STRESZCZENIE

yrézniajaca cecha roslin bobowatych jest ich zdolnos¢ do nawiazywania oddziatywan

symbiotycznych z bakteriami, wiazacymi azot atmosferyczny, tzw. rizobiami. Wymia-
na specyficznych molekul sygnatowych pomiedzy roslina gospodarzem a mikrosymbion-
tem stanowi pierwszy etap wymagany zaréwno do infekcji bakteryjnej jak i formowania
nowego organu symbiotycznego jakim jest brodawka korzeniowa. Biorac pod uwage fakt,
iz wspomniane dwa procesy zachodza w réznych tkankach korzenia, tj. w ryzodermie oraz
komorkach kory pierwotnej, Scisla ich regulacja i koordynacja jest oczekiwana. W modula-
¢ji interakcji symbiotycznych kluczowa role odgrywaja hormony roslinne, w szczegélnosci
cytokininy. Aktywacja $ciezki sygnalowej cytokinin w korze pierwotnej stanowi kluczowy
element procesu symbiozy. W jej konsekwencji aktywne biologicznie cytokininy sa biosyn-
tetyzowane i akumulowane w strefie korzenia podatnej na brodawkowanie. Zapoczatkowu-
je to podzialy mitotyczne komoérek kory pierwotnej i rozw6j brodawki korzeniowej. Zrozu-
mienie genetycznych mechanizméw regulacji, lezacych u postaw zdarzen, zachodzacych w
wewnetrznych warstwach korzenia, stanowi jedno z kluczowych wyzwan, pojawiajacych sie
w badaniach proceséw symbiotycznych.

WPROWADZENIE

Azot (N), jako sktadnik szeregu zwiazkéw biologicznie aktywnych (m.in.
kwaséw nukleinowych, biatek, chlorofilu oraz fitohormonéw) stanowi istotny
element decydujacy o prawidlowym wzroscie i rozwoju roslin [1]. Pomimo, iz
atmosfera ziemska stanowi bogaty rezerwuar azotu czasteczkowego (78%), nie
moze by¢ on bezposrednio asymilowany przez rosliny. Wystepowanie potréjne-
go wigzania kowalencyjnego pomiedzy atomami azotu utrudnia jego redukcje
do form tatwo przyswajalnych [2]. Organizmy roslinne moga pobiera¢ azot ze
§rodowiska wylgcznie w formie jonéw amonowych (NH,*) lub azotanowych
(NO,) [3]. Ograniczona dostepnoé¢ zredukowanych zwigzkéw azotowych w
glebie jest jednym z gléwnych czynnikéw limitujacych wzrost upraw i poziom
plonowania. Obecnie jednym z najwiekszych Zrédet przyswajalnej formy azotu
sa nawozy sztuczne, ktérych produkcja wynosi okoto 120 Tg N/rok (1 Tg = 10°
kg = 10° ton) [4,5]. W krajach uprzemystowionych, wzbogacanie gleb nawoza-
mi azotowymi wywiera jednakze negatywny wplyw na srodowisko naturalne.
Chemiczna redukcja azotu wymaga bowiem duzych nakladéw energetycznych.
Co wiecej, ponad 60% azotu wprowadzanego do gleby podlega stratom w wy-
niku wymywania oraz utleniania do atmosfery, prowadzac m.in. do eutrofizacji
zbiornikéw wodnych, oraz zakwaszania gleb [6]. Jednoczeénie, w krajach rozwi-
jajacych sig, ograniczenia w produkcji i dostawach nawozéw mineralnych pro-
wadza do niskiej produktywnosci rolniczej i niedozywienia [6]. Poszukiwanie
alternatywy dla nawozéw nieorganicznych, w tym azotowych jest wiec kluczo-
we dla zréwnowazonej i bezpiecznej produkcji zywnosci.

ZNACZENIE BIOLOGICZNEGO WIAZANIA AZOTU

Proces biologicznego wigzania azotu (BNF, ang. Biological Nitrogen Fixation)
odgrywa szczeg6lna role w obiegu azotu w przyrodzie, zaréwno w ekosyste-
mach naturalnych, jak réwniez agrosystemach. Na obszarach ladowych dostar-
cza on do globalnego obiegu azotu $rednio 118 Tg N/rok, w tym 51% stanowi
azot wigzany w uprawach rolniczych [4,5]. Proces biologicznego wigzania azotu
jest mozliwy dzieki aktywnosci enzymu - nitrogenazy (EC 1.18.6.1), katalizu-
jacego reakcje redukeji azotu (N,) do amonowej formy tego pierwiastka, ktory
moze by¢ dalej metabolizowany w komoérkach roslinnych [7,8]. W przeciwien-
stwie do organizméw eukariotycznych, zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycz-
nego (N,) posiadaja drobnoustroje okreélane wspdélnym mianem diazotrofow.
Grupa mikroorganizméw asymilujacych N, jest liczna oraz zréznicowana.
Wsréd diazotroféw wyrézni¢ mozna zaréwno organizmy wolnozyjace, niesym-
biotyczne, jak réwniez bakterie wigzace azot w ukladach asocjacyjnych oraz
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symbiotycznych z roslinami [9]. Ze wzgledu na réznice
w zlozonosci systeméw, w ktérych dochodzi do wigzania
azotu, wydajnos¢ procesu jest odmienna. Sposréd wszyst-
kich organizméw diazotroficznych, najwieksza ilos¢ azotu
do $rodowiska glebowego (70-80%) dostarczaja asymilato-
ry symbiotyczne, wiazac i udostepniajac azot na potrzeby
metabolizmu rosliny gospodarza. W zaleznosci od gatunku
makrosymbionta oraz warunkéw klimatyczno-glebowych
warto$¢ udostepnionego dla roélin azotu szacowana jest na
30-250 kg/ha/rok [10]. Wyzsza, w poréwnaniu do diazotro-
fow niesymbiotycznych i asocjacyjnych, efektywnos¢ asy-
milacji azotu wynika ze Scistej interakcji z roslina gospoda-
rzem. Zapewnienie przez roéline odpowiednich warunkéw,
m.in.: (i) $rodowiska mikroaerobowego dla nitrogenazy,
(ii) Zrédla energii niezbednego do redukgji azotu, oraz (iii)
systematycznego obnizenia ilosci azotu w komoérce bakte-
ryjnej, ktory hamowatoby aktywno$¢ nitrogenazy, skutkuje
przesunieciem réwnowagi systemu w kierunku wydajnej
redukcji azotu.

DIAZOTROFIA W UKEADACH SYMBIOTYCZNYCH

Presja selekcyjna $rodowiska naturalnego zwigzana z
ograniczona dostepnoscia sktadnikéw mineralnych w pod-
tozu, doprowadzita do koewolucji roslin ladowych z mikro-
organizmami. Nawigzanie symbiotycznych oddziatywan
stanowilo jedno z kluczowych mechanizméw adaptacyj-
nych, umozliwiajacych efektywna kolonizacje siedlisk Iado-
wych przez rosliny naczyniowe. W zamian za asymilowany
i udostepniany przez mikrosymbionta azot, roslina stano-
wila tzw. nisze ekologiczng, zapewniajac warunki do roz-
woju poprzez dostarczanie zwigzkow wegla. Wéréd ukla-
déw symbiotycznych diazotroféw z roélinami naczyniowy-
mi wyrézni¢ nalezy: (i) uklady z udzialem cyjanobakterii
(Anabaena spp., Nostoc ssp.), (ii) aktinoryze promieniowcow
(Frankia) oraz (iii) endosymbioze rizobiéw [11].

