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Streszczenie: Metale cigzkie zaréwno te niezbgdne do zycia mikroelementy, jak i te niepetnigce zadnych
fizjologicznych funkcji stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Dziatalnosci ludzi dopro-
wadzita do pojawienia si¢ ogromnych ilosci tych metali w glebach na catym $wiecie. Ze wzglgdu na wysoka
toksycznos$¢ metali cigzkich istnieje pilna potrzeba rozwinigcia efektywnych i tanich metod remediacji gleb.
Konwencjonalne metody remediacji gleb sa mato efektywne i drogie oraz czg¢sto powoduja zniszczenie natu-
ralnych siedlisk. Efektem jest rozwdj metod alternatywnych, takich jak fitoremediacja, w ktorej rosliny sa
wykorzystywane jako organizmy oczyszczajace gleby z ksenobiotykdw, w tym takze metali cigzkich. Istnieje
wiele réznorodnych technik fitoremediacyjnych. Do remediacji gleb zanieczyszczonych metalami cigzkimi
przydatne moga by¢ nastgpujace techniki: fitoekstrakcja, fitostabilizacja oraz fitoulatnianie. Fotoekstrakcja
polega na usuwaniu zanieczyszczen z gleby, ktore sq nastgpnie magazynowane w pedach roslin. W przeci-
wienstwie do fitoekstrakcji, fitostabilizacja nie pozwala na usunigcie zanieczyszczen z gleby, sa one tylko
stabilizowane i przez to niedost¢pne dla innych organizmoéw. Fitoulatnianie umozliwia biologiczng konwersj¢
metali w form¢ gazowa i ich uwolnienie do atmosfery. Chociaz w naturze istniejg gatunki roslin zdolne do
fitoremediacji, to ich wydajnos¢ oczyszczania terendw zdegradowanych jest ograniczona. Naturalne fitoreme-
diatory stanowia jednak doskonaty model badan komdrkowych mechanizméw lezacych u podstaw naturalnej
odpornosci na wysokie stezenia metali cigzkich. Wskazanie genéw zaangazowanych w te procesy umozliwi
uzyskiwanie w przyszlosci transgenicznych odmian zdolnych do fitoremediacji duzych zdewasto-wanych
terenow. Obecnie najwigeej prob utworzenia takich odmian podejmuje si¢ wykorzystujac geny kodujace
ligandy wiazace metale ci¢zkie, biatka transportujace jony metali oraz enzymy zwigzane z biologicznym
przeksztatcaniem rteci w forme¢ gazowa. Uzyskiwane wyniki pozostajq niejednoznaczne. Jednakze w zwiaz-
ku z wzrastajaca potrzeba uzyskania taniego i efektywnego sposoby remediacji gleb prace sg intensyfikowane
i by¢ moze w bliskiej przysztosci fitoremediacja stanie si¢ tanim i skutecznym sposobem oczyszczania gleb.

Stowa kluczowe: fitoremediacja, metale cigzkie, inzynieria genetyczna, remediacja srodowiska.
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Summary: Heavy metals these which are essential for life microelements and these which do not fulfil
physiological roles, pose a serious threat for health of human and animals. Human activity has entailed
that large amounts of these metals are deposited in soils all over the world. Because of the toxicity of
heavy metal there is an urgent necessity to develop efficient and inexpensive methods of soil remediation.
The conventional methods of remediation are rather ineffective and expensive, and often may destroy
natural habitats. As a result some alternative methods have arisen. One of this methodologies is phytore-
mediation. In this method plants are used as cleaners of soils from heavy metal. Phytoremediation comes
into several forms. For metal-contaminated sites may be useful techniques like phytoextraction, phyto-
stabilisation or phytovolatilisation. Phytoextraction refers to the uptake pollutants which are then accu-
mulate within the shoots. In contrast, phytostabilisation do not allow to remove pollutants from soils.
They are stabilized and not available for other organisms. Phytovolatilisation allows to biologically
convert metals into gaseous form and then release them into the atmosphere. Although there are some
plant species able to phytoremediation, their efficiency in remediation of degraded areas is limited.
Natural phytoremediators are perfect model for studies of cellular mechanism involved in natural resistan-
ce for high concentration of heavy metal ions. Indicating genes involved in heavy metal resistance allows
getting in the future transgenic plants which will be able to phytoremediation large desolate sites. At the
moment the most popular genes using for creating transgenic phytoremediators are genes encoded metal-
binding ligands, transporters of metal ions or enzymes involved in converting mercury into gaseous form.
The results remain elusive. However because of the rising need of obtainment effective and inexpensive
method of soil remediation works are still intensified. In the nearest future phytoremediation may become
inexpensive and effective method of soil remediation.

