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Streszczenie: Symbiotyczne oddziatywania pomigdzy roslinami motylkowatymi a ryzobiami
inicjowane sg przez syntetyzowane w korzeniach i wydzielane do ryzosfery flawonoidy, indukujace
u odpowiednich gatunkéw i szczepow ryzobiow biosynteze lipo-chito-oligosacharydowych czastek
sygnalowych — nazywanych czynnikami Nod, aktywujacych u rosliny-gospodarza proces
brodawkowania (nodulacji). Wiazanie czynnika Nod przez odpowiednie biatko receptorowe inicjuje
szereg odpowiedzi, w tym m.in. wymusza swoiste zmiany w morfologii wlosnikow korzeniowych,
polegajace na ich skrgceniu i deformacji. Zamknigcie bakterii wewnatrz powstajacego W koncowym
odcinku wtosnikow zagigcia zapoczatkowuje formowanie nici infekcyjnej i organogeneze brodawek
korzeniowych, zasiedlanych nastepnie przez wilasciwe dla danej rosliny ryzobia. Biatkami
receptorowymi wigzacymi czynnik Nod, poznanymi dotychczas u czterech gatunkéw roslin
motylkowatych (Lotus japonicus, Medicago truncatula, Glycine max, Pisum sativum), sa btonowe,
receptorowe kinazy biatkowe (LysM-RLK) zawierajace: zewnatrzkomorkowa domeng z motywami
lizynowymi (LysM), pojedyncza helis¢ transbtonowa oraz wewnatrzkomérkowa domeng kinazows.
Eksperymentalnie dowiedziono, iz wtasciwym receptorem czynnika Nod, zlokalizowanym w btonie
plazmatycznej komoérek epidermalnych oraz w btonie nici infekcyjnej, jest heterodimer zbudowany
z kinazy i pseudokinazy biatkowej, ktory w L. japonicus tworzag biatka LJNFR1 i LjNFR5, w M.
truncatula MtLYK3 i MtNFP, w G. max GmNFRI1o/f i GmNFR50/, a w P. sativum PsSYM
i PSSYM10. W aktywacji symbiotycznego szlaku sygnatowego uczestniczy jeszcze inna blonowa
kinaza biatkowa z zewnatrzkomorkowsa domeng zawierajaca powtorzenia bogate w leucyne (LRR).
W badanych roslinach motylkowatych kinazy typu LRR-RLK Zz cytoplazmatyczng domena
serynowo/treoninowej kinazy biatkowej kodujg geny: LjSYMRK, MsNORK, MtDMI2, GmNORK,
i PSSYM19. Percepcja czynnika Nod aktywuje kaskade sygnatows, w ktorej funkcjonujg trzy
nukleoporyny budujace jadrowy kompleks porowy, kodowane przez LjNup133, LjNup85 i LiNENA.
Ponadto, w btonach otoczki jadrowej zidentyfikowano dwa typy kanatow K™ kodowanych przez
LjCASTOR, LjPOLLUX i MtDMI, a w nukleoplazmie poznano kinaz¢ biatkowa aktywowana przez
Ca?* i Ca*"-kalmoduling (CCaMK) kodowang przez MtDMI3, LjCCaMK i PsSYM9. Aktywacja
kompleksu receptorowego LysM-RLK przez wigzacy si¢ z motywami LysM czynnik Nod indukuje
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w komoérkach wloénikowych zmiany w stezeniu Ca®*, ktére w pierwszych sekundach polegaja na
powolnym naplywie jonéw wapnia do cytozolu, by po kilkunastu minutach przerodzi¢ si¢
w diugotrwate, oscylacyjne wahania stezenia Ca®* wystepujace na terenie nukleoplazmy oraz
w przyjadrowej cytoplazmie. Zlokalizowana w jadrze komérkowym CCaMK petnigca funkcje biatka
sensorowego rozkodowujacego sygnatur¢ wapniows zawiera trzy funkcjonalne domeny: domen¢
serynowo/treoninowe;j kinazy biatkowej, domene autoinhibitorowa wiazaca Ca®*-kalmoduling oraz
domene zbudowang z trzech motywéw EF-hand wiazacych Ca*. Technikami biologii molekularnej
udato si¢ dotychczas zidentyfikowa¢ dwa biatka oddziatujagce z CCaMK (MtIPD3/LjCYCLOPS
i MtVapyrin), ktore w szlaku sygnatlowym potozone sa ponizej sensorowej kinazy biatkowej. Poznano
tez szereg czynnikow transkrypcyjnych (NSP1 i NSP2, ERN1 do ERN3 i NIN) funkcjonujacych
w regulacji infekcji bakteryjnej i organogenezie brodawek. W inicjowaniu formowania brodawek
korzeniowych uczestnicza takze cytokininy, ktoére w glebszych warstwach kory biorg udziat
w procesie odrdznicowywania i aktywacji podziatéw komorkowych. Dzigki wyselekcjonowaniu
odpowiednich mutantow dowiedziono, ze receptor cytokinin (LjLHK1/MtCREL) jest tutaj
kluczowym elementem szlaku sygnatowego aktywujacego regulatory odpowiedzi (RR) i czynniki
transkrypcyjne ERN1, NSP2 i NIN. Zaréwno organogeneza brodawek korzeniowych, jak rowniez
pdzniejsza redukcja N, do amoniaku, prowadzona przez osiadte w brodawkach bakteroidy, sa dla
ro$liny-gospodarza duzym obcigzeniem energetycznym. W celu zachowania wiasciwego bilansu
energetycznego w roslinach motylkowatych wyksztalcit si¢ specjalny mechanizm autoregulacji
brodawkowania (AON), pozwalajacy systemowo regulowaé liczbe powstajacych brodawek.
Obecnie szacuje sig, ze okoto 80% roslin naczyniowych wchodzi w oddziatywania symbiotyczne
z grzybami mikoryzowymi wspomagajacymi rosling w pobieraniu z gleby wody i soli mineralnych.
Mikoryza arbuskularna, ewolucyjnie starsza o okoto 400 mln lat od symbiozy brodawkowej, zachodzi
pomiedzy strzgpkami grzybow typu Glomeromycota a korzeniami ro$lin z réznych grup
systematycznych, w tym takze ro$lin motylkowatych. Niezaleznie od wielu zasadniczych réznic jakie
wystepuja pomiedzy endosymbiozg mikoryzowg a symbioza brodawkowsa, wyniki badan ostatnich lat
dowodza, iz szereg poznanych dotychczas gendw, okre§lanych jako wspolne geny symbiotyczne
(SYM), funkcjonuje zarowno w symbiozie bakteryjnej, jak rOwniez w mikoryzie arbuskularnej.

Stowa kluczowe: receptory czynnikow Nod, wspdlny symbiotyczny szlak sygnatowy, symbioza
brodawkowa, mikoryza arbuskularna

Summary: The symbiotic interactions between legumes and rhizobacteria are initiated by flavonoids
exuded by the legume roots that in rhizobium species induce biosynthesis of lipo-chito-
oligosaccharide signaling molecules, termed nodulation factors (Nod factors), which mediate the
nodulation process in the receptive host. The Nod factor perception in legume roots causes curling of
root hairs that entrap the rhizobacteria, leading to formation of infection thread and development of
nitrogen-fixing root nodules. The Nod factor receptors, identified in four legume species (Lotus
japonicus, Medicago truncatula, Glycine max, Pisum sativum), have a common structure composed
of an extracellular lysine motif (LysM) anchored to a single-pass transmembrane domain and
intracellular kinase domain, and are thus termed LysM receptor-like kinases (LysM-RLKs). The
current model predicts two receptor-like kinases located on epidermal cells and infection thread that
are involved in NF binding: in L. japonicus LiNFR1 and LjNFRS5, in M. truncatula MtLYK3 and
MtNFP, in G. max GmNFR1a/p and GmMNFR50/B, and in P. sativum PsSYM and PsSYM10. Another
receptor-like kinase involved in symbiotic signaling has leucine rich repeat (LRR) and
serine/threonine kinase domains and is encoded by LjSYMRK, MsNORK, MtDMI2, GmNORK and
PsSYM19. Nod factor perception initiates a downstream signal transduction cascade. This involves
three nucleoporins, encoded by LjNup133, LjNup85 and LjNENA, potassium ion-channel proteins
localized in the nuclear membranes, encoded by LjCASTOR, LjPOLLUX and MtDMI1, as well as,
a calcium and calmodulin-dependent protein kinase (CCaMK), encoded by MtDMI3/LjCCaMK/
PsSYMO. Following the perception of NF through LysM-RLK, biphasic Ca?" signaling is induced in
root hair cells, i.e. a rapid influx of Ca?* into the hair cells cytosol and then periodical oscillation
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(Ca?* spiking) of calcium concentrations within the nucleus and at perinuclear region. CCaMK,
a putative decoder of Ca?* signals, contains three functional domains, i.e. a serine/threonine-kinase
domain, a calmodulin-binding (autoinhibitory) domain, and a domain of three EF-hands which
interact with Ca®" ions. Genetic and protein-protein interaction studies have identified protein
components that interacts with CCaMK, and are required for NF signaling, namely Interacting Protein
of DMI3 (MtIPD3), LjCYCLOPS and MtVapyrin. Moreover, several transcription factors activated
downstream of CCaMK have been identified, including Nodulation Signaling Pathway1 and 2 (NSP1,
NSP2), Ets2 Repressor Factor (ERF) required for nodulation (ERN1, ERN2 and ERN3) and Nodule
Inception (NIN). Moreover, recent data strongly support a crucial role for cytokinins in promoting the
activation and re-differentiation of cortical cells that initiate nodule development. Cytokinin receptor
(LjLHK1/MtCRE1) and response regulators (RRs) are required for activation of the downstream
transcription factors ERN1, NSP2 and NIN. Nodulation and the subsequent nitrogen fixation carry
a metabolic cost to host plants, therefore to keep an appropriate nodule number, legumes possess
regulatory system called “autoregulation of nodulation” (AON).