Jednym z najbardziej wyspecjalizowanych i gatunko-
wo-specyficznych uktadéw symbiotycznych, odgrywa-
jacym szczegolnie istotng role w agroekosystemach jest
symbioza roélin z bakteriami korzeniowymi, tzw. rizobia-
mi (Yac. rhizos - korzen, bios - zycie) [12,13]. Rizobia stano-
wia grupe zréznicowanych, gramujemnych diazotroféw,
nalezacych do klasy a- i B-Proteobacterii [13]. Obecna
klasyfikacja rizobiéw, oparta na analizach podobienstwa
m.in. sekwencji genéw kodujacych 16S rRNA, wyréznia
14 rodzajéow a-rizobiéw (Rhizobium, Mesorhizobium, Ensi-
fer (dawniej Sinorhizobium), Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Neorhizobium, Allorhizobium, Pararhizobium, Phyllobacte-
rium, Methylobacterium, Ochrobactrum, Microvirga, Devosia,
Shinella) oraz 2 rodzaje -rizobiéw (Burkholderia, Cupriavi-
dus), nalezacych odpowiednio do rzedu Rhizobiales i Bur-
kholderiales [13]. Pomimo, iz omawiane diazotrofy moga
wystepowaé w formie wolnozyjacej, w tych warunkach
nie sa zdolne do redukgcji azotu, bytujac w glebie jako
saprofity. Makrosymbiontami, zapewniajacymi im eko-
logiczna nisze (brodawki korzeniowe lub todygowe), sa
rosliny nalezace do rodziny bobowatych (Fabaceae Lindl.)
oraz klasyfikowany do wiazowatych (Ulmaceae Mirb.)
rodzaj Parasponia [14]. Rosliny bobowate stanowig trze-
cia co do wielkosci (ok. 20 tysiecy gatunkéw) oraz druga
pod wzgledem znaczenia ekonomicznego rodzine roslin
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okrytonasiennych. Spoéréd 6 sklasyfikowanych podro-
dzin, przedstawiciele dwéch z nich (Caesalpinioideae DC.,
Papilionoidene DC.) nawigzujg symbiotyczne asocjacje
z bakteriami korzeniowymi [15]. Wéréd nich wyréznié
mozna rosliny o duzym znaczeniu gospodarczym, takie
jak: soja (Glycine max L.), fasola zwyczajna (Phaseolus vul-
garis L.), groch zwyczajny (Pisum sativum L.), soczewica
jadalna (Lens culinaris Medik.), lucerna siewna (Medicago
sativa L.) oraz orzech ziemny (Arachis hypogaea L.) [14].
Dzigki interakcjom symbiotycznym, bobowate stanowig
bogate Zrédto biatka. Ponadto, pelnig wazng role w plo-
dozmianie zwiekszajac plon roslin nastepczych, poprzez
wzbogacanie gleby w przyswajany azot. Biorac pod uwa-
ge fakt, iz nie wymagaja dodatkowej suplementacji w
azot, ich uprawa jest korzystna zaré6wno ze wzgledow
ekologicznych jak i ekonomicznych.

Duze znaczenie gospodarcze roslin bobowatych sprawi-
to, iz omawiany uktad symbiotyczny stat sie interesujacym
modelem badawczym, umozliwiajacym poznanie i zrozu-
mienie zlozonych mechanizméw interakcji miedzygatun-
kowych.

MEDICAGO TRUNCATULA - MODELOWA
ROSLINA BOBOWATA

Wzrost zainteresowania biologicznym wiazaniem azotu
w ukfadach symbiotycznych roslin bobowatych z diazotro-
fami wymusil poszukiwanie odpowiedniego modelu ro-
slinnego do badan genetycznych oraz genomicznych. Spo-
§réd roslin bobowatych, dwa gatunki: Medicago truncatula
Gaertn. oraz Lotus japonicus L. zostaly zaproponowane jako
organizmy modelowe, umozliwiajgce badanie proceséw
morfogenezy dwoch odmiennych typéw brodawek korze-
niowych.

W przeciwienistwie do L. japonicus, M. truncatula nale-
zy do grupy roslin IRLC (ang. the Inverted Repeat Lacking
Clade), cechujacych sie brakiem odwréconego powto-
rzenia o diugosci 25 kpz w genomie chloroplastowym.
Opisana réznica w genomie ma swoje odzwierciedlenie
w procesie symbiozy. Interakcje symbiotyczne w grupie
IRLC charakteryzujg sie bowiem rozwojem brodawek z
trwale funkcjonujacym merystemem, wysokim stopniem
kontroli rosliny gospodarza nad réznicowaniem mikro-
symbionta, a tym samym wyzsza efektywnoscia wiazania
azotu [13,16].

Pochodzaca z rejonu basenu Morza Srédziemnego M.
truncatula jest blisko spokrewniona z gatunkami o duzym
znaczeniu gospodarczym, m.in. lucerna siewna (Medi-
cago sativa L.), grochem zwyczajnym (Pisum sativum L.)
oraz soczewica jadalng (Lens culinaris Medik.) [13, 17].
Jednakze w przeciwienistwie do nich posiada relatyw-
nie maty (~465 Mpz), diploidalny genom (2n=16), ktéry
zostal zsekwencjonowany i opisany [17,18]. Charaktery-
zuje si¢ krotkim cyklem zyciowym, wynoszacym okoto 4
miesigce. Jest rodling samopylng i wysokoplenna, z duza
kolekcja ekotypow. Co wiecej, jest podatna na genetycz-
na transformacje z wykorzystaniem bakterii z rodzaju
Agrobacterium. Dostepnosc protokotéw dotyczacych ho-
dowli M. truncatula, jak réwniez, jej transformacji, in-
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie wczesnych etapéw procesu infekcji symbiotycznej u Medicago truncatula. (a) Wymiana molekut sygnatowych pomiedzy rosling
gospodarzem (flawonoidy) a mikrosymbiontem (czynnik Nod - NF). (b) Percepcja NF nastepuje przez kompleks receptoréw (MtLYK3/MtNFP), zlokalizowanych w
blonie komoérkowej wiosnika korzeniowego. Przy wspoétudziale kinazy biatkowej MtDMI2, dochodzi do aktywacji wspolnego symbiotycznego szlaku sygnalowego W
przekazywaniu sygnatu pomiedzy blong komérkowa a jadrowa posredniczy mewalonian. Aktywnos¢ zlokalizowanych w bonie komérkowej i jadrowej kanatéw katio-
nowych (MtDMI1), wapniowych (MtCNCG15) oraz pomp wapniowych (MtMCAS8) wplywa na oscylacje jonéw wapnia. Skutkiem zmiany stezenia jonéw wapnia jest
indukcja transkrypcji genéw symbiotycznych - nodulin. We wspomnianej aktywacji bierze udziat kompleks bialek oraz czynnikéw transkrypcyjnych (MtDMI3, MtIPD3,

MtNSP1, MtNSP2, DELLA).

okulacji symbiontami oraz infekcji patogenami znacznie
ulatwia prace eksperymentalne na omawianym modelu
roslinnym. Analize funkcjonalna genéw M. truncatula
umozliwiajg liczne populacje mutantéw [17]. Tworzone
s3 mapy genetyczne oraz biblioteki cDNA. Ponadto, w
celu ulatwienia badan nad oddzialywaniami biotyczny-
mi, zaré6wno symbiotycznymi jak i patogennymi, powsta-
to wiele narzedzi transkryptomicznych, proteomicznych
i metabolomicznych. Dostepne sg platformy bioinforma-
tyczne z danymi uzyskanymi z do$wiadczent na mikro-
macierzach, jak réwniez pochodzacymi z sekwencjono-
wania RNA (RNA-seq, ang. RNA sequencing), mapami
referencyjnymi badan proteomicznych oraz bibliotekami
badan metabolicznych [17].

