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Streszczenie: Uklad symbiotyczny pomigdzy roslinami motylkowatymi (Fabaceaae L.),
a Gram-ujemnymi bakteriami Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium i Sinorhizobium okreslan-
ymi og6lna nazwa rizobium, prowadzi do powstawania brodawek korzeniowych. Sa to wysoce
zorganizowane struktury, bedace nisza o zoptymalizowanych dla mikroorganizméw warunkach.
Wewnatrz nich, w odpowiedzi na produkowane przez bakterie czynniki nodulacji — Nod (ang.
Nodulation Factors, NF), dochodzi do wigzania azotu atmosferycznego. Morfogeneza brodawek
korzeniowych jest kontrolowana lokalnie, sprz¢zeniem zwrotnym pomig¢dzy bakteryjnym symbion-
tem 1 gospodarzem oraz systemowo, dzigki funkcjonowaniu systemu autoregulacji nodulacji (ang.
Autoregulation Of Nodulation, AON). Oba mechanizmy znajduja si¢ pod kontrola fitohormonow,
a czynniki Nod utrzymuja ich odpowiedni balans, co warunkuje skuteczne wyksztatcenie brodawek
korzeniowych. Na uwage zastuguje fakt, ze rizobia wykazuja zdolno$¢ syntezy fitohormonow, przez
co moduluja efektywnos$¢ symbiozy. Dotychczasowe publikacje polskojezyczne przedstawiajg bio-
chemiczne i molekularne podstawy symbiotycznych oddziatywan bakterii i ro$lin, natomiast ninie-
jsza praca podejmuje to zagadnienie w kontek$cie hormondw. Artykut ukazuje aktualne informacje
dotyczace udziatu kwasu abscysynowego, auksyn, brassinosteroidow, cytokinin, giberelin, etylenu
i jasmonian6w w kontroli procesu nodulacji.

Stowa kluczowe: nodulacja, fitohormony, brodawki korzeniowe, rizobia, czynniki Nod

Summary: The symbiosis between legumes (Fabaceae L.) and Gram-negative bacteria Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium i Sinorhizobium called rhizobium, leads to the formation of nodules.
These are highly organized structures that are niches with optimal for microorganisms conditions.
Within them, in response to nodulation factors Nod (NF) produced by bacteria, atmospheric nitrogen
fixation takes place. The morphogenesis of nodules is controlled locally — by feedback between bac-
terial symbiont and host plant, and systemically — through the autoregulation of the nodulation system
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(AON). Both mechanisms are controlled by phytohormones, and Nod factors maintain their proper
balance, which determines the successful development of nodules. Even more noteworthy is the fact,
that rizobia have the ability to synthesize phytohormones, thus modulate the effectiveness of symbio-
sis. So far, Polish publications describe the biochemical and molecular basis of plant-microbe symbi-
otic interactions, whereas this manuscript presents this subject in the context of hormones. Our paper
summarized the current state of knowlege on the contribution of abscisic acid, auxin, brassinosteroids,
cytokinins, gibberellins, ethylene and jasmonates in the control of nodulation.
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WPROWADZENIE

W odpowiedzi na czynniki stresowe, np. gtdd azotowy lub zwiazki osmo-
tycznie czynne, korzenie roslin motylkowatych (Fabaceaae L.) wydzielaja do
ryzosfery betainy i flawonoidy — chemoatraktanty specyficzne dla okreslonych
gatunkdw, a nawet szczepoOw mikrosymbiontow [14]. Substancje te sg obficie wy-
dzielane nie tylko bezposrednio w miejscu inokulacji, ale takze przez wierzcholek
korzenia i w peini rozwinigte wtosniki korzeniowe. Podczas inicjacji infekcji ri-
zobia wydzielaja rikadhezyng, ktora wigze jony Ca’" i zewnatrzkomorkowe poli-
sacharydy na powierzchni wlo$nika, co pozwala na ich przyleganie. Czynnikiem
sprzyjajacym adhezji bakterii do wtosnika sa takze produkowane przez rosling
glikoproteiny — lektyny. W kolejnym etapie bakterie syntetyzujg celulozowe fi-
bryle tworzace biofilm na wierzchotku wtosnika [50].

