Struktura lipopolisacharydéw rizobiowych i ich znaczenie w procesie symbiozy

STRESZCZENIE

ipopolisacharydy produkowane przez rizobia maja bardzo zréznicowana strukture.

Roznice obserwuje sie zarowno w lipidzie A (uwazanym za najbardziej konserwatywna
cze$é LPS), w obrebie regionu rdzeniowego oraz polisacharydu O-swoistego. Lipidy A r6z-
nia sie miedzy soba szkieletem cukrowym oraz schematem acylacji. W sklad regionu rdze-
niowego rizobiéw wchodza gltéwnie heksozy, kwasy uronowe, N-acetylochinowozamina i
Kdo, a brakuje w nich typowych dla enterobakterii heptoz. Natomiast O-PSy moga mieé
odmienna strukture nawet wsrdd szczepow tego samego gatunku. Zbudowane sa z réznych
monocukréw i czesto maja charakter hydrofobowy. Odpowiednia struktura kazdej z domen
LPS jest wymagana do nawiazania efektywnej symbiozy na poziomie bakteria-roslinny go-
spodarz. Skutkiem zmian w strukturze LPS (najczesciej powodowanych mutacjami) byto
zmniejszenie wydajnosci, badz brak wiazania azotu atmosferycznego. Kompletny LPS chro-
ni bakterie symbiotyczne wnikajace do wnetrza komérek roslinnych oraz decyduje o wiasci-
wej organizacji i dojrzewaniu symbiosomoéw.

WPROWADZENIE

Symbioza bakterii glebowych okreélanych jako ,rizobia” z roslinami z ro-
dziny bobowate (Fabaceae) jest jednym z kluczowych proceséw warunkuja-
cych obieg azotu w przyrodzie. Rizobia to heterotrofy, ktoére sklasyfikowano
do os$miu rodzin: Rhizobiaceae, Bradyrhizobiaceae, Brucellaceae, Hyphomicrobiaceae,
Methylobacteriaceae, Phyllobacteriaceae oraz Burkholderiaceae. Stanowia okolo 100
gatunkéw w obrebie 11 rodzajéow klasy a-proteobakterii: Rhizobium (Rhizobium/
Agrobacterium), Shinella, Ensifer (wczeéniej Sinorhizobium), Mesorhizobium, Phyl-
lobacterium, Azorhizobium, Devosia, Ochrobactrum, Methylobacterium, Microvirga
i Bradyrhizobium oraz dwoch rodzajow: Burkholderia i Cupriavidus, nalezacych do
klasy p-proteobakterii [1]. Ich charakterystyczna cechg jest zdolnosé¢ do wcho-
dzenia w ukfady symbiotyczne z roslinami bobowatymi i indukcji procesu bro-
dawkowania. Nie dotyczy to jednak fitopatogennych Agrobacterium, obecnie
sklasyfikowanych w obrebie rodzaju Rhizobium. Klasyfikacja agrobakterii wérod
rizobiéw budzi wiele kontrowersji i jest ciggle dyskutowana wsréd naukowcéw
zajmujacych sie taksonomig bakterii [2].

Rizobia odznaczaja si¢ duza plastycznoscia metaboliczng, dzieki czemu moga
bytowaé¢ w dwdch formach: saprofitycznej zyjacej w glebie oraz symbiotycznej
zyjacej w brodawkach roslin bobowatych [3-6].

Do symbiozy z rizobiami zdolnych jest az 90% gatunkéw roélin bobowatych
nalezacych do podrodzin mimozowatych (Mimosoideae) i motylkowatych wtasci-
wych (Papilionoideae), natomiast z podrodziny brezylkowatych (Caesalpinioideae)
zaledwie 30% [7]. Interakcje symbiotyczne z rizobiami nawiazuja takze rosliny,
ktére nie naleza do bobowatych. Sa to rosliny z rodzaju Parasponia, obejmujace-
go szereg gatunkéw drzew tropikalnych, sposréd ktérych wszystkie sa zdolne
do symbiozy [8]. Wsrdd roslin bobowatych znajduja sie liczne wykorzystywane
do produkcji wysokobiatkowej zywnosci i pasz (np. groch, fasola, soja, koni-
czyna, lucerna, wyka) oraz cenione, jako wysokobiatkowy zielony nawéz (np.
tubin, peluszka, seradela, wyka, koniczyna). Rosliny te wyksztalcity wydajny
system pobierania azotanéw z podloza. Mimo to symbioza z rizobiami jest dla
nich istotnym Zrédlem azotu, gléwnie w przypadku niedoboru tego pierwiastka
w glebie [9]. Zatem symbioza jest wydajnym, naturalnym systemem, pozwala-
jacym na znaczne ograniczenie nawozenia azotowego w uprawach, w idealnym
ukladzie czyniac je samowystarczalnymi [10].

Rozwdj efektywnej symbiozy to proces zlozony, zalezny od wielu czynni-
kow roslinnych i bakteryjnych. Bardzo duze znaczenie w tworzeniu ukladow
symbiotycznych odgrywaja struktury powierzchniowe bakterii, do ktérych zali-
czane sa: kwasne egzopolisacharydy, kapsularne polisacharydy, lipopolisacha-
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rydy i peryplazmatyczne 3-glukany. Szczegdlne znaczenie
w tworzeniu ukladéw symbiotycznych rizobium — roslina
bobowata przypisuje sie lipopolisacharydowi, ktéry wraz
z bialkami tworzy zewnetrzng warstwe blony zewnetrznej
(OM) zapewniajacg bakteriom symbiotycznym bezpieczen-
stwo w trakcie przemieszczania sie i proliferacji wewnatrz
nici infekcyjnych.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
LIPOPOLISACHARYDOW RIZOBIOWYCH

Wszystkie bakterie Gram-ujemne, z wyjatkiem Fibrobac-
ter succinogenes S85 i bakterii z rodzaju Sphingomonas, syn-
tetyzuja lipopolisacharyd (LPS) [11]. LPS to niezbywalna
czes¢ sciany komorkowej tych bakterii spetniajaca funkcje o
podstawowym znaczeniu dla proceséw zyciowych komor-
ki. W czasteczkach LPS wyréznia sie trzy domeny: lipid A,
oligosacharyd rdzeniowy (C-OS) i polisacharyd O-swoisty
(O-PS). Kazda z domen charakteryzuje odmienny szlak bio-
syntezy, struktura chemiczna oraz wtasciwosci biologiczne.

Kompletny lipopolisacharyd, zawierajacy wszystkie trzy
wyzej wymienione czeéci, to tak zwana forma gladka LPS
(LPS-S). Lipopolisacharyd pozbawiony faricucha O-swo-
istego to forma szorstka (LPS-R). Niektoére bakterie moga
takze syntetyzowaé forme posredniag LPS (LPS-SR), w kt6-
rej rdzen jest podstawiony tylko jedna podjednostka O-PS.
Heterogennosc wsréd wystepujacych w blonie zewnetrznej
frakcji LPS jest naturalng cecha bakterii [12].