Ze wzgledu na cechy rosliny modelowej oraz zdolnosé
do nawiazywania oddzialywar biotycznych, zaréwno z
bakteriami korzeniowymi, grzybami mikorytycznymi oraz
patogenami, M. truncatula stanowi odpowiedni model do
badan genetycznych rodziny Fabaceae.

PRZEBIEG PROCESU INFEKCJI KORZENIA
PRZEZ RIZOBIA ORAZ MORFOGENEZA
BRODAWKI KORZENIOWE]

Zjawisko wspoéldziatania roslin bobowatych i bakterii
symbiotycznych, prowadzace do powstania brodawek ko-
rzeniowych, jest procesem wieloetapowym, specyficznym i
precyzyjnie regulowanym.

WCZESNE FAZY PROCESU INFEKCJI

Wymiana chemicznych sygnaléw pomiedzy partne-
rami symbiotycznymi stanowi pierwszy krok inicjujacy
nawiazanie symbiotycznych interakcji. W warunkach
niedoboru azotu, roslina wydziela do ryzosfery flawo-
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noidy, o charakterze chemoatraktantéw. Indywidualne
flawonoidy sg rozpoznawane przez okreélone gatunki ri-
zobiodw, determinujac tym samym specyficznos¢ procesu
[19]. Pochodzgce od makrosymbionta molekuty sygnato-
we aktywuja bakteryjny regulator transkrypcyjny NodD,
wykazujacy zdolnosé do wiazania konserwatywnych mo-
tywow DNA, tzw. sekwencji nod-box. Biatko NodD pod
wplywem flawonoidéw indukuje transkrypcje genéw nod
(ang. nodulation), odpowiedzialnych za synteze bakteryj-
nych czastek sygnalowych - czynnikéw Nod (NF, ang.
Nod Factor) (Ryc. 1a) [20]. Czynniki Nod sg to lipochito-
oligosacharydy, ktérych struktura szkieletu N-acetylo-
glukozaminowego jest wspélna dla wiekszosci rizobiow
[21]. Specyficznosé¢ wobec gatunkéw roslin gospodarzy
jest determinowana poprzez réznice w dlugosci szkieletu
glownego (od 3-5 jednostek cukrowych) oraz rodzaj jego
modyfikacji obejmujacych, m.in. sulfidyzacje, acetylacje,
fukozylacje oraz glikozylacje [22]. Funkcje sygnalowe w
procesie brodawkowania pelnig réwniez, oprécz czyn-
nika Nod, bakteryjne polisacharydy powierzchniowe,
m.in.: lipopolisacharydy (LPS, ang. Lipopolysaccharide),
egzopolisacharydy (EPS, ang. Exopolysaccharide), cyklicz-
ne B-glukany oraz kapsularne polisacharydy (CPS, ang.
Capsular Polysaccharides). Rozpoznawanie struktur po-
wierzchniowych mikrosymbionta przez roslinne recepto-
ry stanowi kolejny element decydujacy o specyficznosci
gatunkowej partneréw symbiotycznych. Ponadto, bak-
teryjne polisacharydy powierzchniowe funkcjonuja jako
supresory odpowiedzi obronnej roslin, umozliwiajgc roz-
woj 1 ustabilizowanie sie efektywnej symbiozy [23].

W percepcji bakteryjnego sygnatu posrednicza roslin-
ne receptory czynnika Nod (NFR, ang. Nod factor Recep-
tor), zlokalizowane w btonie komoérkowej wtosnikéw ko-
rzeniowych [21]. Badania prowadzone z wykorzystaniem
modelowych roslin bobowatych pozwolily na identyfi-
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kacje dwoch lizynowych receptoréw kinazowych, ktére
tworzac ze soba kompleksy (LjNFR1/LjNFR5 u Lotus
japonicus; MtLYK3/MtNFP u Medicago truncatula), odpo-
wiadaja za percepcje czynnika Nod i transdukcje sygna-
tu (Ryc. 1b) [20,22]. W efekcie dochodzi do pulsacyjnej
zmiany wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw wapnia
(Ca*) (ang. calcium spiking) [3]. Percepcja czynnika Nod
aktywuje tzw. wspélny symbiotyczny szlak sygnatowy
(ang. common symbiosis signaling pathway). Aktywatorami
szlaku, oprécz wspomnianych receptoréw NFR, sa od-
dzialujgce z nimi, kinazy biatkowe LjSYMRK/MtDMI2,
nalezace do podrodziny LRR-RLK (ang. Leucine Rich Re-
peat Receptor-Like Kinase). Komponentami szlaku, wpty-
wajacymi bezposrednio na oscylacje jonéw wapnia sa
zlokalizowane w blonie komdrkowej oraz btonie otocz-
ki jadrowej kanaty kationowe (LjCASTOR, LjPOLLUX,
MtDMI1), wapniowe (MtCNGC15), jak réwniez pompy
wapniowe (MtMCAS). Niedawne doniesienia sugeruja, iz
w przekazywaniu sygnatu pomiedzy blona komorkows,
w ktorej zlokalizowane sa kinazowe receptory a blona
jadrowa, zawierajagca wspomniane kanaty i pompy, po-
§redniczy produkt szlaku mewalonowego - mewalonian
(Ryc. 1b) [22,24]. W odpowiedzi na oscylacje jonéw wap-
nia dochodzi do aktywacji w nukleoplazmie, kinazy bial-
kowej LjCCaMK/MtDMI3, ktéra nastepnie fosforyluje
transkrypcyjny aktywator, biatko LjCYCLOPS/MtIPD3.
Przypuszcza sig, iz LjCYCLOPS/MtIPD3 stanowi ele-
ment wiekszego kompleksu, zawierajacego czynniki
transkrypcyjne GRAS (NSP1, NSP2, DELLA) (Ryc. 1b).
Wspomniany kompleks indukuje ekspresje genéw sym-
biotycznych, tzw. nodulin (m.in. ENOD11) oraz szeregu
czynnikéw transkrypcyjnych (m.in. NIN), ktére pelnia
istotna role w aktywacji dwéch réwnoleglych programow
rozwojowych w ryzodermie i korze pierwotnej [20,22].