Over 80% of the angiosperm plants establish symbiotic relationships with mycorrhizal fungi that
improve their ability to acquire nutrients from the soil. Evolutionary older arbuscular mycorrhiza
(AM) is established between fungi belonging to the phylum Glomeromycota and the roots of most
vascular plants. Despite the remarkable morphological differences between AM and root nodule
symbioses, to date, at least nine genes have been identified in legume, the so-called common
symbiosis (SYM) genes, that are required for the establishment of both fungal and bacterial
symbioses.

Key words: Nod factor receptors, common symbiotic signaling pathway, nodule symbiosis,
mycorrhizal symbiosis

Wykaz stosowanych skrétow: LJNFR1 i LjNFR5 (ang. Nod Factor Receptorl i 5) — bialka
receptorowe komonicy wigzace czynnik Nod; LiISYMRK i MtDMI2 — receptorowe kinazy biatkowe
typu LRR-RLK komonicy i lucerny; MtDMI1, LjPOLLUX i LjCASTOR — kanaty kationowe lucerny
i komonicy zlokalizowane w btonach otoczki jadrowej; MtDMI3 i LjCCaMK - zlokalizowane
W jadrze komorkowym kinazy biatkowe rozkodowujace sygnature wapniowa; MtLYK3 (ang. LysM
domain-containing receptor-like Kinase3) i MINFP (ang. Nod Factor Perception) — biatka
receptorowe lucerny wigzace czynnik Nod

WSTEP

Wspotdziatanie roélin  motylkowatych (obecnie rodzina bobowatych,
Fabaceae) z bakteriami glebowymi z grupy ryzobiow jest aktualnie najlepiegj
poznanym na poziomie molekularnym ukltadem symbiotycznym. Juz od ponad
dwudziestu lat wiadomo, ze infekcje rosliny-gospodarza aktywujaca organogeneze
brodawek korzeniowych poprzedza swoista wymiana informacji pomigdzy
symbiontami. Ryzobia rozpoznaja produkowane w korzeniu rosliny motylkowatej
zwigzki sygnatowe z grupy flawonoidow, ktore w komorkach bakteryjnych
aktywuja syntez¢ zwiazkow z grupy lipo-chito-oligosacharydéw nazywanych
ogolnie czynnikami nodulacji. Wigzanie czynnika Nod przez ro$linne biatko
receptorowe wymusza w cytoplazmie komorki wiosnikowej szereg zmian
prowadzacych do wyksztatcenia struktur prepenetracynych oraz inicjuje tworzenie
nici infekcyjnych, a takze uruchamia program genetyczny odpowiedzialny za
organogeneze brodawek korzeniowych. Rosngce nici infekcyjne rozgaleziaja sig
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i wrastajag do komorek formujacych si¢ brodawek, gdzie ryzobia otoczone btong
peribakteroidalng uwalniane sa do cytoplazmy, by w symbiosomach rozpocza¢
redukcj¢ N, do amoniaku. W latach 90-tych w polskich kwartalnikach naukowych,
w tym m.in. w Kosmosie [52] i Postgpach Biochemii [33], opublikowano kilka
prac przegladowych podsumowujacych najwazniejsze osiagniecia z tego okresu.
Zupemhie nowy rozdzial w badaniach symbiozy brodawkowej otwieraja prace
opublikowane w 2003 roku, w ktorych doniesiono o zidentyfikowaniu w komonicy
[54, 77] i lucernie [7, 49] genow kodujacych receptory czynnikow nodulacji. Wraz
z odkryciem biatek receptorowych wigzacych czynniki Nod rozpoczat si¢ nowy
fascynujacy etap badan molekularnych poswieconych poszukiwaniu kolejnych
elementow szlakow sygnatowych aktywowanych przez poznane receptory. Celem
niniejszej pracy jest podsumowanie najwazniejszych osiagni¢¢ badan z ostatnich
lat, szczegbdlnie wynikéw, ktore juz dzisiaj w badaniach symbiozy brodawkowej
mozna uzna¢ za przetomowe. Uwadze zainteresowanego Czytelnika polecamy
takze prace przegladowe opublikowane w ostatnich latach w czasopismach
0 zasiegu ogdlnoswiatowym [15, 19, 42, 67, 71, 75].

Wraz z postgpem badan genetycznych okazato sig, ze symbioza brodawkowa
pojawiajaca si¢ przed okolo 50 mln lat, przypuszczalnie wyewoluowata
z ewolucyjnie starszej o okoto 400 min lat endomikoryzy arbuskularnej [8, 48, 56].
Zagadnieniom ewolucji ukladéw symbiotycznych posSwigecono ostatnio prace
przegladowa opublikowang w Postepach Biologii Komorki [46].

Mikoryza arbuskularna jest typem endosymbiozy zachodzacej pomiedzy
korzeniami  bardzo wielu roslin okrytonasiennych a grzybami typu
Glomeromycota. Strzepki grzyba mikoryzowego, wrastajace do komorek korzenia
wewnatrz cytoplazmatycznych struktur prepenetracyjnych, tworza w glebszych
warstwach kory wewnatrzkomorkowe —drzewkowate —struktury —nazywane
arbuskulami  [48]. Przestrzen pomiedzy blong plazmatyczng oddzielajaca
cytoplazm¢ komorki a btong rozgateziajacej sie¢ w jej wnetrzu arbuskuli, nazywang
synapsa symbiotyczng, jest miejscem intensywnej wymiany metabolitow oraz soli
miedzy symbiontami. W ten sposob rozrastajace si¢ W glebie oraz wrastajace do
korzenia strzgpki grzyba mikoryzowego efektywnie wspomagaja zasilanie rosliny
w wode i sole mineralne, gtownie fosforany i azotany [48]. Dzigki badaniom
ostatniego dziesigciolecia wiadomo juz, ze receptory wigzace czynniki nodulacji,
podobnie jak receptory czynnika mikoryzacji, aktywuja w ro$linach
motylkowatych wspolny symbiotyczny szlak sygnatowy regulujacy zaréwno
procesy infekcji bakteryjnej jak i grzybowej oraz kontrolujacy organogeneze
brodawek i arbuskuli.
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BLONOWE RECEPTORY AKTYWUJACE WSPOLNY
SYMBIOTYCZNY SZLAK SYGNALOWY