STRUKTURA LIPIDU A BAKTERII SYMBIOTYCZNYCH

Lipidy A rizobiéw posiadajg zréznicowana strukture. U
bakterii tych szkielet cukrowy moze byé podobny do en-

terobakteryjnego, zbudowanego na bazie p-glukozaminy
(p-GlepN) [13,14], badz na bazie 2,3-diamino-2,3-dideoksy-
-D-glukozy (D-GlcpN3N). Szkielet ten jest czesto modyfiko-
wany przez podstawniki cukrowe, kwasy uronowe, reszty
fosforanowe. Modyfikacjom chemicznym moze podlegac
sam rdzenn aminocukrowy (np. poprzez utlenianie). Gru-
py aminowe diaminoglukozy i glukozaminy oraz pozycje
C-3 i C-3’ glukozaminy sa podstawione przez pierwszo-
rzedowe 3-hydroksykwasy ttuszczowe, ktérych dilugosé
wynosi od 12 do 20 atoméw wegla. Grupy hydroksylowe
czesci z tych kwasow sg podstawione tak zwanymi dru-
gorzedowymi kwasami ttuszczowymi, w tym dlugolan-
cuchowymi (w-1)-hydroksykwasami (VLCFA, ang. Very
Long Chain Fatty Acids), tworzac ugrupowania acylook-
syacylowe. VLCFA moga zawiera¢ od 26 do 34 atomoéw
wegla w czasteczce i moga wystepowaé takze w formie
utlenionej ((@-1)-ketokwasy). Sktad kwaséow ttuszczowych
jest charakterystyczny dla poszczegélnych rodzajéw, a na-
wet gatunkow rizobiéw [15-18,12,19]. Jak do tej pory jedy-
nym udokumentowanym wyjatkiem od powyzszej reguly
sg bakterie z gatunku Azorhizobium caulinodans, ktére nie
syntetyzuja VLCFA pomimo obecnosci w ich genomie loci
kodujacy odpowiedni zestaw enzymoéw. Sposrod VLCFA,
kwas 27-hydroksyoktakozanowy (270H-28:0) byt tak czesto
identyfikowany, ze w pewnym momencie zostal on uznany
za marker chemotaksonomiczny tej grupy bakterii [20,21].
Lipidy A bakterii nalezacych do rodzajéw Ensifer (Sinorhi-
zobium), Rhizobium, Agrobacterium, Mezorhizobium posiadaja
tylko jedna reszte kwasu 270H-28:0, podczas gdy lipidy A
Bradyrhizobium sa podstawione przez dwie, a nawet trzy
reszty kwasow z grupy VLCFA (Ryec. 1) [22-25].

Analiza cukréw wchodzacych w sklad lipidu A rizobiow
pozwolita na wyrdznienie trzech typoéw szkieletu cukrowe-

QD - p-GlepN

@ - resztafosforanowa
R - 3-OCH;-4:0 lub 30H-4:0

28

- D-GlcpN3N
- D-Manp
R - 30H-4:0
R—0 [o]
28 28

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy budowe lipidéw A: A) Ensifer meliloti Rm1021 [26,27] B) Bradyrhizobium elkanii USDA 76 [22].

50

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



Tabela 1. Stopien ufosforylowania i rodzaj podstawienia szkieletu lipidu A rizobiow.

Lp Szczep bakteryjny

Typ rdzenia cukrowego

Rodzaj podstawnika disacharydu Pismiennictwo

w pozycjach

Ensifer meliloti Rm1021
1. Ensifer fredii NGR 234
Agrobacterium tumefaciens C58
Rhizobium etli CE3 (dawniej
R. phaseoli, R. leguminosarum
bv. Phaseoli)
Rhizobium leguminosarum
bvs. Trifolii,
Viciae 3841
Rhizobium sp. Sin-1
Rhizobium galegae
Mesorhizobium huakuii IFO 15243T

4. D-GlcpN3N-B-(1—-6)-D-GlcyN3N P

Mesorhizobium loti MAFF 303099
5. Phyllobacterium trifolii PETP02T
Azorhizobium caulinodans

6. D-GlcpN3N-B-(1—6)-D-GlcpN3N  brak

HAMBI 216
7. Bradyrhizobium elkanii USDA 76

Bradyrhizobium japonicumn
(diazoeficiens) USDA 110
Bradyrhizobium sp.

(Lupinus) USDA 3045
Bradyrhizobium yuanmingense
CCBAU 10071
Bradyrhizobium sp. BTAil
Bradyrhizobium sp. ORS278

D-GlepN-B-(1—6)-D-GlepN

D-GlepN-f-(1—6)-pD-GlepAN

D-GlcpN-f-(1—6)-D-GlepAN

D-GlcpN3N-p-(1—-6)-D-GleyN3N P

D-GlcpN3N-B-(1—6)-D-GlepN3N

D-GlcpN3N-B-(1—6)-D-GlepN3N

(@]

P P [26-29]

D-GalpA brak [17,18,31,32]

brak brak [33,34]
D-GalpA [19,36]
D-GalpA [37]
D-GlepA [38]

D-Manp [22]

D-Manp-B-(1—6)-

b-Mang D-GalpA [23,24]

Szczepy opisane pogrubiong czcionka byly ,referencyjne” w prowadzonych badaniach.

go. Pierwszy z nich reprezentuje Emnsifer meliloti Rm1021,
Ensifer fredii NGR234 oraz Agrobacterium tumefaciens C58 (A.
fabrum C58 lub R. radiobacter C58). Syntetyzuja one klasycz-
ny rdzen lipidu A zbudowany z dwdch czgsteczek p- gluko-
zaminy, difosforylowany w pozycjach C-11i C-4" (Tabela 1,
poz. 1) [26-29]. Do szkieletu cukrowego lipidu A E. meliloti
Rm1021, E. fredii NGR 234 i A. tumefaciens wigzaniem ami-
dowym i estrowym przylaczone sa symetrycznie po dwie
reszty kwasu 30H-14:0 oraz dwie reszty kwasu 30H-16:0
(Tabela 2, poz.1). U bakterii tych kwas 30H-16:0 znajduja-
cy sie przy dystalnej pD-GlepN jest dodatkowo podstawiony
kwasem 270H-28:0. Kwas 270H-28:0 u E. meliloti Rm1021
moze posiadaé przytaczong reszte kwasu 3-metoksymasto-
wego (3-OCH.-4:0) (Tabela 2, poz. 1), natomiast u E. fredii
NGR234 i A. tumefaciens reszte kwasu 3-hydroksymastowe-
go (30H-4:0) [26-29].

U niektérych rizobiéw redukujaca reszta p-GlcpN moze
by¢ utleniona do kwasu 2-amino-2-deoksy-pD-glukonowe-
go (D-GlepAN) [30]. Takie lipidy A opisano dla R. etlii CE3
i R. lequminosarum bvs. Trifolii i Viciae (Tabela 1, poz. 2).
W obydwu przypadkach reszta fosforanowa w pozycji
C-4" dystalnej p-GlepN zostala zastapiona przez p-GalA
[17,18,31,32]. Dwucukier B-p-GlcpN-(16)-D-GlcpAN wyste-
puje takze w szkielecie lipidu A Rhizobium sp. Sin-1 oraz
R. galegae, jednak nie zwieraja one podstawnikéw w pozy-
¢ji C-4" (Tabela 1, poz. 3) [33,34]. Schemat acylacji lipidow
A tych bakterii jest podobny do wzoru acylacji lipidéow A
E. meliloti Rm1021, E. fredii NGR234 i A. tumefaciens (Tabe-
la 2, poz. 1-3).
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Bakterie z rodzajéw Meso-, Azo- i Bradyrhizobium oraz
szczep Phyllobacterium trifolii PETP02" syntetyzuja lipidy
A, ktérych szkielet cukrowy jest dwucukrem zbudowanym
z D-GlepN3N (Tabela 1, poz. 4-8). Wyjatek stanowi lipid A
Mesorhizobium loti AyaclBIl, ktérego struktura oparta jest
o dwucukier glukozaminyloglukozaminowy (p-GlcpN-p-
(1—-6)-D-GlcpN). Jego budowa zostala ustalona na podsta-
wie danych otrzymanych z GC-MS oraz UV-MALDI TOF
MS [35]. W dotychczas opisanych szkieletach lipidéw A
mezorizobiéw [19,36] i P. trifolii PETP02" (bakterii naleza-
cych do tej samej rodziny - Phyllobacteriaceae) w szkielecie
zawsze wystepowala D-GlcpN3N. Zatem opisana struktura
szkieletu lipidu A M. loti AyaclBIl moze budzi¢ watpli-
wosci wéroéd niektérych badaczy. Lipidy A M. huakuii IFO
15243T, M. loti MAFF 303099 oraz P. trifolii PETP02" posia-
daja reszte kwasu p-GalpA przylaczona do proksymalnej
reszty D-GlcpN3N wigzaniem a-(1—1) (Tabela 1, poz. 4,
5) [19,36,37]. Podczas gdy A. caulinodans HAMBI216 jest
podstawiony w pozycji C-1 reszta kwasu glukuronowego
(p-GlcpA) (Tabela 1, poz. 6) [38]. Lipidy A mezorizobiow
jak i P. trifolii PETP02T moga by¢ czeSciowo ufosforylo-
wane w pozycji C-4" dystalnej reszty p-GlcpN3N (Tabela
1, poz.4, 5) [19,36]. Do obydwu reszt p-GlcpN3N wiaza-
niem amidowym przylaczone sa cztery reszty 3-hydroksy-
kwasow ttuszczowych. U A. caulinodans HAMBI 216 sa to
dwie reszty kwasu 30OH-14:0 oraz po jednej reszcie kwasu
30H-20:1 i kwasu 30H-18:0. Znajdujace sie przy dystalnej
diaminoglukozie kwasy 30H-14:0 i 30H-20:1 oraz przy
proksymalnej kwas 30H-14:0 moga tworzy¢ ugrupowania
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Tabela 2. Rodzaj reszt acylowych oraz sposob ich rozmieszczenia w szkielecie cukrowym lipidu A rizobiow.