WNIKANIE BAKTERII DO WNETRZA KORZENIA

W efekcie percepcji czynnika Nod przez roslinne recep-
tory i transdukgji sygnalu w ryzodermie, specyficzne dla
gospodarza bakterie symbiotyczne wnikaja do wnetrza ko-
rzenia [25].

Jednym z najlepiej poznanych sposobéw infekcji, wy-
stepujacym u wigkszosci roslin bobowatych, m.in. u lu-
cerny, komonicy, grochu, oraz fasoli, jest formowanie
tzw. nici infekcyjnych w rozwijajacych sie wtosnikach
korzeniowych [26]. Do najbardziej podatnych na infekcje
wloénikéw, naleza te, ktére niedawno zakoniczyly wzrost
[27]. Aktywacja wspdlnego symbiotycznego szlaku sy-
gnalowego w ryzodermie prowadzi do lokalnego zaha-
mowania wzrostu wierzchotka wiosnika i jego skrecenia.
Otoczone wlosnikiem bakterie wnikaja do jego wnetrza
poprzez lokalng hydrolize $ciany komoérkowej i inwagi-
nacje blony cytoplazmatycznej rosliny. Bakterie dzielac
sie tworza kolonie, tzw. ogniska infekcji (ang. infection
foci), z ktérych rozwijaja sie wewnatrzkomoérkowe, tubu-
larne struktury - nici infekcyjne (IT, ang. Infection Thread)
[3]. W przylegajacych do zainfekowanych wlosnikéw,
komoérkach kory pierwotnej dochodzi do rearanzacji cy-
toszkieletu. Jadro oraz cytoplazma komoérek kory zmie-
niaja polozenie z czesci peryferycznych ku $rodkowi,
czemu towarzyszy fragmentacja wakuoli. Powstale tym
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samym pasma cytoplazmy, bogate w mikrotubule, two-
rza tzw. nici preinfekcyjne (PIT, ang. Pre-infection Thread),
wyznaczajac kierunek przemieszczajgcej sie do zawiazka
brodawki nici infekcyjnej [28].

POWSTANIE ZAWIAZKA BRODAWKI KORZENIOWE]

Réwnolegle do kaskady sygnatowej czynnika Nod
w ryzodermie, w komérkach kory pierwotnej, pod jego
wplywem, dochodzi do formowania zawigzka brodawki
korzeniowej. Biorac pod uwage fakt, iz czynnik Nod nie
jest mobilng molekula oraz fakt, iz w momencie aktywa-
cji podzialéw komorkowych kory, bakterie syntetyzuja-
ce NF, znajduja sie na lub w ryzodermie, postuluje sie
istnienie zaleznego od NF mobilnego sygnatu taczacego
odpowiedz ryzodermalna i kortykalna [29,30]. Jednakze,
natura biochemiczna wspomnianego sygnalu nie zostata
jak dotad zweryfikowana.

Pod wzgledem morfologicznym i anatomicznym wy-
rézniamy dwa typy brodawek. Brodawki niezdetermi-
nowane posiadajg trwale funkcjonujacy merystem, cylin-
dryczny ksztalt, gradientowe strefy rozwojowe oraz sg
formowane w wiekszosci przez rosliny bobowate klimatu
umiarkowanego, m.in. Pisum sativum oraz Medicago trunca-
tula. W przypadku brodawek zdeterminowanych, aktyw-
noé¢ komorek merystematycznych zostaje zahamowana,
kiedy brodawki osiggna okreslong wielkosé¢. Brodawki o
wzroécie ograniczonym maja ksztalt kolisty, nie wykazuja
gradientu rozwojowego oraz sg produkowane przez rosli-
ny bobowate klimatu tropikalnego, m.in. Glycine max oraz
Lotus japonicus [27].

W zaleznosci od gatunku makrosymbionta oraz typu
powstajacej brodawki ré6zne warstwy komoérek korzenia
s3 zaangazowane w jej zainicjowanie. Modelem roslin-
nym, w ktérym proces morfogenezy brodawki zostat naj-
lepiej poznany jest M. truncatula [28,30]. W przeciwien-
stwie do roslin wyksztalcajacych brodawki o wzroscie
ograniczonym, u M. truncatula zawigzek (primordium)
brodawki zlokalizowany jest w obrebie kory wewnetrz-
nej. Jego formowanie rozpoczynaja antyklinalne (po-
przeczne) podzialy komorek perycyklu, znajdujacego sie
naprzeciw wigzek protoksylemu. Podzialy mitotyczne
stopniowo obejmuja wewnetrzne warstwy kory pierwot-
nej oraz endoderme. W poézniejszych etapach aktywne
mitotycznie komoérki ulegaja podzialom peryklinalnym
(réwnoleglym) w kierunku wzrastajacej nici infekcyjnej,
dajac poczatek merystemowi (Srodkowe warstwy kory)
oraz wigzkom przewodzacym brodawki (endoderma i
perycykl). W odréznieniu od merystemu brodawek zde-
terminowanych, merystem brodawek niezdetermino-
wanych nie podlega infekcji. W wyniku jego statych po-
dziatéw dochodzi do réznicowania komérek, w ktérych
po zasiedleniu przez mikrosymbionta asymilowany jest
azot. Komorki podlegajace inicjalnej kolonizacji przez
bakterie, ktore uwalniane sg z nici infekcyjnej, powstaja z
podziatléw wewnetrznych warstw kory [28,30].

Zrozumienie genetycznych mechanizméw regulacji, le-

zacych u postaw opisanych zdarzen, zachodzacych w we-
wnetrznych warstwach korzenia, stanowi jedno z kluczo-
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wych wyzwan, pojawiajacych sie w badaniach proceséow
symbiotycznych. Postuluje sie, iz kluczowa role w modula-
qji podziatléow komorkowych prowadzacych do morfogene-
zy brodawki odgrywaja hormony roslinne.

