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Genetic basis of endophytic bacteria-plant interactions

Abstract: Bacterial endophytes promote plant growth through colonization of the internal tissues of the plant without external signs of
infection or negative effects on their host. Although endophytic bacteria enter the plant through the primary and lateral root hair cells,
root cracks and wounds, they are found at many sites in the plants, such as stems, leaves, seeds, and xylem. The colonization of plant tissues
comprises: host recognition, chemotactic migration of endophyte towards root exudates, adhesion to the surface of the root, penetration
of the epidermidis and finally adaptation to a new environment. The distinctive features of endophytic bacteria are their flagellar motility,
secretion of the cell-wall degrading enzymes (CWDEs) and biofilm-forming ability. It is postulated that endophytic bacteria capable of
colonizing plants should contain at least a minimum set of genes responsible for their endophytic behavior. Among them, genes involved
in chemotaxis and adhesion processes, secretion and translocation of effector proteins as well as genes which facilitate survival in reactive-
oxygen rich environment can be distinguished. An important group of genes are the ones which encode regulatory proteins involved in
the control of gene expression at the transcriptional level. However, in establishing an endophytic association with plants, species-specific
gene-functions seem to be involved. Identification of genes responsible for endophytic behavior will increase our knowledge about the
genetic aspects of plant-endophyte interactions and enable to fully exploit their potential.

1. Introduction. 2. Genetic determinants of plant colonization by bacterial endophytes. 3. The genetic basis of endophytic bacteria resistance
to oxidative and osmotic stress. 4. Mechanisms of secretion and translocation of effector proteins. 5. Transcription factors involved in the

interactions of bacterial endophytes with the host. 6. Changes in gene expression in the plant-endophyte interactions. 7. Summary
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1. Wprowadzenie

Endofity bakteryjne, to pochodzace gtéwnie z ryzo-
sfery, bakterie kolonizujace wewnetrzne tkanki roélin,
niewywolujace objawéw chorobowych [14]. Bakterie
te moga wnika¢ do rosliny poprzez wloéniki, korzenie,
jak réwniez poprzez przetchlinki czy aparaty szpar-
kowe [34]. Moga dostawac si¢ do wnetrza rosliny przez
uszkodzenia wywotlane czynnikami abiotycznymi lub
enzymami degradujacymi $ciany komérkowe (CWDE
— Cell Wall Degrading Enzymes) [19]. Endofity moga
pozostawa¢ w miejscu wnikniecia do rosliny lub migro-
wac poprzez jej system waskularny lub apoplast [36].

Zdolnos¢ bakterii do kolonizacji roéliny i oddzia-
tywan endofitycznych z gospodarzem zwigzana jest
z genetycznym uwarunkowaniem ruchliwosci, zdol-
nosci do adhezji do powierzchni korzenia i penetracji
tkanek gospodarza, utrzymania potencjatu redoks, jak
réwniez sekrecji i transportu substancji odzywczych.
Wazng grupe genow stanowia geny kodujace biatka

regulatorowe zaangazowane w kontrole ekspresji genow
na poziomie transkrypcji [2]. Cechy bakterii niezbedne
w procesie kolonizacji rodliny i oddzialywan endofi-
tycznych z gospodarzem przedstawiono w tabeli I.

2. Genetyczne uwarunkowania kolonizacji rosliny
przez endofity bakteryjne

Proces kolonizacji rosliny zwykle rozpoczyna sie
od rozpoznania przez bakterie endofityczne specyficz-
nych zwigzkow wydzielanych przez rosline i migracje
w kierunku ich Zrédla. Zdolno$¢ do przemieszczania
sie w kierunku bodzca chemicznego zwana jest che-
motaksja dodatnig. Proces ten zostal szczegdélowo
poznany i opisany u Escherichia coli [31]. W odpowie-
dzi na pojawienie si¢ w $rodowisku danego zwiazku,
chemiczny ligand zostaje rozpoznany przez zlokalizo-
wany na powierzchni komorki chemoreceptor MCP
(Methyl-accepting Chemotaxis Protein). Zwigzanie
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Tabela I
Cechy warunkujace zdolno$¢ bakterii do kolonizacji i oddziatywan endofitycznych z roéling

Zdolnos¢ do ruchu

rzeski, pilusy typu IV

Adhezja do powierzchni korzenia, tworzenie biofilmu

rzeski, pilusy typu IV, egzopolisacharydy, lipopolisacharydy, hemaglutyniny/
hemolizyny, wtdkna curli

quorum sensing

synteza AHL, receptory specyficzne dla AHL

Zdolnos¢ degradacji $ciany komorkowej roslin

pektynazy, celulazy, proteazy

Odpornoé¢ na stres oksydacyjny

katalaza, peroksydaza, transferaza S-glutationowa, dysmutaza ponadtlenkowa,
pompy typu RND, synteza i degradacja PHB