Szczep bakteryjny

Lp.

D-GlcpN II

il Ensifer meliloti Rm1021
Ensifer fredii NGR 234
Agrobacterium tumefaciens C58

30H-14:0

Rodzaj rdzenia cukrowego Pismiennictwo
D-GlepN 1
o
30H-16:0 30H-14:0 30H-16:0 [26-29]
270H-28:0

3-OCH,-4:0 lub

3-OH-4:0

30H-14:0

Rhizobium etli CE3 (dawniej
R. phaseoli, R. leguminosarum bv.
Phaseoli)

Rhizobium leguminosarum bvs.
Trifolii,

Viciae 3841
Rhizobium sp. Sin-1
Rhizobium galegae

30H-14:0

D-GlcpN3N

30H-16:0 30H-14:0 30H-16:0 [17,18,31,32]
270H-28:0

3-OH-4:0

30H-16:0 30H-14:0 30H-16:0 [33,34]
270H-28:0

D-GlepN3N

4. Mesorhizobium huakuii IFO 30H-i13:0 30H-20:0 30H-i13:0 30H-20:0 [19,36]
152437 30H-20:1 270H-28:0
Mesorhizobium loti MAFF 303099
58 Phyllobacterium trifolii PETP02" 30H-14:0 30H-16:0 30H-14:0 30H-16:0 [37]
19:0cyc 270H-28:0
lub
270x0-28:0
6. Azorhizobium caulinodans 30H-14:0 30H-20:1 30H-14:0 30H-18:0 [38]
HAMBI 216 270H-28:0
30H-18:0, 18:0 18:1
lub 16:0
7 Bradyrhizobium elkanii USDA 30H-12:0 30H-14:0 30H-12:0 30H-14:0 [22]
76 VLCFA (26-34) VLCFA (26-34)
3-OH-4:0
8. Bradyrhizobium japonicum 30H-12:0 30H-14:0 30H-12:0 30H-14:0 [23,24]
(diazoeficiens) USDA 110 VLCFA (26-34) VLCFA (26-34)
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) hopanoid
USDA 3045
Bradyrhizobium yuanmingense
CCBAU 10071

Bradyrhizobium sp. BTAil
Bradyrhizobium sp. ORS278

Szczepy opisane pogrubiong czcionka byly ,referencyjne” w prowadzonych badaniach.

acylooksyacylowe z kwasami 30H-18:0, 18:1, 18:0 oraz 16:0
(Tabela 2, poz. 6) [38]. Ciekawy wzér acylacji posiadaja lipi-
dy A syntetyzowane przez M. huakuii IFO 15243T i M. loti
MAFF 303099, u ktérych wéréd pierwszorzedowych kwa-
sow tluszczowych zidentyfikowano kwas 30H-20:0 oraz
nietypowy rozgaleziony kwas 30H-i-13:0 przylaczone od-
powiednio w pozycjach C-2 i C-3 dystalnej i proksymalnej
reszty D-GlcpN3N. Kwasy te moga by¢ estryfikowane odpo-
wiednio przez kwasy 30H-20:1 i 270OH-28:0 (Tabela 2, poz.
4) [19,36]. W lipidzie A P. trifolii PETP02" pozycje C-2i C-3
obydwu GlcpN3N sg symetrycznie podstawione odpowied-
nio przez 30H-14:0 i 30H-16:0. 3-hydrosykwasy znajdujace
sie przy C-2" dystalnej GlcpN3N sg estryfikowane przez dto-
golarficuchowe kwasy tluszczowe, gtéwnie przez 270x0-28:0
i 270H-28:0. Drugi z nich moze by¢ dodatkowo acylowany
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przez kwas 3-OCH,-4:0. Reszte acylooksyacylowa w pozycji
C-3' lipidu A stanowi kwas 30H-14:0 niosacy kwas laktoba-
cillowy (19:0cyc) jako podstawnik drugorzedowy (Tabela 2,
poz. 5) [37]. Opisany powyzej lipid A jest jedynym, do tej
pory, przykladem wystepowania kwasu laktobacillowego
w rizobiowych lipopolisacharydach. Kwas ten powszechnie
wystepuje w bakteryjnych fosfolipidach. Pojawia sie gtow-
nie w stacjonarnej fazie wzrostu bakterii.

Lipidy A bakterii sklasyfikowanych do rodzaju Bradyr-
hizobium posiadaja najbardziej rozbudowana strukture.
Szkielet lipidu A B. elkanii USDA 76 sklada sie z dwodch
czasteczek D-GlepN3N oraz trzech czasteczek D-manno-
zy (D-Manp). Jedna czasteczka mannozy dotaczona jest do
proksymalnej reszty p-GlcpN3N wigzaniem a-(1—1), nato-
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A)

rdzen zewnetrzny— g-Kdop-(2—6)-a-D-Galp

ol

o-D-GalAp-(1—4)-a-D-Manp-(1—5)-a-Kdop Lipid A

B)
Rdzen zewnetrzny:

R. etli CE3

, rdzen wewnetrzny

4
21
a-D-GalpA-(1—4)-a-Kdop
5
it
a-D-GalpA !

B-D-Fucp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)-B-D-QuipNAc-(1—

R. leguminosarum bv. Trifolii 24

a-L-Rhap-2-OAc*-(1—3)-a-L-Rhap-(1—3)-B-D-QuipNAc-(1—

*~50%

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy strukture: A) rdzenia wewnetrznego i B) rdzenia zewnetrznego Rhizobium etli CE3 oraz Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii 24 [46,49].

