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POWSTAWANIE | ROZWOJ BRODAWEK KORZENIOWYCH ROSLIN
MOTYLKOWATYCH

Powstawanie brodawek korzeniowych u roslin motylkowatych jest przykia-
dem organogenezy nastepujacej wytacznie pod wptywem specyficznego bodzca
ze Srodowiska zewnetrznego rosliny. BodZzcem tym jest, méwigc w duzym skrécie
myslowym, obecno$¢ w ryzosferze odpowiedniej dla danego gatunku rosliny
bakterii symbiotycznej z rodzaju Azorhizobium, Rhizobium lub Bradyrhizobium.
O naturze sygnatéw wymienianych przez obydwu uczestnikéw symbiozy traktuja
dwa inne artykuty zamieszczone w tym zeszycie Kosmosu, niniejsza zas praca,
omawiajgca morfogeneze brodawek korzeniowych, ma na celu utatwienie zrozu-
mienia ich tresci.

PROCES INFEKCJI

Warunkiem wstepnym wejscia w symbioze konkretnego osobnika rosliny
gospodarza i zyjacej w jej ryzosferze populacji rizobiéw jest wzajemne rozpozna-
nie. Polega ono nawymianie bodzcow o charakterze chemicznym ijest omoéwione
w pracy J. Kopcinskiej i W. Golinowskiego w tym zeszycie. Efektem rozpoznania
gospodarza przez rizobia jest kolonizacja przez nie miodych, wyrastajgcych
witosnikéw korzeniowych (Hirsch 1992). Obecno$¢ mikrokolonii bakterii na
powierzchni miodego witosnika powoduje zmiane ukierunkowania jego wzrostu
i— co za tym idzie — jego deformacje (rys. 1A). Znieksztatcenie moze polega¢ na
rozdeciu wtosnika lub jego rozgatezieniu, ale skuteczna infekcja moze nastgpic
tylko, gdy dojdzie do skrecenia wtosnika i obrosniecia przezen mikrokolonii
rizobiow. Kolejny etap rozwoju symbiozy polega na wytworzeniu przez rosline
specyficznych wrét infekcji, umozliwiajgcych wejscie rizobiéw do wnetrza ciata
rosliny w taki sposo6b, ze nie ,rozchodzg sie” one w nim w sposéb dowolny, ale
docierajg najkrétszg droga do specjalnie dla nich przygotowanej niszy ekologi-
cznej — zawiazka brodawki korzeniowej, ktérego wytwarzanie nastepuje réwno-
legle z postepem infekcji. Owe specyficzne wrota infekcji to tak zwana nic
infekcyjna, ktéra mozna poréwnac¢ do trans-komdérkowego tunelu, majgcego
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swoj poczatek w bezposrednim sgsiedztwie obrosnietej przez witosnik kolonii
rizobidw i rosnacego poprzez komarki kory pierwotnej korzenia ku zawigzkowi
brodawki. Sciana nici infekcyjnejjest podobna do $ciany komérkowej, a matriks
ja wypetniajaca — do blaszki srodkowej (Brewin i wspétaut. 1993), jest ona
podtozem dla rizobiéw, wnikajacych do wnetrza nici. W jaki spos6b bakterie
wnikajg do nici nie jest rozstrzygniete — moze to nastepowac albo poprzez
inwaginacje Sciany — swoisty wzrost sciany do wnetrza wiosnika, albo wskutek
rozpuszezenia fragmentu Sciany blokujgcego wejscie do dobudowanej do Sciany
nici, albo w wyniku kombinacji obu proceséw. Kierunek wydtuzania nici infe-
kcyjnej jest, jak sie wydaje, wyznaczany przez tak zwane struktury pre-infekcyj-
ne — grube cytoplazmatyczne mosty w komérkach kory, czesto zawierajgcejagdro
komérkowe (van Brussel i wspotaut. 1992). Ostatecznie ni¢ infekcyjna wrasta
do niektérych komorek zawigzka brodawki i tam wreszcie sg uwalniane z niej
bakterie.

Rys. 1. Powstawanie zawigzka brodawki korzeniowej: A — wymiana sygnatéw miedzy

roslina i bakterig: B — obrastanie kolonii bakterii przez wydtuzajacy sie wiosnik, podziaty

komorek w giebi korzenia; C — penetracja zawigzka brodawki przez ni¢ infekcyjna.

