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S u m m a r y

Phytoremediation is a field of science and technology that uses plants to

clean-up polluted soil and water. Metal hyperaccumulator plants are naturally

capable of accumulating trace elements, primarily Ni, Zn, Cd, As or Se in their

above-ground tissues, without developing any toxicity symptoms. Although

these plants appear to have ideal properties for phytoextraction, most of them

produce little biomass and grow only in ecosystems that are characteristic for

them. The introduction of novel traits into high biomass plants using a trans-

genic approach is a promising strategy for the development of effective

phytoremediation technologies. A number of transgenic plants have been gen-

erated in an attempt to modify: (a) trace element uptake from environment, (b)

transport to organelles, (c) allocation within the plants, (d) synthesis of metal

complexing ligands present in the cell or exported to the apoplast and/or envi-

ronment, (e) metabolism of the metal containing compound. Many experimen-

tal results demonstrate that a single-gene plant transformation rarely leads to

intended phenotypes. In this paper, we present some selected results dealing

with suitability of genetically modified plants for phytoremediation.
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1. Wstêp

Zanieczyszczenia gleb metalami ciê¿kimi (MC) stanowi powa-

¿ne zagro¿enie dla organizmów ¿ywych (1). Oczyszczenie takich

terenów za pomoc¹ metod fizykochemicznych jest kosztowne,
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trudne, a w niektórych przypadkach wrêcz niemo¿liwe, st¹d te¿ roœnie zapotrzebo-

wanie na stosowanie udoskonalonych metod biologicznych. Jedn¹ z prê¿niej rozwi-

janych technologii jest fitoremediacja, polegaj¹ca na usuwaniu ska¿eñ, w tym MC

z gleb, osadów oraz wód przy u¿yciu roœlin. Wyró¿nia siê trzy rodzaje fitoremedia-

cji: fitoekstrakcjê, fitoewaporacjê, i fitostabilizacjê (2). Fitoekstrakcja metali ciê-

¿kich polega na ich usuwaniu z pod³o¿a za pomoc¹ roœlin hiperakumulatorów, które

pobieraj¹ i akumuluj¹ du¿e iloœci MC w organach nadziemnych, które nastêpnie s¹

zbierane i utylizowane. Fitoewaporacja jest procesem polegaj¹cym na usuwaniu me-

tali przez roœliny po ich biotransformacji do formy lotnej. W procesie fitostabilizacji

roœliny wydzielaj¹ do pod³o¿a zwi¹zki tworz¹ce kompleksy z jonami MC i tym sa-

mym reguluj¹ biodostêpnoœæ sk³adników mineralnych. S³absza rozpuszczalnoœæ po-

wsta³ych kompleksów w porównaniu do postaci jonowej MC ogranicza ich prze-

mieszczanie do wód powierzchniowych i podziemnych przyczyniaj¹c siê do ich sta-

bilizacji w obrêbie strefy korzeniowej (2).

W wyniku analizy roœlin naturalnie zasiedlaj¹cych obszary ska¿one MC wykaza-

no, ¿e w wiêkszoœci przypadków roœliny te nie mog¹ byæ powszechnie stosowane

do fitoremediacji. G³ówn¹ przyczyn¹ jest charakteryzuj¹cy je zbyt niski stopieñ aku-

mulacji metali, a w przypadku gatunków hiperakumuluj¹cych zbyt wolny wzrost

i ma³a biomasa. Ponadto roœliny te czêsto zasiedlaj¹ wy³¹cznie bardzo specyficzne

ekosystemy i ich uprawa w innych warunkach œrodowiskowych nie przynosi po¿¹da-

nego efektu (2). W zwi¹zku z tym w wielu laboratoriach prowadzone s¹ prace nad

modyfikacj¹ genetyczn¹ roœlin, dla zwiêkszenia ich przydatnoœci w procesach fitore-

mediacji gleb zanieczyszczonych MC (3). Na obecnym etapie badañ, najczêœciej

transformuje siê roœliny modelowe Arabidopsis thaliana czy Nicotiana tabacum, rza-

dziej roœliny z innych gatunków, które mog³yby byæ rzeczywiœcie wykorzystywane

do fitoremediacji ze wzglêdu na swoje cechy fenotypowe (Brassica juncea, Populus

spp., Liriodendron tulipifera, Nicotiana glauca).

Celem artyku³u jest przedstawienie w zarysie aktualnego stanu badañ nad pozy-

skiwaniem roœlin przydatnych dla celów fitoekstrakcji i fitoewaporacji metodami in-

¿ynierii genetycznej.

2. Modyfikacje genetyczne dla celów fitoremediacji

2.1. Fitoekstrakcja

Iloœæ zakumulowanych metali ciê¿kich w tkankach roœlinnych jest wypadkow¹

wydajnoœci takich procesów jak: a) pobieranie metali ze œrodowiska, b) transport do

poszczególnych organelli komórkowych, c) transport do poszczególnych organów

roœlin, d) synteza zwi¹zków tworz¹cych kompleksy z MC, obecnych zarówno w ko-

mórce jak i wydzielanych do przestrzeni miêdzykomórkowych i/lub œrodowiska.
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Ka¿dy z tych procesów mo¿e byæ modyfikowany poprzez zastosowanie metod in¿y-

nierii genetycznej, a optymalnym rozwi¹zaniem jest uzyskanie roœliny o zwiêkszo-

nej mo¿liwoœci akumulowania MC i znacz¹cej tolerancji na wysokie stê¿enie jonów

metali w glebie i tkankach.

2.1.1 Modyfikacje procesów pobierania jonów

Próby zwiêkszenia kumulacji metali w tkankach jako skutek nadekspresji genów

koduj¹cych bia³ka zaanga¿owane w pobieranie MC nie przynios³y oczekiwanych re-

zultatów. Wzrostowi stê¿enia MC w roœlinie czêsto towarzyszy³o obni¿enie pozio-

mu tolerancji na obecne w pod³o¿u MC, co obserwowano w badaniach nad roœlina-

mi transformowanymi genami koduj¹cymi bia³ka ZIP [ZRT/IRT, ang. related proteins;

zinc-regulated transporter, iron-regulated transporter] i NRAMP (ang. Natural Resistan-

ce-Associated Macrophage Proteins).