Key words: phytoremediation, heavy metals, genetic engineering, environmental remediation.

1. WSTEP

Jednym z istotnych czynnikéw zanieczyszczajacych gleby sa metale ciezkie —
metale o duzej gestosci, takie jak: Fe, Cu, Mn, Zn, Co, Pb, Cd, Hg, Ag. Wsrdd
metali ciezkich mozna znalez¢ mikroelementy niezbedne do prawidlowego funkcjo-
nowania organizmu. Przykladem jest cynk bedacy kofaktorem wielu enzymow czy
miedz, ktora jest istotnym sktadnikiem reakcji transportowania elektrondéw, przy
udziale takich enzyméw jak dysmutaza ponadtlenkowa, oksydaza cytochromu c czy
plastocyjanina. Druga grupe metali ciezkich stanowia metale, takie jak oldw czy
kadm, ktore wedlug obecnej wiedzy nie petnia zadnych fizjologicznych funkcji. Metale
te ze wzgledu na wysoka reaktywnos$¢ z atomami siarki i azotu w czasteczkach
bialek sa wysoce toksyczne dla organizméw zywych [5].

Wigkszos¢ metali cigzkich pojawia si¢ w glebie na skutek naturalnie zachodzacych
procesdw, nie sg to jednak ilosci niebezpieczne dla ludzi, zwierzat czy roslin.
Najwigksze ilosci metali cigzkich zdeponowanych w glebie sa skutkiem dziatalnosci
cztowieka. Antropogenicznym zrodltem tych pierwiastkow sa przede wszystkim:
przemyst wydobywczy, metalurgiczny, papierniczy, spalanie wegla i paliw ptynnych,
a takze nawozy sztuczne i organiczne, pestycydy, farby malarskie, $cieki i odpady
komunalne czy komunikacja samochodowa [25, 60].

Mimo istnienia wielu fizycznych i chemicznych metod remediacji zanieczyszczonych
gleb, obecnie coraz wigksze zainteresowanie budza biologiczne metody oczyszczania
gleb za pomoca mikroorganizmow (bioremediacja) oraz roslin (fitoremediacja).
Mikroorganizmy sa wykorzystywane do usuwania, redukcji badz przeksztalcania
glownie zanieczyszczen organicznych (np. rozpuszczalnikdw, weglowodoréw poliaro-
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matycznych). W ostatnich latach podjgto proby zastosowania mikroorganizmow do
usuwania zanieczyszczen metalicznych, w tym takze radioaktywnych [55].

W niniejszej pracy przegladowej podjeto probe podsumowania najnowszych
osiagnig¢ w pracach nad fitoremediacja metali ciezkich z wykorzystaniem transge-
nicznych fitoremediatorow.