Skréty: S — skoérka korzenia, KP — kora pierwotna korzenia, E — endoderma, P —

perycykl, TP — tkanka przewodzgca walca osiowego korzenia, W — wtosnik, R — komor-
Ki rizobiéw, PK — podziat komérki, N — ni¢ infekcyjna.
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POWSTAWANIE ZAWIAZKA BRODAWKI KORZENIOWEJ

Ciagle jeszcze brak jest danych o tym, w jaki sposéb sygnat o obecnosSci
rizobidw jest przez rosline odbierany i w jaki spos6b przekazywany w jej ciele.
Czasteczki chemicznego bodzca wysytane przez bakterie nie sg wykiywane
wewnatrz tkanek gospodarza, muszag wiec by¢ rozpoznawane przez receptor na
jego powierzchni, uruchamiajgcy system ,przekaznikéw”, przez ktére sygnat
dociera do komoérek kompetentnych do jego odbioru ijednoczesnie odpowiedzi.
Odpowiedz — to uruchomienie informacji genetycznej, w ktorej jest zapisany
program wytworzenia brodawki korzeniowej. Przejawem rozpoczecia realizacji
tego programu jest odzyskanie zdolnosci dzielenia sie przez komérki kory
pierwotnej, endodermy i peiycyklu korzenia sgsiadujgce z protoksylemem wigzki
drewna pierwotnego, lezacej najblizej miejsca infekcji (rys. IB) (Hirsch 1992,
Newcomb 1981). Najintensywniej dzielg sie komorki kory pierwotnej i tylko w tej
strefie sposrod trzech pobudzonych odréznicowanie obejmuje stopniowo inne
komérki, coraz dalej potozone od pierwotnego ,centrum indukcji”. Rbwnoczesnie
z podziatami komoérek tworzacego sie zawiagzka brodawki rosnie w jego kierunku
ni¢ infekcyjna (rys. 1C). W obrebie zawiazka moze sie ona rozgatezi¢ i wniknac¢
do kilku komoérek. Komérki te, z chwilg uwolnienia w nich bakterii z nici
infekcyjnej, stanag sie pierwszymi komodrkami tkanki bakteroidalnej brodawki
korzeniowej.

ORGANIZACJA BRODAWKI KORZENIOWEJ

W petni wyksztatcona brodawka korzeniowa jest organem o skomplikowanej
budowie (rys. 2). Komoérki zewnetrznych warstw brodawki (kora brodawki) nie
sg zainfekowane przez rizobia i petnig funkcje ochronne (Hirsch 1992, Newcomb
1981). Zewnetrzna czes¢ kory brodawki jest zbudowana ze stosunkowo luzno
utozonych komorek parenchymatycznych. Pod nimi znajduje sie pojedyncza
warstwa szybko obumierajgcych komorek o zdrewniatych $Scianach, a jeszcze
gtebiej — kilka warstw komérek miekiszowych, charakteryzujacych sie nieco
mniejszymi rozmiarami i brakiem lub niewielkimi przestrzeniami komdérkowymi.
Warstwy korowe brodawki chronig ja nie tylko przed inwazja patogenéw lub
wysychaniem, ale takze stanowig bariere ograniczajaca dyfuzje tlenu do wnetrza
brodawki, ktérego nadmiar powoduje nieodwracalng inaktywacje nitrogenazy.
W wewnetrznych warstwach koiy brodawki przebiegajg wigzki przewodzgce.
Zawieraja one elementy floemu i ksylemu oraz komorki peiycyklu (w tym
komarki transferowe) i sg otoczone jednowarstwowg endoderma z pasemkami
Caspaiy'ego. Wiazki brodawki tgczag sie z systemem przewodzgacym korzenia,
a endoderma wiazek jest ciggta z endoderma korzenia (i identyczna z nig pod
wzgledem budowy). W wierzchotkowej czesci brodawki, chroniony bardzo cienkg
w tym miejscu i nie zawierajgca zdrewniatych komérek korg, znajduje sie
merystem brodawki. Ontogenetycznie jest on pochodng merystematycznego
zawigzka brodawki, powstatg z nie zainfekowanych komorek zawigzka. Mery-



572 B. Ltotocka, W. Golinowski

stem brodawki odpowiada za przyrost wszystkich tkanek brodawki, jego pochod-
ne odkiadane na zewnatrz rdéznicuja sie w komorki wigzek przewodzgcych
i poszczegoélnych warstw koiy, pochodne odktadane ku wnetrzu brodawki pod-
legajg infekcji i réznicuja sie w komorki tkanki bakteroidalnej. Infekcja nastepuje
w warstwie komorek lezacych bezposrednio pod merystemem (tzw. strefa pene-
tracji nici infekcyjnych), polega na wrastaniu nici infekcyjnych do pochodnych
merystemu i uwalnianiu do nich bakterii.

