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Summary

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. Wstep

Zanieczyszczenia gleb metalami ciezkimi (MC) stanowi powa-
zne zagrozenie dla organizmoéw zywych (1). Oczyszczenie takich
terenéw za pomocg metod fizykochemicznych jest kosztowne,
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trudne, a w niektérych przypadkach wrecz niemozliwe, stad tez rosnie zapotrzebo-
wanie na stosowanie udoskonalonych metod biologicznych. Jedng z prezniej rozwi-
janych technologii jest fitoremediacja, polegajaca na usuwaniu skazen, w tym MC
z gleb, osadéw oraz wéd przy uzyciu roslin. Wyréznia sie trzy rodzaje fitoremedia-
¢ji: fitoekstrakcje, fitoewaporacje, i fitostabilizacje (2). Fitoekstrakcja metali cie-
zkich polega na ich usuwaniu z podfoza za pomocg roslin hiperakumulatoréw, ktére
pobierajg i akumulujg duze ilosci MC w organach nadziemnych, ktére nastepnie sa
zbierane i utylizowane. Fitoewaporacja jest procesem polegajgcym na usuwaniu me-
tali przez rosliny po ich biotransformacji do formy lotnej. W procesie fitostabilizacji
ro$liny wydzielajg do podtoza zwiazki tworzace kompleksy z jonami MC i tym sa-
mym regulujg biodostepnos¢ sktadnikéw mineralnych. Stabsza rozpuszczalnos¢ po-
wstatych kompleksow w poréwnaniu do postaci jonowej MC ogranicza ich prze-
mieszczanie do wod powierzchniowych i podziemnych przyczyniajgc sie do ich sta-
bilizacji w obrebie strefy korzeniowej (2).

W wyniku analizy roslin naturalnie zasiedlajacych obszary skazone MC wykaza-
no, ze w wiekszosci przypadkow rosliny te nie mogg by¢ powszechnie stosowane
do fitoremediacji. Gtbwna przyczyng jest charakteryzujacy je zbyt niski stopien aku-
mulacji metali, a w przypadku gatunkoéw hiperakumulujgcych zbyt wolny wzrost
i mafa biomasa. Ponadto rosliny te czesto zasiedlajg wytacznie bardzo specyficzne
ekosystemy i ich uprawa w innych warunkach srodowiskowych nie przynosi pozada-
nego efektu (2). W zwigzku z tym w wielu laboratoriach prowadzone sg prace nad
modyfikacja genetyczna roslin, dla zwiekszenia ich przydatnos$ci w procesach fitore-
mediacji gleb zanieczyszczonych MC (3). Na obecnym etapie badan, najczesciej
transformuje sie rosliny modelowe Arabidopsis thaliana czy Nicotiana tabacum, rza-
dziej rosliny z innych gatunkéw, ktore moglyby by¢ rzeczywiscie wykorzystywane
do fitoremediacji ze wzgledu na swoje cechy fenotypowe (Brassica juncea, Populus
spp., Liriodendron tulipifera, Nicotiana glauca).

Celem artykutu jest przedstawienie w zarysie aktualnego stanu badan nad pozy-
skiwaniem roslin przydatnych dla celow fitoekstrakgji i fitoewaporacji metodami in-
zynierii genetycznej.

2. Modyfikacje genetyczne dla celéw fitoremediacji

2.1. Fitoekstrakcja

llos¢ zakumulowanych metali ciezkich w tkankach roslinnych jest wypadkowa
wydajnosci takich procesow jak: a) pobieranie metali ze Srodowiska, b) transport do
poszczegoélnych organelli komoérkowych, ¢) transport do poszczegélnych organow
roslin, d) synteza zwiazkéw tworzacych kompleksy z MC, obecnych zaréwno w ko-
morce jak i wydzielanych do przestrzeni miedzykomoérkowych i/lub Srodowiska.
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Kazdy z tych proces6w moze by¢ modyfikowany poprzez zastosowanie metod inzy-
nierii genetycznej, a optymalnym rozwiazaniem jest uzyskanie rosliny o zwiekszo-
nej mozliwosci akumulowania MC i znaczgcej tolerancji na wysokie stezenie jonow
metali w glebie i tkankach.

2.1.1 Modyfikacje proceséw pobierania jonéw

Proby zwiekszenia kumulacji metali w tkankach jako skutek nadekspresji genow
kodujacych biatka zaangazowane w pobieranie MC nie przyniosty oczekiwanych re-
zultatéw. Wzrostowi stezenia MC w roslinie czesto towarzyszylo obnizenie pozio-
mu tolerancji na obecne w podtozu MC, co obserwowano w badaniach nad roslina-
mi transformowanymi genami kodujacymi biatka ZIP [ZRT/IRT, ang. related proteins;
zinc-regulated transporter, iron-regulated transporter] i NRAMP (ang. Natural Resistan-
ce-Associated Macrophage Proteins).

ZIP stanowia rodzine biatek zaangazowanych w transport m.in. jonéw ZnZ*,
FeZ*, Cd%*, Co2*, Mn2*, Cu?™* i Ni2* do cytoplazmy (zaleznie od lokalizacji subko-
morkowej) albo w pobieranie badz kontrole uwalniania jonéw do cytoplazmy
z kompartmentow wewnatrzkomoérkowych (4). W wyniku nadekspresji genu koduja-
cego biatko AtIRT1 w transformowanych roslinach A. thaliana wzrosta ilo$¢ zakumu-
lowanego kadmu i cynku. Rosliny transgeniczne hodowane przez 6 dni na pozywce
z niedoborem zelaza i dodanymi pozostalymi metalami w stezeniach 100 uM
i 90 uM odpowiednio dla ZnZ* i Cd?*, akumulowaly oba metale w korzeniach
w wiekszym stezeniu niz ro$liny kontrolne (Zn — 779 pg/g s.m. w stosunku do
512 pg/g s.m. dla typu dzikiego oraz Cd — 5270 pg/g s.m. w stosunku do 3240 ng/g
s.m. dla typu dzikiego). Stezenie badanych pierwiastkéw w pedach bylo obnizone
o polowe w stosunku do typu dzikiego (5).

Druga rodzine biatek wplywajgcych na zmiany wrazliwosci roslin na MC stano-
wig biatka NRAMP (6). Rosliny A. thaliana z nadekspresja genu AtNramp3, hodowane
na pozywce minimalnej bez mikroelementéw, charakteryzowaly sie zwiekszong
wrazliwos$cig na obecny w podtozu kadm zaréwno w stezeniu 10 uM jak i 1 uM,
przy braku zmian w stopniu akumulacji tego pierwiastka (6). Okazato sie jednak, ze
bialko AtNramp3 zlokalizowane jest tylko w tonoplascie i obserwowana nadwrazli-
wos$¢ przypisano wzmozonemu uwalnianiu jonéw kadmu z wakuoli do cytozolu
(6,7). Wprowadzenie do genomu roslin A. thaliana dodatkowej kopii genu AtNramp1
powodowalo natomiast zwiekszenie tolerancji na wysokie stezenie Fe3* (tj. 600 uM)
w plynnej pozywce Y52 MS (8).