Deformacja wtosnikéw korzeniowych, towarzyszaca inokulacji korzeni roslin
motylkowatych przez wiasciwy szczep ryzobiéw badz aplikacji odpowiedniego
czynnika nodulacji, poprzedzona jest depolaryzacja btony, alkalizacjg Srodowiska
zewnatrzkomorkowego oraz naplywem jonéw wapnia do cytoplazmy
przeradzajacym si¢ po uptywie kilkunastu minut w regularne, oscylacyjne zmiany
stezenia Ca®* [67, 71]. Deformacja wlosnikoéw, u komonicy (Lotus japonicus)
zauwazalna juz po uptywie 24 godzin od inokulacji korzeni Mesorhizobium loti,
utatwia selekcjonowanie mutantow z defektami w szybkich odpowiedziach na
inokulacje bakteryjng czy aplikacje czynnika Nod [54, 77]. Analiza
wyselekcjonowanych w ten sposdéb mutantow syml i sym5 doprowadzita do
poznania dwoch gendow kodujacych 623- i 595-aminokwasowe biatka LjNFR1
i LINFR5 (ang. Nod Factor Receptorl i 5) zawierajace charakterystyczne motywy
wystepujace w btonowych, receptorowych kinazach biatkowych [34]. Biatko
LiNFR1 w domenie zewngtrzkomérkowej ma dwa ewolucyjnie zachowane
motywy LysM (ang. Lysine Motiv) oraz trzeci, potozony najblizej N-konca, nieco
zmieniony motyw LysM (ryc. 1A) [77]. Trzy wyrazne motywy LysM wystepuja
takze w domenie zewnatrzkomoérkowej krotszego o 28 aminokwasow polipeptydu
LjNFR5 [54]. Obydwa biatka posiadaja W czes$ci cytoplazmatycznej wszystkie
subdomeny wystepujace w serynowo/treoninowych kinazach biatkowych, chociaz
w LjNFRS5 brakuje niektorych motywow uczestniczacych w katalizie. Otz okazato
sie, ze biatkko LjNFR5 nie ma ewolucyjnie zachowanej reszty kwasu
asparaginowego (D) oraz charakterystycznej 26 aminokwasowej petli aktywacyjnej
potozonej pomigdzy VII a VIII subdomena, a ponadto ma zmieniong sekwencjg
aminokwasowg petli P wigzgcej ATP (ryc. 1A). Wyniki najnowszych doswiadczen
pokazaty, ze syntetyzowany w komorkach E. coli polipeptyd LjNFR1-CD,
odpowiadajacy cytoplazmatycznemu odcinkowi LjNFR1, wykazuje aktywno$¢
autofosforylacyjng, fosforyluje zasadowe biatko mielinowe (MBP) zastepujace
wilasciwy substrat oraz fosforyluje polipeptyd LjNFR5-CD [53]. W petli
aktywacyjnej kinazy LjNFR1 wystepuje ewolucyjnie zachowana reszta
treoniny-481. Zastapienie tej reszty alaning skutkuje utratg aktywnos$ci kinazowej
rekombinowanego biatka LjNFR1-CD-(T481A) [53]. Technika spektrometrii mas
wykazano, iz w wyniku autofosforylacji LjNFR1-CD modyfikacji ulega co
najmniej 21 reszt seryny i treoniny oraz 3-4 reszty tyrozyny [53]. W odroznieniu
od polipeptydu LjNFR1-CD, biatko LjNFR5-CD nie wykazuje aktywnos$ci
kinazowej, co sugeruje, ze rowniez kompletne biatko LJNFRS5 jest pseudokinaza.
W  fosforylowanym przez kinazg¢ LjNFR1-CD polipeptydzie LjNFR5-CD
modyfikowana jest tylko pojedyncza reszta seryny w pozycji 282 [53].
Poszukiwania kluczowych dla aktywnosci katalitycznej reszt aminokwasowych
dowiodtly, iz tylko dwie mutacje substytucyjne (K350E i T481A) pozbawiajace
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biatko LjNFR1 aktywnosci kinazowej skutkuja catkowitym uposledzeniem
zmutowanej komonicy w organogenezie brodawek korzeniowych [53].
W przypadku mutacji K350E polegajacej na zamianie w subdomenie II reszty
lizyny na resztg¢ kwasu glutaminowego, utrata aktywno$ci katalitycznej
spowodowana jest brakiem grupy aminowej tancucha bocznego lizyny
posredniczacej w wigzaniu ATP. Mutacja T481A dotyczy polozonej w petli
aktywacyjnej reszty treoniny-481, ktorej obecno$¢ jest niezbedna w aktywnosci
kinazowej LjNFR1. Inaczej jest w przypadku LjNFR5. Wprowadzenie sekwencji
kodujacej zmutowane biatko LjNFR5 (K339E) (odpowiednik mutacji K350E
w LjNFR1) do mutanta nfr5-2 L. japonicus pozbawionego LjNFR5 komplementuje
brak biatka LjNFR5. Wyniki tych doswiadczen jednoznacznie dowodza, ze
LjNFRS5 jest pseudokinazg, ktora do petnienia funkcji receptorowej nie wymaga
aktywnos$ci kinazowej [53]. Jednakze brak u obu mutantow Ljnfrl i Ljnfr
szybkich odpowiedzi na aplikacj¢ czynnika nodulacji czy inokulacje M. loti juz od
poczatku sugerowal, ze funkcjonalnym receptorem uruchamiajgcym swoiste
odpowiedzi rosliny-gospodarza na infekcje jest heterodimer LjNFR1-LjNFR5.
Potwierdzata to lokalizacja obu bialek w blonie plazmatycznej [53], ale
Kluczowych argumentow dostarczyly doswiadczenia polegajace na wprowadzaniu
genow LjNFR1 i LjNFR5 do lucerny (Medicago truncatula) i do Lotus filicaulis
[78]. Ot6z okazato sig, iz transgeniczna lucerna moze by¢ infekowana bakteriami
kolonizujacymi tylko komonice (M. loti badZz Rhizobium legominosarum bv.
Viciae, szczepu DZL) jedynie wowczas, gdy zostaty do niej wprowadzone
réwnoczes$nie obydwa geny LjNFR1 i LjNFR5 [78]. W ten sposdb dowiedziono
ostatecznie, ze receptorem czynnika Nod w L. japonicus umozliwiajacym infekcje
rosliny-gospodarza przez ryzobia oraz aktywujacym organogeneze brodawek jest
heterodimer LjNFR1-LjNFR5 [78]. W ostatnich latach podjeto pierwsze proby
identyfikowania reszt aminokwasowych posredniczacych w wigzaniu czynnika
nodulacji. Wyniki nielicznych jeszcze badan sugeruja, ze niektore reszty
aminokwasowe potozone w drugim motywie LysM LjNFRS5 faktycznie biorg
udziat w wigzaniu czynnika Nod [6, 78].

W tym miejscu warto zwréci¢ uwage, ze genom L. japonicus zawiera co
najmniej siedemnascie genéw kodujacych biatka typu LysM-RLK, w tym osiem
biatek podobnych do LjNFR1 i siedem homologicznych z LjNFR5 [51]. Liczba
LysM-RLK w genomach innych roslin jest znaczaco mniejsza, bowiem
rzodkiewnik ma tylko pig¢, brzoza jedenascie, a w ryzu zidentyfikowano osiem
genow kodujacych kinazy biatkowe z motywami LysM [51, 98]. W genomie
rzodkiewnika nie znaleziono ortologa genu LjNFRS5, co w przypadku rosliny, ktora
nie wchodzi w mikoryze arbuskularng z grzybami typu Glomeromycota wydaje sie
by¢ informacja mogaca mie¢ pewne znaczenie.

W dotychczasowych badaniach prowadzonych na roslinach niemotylkowatych
udalo si¢ czesciowo pozna¢ rolg dwoch bialek z motywami LysM. Kinaza
biatkowa AtCERKI1 rzodkiewnika i biatko OSCEBiP ryzu funkcjonuja jako
blonowe receptory wigzace chityne aktywujace tzw. odpornos$¢ podstawowa roslin.
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Poniewaz biatko AtCERK1 ma w czgéci cytoplazmatycznej kompletng domene
kinazy biatkowej podobna do tej w LjNFR1, dlatego postanowiono znalez¢
sekwencje, ktore decyduja o tym, ze kinaza AtCERK1 aktywuje reakcje obronne,
a LjNFR1 funkcjonuje w symbiozie brodawkowej [70]. Uzyskane wyniki
pokazaty, ze w efekcie wprowadzenia niewielkich zmian w domenie kinazowej
AtCERKY, chimeryczne biatko LjNFR1-AtCERK1, obejmujace domeng
zewnatrzkomorkowa LjNFR1 i zmieniong domen¢ kinazowa AtCERK1,
rzeczywiscie aktywuje szlak sygnatowy regulujacy organogeneze brodawek [70].

Ortologami genow LjNRF1 i LjNFR5 w lucernie (Medicago truncatula),
drugiej obok komonicy modelowej ro$linie motylkowatej, sa geny MtLYK3
i MINFP [7, 49]. Gen MILYK3 (ang. LysM domain-containing receptor-like
Kinase3) okazat si¢ tozsamy z genem HCL (ang. Hair Curling) zidentyfikowanym
u mutanta, u ktérego po infekcji Sinorhizobium meliloti nie dochodzi do deformacji
wlosnikow [87]. Wyniki najnowszych badan potwierdzity, ze MtLYKS3, podobnie
jak LiNRFI, jest kinazg biatkowa o podwdjnej specyficznosci [39]. Fuzyjne biatko
MILYKS3-GFP, lokalizowane w blonie plazmatycznej wlosnikow 1 nici
infekcyjnych, wyraznie zmienia potozenie w blonie kierujgc si¢ w przypadku
wlosnika ku jego podstawie [25]. Co ciekawe, inokulacja S. meliloti hamuje
dynamike relokacji MtLYK3-GFP, a ponadto sprzyja kolokalizacji MtLYK3-GFP
z FLOTYLINA4 (FLOT4) — biatkiem powierzchniowo zwigzanym z btong
plazmatyczng [24]. Rola biatka FLOT4 nie zostata jeszcze poznana, chociaz
wiadomo, ze w lucernie pelni wazng funkcje zaréwno w formowaniu nici
infekcyjnej, jak rowniez w organogenezie brodawek.

Ortologiem LjNFR5 w lucernie jest gen MtNFP (ang. Nod Factor Perception),
zidentyfikowany u mutanta C31 z defektem w szybkich odpowiedziach na infekcje
S. meliloti [7]. Zbudowane z 595 reszt aminokwasowych MtNFP jest pseudokinaza
z trzema motywami LysM w cze$ci zewnatrzkomorkowej [3]. Obnizenie poziomu
MtNFP poprzez wprowadzenie do rosliny interferencyjnego RNA skutkuje
defektami w formowaniu nici infekcyjnych oraz prowadzi do zmniejszenia liczby
brodawek. Wykorzystujac konstrukt obejmujacy gen reporterowy GUS oraz
promotor genu MtNFP wykazano, ze ekspresja MINFP w réznych czeSciach
korzenia zmienia sie w czasie. W pierwszym dniu po infekcji, ekspresja MtNFP
zachodzi tylko w komodrkach wiosnikowych i komorkach epidermalnych, lecz
w kolejnych dniach pojawia si¢ rowniez w komorkach glebszych warstw kory,
takze w miejscu formowania zawigzka brodawki, by nast¢pnie obja¢ rowniez
komorki zewnetrznych warstw kory [3].

Genom M. truncatula, podobnie jak genom L. japonicus, zawiera co najmniej
szesnascie genow kodujacych kinazy lub pseudokinazy biatkowe z motywami
LysM, z czego dziewig¢ gendow wykazuje homologie z MILYKS, pie¢ z MINFP,
a dwa geny tworzg oddzielng podrodzine. Wartym podkreslenia jest rowniez fakt,
iz w korzeniu oraz w brodawkach M. truncatula oprocz MtLYK3 i MtNFP ekspresji
ulega jeszcze sze$¢ innych genow kodujacych biatka typu LysM-RLK [3].
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Ortologami LjNRF1 i LjNFR5 w grochu (Pisum sativum) sg odpowiednio geny
PsSYM37 i PsSYM10 [100], a w soi (Glycine max) GmNFRIo i S [32] oraz
GmNFRS5a 1§ [31].