2. FITOREMEDIACJA

Fitoremediacja polega na wykorzystaniu roslin, naturalnie wystepujacych lub
genetycznie modyfikowanych, do oczyszczania gleb, wod lub osadéw z roznego
rodzaju zanieczyszczen zaréwno organicznych, jak i nieorganicznych. Termin
fitoremediacja dotyczy szeregu roznorodnych proceséw: m.in. fitoekstrakeji, fito-
stabilizacji, fitoulatniania, fitofiltracji, fitodegradacji, fitotransformacji [44]. Niektore
z technik fitoremediacvinych maia potencialne zastosowanie w oczyszczaniu gleb z

fitoulatnianie

fitostabilizacja Foy—
MI‘l'P Oy ' ’.
= g
fitoekstrakcja

L

i

Fe Hg
Cu Ph

n

RYCINA 1. Schematyczne przedstawienie proceséw fitoremediacyjnych: fitoekstrakcji, fitostabilizacji,
fitoulatniania [58], zmodyfikowane

FIGURE 1. Schematic drawing of phytoremediation techniques: phytoextraction, phytostabilisation,
phytovolatilisation [58], modified
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metali cigzkich (ryc. 1). Metale cigzkie sa szczegdlnym rodzajem zanieczyszczen,
poniewaz nie moga by¢ transformowane do mniej toksycznych form.

2.1. Fitoekstrakcja

Rosliny pobieraja z gleby, wody lub osadéw roznorodne zanieczyszczenia, w tym
takze metale ciezkie, a nastgpnie magazynuja je w organach nadziemnych. Proces
ten, okreslany jako fitoekstrakcja, wydaje si¢ by¢ prosty, przyjazny srodowisku i
stosunkowo tani. Jednak jego wykorzystanie jest ograniczone, poniewaz oczyszczanie
podtoza jest dlugotrwale, oczyszcza¢ mozna tylko powierzchniowa warstwe gleby i
nie wszystkie rodzaje zanieczyszczen moga by¢ w ten sposob usuwane. Ponadto
zanieczyszczenia moglyby przedostaé sie do fancucha pokarmowego, gdyby rosliny
zostaly zjedzone przez zwierzeta roslinozerne [59]. Wydajnos¢ fitoekstrakceji zalezy
przede wszystkim od tolerancji tkanek roslinnych na podwyzszone stgzenie metali
cigzkich oraz mozliwos¢ szybkiej produkcji
biomasy przez rosliny [27].

W przyrodzie wystepuja rosliny naturalnie
tolerujace podwyzszone stezenia metali cigz-
kich, np. Thlaspi caerulescens (tobotki
alpejskie), Arabidopsis hallerii czy Solanum
nigrum (psianka czarna), okreslane jako tzw.

TABELA 1. Zestawienie fizjologicznych
i toksycznych stezen metali cigzkich
[49], zmodyfikowane

TABLE 1. List of physiological and
toxic concentration of heavy metals
[49], modified

Metal Stezenie [ug - g'] . . R
hiperakumulatory. Mianem hiperakumula-
normalne toksyczne i Kredla si i lerus tankach
Olow 0.5-10 30-300 trorow'o resla si¢ rosliny tc? eruJa(?e wt ar? a(E
Kadm  [0.05-2 3210 srednio 100—1000-krotnie wyzsze stgzenie
Miedz 3-30 15-30 metali cigzkich w poréwnaniu z roslinami za-
Zelazo 30-300  400-500 siedlajacymi gleby niezanieczyszczone meta-
Cynk 10-150  [200-300 lami cigzkimi [1]. Wigkszo$¢ naturalnie wyste-

pujacych hiperakumulatoréw to jednoroczne
ro$liny z matym przyrostem biomasy, nienadajace si¢ wigc do powszechnego zasto-
sowania [43]. Wydaje sig, ze w fitoekstrakcji na szeroka skale, wigksze zastosowanie
maja szans¢ znalez¢ drzewa o szybkim przyroscie biomasy, np. rézne gatunki z
rodzaju Salix spp. (wierzba). Sa to rosliny szybko rozprzestrzeniajace sie, osiagajace
wysoka roczng produkcje biomasy oraz majace wysoka tolerancje na metale cigzkie
[27, 37]. Nawet rosliny bedace hiperakumulatorami maja ograniczona odporno$¢ na
ilos¢ metali cigzkich w tkankach. Zbyt wysokie stg¢zenie metali cigzkich w organizmie
moze by¢ toksyczne i powodowac uszkodzenie komorek (tab. 1).