ZIP stanowi¹ rodzinê bia³ek zaanga¿owanych w transport m.in. jonów Zn2+,

Fe2+, Cd2+, Co2+, Mn2+, Cu2+ i Ni2+ do cytoplazmy (zale¿nie od lokalizacji subko-

mórkowej) albo w pobieranie b¹dŸ kontrolê uwalniania jonów do cytoplazmy

z kompartmentów wewn¹trzkomórkowych (4). W wyniku nadekspresji genu koduj¹-

cego bia³ko AtIRT1 w transformowanych roœlinach A. thaliana wzros³a iloœæ zakumu-

lowanego kadmu i cynku. Roœliny transgeniczne hodowane przez 6 dni na po¿ywce

z niedoborem ¿elaza i dodanymi pozosta³ymi metalami w stê¿eniach 100 �M

i 90 �M odpowiednio dla Zn2+ i Cd2+, akumulowa³y oba metale w korzeniach

w wiêkszym stê¿eniu ni¿ roœliny kontrolne (Zn – 779 �g/g s.m. w stosunku do

512 �g/g s.m. dla typu dzikiego oraz Cd – 5270 �g/g s.m. w stosunku do 3240 �g/g

s.m. dla typu dzikiego). Stê¿enie badanych pierwiastków w pêdach by³o obni¿one

o po³owê w stosunku do typu dzikiego (5).

Drug¹ rodzinê bia³ek wp³ywaj¹cych na zmiany wra¿liwoœci roœlin na MC stano-

wi¹ bia³ka NRAMP (6). Roœliny A. thaliana z nadekspresj¹ genu AtNramp3, hodowane

na po¿ywce minimalnej bez mikroelementów, charakteryzowa³y siê zwiêkszon¹

wra¿liwoœci¹ na obecny w pod³o¿u kadm zarówno w stê¿eniu 10 �M jak i 1 �M,

przy braku zmian w stopniu akumulacji tego pierwiastka (6). Okaza³o siê jednak, ¿e

bia³ko AtNramp3 zlokalizowane jest tylko w tonoplaœcie i obserwowan¹ nadwra¿li-

woœæ przypisano wzmo¿onemu uwalnianiu jonów kadmu z wakuoli do cytozolu

(6,7). Wprowadzenie do genomu roœlin A. thaliana dodatkowej kopii genu AtNramp1

powodowa³o natomiast zwiêkszenie tolerancji na wysokie stê¿enie Fe3+ (tj. 600 �M)

w p³ynnej po¿ywce ½ MS (8).

Obni¿enie tolerancji na obecnoœæ jonów metali ciê¿kich w pod³o¿u obserwowa-

no tak¿e u tytoniu z nadekspresj¹ genu NtCBP4 (ang. Calmodulin binding protein), od-

powiedzialnego za funkcjonowanie niskoselektywnego kana³u kationowego, zwi¹-

zanego z pobieraniem jonów Pb2+ (9). Transgeniczne roœliny A. thaliana rosn¹ce na

po¿ywce p³ynnej uzupe³nionej azotanem o³owiu w stê¿eniu 1 mM by³y bardziej wra-
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¿liwe na ten pierwiastek balastowy ni¿ roœliny kontrolne. Równoczeœnie pobiera³y

one wiêcej metalu ( ~8,6 �g/g s.m. w stosunku do ~4,1 �g/g s.m. dla roœlin kontrol-

nych) (9).

Zmianê wra¿liwoœci roœlin na obecne w pod³o¿u jony Hg2+ (3 �M) spowodowa³a

w roœlinach A. thaliana ekspresja bakteryjnego genu merC i odpowiedzialnego za po-

bieranie jonów Hg2+ do komórki (10). Roœliny transgeniczne rosn¹c na poy¿wce

½ MS zestalonej agarem zawieraj¹cej Hg2+ w stê¿eniu 3 �M mia³y zwiêkszone obja-

wy toksycznoœci ni¿ roœliny kontrolne. Po 6-godzinnej inkubacji liœci pochodz¹cych

z roœlin transgenicznych w po¿ywce zawieraj¹cej jony rtêci w stê¿eniu 100 �M, stê-

¿enie metalu w materiale kontrolnym by³o na poziomie 26 �g/g s.m., zaœ w tkance

transgenicznej oko³o 2× wy¿sze.

Nadekspresja w tytoniu genu TaLCT1, który koduje transporter o niskim powino-

wactwie m.in. do jonów Ca2+, Cd2+, Zn2+ czy Pb2+, spowodowa³a obni¿enie pozio-

mu akumulacji kadmu w korzeniach oraz zwiêkszenie poziomu tolerancji na Cd2+

i Pb2+ w obecnoœci podwy¿szonego stê¿enia jonów Ca2+ w pod³o¿u (11-14).

2.1.2. Modyfikacje zwiêkszaj¹ce wydajnoœæ usuwania metali ciê¿kich z cytoplazmy

Usuwanie jonów metali poza cytoplazmê jest wa¿nym elementem detoksykacji,

determinuj¹cym poziom tolerancji roœliny na MC. Jednym z g³ównych kompartmen-

tów, w którym gromadzone s¹ metale jest wakuola, st¹d te¿ kolejna strategia ma-

j¹ca na celu uzyskanie roœlin o podwy¿szonej tolerancji i akumulacji MC by³a zwi¹-

zana z wykorzystaniem genów koduj¹cych bia³ka zaanga¿owane w transport metali

ciê¿kich do tego organellum.