W kontekscie poszukiwan receptorow czynnikow Nod wartymi odnotowania sa
wyniki najnowszych doswiadczen przeprowadzonych na Parasponia andersonii —
drzewie strefy tropikalnej z rodziny wigzowatych wchodzacym w symbioze
z Sinorhizobium sp. NGR234. Otéz okazato si¢, ze w genomie P. andersonii
wystepuje tylko pojedynczy ortolog MtNFP/LjNFR5 kodujacy biatko, ktore
przypuszczalnie jest receptorem zaréwno czynnika Nod produkowanego przez
bakteri¢ S.sp. NGR234, jak roéwniez nieznanego jeszcze czynnika mikoryzacji
syntetyzowanego przez Glomus intraradices [72]. Wprowadzenie do P. andersonii
odpowiedniego interferencyjnego RNA obnizajagcego w roslinie poziom biatka
PaNFP skutkuje zmniejszeniem liczby brodawek, ale takze zahamowaniem
infekcji bakteryjnej i grzybowej na skutek zatrzymania wzrostu nici infekcyjnych
i ograniczenia wzrostu strzepek grzyba [72].

W tym miejscu warto podkresli¢, iz mutanty komonicy i lucerny, u ktorych
poznano receptory czynnikoéw nodulacji, nie wykazujg zadnych uposledzen
w oddziatywaniach z symbiotycznymi grzybami typu Glomeromycota. Odrebng
grupe tworza mutanty roslin motylkowatych, u ktérych oprocz defektow
w procesach infekowania oraz organogenezy brodawek wystepuja roéwniez
uposledzenia w mikoryzie arbuskularnej. Analiza mutantéw komonicy i grochu
z zahamowanym formowaniem nici infekcyjnych oraz zatrzymanym na poziomie
epidermy wzrostem strzepek grzyba doprowadzita do poznania genéow LjSYMRK
komonicy i PsSYM19 grochu kodujgcych serynowo/treoninowe kinazy biatkowe
podrodziny LRR-RLK (ang. Leucine Rich Repeat Receptor-Like Kinase) (ryc. 1A)
[89]. Ortologami tych genow w M. sativa i M. truncatula sg odpowiednio
MsNORK ' (ang. Nodulation Receptor Kinase) i MtDMI2 (ang. Does not Make
Infections2) [17, 50]. Szczegotowe analizy biochemiczne wykazaly, iz wigkszo$¢
allelicznych mutacji symrk komonicy i sym grochu to mutacje substytucyjne
W obrebie subdomeny I uczestniczacej w wigzaniu ATP badz w petli aktywacyjnej
potozonej w subdomenie VII [97]. Wszystkie kinazy biatkowe typu
SYMRK/DMI2 w domenie zewnatrzkomorkowej maja sekwencj¢ GDPC potozong
w regionie poprzedzajacym trzy powtorzenia LRR. Mutant symRK-14, w ktérym
reszta proliny-386 zostata zastgpiona resztg leucyny wykazuje szereg defektow
w szybkich odpowiedziach na infekcj¢ bakteryjng i grzybowa (oscylacyjne zmiany
stezenia Ca®*, formowanie nici infekcyjnej, wzrost strzepek grzybni, ekspresja
genu NIN), bez wystgpienia wyraznych zmian w komorkach warstwy kory [41].
Mozna zatem przypuszczaé, ze reszta proliny w motywie GDPC odgrywa pewnag
rol¢ w wigzaniu nieznanego jeszcze liganda [41]. Analiza ekspresji genu MtDMI2
sugeruje, ze biatko MtDMI2 wystepuje w komorkach korzenia w strefie infekcji
oraz w komorkach potozonych w szczytowej czesci formujacej si¢ brodawki i jest
zlokalizowane w btonie plazmatycznej oraz w blonie nici infekcyjnej [50]. Tak
wige, wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze wigzanie do
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zewnatrzkomoérkowej domeny LRR niezidentyfikowanego jeszcze liganda
stymuluje aktywno$¢ kinazowa receptora, co w efekcie prowadzi do fosforylacji
okreslonego biatka/biatek substratowego oraz aktywacji szlaku sygnatowego
regulujacego zarowno formowanie nici infekcyjnych, jak réowniez wrastanie
strzgpek grzyba w glebsze warstw Kkory.
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy potozenie charakterystycznych domen w kinazach LysM-RLK
(LjNRF1, LjNRF5) i LRR-RLK (LjSYMRK) (A) oraz w bialkach oddziatujacych z LysM-RLK
(MtPUBL1) i z LRR-RLK (LjSIP1, MtHMGR1) (B). PS, pepty sygnatowy; LysM, domena LysM, HT,
helisa przezblonowa; DK, wewnatrzkomérkowa domena kinazowa; LRR, powtoérzenia bogate
w leucyne (na podstawie prac [37, 54, 59, 77, 89, 99])

FIGURE 1. Schematic representation of the domain structure of LysM-RLKs (LjNRF1, LjNRF5) and
LRR-RLK (LjSYMRK) (A), and schematic diagram of proteins interacting with LysM-RLK
(MtPUB1) and with LRR-RLK (LjSIP1, MtHMGR1) (B). PS, signal peptide; LysM, LysM domain;
HT, transmembrane helix; DK, intracellular kinase domain; LRR, leucine rich repeats (based on [37,
54,59, 77, 89, 99])
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Kinaza typu SYMRK/DMI2 2z dwoma motywami LRR w czeSci
cytoplazmatycznej uczestniczy réwniez w regulacji mikoryzy arbuskularnej ryzu
oraz innych ro$lin niemotylkowatych (kukurydza, pomidor, mak polny) [57].
W tym kontekscie wartym podkreslenia jest fakt, iz gen OsSYMRK ryzu, mimo ze
koduje biatko prawie dwukrotnie mniejsze niz LjSYMRK, wprowadzony do
mutanta symrk L. japonicus w peilni komplementuje mutacj¢ w odniesieniu do
mikoryzy arbuskularnej, jednakze nie w przypadku symbiozy brodawkowej [57].
Kinaza biatkowa typu SYMRK/DMI2 funkcjonuje rowniez w organogenezie
brodawek aktynoryzowych. Ten typ symbiozy z Gram-dodatnimi promieniowcami
Frankia wystepuje u okoto 280 gatunkéw roélin z o$miu rodzin, w tym m.in.
u olchy, rokitnika czy woskownicy. Okazuje si¢, ze ortolog kinazy SYMRK/DMI2
Casuarina glauca funkcjonujacy zarowno w mikoryzie arbuskularnej, jak rowniez
w aktynoryzie komplementuje mutacje symrk L. japonicus w symbiozie
brodawkowej i mikoryzie arbuskularnej [21, 57].

Z kinazami MtLYK3, MtNFP i MtDMI2 oddziatuje remoryna (MtREM1) — 33
kDa biatko powiazane z btong plazmatyczng, w tym takze z btong nici infekcyjnej
[45]. Infekcja lucerny przez S. meliloti aktywuje okoto 1000-krotnie ekspresje genu
MtREML1 [45]. Funkcja remoryn nie jest jeszcze znana, chociaz sugeruje si¢ ich
zwigzek z mikrodomenami lipidowymi bton, okreslanymi jako tzw. tratwy
lipidowe, gdzie remoryny miatyby tworzy¢ struktury typu filamentow.

W poszukiwaniach potencjalnych biatek substratowych fosforylowanych przez
poznane receptorowe kinazy biatkowe udato si¢ dotychczas zidentyfikowac tylko
trzy biatka. Technikg drozdzowego systemu dwuhybrydowego wyselekcjonowano
gen MtPUBL1 kodujacy ligaze ubikwitynowa oddziatujaca z MtLYKS3 [59]. Biatko
MtPUBL (ang. Plant U-Box proteinl) w regionie srodkowym ma domene¢ U-box,
za§ w czeSci C-koncowej pig¢ powtdrzen ARMADILLO posredniczacych
w oddziatywaniach z MtLYKS3 (ryc. 1B). Infekcja bakteryjna aktywuje biosynteze
biatka MtPUBL lokalizowanego w poblizu blony plazmatycznej, gdzie jest
fosforylowane przez kinaz¢ MtLYKS3. Na razie nie wiadomo czy ligaza MtPUB1
bierze udziat w ubikwitynylacji biatka receptorowego MtLYKS3, czy moze przenosi
zaktywowang ubikwityne na nieznane jeszcze biatko substratowe, podobnie jak to
ma miejsce w przypadku ligazy ARC1l z domeng U-box funkcjonujacej
w samoniezgodnosci sporofitowej [34].

Réwniez pozostate dwa biatka oddziatujgce z kinazami typu SYMRK/NORK
zidentyfikowano technika drozdzowego systemu dwuhybrydowego [37, 99].
Z domeng kinazowa MtNORK wiaze si¢ reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
-CoA (MtHMGR1) — kluczowy enzym szlaku syntezy kwasu mewalonowego.
Kwas mewalonowy jest prekursorem pirofosforanu 3-izopentylu, ktory jest
aktywowang jednostka izoprenowa — substratem wykorzystywanym w biosyntezie
roéznych substancji lipidowych [37]. Domena katalityczna MtHMGR1 potozona
jest w C-koncowej czesci polipeptydu (ryc. 1B), natomiast dwa hydrofobowe
odcinki w N-koncowej cze$ci lokalizuja enzym w blonie pecherzykow
pochodzacych przypuszczalnie z siateczki $rodplazmatycznej. Hamowanie
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lawastatyng aktywnosci katalitycznej MtHMGR1 badz obnizenie jej poziomu
interferencyjnym RNA powoduje zmniejszenie liczby brodawek korzeniowych
[37]. Z kinaza LJjSYMRK oddziatuje rowniez LjSIP1 (ang. SYMRK-Interacting
Proteinl) zawierajace domen¢ ARID (ang. AT-Rich Interaction Domain) (ryc. 1B)
posredniczaca w oddziatywaniu z DNA w miejscu bogatym w AT m.in.
z sekwencja promotorowa wczesnego genu nodulacji LjNIN [99].