FORMOWANIE I ROLA SYMBIOSOMOW

Koricowy etap procesu infekcji stanowi endocytoza ko-
morek bakteryjnych z nici infekcyjnych do komoérek stre-
fy zakazenia zawigzka brodawki korzeniowej [31]. Uwol-
nienie rizobiéw nastepuje w tzw. kroplach infekcyjnych
(ang. infection droplets), powstalych z nieotoczonego $cia-
na komoérkowa, wierzcholkowego fragmentu nici infek-
cyjnej. W zasiedlanych komérkach bakterie oddzielone
sq od cytoplazmy blong peribakteroidalna pochodzenia
roslinnego, tworzac symbiosomy - struktury podobne do
organellum. Wewnatrz symbiosoméw dochodzi do po-
dzialéw i réznicowania wegetatywnych form rizobiéw
w wiazgce azot bakteroidy. W przypadku roslin z grupy
IRLC, do ktérych nalezy Medicago truncatula, réznicowa-
nie bakteroidow jest terminalne, czego oznaka jest m.in.
zwiekszenie rozmiaréw symbiosoméw, zwielokrotnie-
nie genomu, przy jednoczesnym zahamowaniu podzia-
6w bakterii (endoreduplikacja), oraz utrata zdolnosci
do reprodukcji. Wykazano, iz specyficzne dla brodawek,
bogate w cysteine biatka roslinne (NCR, ang. Nodule-spe-
cific Cysteine-Rich) wymuszaja terminalna dyferencjacje
bakteroidéw, czyniac proces wiazania azotu bardziej wy-
dajnym [32,33]. Redukcja azotu czasteczkowego do amo-
niaku stanowi kosztowny pod wzgledem energetycznym
proces, zachodzacy za posrednictwem kompleksu enzy-
matycznego nitrogenezy. Jak wspomniano wczeéniej, ni-
trogenaza jest enzymem wrazliwym na dziatanie tlenu,
ktéry prowadzi do jej nieodwracalnego uszkodzenia.
Gltéwna rola rozwijajacej sie¢ brodawki jest wiec zapew-
nienie $rodowiska mikroaerobowego, pozwalajacego na
synteze ATP, przy jednoczesnej ochronie nitrogenazy
przed toksycznym dzialaniem tlenu. Srodowisko mikro-
aerofilne jest tworzone m.in. poprzez: (i) wyksztalcenie
bariery dyfuzyjnej dla tlenu w parenchymie brodawki,
oraz (ii) aktywnos¢ leghemoglobiny, regulujacej dostep-
nos¢ tlenu dla bakteroidéw [34]. W wymianie zreduko-
wanych zwiazkéw azotu i kwaséw dikarboksylowych
pochodzacych z fotosyntezy, posredniczy blona peribak-
teroidalna symbiosomu. W zaleznosci od typu brodawki
korzeniowej zredukowany azot jest z niej eksportowany
w formie amidowej (brodawki niezdeterminowane) lub
ureidowej (brodawki zdeterminowane) [34].

ROLA CYTOKININ W MORFOGENEZIE BRODAWKI

Nawigzanie efektywnej symbiozy pomiedzy rosling a
mikrosymbiontem wymaga zapoczatkowania dwaéch proce-
sow rozwojowych, odpowiednio w ryzodermie oraz w znaj-
dujacych sie pod nig komorkach kory pierwotnej. Pomimo,
iz infekcja bakteryjna jak i formowanie zawiazka brodawki
korzeniowej wydaja sie by¢ niezalezne oraz sa tkankowo i
genetycznie rozdzielone, ich inicjacja jest zsynchronizowa-
na, co moze sugerowac cisng regulacje i koordynacje obu
proceséw [25,35]. Jednakze, molekularne mechanizmy 1a-
czgce Sciezke sygnalowa czynnika Nod w ryzodermie oraz
aktywacje podzialéw mitotycznych w korze pierwotnej

Postepy Biochemii 66 (3) 2020

pozostaja niewyjasnione [36]. Rosnaca liczba dowodéw na-
ukowych wskazuje na istotna role hormonéw roslinnych,
szczegoblnie cytokinin, w modulacji oddzialtywarn symbio-
tycznych, zaré6wno na poczatkowych jak i p6zniejszych eta-
pach brodawkowania.

BIOSYNTEZA I PRZEMIANY METABOLICZNE
CYTOKININ IZOPRENOWYCH

Naturalnie wystepujace w roélinach cytokininy sta-
nowig pochodna adeniny, zawierajaca izoprenowy fan-
cuch alifatyczny lub rzadziej, aromatyczny podstawnik
benzylowy, w pozycji N® pierécienia purynowego. Na-
lezace do cytokinin izoprenowych: N°-(A*izopentenylo)
adenina (iP) oraz trans-Zeatyna (tZ) stanowia grupe naj-
liczniej obecnych w roslinach cytokinin [37]. Wéréd form
izoprenowych wyrézni¢ mozna: (i) aktywne biologicznie
wolne zasady, (ii) nukleozydy (rybozydy), (iii) O- i N-
-glikozydy, oraz (iv) nukleotydy (rybotydy). Homeostaza
aktywnych biologicznie cytokinin jest czasowo oraz prze-
strzennie regulowana poprzez enzymy zaangazowane w
ich biosynteze, modyfikacje oraz degradacje [38].

Pierwszym etapem biosyntezy de novo cytokinin izo-
prenowych (iP, tZ) jest przylaczenie taricucha izopenteny-
lowego, pochodzacego z a,adimetyloallilopirofosforanu
(DMAPP), do azotu N°® grupy aminowej nukleotydéw
adeninowych (AMP, ADP lub ATP). Wspomniang reak-
cje katalizujg enzymy - transferazy izopentenylowe (IPT,
ang. Isopentenyltransferase), ktoére u Arabidopsis thaliana
zlokalizowane s3 w cytoplazmie, mitochondrium, oraz
plastydach. Roélinne biatka IPT wykorzystuja preferen-
cyjnie ADP oraz ATP jako akceptory tanicucha izopente-
nylowego [38]. Defosforylacje powstalych dzieki aktyw-
nosci IPT rybotydéw iP umozliwiaja fosfatazy [39]. Rybo-
tydy iP, w szczego6lnosci izopentenylo-ADP oraz izopen-
tenylo-AMP, moga nastepnie zosta¢ przeksztalcone do
rybotydéw tZ poprzez hydroksylacje izopentenylowego
tanicucha bocznego. Katalizatorami reakcji sa monooksy-
genazy cytochromu P450 (CYP735A1 oraz CYP735A2).
Bezposrednia konwersja nieaktywnych biologicznie
rybotydéw iP oraz tZ do wolnych zasad, polegajaca na
usunieciu reszt rybozy, jest mozliwa dzieki aktywnosci
fosforybohydrolaz LOG (ang. Lonely Guy). U A. thaliana
ich przedstawiciele zostali zlokalizowani w cytoplazmie
oraz jadrze [38].

Istotny czynnik regulujacy poziom cytokinin izopreno-
wych stanowi ich nieodwracalna degradacja, katalizowa-
na przez dehydrogenazy/oksydazy cytokinin (CKX, ang.
Cytokinin Dehydrogenase/Oxidase). Aktywnosé CKX pro-
wadzi do odlaczenia taficucha alifatycznego od pierscie-
nia purynowego, co skutkuje wyodrebnieniem adeniny
[40]. U A. thaliana enzymy degradujace cytokininy zloka-
lizowane sa zar6wno w apoplascie, cytoplazmie, jak i wa-
kuoli [38]. W modulacji aktywnosci cytokinin wazng role
odgrywa réowniez glukozylacja. Wspomniana metabolicz-
na inaktywacja moze by¢: (i) odwracalna (O-glukozyla-
cja lancucha bocznego zeatyny) oraz (ii) nieodwracalna
(N-glukozylacja w pozycji N7 lub N?), a glukozylowane
formy cytokinin sa magazynowane w wakuoli [40]. W in-
aktywacji cytokinin posredniczy réwniez fosforybozylo-
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Rycina 2. Uproszczony model biosyntezy, inaktywacji oraz degradacji cytokinin
izoprenowych. Transferazy izopentenylowe (IPT) katalizuja przylaczenie, po-
chodzacego z DMAPP, faricucha izopentenylowego, do nukleotydéw adenino-
wych. Defosforylacje rybotydéw iP (iPRTP oraz iPRDP) umozliwiajg fosfatazy
(1). W konwersji rybotydow iP do rybotydow tZ posredniczg monooksygenazy
cytochromu P450 (CYP735A1/A2). Fosforybohydrolaza (LOG) bierze udziat w
bezposredniej konwersji rybotydéw iP oraz tZ do biologicznie aktywnych wol-
nych zasad. W przeksztalceniu wolnych zasad do rybotydéw posredniczy fos-
forybozylotransferaza adeninowa (APT). Dehydrogenazy/oksydazy cytokinin
(CKX) katalizujg odfaczenie taricucha alifatycznego od pierscienia purynowego,
czego efektem jest nieodwracalna degradacja cytokinin. fZ moze zosta¢ odwra-
calnie przeksztalcona do O-glukozydu przez O-glukozylotransferaze zeatyny
(2) i B-glukozydaze.(3). Nieodwracalna N-glukozylacja jest katalizowana przez
N-glukozylotransferaze cytokinin (CK-N-GT) (4). Linig nieprzerywang oznaczo-
no preferencyjne substraty dla odpowiednich enzymoéw.