miast dwie pozostate tworza disacharyd a-p-mannozylo-
(1—6)-a-p-mannozowy, dolaczony do szkieletu lipidu A w
pozycji C-4" (Tabela 1, poz. 7) [22]. Szkielety lipidow A B. ja-
ponicum (obecnie B. diazoeficiens) USDA 110, B. yuanmingense
CCBAU 10071, Bradyrhizobium sp. Lupinus USDA 3045 oraz
Bradyrhizobium sp. BTAil zamiast mannozy w pozycji C-1
redukujacej p-GlcpN3N posiadaja reszty kwasu p-galaktu-
ronowego (Tabela 1, poz. 8) [23,24]. U bradyrizobiéw grupy
aminowe obu reszt diaminoglukozowych podstawione sa
symetrycznie kwasami 30H-12:0 i 30H-14:0 (Tabela 2, poz.
7,8). Dotychczas, tylko w lipidach A zdolnych do fotosynte-
zy Bradyrhizobium sp. BTAil i sp. ORS278 obok 30H-12:0 zi-
dentyfikowano réwniez 30H-12:1 [24,39]. 3-hydroksykwa-
sy zwigzane z dystalna b-GlcpN3N niosa zwigzane do grup
hydroksylowych dwa diugotaficuchowe (@-1)-hydroksyk-
wasy tluszczowe tworzac w ten spos6b niezwykle reszty
acyloksyacylowe. U B. elkanii USDA 76 jedna z grup acy-
looksyacylowych jest dodatkowo estryfikowana kwasem
3-hydroksymastowym (Tabela 2, poz. 7) [22]. Natomiast u
B. diazoeficiens USDA 110, B. sp. Lupinus USDA 3045 oraz B.
sp. BTAil grupa ta podstawiona jest hopanoidem lub jego
metylowa pochodng (Tabela 2, poz. 8) [23,24]. Lipid A B.
yuanmingese CCBAU 10071 moze by¢ hepta-acylowany i po-
siada¢ az trzy reszty dtugotaricuchowych kwaséw tluszczo-
wych, z ktérych jeden dodatkowo niesie reszte hopanoidu
[23].

Hopanoidy sa klasa pentacyklicznych lipidéw triterpe-
nowych, ktére wystepuja zaréwno u bakterii Gram-ujem-
nych jak i Gram-dodatnich. Skwalen i pochodne hopanu
zostaly opisane u Streptomyces spp., Zymomonas mobilis
(a-proteobakterii bakterii tolerujacych wysokie stezenie eta-
nolu), purpurowych bakterii bezsiarkowych — Rhodopseu-
domonas palustris i Rhodomicrobium vanniellii; Methylococcus
capsulatus; wigzacych azot atmosferyczny - Azotobacter i Be-
ijerinckia oraz symbiotycznych Frankia i Bradyrhizobium [40-
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44]. Hopanoidy uwazane sa za odpowiedniki steroli obec-
nych w blonach komérek eukariotycznych. Pelnia role bto-
nowych stabilizatoréw odpowiedzialnych za prawidiowe
funkcjonowanie bakteryjnej btony komérkowej, nadajac jej
sztywno$¢ i wytrzymatoé¢ mechaniczng [45]. Uwaza sig, ze
u bakterii wiazacych azot atmosferyczny hopanoidy moga
pelni¢ takze inne funkcje. Wykazano, ze u Frankia hopano-
idy tworza bariere dyfuzyjna dla tlenu, chronigc w ten spo-
s6b kompleks nitrogenazy [41]. Dla przyktadu, u mutantéw
Bradyrhizobium BTAil brak hopanoidéw spowodowat ich
wieksza wrazliwoé¢ na czynniki stesogenne oraz mniejsza
przezywalno$é w komorkach roslinnego gospodarza w sto-
sunku do szczepu dzikiego [24].

BUDOWA REGIONU RDZENIOWEGO U RIZOBIOW

Kompletne struktury regionu rdzeniowego (C-OS, ang.
core-oligosaccharide) opisano dla lipopolisacharydéw R. le-
guminosarum bvs. Viciae, Trifolii oraz R. etli CE3 (Ryc. 2)
[46,47]. U tych bakterii komponentami rdzenia wewnetrz-
nego sa: trisacharyd a-p-GalpA-(1—4)-[a-pD-GalpA-(1—5)]-
Kdop oraz tetrasacharyd a-p-Galp-(1—6)-[a-D-Galp-(1—4)]-
a-b-Manp-(1—5)]-Kdop, uwalniane z LPSu w trakcie fagod-
nej kwasnej hydrolizy. Oba oligosacharydy rdzeniowe lacza
sie ze sobg poprzez ketozydowe wigzanie pomiedzy dwie-
ma czgsteczkami Kdo (a-Kdo(2-4)Kdo). W odréznieniu od
rdzenia enterobakterii [48] rdzeni bakterii z rodzaju Rhizo-
bium nie zawiera regionu heptozowego i reszt fosforano-
wych. Trzecia reszta Kdo znajduje sie w miejscu oddalonym
o dwie heksozy od wyzej opisanych, taczac ze soba czesé
wewnetrzng z zewnetrzna rdzenia [46,47,49]. W lipopolisa-
charydzie R. etli CE3 rdzenl zewnetrzny zawiera mannoze
(Man), fukoze (Fuc), N-acetylochinowozamine (QuipNAc)
i Kdo [50]. Natomiast w rdzeniu zewnetrznym R. lequmino-
sarum bv. Trifolii 24 zidentyfikowano tylko ramnoze (Rha)
i QuipNAc [49].
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B-D-GlcN-(1—4)-Kdo; a-D-GalA-(1—4)-Kdo;

—4)-Dha-2—:; a-D-GalA-(1—3)-a-D-Glc-(1—5)-Kdo

el 4

Dha - kwas 3-deoksyheptulozarowy

Rycina 3. Elementy strukturalne zidentyfikowane w regionie rdzeniowym LPS
E. meliloti 102F51 [54].

W obrebie rodzaju Agrobacterium obserwuje sie duze
zréznicowanie strukturalne regionu rdzeniowego. Podob-
nie jak u R. lequminosarum i R. etli oligosacharyd rdzeniowy
réznych szczepéw Agrobacterium nie zawiera regionu hep-
tozowego ani podstawnikéw fosfoestrowych. U A. tumefa-
ciens A1, DSM 30150, TT111, DSM 30204 oraz A. radiobacter
Rv3, DSM 30207 wystepuje wewnetrzny motyw Man Kdo,,
charakterystyczny dla R. etli i R. lequminosarum [51,52]. W
LPS A. larrymoorey zamiast Man do Kdo przylaczona jest
reszta galaktozy (Gal), podczas gdy w LPS izolowanym z A.
rubi — reszta glukozy (Glc) [53,52]. Wérdéd szczepow Agro-
bacterium tylko A. rubi DSM 6772, oprécz Kdo, zawiera do-
datkowo kwasne cukry: dwie reszty kwasu glukuronowego
oraz jedng kwasu galakturonowego [52]. Natomiast w C-OS
A. larrymoorey zidentyfikowano kwas aminogalakturonowy
[53].

W przypadku LPS Ensifer dotychczas ustalono tylko sktad
regionu rdzeniowego niektérych szczepéw oraz opisano
czesciowq strukture C-OS z LPS E. melilotii 102F51 (Ryc. 3)
[54]. Bakterie z tego rodzaju syntetyzuja gtéwnie LPS typu
szorstkiego (LPS-R). Wszystkie formy LPS-R Ensifer zawie-
raja kwas galakturonowy i Kdo oraz sg pozbawione regionu
heptozowego. Regiony rdzeniowe E. meliloti Rm1021, E. fre-
dii USDA 205 i USDA 257 oraz E. fredii NGR 234 zawiera-
ja te same skladniki tj. glukoze, galaktoze, mannoze, kwas
galakturonowy oraz Kdo, jednak w réznych proporcjach.
Przeprowadzone badania immunochemiczne potwierdzity
obecnosé kilku grup strukturalnych w regionie rdzenio-
wym lipopolisacharydéw tych bakterii [47,55]. Wykazano,
ze przeciwciala poliklonalne skierowane przeciwko E. fredii
USDA 205 reagowaly z forma LPS-R wyizolowana ze szcze-
pow E. fredii USDA 191, USDA 205, USDA 208 oraz NGR
234. Nie stwierdzono oddzialywania z szesnastoma inny-
mi szczepami E. melilotii i E. fredii. Zaobserwowano jednak
reakcje przeciwcial poliklonanlych skierowanych przeciw-
ko LPS E. meliloti Rm41 z LPS-R z E. meliloti AK 631, Rm
1021, NRG 133, NRG 247, NRG 286, NRG 23, NRG 53 oraz z
E. fredii USDA 192, USDA 196, USDA 197, USDA 257, USDA
201 i HH 103 [55]. Wyniki tych badan sugeruja, Ze region
rdzeniowy réznych szczepéw Ensifer zawiera podobne, ale
nie identyczne struktury, ktére mozna zgrupowac w 3 lub 4
powiazane typy strukturalne [47,55]. Podobne wyniki uzy-

skano stosujac serie przeciwcial monoklonalnych przygoto-
wanych przeciwko réznym szczepom E. meliloti [56].