�róde³ takich transgenów poszukiwano nie tylko w roœlinach A. thaliana, ale tak-

¿e w topoli (Populus trichocarpa x Populus deltoides), która ze wzglêdu na zdolnoœæ do

intensywnego pobierania jonów metali z pod³o¿a (g³ównie cynku), wykorzystywana

jest do oczyszczania wód odpadowych, gruntowych czy fitoremediacji terenów po-

przemys³owych (15). Przyk³adem tego typu badañ by³a transformacja roœlin genem

PtMTP1 (ang. Metal Tolerance Protein 1) koduj¹cym bia³ko z rodziny CDF (ang. Cation

Diffusion Facilitator, bia³ka usuwaj¹ce kationy poza cytoplazmê) (16). Na podstawie

wyników badañ prowadzonych na dro¿d¿ach wykazano, ¿e bia³ko PtMTP1 obecne

w tonoplaœcie jest zaanga¿owane w transport Zn2+, nie bierze natomiast udzia³u

w transporcie takich jonów jak Cd2+, Co2+, Mn2+ i Ni2+ (specyficznoœæ substra-

towa). Roœliny A. thaliana stransformowane genem tego bia³ka wykazywa³y zwiêk-

szony poziom tolerancji na cynk, co sugeruje bardziej efektywn¹ detoksykacjê me-

talu w wakuolach (16). Podobnie nadekspresja genu ShMTP1 ze Stylosanthens hamata

(tropikalna roœlina motylkowa, tolerancyjna na podwy¿szony poziom manganu

w glebie) doprowadzi³a do wzrostu tolerancji na mangan w roœlinach A. thaliana

(17). W obecnoœci 2,5 mM Mn2+ wzrost roœlin kontrolnych by³ prawie ca³kowicie za-

hamowany, podczas gdy transformanty ros³y bez objawów toksycznoœci, co wskazy-
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wa³o na zwiêkszon¹ sekwestracjê jonów manganu w wewn¹trzkomórkowych orga-

nellach takich jak wakuole. Po wprowadzeniu do genomu A. thaliana dodatkowej ko-

pii AtMTP1 wzrós³ poziom tolerancji na cynk. Wzrost korzeni transformantów by³

zahamowany w bardzo niewielkim stopniu przy stê¿eniu 0,2 mM Zn2+, podczas gdy

roœliny typu dzikiego zamiera³y. Testy przeprowadzone w kulturach hydroponicz-

nych wykaza³y ponad 2-krotny wzrost stê¿enia cynku w korzeniu, podczas gdy nie

stwierdzono wzrostu akumulacji metalu w pêdzie (18).

Innym rodzajem bia³ek odpowiedzialnych za eksport kationów poza cytoplazmê

s¹ przenoœniki antyportowe (cation/H+-antiporter) (19). Do grupy tej nale¿¹ bia³ka

CAX (ang. calcium exchanger, wymienniki Ca2+/H+). W badaniach Hirschi i wsp. wy-

kazano, ¿e CAX2 pochodz¹cy z A. thaliana jest zaanga¿owany w transport jonów

Ca2+, Cd2+ i Mn2+do wakuoli (20). Wprowadzenie genu AtCAX2 do genomu tytoniu

pozwoli³o na otrzymanie roœlin charakteryzuj¹cych siê zwiêkszon¹ akumulacj¹ wap-

nia, kadmu i manganu w korzeniach. W przypadku kadmu wzrost by³ oko³o 4-krot-

ny, zaœ w przypadku manganu 2-krotny. Obserwowano tak¿e zwiêkszony poziom

tolerancji na obecnoœæ manganu w pod³o¿u, przejawiaj¹cy siê lepszym wzrostem na

po¿ywce p³ynnej zawieraj¹cej 0,5 mM Mn2+ (20). Transformacja spowodowa³a za-

tem zmianê tylko jednego z parametrów – pobierania, zwiêkszaj¹c jednoczeœnie

pojemnoœæ detoksykacyjn¹ korzenia, nie doprowadzi³a jednak do bardziej intensyw-

nego transportu metali do pêdu.

Gromadzenie MC w wakuolach jest mo¿liwe dziêki ich przenoszeniu przez tono-

plast nie tylko w formie jonowej, ale tak¿e w postaci kompleksów. Ten sposób

transportu metali u roœlin jest bardzo s³abo poznany, podczas gdy u grzybów

Saccharomyces cerevisiae, przyk³adem bia³ka o takiej funkcji jest tonoplastowy trans-

porter YCF1 odpowiedzialny za MgATP-zale¿ne przenoszenie kompleksów glutatio-

nu z metalami ciê¿kimi. Wykazano, ¿e bierze on udzia³ w transporcie kompleksów

Cd-GS2 (21), As-GS3 (22) oraz Hg-GS2 (23). W wyniku transformacji tym genem roœlin

A. thaliana wykazano, ¿e bia³ko YCF1 zlokalizowane jest nie tylko w tonoplaœcie, ale

tak¿e w plazmolemie komórek roœlinnych. Transformanty charakteryzowa³y siê za-

równo zwiêkszon¹ tolerancj¹ na kadm i wy¿szym ni¿ roœliny kontrolne poziomem

akumulacji tego pierwiastka w pêdach, jak te¿ 4-krotnie wy¿szym pobieraniem

Cd-GS2 przez wakuole. Obserwowano tak¿e wzrost poziomu tolerancji na o³ów oraz

jego akumulacji, co sugerowa³o, ¿e substratem dla YCF1 by³y tak¿e kompleksy

GSH-Pb.

Jony MC zbyteczne w cytoplazmie s¹ usuwane nie tylko do wakuoli, ale równie¿

do œciany komórkowej i przestrzeni miêdzykomórkowych, gdzie mog¹ byæ magazy-

nowane w bardzo ró¿nych formach. Nadekspresja genów koduj¹cych bia³ka trans-

portuj¹ce jony metali do apoplastu to kolejna strategia, maj¹ca na celu pozyskanie

roœlin o podwy¿szonym poziomie akumulacji metali i zwiêkszenie transportu MC do

pêdów. Na podstawie wyników badañ przeprowadzonych na bia³kach HMA2 i HMA4

(ang. Heavy Metal-transporting P-type ATPase), z subkomórkow¹ lokalizacj¹ w plazmo-

lemmie, wykazano, ¿e s¹ one odpowiedzialne za usuwanie poza komórkê takich jo-
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nów jak Zn2+, Cd2+, Pb2+ i Co2+, zaœ ich ekspresja w komórkach otaczaj¹cych ksy-