2.2. Fitostabilizacja

Proces polegajacy na unieruchamianiu zanieczyszczen, w tym takze metali
cigzkich to fitostabilizacja. Proces ten moze polega¢ na przeksztalcaniu w mniej
rozpuszczalne formy, wiazaniu metali z organicznymi czasteczkami produkowanymi
prze korzenie roslin (skladniki tzw. eksudatow korzeniowych), sorpcji metali na
powierzchni korzeni lub czastek glebowych [40]. Fitostabilizacja nie pozwala na
usunigcie zanieczyszczen z gleby, ale zmniejsza ich biodostgpnos¢ definiowang jako
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frakcje zanieczyszczen, ktora moze wchodzi¢ w interakcje z organizmami Zywymi.
Ta stosunkowo tania i nieinwazyjna technologia umozliwia remediacj¢ duzych
powierzchni zanieczyszczonych gleb [52].

Rosliny, ktdre potencjalnie moglyby znalez¢ zastosowanie w fitostabilizacji, musza
charakteryzowac sig¢ przede wszystkim niskim wspolczynnikiem translokacji (stosunek
stezenia metali w pedzie do stezenia metali w korzeniu), szybkim wzrostem oraz
rozleglym systemem korzeniowym. Wiekszos¢ gatunkéw, ktore potencjalnie moglyby
by¢ uzyte w tej technice, to trawy, krzewy lub drzewa naturalnie wystgpujace na
terenach pokopalnianych [39].

2.3. Fitoulatnianie

Fitoulatnianie to proces polegajacy na uwalnianiu do atmosfery w postaci gazowej,
pobranych wczesniej z gleby metali cigzkich. Sposrod metali ciezkich wylacznie rte¢ moze
wystgpowac w postaci gazowej, natomiast ta technika moze dotyczy¢ réwniez metaloidow,
takich jak arsen czy selen. Jest to najmniej poznana i najbardziej kontrowersyjna technologia
fitoremediacyjna. Rte¢ jest wysoce toksyczna, w zwiazku z tym uwalnianie jej do
atmosfery w postaci gazowej jest niebezpieczne, nastepuje takze utrata kontroli nad raz
usunietymi zanieczyszczeniami [44]. Istnieja jednak argumenty przemawiajace za tym
sposobem oczyszczania gleby. Jednym z nich jest obnizenie kosztéw remediacji, poniewaz
nie ma koniecznos¢ usuwania duzych ilosci biomasy bogatej w rt¢é, nie potrzeba takze
dodatkowych zwiazkéw chemicznych redukujacych rte¢ do postaci gazowej (Hg’) oraz
pierwiastek ten nie jest magazynowany w tkankach roslinnych i nie ma mozliwosci
przedostania si¢ do tancucha pokarmowego [42].

3. NATURALNE FITOREMEDIATORY
A INZYNIERIA GENETYCZNA

W przyrodzie istnieje szereg gatunkow, ktore maja zdolnos¢ do wzrostu i rozwoju na
glebach zanieczyszczonych bardzo wysokimi stezeniami metali ciezkich. W zaleznosci od
wlasciwoscei rosliny sa przydatne w okreslonej technice fitoremediacyjnej (tab. 2).

Rosliny przydatne w procesach fitoremediacji powinny charakteryzowac sie: (i)
rozwinigtym systemem korzeniowym, (ii) szybkim wzrostem, (iii) produkcja duzej
ilosci biomasy, (iv) zdolnoscia do akumulacji i tolerancji bardzo wysokich stgzen metali
ciezkich [13]. Zaden z wielu naturalnych fitoremediatoréw nie spetnia wszystkich
wymienionych wymagan. Jednak zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw
naturalnej fitoremediacji daje mozliwos$¢ uzyskania odmian transgenicznych bedacych
idealnymi fitoremediatorami. Roslina, najczesciej wykorzystywana w badaniach
dotyczacych naturalnej odpornosci roslin na wysokie stgzenia metali cigzkich, jest
Thlaspi caerulescens. Poréwnanie jej mechanizméw detoksyfikacji metali cigzkich
z inng rosling z rodziny kapustowatych Thlaspi arvense (tobotki polne) pozwala na
wyselekcjonowanie potencjalnych genow uzytecznych w tworzeniu rosliny transge-
nicznej skutecznej w fitoremediacji. Wydaje sie, ze kandydatow nalezy poszukiwaé
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TABELA 2. Przyklady gatunkow roslin uznawanych za naturalne fitoremediatory
TABLE 2. Examples of plant species recognized as natural phytoremediators