Flawonoidy oddziatuja z bialkiem NodD (ang. Nodulin D), ktére taczac sig
do konserwatywnych sekwencji nod box wystepujacych w regionach promoto-
rowych genow brodawkowania (ang. nodulation genes, nod) stymuluje ich ak-
tywnos$¢ transkrypcyjna. Nalezacy do tej grupy gen NodD jest jedynym, ktory
ulega konstytutywnej ekspresji zarowno u bakterii wolnozyjacych, jak i beda-
cych w symbiozie z gospodarzem [38]. W komorkach ryzodermy, w odpowiedzi
na lipochitooligosacharydowe czynniki Nod, dochodzi do alkalizacji cytozolu
i depolaryzacji btony komorkowej wywotanej krotkotrwatym naptywem jonow
Ca?". Oscylacje wapniowe, a takze wyptyw jonow Cl- i K* z komoérki, prowadza-
ce do zmiany organizacji cytoszkieletu aktynowego, inicjujg deformacje wlosni-
kéw [50]. Moze to zachodzi¢ wskutek zahamowania wzrostu $ciany komorkowe;j
i skrecenia wlo$nika w miejscu przylegania bakterii. Funkcjonuje rowniez me-
chanizm, w ktorym po przeciwnej stronie zainfekowanego miejsca, ekspansywny
rozwoj $ciany komorkowej wywotuje skrecenie korzeni wtosnikowych i uformo-
wanie tzw. ,,laski pasterza” [50].

Czynniki Nod tacza si¢ ze zlokalizowanymi w epidermie korzenia recepto-
rami typu kinaz LysM (ang. receptor-like kinase), gdzie uruchamiajg szlak prze-
kazywania sygnatu prowadzacy do wytworzenia brodawki [58]. Brodawki nie-
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zdeterminowane, charakteryzujace si¢ trwalg aktywno$cig merystemu, powstaja
na skutek podzialdow wewnetrznej kory korzenia, natomiast zdeterminowane,
o zahamowanej aktywno$ci komorek merystematycznych, zostaja wyksztalco-
ne w korze zewngtrznej. Rizobia tworza w brodawkach wigzace azot baktero-
idy [50]. Produkty genéw Nod stymuluja w roslinie aktywnos¢ transkrypcyjna
wezesnych (ang. Early Nodulin, ENOD) i péznych (NOD) genéw nodulinowych.
Ekspresja genow ripl (ang. rhizobium-induced peroxidase), ENODI2 i ENODS5
nastepuje juz po kilku godzinach od infekcji. P6zne geny nodulinowe sa aktyw-
ne bezposrednio przed lub podczas wigzania azotu, a nalezg do nich m.in. geny
kodujace grupe prostetyczng leghemoglobiny. Jest to enzym, ktory odpowiada za
utrzymanie optymalnego poziomu tlenu bez wytworzenia nadmiernego cis$nienia
parcjalnego tego pierwiastka, co mogtoby uszkodzi¢ nitrogenaze i w konsekwen-
cji zahamowa¢ wigzanie azotu [21].

KWAS ABSCYSYNOWY

Dane dotyczace udziatu kwasu abscysynowego (ang. Abscisic Acid, ABA)
w procesie nodulacji nie sg jednoznaczne. Wyniki analiz fizjologicznych z zasto-
sowaniem syntetycznego fitohormonu potwierdzaja, ze hamuje on tworzenie bro-
dawek korzeniowych, m.in. u Medicago truncatula, Trifolium repens, Phaseolus
vulgaris 1 Lotus japonicus [4, 9, 53, 56]. Podanie inhibitora biosyntezy ABA —
abaminy, zwicksza ilo$§¢ wytwarzanych brodawek oraz stopien wigzania azotu
u L. japonicus i T. repens [53, 56]. Wyzsze st¢zenie endogennego ABA w brodaw-
kach korzeniowych réznych gatunkéow roslin motylkowatych, w poréwnaniu do
sasiadujacych tkanek, wskazuje jednak na jego nieodzownos¢ dla prawidlowego
rozwoju tych struktur [11]. Te rozbiezne informacje sugeruja, ze rola ABA nie
ogranicza si¢ do okreslonego etapu procesu nodulacji. Nie mozna rowniez wyklu-
czy¢, ze jego dziatanie zwigzane jest z indukcja odpowiedzi stresowych.

Kwas abscysynowy hamuje deformacje wlosnikow warunkujacg tworzenie
zawiazkow brodawek u 7. repens [52], natomiast u M. truncatula wstrzymuje
infekcj¢ i obniza ekspresje genow nodulacji (ENODII, RIPI) oraz czynnikow
Nod, ktére indukujg fluktuacje poziomu wewnatrzkomorkowego Ca’" we wlosni-
kach [9]. Jest to mechanizm wplywajacy zarowno na infekcje, jak i sam rozwoj
brodawek, uruchamiany najprawdopodobniej w warunkach stresowych, w celu
zmniejszenia kosztow wysokoenergetycznego procesu ich tworzenia. Odmienne
rezultaty uzyskano w badaniach prowadzonych na Medicago sativa, gdzie ABA
aplikowany na korzenie przed zadziataniem stresu solnego zwickszal efektyw-
no$¢ wigzania azotu. Jak wykazano, spowodowane to byto aktywacja enzymow
antyoksydacyjnych [37]. Co wigcej, ABA jako sygnal stresu suszy, redukujac
ilos¢ 1 aktywnos$¢ leghemoglobiny, m.in. u Pisum sativum i P. vulgaris zaburza
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dyfuzje tlenu w brodawkach korzeniowych, czego konsekwencja jest zahamowa-
nie dziatania nitrogenazy katalizujacej wigzanie azotu [36].