lem wskazywa³a na udzia³ w za³adunku naczyñ (24-28). W wyniku analizy mutanta

A. thaliana hma4 wykazano, ¿e bia³ko kodowane przez zmutowany gen bierze udzia³

w transporcie cynku i kadmu z korzeni do pêdów (29), a tak¿e w utrzymaniu konsty-

tutywnej tolerancji na te metale (28). Transgeniczne roœliny A. thaliana z wprowa-

dzon¹ dodatkow¹ kopi¹ genu AtHMA4 pod konstytutywnym promotorem 35S CaMV

charakteryzowa³y siê odpowiednio 2-krotnie i 1,4-krotnie zwiêkszonym w stosunku

do roœlin kontrolnych poziomem akumulacji cynku i kadmu w pêdach. Otrzymane

roœliny wykazywa³y wy¿szy stopieñ tolerancji na obecne w pod³o¿u jony obu tych

pierwiastków (29).

2.1.3. Zwiêkszenie stê¿enia zwi¹zków kompleksuj¹cych metale ciê¿kie

Pobrane przez komórki MC wystêpuj¹ na ogó³ w postaci kompleksów z ró¿nymi

zwi¹zkami, zawieraj¹cymi grupy -SH takie jak glutation, peptydy, fitochelatyny czy

bia³ka metalotioneiny. Zwi¹zkami tworz¹cymi kompleksy z MC s¹ równie¿ amino-

kwasy (jak nikotianamina, histydyna czy prolina) oraz kwasy organiczne (np. kwas

jab³kowy czy cytrynowy). Wi¹zanie MC zachodzi zarówno na terenie cytoplazmy jak

i wakuoli czy apoplastu, a tworzenie takich po³¹czeñ jest jednym z mechanizmów

detoksykacji pobranych jonów, zapewniaj¹cym ochronê struktur komórkowych

i miejsc metabolicznie aktywnych przed niekorzystnym oddzia³ywaniem metali ciê-

¿kich. Kompleksy, które powstaj¹ w cytoplazmie s¹ zwykle transportowane przez

b³ony biologiczne do miejsc magazynowania przy udziale specyficznych transporte-

rów (np. bia³ek z rodziny ABC czy YSL) (30-31). Usprawnienie systemu detoksykacji

MC poprzez modyfikacje genetyczne prowadz¹ce do podniesienia w komórce po-

ziomu zwi¹zków kompleksuj¹cych, by³o kolejn¹ strategi¹ w fitoremediacji. Na pod-

stawie efektu nadekspresji genów ze szlaków biosyntezy fitochelatyn sugerowano,

¿e mog¹ one znaleŸæ zastosowanie w modyfikacji genetycznej roœlin dla celów fito-

remediacji (32-34). Fitochelatyny (PCs) s¹ peptydami tiolowymi o ogólnej strukturze

[(�-GluCys)n-Gly, n = 2-11] (35), syntetyzowanymi z glutationu w obecnoœci jonów

metali ciê¿kich przez enzym syntazê fitochelatyn [PCS, EC 2.3.2.15] (36). Zidentyfi-

kowano je równie¿ w komórkach grzybów i bezkrêgowców (37). Ze wzglêdu na

du¿¹ zawartoœæ reszt cysteiny, posiadaj¹cej grupê sulfhydrylow¹, oddzia³uj¹c¹ z du-

¿ym powinowactwem z jonami metali ciê¿kich, wykazuj¹ zdolnoœæ ich wi¹zania, po

czym powsta³e kompleksy transportowane s¹ do wakuoli. W doœwiadczeniach prze-

prowadzanych na mutantach roœlin, grzybów i nicieni z zahamowan¹ syntez¹ PCs

wykazano, ¿e zdolnoœæ do produkcji tych peptydów jest warunkiem utrzymania

konstytutywnego poziomu tolerancji organizmu na kadm, arsen oraz jak wynika

z niektórych prac, tak¿e na rtêæ (38). Okaza³o siê jednak, ¿e ekspresja ró¿nych ge-

nów PCS powodowa³a skrajne reakcje transformowanych roœlin: wzrost tolerancji

lub wzrost wra¿liwoœci na jony kadmu oraz wzrost/spadek lub brak zmian w pozio-
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mie akumulacji tego metalu w tkankach. Nadekspresja genu syntazy fitochelatyn

AtPCS1 w A. thaliana prowadzi³a do spadku tolerancji na kadm, pomimo wzrostu po-

ziomu fitochelatyn (39-41). W doœwiadczeniach Lee i wsp. (39) wykazano, ¿e nielicz-

ne linie z nadekspresj¹ AtPCS1 posiada³y podwy¿szon¹ tolerancjê na kadm. Wœród

50 linii A. thaliana z nadekspresj¹ tego genu, jedynie 6 wykazywa³o dwukrotny

wzrost tolerancji na kadm (przy 85 �M CdCl2, na po¿ywce ½ MS zestalonej agarem)

i podwy¿szenie stê¿enia zgromadzonego w pêdzie metalu o 30%. W roœlinach z linii

o najwy¿szym poziomie tych peptydów (30% wzrost poziomu fitochelatyn) stwier-

dzono nadwr¿aliwoœæ na stres spowodowany obecnoœci¹ metali ciê¿kich i zbli¿on¹

do typu dzikiego akumulacjê kadmu (39). W pracy innych autorów (41) wszystkie ba-

dane linie A. thaliana z nadekspresj¹ genu AtPCS1 by³y nadwra¿liwe na kadm (co

stwierdzono przy 75 �M CdCl2, na po¿ywce ½ MS zestalonej agarem) i znacznie bar-

dziej odporne na arsen (V) (41). Roœliny te prze¿ywa³y przy stê¿eniach tego pier-

wiastka 250 i 300 �M. Natomiast ekspresja genu AtPCS1 w gorczycy sarepskiej

(B. juncea) powodowa³a wzrost tolerancji na kadm i cynk, przy jednoczeœnie obni-

¿onej akumulacji tych pierwiastków w tkankach roœlin (42).

