). Rosliny moga ograniczaé rozprze-
strzenianie si¢ wirusowych, bakteryjnych i grzy-
bowych patogenéw poprzez reaktywne formy

tlenu (ROS; ang. reactive oxygen species), takie
jak: nadtlenek wodoru — H,0,, anionorodnik po-
nadtlenkowy — ‘O, i rodnik hydroksylowy —
‘OH, reaktywne formy azotu, synteze zwigzkow
fenolowych, bialek obronnych, zmiang struktury
$cian komoérkowych oraz przez programowana
$mier¢ komorki (Doke et al. 1996, Greenberg
1997, Herouart et al. 2002, Able 2003). Niektore
z tych reakcji obserwuje si¢ podczas symbiozy
roslin motylkowatych z ryzobiami (Benaben
et al. 1995). We wczesnych etapach procesu
powstawania brodawki ma miejsce synteza
ROS (Ramu et al. 2002). H,0, jest wykorzy-
stywany do tworzenia kowalencyjnych wigzan
poprzecznych, wzmacniajacych i stabilizuja-
cych strukturg scian komorkowych, poprzez
Scienne peroksydazy (Lamb, Dixon 1997). Cook
1 wspolpracownicy (1995) wykazali, Zze eks-
presja indukowanej przez ryzobia peroksydazy
(ripl) zachodzi we wczesnych etapach rozwoju
brodawek. Ekspresja tego genu poczatkowo ma
miejsce w epidermie korzenia, a nast¢pnie w pri-
mordium brodawki (Cook et al. 1995).

Pierwsze doniesienia dotyczace aktywnosci
syntazy tlenku azotu (NOS) u roslin pochodza
z badan nad brodawkami tubinu Lupinus albus
(Cueto et al. 1996). Aktywnos¢ NOS wykryto
w tkance przewodzacej brodawek i w tkance
bakteroidalnej. Ponadto, wykazano, Zze NO ha-
muje aktywnos¢ nitrogenazy, a w efekcie wig-
zanie azotu (Meyer 1981). Nie zostalo jednak
wyjasnione, jaki jest udzial NO w interakcjach
symbiotycznych.

Zahamowaniu wzrostu nici infekcyjnych
towarzyszy reakcja nadwrazliwosci (HR; ang.
hypersensitive reaction) rosliny. W takich sy-
tuacjach obserwuje si¢ w komorkach obec-
nos¢ biatek bogatych w hydroksyproling oraz
enzymow takich jak chitynaza, amoniakoliaza
fenyloalaniny i syntaza chalkonu, dwa kluczowe
enzymy szlaku produkcji fitoaleksyn (Hirsch
1992, Vasse et al. 1993). Zahamowanie wzrostu
nici infekcyjnych obserwuje si¢ rowniez w kom-
patybilnych interakcjach symbiotycznych (Vasse
et al. 1993). Piihler i wspolpracownicy (1991)
wykazali, ze w $cianach komorkowych ko-
morek, w ktorych zahamowany byl wzrost nici



infekcyjnych wystgpowaly zwiazki fenolowe.
Akumulacja zwiazkéw fenolowych w dcianie
komérkowej wskazuje na jej pozniejsza ligni-
fikacje. W obecnosci niekompatybilnych ryzo-
biow stwierdzono syntezg fitoaleksyn (Niehaus
et al. 1993), fenoli i ligniny (Peretto et al. 1994)
oraz akumulacje¢ ekstensyn (Benhamou et al.
1991). Dzigki tego typu reakcjom obronnym
roslina moze zahamowac¢ wzrost nici infekcyj-
nych i kontrolowa¢ przebieg infekcji, a tym
samym liczbe brodawek (Vasse et al. 1993,
Gage 2004).

PODSUMOWANIE

Specyficznos¢ symbiozy roslin motylkowa-
tych z ryzobiami opiera si¢ na cigglym mole-
kularnym dialogu pomigdzy oboma partnerami.
W poczatkowym etapie rosliny motylkowate
wydzielaja flawenoidy, ktére uaktywniajg geny
NOD ryzobiow, w efekcie czego produkowany
bakteryjny czynnik Nod wywoluje skrgcanie
wloénikow korzeniowych, podziaty komorek
kory i tworzenie nici infekcyjnych (Limpens,
Bisseling 2003). Nici infekcyjne o unikalnej
strukturze sa efektem wspotpracy pomigdzy
partnerami. Stad wynikaja trudnosci w badaniu
udziatu rosliny i bakterii w rozwoju nici infek-
cyjnych. Proces infekcji przez bakterie jest $cisle
zalezny od zahamowania reakcji obronnych
rosliny-gospodarza, ktore moga zahamowac
rozw6j mikrosymbiontow w niciach infekceyj-
nych, a tym samym samych nici infekcyjnych,
powodujac przedwcezesne starzenie brodawek.
Wprowadzenie nowych technik badawczych po-
zwoli wyjasnié, ktore czynniki bakteryjne i ro-
§linne zwigzane z tym procesem sg konieczne
dla funkcjonowania efektywnej symbiozy.
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