Rownolegle z  poszukiwaniami  biatlek  fizycznie  oddzialujacych
z receptorowymi kinazami biatkowymi LysM-RLK i LRR-RLK, od szeregu lat
pojawiaja si¢ doniesienia sugerujace, ze biatkowymi elementami szlakow
sygnatowych polozonymi ponizej receptoréw sa enzymy metabolizujgce
fosfolipidy (ryc. 4) [67,71]. Aktywacji miataby ulega¢ fosfolipaza D produkujaca
kwas fosfatydowy oraz fosfolipaza C uwalniajgca diacyloglicerol, ktory jest
nastepnie  fosforylowany do  kwasu  fosfatydowego przez  kinazg
diacyloglicerynowa (DGK). Jednakze wyniki dotychczasowych, pojedynczych
doniesien nie daja na razie podstaw do twierdzenia, iz to zwigzki lipidowe petnig
w szlaku sygnatlowym aktywowanym przez kinazy biatkowe LysM-RLK i LRR-
RLK funkcj¢ przekaznikéow drugiego rzedu.

BIALKOWE ELEMENTY SZLAKU SYGNALOWEGO
FUNKCJONUJACE W GENEROWANIU SYGNATURY
WAPNIOWEJ

Syntetyzowany przez ryzobia czynnik nodulacji juz w 1 nM stezeniu indukuje
w komorkach wlosnikow oraz w komodrkach epidermalnych korzenia regularne
zmiany stezenia Ca®, pojawiajace si¢ po okoto 10-15 minutach od aplikacji
czynnika Nod. Obserwowane oscylacje wapniowe pozostaja ciagle wyrazne nawet
po trzech godzinach od rozpoczecia doswiadczenia [92, 93]. Jednakze czynnik
nodulacji w stezeniu 10 nM wywotuje w komoérkach wlosnikow jeszcze inne
zmiany stezenia Ca®*, obserwowane jako pojawiajacy sie niemal natychmiast po
aplikacji czynnika Nod stosunkowo powolny naptyw jonéw wapnia do cytoplazmy
[83]. Wzrost stezenia Ca®* w cytoplazmie, inicjowany w czesci wierzchotkowej
wlosnika, trwa w tym wypadku zaledwie kilka minut i jest przypuszczalnie
zwigzany z aktywacja kanalow wapniowych bramkowanych napigciem
i hamowanych przez werapamil [83]. Naptyw Ca®* do cytoplazmy nie wystepuje
w komorkach mutantow pozbawionych funkcjonalnego receptora LysM-RLK,
natomiast pozostaje niemal niezmieniony u mutantow z nieaktywna kinaza
MtDMI2/LRR-RLK [83]. Powolnemu, jednorazowemu wzrostowi stezenia Ca®*
W cytoplazmie towarzyszy aktywacja blonowej oksydazy NADPH produkujacej
aniony ponadtlenkowe, przeksztatcane nastepnie w nadtlenek wodoru (ryc. 4).
Catkowicie odmienny charakter oraz inne miejsce inicjowania oscylacyjnych
zmian stezenia Ca”* w komorkach wlosnikowych, lokalizowane w okolicy jadra,
skierowato uwage badaczy na nukleoplazme, jako ewentualne miejsce
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generowanych oscylacji wapniowych [83]. W §ledzeniu wewnatrzjadrowych zmian
stezenia Ca®* w komorkach wioénikowych M. truncatula niezwykle przydatny
okazat si¢ konstrukt kodujgcy hybrydowe biatko NupYC2.1, obejmujace
sekwencj¢ biatka sensorowego kameleonYC2.1 oraz sekwencj¢ nukleoplazminy
[86]. Wzbudzana przez jony wapnia fluorescencja zlokalizowanego w jadrze
komoérkowym biatka NupYC2.1 analizowana jest w mikroskopie konfokalnym
z wykorzystaniem techniki FRET. Dzigki tej technice wykazano, ze jony wapnia,
naptywajace do nukleoplazmy i w mniejszej ilosci do przyjadrowej cytoplazmy,
pochodza z przestrzeni zawartej pomiedzy zewnetrzng a wewngtrzng blong
jadrowa [11, 86]. Zmiany stezenia Ca®* maja charakter regularnych oscylacji,
niezwigzanych z poczatkowym, powolnym wzrostem st¢zenia jonow wapnia
w cytoplazmie. W przewazajacej liczbie komoérek wilosnikowych, generowane
z regularna czestotliwoscig co 70-110 sekund piki Ca®* maja podobna amplitude
i charakteryzuja si¢ podobnym ksztaltem (ryc. 5B). Czestotliwo$¢é pikow
wapniowych w komorkach epidermalnych i korowych jest wyraznie mniejsza [64].
Proby ustalenia ewentualnych zalezno$ci pomiedzy czestotliwo$cia zmian stgzenia
Ca®* a ekspresja wczesnych genéw nodulacji wykazaly, ze ekspresja genu
ENOD11 zachodzi po wystgpieniu cO najmniej 36-40 pikow wapniowych [64].
Aplikacja kwasu jasmonowego powodujaca zmniejszenie czestotliwosci oscylacji
wapniowych wyraznie opoznia ekspresje ENOD11, ktéra w tym wypadku pojawia
sie dopiero po okoto 60 pikach [64].

Oscylacyjne zmiany stezenia Ca®* w jadrze komérkowym generowane sa
rowniez w warunkach, gdy w poblizu korzenia rosng strzgpki grzyba
mikoryzowego Glomulus intraradices [40]. Porownujac czestotliwo$¢ oraz ksztatt
pikow wapniowych generowanych w wyniku aplikacji czynnika Nod z tymi, jakie
towarzysza obecno$ci strzgpek G. intraradices wyraznie widaé, ze zarowno
czestotliwo$e oscylacji, jak rowniez ksztatt pikow wapniowych wyraznie si¢ ro6znig
(ryc. 5B) [40].

Powstajacy w okreslonej komorce powtarzalny wzorzec zmian stgzenia jondw
wapnia nazywany jest obecnie sygnaturg wapniowa. Obejmuje ona czestotliwosé,
amplitude i ksztalt pikow wapniowych. Informacja zakodowana w sygnaturze
wapniowej moze by¢ rozszyfrowana przez odpowiednie biatka sensorowe. Tak
wige, W przypadku symbiozy brodawkowej i mikoryzy arbuskularnej, generowane
w nukleoplazmie odmienne sygnatury wapniowe musza zosta¢ rozkodowane prze
biatko/biatka sensorowe aktywujace rozne szlaki sygnatlowe regulujace procesy
infekcji bakteryjnej i grzybowej oraz kontrolujace organogeneze brodawek
i arbuskuli.

W generowaniu okre$lonej sygnatury wapniowej na terenie nukleoplazmy
powinny uczestniczy¢ odpowiednie kanaly i pompy wapniowe zlokalizowane
w btonach otoczki jadrowej. Niestety, aktualna wiedza na temat biatek
posredniczacych w transporcie Ca®* przez blony jadrowe jest jeszcze zupehie
fragmentaryczna [44, 60]. Mimo to udalo si¢ wyselekcjonowac szereg allelicznych
mutantow dmil (ang. does not make infectionsl) M. truncatula z defektem w genie
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MtDMI1 kodujacym 883-aminokwasowe biatko funkcjonujace jako kanat
kationowy [2]. Udziat biatka MtDMI1 w generowaniu oscylacji wapniowych w
jadrze komorkowym potwierdzono w najnowszych badaniach, w ktorych m.in.
wykazano, ze MIDMI1 jest rzeczywiscie zlokalizowane w btonach otoczki
jadrowej, gtownie w blonie wewnetrznej [11, 74, 80]. Ortologami MtDMI1 w L.
japonicus sag dwa geny LjPOLLUX i LjCASTOR kodujace biatka, ktoérych
sekwencja aminokwasowa jest identyczna w 75% [12,13]. Biatko LjPOLLUX jest
podobne do MtDMII1 (94% identycznosci), natomiast sekwencja aminokwasowa
LJCASTOR jest w 90% identyczna z jedng z sekwencji M. truncatula
zdeponowang w bazie danych [13]. Ortologiem MtDMI1 w grochu jest gen
PsSYMB8 [16]. Wszystkie poznane biatka maja podobng wielko$¢ (okoto 900 reszt
aminokwasowych) i wszystkie w N-koncowej czgsci majg cztery helisy
transbtonowe, za§ w czg$ci s$rodkowej domeng RCK (ang. Regulator of
Conductance of K*) poznang wczesniej w bakteryjnym kanale K* regulowanym
przez Ca®* (ryc. 2A). W strukturze pierwszorzedowej mozna takze wyréznié
motywy charakterystyczne dla kanatu potasowego MthK Methanobacterium
thermoautotrophicum, takie jak: motyw filtra, helis¢ porowa i region zawiasowy,
aw regionie C-koncowym domene¢ regulacyjng (ryc. 2A). Obecno$é¢ tych
sekwencji nasuwa przypuszczenie, 7e biatka LjCASTOR
i LIPOLLUX/MtDMI1/PsSYMS8, tworzace niezalezne homooligomeryczne
kompleksy, funkcjonuja jako kanaly potasowe regulujace niezidentyfikowane
jeszcze kanaly wapniowe bramkowane napigciem. Odmienny poglad wyrazaja
badacze zajmujacy si¢ biatkiem PSSYM8 grochu sugerujac, ze tworzy ono
homotetrameryczne kanaty wapniowe [16]. Ortologi genow LjCASTOR
i LJPOLLUX zidentyfikowano réwniez w genomach innych roélin, chociaz
w A thaliana wystepuje tylko homolog genu LjPOLLUX [13].