Innym przyk³adem skutecznego zastosowania genów koduj¹cych syntazê fito-

chelatyn dla potrzeb fitoremediacji by³a transformacja roœlin N. glaca genem TaPCS1

z pszenicy (Triticum aestivum). Uzyskane transformanty charakteryzowa³y siê zwiêk-

szon¹ tolerancj¹ na kadm i o³ów oraz podwy¿szon¹ akumulacj¹ tych pierwiastków

w pêdzie (43-44). Testy na ska¿onej glebie wykaza³y wy¿sze stê¿enie o³owiu w ko-

rzeniu i pêdzie w stosunku do tych danych uzyskanych dla roœlin kontrolnych (odpo-

wiednio: 2× i 1,5×) (43), co by³o szczególnie wa¿ne ze wzglêdu na trudne do

prze³amania bariery w transporcie o³owiu (45-47).

Do modyfikacji genetycznych stosowano tak¿e geny z wczeœniejszych etapów

szlaku biosyntezy PCs – gshI (syntetazy �-glutamylocysteinowej) i gshII (syntetazy

glutationowej). Ich nadekspresja w roœlinach prowadzi³a do wzrostu stê¿enia fito-

chelatyn, czemu towarzyszy³ wzrost poziomu tolerancji na kadm oraz wzrost jego

akumulacji w tkankach (48-49).

Roœliny transformowane genami koduj¹cymi metalotioneiny (MT), bia³ka wi¹-

¿¹ce jony metali ciê¿kich, nie wykazywa³y cech fenotypowych charakterystycznych

dla hiperakumulatorów. Wprowadzenie genu HsMT1I pochodz¹cego z genomu cz³o-

wieka do roœlin N. tabacum spowodowa³o wzrost tolerancji na kadm oraz zmianê

wzoru dystrybucji metalu. Transport kadmu do pêdu roœlin transgenicznych by³

ograniczony (zmniejszenia jego iloœci w pêdach o 60-70%) (50). Inne próby wykorzy-

stania zjawiska nadekspresji genów MT równie¿ nie zakoñczy³y siê otrzymaniem

roœlin-hiperakumulatorów MC (tab.).

Nikotianamina (NA), nale¿¹ca do grupy aminokwasów niebia³kowych jest kolej-

nym zwi¹zkiem posiadaj¹cym zdolnoœæ do tworzenia chelatów z metalami (51) Wy-

stêpuje zarówno w pêdzie jak i w korzeniu (52), a na poziomie tkankowym stwier-

dzono jej obecnoœæ w ksylemie (53) i floemie (54). Ekspresja genu syntazy nikotiana-

minowej TcNAS1 (z Thlaspi caerulescens) w A. thaliana spowodowa³a wzrost stê¿enia
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NA w liœciach nawet 100-krotnie w porównaniu z typem dzikim, a w konsekwencji

wzrost tolerancji na nikiel. Linie transgeniczne ros³y na po¿ywce ½ MS zawieraj¹cej

100 �M NiSO4, stanowi¹cej dawkê toksyczn¹ dla typu dzikiego. W roœlinach transge-

nicznych uprawianych na glebie ska¿onej niklem (700 ppm) zaobserwowano wzrost

akumulacji tego pierwiastka o 69% czêœciach nadziemnych (2,5 mg g-1 sm) (55). Po-

dobne wyniki otrzymano testuj¹c roœliny A. thaliana transformowane genem HvNAS1

z Hordeum vulgare. Wzrostowi poziomu NA w liœciach tych roœlin towarzyszy³ wzrost

tolerancji na Ni2+ (200 �M), a tak¿e na Cd2+ (80 �M), Cu2+ (50 �M), Fe3+ (200 �M),

Mn2+ (500 �M), Zn2+ (250 �M) (56). Siewki roœlin transgenicznych rosn¹ce na po-

¿ywce MS w kombinacjach z tymi metalami by³y w lepszej kondycji w porównaniu

z typem dzikim. Gen HvNAS1 zosta³ równie¿ wprowadzony do roœlin tytoniu (56).

Transformanty rosn¹ce na po¿ywce MS wykazywa³y tolerancjê na Ni2+ (200 �M)

i produkowa³y wiêcej œwie¿ej masy ni¿ roœliny kontrolne. Ponadto, w porównaniu do

roœlin kontrolnych roœliny transgeniczne kumulowa³y w pêdach wiêksze iloœci niklu

(1,3 × 4 �g/ roœlinê), cynku (2 × 2 �g/ roœlinê), manganu (4 × 3,5 �g/roœlinê) i ¿elaza

(4 × 0,7 �g/ roœlinê). W przypadku roœlin hodowanych w glebie ska¿onej niklem, naj-

wiêksze ró¿nice pomiêdzy roœlinami transgenicznymi i roœlinami kontrolnymi by³y

obserwowane dla nasion, podczas gdy w liœciach nie zanotowano istotnych staty-

stycznie ró¿nic. Koncentracja ¿elaza, cynku, miedzi i manganu w nasionach by³a

znacz¹co wiêksza dla materia³u pochodz¹cego z roœlin transgenicznych (odpowied-

nio: 6,6×; 3,2×; 2,0×; 1,8×). W przypadku niklu, którym by³a ska¿ona gleba, nie za-

obserwowano zwiêkszonej akumulacji tego pierwiastka w nasionach, co sugerowa³o,

¿e preferowany jest transport do nasion kompleksów NA-Fe i NA-Zn (57).

Wa¿nym zwi¹zkiem dla inaktywacji pobranych jonów metali jest histydyna, ami-

nokwas o wysokim powinowactwie szczególnie do jonów niklu (58). Zwiêkszenie

poziomu wolnej histydyny by³o mo¿liwe poprzez wykorzystanie zjawiska nadeks-

presji genu koduj¹cego transferazê ATP fosforybozylow¹, uczestnicz¹c¹ w biosynte-

zie tego aminokwasu. Transgeniczne roœliny A. thaliana transformowane genem ko-

duj¹cym wspomniany enzym i wyizolowanym z Salmonella typhimurium, charaktery-

zowa³y siê wzrostem tolerancji na obecny w pod³o¿u Ni2+ w stê¿eniu 120 �M (59).