Obnizenie tolerancji na obecnos¢ jonéw metali ciezkich w podiozu obserwowa-
no takze u tytoniu z nadekspresja genu NtCBP4 (ang. Calmodulin binding protein), od-
powiedzialnego za funkcjonowanie niskoselektywnego kanatu kationowego, zwia-
zanego z pobieraniem jonéw Pb2* (9). Transgeniczne roSliny A. thaliana rosnace na
pozywce plynnej uzupetnionej azotanem otowiu w stezeniu 1 mM byly bardziej wra-
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zliwe na ten pierwiastek balastowy niz rosliny kontrolne. Rownoczesnie pobieraty
one wiecej metalu ( ~8,6 png/g s.m. w stosunku do ~4,1 pg/g s.m. dla roslin kontrol-
nych) (9).

Zmiane wrazliwosci roslin na obecne w podtozu jony Hg2* (3 uM) spowodowata
w roslinach A. thaliana ekspresja bakteryjnego genu merC i odpowiedzialnego za po-
bieranie jonéw HgZ* do komorki (10). Rosliny transgeniczne rosngc na poyzwce
15 MS zestalonej agarem zawierajgcej Hg2* w stezeniu 3 uM mialy zwiekszone obja-
wy toksycznosci niz rosliny kontrolne. Po 6-godzinnej inkubagji lisci pochodzacych
z ro$lin transgenicznych w pozywce zawierajacej jony rteci w stezeniu 100 uM, ste-
zenie metalu w materiale kontrolnym byto na poziomie 26 pg/g s.m., zas w tkance
transgenicznej okoto 2X wyzsze.

Nadekspresja w tytoniu genu TaLCTT1, ktory koduje transporter o niskim powino-
wactwie m.in. do jonéw CaZ*, Cd2+, Zn2+ czy Pb2+, spowodowala obnizenie pozio-
mu akumulacji kadmu w korzeniach oraz zwiekszenie poziomu tolerancji na Cd2+
i Pb2* w obecnosci podwyzszonego stezenia jonéw Ca?* w podiozu (11-14).

2.1.2. Modyfikacje zwickszajace wydajno$¢ usuwania metali cigzkich z cytoplazmy

Usuwanie jonoéw metali poza cytoplazme jest waznym elementem detoksykacji,
determinujgcym poziom tolerancji rosliny na MC. Jednym z gtéwnych kompartmen-
tow, w ktorym gromadzone sa metale jest wakuola, stad tez kolejna strategia ma-
jaca na celu uzyskanie roslin o podwyzszonej tolerangji i akumulacji MC byta zwia-
zana z wykorzystaniem genéw kodujgcych biatka zaangazowane w transport metali
ciezkich do tego organellum.

Zrodet takich transgenéw poszukiwano nie tylko w roslinach A. thaliana, ale tak-
ze w topoli (Populus trichocarpa x Populus deltoides), ktora ze wzgledu na zdolnos$¢ do
intensywnego pobierania jonéw metali z podtoza (gléwnie cynku), wykorzystywana
jest do oczyszczania wéd odpadowych, gruntowych czy fitoremediacji terenéw po-
przemystowych (15). Przyktadem tego typu badan byfa transformacja roslin genem
PtMTP1 (ang. Metal Tolerance Protein 1) kodujacym biatko z rodziny CDF (ang. Cation
Diffusion Facilitator, biatka usuwajace kationy poza cytoplazme) (16). Na podstawie
wynikéw badan prowadzonych na drozdzach wykazano, ze biatko PtMTP1 obecne
w tonoplascie jest zaangazowane w transport ZnZ*, nie bierze natomiast udziatu
w transporcie takich jonéw jak Cd2*, Co%*, Mn2+ i Ni2* (specyficznos$¢ substra-
towa). Rosliny A. thaliana stransformowane genem tego biatka wykazywaly zwiek-
szony poziom tolerancji na cynk, co sugeruje bardziej efektywng detoksykacje me-
talu w wakuolach (16). Podobnie nadekspresja genu ShMTP1 ze Stylosanthens hamata
(tropikalna roslina motylkowa, tolerancyjna na podwyzszony poziom manganu
w glebie) doprowadzita do wzrostu tolerancji na mangan w roslinach A. thaliana
(17). W obecnosci 2,5 mM Mn2* wzrost roslin kontrolnych byl prawie catkowicie za-
hamowany, podczas gdy transformanty rosty bez objawéw toksycznosci, co wskazy-
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walo na zwiekszong sekwestracje jondw manganu w wewnatrzkomérkowych orga-
nellach takich jak wakuole. Po wprowadzeniu do genomu A. thaliana dodatkowej ko-
pii AtMTP1 wzrést poziom tolerancji na cynk. Wzrost korzeni transformantéow byt
zahamowany w bardzo niewielkim stopniu przy stezeniu 0,2 mM Zn2+, podczas gdy
rosliny typu dzikiego zamieraty. Testy przeprowadzone w kulturach hydroponicz-
nych wykazaly ponad 2-krotny wzrost stezenia cynku w korzeniu, podczas gdy nie
stwierdzono wzrostu akumulacji metalu w pedzie (18).

Innym rodzajem biatek odpowiedzialnych za eksport kationéw poza cytoplazme
sg przeno$niki antyportowe (cation/H*-antiporter) (19). Do grupy tej nalezg biatka
CAX (ang. calcium exchanger, wymienniki Ca2*/H*). W badaniach Hirschi i wsp. wy-
kazano, ze CAX2 pochodzacy z A. thaliana jest zaangazowany w transport jonow
Ca2*, Cd?* i Mn2+do wakuoli (20). Wprowadzenie genu AtCAX2 do genomu tytoniu
pozwolito na otrzymanie roslin charakteryzujgcych sie zwiekszong akumulacjg wap-
nia, kadmu i manganu w korzeniach. W przypadku kadmu wzrost byt okolo 4-krot-
ny, za§ w przypadku manganu 2-krotny. Obserwowano takze zwiekszony poziom
tolerancji na obecno$¢ manganu w podtozu, przejawiajacy sie lepszym wzrostem na
pozywce plynnej zawierajgcej 0,5 mM Mn2+ (20). Transformacja spowodowata za-
tem zmiane tylko jednego z parametrow — pobierania, zwiekszajac jednoczes$nie
pojemnos¢ detoksykacyjng korzenia, nie doprowadzita jednak do bardziej intensyw-
nego transportu metali do pedu.