Rys. 2. Budowa brodawki korzeniowej typu niezdeterminowanego: 1— rejon meryste-

malyczny brodawki, 2 — rejon penetracji nici infekcyjnych, 3 — dojrzala tkanka

bakteroidalna, 4 — miekisz koiy brodawki, 5 — zdrewniate komérki w korze brodawki,

6 — wigzka przewodzaca, 7 — strefa degradacji tkanki bakteroidalnej, 8 — drewno,

9 — kambium, 10 — tyko, 11 — perycykl, 12 — endoderma, 13 — Kkora pierwotna
korzenia, 14 — egzoderma, 15— skorka.

Zakonczenie nici infekcyjnej, penetrujacej komérke, niejest otoczone $ciana,
zatem matriks nici, w ktérej namnazaja sie rizobiajestw kontakcie z plazmolema
komoérki gospodarza (rys. 3). Komorki bakterii wychodzgace z nici podlegajag
endocytozie — plazmolema wpukla sie woko6t komorki rizobium i zamyka jg
w pecherzyku, ktdéry oddziela sie od plazmolemy i przemieszcza sie do wnetrza
cytoplazmy komérki. W procesie endocytozy bakterii istotng role odgrywa endo-
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plazmatyczne retikulum i aparaty Golgiego komorki gospodarza, wnioskujgc
z licznych ich profili, obserwowanych zawsze w poblizu korica nici. Mozna domys$lac
sie, ze dostarczaja one bton iich sktadnikéw do odbudowy kurczgcej sie plazmolemy
i powiekszajgcej sie powierzchni pecherzykéw zamykajgcych bakterie.

Rys. 3. Uwalnianie bakterii z nici infekcyjnych. Skroty: Ni — ni¢ infekcyjna, SNi — Sciana

nici infekcyjnej, r — pateczkowate rizobia, S — symbiosom, b — bakteroid, ER —

endoplazmatyczne retikulum, AG — aparat Golgiego, P — plazmolema, Pd —
plazmodesma, SK — Sciana komoérkowa.

Biona otaczajgca bakterie (zwana btong peribakteroidalng) podlega modyfi-
kacji — miedzy innymi zostajg do niej wigczone pewne biatka konieczne do
prawidtowego funkcjonowania nowo powstatego tworu — niby-organellum, zwa-
nego symbiosomem. Modyfikacji podlega takze sama komérka bakteryjna —prze-
ksztatca sie w bakteroid. Zmienia sie jej wielko$¢ (rosnie) i ksztatt (z pateczko-
watego w formy liter T, X, Y) oraz ulegaja w niej ekspresji geny charakterystyczne
dla tego etapu symbiozy. Takie przeksztatcenie jest Slepg uliczkg ontogenezy —
cho¢ bakteroidy moga jeszcze dzieli¢ sie, to nie stwierdzono, by byly zdolne do
powrotu do stanu saprofitycznie zyjacej pateczki. Wérod genow bakteryjnych
podlegajacych ekspresji po przeksztatceniu sie bakterii w bakteroid sa geny
kodujgce podjednostki nitrogenazy — kompleksu enzymatycznego redukujgcego
azot czasteczkowy do amoniaku. Jest on eksportowany do cytoplazmy komorki
gospodarza w postaci jonu amonowego i tam wigczany do zwigzkéw organicznych,
po czym opuszcza brodawke wraz z prgdem ksylemowym.
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Nitrogenaza, jak juz wspomniano, jest wrazliwa na tlen. Waznym elementem
jej ochrony przed nieodwracalng inaktywacja jest leghemoglobina — hemopro-
teid, ktérego ekspresja jest skorelowana z ekspresjg genow nitrogenazy w rizo-
biach przeksztatcajacych sie w bakteroidy. Leghemoglobina jest jedna z wielu
nodulin — roslinnych biatlek brodawkowo-specyficznych, to jest takich, ktore
pojawiajg sie tylko w brodawkach korzeniowych lub ich ekspresjajest w broda-
wkach wzmozona (wiecej informacji o nodulinach w artykule J. Kopcinskiej
i W. Golinowskiego w tym zeszycie). Obecnos¢ leghemoglobiny pozwala rozwia-
za¢ sprzecznos¢ ,interes6w” systeméw oddychania komérkowego bakterii i ro-
Sliny gospodarza wymagajacych niezakiéconych dostaw tlenu oraz systemu
nitrogenazy, wymagajacej ochrony przed wysokim stezeniem tlenu. Leghemoglo-
bina, ktéra mawysokie powinowactwo do tlenu, wigzejego czgsteczki i utrzymuje
jego stezenie na poziomie pozwalajacym na funkcjonowanie taricucha oddecho-
wego, ajednoczes$nie nie toksycznym dla nitrogenazy.