Odwrocenie inhibicyjnego dzialania ABA na tworzenie brodawek korzenio-
wych obserwowano u niewrazliwego na ten hormon mutanta L. japonicus — Bey-
ma. Charakteryzowal si¢ on obnizonym turgorem, jednak wytwarzat taka samag
ilos¢ brodawek w odpowiedzi na egzogenny ABA, jak rosliny o normalnym fe-
notypie [4]. Nalezy zaznaczy¢, ze brodawki te byly mniejsze. Podobng zaleznos¢
zaobserwowano u niewrazliwego na ten fitohormon mutanta L. japonicus (ang.
enhanced nitrogen fixation 1, enfl) charakteryzujacego si¢ podwyzszonym stop-
niem nodulacji oraz efektywnoscig wigzania azotu [56]. Powyzsze dane potwier-
dzaja wczesniej postawionag hipoteze zaktadajaca nicodzownos¢é ABA do prawi-
dtowej morfogenezy brodawek.

Przejawem mutacji genu LATD u M. truncatula jest uszkodzenie merysteme-
mow korzeni oraz brodawek. Rosliny te wprawdzie wykazuja podobna do typu
dzikiego zawarto$¢ ABA, jednak sg na niego mniej wrazliwe. Na skutek zaha-
mowania aktywnosci komorek merystematycznych tworzone sg u nich mniejsze
brodawki, ale proces samej inicjacji zawigzkow tych struktur nie jest zaburzony.
Swiadczy to o zaangazowaniu ABA w regulacje pozniejszych etapéw ich rozwoju
[26]. Podanie tego fitohormonu mutantom Glycine max (nodl-3) o podwyzszo-
nym stopniu nodulacji obniza poziom izoflawonoidow, co negatywnie wptywa na
ilo$¢ tworzonych brodawek. Dodatkowo wykazano, ze ABA dzialajac antagoni-
stycznie do cytokinin (CK), hamuje podziaty komorek kory, przez co ogranicza
morfogenez¢ brodawek.

Rizobia moga takze syntetyzowa¢ ABA, wplywajac nie tylko na sam przebieg
nodulacji, ale takze przyczynia¢ si¢ do wzrostu tolerancji roslin na stres. Cieka-
wa zalezno$¢ obserwowano u Rhizobium leguminosarum, u ktorego odpowiednio
niski poziom biosyntezy ABA i wysoki giberelin oraz auksyn podnosi biomase¢
gospodarza uprawianego w warunkach suszy [2]. Fakt, ze ABA nie stanowi ele-
mentu AON (ang. Autoregulation Of Nodulation), a dziata jedynie lokalnie [4]
oraz rozbiezno$¢ uzyskiwanych wynikow badan fizjologicznych, nie pozwalaja
na precyzyjne okreslenie mechanizmu dziatania tego fitohormonu.

AUKSYNY

Prawidtowy transport auksyn warunkujacy ich optymalny poziom w tkankach
jest kluczowy dla wszystkich etapow nodulacji. W rozwijajacym si¢ organie musi
by¢ zachowany odpowiedni gradient st¢zenia tych fitohormonow, ktory pozwala
na utrzymanie rOwnowagi pomig¢dzy szybkoscig podziatow komorkowych, a r6z-
nicowaniem. Wptyw auksyn na rozwoj brodawek zalezy od st¢zenia zastosowa-
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nego roztworu, miejsca jego aplikacji, fazy rozwoju korzenia, a takze interakcji
z innymi fitohormonami. Wysoki poziom kwasu indolilo-3-octowego (ang. In-
dole-3-Acetic Acid, IAA) wystepuje w zawigzkach brodawek korzeniowych M.
truncatula, G. max i L. japonicus, jednak z drugiej strony, auksyny aplikowane
na korzenie hamujg powstawanie brodawek. Wykazano, ze w strukturach o nie-
zdeterminowanym typie wzrostu, np. u M. truncatula, inicjacja nodulacji zwia-
zana jest z zatrzymaniem przeptywu auksyn, za co odpowiadaja czynniki Nod
oraz produkowane w komorkach kory flawonoidy [33, 61]. Dodatkowo, wyniki
uzyskane u Arabidopsis thaliana wskazuja, ze flawonoidy moga wptywac na ak-
tywnos¢ peroksydaz, ktore katalizujg utlenianie auksyn, jednak dotychczas nie
wykazano do$wiadczalnie funkcjonowania takiej zaleznosci podczas nodulacji.
W przypadku brodawek zdeterminowanych, m.in. u G. max proces ten nie zalezy
od przemieszczania si¢ auksyn. Warto nadmienié¢, ze w parenchymie obu typow
brodawek zaobserwowano ekspresje genu odpowiedzi na IAA, ktérego produkt
determinuje miejsce rozwoju naczyn przewodzacych [51].