Sekrecja i translokacja biatek efektorowych

systemy sekrecji typu I-VI, system Sec i Tat

liganda powoduje wzbudzenie sygnatu przenoszonego
przez szereg biatek chemotaktycznych (Che) na ztozony
kompleks bialkowy rzeski. Jednym z chemotaktycznych
bialek zaangazowanych w przenoszenie sygnalu jest
kinaza histydynowa, CheA. Bialko to, ulegajac autofos-
forylacji, przenosi grupe fosforanowa na bialko CheY
regulujace aktywnos¢ systemu oddzialujacego bezpo-
srednio z flagellum, kontrolujacego kierunek rotacji
wici. Do grupy biatek warunkujacych przenoszenie
sygnatu i chemotaktyczny ruch bakterii w komoérkach
E. coli naleza takze: bialko CheW modulujace aktyw-
nos$¢ CheA, metylotransferaza CheR i esteraza metylowa
CheB katalizujace metylacje MCP [31]. Obecno$¢ genu
chsA kodujacego biatko CheA, jak réwniez aktywno$¢
tego enzymu wykazano w komorkach endofitycznego
szczepu Azospirillum brasilense. Badania Pedraza i wsp.
[32] obejmujace mutageneze i klonowanie genu chsA
oraz izolacje i charakterystyke biatka CheA potwierdzity
jego udziat w chemotaktycznej odpowiedzi szczepu.
Ruchliwo$¢ jest jedna z wazniejszych cech bakterii
endofitycznych umozliwiajacg efektywna kolonizacje
roéliny. Bakterie te moga przemieszcza¢ si¢ ruchem
biernym, zgodnym z przeptywem wody w roslinie,
lecz aktywna ruchliwo$¢ umozliwia im niezalezne
przemieszczanie si¢ w obrebie tkanek gospodarza.
Zdolnos¢ endofitow bakteryjnych do ruchu wynika
z obecnosci gendw kodujacych rzeski lub pilusy typu IV
odpowiedzialne za drgajacy ruch komorek. Badania
Mitter i wsp. [13] wykazaly, ze ruch drgajacy komorek
uwarunkowany obecnoscig piluséw typu IV jest nie-
zbedny do kolonizacji ryzu przez endofityczng bakte-
rie Azoarcus sp. BH72. W komorkach szczepu BH72,
synteza tego typu pilusow jest zwigzana z obecnoscia
genu pilA, kodujacego krétki peptyd - prepiling i genu
pilB, kodujacego biatko niezbedne w procesie syntezy
piluséw. Oba geny tworzg operon pilAB i s3 rGwnoczes-
nie transkrybowane. W komdrkach szczepu Azoarcus
sp. BH72 wykazano takze obecnos¢ dodatkowego genu
pilT, kodujacego biatko o aktywnosci ATPazy, odpo-
wiedzialne za retrakcje pilusa typu IV warunkujacg
przesuniecie komorki [7]. Mutacja w obrebie genu
pilT, kodujacego biatko PilT powoduje, ze szczep BH72
tworzy mikrokolonie na powierzchni korzeni ryzu, lecz

jego zdolno$¢ do inwazji i kolonizacji tej roéliny jest
znacznie uposledzona.

Kolejny, kluczowy etap kolonizacji rodliny przez
bakterie polega na adhezji komérek bakteryjnych do
powierzchni korzenia i ich intensywnych podziatach
skutkujacych utworzeniem biofilmu. Tworzenie bio-
filmu przez bakterie, jak i szereg proceséw, takich
jak: replikacja DNA, biosynteza metabolitow wtdr-
nych czy bioluminescencja, ulega regulacji poprzez
mechanizm quorum sensing (QS). U bakterii Gram-
-ujemnych, czasteczkami sygnalowymi odpowiada-
jacymi za QS, sa najczesciej acylowe pochodne lak-
tonu homoseryny (AHL). Czasteczki te wydzielane
sa do $rodowiska, a gdy ich stezenie przekroczy war-
to$¢ progowa, nastepuje zmiana ekspresji genéw we
wszystkich komdrkach danej populacji. Jak wykazaly
badania Dourado i wsp. [11], u endofitycznych bak-
terii z rodzaju Methylobacterium zaggszczenie ko-
morek, a co za tym idzie, produkcja AHLs ma wigkszy
wplyw na ekspresje gendw zwigzanych z interakcjami
pomiedzy bakteriami a gospodarzem, niz wydzieliny
roélinne. Czasteczki AHL zwigkszaja ekspresje genow
zwigzanych z metabolizmem bakterii (mxaF), adaptacja
bakterii do stresu srodowiskowego (crt, sss) oraz reak-
cja bakterii na wydzieliny roslinne (acdS). W komor-
kach tych mikroorganizméw, w obecnosci wydzielin
roslinnych, jedynie gen mxaF ulega zwiekszonej eks-
presji. Zdolno$¢ do produkeji specyficznego laktonu,
OOHL (lakton N-3-oksyoktanylo-L-homoseryny),
wykazano w komorkach Pantoea agglomerans YS19.
Ta endofityczna, diazotroficzna bakteria wyizolowana
z ryzu, zdolna jest do tworzenia wielokomoérkowych
agregatow zwanych symplazmatami. Cho¢ YS19 wnika
do tkanek gospodarza w postaci pojedynczych ko-
morek, to kolonizacja zachodzi w postaci symplazmat
[53]. Badania Jiang i wsp. [17] wykazaly, ze inkubacja
komorek P. agglomerans YS19 w pozywce z dodatkiem
OOHL zwigksza ich zdolnos¢ do kolonizacji gospoda-
rza o okolo 67%. W badaniach obserwowano réwniez
wzrost $redniej $wiezej masy siewek ryzu o 11,8%.
Obserwowane efekty moga wynika¢ z intensywniej-
szego tworzenia symplazmat i zwiekszonej zdolnosci
do ruchu komoérek promowanej przez OOHL.
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Wytwarzanie AHL nie zawsze wplywa na efek-
tywnos¢ kolonizacji roéliny przez bakterie. Badania
z uzyciem laktonazy rozkladajacej acylowe pochodne
laktonu homoseryny produkowanej przez endofityczny
szczep Azospirillum lipoferum B518, wykazaly, ze enzy-
matyczna dezaktywacja AHLs powoduje zanik aktyw-
nosci pektynaz, zwigkszong synteze sideroforéw oraz
zmniejszong synteze kwasu indolilooctowego (IAA).
Nie obserwowano natomiast zadnych zmian w aktyw-
nosci celulaz czy zdolnosci szczepu do poruszania sig.
Wyniki opisanych badan sugerujg, ze regulacja ekspresji
genow istotnych dla kolonizacji rosliny, jak i promocji
wzrostu gospodarza przez QS sg specyficzne dla danego
szczepu bakterii [6].