Sktad oraz czesciowa strukture regionu rdzeniowego u
B. japonicum opisano, dzieki analizie LPSéw wyizolowa-
nych ze szczepéw 61A101c i 61A123, niezupelnie pozba-
wionych O-PS oraz szorstkiego mutanta B. japonicum 1110
(HS123) catkowicie pozbawionego O-PS. U wszystkich
tych szczepéw w regionie rdzeniowym zidentyfikowa-
no Man, Glc oraz Kdo. Dodatkowo w LPSach szczepéw
61A101c i 61A123 zidentyfikowano 4-O-metylomannoze
(4-OMeMan), czego nie zauwazono w mutancie I1110. Su-
geruje to, ze 4-OMeMan stanowi Iacznik pomiedzy O-PS i
C-OS (Ryc. 4) [57]. Autorzy opisali strukture di- i trisacha-
rydu oraz zaproponowali budowe rdzenia Bradyrhizobium
jak zaprezentowano na Ryc. 4.

Ostatnie badania pozwolily na ustalenie komplet-
nej struktury regionu rdzeniowego u Bradyrhizobium sp.
ORS278 [58]. Strukture C-OS tej bakterii opisano dzie-
ki analizie LPS6w wyizolowanych ze szczepu dzikiego
oraz jego mutanta w genie rfal (waal), ktéry odpowiada
za przylaczanie polisacharydu O-swistego do kompleksu
C-OS-lipid A. Opierajac sie na danych NMR i MS wyka-
zano, ze C-OS tej bakterii sktada sie z mieszaniny hepta-
i oktasacharydéw zawierajacych trisacharyd o strukturze
o-D-Man-(1—4)-a-p-Glc-(1—4)-0-Kdo oraz tetrasacharyd
zbudowany z a-p-GlcN-(1—-7)-a-p-Hep-(1—3)-a-p-4OMe-
Man-(1—-5)-a-Kdo, przy czym reszta a-p-GIcN wystepuje
w ilodci niestechiometrycznej. Analizy MS wykazaly tak-
ze obecnos¢ dodatkowej reszty a-p-GlcN przylaczonej do
a-p-Hep. Autorzy sugeruja, ze C-OS Bradyrhizobium sp.
ORS278 ma strukture liniowa. Do lipidu A przylaczony
jest trisacharyd, a tetrasacharyd resztag Kdo faczy sie z ter-
minalng a-p-Man. Koficowa reszta a-p-GlcN jest linkerem,
do ktérego w trakcie syntezy LPS dotaczany jest taricuch
O-swoisty [58].

RIZOBIOWE POLISACHARYDY O- SWOISTE

Polisacharydy O-swoiste rizobiéw sa bardzo zréznico-
wane pod wzgledem budowy nawet wéréd szczepéw tego
samego gatunku.

Poréwnujac sklad O-PSéw bakterii z rodzajow Rhizo-
bium, Mesorhizobium, Sinorhizobium (Ensifer) i Agrobacterium
stwierdzono, ze sa zbudowane gléwnie z deoksyheksoz, w
szczegoblnosci z ramnozy (Rha), fukozy (Fuc) i 6 -deoksyta-
lozy (6dTal) oraz ich metylowych pochodnych. W prepa-
ratach polisacharydowych tych bakterii zidentyfikowano
takze heksozy (Man, Gal), O-metyloheksozy, heptoze i jej
metylowa pochodng, aminocukry, kwasy uronowe oraz
podstawniki niecukrowe np. grupy acetylowe [59,60,46,61-
65].

0-D-40MeMan-(1—5)-Kdo-(4«2)-Kdo-(4«1)-a-D-Gle-(4—1)-a-D-Man
2

!

Rycina 4. Struktura regionu rdzeniowego zaproponowana dla B. japonicum 61A101c przez Carlson i Krishnaiah [57].
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|, sekwencja czapeczkujgca

—4)[-a-D-GlcpA-(1—4)-a-D-3-0-Me-6d Talp-(1—3)-a-L-Fucp] -(1 — J

Sekwencja czapeczkujaca:

podjednostka niepowtarzajgca si¢

2,3,4-tri-O-Me-a-Fucp-(1—4)-a-D-GlcpA-(1—

Podjednostka niepowtarzajaca sie:

—3)-a-L-a-Fucp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)-B-QuiNAcp-(1—4)-a-Kdop-(2—

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy strukture polisacharydu O-swoistego Rhizobium etli CE3 [66].

Rizobiowe polisacharydy O-swoiste moga zawieraé
natadowane reszty monosacharydowe. Do takich reszt
nalezg kwas 3-deoksy-2-heptulozarowy (Dha), obecny w
O-PSR. leguminosarum bv. Trifolii 24, kwas glukuronowy
u R. etli CE3, czy kwas 3-acetimidoamino-3-deoksy-p-glu-
ko-heksuronowy (Glc3NAmA) u R. lequminosarum bv. Vi-
ciae [60,66,61]. Reszty te sa czesto zobojetniane (np. GalA
w O-PS R. etli CE3 jest estryfikowany reszta metylowa)
badz wystepuja w postaci amfijonu (np. GIcB3NAmMA w
O-PS R. lequminosarum bv. Viciae), przez co powierzch-
nia komoérki wykazuje wzglednie hydrofobowy charakter
[66, 61].

Typowym przykladem rizobiowego O-PS jest polisacha-
ryd O-swoisty wyizolowany z LPS R. etli CE3 (Ryc. 5). Jest to
krotki polimer zbudowany z tréjsacharydowych powtarza-
jacych sie podjednostek, w skiad ktérych wchodza a-p-Gl-
cpA, 6-deoksy-3-O-metylo-a-taloza (a-3-O-Me-6dTalp) i
a-L-Fucp. Jego stopienn polimeryzacji wynosi 5. Do korica
nieredukujacego powtarzajacej sie podjednostki przyla-
czona jest tzw. sekwencja czapeczkujaca (cap), zbudowana
z trimetylowej pochodnej fukozy (2,3,4-tri-O-Me-a-Fucp) i
a-D-GlcAp. Natomiast koniec redukujacy podstawiony jest
tréjcukrem zbudowanym z a-L-Fucp, B-p-Manp i f-QuiNAc
[66].

Ciekawa strukture posiada O-PS wizolowany z LPS
R. leguminosarum 3841 (mikrosymbiont groszku zwyczaj-
nego), w ktérym oprécz a-L-Fuc zidentyfikowano niety-
powe reszty glikozydowe: a-p-3-O-Me-6dTalp (synonim
a-D-3Me-6dTalp), a-L-QuiNAc oraz kwas B-D-GIcBNAmA.
O-PS ten sklada sie z trzech do czterech powtarzajacych
sie tetrasacharydowych podjednostek o nastepujacej se-
kwengji: —4)-[B-D-Glcp3BNAmMA-(1—4)-2-O-Ac-3-O-Me-a-p-
6dTalp-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-a-L-QuipNAc-(1—4)] -B-p-
Glep3NAmA-(1- [61].