Dojrzata tkanka bakteroidalna zawiera dwa typy komoérek — niezainfekowa-
ne i zainfekowane. Pierwsze uktadajg sie w rozgatezione sznury przenikajace
obszar tkanki bakteroidalnej, drugie sg upakowane pomiedzy nimi. Komarki
niezainfekowane maja zwykle duzg wakuole i niezbyt gestg cytoplazme, ich rola
nie jest doktadnie poznana. Komorki zainfekowane sg duze, stabo zwakuolizo-
wane lub nawet pozbawione wakuol, cytoplazma jest wypetniona symbiosoma-
mi, pomiedzy ktorymi ukladajg sie cysterny szorstkiego endoplazmatycznego
retikulum i aparaty Golgiego (rys. 4). Wiekszos¢ mitochondriow i amyloplastow
jest zlokalizowana w przysciennej warstwie cytoplazmy, zwtaszcza w sgsiedztwie
niezbyt w tej tkance duzych przestrzeni miedzykomérkowych. Sciana komérko-
wa ma charakter pierwotny, jest cienka i wystepuja w niej liczne plazmodesmy.
Jadro komorkowe jest duze i zlokalizowane centralnie, a zawartos¢ DNA jadro-
wego czesto przewyzsza poziom charakterystyczny dla diploidalnych komoérek
danego gatunku (Mitchell 1965). Tkanka bakteroidalna jest miksoptoidalna,
wiekszos¢ jej komorek przechodzi jeden lub wiecej cykli endoreplikacyjnych
(takie zjawisko czesto dotyczy tkanek lub komorek roslinnych o szczegodlnej
intensywnosci okreslonych proceséw metabolicznych (Nagl 1978).

W dojrzaltych komérkach tkanki bakteroidalnej nadal sga widoczne nici
infekcyjne, ktore wrosty do nich, gdy komorki te znajdowaly sie jeszcze w strefie
merystematycznej brodawki (Newcomb 1981). W niciach nadal sg widoczne
komorki rizobiow, z ktérych wiekszo$¢ nie wykazuje zadnych objawoéw sugeru-
jacych ich degradacje. Utrzymywanie sie wewnatrz brodawki takiej wewnatrzni-
ciowej populacji rizobiow w saprofitycznym stadium ich rozwoju jest zjawiskiem
0 zasadniczym znaczeniu z punktu widzenia intereséw bakteryjnego partnera
symbiozy. Mikrokolonia bakterii, wchodzgc w symbiotyczny uktad z rosling,
rozmnaza sie w ciele rosliny (w brodawce korzeniowej), unikajac konkurencji
pokarmowej z innymi mikroorganizmami glebowymi. Pamieta¢ jednak nalezy,
ze ogromna wiekszos¢ osobnikdw bakterii zyjacych w brodawce to bakteroidy,
niezdolne do samodzielnego bytowania w glebie.