Wzrost tolerancji na nikiel przy sta³ym poziomie akumulacji tego pierwiastka by³

równie¿ obserwowany w transgenicznycsh roœlinach A. thaliana wykazuj¹cych nad-

ekspresjê genu pochodz¹cego z Allyssum lesbiacum, roœliny bêd¹cej naturalnym hi-

perakumulatorem niklu (60).

2.2. Fitoewaporacja

Metod¹, która na obecnym etapie rozwoju przynosi wiêksze sukcesy ni¿ fitoeks-

trakcja jest fitoewaporacja, stosowana do usuwania z gleb dwóch pierwiastków –

rtêci i selenu (61,62). Za³o¿eniem tej technologii jest usuwanie szkodliwych metali

w postaci lotnej do atmosfery po uprzedniej metabolicznej biotransformcji pobra-
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nych form w tkankach. Biotransformacja do formy lotnej zachodzi dziêki aktywnoœci

enzymów obecnych w roœlinach, tempo takich przemian w roœlinach jest zbyt wol-

ne, by mog³y one znaleŸæ zastosowanie w praktycznym usuwaniu ska¿eñ. Zwiêksze-

nie wydajnoœci procesu mo¿na osi¹gn¹æ wprowadzaj¹c do genomu roœlin geny bak-

teryjne, np. geny E. coli, nale¿¹ce do operonu mer (63). Bakterie posiadaj¹ce wspo-

mniany operon pobieraj¹ zarówno nieorganiczne jak i organiczne zwi¹zki rtêci,

a po transformacji uwalniaj¹ metal w postaci lotnej (rtêæ metaliczn¹, Hg°). Bia³ka ko-

dowane przez geny merA i merB s¹ enzymami bezpoœrednio katalizuj¹cymi przemia-

ny zwi¹zków rtêci. Bia³ko MerB jest liaz¹, która od³¹cza jony metalu od szkieletu

wêglowego, po czym reduktaza rtêciowa, kodowana przez gen merA, redukuje Hg2+

do rtêci metalicznej. Wspomniane geny w ró¿nych kombinacjach, z wprowadzony-

mi ró¿nymi modyfikacjami i pod ró¿nymi promotorami, zosta³y wprowadzone do

roœlin takich gatunków jak: A. thaliana (64,65), N. tabacum (66), Liriodendron tulipifera

(67), Populus deltoides (68,69), Spartita alterniflora (70) czy Oryza sativa (71). Roœliny

A. thaliana z ekspresj¹ bakteryjnego genu merA kontynuowa³y wzrost na po¿ywce

zawieraj¹cej jony rtêci (Hg2+) w stê¿eniu œmiertelnym dla roœlin kontrolnych (50 �M

i 100 �M) (64). Roœliny te na po¿ywce bez rtêci by³y mniejsze ni¿ roœliny kontrolne,

co wskazywa³o na powinowactwo reduktazy rtêciowej równie¿ do innych jonów.

Rugh i wsp. (67) transformuj¹c tkankê embriogeniczn¹ tulipanowca amerykañskiego

(L. tulipifera) trzema ró¿nymi konstruktami koduj¹cymi bia³ko MerA otrzymali kilka-

naœcie linii rosn¹cych na po¿ywce z Hg2+ w stê¿eniu 25 �M. Czêœæ z tych linii ros³a

równie¿ na po¿ywce zawieraj¹cej rtêæ w stê¿eniu 50 �M. W przypadku jednej linii

uda³o siê otrzymaæ zarodki somatyczne w obecnoœci jonów Hg2+ w wymienionych

stê¿eniach. Otrzymywano z nich siewki na po¿ywce do kie³kowania, w której by³y

obecne jony rtêci w stê¿eniu do 50 �M. Zarodki kontrolne nie rozwija³y siê i szybko

obumiera³y w obecnoœci rtêci w stê¿eniu 25 �M. Roœliny otrzymane in vitro rosn¹c

na po¿ywce zestalonej agarem w obecnoœci rtêci w stê¿eniu 10 �M w ci¹gu 6 dni

wydzieli³y ok. 6,8 �g Hg°/g tkanki (masa pocz¹tkowa), prawie czternastokrotnie

wiêcej ni¿ roœliny kontrolne (0,5 g Hg°/g tkanki) (67). Transgeniczne roœliny topoli

(P. deltoides) wyra¿aj¹ce gen merA by³y równie¿ bardziej tolerancyjne na obecne

w pod³o¿u agarowym Hg2+ w stê¿eniu 25 i 50 �M i wydziela³y prawie czterokrotnie

wiêcej rtêci ni¿ roœliny kontrolne poddane inkubacji w roztworze zawieraj¹cym

25 �M HgCl2 (68). Podczas 3-miesiêcznego wzrostu na ziemi ska¿onej jonami rtêci

w stê¿eniu 40 ppm roœliny transgeniczne produkowa³y dwukrotnie wiêcej biomasy

w porównaniu z roœlinami kontrolnymi. Z kolei roœliny A. thaliana z ekspresj¹ genu

merB charakteryzowa³y siê podwy¿szon¹ tolerancj¹ na obecne w pod³o¿u agarowym

organiczne zwi¹zki rtêci, takie jak chlorek metylortêci (CH3HgCl), czy octan fenylo-

lortêci (PMA) (65). Jednak najwy¿sz¹ tolerancjê na rtêæ organiczn¹ (50 razy wy¿sza

ni¿ genotypy kontrolne) obserwowano, wówczas gdy roœliny zawiera³y obydwa

wspomniane geny (69,72,73).

Bizily i wsp. (73) wykazali, ¿e etapem ograniczaj¹cym tempo przemiany PMA do

Hg° jest aktywnoœæ bia³ka MerB (liazy ogranicznych zwi¹zków rtêci), gdy¿ iloœæ
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uwalnianej rtêci jest skorelowana ze stê¿eniem bia³ka MerB w tkankach. Uzyskano

dwa typy transgenicznych roœlin A. thaliana, w których bia³ko MerB by³o zlokalizo-

wane w œcianie komórkowej lub retikulum endoplazmatycznym (74), oczekuj¹c

wzrostu efektywnoœci reakcji. Otrzymane roœliny nie uwalnia³y jednak wiêkszych

iloœci Hg° ni¿ roœliny, w których bia³ko MerB by³o zlokalizownane w cytoplazmie.