Akumulacja auksyn podczas inicjacji brodawek korzeniowych zwigzana jest
przede wszystkim ze zmniejszeniem ich eksportu przy udziale biatka z rodziny PIN
1 PGP. Za import tych fitohormonéw odpowiadajg z kolei biatka z rodziny pereme-
azy aminokwasowej AUX1 (ang. Auxin resistant 1), LAX (ang. LikeAUXI) i PGP4
oraz MDR/PGP (ang. Multidrug Resistance/P-Glycoprotein) [39]. Lokalizacje¢
i ekspresj¢ genow PIN mozna modulowa¢ doswiadczalnie stosujac inhibitory trans-
portu auksyn. Zaréwno syntetyczny kwas N-naftylopalmitynowy (NPA), jak i kwas
2,3,5-trijodobenzoesowy (TIBA) powoduja tworzenie pseudobrodawek korzenio-
wych u M. truncatula, nawet bez infekcji rizobiow [20]. Sugeruje to, ze inhibicja
transportu auksyn jest wystarczajaca do uruchomienia programu nodulacji.

Podstawg funkcjonowania AON jest bazypetalny transport auksyny. Mutant
M. truncatula (sunnl) charakteryzujacy si¢ zwickszong zdolnoscig przemieszcza-
nia tego fitohormonu z pedu do korzeni, nie zatraca tej zdolnosci po inokulacji
rizobiami, tak jak ma to miejsce w przypadku roslin typu dzikiego. Podanie in-
hibitorow transportu auksyn redukuje ilo§¢ brodawek wytwarzanych przez sunnl
[47]. Nie zbadano jednak podobnej zalezno$ci u innych gatunkow roslin.

Auksyny moga by¢ syntezowane przez rizobia. Mutacja w genach szlaku
biosyntezy tych fitohormonow u Rhizobium sp. NR234 powoduje obnizenie ich
zawartosci w brodawkach korzeniowych i prowadzi do zahamowania wigzania
azotu. Natomiast intensywna produkcja auksyny moze zwigkszaé efektywnosc
nodulacji [49]. Mechanizm tego zjawiska nie zostat dotad poznany. Niezwykle
ciekawym i nieopisanym zagadnieniem, jest wptyw auksyny produkowanej przez
mikrosymbionty na budowe korzenia i nodulacj¢. Nie mozna wykluczy¢, ze wy-
twarzane w ten sposob fitohormony stymuluja wzrost wydtuzeniowy tego organu,
co zwigksza prawdopodobienstwo powstania brodawek.
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BRASINOSTEROIDY

Brasinosteroidy (BR), stanowiace grupe ponad 70 zwigzkow polihydroksylo-
wanych pochodnych steroli, regulujg symbioze brodawkowa. Obecnie wiadomo,
ze egzogenne BR stymuluja proces nodulacji oraz wigzania azotu u P. sativum i G.
max. Podobnie jak w przypadku innych fitohormonéw, ich dziatanie zalezy od ro-
dzaju BR oraz czasu i miejsca aplikacji [12, 48, 55]. Inkubacja nasion Lens culina-
ris w roztworze 28-homobrassinolidu skraca dlugos¢ korzenia i zmniejsza liczbg
tworzonych brodawek, ale z drugiej strony podnosi aktywnos$¢ reduktazy azota-
nowej [18]. Odmienne rezultaty obserwowano u P. sativum, u ktorego traktowa-
nie nasion 24-epibrassinolidem zwicksza stopien nodulacji, $wiezg i sucha mase
brodawek oraz aktywno$¢ nitrogenazy [48]. Podobne efekty przyniosto nawozenie
dolistne epibrassinolidem u Arachis hypogaea 1 P. vulgaris, przy czym u drugie-
go z gatunkdéw to samo dziatanie wywoluje homobrassinolid [59, 60]. Podanie BR
na korzen mutanta Glycine (en6500), wytwarzajacego nadmierng ilos¢ brodawek,
hamuje nie tylko ich morfogenezg, ale takze wzrost samego organu, a efekt ten od-
wraca inhibitor ich biosyntezy [36]. Podobne zmiany na poziomie fizjologicznym
zaobserwowano, gdy BR aplikowano na liscie, skad prawdopodobnie sg transporto-
wane do korzenia. Byly to pierwsze dane wskazujace, ze przemieszczanie si¢ tych
fitohormondéw w pedzie moze posrednio wptywaé na efektywnos¢ nodulacji.