Wstepny etap kolonizacji rosliny — adhezje bakterii
do korzenia, warunkujg slabe odwracalne oddzialy-
wania miedzyczasteczkowe. Kolejna faza oddziatywan
jest nieodwracalna i wynika z oddzialywan miedzy
powierzchnig korzenia a fimbriami lub flagellami
mikroorganizmu [34]. W A. brasilense Sp7, wici sa nie-
zbedne nie tylko do chemotaktycznego przemieszczania
sie bakterii w kierunku korzenia, ale takze w poczatko-
wym etapie adhezji komorek i ich trwalym zakotwicze-
niu. Mutanty badanego szczepu niewytwarzajace wici
nie wykazujg zdolnosci do kolonizacji gospodarza [44].
Obnizong zdolnos¢ do tworzenia biofilmu i poruszania
sie wykazywal takze niezdolny do syntezy wici mutant
szczepu Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 [5].

Zakotwiczenie endofitow bakteryjnych na powierz-
chni korzenia gospodarza, moze by¢ réwniez zwia-
zane z obecnoscig zewnatrzkomoérkowych biatek lub
polimeréw otoczkowych [34]. Widkna curli to gtéwny
biatkowy skladnik macierzy zewnatrzkomdrkowej
u wielu szczepdw bakterii z rodziny Enterobacteriaceae.
Wiokna te zaangazowane sg w procesy adhezji komorek
do powierzchni korzenia, agregacji komoérek bakteryj-
nych i formacji biofilmu. W genomie szczepu Pseudo-
monas putida W619 zlokalizowano dwa klastry genow:
csgEFG i csgAB, ktore koduja biatka odpowiedzialne za
tworzenie tego typu widkien [50]. Jak wykazaly badania
de Oliveira Pinheiro i wsp. [10] nad kolonizacjg roslin
przez bakterie z rodzaju Azospirillum, w przytwier-
dzaniu bakterii do powierzchni korzenia moze takze
uczestniczy¢ $§luz wydzielany przez korzenie. Adhezja
komorek do powierzchni korzenia mozliwa jest réw-
niez dzieki produkgji biofilmu, ktdrego struktura stabi-
lizowana jest przez egzopolisacharydy (EPS). Wprowa-
dzenie mutacji w obrebie genu gumD, zaangazowanego
w synteze EPS u szczepu G. diazotrophicus Pal5, unie-
mozliwia przytwierdzanie si¢ mutanta do powierzchni
korzenia i efektywna kolonizacje gospodarza [28].

W kolonizacji roéliny przez bakterie, réwnie wazna
jest zdolnos§¢ bakterii endofitycznych do produkeji
kwasu indolilooctowego (IAA). IAA produkowany
przez bakterie endofityczne moze stymulowa¢ tworze-
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nie korzeni bocznych i wlo$nikéw, co powoduje zwiek-
szenie powierzchni korzeni, a tym samym mozliwosci
wnikania bakterii do wnetrza rosliny. Bakteryjny IAA
rozluznia strukture $ciany komorkowej, jak tez zwiek-
sza ilo§¢ produkowanych polisacharydéw, ktore moga
by¢ wykorzystywane przez inne mikroorganizmy.
Polisacharydy przyciagaja kolejne potencjalne endo-
tity bakteryjne oraz umozliwiajg wzrost i rozwoj bak-
teriom ryzodermalnym. Bakteryjne IAA umozliwiaja
réwniez, ominigcie systemu obronnego gospodarza
poprzez ostabienie sygnalizacji zwigzanej z IAA, co
z kolei moze przyczyniaé si¢ do osiagniecia sukcesu
kolonizacyjnego [12].

Bakterie endofityczne mogag wnika¢ do wnetrza
rosliny w miejscach naruszenia cigglosci tkanek. Jed-
nakze, ze wzgledu na syntez¢ zewnatrzkomoérkowych
enzymow odpowiedzialnych za degradacje roslinnej
$ciany komoérkowej (CWDE - Cell Wall Degrading
Enzymes), czes¢ tych mikroorganizméw wnikajgc do
komorek gospodarza nie wymaga obecnosci uszkodzen
[34, 45]. Zdolnos¢ syntezy enzymoéw pektynolitycz-
nych, celulolitycznych i proteolitycznych stwierdzono
u szczepOw: Azoarcus sp. BH72 [20], Azospirillum
irakense, Bulkholderia sp. PsJN, Enterobacter asburiae
JM22, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas sp. IMBG294
[30], Pseudomonas sp. A3R3 [22], Pseudomonas fluores-
cens [34], Klebsiella pneumoniae 342 [13], Azospirillum
sp. B510 [18] i Pseudomonas stutzeri A1501 [52].