transferaza adeninowa (APT, ang. Adenine Phosphoribosyl
Transferase), przeksztalcajac wolne zasady do rybotydow
[41]. Rycina 2 przestawia opisany, uproszczony szlak bio-
syntezy i metabolizmu cytokinin izoprenowych.

PERCEPCJA I TRANSDUKCJA SYGNALU
CYTOKININOWEGO W KOMORCE

Cytokininy stanowia grupe regulatoréw wzrostu i roz-
woju, stymulujacych podzialy oraz réznicowanie sie komo-
rek [38]. Wplyw wspomnianych fitohormonéw na rozwoj
oraz fizjologie rosliny wynika gléwnie z regulacji ekspresji
genéw [40]. Transdukcja sygnatu cytokininowego do genéw
docelowych jest mozliwa dzieki wieloetapowemu systemo-
wi fosforylacji, znanemu jako TCS (ang. Two-Component
System). Sktada sie on z trzech grup biatek: (i) blonowych
receptoréw, nalezacych do rodziny kinaz histydynowych
HK (ang. His Kinase), (ii) bialek fosfotransferowych zawie-
rajacych histydyne (HP, ang. His-containing Phosphotransfer
Proteins) oraz (iii) jadrowych regulatoréw odpowiedzi typu
B (RR-B, ang. Response Requlator type B). Percepcja biologicz-
nie aktywnych cytokinin (iP, tZ) przez biatko receptorowe,
indukuje jego autofosforylacje. Nastepnie w translokacji
grupy fosforanowej z cytoplazmy do jadra posredniczy
biatko fosfotransferowe. Ostatecznie ufosforylowane regu-
latory odpowiedzi typu B wiaza si¢ do docelowego DNA,
zawierajacego motyw 5-(A/G)GAT(C/T)-3’, inicjujac
transkrypcje genéw, zaangazowanych we wczesna odpo-
wiedz na cytokiny (Ryc. 3). W regulacji szlaku sygnalowego
cytokinin na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego bio-
ra udzial indukowane przez RR-B, regulatory odpowiedzi
typu A (RR-A) [40,42,43].

U Arabidopsis thaliana, receptory cytokinin sa zlokalizo-
wane zar6wno w blonie komoérkowej, jak réwniez btonie
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Rycina 3. Percepcja i transdukcja sygnatu cytokininowego w komoérce. Percepcja
aktywnych biologicznie form cytokinin przez zlokalizowany w blonie komérko-
wej lub blonie retikulum receptor HK, prowadzi do jego autofosforylacji. Biatka
fosfotransferowe (HP) pelnig funkcje przenosnika grupy fosforanowej pomie-
dzy receptorem cytokinin a jagdrowymi regulatorami odpowiedzi typu B (RR-B).
Ufosforylowane RR-B wigza sie do promotora genéw docelowych (w tym RR-A),
indukujacych ich transkrypcje.

retikulum endoplazmatycznego (ER). Jednakze, nadal nie
wiadomo, ktéra z wymienionych lokalizacji stanowi do-
minujace miejsce percepcji sygnatu cytokininowego [44].
Ostatnio opublikowane dane dotyczace oddziatywan in
planta receptoréw cytokinin z biatkami fosfotransferowymi
wskazuja na wewnatrzkomoérkowa lokalizacje Sciezki sy-
gnalowej cytokinin [45]. Analizy lokalizacji znakowanego
fluorescencyjnie biatka AtCKX1, nalezacego do dehydro-
genaz/oksydaz cytokinin, sugeruja, iz retikulum endopla-
zmatyczne jest ponadto gtéwnym miejscem ich degradacji
[46]. Pomimo przedstawionych argumentéw rola blony
komoérkowej w kaskadzie sygnatowej cytokinin nie moze
zosta¢ wykluczona. Badania dotyczace zlokalizowanego w
blonie komoérkowej biatka importujacego cytokininy (At-
PUP14) pokazaly, iz moze bra¢ on udzial w hamowaniu
percepgji cytokinin przez receptor. Udowodniono ponadto,
iz degradacja cytokinin pochodzenia apoplastycznego ha-
muje odpowiedz komoérek na ten fitohormon [47].

SCIEZKA SYGNALOWA CYTOKININ W KORZE
PIERWOTNE] A FORMOWANIE PRIMORDIUM
BRODAWKI U MEDICAGO TRUNCATULA

Aktywacja Sciezki sygnalowej cytokinin w korze pier-
wotnej stanowi kluczowy proces, niezbedny do powstania
zawiazka brodawki korzeniowej oraz nawiazania wydaj-
nej symbiozy. U Medicago truncatula proces percepcji oraz
transdukgcji sygnatu cytokininowego jest zalezy od biatka
receptorowego MtCRE1/MtHKT1 (ang. Cytokinin Response 1,
His Kinase 1). Jego dysfunkcja skutkuje, m.in. istotnym ob-
nizeniem liczby powstajacych brodawek oraz zaburzeniem
73% zmian transkrypcyjnych indukowanych przez czynnik
Nod [48-51].

W efekcie aktywacji zaleznej od MtCRE1 kaskady sy-
gnatowej, dochodzi do transkrypcji genéw zaangazowa-
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nych w biosynteze cytokinin (MtCYP735A1), ich aktywacje
(MtLOGS3), odpowiedz (MtRRA4), degradacje (MtCKX2,
MtCKX3) oraz inaktywacje (MtAPT1, MtAPT2). W konse-
kwencji, biologicznie aktywne cytokininy (iP oraz tZ) sa
biosyntetyzowane oraz akumulowane w strefie korzenia
podatnej na infekcje rizobiami (ang. root susceptible zone).
Fakt, iz akumulacja cytokinin nie jest obserwowana w rosli-
nach z mutacja w obrebie genu, kodujacego kinaze biatko-
wa CCaMK/MtDMI3, sugeruje zaleznos¢ tego procesu od
kaskady sygnalowej czynnika Nod [50]. Biosynteza de novo
cytokinin oraz zwiekszona na nie odpowiedz komorek kory
pierwotnej moze stanowi¢ cze$¢ pozytywnego sprzezenia
zwrotnego, skutkujgcego rozprzestrzenianiem sie sygnatu
cytokininowego, podzialami mitotycznymi komérek kory
oraz morfogeneza brodawki. We wspomnianym zwieksza-
niu sie odpowiedzi komérek na fitohormon bierze réwniez
udzial jeden z czynnikéw transkrypcyjnych aktywowanych
podczas transdukcji sygnatu cytokininowego. Pokazano, iz
czynnik transkrypcyjny NIN moze wigzac sie bezposrednio
do promotora genu MtCRE1 i indukowa¢ jego ekspresje w
komorkach kory pierwotnej [52]. Jednakze, molekularny
mechanizm odpowiedzialny za zapoczatkowanie omawia-
nej kaskady sygnalowej, przez nieznang czastke sygnalowa,
wymaga wyjasnienia.