Poczatkowo uwazano, ze BR wykazuja dziatanie systemiczne i sg czasteczkami
sygnatowymi w AON, jednak taka funkcje wykluczajg wyniki badan prowadzonych
na mutantach P, sativum (nod3, sym28, sym29) z uszkodzonym systemem autoregu-
lacji. Charakteryzuja si¢ one nadmiernym wytwarzaniem brodawek, a BR nie wpty-
wajg u tych roslin na ekspresje¢ genow uczestniczacych w AON [13]. Sporna kwestia
udziatu omawianych fitohormonow w regulacji systemowej wymaga dalszych analiz,
zwlaszcza na poziomie molekularnym. Ich rezultatem jest m.in. stwierdzenie, ze wa-
runkiem koniecznym do zaj$cia procesu nodulacji jest percepcja BR, poniewaz mu-
tacje w genach bedacych elementami szlaku transdukcji ich sygnatu (LK, LKB, LKA)
redukuja ilo$¢ korzeni bocznych oraz wielko$¢ brodawek u P, sativum [12]. Obecny
stan wiedzy nie wyjasnia, ktore z obserwowanych efektow sa wynikiem bezposred-
niego dzialania BR, a w ktorych procesach moga one jedynie posredniczy¢ wchodzac
w interakcje z innymi fitohormonami. Przyktadem jest zwickszanie ekspresji gendw
PINu A. thaliana, co umozliwia polarny transport IAA warunkujacy nodulacje [45].

CYTOKININY

Cytokininy bedace izopentenylowymi pochodnymi adeniny uczestniczg w ini-
cjacji nodulacji, podziatach komérek kory w korzeniu, samej organogenezie bro-
dawek, a takze regulacji aktywnos$ci gtownych enzymow wiazacych azot atmosfe-
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ryczny. Percepcja CK w komérkach kory korzenia warunkuje inicjacj¢ nodulacji.
W przekazywanie sygnatu tych fitohormonéw zaangazowany jest gen MtLOGI
(ang. LONELY GUY), ktorego biatkowy produkt kontroluje inicjacje¢ i roznicowanie
oraz liczbg powstajacych brodawek [34]. Podczas inicjacji dochodzi do aktywacji
genow odpowiedzi na CK. W niezdeterminowanym typie brodawek ma to miejsce
w wewnetrznych komorkach kory, podczas gdy w tych o ograniczonym typie wzro-
stu, w jej zewnetrznych warstwach [19, 28, 42]. Nie wiadomo jednak czy zjawisko
to wynika ze zwigkszenia wrazliwo$ci komorek na CK, czy rowniez podniesienia
tempa ich biosyntezy. Co ciekawe, Mortier i wspolpracownicy [34] wykazali, ze
u M. truncatula w pierwszej fazie percepcji CK jednoczesnie wzrasta ich biosynte-
za. Autorzy postuluja, ze do rozwoju brodawek korzeniowych wymagana jest syn-
teza tych fitohormonow de novo.

Odpowiedz rosliny na hormon zalezy od stanu kompetencji, tj. wrazliwos$ci
komorki lub tkanki wynikajacej z obecnosci specyficznych receptorow. Wycisze-
nie genu MtCRE1 (ang. Cytokinin Responsel) kodujacego receptor CK u M. trun-
catula, prowadzi do wytworzenia wigkszej ilosci korzeni bocznych i mniejszej
liczby brodawek w poréwnaniu do typu dzikiego. U L. japonicus gen LHK1 (ang.
Lotus Histidine Kinase 1) koduje receptor CK bedacy btonowa, histydyno/aspara-
ginianowa kinazg biatkowa, indukujaca w komorkach kory korzenia ekspresje ge-
noéw Nod (ang. Nodulation Signaling Pathway2, NSP2) i1 NIN (ang. Nodule Incep-
tion), ktorych produkty tacza si¢ z promotorami genow wczesnej nodulacji [58,
46]. Defekt w genie LHK u mutanta Ait] powoduje utrate aktywnos$ci kinazowej,
co prowadzi do zatrzymania podziatlow komorek kory, czego konsekwencja jest
brak brodawek. Potwierdzajg to wyniki badan Held’a i wspdlpracownikow [19],
wedhug ktorych LHK1 po wniknigciu bakterii moze posredniczy¢é w przekazy-
waniu sygnatu z epidermy do kory. Nadekspresja LHKI u mutanta snf2 skutku-
je spontanicznym tworzeniem si¢ brodawek bez infekcji bakteryjnej. Nie mozna
wiec wykluczy¢, ze proces inicjacji jest kontrolowany przez inne receptory. Mu-
tanty L. japonicus (hitl-1, [hkl) i M. truncatula (ang. cytokinin responsel, crel)
wykazujace zaburzenia w percepcji CK nie sg zdolne do tworzenia primordiow
brodawek korzeniowych [15, 35, 40]. Dodatkowo warto zaznaczy¢, ze mutacja
crel powoduje zmiany w poszczegolnych strefach starszych brodawek, co wska-
zuje, ze CK sg wazne rowniez nie tylko w poczatkowych, ale i p6zniejszych eta-
pach ich rozwoju.