W genomie endofitycznego szczepu Azoarcus sp.
BH?72 zidentyfikowano gen eglA, kodujacy endogluka-
naze (EC 3.2.1.4) hydrolizujacg wiazania {3-1,4-gliko-
zydowe celulozy. Zwigkszong ekspresje genu eglA obser-
wowano w komérkach bakterii bytujacych w poblizu
korzeni bocznych i wierzchotkéw korzeni ryzu, ktére
s3 glownymi miejscami wnikania bakterii do wne-
trza rosliny. Jak wykazaly badania Krause i wsp. [20],
mutanty w genie eglA charakteryzowaly si¢ obnizona
zdolno$cig do wewnatrzkomodrkowej kolonizacji epi-
dermy korzeni i brakiem zdolnosci do systemicznego
rozprzestrzeniania si¢ w siewkach ryzu. W komoérkach
badanego szczepu nie wykazano obecnosci gendw
kodujacych inne enzymy z grupy CWDE (20, 37].

Zdolno$¢ do produkeji enzymoéw degradujacych
$ciany komorkowe roélin wykazano takze u szczepow
G. diazotrophicus Pal5 i UAP5541. Szczepy te synte-
tyzuja endoglukanaze (EC3.2.1.4), endopolimety-
logalakturonaze (EC3.2.1.15) i endoksyloglukonaze
(EC3.2.1.151), ktore w przeciwienstwie do endo-
glukanazy szczepu Azoarcus sp. BH72, umozliwiaja
wykorzystanie odpowiednio celulozy, pektyny i ksy-
loglukanu, jako jedynego zrdédta wegla. Jak sugeruja
badania Adriano-Anaya i wsp. [1], regulacja syntezy
tych enzyméw stanowi mechanizm kontroli wzrostu
G. diazotrophicus Pal5 i UAP5541 wewnatrz korzeni
gospodarza.
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Tabela II
Geny endofitéw bakteryjnych warunkujace skuteczng kolonizacje¢ roéliny i funkcjonowanie bakterii w komoérkach gospodarza
Funkcja kodowanego . .. 5
Szczep Gen peptydu/biatka Efekt inaktywacji genu Zroédlo
Azoracus sp. BH72 pilT retrakgja pilusa typu IV brak zdolnosci szczepu do ruchu drgajacego, obni-| (7]
warunkujgca ruch komorki biatko |zenie o 50% zdolnosci szczepu do kolonizacji ryzu
Azoracus sp. BH72 pilA strukturalne pilusa typu IV obnizona zdolno$¢ do formowania mikrokolonii [7]
na powierzchni korzenia ryzu
Azoracus sp. BH72 eglA hydroliza wigzan obnizona zdolno$é¢ kolonizacji komoérek epidermy| [20]
B-1-4-glikozydowych celulozy korzeni ryzu
Azospirillum brasilense Sp7 | motl, mot2, | synteza wici, zdolno$¢ do ruchu  |brak zdolnosci adsorbcji do powierzchni korzeni, | [43]
mot3  |chemotaktycznego obnizona zdolnos¢ kolonizacji pszenicy
Azospirillum brasilense chsA  |kinaza histydynowa, bialko obnizona zdolno$¢ do chemotaktsji i kolonizacji | [32]
chemotaktyczne, zaangazowa- truskawek
nych w przenoszenie sygnatu
Gluconacetobacter gumD  |produkcja egzopolisacharydéw  |obnizona zdolno$¢ adsorbcji do powierzchni [28]
diazotrophicus Pal5 korzeni, tworzenia biofilmu i kolonizacji ryzu
Gluconacetobacter sod dysmutaza nadtlenkowa, obnizona zdolnos¢ kolonizacji ryzu [3]
diazotrophicus Pal5 inaktywacja anionorodnika
ponadtlenkowego
Gluconacetobacter gr reduktaza glutationowa, obnizona zdolnos¢ kolonizacji ryzu [3]
diazotrophicus Pal5 odtwarzanie zredukowanej formy
glutationu
Gluconacetobacter flgA zdolnos¢ do ruchu obnizona zdolnoé¢ do tworzenia biofilmu [39]
diazotrophicus Pal5 chemotaktycznego i poruszania si¢
Herbaspirillum hrpE  |bialka systemu sekrecji typu IIl  |obnizona zdolno$¢ kolonizacji ryzu [41]
rubrisubalbicans hrcN
Salmonella Typhimurium invA jedno z biatek rdzenia kompleksu |indukcja odpowiedzi systemu odpornosciowego | [42]
sytemu sekrecji typu III tytoniu

Ekspansyny to bialka obecne w $cianie komarko-
wej roslin odpowiedzialne za rozluznianie jej struktury.
Rozrywajg one, na drodze nieenzymatycznej, nieko-
walencyjne wigzania miedzy mikrofibrylami celulo-
zowymi a glikanami [38]. Wiele mikroorganizmoéow
oddziatujacych z rodlinami jest zdolna do produkeji
biatek podobnych do ekspansyn. Geny kodujgce zew-
natrzkomorkowe biatka posiadajace domeny o struk-
turze podobnej do ekspansyn znaleziono w genomie
Micromonospora lupini Lupac 08 wyizolowanej z bro-
dawek korzeniowych Lupinus angustifolius. Sugeruje
sie, ze produkcja bialek podobnych do ekspansyn
przez bakterie endofityczne moze by¢ rowniez istotna
dla promogiji ich interakcji z roslinnym gospodarzem
[46]. Geny endofitow bakteryjnych warunkujace sku-
teczng kolonizacje roéliny i funkcjonowanie bakterii
w komorkach gospodarza zebrano w tabeli I1.