Gromadzenie MC w wakuolach jest mozliwe dzieki ich przenoszeniu przez tono-
plast nie tylko w formie jonowej, ale takze w postaci komplekséow. Ten sposob
transportu metali u roslin jest bardzo stabo poznany, podczas gdy u grzybow
Saccharomyces cerevisiae, przyktadem biatka o takiej funkgji jest tonoplastowy trans-
porter YCF1 odpowiedzialny za MgATP-zalezne przenoszenie komplekséw glutatio-
nu z metalami ciezkimi. Wykazano, ze bierze on udziat w transporcie komplekséw
Cd-GS, (21), As-GS3 (22) oraz Hg-GS; (23). W wyniku transformacji tym genem roslin
A. thaliana wykazano, ze biatko YCF1 zlokalizowane jest nie tylko w tonoplascie, ale
takze w plazmolemie komérek roslinnych. Transformanty charakteryzowaly sie za-
rowno zwiekszong tolerancjag na kadm i wyzszym niz rosliny kontrolne poziomem
akumulacji tego pierwiastka w pedach, jak tez 4-krotnie wyzszym pobieraniem
Cd-GS,; przez wakuole. Obserwowano takze wzrost poziomu tolerancji na oféw oraz
jego akumulacji, co sugerowalo, ze substratem dla YCF1 byly takze kompleksy
GSH-Pb.

Jony MC zbyteczne w cytoplazmie sg usuwane nie tylko do wakuoli, ale réwniez
do Sciany komoérkowej i przestrzeni miedzykomoérkowych, gdzie mogg by¢ magazy-
nowane w bardzo réznych formach. Nadekspresja genéw kodujacych biatka trans-
portujace jony metali do apoplastu to kolejna strategia, majgca na celu pozyskanie
roslin o podwyzszonym poziomie akumulacji metali i zwiekszenie transportu MC do
pedéw. Na podstawie wynikéw badan przeprowadzonych na biatkach HMA2 i HMA4
(ang. Heavy Metal-transporting P-type ATPase), z subkomérkowa lokalizacjg w plazmo-
lemmie, wykazano, ze sa one odpowiedzialne za usuwanie poza komérke takich jo-
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néw jak Zn2*, Cd2*, Pb2* i Co2+, za$ ich ekspresja w komoérkach otaczajgcych ksy-
lem wskazywata na udzial w zatadunku naczyn (24-28). W wyniku analizy mutanta
A. thaliana hma4 wykazano, ze biatko kodowane przez zmutowany gen bierze udziat
w transporcie cynku i kadmu z korzeni do pedéw (29), a takze w utrzymaniu konsty-
tutywnej tolerancji na te metale (28). Transgeniczne rosliny A. thaliana z wprowa-
dzong dodatkowa kopia genu AtHMA4 pod konstytutywnym promotorem 35S CaMV
charakteryzowaly sie odpowiednio 2-krotnie i 1,4-krotnie zwiekszonym w stosunku
do roslin kontrolnych poziomem akumulacji cynku i kadmu w pedach. Otrzymane
rosliny wykazywaly wyzszy stopien tolerancji na obecne w podiozu jony obu tych
pierwiastkow (29).

2.1.3. Zwi¢kszenie st¢zenia zwigzkéw kompleksujacych metale cieikie

Pobrane przez komérki MC wystepuja na ogoét w postaci kompleksow z réznymi
zwiazkami, zawierajgcymi grupy -SH takie jak glutation, peptydy, fitochelatyny czy
biatka metalotioneiny. Zwigzkami tworzacymi kompleksy z MC sg réwniez amino-
kwasy (jak nikotianamina, histydyna czy prolina) oraz kwasy organiczne (np. kwas
jabtkowy czy cytrynowy). Wigzanie MC zachodzi zaréwno na terenie cytoplazmy jak
i wakuoli czy apoplastu, a tworzenie takich polaczen jest jednym z mechanizmoéow
detoksykacji pobranych jonéw, zapewniajagcym ochrone struktur komérkowych
i miejsc metabolicznie aktywnych przed niekorzystnym oddziatywaniem metali cie-
zkich. Kompleksy, ktore powstajg w cytoplazmie sa zwykle transportowane przez
btony biologiczne do miejsc magazynowania przy udziale specyficznych transporte-
réow (np. biatek z rodziny ABC czy YSL) (30-31). Usprawnienie systemu detoksykacji
MC poprzez modyfikacje genetyczne prowadzace do podniesienia w komorce po-
ziomu zwigzkéw kompleksujgcych, byto kolejng strategia w fitoremediacji. Na pod-
stawie efektu nadekspresji genéw ze szlakéw biosyntezy fitochelatyn sugerowano,
ze moga one znalez¢ zastosowanie w modyfikacji genetycznej roslin dla celow fito-
remediacji (32-34). Fitochelatyny (PCs) sa peptydami tiolowymi o ogélnej strukturze
[(y-GluCys),-Gly, n = 2-11] (35), syntetyzowanymi z glutationu w obecno$ci jonéw
metali ciezkich przez enzym syntaze fitochelatyn [PCS, EC 2.3.2.15] (36). Zidentyfi-
kowano je réwniez w komoérkach grzybow i bezkregowcow (37). Ze wzgledu na
duza zawarto$¢ reszt cysteiny, posiadajacej grupe sulfhydrylowa, oddzialujgca z du-
zym powinowactwem z jonami metali ciezkich, wykazujg zdolno$¢ ich wigzania, po
czym powstate kompleksy transportowane sa do wakuoli. W do$wiadczeniach prze-
prowadzanych na mutantach roslin, grzybéw i nicieni z zahamowang syntezg PCs
wykazano, ze zdolnos$¢ do produkgji tych peptydow jest warunkiem utrzymania
konstytutywnego poziomu tolerancji organizmu na kadm, arsen oraz jak wynika
z niektorych prac, takze na rtec (38). Okazalo sie jednak, ze ekspresja roznych ge-
now PCS powodowata skrajne reakcje transformowanych roslin: wzrost tolerangji
lub wzrost wrazliwosci na jony kadmu oraz wzrost/spadek lub brak zmian w pozio-
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mie akumulacji tego metalu w tkankach. Nadekspresja genu syntazy fitochelatyn
AtPCS1 w A. thaliana prowadzita do spadku tolerancji na kadm, pomimo wzrostu po-
ziomu fitochelatyn (39-41). W doswiadczeniach Lee i wsp. (39) wykazano, ze nielicz-
ne linie z nadekspresja AtPCS1 posiadaty podwyzszong tolerancje na kadm. Wsrod
50 linii A. thaliana z nadekspresja tego genu, jedynie 6 wykazywato dwukrotny
wzrost tolerancji na kadm (przy 85 uM CdCl, na pozywce ‘2 MS zestalonej agarem)
i podwyzszenie stezenia zgromadzonego w pedzie metalu o 30%. W roslinach z linii
0 najwyzszym poziomie tych peptydéw (30% wzrost poziomu fitochelatyn) stwier-
dzono nadwrzaliwos$¢ na stres spowodowany obecnos$cig metali ciezkich i zblizong
do typu dzikiego akumulacje kadmu (39). W pracy innych autoréw (41) wszystkie ba-
dane linie A. thaliana z nadekspresjg genu AtPCS1 byly nadwrazliwe na kadm (co
stwierdzono przy 75 uM CdCl,, na pozywce *2 MS zestalonej agarem) i znacznie bar-
dziej odporne na arsen (V) (41). Rosliny te przezywaly przy stezeniach tego pier-
wiastka 250 i 300 uM. Natomiast ekspresja genu AtPCS1 w gorczycy sarepskiej
(B. juncea) powodowata wzrost tolerancji na kadm i cynk, przy jednoczesnie obni-
zonej akumulagji tych pierwiastkéw w tkankach roslin (42).