W ostatnim czasie opublikowano wyniki sugerujace, ze pompag wapniowg
zlokalizowang w obu blonach otoczki jadrowej oraz w blonie siateczki
srodplazmatycznej jest biatko MtMCAS (ryc. 4) [11]. Pompa wapniowa MtMCAS8
powinna usuwa¢ jony wapnia z nukleoplazmy oraz z przylegajacej do jadra
cytoplazmy z powrotem do przestrzeni zawartej pomigdzy btonami jadrowymi,
ktora, jak wiadomo, stanowi cigglos¢ z wewnetrznymi cysternami siateczki
srodplazmatycznej.

Kolejnymi trzema biatkami niezbednymi w generowaniu oscylacyjnych zmian
stezenia Ca®* w jadrze komorkowym s3 biatka blonowe poznane u mutantow
nupl133, nup85 i nena L. japonicus z defektami w procesach infekowania korzenia
oraz organogenezy brodawek i arbuskuli [23, 36, 81]. Wszystkie trzy mutacje
dotyczg genoéw kodujacych biatka homologiczne z drozdzowymi nukleoporynami
tworzacymi podkompleks Nup107 budujacy ,,obrecz” kompleksu porowego (ryc.
2B) [29]. Mutacje w genach wszystkich trzech nukleoporyn skutkuja
uposledzeniem w generowaniu oscylacji wapniowych oraz defektami w symbiozie
brodawkowej i arbuskularnej. Wszystkie trzy mutacje wplywaja rowniez
negatywnie na liczbe i wielko$¢ produkowanych nasion, natomiast, co moze
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zaskakiwac, nie wywotuja innych bardziej drastycznych zmian fenotypowych [23,
36, 81].
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RYCINA 2. Schemat budowy biatka PSSYMS8 (A) oraz model jadrowego kompleksu porowego
zbudowanego z nukleoporyn trzech klas (B). HT, helisa przezbtonowa; PH, helisa porowa; H,
tacznik; RCK, domena regulujaca przeptyw K* (na podstawie prac [16, 23, 29, 36 ,81])

FIGURE 2. The domain structure of PsSYM8 (A), and a model of the nuclear pore complex
assembled from three classes nucleoporins (B). HT, transmembrane helices; PH, pore helix; H, hinge;
RCK, regulation of conductance of K* domain (based on [16, 23, 29, 36, 81])

ROZKODOWYWANIE SYGNATURY WAPNIOWEJ
| AKTYWACJA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH

Kodowanie informacji w postaci Sygnatury wapniowej wiaze sig
z koniecznoscig udzialu w szlaku sygnalowym specjalnych bialek sensorowych
rozkodowujacych charakterystyczny wzorzec zmian stezenia Ca’*. Liczba
poznanych juz biatek sensorowych funkcjonujacych w rozszyfrowywaniu zmian
W stezeniu jonéw wapnia W Komoérkach roslin jest zaskakujaco duza i wraz
z rozwojem biologii molekularnej ciagle si¢ jeszcze powigksza [44]. W przypadku
oscylacji wapniowych zwigzanych z symbioza brodawkowsg i mikoryza
arbuskularna, biatkiem sensorowym okazata si¢ by¢ kinaza biatkowa aktywowana
przez jony wapnia i Ca®*/kalmoduling. Gen kodujacy poszukiwane biatko poznano
u mutanta dmi3 M. truncatula (ang._does not make infections3) z defektem
w procesie nodulacji, lecz zachowang zdolnoscig do generowania oscylacji
wapniowych w odpowiedzi na aplikacj¢ czynnika Nod badz infekcje grzybem
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mikoryzowym [47, 63]. Biatko MtDMI3 zbudowane jest z 523-aminokwaséw
i wykazuje wyrazng homologi¢ z poznanym u lilii dziesi¢¢ lat wczesniej biatkiem
CCaMK (ang. Calcium-binding calcium/Calmodulin-dependent protein Kinase)
[47, 63, 82]. Zlokalizowana w jadrze komorkowym kinaza MtDMI3/CCaMK
W czesci N-koncowej ma domene charakterystyczng dla serynowo/treoninowych
kinaz biatkowych, natomiast w C-koncowej cze$ci zawiera domene regulacyjng
(ryc. 3). Aktywnos¢ kinazowa reguluja jony wapnia wigzane przez trzy motywy
EF-hand, a dodatkowo Ca*'/kalmodulina (Ca®*/CaM) oddziatujaca z motywem
wiazacym kalmoduling. Sekwencja wiazaca Ca®*/CaM potozona jest w regionie
srodkowym polipeptydu (od 326 do 341 aminokwasu) w obrgbie domeny
autoinhibitorowej (odcinek pomigdzy 326 a 355 aminokwasem) (ryc. 3) [63].
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RYCINA 3. Schemat przedstawiajacy polozenie charakterystycznych domen w kinazie MtDMI3
(CCaMK) oraz w biatkach oddziatujacych z MtDMI3 (MtIPD3/LjCYCLOPS, MtVapyrin). DK,
domena kinazowa; CaM, domena wigzaca kalmoduling; Ser/Thr, motyw bogaty w seryn¢ i treoning;
VAP, domena VAP/MSP (na podstawie prac [30, 47, 61, 63, 69, 73, 76, 95])

FIGURE 3. Schematic illustration of the domain structure of MtDMI3 (CCaMK), and structure of the
proteins interacting with MtDMI3 (MtIPD3/LjCYCLOPS, MtVapyrin). DK, kinase domain; CaM,
calmodulin binding domain; Ser/Thr, serine/threonine-rich region; VAP, VAP/MSP domain (based on
[30, 47, 61, 63, 69, 73, 76, 95])

Wigzaniu Ca** towarzyszy autofosforylacja MtDMI3 w domenie kinazowej,
a przypuszczalnie takze w regionie autoinhibitorowym. Wydaje si¢, ze w wyniku
autofosforylacji MtDMI3 ro$nie powinowactwo motywu wigzacego kalmoduling
do Ca®*/CaM, co w efekcie prowadzi do odblokowania aktywnosci katalitycznej
enzymu [22]. Przedstawiony ogoélny mechanizm regulacyjny MtDMI3/CCaMK
wynika po czesci z dos§wiadczen prowadzonych na rekombinowanych biatkach
uzyskiwanych z bakterii E. coli transformowanych fragmentami sekwencji
MtDMI3 [22]. Okazato si¢, ze biatka kodowane przez N-koncowe odcinki MtDMI3
(od 1 do 311 lub do 326 aminokwasu), pozbawione motywow wigzacych
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Ca®*/CaM i Ca”*, wykazuja in vitro aktywnos¢ kinazowa niezaleznie od obecnosci
jonéw wapnia. Co wiecej, wprowadzenie tych samych sekwencji MtDMI3 do
mutanta dmi3-1 M. truncatula w pelni komplementuje brak funkcjonalnej kinazy
MtDMI3. Innymi stowy, domena kinazowa biatka MtDMI3 nie tylko aktywuje
ekspresje wezesnych gendéw nodulacji (ENOD11), ale w lucernie pozbawionej
MtDMI3 (mutant dmi3-1) inicjuje organogenez¢ brodawek bez koniecznos$ci
infekowania korzenia S. meliloti badz aplikacji czynnika nodulacji [22].
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RYCINA 4. Aktualny model przedstawiajacy szlaki sygnatowe regulujace infekcje korzenia przez
ryzobia oraz kontrolujace organogenezg¢ brodawek. Wigzanie czynnika Nod do kompleksu LysM-
RLK aktywuje w komoérkach korzenia szereg wczesnych odpowiedzi, takich jak: naptyw Ca®* do
cytoplazmy, aktywacja oksydazy NADPH, produkcja kwasu fosfatydowego, oscylacyjne zmiany
stezenia Ca®* w nukleoplazmie, deformacja wlosnikow, podziaty komoérek kory, formowanie nici
infekcyjnej wprowadzajacej ryzobia do powstajacej brodawki. Kluczowym elementem szlaku
sygnatowego jest sygnatura wapniowa rozkodowywana przez kinazg CCaMK aktywujaca czynniki
transkrypcyjne. Receptor cytokinin w btonach komérek kory aktywuje szlak sygnalowy regulujacy
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podzialy komorek i organogenezg brodawki. Szczegétowy opis w tekscie (na podstawie prac [8, 15,
19, 20, 42, 55, 67, 71])

FIGURE 4. A current model of early symbiotic signaling pathways associated with rhizobial infection
and nodule organogenesis. Nod factor perception through LysM-RLK complexes triggers several
early symbiotic responses in the plant root, such as: Ca?* fluxes, NADPH oxidase activation,
phosphatidic acid production, calcium spiking, root hair deformation, cortical cell division, formation
of an infection tread that guides the rhizobia to the emerging primordium. Calcium signature is
decoded by the kinase CCaMK, thereby activates the transcription factors. A cytokinin receptor in the
cortex is required for cell divisions and nodule primordia formation. Detailed descriptions are in the
text (based on [8, 15, 19, 20, 42, 55 ,67, 71])

Ortologami MtDMI3 w L. japonicus jest LjCCaMK, a w grochu PsSym9 [63,
90]. Gen LjCCaMK zidentyfikowano u mutanta snfl (ang. spontaneous nodule
formationl) tworzacego brodawki niezaleznie od obecnosci M. loti badz aplikacji
czynnika Nod. Okazato si¢, ze zmutowany gen SNF1/LjCCaMK koduje biatko,
w ktorym reszta treoniny-265 (reszta odpowiadajaca fosforylowanej treoninie-271
w MtDMI3) zostala zastgpiona reszta izoleucyny [90]. Mozna zatem wysnué
wniosek, ze autofosforylacja LjCCaMK nie odgrywa istotnej roli w fosforylowaniu
odpowiedniego biatka/biatek substratowego, lecz raczej warunkuje wystapienie
okreslonych zmian konformacyjnych, powstajacych samorzutnie na skutek
mutacji substytucyjnej T2651 u mutanta snfl.