Istotne jest, ze jesli CK syntetyzowane sg we floemie pedu — hamujg nodula-
cje, jednak wpltywajg pozytywnie na ten proces gdy produkowane sg niezaleznie
od AON w korzeniu. Sasaki i wspotpracownicy [46] potwierdzili, ze ekspresja
genu LjIPT3 (ang. Isopentenyl Transferase3) kodujacego transferaze izopente-
nylowa u L. japonicus, ktora jest odpowiedzialna za syntez¢ CK podczas nodu-
lacji, koreluje z podwyzszong ich synteza zarowno w pedzie, jak i korzeniu. Gen
LjIPT3 aktywny transkrypcyjnie w korzeniu indukuje powstawanie brodawek,
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natomiast w pedzie wptywa negatywnie na nodulacje [7, 43, 45]. Ponadto, jego
ekspresje w pedzie, inaczej niz w korzeniu, warunkuje percepcja CK przy udziale
kinazy HAR1.

Infekcja bakteryjna u L. japonicus zapoczatkowuje akumulacj¢ peptydow CLE-
-RS1/2 w korzeniach. Biatka te transportowane sg do pedu, gdzie tacza si¢ z recep-
torem HAR1, czego efektem jest produkcja CK. Utworzenie kompleksu CLE-RS1/
2-HARI1 dodatkowo powoduje nagromadzenie czasteczek SDI (ang. Shoot-Derived
Inhibitor). Te z kolei przemieszczaja si¢ do korzenia, w ktérym hamujg brodaw-
kowanie [46]. Pula aktywnych CK jest u L. japonicus regulowana aktywnoS$cig
oksydaz/dehydrogenaz cytokininowych (ang. Cytokinin oxidase/dehydrogenase,
CKX3), ktére odpowiadaja za obnizanie ich poziomu w korzeniu. We wczesnej fa-
zie inicjacji nodulacji dochodzi do indukowanej czynnikiem Nod ekspresji genu
Ckx3, ktéra utrzymuje si¢ na wysokim poziomie takze w p6zniejszych stadiach roz-
woju tych struktur [43].

Cytokininy reguluja proces brodawkowania wspotdziatajac z innymi fitohor-
monami, w tym etylenem (ET) i [AA. Wykazano, Ze stabilizujg syntaz¢ ACC kata-
lizujaca przeksztatcenie S-adenozynometioniny (SAM) w kwas 1-aminocycklopro-
pano-1-karboksylowy (ACC) — bezposredni prekursor ET. Fitohormon ten hamuje
rozw0j infekcji, organogeneze brodawek i wigzanie azotu [43]. Cytokininy modulu-
jac ekspresje genéw PIN zwiazanych z transportem [A A wptywaja na rozwdj korze-
ni bocznych u Arabidopsis 1 infekcjg rizobiow u M. truncatula [32, 40]. Dziatanie
CK zalezy od stopnia wrazliwosci tkanek na IAA. Nadekspresja miRNA160 u G.
max, skutkujaca zwigkszeniem kompetencji komorek na IAA negatywnie wptywa
na ekspresje genow indukowanych przez CK [57].

Warto nadmieni¢, ze istnieje mechanizm, ktory umozliwia wejscie w symbioze
mimo niesprzyjajacym ku temu warunkom, np. niewystarczajaca ilos¢ roslinnych
CK. Wykazano, ze indukcja podziatow komorek kory korzenia u M. sativa moze
by¢ zainicjowana CK syntetyzowanymi takze przez rizobia [8].

GIBERELINY

Wiele doniesien wskazuje na wysoka zawarto$¢ giberelin podczas nodulacji,
jednak nalezy zaznaczy¢, ze moga one zarowno stymulowacé, jak i hamowac ten
proces. Sa zaangazowane w skrecanie wtosnikow, powstanie nici infekcyjnych
i primordium brodawki oraz prawidtowe wyksztatcenie stref nodulacji [16]. Roz-
wojowi brodawek korzeniowych towarzyszy akumulacja transkryptéw licznych
genow kodujacych enzymy zaangazowane w ich biosynteze, co warunkuje odpo-
wiednie stezenie giberelin w poszczegolnych tkankach, niezbedne do uzyskania
brodawek o prawidtowej strukturze. Podczas infekcji rizobiow, a takze w pozniej-
szej fazie rozwoju brodawek w lateralnej czesci korzeni Sesbania rostrata wyso-
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kiej ekspresji ulega SrGA4200x1 [27]. Ekspresja genow kodujacych 20. 1 3. oksy-
dazy giberelinowe u G. max oraz S. rostrata zalezy od czynnika Nod i zachodzi
we wcezesnych etapach inokulacji. Najwyzszy poziom aktywnosci transkrypcyjnej
obu genoéw zanotowano 12 godzin po indukcji [17]. W dojrzewajacych brodaw-
kach L. japonicus stwierdzono natomiast akumulacje transkryptu genu LjGA20x,
zaangazowanego w dezaktywacje GA [23].