Najstarsze, najbardziej oddalone od szczytowo potozonego merystemu ko-
moérki tkanki bakteroidalnej po Kkilku-kilkunastu dniach od zainfekowania
zaczynajg wykazywac objawy starzenia sie (rys. 5). Objawy te moga pojawiac sie
najpierw w ,strefie bakterii”, obserwuje sie wtedy tagczenie membran peribakte-
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roidalnych poszczegd6lnych symbiosomow i lize bakteroidéw przy stosunkowo
nie zmienionej cytoplazmie gospodarza; moze tez by¢ odwrotnie — elementy
»strefy rosliny” — protoplastu gospodarza — moga podlegac lizie wczesniej niz
symbiosomy (Golinowski i wspétaut. 1987). Ostateczny obraz jest w obu przy-
padkach podobny— komoérke zapetniajg ,membrany-duchy” — fragmentyjesz-
cze nie zdegradowanych bton. Obumarte komorki tkanki bakteroidalnej moga
by¢ zasiedlane przez pateczkowate rizobia, prawdopodobnie dostajace sie do nich
z nici infekcyjnych juz po zaniku protoplastu. Po rozpadzie brodawki, bakterie
te powracajg do srodowiska glebowego.

Rys. 4. Fragment dojrzatej tkanki bakteroidalnej. Skroty: S — symbiosom, b — bakte-
roid, SK — $ciana komérkowa, M — mitochondrium, A — amyloplast, ER — endopla-
zmatyczne retikulum, AG — aparat Golgiego.

Pomimo stopniowego zamierania najstarszych komoérek tkanki bakteroidal-
nej, brodawka jako cato$¢ moze funkcjonowac dtugi, liczony w miesigcach
(przypuszczalnie i w latach w przypadku wieloletnich roslin drzewiastych), czas
dzieki dziatalnosci merystemu brodawki. Brodawki korzeniowe, w ktérych diugo
utrzymuje sie aktywnos$¢ merystematyczna, okresla sie terminem ,brodawki
niezdeterminowane” (Newcomb 1981). Termin ten jest niezbyt szczes$liwym
ttumaczeniem angielskiego ,indeterminate nodules” i w istocie odnosi sie do
merystemu wzrostu nieograniczonego, istniejacego i funkcjonujgcego w tych
brodawkach. Brodawki niezdeterminowane sa jednym z dwu istniejgcych typow
brodawek korzeniowych, wytwarzane przez bardzo liczne gatunki roslin motyl-
kowatych (najpospolitsze z nich: koniczyna, lucerna, seradela, groch). Drugim,
réwnie czestym typem brodawek korzeniowych, sg brodawki zdeterminowane,
ktoérych aktywnos$¢ merystematyczna zanika catkowicie po okreslonym czasie —
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sagwiec one wytwarzane przez meiystem wzrostu ograniczonego. Takie brodawKki
rozwijaja sie na korzeniach roslin pochodzacych gtéwnie z goracej strefy klima-
tycznej, miedzy innymi przez fasole, soje, komonice. Co ciekawe, brodawki
powstajgce pod wpltywem tego samego szczepu bakterii na r6znych gatunkach
roslin moga naleze¢ do odmiennych typéw — na przykitad Rhizobium loti, ktérego
gospodarzem jest komonica, ale ktére moze infekowa¢ takze seradele, powoduje
powstawanie na komonicy brodawek zdeterminowanych, na seradeli zas —
niezdeterminowanych (Hirsch 1992). Zjawisko to jest zrozumiate, zwazywszy,
ze program morfogenezy brodawki jest kodowany przez rosling, a bakteria ma
tylko ten program uruchomic¢. Raz uruchomiony, jest przez rosline realizowany,
jednak pod warunkiem jego optacalnosci energetycznej, to jest utrzymujacego
sie niedoboru azotu mineralnego w podtozu, odpowiedniej intensywnosci foto-
syntezy rosliny — ale takze pod warunkiem, ze szczep bakterii, ktéry zasiedlit
brodawke, jest zdolny do unikania rozpoznania przez system obronny rosliny
i do wydajnego wigzania azotu. Istniejg uzasadnione przypuszczenia, ze takze
w dalszych etapach symbiozy, juz po zasiedleniu nici infekcyjnej we wtosniku,
zachodzi wymiana sygnatéw pomiedzy symbiontami — swoiste wzajemne
~Sprawdzanie sie” co do dalszej przydatnosci w rozwijajacym sie uktadzie (patrz
artykut A. Skorupskiej i J. Krola w tym zeszycie).