3. Genetyczne podloze odpornosci bakterii endo-
fitycznych na stres oksydacyjny i osmotyczny

Rosliny wytworzyly szereg réznych mechanizméw
warunkujacych ochrone przed infekcjami bakteryj-
nymi, wirusowymi i przed grzybami. Jednym z nich

jest produkcja reaktywnych form tlenu czy tlenku
azotu [45]. W zwiazku z tym, dla efektywnej koloni-
zacji komorek gospodarza, endofity bakteryjne musza
by¢ przystosowane do przetrwania w srodowisku boga-
tym w te zwiazki [2].

Enterobacter sp. 638 to endofityczny szczep wyizo-
lowany z topoli zdolny do promocji wzrostu roslin.
W genomie tego szczepu zidentyfikowano szereg
genow kodujacych enzymy zaangazowane w procesy
usuwania reaktywnych form tlenu, miedzy innymi geny
dysmutazy ponadtlenkowej, peroksyreduktazy, chloro-
peroksydazy, peroksydazy tiolowej, jak rowniez geny
kodujgce enzymy umozliwiajace synteze glutationu.
Szczep ten zdolny jest réwniez do detoksykacji wolnych
rodnikow tlenku azotu dzigki obecnosci genu kodu-
jacego dioksygenaze tlenku azotu oraz grupy genow
kodujacych enzymy beztlenowej redukeji azotanéw.
W komorkach Enterobacter sp. 638 kluczowym regu-
latorem aktywujgcym ekspresje gendw zaangazowanych
w obrong przed stresem oksydacyjnym indukowanym
nadtlenkiem wodoru jest bialko OxyR [24].

W komorkach K. pneumoniae 342, diazotroficz-
nego endofita o szerokim zakresie gospodarza, ziden-
tyfikowano gen kodujacy biatko Ada niezbedne do
aktywowania transkrypcji gendéw zaangazowanych
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w odpowiedz komorki na uszkodzenia wzoru metyla-
cji DNA, ktore moga by¢ spowodowane przez czyn-
niki alkilujace lub tlenek azotu. Badany szczep posiada
takze gen uvrA, kodujacy endonukleaz¢ zaangazowana
w naprawe uszkodzenn DNA, wywotanych m.in. nad-
tlenkiem wodoru oraz geny kodujace dysmutaze nad-
tlenkowa, katalaze, peroksydaze, peroksyreduktaze
i transferaze glutationowy. Podobnie jak Enterobacter
sp. 638, szczep K. pneumoniae 342 zdolny jest do usu-
wania wolnych rodnikéw tlenku azotu dzigki obecnosci
biatka odpowiedzialnego za detoksykacje tlenku azotu
i grupy genow kodujacych enzymy beztlenowej reduk-
cji azotanow [13]. W genomach obu szczepow bakterii
zidentyfikowano takze geny kodujace kompleks biat-
kowy - AcrAB. Pompa AcrAB odpowiedzialna jest za
usuwanie z komdrek bakteryjnych fitoaleksyn, ktére sa
produkowane przez roéliny w odpowiedzi na infekcje
wywolane przez patogeny roélin [13, 45].

Obecnos¢ gendw kodujacych biatka zaangazowane
w usuwanie reaktywnych form tlenu wykazano takze
w genomie P. putida W619, endosymbionta wyizolowa-
nego z topoli [50] oraz szczepu P, stutzeri A1501, kolo-
nizujgcego i infekujgcego korzenie ryzu [52]. W komor-
kach P. putida W619 odpowiedz na stres oksydacyjny
regulowana jest przez czynnik transkrypcyjny PerR,
ktérego aktywno$¢ zalezy od obecnosci jonow Fe?* lub
Mn?*. Biatko to wiaze si¢ z DNA powodujac represje
genow zwigzanych z odpowiedzig na stres oksydacyjny.
W obecnosci nadtlenku wodoru biatko PerR oddyso-
cjowuje od DNA, dzigki czemu regulowane przez ten
represor geny moga ulec ekspresji [24, 50]. W odpo-
wiedzi na obecno$¢ reaktywnych form tlenu w komor-
kach szczepu P, stutzeri A1501 obserwuje sie natomiast
indukcje genu bep kodujacego biatko Bep o aktywnosci
peroksydazy tiolowej zaleznej od tioredoksyny [35].

W komoérkach Agrobacterium tumefaciens [8] i P. pu-
tida [40] w ochrone przed stresem oksydacyjnym
zaangazowane jest biatko wigzagce DNA - Dps (DNA-
-binding protein from starved cells), zidentyfikowane
i opisane po raz pierwszy u E. coli. W przeciwienstwie
do E. coli, w komorkach A. tumefaciens biatko Dps nie
wigze si¢ z DNA, lecz jego ochronna rola wynika ze
zdolnos$ci wigzania jonow zelaza i hamowania formacji
rodnikéw hydroksylowych [8].