Wyniki szczegdélowych analiz z ostatnich lat dowodza, ze spontaniczna
organogeneza brodawek zachodzi takze u podwojnych mutantow L. japonicus,
u ktorych oprécz mutacji substytucyjnej T265D w LjCCaMK nieaktywne byto
jeszcze jedno z biatek potozone w szlaku sygnatowym powyzej LjCCaMK (ryc.
5A) [26]. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen pokazaty, ze defekty
w organogenezie brodawek wynikajace z mutacji: nfrl, nfr5, symrk, nup85, castor
i pollux znoszone sa przez mutacje T265D w LjCCaMK. Wyraznie odmienne
wyniki uzyskano w przypadku podwojnych mutantow nfrl/LjCCaMK (T265D)
i nfr5/LjCCaMK (T265D). Okazato si¢ bowiem, ze powstajace réwniez w tym
wypadku brodawki korzeniowe nie sa kolonizowane przez ryzobia. Przyczyny
takiej odmiennosci nalezy upatrywa¢ w tym, ze inokulacja M. loti podwdjnych
mutantow z defektami w genach receptorow czynnikow Nod (LjNFR1 i LjNFR5)
nie pociaga deformacji wtosnikow i formowania nici infekcyjnych. Wyniki tych
do$wiadczen pokazuja, ze oscylacje Ca®* indukowane przez czynnik Nod sa
niezbedne w organogenezie brodawek, lecz procesy zwiagzane z infekcja bakteryjna
wymagaja dodatkowych sygnatéw. Obecnie przyjmuje sig, ze receptor LysM-RLK
aktywuje rownoczesnie dwa szlaki sygnatowe, jeden regulujacy organogeneze
brodawek, a drugi kontrolujacy inicjowanie i wzrost nici infekcyjnych (ryc. 4) [26,
55, 67, 90].

Podwoéjne mutanty L. japonicus wykorzystano réwniez w badaniach
poswigconych ~ mikoryzie  arbuskularnej  [26]. W  przeprowadzonych
doswiadczeniach w pelni potwierdzono wyniki wczesniejszych obserwacji
pokazujgcych, iz mutacjom symrk, castor, pollux, nup85, cyclops towarzyszg
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defekty uniemozliwiajace wrastanie strzgpek grzyba w glab kory oraz wynikajace
ztego uposledzenia w organogenezie arbuskuli. Defekty wystepujace
u pojedynczych mutantéw sa niemal catkowicie znoszone u podwdjnych mutantow
z konstytutywnie aktywng kinaza LjCCaMK (T265D), bowiem strzepki wrastaja do
glebszych warstw kory, gdzie nastgpnie tworzone sg arbuskule [26]. W tym
miejscu warto przypomniec, ze Wzrost strzepek grzyba w gtab korzenia odbywa si¢
wewnatrz Struktur prepenetracyjnych powstajacych pomigdzy oraz wewnatrz
komorek kory.

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen pokazuja, ze kinaza CCaMK,
funkcjonujgca w rozkodowywaniu sygnatury wapniowej, zajmuje miejsce
Kluczowe we wspdlnym symbiotycznym szlaku sygnatowym (ryc. 5A) [40].
Powyzszy wniosek potwierdzaja takze wyniki do$wiadczen prowadzonych na
roslinach niemotylkowatych. Okazato si¢, ze gen OsCCaMK, a takze OSCASTOR
i OSPOLLUX ryzu, nie tylko funkcjonuja w mikoryzie arbuskularnej ryzu, ale
przeniesione do mutantow L. japonicus w pelni komplementujg mutacje w ich
ortologach zar6wno w symbiozie arbuskularnej, jak roéwniez w symbiozie
bakteryjnej [5].

W poszukiwaniach potencjalnych biatek substratowych fosforylowanych przez
kinazg  CCaMK, technika  drozdzowego  systemu  dwuhybrydowego
wyselekcjonowano w lucernie 58 kDa biatko MtIPD3 (ang. Interacting Protein of
DMI3) (ryc. 3) [61]. Niedlugo pdzniej w L. japonicus zidentyfikowano gen
LjCYCLOPS, a u mutanta grochu z defektem w formowaniu symbiosomow jego
ortolog PsSYM33 [73, 95]. Zlokalizowane w jadrze komoérkowym
MtIPD3/LjCYCLOPS/PsSYM33 oddziatuja fizycznie z aktywnymi formami
CCaMK, w tym rowniez z LjCCaMK (T265I), a efektem takiej interakcji in vitro
jest ich fosforylacja [95]. Rola poznanych biatek na razie nie jest znana, lecz
wyniki dotychczasowych badan pokazuja, ze uczestnicza one w infekowaniu
brodawek i w infekowaniu Kkorzenia przez grzyby mikoryzowe, oraz ze
w symbiotycznym szlaku sygnatowym potozone sg ponizej CCaMK (ryc. 5A) [30,
95].

W ostatnich czasie w lucernie i petunii poznano geny MtVapyrin (MtVPY)
i PhPAM1 (ang. Penetration, Arbuscule Morphogenesisl) kodujace biatka
cytoplazmatyczne, ktorych funkcje wigzano poczatkowo tylko z mikoryza
arbuskularng [18, 76]. Jednakze wyniki najnowszych badan pokazuja, ze MtVPY
nie tylko uczestniczy w infekcji mikoryzowej, ale takze bierze udziat
w organogenezie i kolonizacji brodawek. Tak wiec, MtVapyrin jest w roslinach
motylkowatych dziewiatym poznanym biatkiem wspoltworzacym wspélny
symbiotyczny szlak sygnatowy (ryc. 5A) [69]. Obydwa biatka MtVPY/PhPAM1
maja domen¢ VAP/MSP oraz osiem powtdrzen ankirynowych (ryc. 3)
posredniczacych w oddziatywaniach z innymi biatkami.

Oproécz biatek wspottworzacych wspolny symbiotyczny szlak sygnatowy udato
si¢ jeszcze pozna¢ Kilka biatek potozonych w szlaku sygnatowym ponizej CCaMK
oraz ponizej MtIPD3/LjCYCLOPS i MtVPY, ale funkcjonujacych tylko w regulacji
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symbiozy brodawkowej. W M. truncatula poznano geny MtNSP1 i MtNSP2 (ang.
Nodulation Signaling Pathwayl and 2) [35,88], a w L. japonicus ich ortologi
LjNSP1 i LjNSP2 [27,66] kodujace biatka, ktore bezposrednio uczestnicza
w regulacji ekspresji genéw. Wyniki szczegotowych badan potwierdzity, ze biatko
NSP1 wigze si¢ z sekwencja AATTT w promotorze genu ENODI11 oraz
z sekwencjami promotorowymi gendéw innych czynnikéw transkrypcyjnych
(MtNIN i MtERN1) [28,66].

Kolejne czynniki transkrypcyjne poznano dzigki wyselekcjonowaniu mutantow
z defektami w tworzeniu nici infekcyjnych i organogenezie brodawek. W ten
sposob w grochu, komonicy i lucernie poznano geny PsSYM3, LjNIN i MtNIN
(ang. Nodule Inception) [9,58]. Uzyskane wyniki dowodza, ze kodowane biatka
potozone sa w szlaku sygnatowym ponizej kinazy CCaMK [58,64].

Rowniez trzy kolejne czynniki transkrypcyjne ERN1 do ERN3 (ang. ERF
Required for Nodulation) poznano u mutanta bitl-1 M. truncatula z defektami
w formowaniu nici infekcyjnych i organogenezie brodawek [62]. Wyniki
nielicznych jeszcze badan dowodza, ze bialka ERNI1 i 2 sa pozytywnymi
regulatorami gendéw aktywowanych przez czynnik Nod, natomiast biatko ERN3
funkcjonuje jako represor badz modyfikuje aktywno$¢ ERN1/ERN2 [1].

W komorkach merystematycznych brodawek M. truncatula ekspresji ulega gen
MtHAP2-1 kodujacy czynnik transkrypcyjny funkcjonujagcy w organogenezie
brodawek [14]. Ortologiem MtHAP2-1 w L. japonicus jest gen LJERF1 [4].

Oprécz czynnikow transkrypcyjnych udalo si¢ jeszcze pozna¢ kilka biatek,
ktorych funkcja wigzana jest z infekcja bakteryjng poprzez wlosniki korzeniowe.
W L. japonicus zidentyfikowano geny NAP1 i PIR1 kodujace biatka uczestniczace
W reorganizacji filamentéw aktynowych [96]. W infekcji bakteryjnej biorg rowniez
udziat biatka LJCERBERUS i LjLIN/MtNIN zawierajace kasete U wystepujaca
w niektorych ligazach ubikwitynowych (ryc. 4) [38,94].