Innym przyktadem skutecznego zastosowania genoéw kodujacych syntaze fito-
chelatyn dla potrzeb fitoremediacji byta transformacja roslin N. glaca genem TaPCS1
z pszenicy (Triticum aestivum). Uzyskane transformanty charakteryzowaty sie zwiek-
szong tolerancja na kadm i oléw oraz podwyzszona akumulacja tych pierwiastkow
w pedzie (43-44). Testy na skazonej glebie wykazaty wyzsze stezenie otowiu w ko-
rzeniu i pedzie w stosunku do tych danych uzyskanych dla roslin kontrolnych (odpo-
wiednio: 2X i 1,5X) (43), co bylo szczegdlnie wazne ze wzgledu na trudne do
przelamania bariery w transporcie otowiu (45-47).

Do modyfikacji genetycznych stosowano takze geny z wczesniejszych etapow
szlaku biosyntezy PCs — gshl (syntetazy y-glutamylocysteinowej) i gshll (syntetazy
glutationowej). Ich nadekspresja w roslinach prowadzita do wzrostu stezenia fito-
chelatyn, czemu towarzyszyl wzrost poziomu tolerancji na kadm oraz wzrost jego
akumulacji w tkankach (48-49).

Rosliny transformowane genami kodujgcymi metalotioneiny (MT), biatka wia-
zace jony metali ciezkich, nie wykazywaly cech fenotypowych charakterystycznych
dla hiperakumulatoréw. Wprowadzenie genu HsMT1I pochodzacego z genomu czto-
wieka do roslin N. tabacum spowodowato wzrost tolerancji na kadm oraz zmiane
wzoru dystrybucji metalu. Transport kadmu do pedu roslin transgenicznych byt
ograniczony (zmniejszenia jego iloSci w pedach o 60-70%) (50). Inne proby wykorzy-
stania zjawiska nadekspresji genow MT réwniez nie zakonczyly sie otrzymaniem
roslin-hiperakumulatoré6w MC (tab.).

Nikotianamina (NA), nalezaca do grupy aminokwaséw niebiatkowych jest kolej-
nym zwigzkiem posiadajacym zdolnos¢ do tworzenia chelatéw z metalami (51) Wy-
stepuje zarowno w pedzie jak i w korzeniu (52), a na poziomie tkankowym stwier-
dzono jej obecnos$¢ w ksylemie (53) i floemie (54). Ekspresja genu syntazy nikotiana-
minowej TcNAST (z Thlaspi caerulescens) w A. thaliana spowodowata wzrost stezenia
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NA w lisciach nawet 100-krotnie w poréwnaniu z typem dzikim, a w konsekwengji
wzrost tolerancji na nikiel. Linie transgeniczne rosty na pozywce 2 MS zawierajgcej
100 uM NiSQy, stanowigcej dawke toksyczng dla typu dzikiego. W roslinach transge-
nicznych uprawianych na glebie skazonej niklem (700 ppm) zaobserwowano wzrost
akumulacji tego pierwiastka o 69% czeSciach nadziemnych (2,5 mg g'! sm) (55). Po-
dobne wyniki otrzymano testujgc rosliny A. thaliana transformowane genem HvNAS1
z Hordeum vulgare. Wzrostowi poziomu NA w liSciach tych roslin towarzyszyt wzrost
tolerancji na Ni2*+ (200 uM), a takze na Cd%* (80 uM), Cu?* (50 uM), Fe3* (200 uM),
Mn2* (500 uM), ZnZ* (250 uM) (56). Siewki roslin transgenicznych rosnace na po-
zywce MS w kombinacjach z tymi metalami byly w lepszej kondycji w poréwnaniu
z typem dzikim. Gen HvNAS1 zostat rowniez wprowadzony do roslin tytoniu (56).
Transformanty rosngce na pozywce MS wykazywaly tolerancje na Ni2* (200 uM)
i produkowaty wiecej swiezej masy niz rosliny kontrolne. Ponadto, w poréwnaniu do
roslin kontrolnych rosliny transgeniczne kumulowaty w pedach wieksze ilosci niklu
(1,3 X 4 pg/ rosling), cynku (2 X 2 pg/ rosling), manganu (4 X 3,5 pg/rosline) i zelaza
(4 x 0,7 pg/ rosline). W przypadku roslin hodowanych w glebie skazonej niklem, naj-
wieksze roznice pomiedzy roslinami transgenicznymi i ro$linami kontrolnymi byly
obserwowane dla nasion, podczas gdy w liSciach nie zanotowano istotnych staty-
stycznie roznic. Koncentracja zelaza, cynku, miedzi i manganu w nasionach byta
znaczaco wieksza dla materiatu pochodzacego z roslin transgenicznych (odpowied-
nio: 6,6 X; 3,2X; 2,0X; 1,8 ). W przypadku niklu, ktérym byta skazona gleba, nie za-
obserwowano zwiekszonej akumulacji tego pierwiastka w nasionach, co sugerowato,
ze preferowany jest transport do nasion komplekséw NA-Fe i NA-Zn (57).

Waznym zwigzkiem dla inaktywacji pobranych jonéw metali jest histydyna, ami-
nokwas o wysokim powinowactwie szczegolnie do jonow niklu (58). Zwiekszenie
poziomu wolnej histydyny byto mozliwe poprzez wykorzystanie zjawiska nadeks-
presji genu kodujacego transferaze ATP fosforybozylowa, uczestniczacg w biosynte-
zie tego aminokwasu. Transgeniczne rosliny A. thaliana transformowane genem ko-
dujagcym wspomniany enzym i wyizolowanym z Salmonella typhimurium, charaktery-
zowaly sie wzrostem tolerancji na obecny w podtozu Ni2* w stezeniu 120 puM (59).
Wozrost tolerancji na nikiel przy stalym poziomie akumulacji tego pierwiastka byt
rowniez obserwowany w transgenicznycsh roslinach A. thaliana wykazujacych nad-
ekspresje genu pochodzacego z Allyssum lesbiacum, rosliny bedacej naturalnym hi-
perakumulatorem niklu (60).