Gatunek rosliny Rodzina Technika fito- |Rodzaj zanieczyszczenn  |PiSmien-
remediacyjna nictwo
Tobolki alpejskie Brassicaceae fitoekstrakcja |cynk [2]
Stonecznik ozdobny Asteraceae arsen, kadm, nikiel [24]
Psianka czarna Solanaceae kadm [63]
Kapusta rzepak Brassicaceae kadm [35]
Piptatherum miliaceum |Poaceae fitostabilizacja |miedz, olow, cynk [10]
Atriplex canescens Chenopodiaceae arsen, rte¢, mangan, otow |[51]
Trzgslica modra Poaceae olow, kadm, cynk [31]
Dalea bicolor Fabaceae kadm, miedz, mangan, [15]
olow, cynk

wsrdéd gendow kodujacych transportery metali cigzkich lub kodujacych ligandy
wiazace metale ciezkie [41]. W zaleznosci od techniki fitoremediacyjnej rozne szlaki
metaboliczne odgrywaja istotna role (tab. 3) [47].

Tolerancja i zdolnosci do akumulacji duzych ilosci metali ciezkich w komorkach
roslinnych sa zwiazane migdzy innymi z obecnoscig biatkowych chelatorow jonow
metali. Pobieranie jonow metali przez korzenie i ich transport do pedu wymaga
udziatu specyficznych biatek transportujacych, a do biotransformacji potrzebne sa
enzymy umozliwiajace zmiang stopnia utlenienia pierwiastkow [47].

W komorkach roslinnych istnieja dwa rodzaje biatkowych chelatorow metali
cigzkich: metalotioneiny (MT) i fitochelatyny (PC). Biatka te maja zdolnos$¢ do
wigzania jondw metali ciezkich dzieki zawartosci duzych ilosci reszt cysteinowych.
Roslinne metalotioneiny majg od 9 do 16 reszt cysteinowych zgrupowanych w dwoch
domenach na C- i N-koncu biatka lub ewentualnie w trzech domenach. Metalotio-
neiny sa kodowane w genomie jadrowym, natomiast fitochelatyny syntetyzowane
enzymatycznie przez syntetaz¢ fitochelatynowa (PCS, EC 2.3.2.15) z glutationu.
Najbardziej efektywnym aktywatorem PCS sg jony kadmu, ktére nastgpnie w
kompleksie z fitochelatynami sa przenoszone do wakuoli [7, 8, 29].

W genomach roslinnych geny kodujace transportery metali cigzkich stanowia duze
rodziny genowe. W ostatnich latach zidentyfikowano szereg transporterow metali
cigzkich nalezacych przede wszystkim do nastepujacych rodzin: ATPazy typu P
podrodzina P, CDF (ang. Cation Diffusion Facilitator), Nramp (ang. Natural

TABELA 3. Procesy istotne dla poszczegdnych technik fitoremediacyjnych
TABLE 3. Processes important for each phytoremediation techniques