Znaczaca role enzymow zaangazowanych w procesy
usuwania reaktywnych form tlenu: reduktazy glutatio-
nowej i dysmutazy nadtlenkowej w endofitycznej kolo-
nizacji ryzu przez szczep G. diazotrophicus Pal5 wyka-
zaly badania Alqueres i wsp. [3]. Insercyjna inaktywacja
genow gr i sod kodujacych odpowiednio te dwa enzymy
(tabela II), prowadzita do znacznego obnizenia liczby
bakterii kolonizujacych korzenie badanej rosliny.

W trakcie kolonizacji rodliny, komorki bakteryjne
muszg poradzi¢ sobie takze ze wzrastajacym cisnie-
niem osmotycznym. Dlatego tez, wiele endofitow bak-
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teryjnych posiada geny kodujace biatka umozliwiajace
szybka odpowiedz na zmieniajgce si¢ warunki $rodo-
wiska zewnetrznego. Na przyktad, w genomie Azoarcus
sp. CIB, zidentyfikowano geny kodujace biatka zaanga-
zowane w transport i metabolizm osmoprotektantow,
takich jak: N-tlenek trimetyloaminy, poliaminy czy
sarkozyna, oraz kilka kopii gendw kodujacych enzymy
umozliwiajgce synteze i degradacje polihydroksyma-
$lanu (PHB) [26].

Herbaspirillum seropedicae SmR1 i H. frisingense
GSF30T sg zdolne do produkeji innego waznego osmo-
protektanta - trehalozy. Szczep SmR1 posiada geny
umozliwiajgce synteze i degradacje homopolimeru
D-glukozy, ktérego metabolizm, podobnie jak w przy-
padku PHB produkowanego przez Azoarcus sp. CIB,
moze by¢ zwigzany ze zdolno$cia do radzenia sobie ze
stresem osmotycznym i glodzeniem [33, 44]. Szczep
G. diazotrophicus Pal5 wykazuje tolerancje na wysokie
stezenie sacharozy (do 30%), co stanowi wazne przysto-
sowanie tej bakterii do bytowania w tkankach trzciny
cukrowej, gdzie obserwuje si¢ wysokie stezenie tego
disacharydu. Tolerancja wysokich stezen cukru moze
wynikac z obecnosci w komérkach szczepu Pal5 syste-
mow transportu umozliwiajacych poboér proliny/beta-
iny, di- i tripeptyddw, jak tez przewidywanej zdolnosci
do syntezy, degradacji i transportu trehalozy. Pomimo
wysokiej tolerancji na stres osmotyczny, szczep G. dia-
zotrophicus Pal5 jest wrazliwy na stres solny. Zaktada
sie, ze obecno$¢ jondw chlorkowych wplywa negatyw-
nie na jego interakcje z roslinnym gospodarzem [5, 9].

4. Mechanizmy sekrecji i translokacji biatek
efektorowych

W oddzialywaniu bakterie endofityczne-roslina
istotng role odgrywaja czasteczki efektorowe wydzie-
lane do $rodowiska zewnetrznego lub wprowadzane
bezposrednio do komoérek gospodarza. Sekrecja i trans-
lokacja bialek efektorowych to kluczowe strategie
mikroorganizmdéw majace na celu ostabienie ukladu
odporno$ciowego gospodarza.

W komorkach bakterii Gram-ujemnych opisano
funkcjonowanie szesciu typow systemoéw translokacji
i sekrecji biatek (T1SS - T6SS). U wiekszosci opisanych
dotad endofitéw najczesciej spotykane sg systemy typu I
(T1SS) i typu IT (T2SS). T1SS odpowiada za transport
bialek bezposrednio na powierzchni¢ komorki bakte-
ryjnej lub do otaczajacego ja Srodowiska, podczas gdy
sekrecja z udziatem T2SS jest procesem dwuetapowym,
obejmujacym transport bialek przez blone cytoplazma-
tyczng do przestrzeni peryplazmatycznej, a nastgpnie
na powierzchnie komorki [36].

Geny kodujace biatka wchodzace w skiad systemu
sekrecji typu III zidentyfikowano w genomie endofi-
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tycznego szczepu H. seropedicae SmR1 [33]. Sugeruje
sie, ze obecnos¢ T3SS w komoérkach tego szczepu
moze by¢ zwigzana z rozpoznawaniem bakterii przez
gospodarza. Badania prowadzone z uzyciem szczepu
Rhizobium NGR234, wydzielajacego bialka efekto-
rowe w odpowiedzi na flawonoidy wydzielane przez
korzenie roélin, $wiadcza z kolei o roli systemu T3SS
w optymalizacji oddzialywan bakteria—gospodarz.
Jednym z bialek efektorowych wydzielanych przez ten
system jest biatko NopL. Biatko to hamuje ekspresje
biatek odpornosciowych u gospodarza roslinnego.
Ponadto, wykazano, ze NopL wydzielane przez bak-
terie promuje tworzenie brodawek korzeniowych [2,
4, 33, 36]. Badania Shirron i Yaron [42] wykazaly, ze
kolonizacja tytoniu (Nicotiana tabacum) przez zywe
komorki Salmonella Typhimurium nie wywoluje obja-
wow chorobowych, podczas gdy kolonizacja rosliny
przez komorki niezdolne do syntezy biatka NopL
prowadzi do odpowiedzi ze strony ukladu odpornos-
ciowego rosliny. Indukcje systemu odpornosciowego
gospodarza wyrazajacg si¢ zmianami pH i produkcja
reaktywnych form tlenu obserwowano takze podczas
kolonizacji tytoniu przez zmutowany szczep Salmonella
Typhimurium, niosacy delecje¢ w genie invA, koduja-
cym jedno z bialek rdzenia kompleksu systemu sekrecji
typu III (tabela II).