Przykladem polisacharydéw O-swoistych bakterii z ro-
dzaju Mesorhizobium sa O-PSy wyizolowane z lipopolisa-
charydow M. huakuii IFO15243T, M. loti NZP2213 i M. lo-
tit MAFF 3030999. O-PS M. huakuii IFO15243T stanowi linio-
wy polimer, ktéry tworza tréjcukrowe powtarzajace sie pod-
jednostki o nastepujacej sekwencji: —2)-a-L-6dTalp(1—3)-a-
L-6dTalp(1—2)-a-L-Rhap(1— [67]. M. loti NZP2213 posiada
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O-PS zbudowany z 2-O-acetylo-6-deoksy-L-talozy z nie-
wielka ilodcig 2-O-metylo-6-deoksy-L-talozy. W polisacha-
rydzie O-swoistym mutanta Tn5 (M. loti NZP2213.1), ktéry
nie nawigzywat efektywnej symbiozy z roslinnym gospoda-
rzem, zidentyfikowano znacznie wiecej 2-O-Ac-3-Me-6dTal
w poréwnaniu do O-PS szczepu dzikiego [62]. Natomiast
ostatnie badania nad polisacharydem O-swoistym M. lo-
tii MAFF3030999 wykazaly, Ze jest on zbudowany z a-L-
6dTalp i a-L-Rhap, podobnie jak O-PS M. huakuii IFO15243T
[68, 67]. O-PS M. lotii MAFF 3030999 stanowi polimer sze-
Sciocukrowych podjednostek o nastepujacej sekwencji:
—2)-a-L-6dTalp-(1—3)-a-L-6d Talp-(1—2)-a-L-Rhap-(1—2)-
a-L-6dTalp-(1—3)-a-L-6d Talp-(1—3)-a-L-Rhap-(1— [68].

Przez dlugi okres czasu twierdzono, ze struktura polisa-
charydu O-swoistego E. fredii NGR 234 oraz innych szcze-
pow E. fredii znacznie odbiega od pozostatych rizobiowych
O-PS. Analiza skltadu wskazywala na to, ze sa to homopo-
limery glukozy [69]. W toku kolejnych badan wykazano,
ze O-PS E. fredii NGR 234 podobnie jak inne polisachary-
dy O-swoiste rizobiéw sklada sie gléwnie z L-Rha, a E. fre-
dii SMH12 z p-GalA, L-Rha oraz p-Man [63, 65]. Wérdd tej
grupy bakterii opisano nietypowa zdolnos¢ do wytwarza-
nia warunkowo zaleznych struktur O-PS. Wiele szczepow
Ensifer hodowanych w warunkach laboratoryjnych posiada
LPS pozbawiony taricucha O- swoistego, badZz wytwarza
go w matlych ilosciach. Zaobserwowano, ze gdy do ho-
dowli szczepu E. fredii NGR234 dodano apigeniny (flawo-
noid), ktéra aktywuje ekspresje genéw nod, szczep ten syn-
tetyzowal znaczne ilosci O-PS [63]. W przypadku E. fredii
USDA205 w normalnych warunkach hodowli O-PS wydaje
sie by¢ zbudowany wytacznie z glukozy, jednakze, gdy do
hodowli dodano apigeniny lub ekstraktu z korzenia roslin-
nego gospodarza, zaobserwowano znaczny wzrost ilosci
lipopolisacharydu, ktéry zawieral w tancuchu O-swostym
Glc, Xyl i Man [69].

Opisano szes¢ polisacharydéw O-swoistych dla rodza-
ju Agrobacterium (rodzina Rhizobiaceae): cztery dla A. tume-
faciens i dwa dla A. radiobacter [32]. Trzy z nich sa homo-
polimerami: O-PSy A. tumefaciens C58, A. radiobacter M2/1
oraz jeden z polisacharydéw O-swoistych A. radiobacter. A.
tumefaciens C58 syntetyzuje O-PS podobny do O-PS M. lotii
NZP2213. Zbudowany jest takze z o-L-6dTalp, jednak réz-
ni sie wzorcem O-acetylacji. O-PS A. radiobacter to polimer
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A)

—»2)-B-D-Rhap3 CMe-(1—3)-0-D-Rhap-(1—3)- a-D-Rhap-(1—2)-B-D-Rhap3CMe-(1—3)-a-D-Rhap-(1—2)-c-D-Rhap

B
)—>2)-|3-D-Rhap3 CMe-(1—3)-a-D-Rhap-(1—

Rycina 6. Schemat przedstawiajacy strukture A) szescio- i B) dwucukrowych podjednostek polisacharydow O-swoistych P. trifolii PETP02T [70].

a-L-ramnozy, podczas gdy O-PS A. radiobacter M2/1 to nie-
typowy L-glicero-pD-manno-heptan. We wszystkich tych po-
limerach wystepuja wigzania (1—3). Do heteropolimeréw
zalicza sie: O-PS A. tumefaciens B6, O-PS A. tumefaciens F/1
oraz O-PS A. tumefaciens TT9. W sktad O-PS A. tumefaciens
B6 wchodza p-arabinoza (p-Araf) i L-Fucp, polaczone wig-
zaniami a-(1—3). Szczepy A. tumefaciens F/1, A. tumefaciens
TT9 i A. radiobacter posiadaja wiecej niz jeden rodzaj O-PS,
co nie jest czesto spotykane wsréd bakterii [32]. Obydwa
O-PSy A. tumefaciens F/1 zbudowane sa z o-L-Rhap i 3-p-
GlcpNAc, réznia sie jednak sposobem polaczenia cukréw.
W jednym O-PS wystepuja wytacznie wigzania (1—3), w
drugim wigzania (1—3) i (1—4). A. tumefaciens szczep TT9
syntetyzuje dwa polisacharydy O-swoiste. Pierwszy z nich
jest polimerem podjednostek zawierajacych a-L-Rhap i o-p-
Fucp potaczonych wigzaniami odpowiednio (1—-3) i (1—4),
natomiast proponowana struktura drugiego, ktéra nie zo-
stala dotychczas dokladnie udokumentowana, zawiera
wylacznie 4-amino-4-deoksyfukoze podstawiong w pozycji
C-4 6-laktamem kwasu 2-N-metylo-3,4-dihydroksyglutami-
nowego [32] .

Jak wspomniano wyzej jeden z O-PSéw A. radiobacter to
homopolimer heptozowy, podczas gdy drugi to polimer
utworzony z o-D-Fucp polaczonych wigzaniami (1—-3),
przy czym co druga o-p-Fucp podstawiona jest przez o-p-
Manp w pozycji C-2. Synteza wiecej niz jednego typu O-PS
u tych bakterii zachodzi jednoczesnie podczas hodowli w
odpowiednim dla szczepu podlozu hodowlanym [32]. Po-
dobnie jest u P. trifolii PETP02T, ktéry réwniez syntetyzu-
je dwa typy polisacharydu O-swoistego. Obydwa rodzaje
O-PS tych bakterii zbudowane sa z a-p-ramnozy i -3-C-
metylo-D-ramnozy (ewalozy). Gléwny O-PS zbudowany
jest z powtarzajacych sie szesciocukrowych podjednostek,
zawierajacych cztery reszty p-Rha i dwie reszty p-Rha3C-
Me, polaczone wiazaniami pB-(1—3), a-(1—3) i a-(1—-2). Na-
tomiast drugi typ O-PS P. trifolii PETP02" skiada sie z pod-
jednostek dwucukrowych, utworzonych z reszty a -p-Rha
i B-p-Rha3CMe, pomiedzy ktérymi wstepuja na przemian
wigzania pB-(1—-3) i a-(1—-2) (Ryc. 6) [70].