Tolerancja Pobieranie przez |Akumulacja Transport |Biotrans-
korzenie w korzeniach do pedow |formacja
fitoekstrakcja + + +
fitostabilizacja + +
fitoulatnianie + + + +
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resistance associated macrophage protein), ZIP (ang. Zinc-regulated transporter
Iron-regulated transporter-like Protein), YSL (ang. Yellow Stripel-Like) czy
rodzina ABC (ang. ATP-Binding Cassette). Poszczegodlne rodziny roznig si¢ specy-
ficzno$cia substratowa, przy czym mozliwy jest transport nie tylko niezbednych
mikroelementow, ale takze metali, takich jak kadm czy otow. Transportery metali
cigzkich sa zlokalizowane nie tylko w blonie komorkowej, ale takze w wewnetrznych
btonach: wakuoli, aparatu Golgiego, siateczki srodplazmatycznej czy plastydéw. To
zréznicowanie wydaje sie by¢ odzwierciedleniem roznych funkceji fizjologicznych
poszczegdlnych typow transporterdw [9, 17, 19, 30].

Rosliny nie maja enzymow umozliwiajacych redukeje jonow rteci do postaci gazowej
[22]. Mozliwe jest jednak stworzenie roslin transgenicznych z genami bakteryjnymi,
poniewaz niektore bakterie maja geny odpornosci na rte¢ zwykle zorganizowane w
operon mer. W sklad tego operonu wchodza: mer4 kodujacy reduktazg jondow rteci,
merB — liazg organicznych pochodnych rteci, merP, merT, merC, merkE, merG, ktorych
produkty sa zaangazowane w transport jonow rteci [3].

3.1. Dotychczasowe osiagnigcia w tworzeniu idealnego fitoremediatora

Inzynierig¢ genetyczna mozna wykorzysta¢ w celu uzyskania idealnego fito-remediatora
przez: (i) przeksztalcenie naturalnych hiperakumulatorow w rosliny o szybkim wzroscie
z duza produkcja biomasy lub (ii) nadanie cech opornosci na wysokie stezenia metali
ciezkich roslinom o szybkim wzroscie i duza produkcija biomasy [1].

Szlaki zaangazowane w homeostaze metali ciezkich w komorce roslinnej sa
zlozone, a ich poznanie jest niezbedne do tworzenia transgenicznych fitoremediatorow
(ryc. 2). Obecne badania skupiaja si¢ szczegdlnie na poznaniu mechanizmoéow pobie-
rania metali z gleby oraz sposobach ich przechowywania i detoksyfikacji w organach
nadziemnych roslin [6].

Jedna z najpowszechniejszych drég uzyskiwania roslin o zwigkszonej tolerancji
na metale cigzkie sa modyfikacje genéw metalotionein i/lub genéw zaangazowanych
w syntezg fitochelatyn lub glutationu. Wielokrotnie wykazano zwigkszona tolerancje
transformowanych komorek lub transgenicznych roslin z nadekspresjg genow
metalotionein na podwyzszone stgzenia metali cigzkich. Efektem wprowadzenia genu
MT z Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity) do komodrek szparkowych Vicia
faba (wyka bdb) byta zwiekszona odpornos¢ tych komorek na kadm. W przeciwien-
stwie do fitochelatyn nie wykazano transportu metalotionein i jondw metali cigzkich
do wakuoli [33]. Transgeniczny tyton z nadekspresja drozdzowej metalotioneiny
CUP1 mial zwiekszona opornos¢ na kadm [45]. Podobnie rosliny transgeniczne
A. thaliana z nadekspresja MT uzyskanag z Brassica juncea (kapusta sitowata)
wykazywaly zwigkszong odpornos¢ na kadm i miedz. Jednakze korzenie roslin
transgenicznych byly krotsze w porownaniu z korzeniami roslin typu dzikiego, kiedy
w podiozu hodowlanym brakowato jondw miedzi. Prawdopodobnie bylo to
spowodowane zaburzeniami w homeostazie tych jonow [66]. Transgeniczny tyton z
nadekspresja MT z Silene vulgaris L. (lepnica rozdeta) wykazywal wigksze
mozliwosci akumulacji jondw kadmu w korzeniach i pedach w poréwnaniu z roslinami
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RYCINA 2. Schematyczna droga metali od gleby do miejsc zuzycia i/lub przechowywania w lisciach.
Pogrubione strzatki wskazuja etapy najwigckszego zainteresowania w dziedzinie tworzenia transgenicznych
fitoremediatoréw [6], zmodyfikowane