Ruiz i wsp. (72) otrzymali transgeniczne roœliny tytoniu, w których geny merA/merB

by³y wprowadzone do genomu chloroplastowego (organellum bêd¹ce g³ównym ce-

lem toksycznego dzia³ania rtêci). Podobnie jak inne roœliny z wprowadzonym ge-

nem merB charakteryzowa³y siê one zwiêkszon¹ tolerancj¹ na PMA (2-krotnie wy-

¿sz¹ ni¿ roœliny kontrolne), ale brak jest informacji na temat wydajnoœci uwalniania

przez badane roœliny rtêci do atmosfery.

3. Perspektywy fitoremediacji

Z badañ przeprowadzonych do tej pory wynika, ¿e istnieje mo¿liwoœæ sterowa-

nia procesami zwi¹zanymi z utrzymaniem homeostazy metali w komórce lub orga-

nizmie poprzez zastosowanie metod in¿ynierii genetycznej i w efekcie uzyskanie

roœlin ze zmienionym poziomem tolerancji na metale, akumulacji i/lub zdolnoœci do

biotransformacji niektórych form. Sukces jest jednak tylko po³owiczny. Dotychczas

uzyskiwane roœliny wykazuj¹ce zwiêkszon¹ zdolnoœæ do akumulacji metali ciê¿kich

by³y równoczeœnie bardziej wra¿liwe na obecne w pod³o¿u MC, co wynika prawdo-

podobnie z intensywnego pobierania jonów, wymuszonego przez nadekspresjê bia-

³ek transportuj¹cych i niedostosowania do takich zmian systemu detoksykacji. Inne

próby transformacji koñczy³y siê podniesieniem poziomu tolerancji transgenicznej

roœliny, czemu jednak nie towarzyszy³o zwiêkszenie iloœci metalu w tkankach. Opi-

sywano równie¿ zwiêkszenie zarówno tolerancji jak te¿ akumulacji MC, ale wzrost

ten nie by³ wystarczaj¹cy dla szybkiego usuniêcia metali z gleby za pomoc¹ roœlin.

Wprowadzenie obcego genu czy dodatkowej kopii genu w uk³adzie homologicz-

nym jest ingerencj¹ w konstytutywny system kontroli homeostazy metali. Wiedza

na temat jego regulacji jest obecnie bardzo niewielka, a stosowane modyfikacje s¹

dzia³aniami „metod¹ prób i b³êdów”, które prowadz¹ do zmian w bardzo z³o¿onym

systemie zale¿nych od siebie procesów. W przytaczanych wynikach wskazuje siê, ¿e

transformacja roœlin pojedynczymi genami nie przynosi w pe³ni po¿¹danych efek-

tów i zasadne jest, jak siê wydaje, przeprowadzenie prób transformacji dwoma lub

wiêksz¹ liczb¹ genów jednoczeœnie, zaanga¿owanymi w kontrolê kilku procesów

(pobierania, kompleksowania, sekwestracji czy za³adunku ksylemu), jak równie¿

uwzglêdnienie specyficznych tkankowo promotorów.
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T a b e l a

Geny wykorzystane do modyfikacji roœlin ró¿nych gatunków oraz wp³yw transformacji na poziom tolerancji

na jony metali ciê¿kich, akumulacjê oraz na stopieñ uwalniania rtêci do atmosfery w postaci lotnej

Gen Produkt Pochodzenie genu
Transformowana

roœlina
Zmiany tolerancji i akumulacji metali Literatura

1 2 3 4 5 6

FITOEKSTRAKCJA – modyfikacja pobierania

CBP4 kana³ jonowy N. tabacum N. tabacum T – Pb – obni¿enie
T-Ni – wzrost
AP-Pb – wzrost 2×
AP-Ni – obni¿enie do poz. 0,5

(9)

IRT1 transporter A. thaliana A. thaliana T-Cd – obni¿enie;
AK-Zn – wzrost 1,5×-(w warunkach
niedoboru Fe)
AK-Cd – wzrost 1,6× (jw.)
AP-Mn – wzrost

(5)

Nramp1 transporter A. thaliana A. thaliana T-Fe – wzrost (8)

Nramp3 transporter A. thaliana A. thaliana T-Cd – obni¿enie
A – bz

(6)

merC transporter Acidithiobacillus

ferrooxidans

A. thaliana T-Hg – obni¿enie
A (ogonki liœciowe moczone w po¿ywce
uzupe³nionej Hg) – Hg – 2× wzrost

(10)

LCT1 transporter T. aestivum N. tabacum T-Cd, Pb – wzrost (przy podwy¿szonym
stê¿eniu Ca)
AK – obni¿enie

(13,14)

FITOEKSTRAKCJA – modyfikacja eksportu jonów metali poza cytoplazmê

YCF1 ABC transporter S. cerevisiae A. thaliana T-Pb, Cd – wzrost
A(siewki)-Pb i Cd – 2× wzrost

(75)

MPT1

(ZAT1)

transporter A. thaliana A. thaliana T-Zn – wzrost
AK-Zn – wzrost

(18)

MPT1 transporter P. trichocapa

x P. deltoides

A. thaliana T-Zn – wzrost (16)

MTP1 transporter Stylosanthens

hamata

A. thaliana T-Mn – wzrost
AP-Mg – wzrost 1,9× (przy wy¿szych
stê¿eniach)

(17)

CAX2 przenoœnik
antyportowy

A. thaliana N. tabacum T-Mn – wzrost
AK-Ca – wzrost 1,7×
AK-Cd – wzrost 4,7×
AK-Mn – wzrost 1,9×

(20)

HMA4 ATPaza A. thaliana A. thaliana T-Zn, Cd – wzrost
A-Zn – wzrost 2×
A-Cd – wzrost 1,4×