Mutanty P. sativum (na) z obnizonym poziomem giberelin w korzeniach cha-
rakteryzuja si¢ mniejsza iloscig drobnych brodawek, pozbawionych leghemoglo-
biny i wykazujacych wiele nieprawidlowosci w budowie [12]. Nie wiadomo czy
efekt ten wynika z bezposredniego dziatania giberelin, czy np. wptywu inhibitora
nodulacji — ET, ktorego produkcja u mutanta na jest podwyzszona. Zahamowanie
biosyntezy ET poprzez podanie aminoetoksywinyloglicyny (AVG), zwigksza ilo$¢
brodawek, jednak nie przywraca mutantom na dzikiego fenotypu, tak jak ma to
miejsce po aplikacji GA. Uzyskane wyniki wskazuja, ze ich rola jest $cisle powigza-
na z ET i polega najprawdopodobniej na utrzymaniu odpowiednio niskiego stezenia
tego fitohormonu. Podwdjne mutanty na i genéow autoregulacji nodulacji (Psrdnl
—nod3, Psclv2 — sym28 oraz Psnark — sym29) wytwarzaja duzg ilo$¢ brodawek wy-
kazujacych liczne zaburzenia rozwojowe, co oznacza, ze GA dziatajg niezaleznie od
AON, jednak sa niezbedne dla prawidtowej morfogenezy tych struktur [13].

Wyciszenie genu SLN zwigzanego z percepcja GA, podobnie, jak w przypad-
ku deficytu tych fitohormonow, redukuje ilo$¢ powstatych brodawek. Egzogenne
GA lub nadekspresja SLEEPYI, bgdacego elementem ich szlaku sygnatowego,
negatywnie wptywajg na nodulacj¢ u L. japonicus [31]. Wysoka zawartos¢ GA
u M. sativa wprawdzie hamuje wzrost korzenia, jednak stymuluje powstawanie
brodawek. Wyniki tych badan potwierdzaja, ze prawidlowy przebieg nodulacji
wymaga odpowiedniego stezenia GA, a jego optimum jest specyficzne dla r6z-
nych gatunkow roslin.

U rizobidéw tworzacych brodawki o niezdeterminowaym typie rozwoju ziden-
tyfikowano enzymy zaangazowane w szlak ent-kaurenu, co sugeruje mozliwos¢
syntezy GA przez te mikrosymbionty. Jednak ich wptyw na nodulacje¢ nie zostat
jak dotad szczegdtowo opisany.

ETYLEN

Etylen hamuje pojawiajace si¢ pod wptywem czynnikéw Nod oscylacje zmian
stezenia jonow CA?", blokuje deformacj¢ wlosnikow, wzrost nici infekcyjnych
oraz samych brodawek korzeniowych. Wptywajac na aktywnos$¢ komorek merys-
tematycznych moze rowniez decydowac o typie powstajacych brodawek, np. u S.
rostrata prowadzi do wytworzenia struktur o zdeterminowanym typie wzrostu.
Brak ET powoduje u tego gatunku formowanie brodawek niezdeterminowanych
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[27, 45]. Jednak powstanie brodawek oby typow wymaga prawidtowo funkcjonu-
jacego szlaku transdukcji sygnatu ET [3, 36].

Infekcja wywotana przez rizobia stymuluje produkcje ET w brodawkach,
a zastosowanie inhibitoréw biosyntezy (AVGQG) lub dziatania (Ag") tego fitohor-
monu, zwigksza ich liczbe. Mutacje w genach ETHYLENE-INTENSIVE (EIN2)
i MtEIN2, kodujacych biatka zaangazowane w szlak transdukcji sygnatu ET od-
powiednio u A4. thaliana i M. trunacatula, skutkuja nadmierng nodulacja. Uszko-
dzenie genu LjEIN2a u L. japonicus wywotuje jednak odwrotny efekt [6]. Po
infekcji Mesorhizobium loti gatunek ten wykazuje podwyzszong aktywno$¢ tran-
skrypcyjng genu NIN oraz wytwarza wigkszg ilo$¢ nici infekcyjnych i zawigzkow
brodawek .