Podobne komponenty cukrowe do wyzej opisanych zi-
dentyfikowano w polisacharydach O-swoistych Bradyr-
hizobium. W O-PS B. japonicum 61A123 oprécz Fuc ziden-
tyfikowano N-acetylofukozamine (FucNAc), p-Man oraz
niewielkie ilosci 4-O-metylomannozy (4-O-Me-D-Man) [71].
Natomiast O-PS B. japonicum 1110 zawiera dodatkowo resz-
ty ksylozy i arabinozy. Gléwnymi sktadnikami O-PS B. ja-
ponicum 61A101c sa 2,3-di-O-Me-Man, Man, FucNAc i Qu-
iNAc [72]. Bradyrizobiowe faficuchy O - swoiste czesto sa
acetylowane [71].
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Na uwage zastuguje struktura O-PS Ochrobactrum cytisi
ESC1(T), bakterii nalezacych do rodziny Brucellaceae i be-
dacych endosymbiontami zarnowca miotlastego (Cytisus
scoparius). Polisacharyd O-swoisty tych bakterii zbudowany
jest z powtarzajacych sie dwucukrowych podjednostek, w
sktad ktérych wchodzi a-p-Fuc oraz -N-acetylo-p-galakto-
zamina (B-p-GalpNAc). Cukry te laczy wigzanie (1—-3) gli-
kozydowe [73]. W O-PS O. cytisi ESC1(T) p-p-GalpNAc jest
niestechiometrycznie podstawiona (w okoto 10%) grupami
metylowymi oraz resztami 4,6-O-(1-karboksy)-etylidenu
(grupami pirogronianowymi). Reszta pirogronianowa jest
rzadko spotykana jako podstawnik laricucha O-swoistego
bakterii. Dotychczas zostala opisana w O-PS wywolujacej
biegunki Providencia alcalifaciens serotyp O19 oraz niekto-
rych enterobakteriach np. P. mirabilis, P. vulgaris i P. penneri
[74,75]. Reszta pirogronianowa jednak dos¢ czesto wystepu-
je w rizobiowych kwasnych egzopolisacharydach [76,77].

Odmienng strukture posiada taiicuch O-swoisty szczep
O. cytisi IPA7.2. O-PS tych bakterii stanowi liniowy polimer,
skladajacy sie z tréjcukrowych powtarzajacych podjedno-
stek o nastepujacej sekwencji:

—6)-0-D-Glcp-(1—4)-pB-pD-ManpNAcA-(1—4)-p-pD-30Ac-
GlepNAc - (1—

Dodatkowo B-D-30Ac-GlecpNAc moze by¢ podstawiona
(w ok. 50%) reszta acetylowa [78].

ROLA LIPOPOLISACHARYDU W PROCESIE SYMBIOZY

Kompletny lipopolisacharyd jest niezbedny do rozwoju
prawidltowo funkcjonujacej brodawki. Odpowiednia struk-
tura LPS odgrywa istotna role juz na etapie kolonizacji wio-
$nikéw korzeniowych. Wykazano, ze obecno$¢ pewnych
reszt cukrowych w LPS bakterii (np. N-acetylochinowoza-
miny u R. etli), wigzanych przez lektyny roslinne, warunku-
je adhezje komoérek bakteryjnych do wlo$nikéw korzenio-
wych [79].

Podczas procesu ksztaltowania sie i dojrzewania ukla-
du symbiotycznego LPS ulega licznym modyfikacjom. U
R. leguminosarum bv. Viciae 3841 zauwazono zwigkszenie
ilosci formy gladkiej LPS oraz wzrost stopnia metylacji i
acetylacji O-PS. W rezultacie tego powierzchnia komorki
staje si¢ bardziej hydrofobowa [31]. Zmiany te wydaja sie
by¢ niezbedne podczas infekcji brodawek oraz tworzenia
sie funkcjonalnych bakteroidéw. Oba te procesy wymagaja
wzajemnego oddzialywania btony komérkowej rodlinnego
gospodarza z powierzchnig bakteryjna.
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Zmniejszenie ilosci formy hydrofobowej LPS zauwazono
u M. loti NZP2213.1 mutanta w obrebie genu kodujacego gli-
kozylotransferaze (0oatB). Mutacja ta spowodowata, ze O-PS
bedacy w szczepie macierzystym homopolimerem zbudo-
wanym z 2-O-acetylo-6-deoksy-L-talozy przeksztalcil sie w
polimer 6-deoksy-L-talozy czeSciowo podstawiony grupami
metylowymi i acetylowymi w pozycji C-2. Réwnoczesnie
znacznie zmniejszyt sie stopien podstawienia oligosachary-
du rdzeniowego tak zmodyfikowanym O-PS, co pociagne-
to za soba zmiany hydrofobowosci komérek bakteryjnych.
Konsekwencja tych zmian byl nieprawidlowy rozwéj nici
infekcyjnych, przedwczesne starzenie sie i degradacja sym-
biosoméw w brodawkach indukowanych przez mutanta M.
loti NZP2213.1 na komonicy zwyczajnej (Lotus corniculatus)
[80,81].

Badania szorstkich mutantéw (pozbawionych O-PS) wy-
kazaly, ze sa one defektywne w procesie infekcji brodawek.
Bakterie, ktérym udalo sie dotrze¢ do komoérek brodawki
makrosymbionta tworzyly bakteroidy o nieprawidlowym
ksztalcie, ktére wielokrotnie dzielily sie wewnatrz symbio-
somu co wskazuje na brak synchronizacji pomiedzy po-
dziatami rizobium/bakteroidami a membrang symbiosomu
[82]. Istnienie fizycznej interakcji pomiedzy powierzchnia
bakterii, a blonami komérek makrosymbionta potwierdza
fakt, ze wyizolowane z brodawek korzeniowych baktero-
idy R. lequminosarum bv. Viciae 3841 zawieraly zwigzang z
powierzchnia lektyne PSNLEC-1 oraz roslinne glikolipidy.
Za$ szorstkie mutanty tego szczepu nie byly w stanie wia-
za¢ skladnikéow pochodzenia roslinnego [83].

Do prawidlowego przebiegu symbiozy u R. etli CE3 wy-
magane jest podstawienie grupa metylowa fukozy w pozy-
¢ji C-2. Za proces ten odpowiedzialna jest metylaza kodo-
wana przez gen wreM. Mutacja w tym genie powodowala,
Ze bakterie syntetyzowaly niezmieniong ilos¢ O-PS, ale po-
zbawionego grup metylowych. Widocznym efektem tej mu-
tacji bylo op6Znienie proceséw nodulacji oraz zmniejszenie
aktywnosci kompleksu nitrogenazy [84,85].

U rizobiéw gtadka forma LPS wraz z biatkami OM sta-
bilizuje bfone zewnetrzng, czego nie jest w stanie dokonac
lipopolisacharyd typu R. Odpowiednia architektura OM za-
pewnia bakteriom symbiotycznym bezpieczeristwo w trak-
cie przemieszczania si¢ i proliferacji wewnatrz nici infek-
cyjnej. Ma to szczegolne znaczenie w niciach infekcyjnych
o waskim przekroju, wystepujacych u roslin tworzacych
brodawki typu zdeterminowanego, np. soi [46]. Mutacja
w genie waal u B. japonicum, mikrosymbionta soi, spowo-
dwowala, Ze bakterie te syntetyzowaly LPS calkowicie po-
zbawiony aricuchow O-swoistych. Brak O-PS skutkowat
zwigkszeniem hydrofobowego charakteru powierzchni ko-
morki, zwiekszeniem wrazliwosci na tlen i zmiany ci$nienia
osmotycznego oraz spadkiem ruchliwosci mutantéw w sto-
sunku do szczepu dzikiego. Przeprowadzone doswiadcze-
nia dodatkowo wykazaty, Ze soja zakazona mutantem B. ja-
ponicum zupelnie nie tworzyla brodawek korzeniowych.
Rezultaty tych badan pokazuja, ze O-PS ma kluczowe zna-
czenie w inicjacji i podtrzymywaniu relacji symbiotycznych
pomiedzy bakteriami, a rodlinnym gospodarzem [86].
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Polisacharyd O-swoisty chroni takze bakterie sym-
biotyczne przed roélinnymi mechanizmami obronnymi.
Wykazano, ze ekspozycja LPS-R podczas procesu infekcji
zwigksza odpowiedz ukladu odpornosciowego ze strony
roéliny, a bakterie pozbawione O-PS sg bardziej wrazliwe
na dzialania obronne roélin. Lancuchy polisacharydowe
przestaniaja struktury blonowe takie jak: integralne biatka
blonowe oraz region rdzeniowy i lipid A lipopolisachary-
du zapobiegajac w ten sposéb reakcji nadwrazliwosci (HR),
czy reakcji uogélnionej odpornosci nabytej (SAR) ze strony
rosliny [87-90]. Dodatkowo u R. leguminosarum bv. Viciae
3841 stwierdzono obecnos¢ nietypowych reszt cukrowych
w O-PS, ktére maja znaczenie w zwiekszeniu odpornosci
tych bakterii na kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojo-
we, bedace skladnikami uktadu obronnego roéliny [61].