2.2. Fitoewaporacja
Metoda, ktora na obecnym etapie rozwoju przynosi wieksze sukcesy niz fitoeks-
trakcja jest fitoewaporacja, stosowana do usuwania z gleb dwoch pierwiastkéw —

rteci i selenu (61,62). Zalozeniem 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 dzieki aktywno$ci
enzyméw obecnych w roslinach, tempo takich przemian w roslinach jest zbyt wol-
ne, by mogly one znalez¢ zastosowanie w praktycznym usuwaniu skazen. Zwieksze-
nie wydajnosci procesu mozna osiggna¢ wprowadzajac do genomu roslin geny bak-
teryjne, np. geny E. coli, nalezace do operonu mer (63). Bakterie posiadajgce wspo-
mniany operon pobierajg zaréwno nieorganiczne jak i organiczne zwigzki rteci,
a po transformacji uwalniajg metal w postaci lotnej (rte¢ metaliczng, Hg®). Biatka ko-
dowane przez geny merA i merB sa enzymami bezposrednio katalizujagcymi przemia-
ny zwiazkow rteci. Bialko MerB jest liazg, ktéra odtgcza jony metalu od szkieletu
weglowego, po czym reduktaza rteciowa, kodowana przez gen merA, redukuje Hg2+
do rteci metalicznej. Wspomniane geny w ré6znych kombinacjach, z wprowadzony-
mi réznymi modyfikacjami i pod r6znymi promotorami, zostaty wprowadzone do
roslin takich gatunkoéw jak: A. thaliana (64,65), N. tabacum (66), Liriodendron tulipifera
(67), Populus deltoides (68,69), Spartita alterniflora (70) czy Oryza sativa (71). Rosliny
A. thaliana z ekspresja bakteryjnego genu merA kontynuowaly wzrost na pozywce
zawierajgcej jony rteci (Hg2+) w stezeniu $miertelnym dla roslin kontrolnych (50 uM
i 100 uM) (64). Rosliny te na pozywce bez rteci byty mniejsze niz rosliny kontrolne,
co wskazywato na powinowactwo reduktazy rteciowej réwniez do innych jonow.
Rugh i wsp. (67) transformujac tkanke embriogeniczng tulipanowca amerykanskiego
(L. tulipifera) trzema réznymi konstruktami kodujacymi biatko MerA otrzymali kilka-
nascie linii rosngcych na pozywce z Hg2* w stezeniu 25 uM. Cze$¢ z tych linii rosfa
roéwniez na pozywce zawierajacej rte¢ w stezeniu 50 uM. W przypadku jednej linii
udato sie otrzymac¢ zarodki somatyczne w obecnosci jonéw Hg2+ w wymienionych
stezeniach. Otrzymywano z nich siewki na pozywce do kietkowania, w ktérej byty
obecne jony rteci w stezeniu do 50 uM. Zarodki kontrolne nie rozwijaly sie i szybko
obumieraty w obecnosci rteci w stezeniu 25 puM. Rosliny otrzymane in vitro rosnac
na pozywce zestalonej agarem w obecnosci rteci w stezeniu 10 uM w ciggu 6 dni
wydzielity ok. 6,8 ug Hg/g tkanki (masa poczatkowa), prawie czternastokrotnie
wiecej niz rosliny kontrolne (0,5 g Hg®g tkanki) (67). Transgeniczne rosliny topoli
(P. deltoides) wyrazajace gen merA byly rowniez bardziej tolerancyjne na obecne
w podtozu agarowym Hg2+ w stezeniu 25 i 50 uM i wydzielaty prawie czterokrotnie
wiecej rteci niz rosliny kontrolne poddane inkubacji w roztworze zawierajgcym
25 uM HgCl, (68). Podczas 3-miesiecznego wzrostu na ziemi skazonej jonami rteci
w stezeniu 40 ppm rosliny transgeniczne produkowaty dwukrotnie wiecej biomasy
w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi. Z kolei rosliny A. thaliana z ekspresjg genu
merB charakteryzowatly sie podwyzszong tolerancja na obecne w podtozu agarowym
organiczne zwiazki rteci, takie jak chlorek metylorteci (CH3HgCl), czy octan fenylo-
lorteci (PMA) (65). Jednak najwyzszg tolerancje na rte¢ organiczng (50 razy wyzsza
niz genotypy kontrolne) obserwowano, woéwczas gdy rosliny zawieraly obydwa
wspomniane geny (69,72,73).

Bizily i wsp. (73) wykazali, ze etapem ograniczajgcym tempo przemiany PMA do
Hg® jest aktywnos$¢ biatka MerB (liazy ogranicznych zwigzkow rteci), gdyz ilosc¢
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uwalnianej rteci jest skorelowana ze stezeniem biatka MerB w tkankach. Uzyskano
dwa typy transgenicznych roslin A. thaliana, w ktérych biatko MerB byto zlokalizo-
wane w $cianie komoérkowej lub retikulum endoplazmatycznym (74), oczekujac
wzrostu efektywnoS$ci reakcji. Otrzymane rosliny nie uwalnialy jednak wiekszych
ilosci Hg® niz rosliny, w ktérych biatko MerB bylto zlokalizownane w cytoplazmie.
Ruiz i wsp. (72) otrzymali transgeniczne ro$liny tytoniu, w ktorych geny merA/merB
byly wprowadzone do genomu chloroplastowego (organellum bedgce gtéwnym ce-
lem toksycznego dziatania rteci). Podobnie jak inne rosliny z wprowadzonym ge-
nem merB charakteryzowaly sie one zwiekszona tolerancjag na PMA (2-krotnie wy-
zsza niz rosliny kontrolne), ale brak jest informacji na temat wydajnosci uwalniania
przez badane rosliny rteci do atmosfery.

3. Perspektywy fitoremediacji

Z badan przeprowadzonych do tej pory wynika, ze istnieje mozliwo$¢ sterowa-
nia procesami zwigzanymi z utrzymaniem homeostazy metali w komorce lub orga-
nizmie poprzez zastosowanie metod inzynierii genetycznej i w efekcie uzyskanie
roslin ze zmienionym poziomem tolerancji na metale, akumulacji i/lub zdolnosci do
biotransformacji niektorych form. Sukces jest jednak tylko potowiczny. Dotychczas
uzyskiwane rosliny wykazujace zwiekszong zdolno$¢ do akumulacji metali ciezkich
byly rownoczes$nie bardziej wrazliwe na obecne w poditozu MC, co wynika prawdo-
podobnie z intensywnego pobierania jonéw, wymuszonego przez nadekspresje bia-
tek transportujgcych i niedostosowania do takich zmian systemu detoksykacji. Inne
proby transformacji konczyty sie podniesieniem poziomu tolerancji transgenicznej
rosliny, czemu jednak nie towarzyszyto zwiekszenie ilosci metalu w tkankach. Opi-
sywano réwniez zwiekszenie zaréwno tolerancji jak tez akumulacji MC, ale wzrost
ten nie byt wystarczajacy dla szybkiego usuniecia metali z gleby za pomocg roslin.