Regulacja cyklu komérkowego, a tym samym podzialéw
mitotycznych komorek jest zalezna od gradientu stezen au-
ksyn oraz cytokinin. Obecnoé¢ wspomnianych fitohormo-
néw ma wplyw na transkrypcje genéw cyklu komérkowe-

go, tzw. cyklin (CYC, ang. Cyclin) oraz zaleznych od cyklin
kinaz (CDK, ang. Cyclin-Dependent Kinase) [53]. U M. trunca-
tula, egzogenna aplikacja auksyn indukuje ekspresje genu,
kodujacego cykline typu A (cycA2;2), nalezaca do grupy
cyklin mitotycznych. Analiza aktywnosci promotora genu
cycA2;2 pod wplywem auksyn, wykazala, iz jest on aktywo-
wany w dzielacych sie komorkach, znajdujacych si¢ naprze-
ciw wiazek protoksylemu, gdzie dochodzi do powstania
zawigzka brodawki [53]. Zapoczatkowanie odpowiedzi ko-
morek na auksyny podczas formowania primordium bro-
dawki jest zalezne od szlaku sygnalowego cytokinin [54].
Postuluje sie, iz rola cytokinin w promowaniu podziatéw
komérkowych ma charakter posredni, zwigzany z modula-
cja polarnego transportu auksyn [28].

W warunkach niesymbiotycznych, w korzeniu auksyny
(IAA, ang. Indole-3Acetic Acid) transportowane sa akropetal-
nie w kierunku jego wierzchotka, przez wigzki przewodza-
ce oraz bazypetalnie (z wierzchotka korzenia do jego strefy
elongacyjnej) zewnetrznymi warstwami korzenia [55]. We
wspomnianej translokacji posrednicza eksportery auksyn,
biatka PIN. Inokulacja mikrosymbiontem inicjuje zmiany w
polarnym transporcie fitohormonu. W wyniku zaleznej od
MtCREI1, biosyntezy i aktywnosci flawonoidéw (m.in. na-
ringeniny, izolikwiritigeniny oraz kaempferolu) dochodzi
do zahamowania akropetalnej translokacji auksyn ponizej
miejsca infekcji, przy jednoczesnym zwiekszeniu transpor-
tu bazypetalnego oraz ich akumulacji w miejscu przyszitego
zawiazka brodawki (Ryc. 4) [55].

Lokalne hamowanie
transportu auksyn (IAA)

Lokalna akumulacja l
auksyn (IAA)

-

Morfogeneza
brodawki

Ekspresja genow docelowych
(m.in. MtCYP735A1, MtLOG3)

tokininy (Z, iP)

Rycina 4. Schematyczne przedstawienie kaskady sygnalowej cytokinin w korze pierwotnej.

Aktywacja kaskady sygnatowej cytokinin w korze pierwotnej, przez nieznang molekute sygnalowq, prowadzi do powstania primordium brodawki korzeniowej. Klu-
czowym elementem wspomnianej kaskady jest receptor cytokinin (MtCRE1). Percepcja cytokinin przez receptor prowadzi do aktywacji regulatorow odpowiedzi typu
B. W konsekwengji dochodzi do inicjacji transkrypcji genéw docelowych, w tym zaangazowanych w biosynteze (MtCYP735A1) oraz konwersje (MtLOG3) cytokinin.
Powstajace de novo cytokininy pochodzenia kortykalnego stanowig czes¢ pozytywnego sprzezenia zwrotnego. Dodatkowo, zwigzanie cytokinin przez MtCRE1 indukuje
biosynteze oraz uwalnianie flawonoidéw. Skutkiem ich dzialalnosci jest zahamowanie transportu auksyn w kierunku wierzchotka korzenia, ich akumulacja w miejscu

infekcji, podzialy komérkowe i morfogeneza brodawki.
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CYTOKININY POCHODZENIA RYZODERMALNEGO
ORAZ ICH ROLA PODCZAS BRODAWKOWANIA
U MEDICAGO TRUNCATULA

Jak opisano wczeséniej, cytokininy pelnia pozytywna role
w regulacji powstawania zawigzka brodawki korzenio-
wej, stymulujac podzialy perycyklu, endodermy oraz kory
pierwotnej. Przez dlugi czas zaktadano, iz inicjacja Sciez-
ki sygnalowej cytokinin, zaleznej od czynnika Nod, oraz
pierwsza odpowiedz rosliny na ten fitohormon zachodzi
w komorkach kory pierwotnej. Jednakze, ostatnio opubli-
kowane, tkankowo-specyficzne analizy transkryptomu Me-
dicago truncatula wykazaly wczesng aktywacje kaskady sy-
gnatowej cytokinin w ryzodermie [36,56]. Egzogenna apli-
kacja czynnika Nod skutkowala indukcja ekspresji genow w
komoérkach ryzodermalnych, zaangazowanych zaréwno w
inicjacje biosyntezy cytokinin (MtKNOX3), ich biologiczna
aktywacje (MtLOGI) oraz przeksztalcenie (MtCYP735A1),
percepcje (MtCRE1), odpowiedz (m.in MtRRA2, MtRRAS,
MtRRAY), jak rowniez degradacje (m.in. MtCKX1, MtCKX?2)
[36]. Co wiecej, zaobserwowano akumulacje nieaktywnych
biologicznie, nukleotydowych prekursoréw cytokinin, tj.
tZRP, iPRP w tkance okrywajacej korzen. Fakt ten moze
by¢ interesujacy ze wzgledu na to, iz fosforybohydrolaza
(MtLOGT1), katalizujaca konwersje nukleotydowych pre-
kursoré6w w aktywne biologicznie wolne zasady, jest zlo-
kalizowana w obrebie ryzodermy [36]. Dodatkowym ar-
gumentem na to, iz zalezna od NF odpowiedz komoérek na
cytokininy zachodzi w pierwszej kolejnosci w ryzodermie,
a nastepnie w korze pierwotnej, byly wyniki uzyskane przy
pomocy syntetycznego systemu reporterowego dla obecno-
§ci cytokinin (TCSn, ang. Two Component Sensor new) [36].
System TCSn sklada sie z konstrukcji genowej zawieraja-
cej serie powtérzonych elementéw cis, znajdujacych sie w
promotorach genéw zaangazowanych we wczesng odpo-
wiedz na cytokininy. Umozliwia to monitorowanie aktywa-
qji transkrypcji w odpowiedzi na ten bodziec hormonalny
[43]. Taki sztuczny promotor powigzany zostal z genem
reporterowym GUS. Po kilku godzinach od inokulacji mi-
krosymbiontem sygnat TCSn:GUS obserwowano w obrebie
ryzodermy i zewnetrznych warstw kory. Po dwéch dniach
od infekcji sygnat ten rozprzestrzenit sie na wewnetrzne
warstwy kory pierwotnej [36].