W nawigzaniu efektywnej symbiozy niezbedna jest réw-
niez wlasciwa struktura regionu rdzeniowego. Mutanty
E. melilotii Rm1021 posiadajace zmieniony gen IpsB, ktéry
koduje mannozylotransferaze syntetyzowaly zmieniony i
skrécony rdzeri LPS, przy czym réwnoczesnie syntetyzo-
waly kompletny laricuch O-swoisty. Zmiany te znaczaco
wplywaly na proces brodawkowania oraz powodowaty ob-
umieranie bakteroidéw [91].

Do niedawna uwazano, ze rola lipidu A w ukfadzie rizo-
bium-makrosymbiont jest nieznaczna. Obecnosé, w lipidach
A Rhizobium i Bradyrhizobium, dtugolaricuchowych (w-1)-hy-
droksykwaséw zawierajacych od 26 do 34 atoméw wegla
w lancuchu weglowodorowym warunkuje odpowiednie
wlasciwosci blony zewnetrznej, niezbedne w nawigzaniu
efektywnej symbiozy [92]. Za przylaczanie tych kwaséw do
lipidu A odpowiedzialny jest specyficzny nosnik reszt acy-
lowych AcpXL oraz acylotransferaza LpxXL. Wykazano, ze
mutacje w genach kodujacych te bialka u R. lequminosarum
bv. Viciae 3841 i E. meliloti 1021 skutkowaly synteza LPS
pozbawionego dlugotaficuchowego kwasu tluszczowego
[93,94,26]. Mutanty indukowaly tworzenie brodawek ko-
rzeniowych na roslinnych gospodarzach, jednak brodawki
powstawaly z op6Znieniem, a wigzanie azotu odbywalo sie
z mniejsza wydajnoscig. Analiza mikroskopowa brodawek
zasiedlonych przez mutanta R. leguminosarum bv. Viciae
3841, wykazata ze bakteroidy byly znacznie powiekszone,
zdeformowane, a synchroniczny podzial komérki bakteryj-
nej i symbiosomu zostat zakli6cony [94]. Stwierdzono takze,
Ze rizobia szybkorosnace pozbawione kwasu 27-OH-28:0
sa bardziej wrazliwe na zmiany pH, osmolarnosci érodo-
wiska i obecnoé¢ detergentéw oraz wolniej sie namnazajg
[93,94,26,95]. Znaczenie odpowiedniej struktury lipidu A w
symbiozie potwierdzaja takze ostatnie badania nad mutan-
tem Bradyrhizobium sp. ORS 278 pozbawionym kwasu 250H-
26:0 w lipidzie A (mutacja w genie [pxXL) [39]. Wykazano, ze
mutanty te charakteryzowaly sie zwiekszong wrazliwoscig
na czynniki stresogenne (H,O,, SDS, polimyksyna B, ciénie-
nie osmotyczne), a rosliny nimi zainfekowane (Aeschynome-
ne indica, Aeschynomene evenia) wykazywaly typowe objawy
,glodu” azotowego, w tym chloroze i spadek masy zielone;j.
U A. evenia zaobserwowano takze puste brodawki, podczas
gdy u A. indica stwierdzono nagromadzenie sie zwigzkéw
polifenolowych, co jest zwigzane z reakcjami obronnymi
roslinnego gospodarza. Analiza cytologiczna brodawek wy-
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kazata obecnos¢ zaréwno niezréznicowanych bakterii, jak i
bakteroidéw, ktére nie byly idealnie sferyczne i mialy nie-
prawidtowa wielko$¢é, w poréwnaniu do bakterii szczepu
dzikiego. Badania te sugerujq istotny wptyw kwasu 250H-
26:0 w lipidzie A Bradyrhizobium sp. ORS 278 na stabilnos¢
membrany zewnetrznej, co jest wazne zaréwno w zdolnosci
tego szczepu do radzenia sobie w warunkach stresowych
oraz w nawigzywaniu efektywnej symbiozy [39]. Podobne
rezultaty uzyskano w badaniach nad mutantem Bradyrhi-
zobium sp. BTAil, catkowicie pozbawionym hopanoidéw,
strukturalnych komponentéw lipidu A oraz nad mutantami
B. diazoefficiens (B. japonicum) USDA110, pozbawionymi wol-
nych badz zwigzanych z lipidem A hopanoidéw. Mutacje
w genie cyklazy skwalenowej (shc) u B. BTAil oraz genach
hpnP i hpnH u B. diazoefficiens spowodowaty znaczny spadek
przezywalnosci tych bakterii w warunkach stresowych, jak
réwniez podczas infekgji roslinnego gospodarza - Aeschyrno-
mene [24,25].

PODSUMOWANIE

Lipopolisacharydy rizobiowe odznaczaja sie¢ duza rézno-
rodnoscig strukturalna. Ich odpowiednia budowa jest nie-
zbedna do wiasciwego funkcjonowania bakterii i nawigza-
nia efektywnej symbiozy. LPS, jako najbardziej zewnetrzna
czesé ostony bakteryjnej jest eksponowany na zmieniajace
si¢ warunki otoczenia. LPS chroni bakterie przed dziataniem
czynnikéw srodowiskowych (np. antybiotykéw) jak réwniez
przed mechanizmami obronnymi gospodarza. U rizobiéw
LPS odgrywa istotng role w tworzeniu ukltadéw symbiotycz-
nych z roélinami bobowatymi. LPS pelni funkcje czasteczki
sygnalnej w procesie zakazania komérek rosliny gospodarza.
Powoduje supresje reakcji obronnych roéliny. Zapewnia bak-
teriom symbiotycznym bezpieczeristwo w trakcie przemiesz-
czania sie i proliferacji wewnatrz nici infekcyjnej. Prawidiowa
struktura LPS jest wymagana do wydajnego wigzania azotu
atmosferycznego. Z powyzszych powodéw jego budowa i
funkcje sa wcigz intensywnie badane.
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SUMMARY

Lipopolysaccharides synthesized by rhizobia have a various structure. Differences are observed in lipid A (considered as the most conserva-
tive part of LPS), in the core region, and in the O-specific polysaccharide. Lipids A may have different compositions of the sugar backbone
and the acylation pattern. The core region of rhizobia mainly consists of hexoses, uronic acids, N-acetylquinohozamine, and Kdo, but has no
heptose region typical for enterobacteria. The O-PSs may have a different structure even among strains of the same species. They are built of
various monosaccharides and are often hydrophobic. An appropriate structure of LPS domains is required for establishment of an effective
symbiosis between bacteria and their plant host. Changes in the structure of LPS (most often caused by mutations) resulted in a decrease in
efficiency or failure of atmospheric nitrogen fixation. Complete LPS protects symbiotic bacteria penetrating plant cells and determines the

proper organization and maturation of symbiosomes.
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