Od ponad trzydziestu lat z procesem organogenezy brodawek korzeniowych
wigzane sg takze niektore fitohormony, szczegdlnie cytokininy, lecz dopiero
wyniki opublikowane w 2007 roku jednoznacznie potwierdzaja udziat tych
substancji w formowaniu brodawek [20, 71]. Przedmiotem szczegdlnego
zainteresowania staly si¢ dwa mutanty L. japonicus, a mianowicie hitl (ang.
hiperinfectedl) oraz snf2 (ang. spontaneous nodule formation2) [68, 91].
Infekowanie mutanta hitl bakterig M. loti inicjuje powstawanie nici infekcyjnych,
jednakze w glebszych warstwach kory nie dochodzi do podziatow komorek,
a w efekcie nie tworza si¢ brodawki [68]. Inaczej jest w przypadku mutanta snf2,
u ktorego powstaja zawigzki brodawek bez udziatu bakterii lub czynnika Nod [91].
Okazalo sie, ze obydwie mutacje dotyczg genu Lhk1 (ang. Lotus histidine kinasel)
kodujacego jeden z receptorow cytokinin. Receptory cytokinin sa bltonowymi,
histydyno/asparaginianowymi kinazami biatkowymi fosforylujacymi mate biatka
HP, z ktoérych reszta fosforanowa jest przenoszona dalej na czynniki
transkrypcyjne (regulatory odpowiedzi RR) [43]. Szczegolowe analizy wykazaty,
ze wszystkie alleliczne mutanty hitl maja skrocony polipeptyd LHK1 i nie
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wykazuja aktywnosci kinazowej, natomiast mutacja snf2 polega na zastgpieniu
reszty leucyny-266 przez fenyloalaning w obrgbie zewnatrzkomorkowej domeny
wigzacej cytokining. Taka zamiana pojedynczego aminokwasu prowadzi do zmian
konformacyjnych w LHK1 skutkujacych konstytutywna aktywacja domeny
kinazowej. Kinaza LHK1 aktywuje ekspresj¢ genu regulatora odpowiedzi Lrr5,
a co réwnie ciekawe, aktywuje w komorkach kory ekspresjg¢ genow NSP2 i NIN.
Tak wiec, czynniki transkrypcyjne NSP1/NSP2 i NIN nie tylko reguluja proces
infekcji bakteryjnej, ale réwniez uczestnicza w organogenezie brodawek (ryc. 4)
[55].

UWAGI KONCOWE

Poznanie przed niemal dziesigciu laty receptorow czynnikow Nod wyraznie
zintensyfikowato badania molekularne, ktérych niewatpliwym osiggnieciem jest
zidentyfikowanie w komonicy i lucernie dziewigciu biatek wspottworzacych razem
tzw. wspdlny symbiotyczny szlak sygnatlowy. Kluczowym elementem tego szlaku
jest generowana w nukleoplazmie sygnatura wapniowa rozkodowywana przez
kinaze biatkowa regulowana przez Ca’* i Ca®'/kalmodulione (ryc. 5A i 5B).
Poznanie w ro$linach motylkowatych wspdlnego symbiotycznego szlaku
sygnatowego przyczynito si¢ takze do ukierunkowania badan molekularnych
prowadzonych na  ro$linach  niemotylkowatych  poswieconych  endo-
i ektomikoryzie oraz bakteryjnej symbiozie aktynoryzowej. Swiadcza o tym m.in.
wyniki  szeregu  pojedynczych  doniesien  dotyczacych  oddziatywan
presymbiotycznych. To dzigki tym badaniom wiemy juz dzisiaj, ze
w oddziatywaniach pomigdzy L. japonicus a Gigaspora margarita czasteczka
sygnatowa produkowang w korzeniu komonicy jest przypuszczalnie 5-deoksy-
strigol stymulujacy wzrost i rozgal¢zianie strzgpek grzyba mikoryzowego [8].
Strigolaktony miatyby zatem peti¢ w mikoryzie funkcje podobng do tej, jaka
flawonoidy petnia w symbiozie brodawkowej. Na razie nie wiadomo czy
strigolaktony aktywuja takze biosyntezg¢ czynnikow mikoryzacji (MycF) —
czasteczek sygnatowych, ktorych synteza w strzepkach grzyba do ubieglego roku
byta tylko sugerowana. Dzisiaj juz wiadomo, ze czynnikiem mikoryzacji
produkowanym przez Glomus intraradices jest zwigzek typu lipo-chito-
-oligosacharydu (LCO) podobny do bakteryjnych czynnikow nodulacji [56].
Wyizolowany Myc-LCO oraz jego siarczanowa pochodna stymuluja rozgatezianie
korzeni ro$lin z roéznych grup systematycznych, a w przypadku M. truncatula
aktywuja rowniez mikoryzacje [56]. Kolejnym waznym odkryciem byto poznanie
w Parasponia andersonii genu PaNFP kodujacego biatko z rodziny
MINFP/L]NFR5, ktore przypuszczalnie wspottworzy kompleksy receptorowe
wigzace czynnik Nod i czynnik mikoryzacji [72].
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Elementy wspdlnego szlaku sygnalowego sa zaznaczone pogrubiona czcionkg (A). Sygnatura
wapniowa indukowana przez strzepki grzyba (a); oscylacje Ca®* indukowane przez czynnik Nod (b)
(na podstawie prac [40, 55, 67, 71])
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FIGURE 5. The common symbiosis pathway in arbuscular mycorrhiza and root nodule symbiosis
(A), and mycorrhizal- or Nod factor-induced calcium oscillations (B). Signals from LysM-RLKSs are
integrated by symbiosis receptor kinase (LRR-RLK) and transduced through the common symbiotic
pathway. Components of common signaling pathway are bolted (A). Fungal-induced calcium
signature (a); Nod-factor-induced Ca** oscillations (b) (based on [40, 55, 67, 71])

Wiele pytan i watpliwosci budzg nadal procesy towarzyszace infekcji
bakteryjnej i grzybowej. Przypuszcza sig, ze infekcja bakteryjna poprzez wtosniki
korzeniowe wyewoluowata z bardziej pierwotnego sposobu zakazania poprzez
peknigcia lub inne uszkodzenia warstwy epidermalnej korzenia. Taki
miedzykomorkowy sposob wnikania ryzobidéw do glebszych warstw kory
wystepuje powszechnie u Sesbania rostrata w warunkach okresowego zalewania
wodg. Jednakze, jak pokazujg wyniki ostatnich badan, w pewnych warunkach
miedzykomorkowo infekowane moga by¢ rowniez inne rosliny motylkowate (ryc.
5A) [10, 67, 71].

Obecnie wiadomo, ze w fazie preinfekcyjnej, w cytoplazmie komorek
infekowanych dochodzi do szeregu zmian, w tym m.in. do reorganizacji
filamentow aktynowych i przemieszczenia jadra w kierunku blony w poblizu
miejsca infekcji. Prowadzi to do utworzenia charakterystycznych preinfekcyjnych
struktur pomostowych — w przypadku mikoryzy nazywanych aparatami
prepenetracyjnymi [48, 67, 85]. Powstawaniu struktur preinfekcyjnych towarzyszg
bardzo wyrazne zmiany w sygnaturze wapniowej infekowanych komorek [85].
Okazuje si¢, ze w fazie preinfekcyjnej brodawkowania i mikoryzacji, czgstotliwosé
oscylacji wapniowych w komorkach, ktore zostang zainfekowane jest niewielka
[85]. Inaczej jest w przypadku komorek, do ktorych zaczyna wnika¢ ni¢ infekcyjna
z bakteriami lub wrasta wewnatrz aparatu prepenetracyjnego strzepka grzyba.
Czestotliwos¢ oscylacji wapniowych w takich komoérkach kory jest wyraznie
wigksza i upodabnia si¢ do oscylacji obserwowanych w nukleoplazmie komorek
wlosnikowych [40, 64, 83, 86]. Co ciekawe, wraz z ,,przerO$ni¢gciem” nici
infekcyjnej lub strzepki grzyba przez analizowana komorke, oscylacje wapniowe
w nukleoplazmie ulegajg czeSciowemu lub catkowitemu wygaszeniu [85].

W  kontekécie powyzszych obserwacji dodatkowego znaczenia nabierajg
najnowsze wyniki badan dotyczace mechanizmow rozkodowywania przez CCaMK
sygnatury wapniowej [84]. Autorzy wykorzystujac szereg nowych mutacji
potozonych w poszczegolnych motywach kinazy LjCCaMK wykazali, ze wigzanie
Ca® do motywow EF-hand rzeczywiscie prowadzi do autofosforylacji
treoniny-265 skutkujacej likwidacja wigzania wodorowego pomiedzy jej grupa
hydroksykowa a reszta argininy-317. Towarzyszace tej przemianie zmiany
konformacyjne aktywuja LjCCaMK, a w konsekwencji uruchamiajg szlak
sygnalowy regulujacy organogeneze¢ brodawek i infekcje mikoryzows, podczas
gdy infekcja bakteryjna miataby zaleze¢ od interakcji Ca*/kalmoduliny
z LjCCaMK [84].
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Kolejnym, interesujacym zagadnieniem badawczym jest problem regulacji
liczby powstajacych na korzeniu brodawek. Wiadomo, ze regulacja
brodawkowania moze mie¢ charakter lokalny, zalezny od etylenu i kwasu
abscysynowego, ale moze takze obejmowaé geny, ktorych ekspresja zachodzi
w korzeniu oraz w nadziemnej czgsci rosliny [65, 79]. W autoregulacji systemowej
AON (ang. Autoregulation of Nodulation) uczestnicza geny aktywowane
w korzeniu zainfekowanej rosliny kodujace biatka, z ktérych wycinane sg 12-14
aminokwasowe peptydy sygnatowe transportowane do nadziemnej czgsci rosliny.
W komorkach floemowych lisci i pedu peptydy sygnatowe staja si¢ ligandami dla
btonowych, serynowo/treoninowych Kkinaz biatkowych z rodziny LRR-RLK.
Wigzanie peptydu sygnatowego do receptorowej kinazy biatkowej aktywuje
szlak/szlaki sygnatowy odpowiedzialny za biosynteze innej, nieznanej jeszcze
czasteczki sygnatowej, ktora po przetransportowaniu do korzenia miataby
hamowaé¢ proces brodawkowania [65,79]. Duze zainteresowanie badaczy
problemami regulacji brodawkowania pozwala mie¢ nadziej¢, ze poznanie
w niedalekiej przysztosci molekularnych podstaw systemowego mechanizmu
autoregulacji  przyczyni si¢ do zrozumienia mechanizmu bilansowania
energetycznego w roslinach motylkowatych.
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