FIGURE 2. Diagram of trace of metal ions from soil to the place of using and/or storage within leaves. Bold
arrows indicate stages which are the most interesting for creating transgenic phytoremediators [6], modified

kontrolnymi [16]. Podobne niejednoznaczne wyniki uzyskuje si¢ transformujac rosliny
genem syntetazy fitochelatynowej. Wykazano zwigkszona tolerancje na jony kadmu
transgenicznych roslin tytoniu z nadekspresja PCS. U badanych roslin stwierdzono
rowniez zwigkszona akumulacje kadmu w pedach i korzeniach, szczegdlnie przy
podawaniu glutationu, ale wspolczynnik translokacji nie zmienial si¢ [48]. Nicotiana
glauca (tyton szary) z nadekspresja genu PCS, uzyskanego z rosliny bedacej
hiperakumulatorem Thlaspi caerulescens, akumulowal w swoich tkankach 24-krotnie
wigcej kadmu i ponad 36-krotnie wigcej otowiu. Transformowane rosliny tytoniu miaty
tez zdolno$¢ przezycia na bardziej zanieczyszczonych glebach niz 7 caerulescens [36].
Jednakze, w pozniejszych pracach innej grupy badawczej transgeniczny tyton z
nadekspresja genu PCS rzodkiewnika (4¢PCS) wykazywal zwiekszong tolerancje na
kadm, jednakze nie stwierdzono wyzszego poziomu akumulacji tego pierwiastka w
pedach i korzeniach transgenicznych roslin [14]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze
potencjalnie uzyteczne w fitoremediacji beda geny PCS, ale jedynie wybranych
gatunkow. Paradoksalnie w tytoniu nadekspresja At/PCS spowodowala nadwrazliwosé
transgenicznych roslin na kadm, a uzycie genu z Caenorhabditis elegans dato rosliny
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o zwigkszonej tolerancji na kadm [64]. Powody uzyskiwania tak roznych wynikow
pozostaja niejasne. W tym aspekcie bardzo ciekawych obserwacji dostarcza
doswiadczenie, w ktorym genem A¢PCS transformowano wezesne zarodki Danio renio
(danio pregowane). Takie zarodki byly odporniejsze na kadm niz kontrolne.
Doswiadczenie to potwierdza istotna rolg syntetazy fitochelatynowej w uzyskiwaniu
fenotypu odpornego na jony metali ciezkich [28].

Transgeniczny tyton z nadekspresjg trzech gendw, zaangazowanych w synteze
glutationu i fitochelatyn: acetylotransferazy seryny (EC 2.3.1.30), y-glutamylocysteiny
(y-ECS; EC 6.3.2.2) i PCS, nie wykazywatl zwigkszonej tolerancji na kadm w
pordwnaniu z roslinami kontrolnymi [62]. Pdzniejsze prace, w ktorych rzodkiewnik
transformowano genami kodujacymi y-ECS i PCS, wykazaly, iz transgeniczne rosliny
cechowatly si¢ zwigkszong odpornoscia na kadm i arsen, przy jednoczesnym pod-
wyzszeniu akumulacji tych jonéw w tkankach. Strategia ta wydaje si¢ by¢
obiecujacym narzgdziem fitoremediacji [18].