Wprowadzenie obcego genu czy dodatkowej kopii genu w uktadzie homologicz-
nym jest ingerencjg w konstytutywny system kontroli homeostazy metali. Wiedza
na temat jego regulagcji jest obecnie bardzo niewielka, a stosowane modyfikacje sa
dziataniami ,metoda préb i btedéw”, ktére prowadzg do zmian w bardzo zfozonym
systemie zaleznych od siebie proceséw. W przytaczanych wynikach wskazuje sie, ze
transformacja roslin pojedynczymi genami nie przynosi w petni pozadanych efek-
tow i zasadne jest, jak sie wydaje, przeprowadzenie prob transformacji dwoma lub
wiekszg liczba genéw jednoczes$nie, zaangazowanymi w kontrole kilku proceséw
(pobierania, kompleksowania, sekwestracji czy zaladunku ksylemu), jak réwniez
uwzglednienie specyficznych tkankowo promotoréw.
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Tabela

Geny wykorzystane do modyfikacji roslin réznych gatunkéw oraz wplyw transformacji na poziom tolerancji
na jony metali ci¢ikich, akumulacj¢ oraz na stopiefi uwalniania rteci do atmosfery w postaci lotnej

Gen Produkt Pochodzenie genu Traniﬁ)érl?lzwana Zmiany tolerancji i akumulacji metali |Literatura
1 2 3 4 5 6
FITOEKSTRAKCJA — modyfikacja pobierania
CBP4 | kanal jonowy N. tabacum N. tabacum T — Pb — obnizenie )
T-Ni — wzrost
AP-Pb — wzrost 2X
AP-Ni — obnizenie do poz. 0,5
IRT1 transporter A. thaliana A. thaliana T-Cd — obniZenie; %)
AK-Zn — wzrost 1,5X-(w warunkach
niedoboru Fe)
AK-Cd — wzrost 1,6 X (jw.)
AP-Mn — wzrost
Nrampl | transporter A. thaliana A. thaliana T-Fe — wzrost 8)
Nramp3| transporter A. thaliana A. thaliana T-Cd — obnizenie )
A — bz
merC | transporter Acidithiobacillus | A. thaliana T-Hg — obnizenie (10)
Sferrooxidans A (ogonki lisciowe moczone w pozywce
uzupelnionej Hg) — Hg — 2X wzrost
Lcr1 transporter T. aestivum N. tabacum T-Cd, Pb — wzrost (przy podwyzszonym| (13,14)
stezeniu Ca)
AK — obnizenie
FITOEKSTRAKCJA — modyfikacja eksportu jonéw metali poza cytoplazme
YCF1 ABC transporter | S. cerevisiae A. thaliana T-Pb, Cd — wzrost (75)
A(siewki)-Pb i Cd — 2X wzrost
MPT1 | transporter A. thaliana A. thaliana T-Zn — wzrost 18)
(ZAT1) AK-Zn — wzrost
MPTI | transporter P. trichocapa A. thaliana T-Zn — wzrost (16)
X P. deltoides
MTIPI | transporter Stylosanthens | A. thaliana T-Mn — wzrost 17
hamata AP-Mg — wzrost 1,9X (przy wyzszych
stezeniach)
CAX2 | przeno$nik A. thaliana N. tabacum T-Mn — wzrost (20)
antyportowy AK-Ca — wzrost 1,7X
AK-Cd — wuzrost 4,7 X
AK-Mn — wzrost 1,9 X
HMA4 | ATPaza A. thaliana A. thaliana T-Zn, Cd — wzrost (29)
A-Zn — wzrost 2X
A-Cd — wzrost 1,4X
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1

2

3

4

FITOEKSTRAKCJA — modyfikacja biosyntezy zwiazkéw kompleksujacych jony metali

PCS1

syntaza
fitochelatyn

T. aestivum

N. glauca

T-Pb i Cd — wzrost

AP — wzrost Pb (do 9%), Cd (do 3X),
Zn (do 4,5%), Cu (do 12X) i Ni (do
3,7X)

AK — wzrost Pb (do 3X), Cd (do 24X),
Zn (do 4,5%), Cu (do 2,5X)

(43,44)

PCS1

syntaza
fitochelatyn

A. thaliana

A. thaliana

T- Cd — spadek lub dla nielicznych linii
transformantow 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 X

(21,39,
40)

PCS1

syntaza
fitochelatyn

A. thaliana

N. tabacum

T-Cd — wzrost

AP-Cd — wzrost ~2X
AK-Cd — wzrost ~2X
PC — wzrost do 10X

(76)

gshl
gshll/
PCS1

syntetaza
YGlu-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 X

77

PCS1

syntaza
fitochelatyn

A. thaliana

B. juncea

T-As, Cd i Zn — wzrost

AP-Cd — spadek, ZniAs — bezzmian
AK-Cd — bez zmian lub niewielki spa-
dek, As — bez zmian, Zn — niewielki
spadek

PC — wzrost ~ 1,3X

(42,78)

gshi1

syntetaza
YGlu-Cys

E. coli

B. juncea

T-Cd — wzrost

AP — wzrost Cd do 1,9
AK — bez zmian

PC — wzrost do 2X

49)

gsh2

syntetaza GSH

E. coli

B. juncea

T-Cd — wzrost
AP — wzrost Cd do 1,25X
PC — wzrost do 1,3X

(48)

Res1

syntaza cysteiny

0. sativa

N. tabacum

T-Cd — wzrost
A (cafe rosliny)-cd —obnizona do 0,8

79

Csase

syntaza cysteiny

szpinak

N. tabacum

T-Cd, Se, Ni — wzrost

T-Pb, Cu — bz

AK-Cd — 1,7X (W przeliczeniu na roling)
AP-Cd — 2,75% (jw.)

(80)

MI-1

metalotioneina

mysz

N. tabacum

T-20X — wzrost
AP — bz

@81

MT1

metalotioneina

mysz

N. tabacum

T — wzrost ~2X

AP — nizsza (76% typu dzikiego)

A catkowita — nizsza (ok. 80% typu dzi-
kiego)

(82)
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1 2 3 4 5 6
hMT2 metalotioneina | czfowiek N. tabacum, T-Cd — wzrost (83)
B. napus
PsMT metalotioneina | P. sativum A. thaliana T — nie badano (84)
A-Cu 5X — wzrost
Cd, Fr — bz
CUPI metalotioneina | S. cerevisiae B. oleracea T-Cd 16X — wzrost (84)
AP-Cd — wzrost 2X
A catkowita — bz
MThis | metalotioneina | Silene vuigaris | N. tabacum T — obnizona (85)
AP-Cd — wzrost do 1,5X
AK-Cd — wzrost do 2,3 X
PRT ATP-fosforybozy- | E. coli A. thaliana T-Ni — wzrost (59
lotransferaza A-Ni — bz
PRTI | ATP-fosforybozy- | A. lesbiacum A. thaliana T-Ni — wzrost (60)
lotransferaza A-Ni — bz
APS1 | sulfurylaza ATP | A. thaliana B. juncea T — bz (86)
AP-Cd, Cr, Cu, Mn, Pb, Zn — bz
Nasl syntaza H. vulgare A. thaliana T-Cd, Cu, Fe, Mn, Zn — nieznaczny wzrost| (56)
nikotianaminy T-Ni — wzrost
N. tabacum T-Ni — wzrost
T-Ni — wzrost
A(liscie) — Ni, Zn, Fe, Cu — bz
A(fodyga) — Ni — wzrost 1,4X,
Zn — wzrost 2X, Fe — wzrost 2 X
Mn, Cu — bz
Nasl syntaza T. caerulescens | Arabidopsis A-Ni — wzrost 1,7X (55)
nikotianaminy thaliana
FITOEWAPORACJA — modyfikacja przemian zwigzk6w rteci
merA reduktaza Hg(Il) | E. coli A. thaliana T-Hg2+ — wzrost (64)
E-Hg® — wzrost 3%
L. tulipifera T -Hg*+ — wzrost 67)
E-Hg® — wzrost 10X
P. deltoides E-Hg® — wzrost 3% (68)
T — wzrost
0. sativa E-Hg® — wzrost (66)
T-Hg — wzrost
A. thaliana T — octan fenylorteci, chlorek metylo-| (65)
rteci — wzrost
merB | liaza organorteci | E. coli A. thaliana T-metylorte¢ — wzrost (73)
E-Hg® — wzrost
merd/ | reduktaza Hg(I)/| E. coli N. tabacum, T-octan fenylorteci — wzrost (72)
merB | liaza organortgei P. delfoides E-Hg® — wzrost 3X 69)
T-octan metylorteci — wzrost
S. alterniflora T-octan fenylorteci, Hg2* — wazrost (70)
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Stosowane skroty: AP — akumulacja w pedzie; AK — akumulacja w korzeniu; A — akumulacja w catej roslinie, T — to-
lerancja; E — ewaporacja; bz — brak zmian; PC — fitochelatyny.