W przeciwienistwie do udokumentowanej roli cytokinin
w odpowiedzi kortykalnej i formowaniu primordium bro-
dawki, funkcja cytokinin pochodzenia ryzodermalnego nie
jest wyjasniona. Biorac pod uwage, ich obecnos$é w ryzoder-
mie oraz nastepujaca po sobie aktywacje odpowiedzi komo-
rek w tkance okrywajacej oraz korze, ryzodermalne cytoki-
niny moga pelni¢ role mobilnego sygnatu, integrujacego ze-
wnetrzna i wewnetrzna odpowiedz tkanki korzeniowej na
infekcje rizobiami. Percepcja cytokinin pochodzenia ryzo-
dermalnego przez zlokalizowany w komérkach kory recep-
tor MtCRE1 prowadzitaby do zainicjowania ich szlaku sy-
gnatowego. Jak opisano wczesniej, nastepstwem aktywacji
kaskady sygnatowej jest biosynteza de novo cytokinin oraz
rozszerzanie si¢ odpowiedzi komorek na ten fitohormon w
wewnetrznych warstwach korzenia, skutkujace uformowa-
niem zawigzka brodawki. Co ciekawe, czynnik Nod indu-
kuje ekspresje zlokalizowanych w ryzodermie genéw, nale-
zacych do rodzin, zaproponowanych jako zaangazowane w
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translokacje cytokinin [36]. Jednakze, jak do tej pory zaden
transporter cytokinin nie zostat zidentyfikowany i scharak-
teryzowany u roslin bobowatych.

ROLA CYTOKININ JAKO NEGATYWNYCH
REGULATOROW PROCESU MORFOGENEZY BRODAWKI

Biorac pod uwage fakt, iz brodawkowanie stanowi
kosztowny pod wzgledem energetycznym proces, liczba
powstajacych brodawek jest ograniczana przez rosling go-
spodarza do iloéci niezbednej dla zapewnienia optymal-
nego wzrostu [57]. Postuluje sie, iz w negatywnej regulacji
tego procesu moga brac¢ udzial cytokininy. Wykazano, iz
zalezna od MtCRE1 Sciezka sygnalowa cytokinin w ryzo-
dermie wplywa negatywnie na indukcje ekspresji genu
MtENODI11. Majac na uwadze fakt, iz akumulowane pod
wplywem czynnika Nod biatko ENOD11 pelni istotna role
zaré6wno w zainicjowaniu infekcji mikrosymbiontem jak i
formowaniu zawigzka brodawki, jego ograniczenie za po-
mocg ryzodermalnych cytokinin moze stanowié¢ czes¢ ne-
gatywnego sprzezenia zwrotnego, hamujacego kolejne in-
fekgje [36]. Regulacja liczby powstajacych brodawek moze
mie¢ nie tylko charakter lokalny, ale réwniez dlugodystan-
sowy, polegajacy na komunikacji korzen-ped. Aktywacja
autoregulacji brodawkowania (AON, ang. Autoregulation of
Nodulation) podczas formowania sie zawigzka brodawki jest
zalezna od kaskady sygnatowej cytokinin [58]. Pokazano, iz
ekspresja genu MtCLE13, kodujacego peptyd pelniacy role
molekuly sygnalowej, posredniczacej w AON, jest zalezna
od MtCRE1 oraz MtNIN1 [59]. Co wiecej, badania prowa-
dzone na Lotus japonicus sugeruja, iz pochodzace z korze-
nia peptydy CLE indukuja biosynteze cytokinin w cze-
Sciach nadziemnych, ktére nastepnie wywieraja negatywny
wplyw na liczbe powstajacych brodawek [60].

PODSUMOWANIE

Wspélczesne procesy demograficzne prowadzace do
wzrostu populacji ludzi na $wiecie wymagaja poszuki-
wania rozwigzan dla zapewnienia bezpieczeristwa zyw-
noéciowego. Zwigkszenie arealu upraw zwiazane jest ze
wzrostem zapotrzebowania na azot w rolnictwie, co moze
prowadzi¢ do zanieczyszczenia $rodowiska naturalnego.
Jednym z istotnych wyzwan stojacych przed wspoétczesng
agrobiotechnologia jest wykorzystanie potencjalu biologicz-
nego wigzania azotu w celu obnizenia sztucznego nawoze-
nia. W ostatnich latach odnotowano znaczacy postep w zro-
zumieniu poczatkowych etapéw interakeji symbiotycznych
pomiedzy roslinami bobowatymi a rizobiami. Takich jak: (i)
komunikacja partneréw symbiotycznych w ryzosferze, (ii)
infekcja wlosnikéw korzenioniowych przez mikrosymbion-
ta oraz (iii) tworzenie symbiotycznego organu - brodawki,
wewnatrz tkanek korzenia. Obecnie, intensywne starania
podejmowane sa celem poznania kaskad regulatorowych
integrujacych wspomniane etapy, prowadzace do nawia-
zania efektywnej symbiozy. Postuluje sie, iz kluczowa
role w modulacji podziatéw komoérkowych prowadzacych
do morfogenezy brodawki odgrywaja hormony roslinne,
glownie cytokininy. Jednakze, wcigz niepoznany jest mo-
lekularny mechanizm 1aczacy Sciezke sygnatowa czynnika
Nod w ryzodermie z aktywacja podzialéw komérkowych w
korze pierwotnej. Poznanie molekularnych mechanizméw
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regulujacych proces symbiozy i biologicznego wigzania
azotu moze w przysztosci postuzy¢ m.in. do: (i) zwigksze-
nia efektywnosci asymilacji azotu, (ii) rozwinigcia nowych
uktadéw symbiotycznych pomiedzy asymilatorami N, a ro-
slinami o duzym znaczeniu gospodarczym, (iii) jak rowniez
zainicjowania zdolnodci wiazania azotu atmosferycznego
przez organizmy eukariotyczne, w tym roéliny [2, 6, 61, 62].
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ABSTRACT

Legume plants have a unique ability to form associations with nitrogen-fixing rhizobial species. An exchange of specific signaling molecules
between host and microsymbiont constitutes the first step required both for bacterial infection and the formation of new, root-derived organs,
called nodules. Since these two events occur in different root tissues, namely in the rhizodermis and in the underlying cortical cells, their strict
regulation and coordination have to exist. An essential role of plant hormones, especially cytokinins, in the modulation of nitrogen-fixing
symbiosis has been widely postulated. Activation of the cytokinin signaling pathway in the root cortex, by an unknown signal, is thought to
be a key event of the infection process. As a consequence bioactive cytokinins are biosynthesized in the root susceptible zone, and they are
a part of a positive feedback loop to trigger cortical cell division and sustain nodule organogenesis. Understanding the genetic mechanisms
underlying events that occur in the inner layers of the root is one of the key challenges emerging in the study of symbiotic processes.
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