Wyniki badan prowadzonych u L. japonicus dowodza, ze inhibicyjny wpltyw
na nodulacj¢ moze wywotaé¢ juz sam prekursor ET — ACC. Co ciekawe, w ge-
nomie bakterii glebowych zidentyfikowano sekwencje kodujace deaminazg ACC
(ACDS), ktora katalizuje przeksztatcenie prekursora ET do amoniaku i a-keto-
maslanu. Wystepowanie tego enzymu stanowi element lokalnej kontroli poziomu
ACC w ryzosferze podczas symbiozy z M. [oti lub Rhizobium leguminosarum bv.
Viciae. Zwiazek ten wytwarzany przez rosling motylkowatg zostaje skutecznie
zmetabolizowany wewnatrz bakterii, co ogranicza produkcje ET i w konsekwen-
cji stymuluje nodulacje, jak wykazano m.in. u L. japonicus i P. sativum [36].

Proces brodawkowania zalezy od wzajemnych interakcji pomigdzy ET i au-
ksynami. Po inokulacji niewrazliwego na ET mutanta M. truncatula (Mtskl), cha-
rakteryzujacego si¢ wytwarzaniem nadmiernej liczby brodawek, obserwowano
wzrost aktywnosci transkrypcyjnej gendéw PINI 1 PIN2 oraz akumulacje 1AA
w miejscu zakazenia [42]. Przypuszcza si¢, ze ET dziata posrednio indukujac syn-
teze flawonoidow, ktére nastepnie moduluja transport auksyn [5]. Ponadto usta-
lono, ze mutacje w genach szlaku sygnalowego 1A A, takich jak ARF3a (ang. Au-
xin Response Factor), ARF3b czy ARF4 u L. japonicus skutkuja zahamowaniem
nodulacji [25]. Zastosowanie inhibitorow biosyntezy ET przywraca tym roslinom
prawidtowy fenotyp.

JASMONIANY

Egzogenny ester metylowy kwasu jasmonowego (ang. Jasmonic Acid Methyl
ester, MeJA) podany na ped mutanta L. japonicus Ljharl wytwarzajacego duza
liczbe brodawek, hamuje ekspresje genéw NIN oraz formowanie nici infekcyj-
nych [36]. Podobny efekt fizjologiczny wywotuje kwas jasmonowy (ang. Ja-
smonic Acid, JA) u M. truncatula. Powoduje on zmiany wewnatrzkomorkowego
stezenia Ca** oraz obniza aktywnos¢ transkrypcyjna genow wcezesnej nodulacji
(MtRIP1 i MtENODI1) [10, 52, 58].
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Infekcja G. max rizobium hamuje biosyntezg JA [22]. Efektu tego nie obserwowa-
no u mutanta nts (ang. nitrate-tolerant symbiotic), ktory efektywnie wigze azot, a jego
cechg fenotypowg jest nadmierna nodulacja. Podanie tym roslinom inhibitora biosyn-
tezy JA (galusanu n-propylu), zmniejsza ilos¢ brodawek korzeniowych. W pewnych
warunkach, np. po zadziataniu $wiatta czerwonego (Pr)/dalekiej czerwieni (Pfr) i jed-
noczesnej aplikacji JA u L. japonicus, fitohormon ten moze stymulowac nodulacje.
Defekt w receptorze fitochromu B (phyB) zmniejsza zawarto$¢ fotoasymilatow, ko-
niugatu kwasu jasmonowego z izoleucyna (JA-Ile) oraz obniza stopien brodawkowa-
nia. Egzogenny JA jest wystarczajacy do przywrocenia phyB dzikiego fenotypu [54].

Nodulacja moze by¢ zainicjowana przez JA, ktory wytwarzany m.in. przez
Rhizobium Leguminosarum, Bradyrhizobium Japonicum 1 B. japonicum, aktywuje
mikrosymbiotyczne geny NOD [29, 30, 44]. Pozytywny wpltyw tego zwigzku na
wigzanie azotu stwierdzono po preinokulacji B. japonicum i R. leguminosarumu G.
max 1 P. vulgaris [41]. Co ciekawe, JAs jako czasteczki sygnatowe zaangazowane
w odpowiedz obronng roslin, uczestniczg rowniez w interakcjach pomigdzy stracz-
kowymi, rizobiami, a organizmami roslinozernymi. Bakterie podczas ataku patoge-
nu powoduja zmiany sktadu lotnych zwiazkoéw organicznych (ang. Volatile Organic
Compounds, VOC) syntetyzowanych w odpowiedzi na JA, ktory jest wytwarzany
przez gospodarza [1].

A) inicjacja nodulacji

Rizobium

) flawonoidy =) NodD
B) infekcja bakteryjna /

I czynniki transkrypcyjne I
| /
[ "laska pasterza"

C) morfogeneza brodawek

=

RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy udziat fitohormonéw w kolejnych etapach nodulacji. Na pod-
stawie [24], zmodyfikowane

FIGURE 1. Schematic presentation of phytohormones contribution in the subsequent stages of nodu-
lation. Based on [24], modified
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