Literatura

11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.

22.
23.

24.
25.

26.

27.
28.

29.

Nriagu J. O., Pacyna J. M., (1988), Nature, 333, 134-139.

Salt D. E., Blaylock M., Kumar N., Dushenkov V., Ensley B. D., Chet I. Raskin I., (1995), Biotechn., 13,
468-474.

Chaney R., Li Y. M., Brown S. L., Homer F. A., Malik M., Angle J. S., Baker A. J. M., Reeves R. D., Chin
M., (2000), in: Terry N., Banuclos G., Phytoremediation of contaminated soil and water, CRC Press, Boca
Raton, Fla., 129-158.

Guerinot M. L., (2000), Biochim. Biophys. Acta, 1465, 190-198.

Connolly E. L., Fett J. P., Guerinot M. L., (2002), Plant Cell, 14, 1347-1457.

Thomine S., Wang R., Ward . M., Crawford N. M., Schroeder J. 1., (2000), Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
97, 4991-4996.

Thomine S., Leliévre F., Debarbieux E., Schroeded ]. 1., Barbier-Brygoo H., (2003), Plant J., 34,
685-695.

Curie C., Alonso J. M., Le Jean M., Ecker J. R., Briat J. F., (2000), Biochem. J., 347, 749-755.
Arrazi T., Sunkar R., Kaplan B., Fromm H., (1999), Plant |, 20, 171-182.

Sasaki Y., Hayakawa T., Inoue C., Miyazaki A., Silver S., Kusano T., (2006), Transgenic Res, 15,
615-625.

Schachtman D. P., Kumar R., Schroeder J. I., Marsh E. L., (1997), Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 94,
11079-11084.

Clemens S., Antosiewicz D. M., Ward J. M., Schachtman D. P., Schroeder ]. I., (1998), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 95, 12043-1248.

Antosiewicz D. M., Hennig J., (2004), Env. Pollut, 129, 237-245.

Wojas S., Ruszczynska A., Bulska E., Wojsiechowski M., Antosiewicz, D. M., (2007), Env. Pollut.,
147, 584-592.

Stanton B., Eaton J., Johnson J., Rice D., Schuette B., Moser B., (2002), ]J. For., 100, 28-33.
Blaudez D., Kohler A., Martin F., Sanders D, Chalot M., (2003), Plant Cell, 15, 2911-2928.
Delhaize E., Kataoka T., Hebb D. M., White R. G., Ryan P. R., (2003), Plant Cell, 15, 1131-1142.

van der Zaal B. J., Neuteboom L. W., Pinas J. E., Chardonnens A. N., Schat H., Verkleij J. A. C., Hooy-
kaas P. J. J., (1999), Plant Physiol., 119, 1047-1055.

Cai X., Lytton J., (2004), Mol. Biol. Evol., 21, 1692-1703.

Hirschi K. D., Korenkov V. D., Wilganowski N. L., Wagner G. J., (2000), Plant Physiol., 124, 125-133.
Li Z-S., Lu Y-P., Zhen R-G., Szczypka M., Thiele D. ]., Rea P. A., (1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94,
42-47.

Ghosh M., Shen ]., Rosen B. P., (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 5001-5006.

Gueldry O., Lazard M., Delort F., Dauplais M., Grigoras I., Blamquet S., Plateau P., (2003), Eur. J. Bio-
chem., 270, 2486-2496.

Eren A., Argiiello J. M., (2004), Plant Physiol., 136, 3712-3723.

Hussain D., Haydon M. J., Wang J., Wong E., Sherson S. M., Young J., Camakaris J., Harper J. F., Cob-
bett C. S., (2004), Plant Cell, 16, 1227-1339.

Verre7 F., Gravot A., Auroy P., Preveral S., Forestier C., Vavasseur A., Richaud P., (2005), FEBS Lett.,
579, 1515-1522.

Mills R. F., Krijgen G. C., Baccarini P. J., Hall J. L., Williams L. E., (2003), Plant J., 35, 164-176.
Mills R. F., Francini A., Ferreira da Rocha P. S., Baccarini P. J., Aylett M., Krijger G. C., Williams L. E.,
(2005), FEBS Lett., 579, 783-791.

Verret F., Gravot A., Auroy P., Leonhardt N., David P., Nussaume L., Vavasseur A., Richaud P., (2004),
FEBS Lett., 576, 306-312.

BIOTECHNOLOGIA 2 (81) 68-83 2008 81



Anna Barabasz i inne

30.
31.
32.
33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.

42.
43.

44,

45.
46.
47.
48.
49.

50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.

57.
58.
59.
60.

61.
62.

63.
64.

65.

66.

67.
68.

82

Klein M., Burla B., Martinoia E., (2006), FEBS Lett., 580, 1112-1122.

Colangelo E. P., Guerinot M. L., (2006), Curr. Opin. Plant Biol., 9, 322-330.

Clemens S., Kim E., Neumann D., Schroeder J., (1999), The EMBO Journal, 18, 3325-3333.

Ha S., Smith A., Howden R., Dietrich W., Bugg S., O’Connel M., Goldsbrough P., Cobbett C., (1999),
Plant Cell, 11, 1153-1163.

Vatamaniuk O., Mari S., Lu Y. P., Rea P., (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 7110-7115.
Grill E., Winnacker E. L., Zenk M. H., (1985), Science, 230, 674-676.

Grill E., Loffler S., Winnacker E., Zenk M., (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 6838-6842.
Vatamaniuk O., Bucher E., Ward J., Rea P., (2002), Trends in Biotechnology, 20, 61-64.
Howden R., Goldsbrough P., Andersen C., Cobbett C., (1995), Plant Physiol., 107, 1059-1066.
Lee S., Petros D., Moon J., Ko T., Goldsbrough P., Korban S., (2003a), Plant Physiol. Biochem., 41, 903-910.
Lee S., Moon J. S., Ko T. S., Petros D., Goldsbrough P. B., Korban S. S., (2003b), Plant Physiol., 131,
656-663.