(29)
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1 2 3 4 5 6

FITOEKSTRAKCJA – modyfikacja biosyntezy zwi¹zków kompleksuj¹cych jony metali

PCS1 syntaza
fitochelatyn

T. aestivum N. glauca T-Pb i Cd – wzrost
AP – wzrost Pb (do 9×), Cd (do 3×),
Zn (do 4,5×), Cu (do 12×) i Ni (do
3,7×)
AK – wzrost Pb (do 3×), Cd (do 24×),
Zn (do 4,5×), Cu (do 2,5×)

(43,44)

PCS1 syntaza
fitochelatyn

A. thaliana A. thaliana T- Cd – spadek lub dla nielicznych linii
transformantów wzrost, As – wzrost
AP-Cd – bez zmian lub dla bardziej to-
lerancyjnych linii niewielki wzrost, As
bez zmian
AK-Cd – bez zmian
PC – wzrost do 10 ×

(21,39,
40)

PCS1 syntaza
fitochelatyn

A. thaliana N. tabacum T-Cd – wzrost
AP-Cd – wzrost ~2×
AK-Cd – wzrost ~2×
PC – wzrost do 10×

(76)

gshI

gshII/

PCS1

syntetaza
�Glu-Cys/ syntaza
GSH/ syntaza
fitochelatyn

E. coli

E. coli

Schizosaccharo-

myces pombe

N. tabacum T-Cd – bez zmian
AP-Cd – niewielki spadek
AK-Cd – niewielki wzrost do 1,7×
PC – wzrost do 8×

(77)

PCS1 syntaza
fitochelatyn

A. thaliana B. juncea T-As, Cd i Zn – wzrost
AP-Cd – spadek, Zn i As – bez zmian
AK-Cd – bez zmian lub niewielki spa-
dek, As – bez zmian, Zn – niewielki
spadek
PC – wzrost ~ 1,3×

(42,78)

gsh1 syntetaza
�Glu-Cys

E. coli B. juncea T-Cd – wzrost
AP – wzrost Cd do 1,9×
AK – bez zmian
PC – wzrost do 2×

(49)

gsh2 syntetaza GSH E. coli B. juncea T-Cd – wzrost
AP – wzrost Cd do 1,25×
PC – wzrost do 1,3×

(48)

Rcs1 syntaza cysteiny O. sativa N. tabacum T-Cd – wzrost
A (ca³e roœliny)-cd –obni¿ona do 0,8

(79)

Csase syntaza cysteiny szpinak N. tabacum T-Cd, Se, Ni – wzrost
T-Pb, Cu – bz;
AK-Cd – 1,7× (w przeliczeniu na roœlinê)
AP-Cd – 2,75× (jw.)

(80)

MT-1 metalotioneina mysz N. tabacum T-20× – wzrost
AP – bz

(81)

MT1 metalotioneina mysz N. tabacum T – wzrost ~2×
AP – ni¿sza (76% typu dzikiego)
A ca³kowita – ni¿sza (ok. 80% typu dzi-
kiego)

(82)
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1 2 3 4 5 6

hMT2 metalotioneina cz³owiek N. tabacum;

B. napus

T-Cd – wzrost (83)

PsMT metalotioneina P. sativum A. thaliana T – nie badano
A-Cu 5× – wzrost
Cd, Fr – bz

(84)

CUP1 metalotioneina S. cerevisiae B. oleracea T-Cd 16× – wzrost
AP-Cd – wzrost 2×
A ca³kowita – bz

(84)

MThis metalotioneina Silene vulgaris N. tabacum T – obni¿ona
AP-Cd – wzrost do 1,5×
AK-Cd – wzrost do 2,3×

(85)

PRT ATP-fosforybozy-
lotransferaza

E. coli A. thaliana T-Ni – wzrost
A-Ni – bz

(59)

PRT1 ATP-fosforybozy-
lotransferaza

A. lesbiacum A. thaliana T-Ni – wzrost
A-Ni – bz

(60)

APS1 sulfurylaza ATP A. thaliana B. juncea T – bz
AP-Cd, Cr, Cu, Mn, Pb, Zn – bz

(86)

Nas1 syntaza
nikotianaminy

H. vulgare A. thaliana T-Cd, Cu, Fe, Mn, Zn – nieznaczny wzrost
T-Ni – wzrost

(56)

N. tabacum T-Ni – wzrost
T-Ni – wzrost
A(liœcie) – Ni, Zn, Fe, Cu – bz
A(³odyga) – Ni – wzrost 1,4×,
Zn – wzrost 2×, Fe – wzrost 2×
Mn, Cu – bz

Nas1 syntaza
nikotianaminy

T. caerulescens Arabidopsis

thaliana

A-Ni – wzrost 1,7× (55)

FITOEWAPORACJA – modyfikacja przemian zwi¹zków rtêci

merA reduktaza Hg(II) E. coli A. thaliana T-Hg2+ – wzrost
E-Hg° – wzrost 3×

(64)

L. tulipifera T -Hg2+ – wzrost
E-Hg° – wzrost 10×

(67)

P. deltoides E-Hg° – wzrost 3×
T – wzrost

(68)

O. sativa E-Hg° – wzrost
T-Hg – wzrost

(66)

A. thaliana T – octan fenylortêci, chlorek metylo-
rtêci – wzrost

(65)

merB liaza organortêci E. coli A. thaliana T-metylortêæ – wzrost
E-Hg° – wzrost

(73)

merA/

merB

reduktaza Hg(II)/
liaza organortêci

E. coli N. tabacum, T-octan fenylortêci – wzrost (72)

P. deltoides E-Hg° – wzrost 3×
T-octan metylortêci – wzrost

(69)

S. alterniflora T-octan fenylortêci, Hg2+ – wzrost (70)
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Stosowane skróty: AP – akumulacja w pêdzie; AK – akumulacja w korzeniu; A – akumulacja w ca³ej roœlinie, T – to-
lerancja; E – ewaporacja; bz – brak zmian; PC – fitochelatyny.
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