System sekrecji typu IV uczestniczy w procesie
koniugacji oraz w transferze biatlek, DNA i nukleopro-
teinowych komplekséw do komoérki docelowej. Obec-
nos¢ genoéw kodujacych skladniki kompleksu T4SS
zlokalizowane zostaly w genomie szczepow G. diazo-
trophicus PALS5, K. pneumoniae 342 1 Methylobacterium
populi BJ0O1. Dzigki systemowi T4SS szczep A. tumefa-
ciens zdolny jest do wprowadzenia T-DNA do wnetrza
komorki rodlinnej [5, 36]. Identyfikacja systemdéw T3SS
i T4SS u nielicznych bakterii endofitycznych moze suge-
rowa¢, ze mechanizm modulacji odpowiedzi roéliny na
wnikniecie bakterii, poprzez biatka efektorowe wydzie-
lane bezposrednio do komoérek gospodarza, nie jest
powszechny w interakcjach endofit-roslina [36].

Dla wigkszo$ci zbadanych dotad endofitéw cha-
rakterystyczny jest system sekrecji typu V (T5SS). Jest
on zwigzany jest z transporterem Sec, ktory przenosi
wydzielane bialko do przestrzeni peryprazmatycznej,
z ktorej dzieki obecnosci w wydzielanym biatku domeny
translokacyjnej, przedostaje si¢ ono na powierzchnie
komorki [2]. Sekrecji z udziatem systemu T5SS ulegaja
na przyklad bialka zaangazowane w proces adhezji
u szczepu P, putida W619 [50] czy tez biatka warun-
kujgce kolonizacje komdrek roslinnych przez szczep
Enterobacter sp. 638 [45].

Funkcjonowanie systemu sekrecji typu VI (T6SS)
jest istotne dla przebiegu wielu proceséw, miedzy
innymi: tworzenia biofilmu, koniugacji, regulacji QS,
promocji i supresji wirulencji [15]. T6SS jest to kom-
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pleks biatkowy wystepujacy u wigkszosci Proteobac-
teria umozliwiajgcy translokacje bialek efektorowych
do komorek eukariotycznych i prokariotycznych [21].
U wielu gatunkéw bakterii patogennych T6SS wydaje
sie by¢ gléwnym czynnikiem determinujgcym ich wiru-
lencje [27]. U P. aeruginosa natomiast, T6SS promuje
antybakteryjng aktywnos¢ szczepu przeciw szerokiemu
spektrum konkurencyjnych bakterii [15].

W komorkach szczepu A. tumefaciens, system T6SS
zaangazowany jest w sekrecje rodziny biatek efektoro-
wych typu VI - DNaz (Tde), ktdre wykazujg aktyw-
nos¢ antybakteryjna. Ochrone komérkom bakteryjnym
przed Tde zapewnia biatko Tdi. Zdolnos$¢ do sekrecji
biatka Tde jest jednym z przystosowan szczepu A. tume-
faciens do kolonizacji rosliny. Obecno$¢ gendw tde/tdi
w genomach bakterii kolonizujacych rosliny sugeruje
konserwatywno$¢ tego mechanizmu u fitobakterii, jako
sposobu uzyskania przewagi w srodowiskach zasiedla-
nych przed wiele gatunkéw bakterii. Wykazano, ze
funkcjonowanie systemu T6SS moze mie¢ takze pozy-
tywny wplyw na interakcje endofit-roélina [21]. Geny
kodujace ten system sekrecji znalezione zostaly w geno-
mie niektérych bakterii endofitycznych, na przykltad
w komérkach P, fluorescens PICF7, u ktérego zlokali-
zowano dwa zestawy genow kodujacych elementy tego
systemu sekrecji [26].

Brak u niektorych bakterii endofitycznych genow
kodujacych kompleksy systemu sekrecji typu III i IV
i obecno$¢ gendw systemu sekrecji typu VI wskazuje, ze
organizmy bedace endofitami mozna scharakteryzowac
jako ,,rozbrojone patogeny” [2].

5. Czynniki transkrypcyjne zaangazowane
w interakcje endofit bakteryjny-gospodarz

W wyniku analizy poréwnawczej genomdw endofi-
tow bakteryjnych zidentyfikowano grupe konserwatyw-
nych czynnikéw regulujacych metabolizm komérkowy,
ktére najprawdopodobniej odpowiedzialne sg za zacho-
wania endofityczne. Do czynnikéw tych nalezg biatka:
AraC, FrmR, AsnC, LrgB, LysR, DeoR i WrbA [2].

AraC to rodzina bakteryjnych czynnikéw regula-
torowych oddziatujacych z DNA, ktdre aktywuja pro-
ces transkrypcji wielu réznych genéw, chociaz moga
réwniez dziala¢ jako represory tego procesu. Biatka
rodziny AraC zaangazowane s3 w regulacje metabo-
lizmu cukréw, proceséw patogenezy i odpowiedzi na
warunki stresowe [16].