Li Y., Dhankher O., Carreira L., Lee D., Chen A., Schroeder J., Balish R., Meagher R., (2004), Plant
Cell Physiol., 45, 1787-1797.

Gasic K., Korban S. S., (2007), Planta, 225, 1277-1285.

Gisbert C., Ros R., de Haro A., Walker D., Bernal M., Serrano R., Navarro-Avino J., (2003), Biochem.
Biophys. Res. Commun., 303, 440-445.

Martinez M., Bernal P., Almela C., Vélez D., Garcia- Augustin P., Serrano R., Navarro-Aviné J., (2006),
Chemosphere, 64, 478-485.

Antosiewicz D. M., (1993), Env. Exp. Bot., 33, 575-589.

Antosiewicz D. M., (1995), Env. Exp. Bot., 35, 55-69.

Antosiewicz, D. M., (2005), Env. Pollut., 134, 23-34.

Zhu Y. L., Pilon-Smits E., Jouanin L., Terry N., (1999a), Plant Physiol., 119, 73-79.

Zhu Y. L., Pilon-Smits E., Tarun A., Weber S., Jouanin L., Terry N., (1999b), Plant Physiol., 121,
1169-1177.

Elmayan T., Tepfer M., (1994), Plant J., 6, 433-440.

DiDonato R.J.Jr., Roberts L. A., Sanderson T., Eisley R. B., Walker E. L., (2004), Plant J., 39, 403-414.
Stephan U. W., Scholz G., Rudolph A., (1990), Biochem. Physiol. Pflanzen, 186, 81-88.

Pich A., Scholz G., (1996), J. Exp. Bot., 47, 41-47.

Schmidke [., Stephan U. W., (1995), Physiol. Plant., 95, 147-153.

Pianelli K., Mari S., Marqueés L., Lebrun M., Czernic P., (2005), Transgenic Res., 14, 739-748.
Kim S., Takahashi M., Higuchi K., Tsunoda K., Nakanishi H., Yoshimura E., Mori S., Nishizawa N. K.,
(2005), Plant Cell Physiol., 46, 1809-1818.

Takahashi M., Terada Y., Nakai I., Nakanishi H., Yoshimura E., Mori S., Nishizawa K., (2003), Plant
Cell., 15, 1263-1280.

Haydon M. J., Cobbett C. S., (2007), New Phytol., 174, 499-506.

Wycisk K., Kim E. J., Schroeder J. I., Kramer U., (2004), FEBS Lett., 578, 128-134.

Ingle R. A., Mugford S. T., Rees J. D., Campbell M. M., Smith J. A. C., (2005), Plant Cell, 17,
2089-2106.

Meagher R. B., Heaton A. C. P., (2005), J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 32, 502-513.

Kubachka K. M., Meija J., Leduc D. L., Terry N., Caruso J. A., (2007), Environ. Sci. Technol., 41,
1863-1869.

Misra T. K., (1992), Plazmid, 27, 4-16.

Rugh C. L., Wilde H. D., Stack N. M., Thompson D. M., Summers A. O., Meagher R. B., (1996), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 93, 3182-3187.

Bizily S. P., Rugh C. L., Summers A. O., Meagher R. B., (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96,
6808-6813.

Heaton A. C. P,, Rugh C. L., Wang N. L., Meagher R. B., (1998), J. Soil Contam., 7, 497-509.
Rugh C. L., Senecoff J. F., Meagher R. B., Merkle S. A., (1998), Nat. Biotechnol., 16, 925-928.
Che D., Meagher R. B., Heaton A. C. P, Lima A., Rugh C. L., Merkle S. A., (2003), Plant Biotech. J., 1,
311-319.

III KONGRES BIOTECHNOLOGII — PRACE PRZEGLADOWE



Przydatnos$¢ roslin zmodyfikowanych genetycznie dla celéw fitoekstrakgji i fitoewaporacji

69.

70.
71.

72.
73.
74.
75.

76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.

86.

Lyyra S., Meagher R. B., Kim T., Heaton A. C. P., Montello P., Balish R. S., Merkle S. A., (2007), Plant
Biotechnol. J., 5, 254-262.

Czaké M., Feng X., He Y., Liang D., Marton L., (2006), Environ Geochem Health, 28, 103-110.
Heaton A. C. P., Rugh C. L., Kim T., Wang N. J., Meagher R. B., (2003), Environ. Toxicol. Chem., 22,
2940-2947.

Ruiz O. N., Hussein H. S., Terry N., Daniell H., (2003), Plant Physiol., 132, 1344-1352.

Bizily S. P., Rugh C. L., Meagher R. B., (2000), Nat. Biotechnol., 18, 213-217.

Bizily S. P., Kim T., Kandasamy K., Meagher R. B., (2003), Plant Physiol., 131, 463-471.

Song W.Y., Sohn E. J., Martinoia E., Lee Y. J., Yang Y. Y., Jasinski M., Forestier C., Hwang ., Lee Y.,
(2003), Nat. Biotechnol., 21, 914-919.

Pomponi M., Censi V., di Girolamo V., de Paolis A., di Toppi L. S., Aromolo R., Costantino P., Carda-
relli M., (2006), Planta, 223, 180-190.

Wawrzynski A., Kopera E., Wawrzynska A., Kaminska J., Bal W., Sirko A., (2006), J. Exp. Bot., 57,
2173-82.

Gasic K., Korban S. S., (2007b), Plant. Mol. Biol., 64, 361-369.

Harada E., Choi Y-E., Tsuchisaka A., Obota H., Sano H., (2001), J. Plant Physiol., 158, 655-661.
Kawashima C. G., Noji M., Nakamura M., Ogra Y., Suzuki K. T., Saito K., (2004), Biotech. Lett., 26,
153-157.

Yeargan R., Maiti I. B., Nielsen M. T., Hunt A. G., Wagner G. J., (1992), Trans. Res., 1, 261-267.
Maiti I. B., Wagner G. J., Yeargan R., Hunt A. G., (1989), Plant Physiol., 91, 1020-1024.

Misra S., Gedamu L., (1989), Theor. Appl. Genet., 78, 161-168.

Evans K. M., Gatehouse J. A., Lindsay W. P., Shi J., Tommay A. M., Robinson N. J., (1992), Pl. Mol.
Biol., 20, 1019-1028.

Hasegawa I., Terada E., Sunairi M., Wakita H., Shinmachi F., Noguchi A., Nakajima M., Yazaki J.,
(1997), Plant Soil, 196, 277-281.

Bennette L. E., Burkhead J. L., Hale K. L., Terry N., Pilon M., Pilon-Smith E., (2003), J. Environ. Qual.,
32, 432-440.

BIOTECHNOLOGIA 2 (81) 68-83 2008 83