Rys. 5. Degradacja tkanki bakteroidalnej. Skroty: FS — fuzja symbiosomoéw, M — mi-
tochondrium, A — amyloplast, ER— endoplazmatyczne retikulum, MD — ,membrany-
- duchy”.

W literaturze dotyczacej brodawek korzeniowych funkcjonujg takze inne od
przytoczonego systemy ich klasyfikacji. Opierajg sie one na cechach morfologi-
cznych lub kombinacji cech morfologicznych i dotyczgcych rozwoju brodawek,
stad tez sg mniej jednoznaczne i nie bedg tu omawiane (Corby 1981).
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Etapy powstawania i rozwoju brodawek zdeterminowanych (rys. 6) sa podo-
bne, jak w przypadku brodawek niezdeterminowanych. Tutaj takze morfogeneza
brodawki rozpoczyna sie od rozpoznania symbiontéow, kolonizacji miodych
witosnikéw i ich skrecania sie w odpowiedzi na osiedlenie sie rizobiéw na ich
powierzchni (Hirsch 1992, Newcomb 1981). Innajestjednak lokalizacja komo6-
rek kompetentnych do odpowiedzi na sygnat indukujacy rozwéj brodawki — sa
to komoérki kory pierwotnej korzenia lezgace bezposrednio pod infekowanym
witosnikiem. Zatem odréznicowanie komoérek kory przebiega tu w kierunku
odwrotnym — dosrodkowo, w kierunku najblizszego pasma drewna pierwotnego.
Zawigzek brodawki jest penetrowany przez ni¢ infekcyjng, wrasta ona do kilku
komoérek i sa z niej uwalniane bakterie. Zainfekowane komérki nie tracgjednak
jeszcze zdolnosci dzielenia sie, a symbiosomy podczas mitozy sa segregowane
pomiedzy komoérki potomne w ten sam sposéb, co organelle gospodarza. Po
podziale komoérki liczba symbiosoméw rosnie wskutek ich podziatow. W peini
wyksztatcona brodawka zdeterminowana nie zawiera komérek dzielgcych sie —
wszystkie komorki merystematycznego zawigzka brodawki réznicuja sie w ko-

Rys. 6. Budowa brodawki korzeniowej typu zdeterminowanego: 1— tkanka bakteroidal-
na> 2 — miekisz kory brodawki, 3 — komérki zawierajgce krysztaly szczawianu wapnia,
4 — wigzka przewodzgca, 5 — przetchlinka; budowa korzenia — patrz rysunek 2.
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morki tkanek statych. W centralnej czescijest zlokalizowanajednorodna wieko-
wo tkanka bakteroidalna, zawierajgca nieliczne komoérki niezainfekowane (rys.
6). Komoérki te uczestniczg w dalszych etapach przeksztatcania produktéw
wigzania azotu czasteczkowego w zwigzki eksportowane tkanka przewodzacg
z brodawki. Tkanka bakteroidalnajest otoczona parenchymatyczna kora, ktérej
wewnetrzne komoérki sg mate i Scisle utozone, w warstwach zewnetrznych —
wieksze i z przestrzeniami miedzykomdrkowymi. Kora nie zawiera warstwy
zdrewniatych komorek, wystepuje w niej natomiast nieregularna warstwa ko-
morek z krysztatami szczawianu wapnia (Suthertand i Sprent 1984). Na powie-
rzchni kory sg wytworzone obszary luznej parenchymy — przetchlinki. Wigzki
przewodzgce sg zbudowane podobnie jak w brodawkach niezdeterminowanych,
jednak ich perycykl nie wyksztalca komorek transferowych. Oproécz réznic
0 charakterze morfologicznym, pomiedzy brodawkami niezdeterminowanymi
lzdeterminowanymi wystepujg istotne réznice w szlaku wigzania azotu, czego
konsekwencjgjest eksportowanie przez te brodawki odmiennych zwigzkéw azotu
do pozostatej czesci rosliny — w przypadku brodawek niezdeterminowanych sg
to amidy, zdeterminowanych — ureidy.

FORMATION AND DEVELOPMENT OF LEGUME ROOT NODULES
Summary

The paper summarizes briefly the processes of root hair infection, root nodule primordium
formation, infection thread penetration and bacteria release, as well as formation of symbiosomes.
The anatomical structure of indeterminate and determinate root nodule types is described.
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