Kolejna rodzina bialek regulatorowych, LrgB, zaan-
gazowana jest przede wszystkim w kontrole aktywnosci
mureinaz. Dlatego tez, bialka te najprawdopodobniej
zaangazowane sg w regulacje nieinwazyjnej degradacji
roslinnych $cian komérkowych, ktéra zachodzi podczas
infekcji gospodarza przez bakterie endofityczne [2].
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Regulatory transkrypcji zaliczone do rodziny LysR
naleza do najbardziej rozpowszechnionych w krole-
stwie Procaryota. Uczestniczg one w regulacji ekspresji
wielu funkcjonalnie zréznicowanych zestawdw genow.
Do genéw regulowanych przez biatka LysR nalezg geny
zaangazowane w wirulencje, metabolizm komoérkowy,
quorum sensing, zdolnos$¢ do poruszania si¢, odpowiedz
na stres oksydacyjny (np. OxyR i PerR), jak réwniez
w produkcje toksyn i ich sekrecje [23, 24].

Do wymienionych czynnikéw transkrypcyjnych,
ktére moga by¢ zaangazowane w interakcje gospo-
darz-endofit bakteryjny zaliczono réwniez biatko
WrbA, flawoproteine, ktorej synteza w komorkach
E. coli indukowana jest przez produkt genu rpoS kodu-
jacego alternatywny czynnik transkrypcyjny oS regu-
lujacy ekspresje gendw zaangazowanych w odpowiedz
komorki na czynniki stresowe. Jednakze rola bialek
WrbA w oddzialywaniu bakterii z rolinami nie zostata
jeszcze w pelni wyjasniona [2].

6. Zmiany w ekspresji genoéw w interakcji endofit
bakteryjny-ro$lina

Ze wzgledu na to, Ze kolonizacja roslin przez bakte-
rie wplywa na wzrost i rozwdj roélin, wytworzyly one
szereg molekularnych mechanizméw warunkujacych
odpowiedz na inwazje przez te mikroorganizmy. Wiele
genow roslinnych ulega zmienionej ekspresji podczas
interakeji bakteria-roslina [48, 49]. Sugeruje to, ze
poczatkowe etapy kolonizacji rodliny przez bakterie
endofityczne sg aktywnie monitorowane i prawdopo-
dobnie wzmacniane lub ostabiane przez gospodarza.
Przykladem genu, ktérego ekspresja ulega zmianie pod-
czas kolonizacji rosliny jest gen shr5 kodujacy biatko
zaangazowane w transdukcje sygnatéw w komorkach
roélinnych. Po inokulacji trzciny cukrowej diazotro-
ticznymi bakteriami G. dizaotrophicus, H. seropedicae
i A. brasilense obserwuje si¢ obnizenie ekspresji tego
genu [34]. Wyniki badan Vinagre i wsp. [47] wskazuja,
ze im bardziej korzystna dla rosliny jest kolonizacja
przez endofity, tym nizszy poziom ekspresji genu shr>5.

Nadekspresje gendw zwigzanych z chemotaksjg
oraz sekrecja obserwowano u szczepu P aeruginosa
w odpowiedzi na substancje wydzielane przez korzenie
buraka cukrowego. W komoérkach Gram-dodatniego
szczepu Bacillus amyloliquefaciens FZB42 obserwowano
silng indukcje ekspresji genéw odpowiedzialnych za
chemotaktyczny ruch komoérki oraz rozklad substra-
tow odzywczych, wywotang przez wydzieliny korzeni
kukurydzy. Analiza transkryptomu endofitycznego
szczepu B.subtilis OKB105 przeprowadzona przez
Xie i wsp. [51] wykazala natomiast zmiany w ekspresji
176 genow badanego szczepu po inkubacji z siewkami
ryzu. Obserwowane zmiany w poziomie transkryp-
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cji dotyczyly genéw zaangazowanych w metabolizm,
transport cukréw i aminokwasdéw, chemotaksje i ruch
komorki, jak réwniez sporulacje i biosynteze kwasu
tejchuronowego [51].

7. Podsumowanie

Bakterie endofityczne znajduja coraz wiecej zasto-
sowan w roznych dziedzinach biotechnologii, szcze-
golnie w biotechnologii roslin i biotechnologii $ro-
dowiska. Badania polowe potwierdzaja skuteczno$¢
inokulowania roslin endofitami bakteryjnymi w celu
stymulowania wzrostu gospodarza, jego ochrony przed
szkodnikami, wskazujg takze na pozytywne aspekty
wykorzystania tych organizméw do wspomagania
procesow fitoekstrakcji oraz fitoremediacji terendw
zdegradowanych. Bakterie te sg réwniez Zrédlem wielu
substancji czynnych o wlasciwosciach antybakteryj-
nych, przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych
czy przeciwgrzybicznych. Dlatego tez, niezmiernie
istotnym wydaje si¢ identyfikacja genéw odpowiedzial-
nych za ,endofityczne” zachowania oraz zrozumienie
i poszerzenie wiedzy o genetycznych aspektach oddzia-
tywan endofity bakteryjne - rosliny. Umozliwi to pelne
wykorzystanie potencjatu tej grupy bakterii.
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