Szereg interesujacych rezultatow uzyskano analizujac transgeniczne rosliny z
nadekspresja genow kodujacych transportery metali cigzkich. Rodzina transporterow
ABC jest jedng z najwigkszych rodzin biatlek w organizmach zywych. U rzodkiewnika
jest okolo 130 biatek z tej rodziny. Transgeniczne rosliny A. thaliana z nadekspresja
drozdzowego genu kodujacego transporter YCF1 z rodziny ABC wykazywaly cechy
ro$lin przydatnych do fitoremediacji: (i) zwigkszong odpornos¢ na otdéw i kadm, (ii)
zwigkszong akumulacje kadmu w wakuoli, (iii) zwigkszong zawartos¢ otowiu i kadmu
w pedzie. Rosliny transgeniczne rosnace na pozywce zawierajacej jony olowiu mialy
bardziej zielone liscie, dtuzsze korzenie oraz wigksza biomase¢ w poréwnaniu z roslinami
kontrolnymi. Rosliny te byly bardziej odporne na jony metali ciezkich dzigki transportowi
tych jonow do organellum o niskiej aktywnosci metabolicznej, jakim jest wakuola,
wykazywaly wiec cechg niezbedna w fitoremediacji [54]. Podobne wyniki otrzymano
dla rzodkiewnika transformowanego genem AtATM3 (ang. A. thaliana ABC Trans-
porter of the Mitochondrion homolog). Transgeniczne rosliny wykazywaty
zwiekszong tolerancj¢ na kadm i olow oraz zwigkszong zawartos¢ kadmu i otowiu w
tkankach. Mutanty atatm3 byly bardziej wrazliwe na kadm, ale nie na otow [26].
Podobna zwigkszona odpornos¢ na kadm wykazywat transgeniczny tyton z nadeks-
presja ludzkiego genu hmrpl (ang. human multidrug resistance-associated protein)
kodujacego transporter z rodziny ABC. W tym przypadku nie stwierdzono zwigkszonej
akumulacji jonow Cd(Il) w tkankach transgenicznych roslin [65].

Transgeniczny rzodkiewnik z nadekspresja AtNrapm4 wykazywat niewielka
nadwrazliwos$¢ na jony kadmu w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego. Nie stwier-
dzono réwniez zwigkszonej akumulacji jonéw kadmu w tkankach transgenicznych
roslin [32]. Transgeniczny A. thaliana z nadekspresja AtNramp3 na pozywce
zawierajacej kadm miat wyraznie skrocone korzenie w pordwnaniu z roslinami
kontrolnymi [56]. Natomiast transgeniczne rosliny rzodkiewnika z nadekspresja
AtNrampl wykazywaly zwiekszong odpornos¢ na toksyczne stgzenie jonéw zelaza
w porownaniu z ros$linami kontrolnymi [11].

Gen AtHMA4, nalezacy do podrodziny ATPaz typu P, moze mie¢ potencjalne
zastosowanie w fitoremediacji. Transgeniczne rosliny z nadekspresja tego trans-
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portera wykazywaly zwigkszona odpornos¢ na cynk, kadm czy kobalt, a takze
zwiekszony wspdtczynnik translokacji zanieczyszczen z korzeni do pedu, co jest
istotnym aspektem procesu fitoremediacji. By¢ moze transformowanie roslin genem
AtHMA?2 przyniesie podobne obiecujace wyniki [61].

Badania dotyczace genow kodujacych biatka z rodziny ZIP doprowadzily do
otrzymania transgenicznego ryzu z nadekspresja OsZIP4, ktory akumulowat w
swoich tkankach wigksze ilosci cynku. Rosliny nie miaty zwigkszonego wspotczynnika
translokacji tego pierwiastka z korzeni do pedu [23]. Podobnie transgeniczny
jeczmien z nadekspresja AtZIP1 wykazywal zwiekszona akumulacje cynku [50].

Mimo ze fitoulatnianie jest technika fitoremediacyjna, budzaca najwigcej
kontrowersji, podejmuje si¢ proby uzyskania transgenicznych roslin zdolnych do
fitoulatniania rteci. W przypadku genu merA4 niemozliwe jest transformowanie roslin
genem bakteryjnym ze wzgledu na wysoka zawartos¢ par GC, co uniemozliwia
stabilng i wysoka ekspresje w tkankach roslinnych. Jednakze ukierunkowana
mutageneza tej sekwencji pozwolila na utworzenie wielu transgenicznych gatunkow
ro$lin zdolnych do fitoulatniania rteci. Transgeniczny tyton byt bardziej odporny na
jony rteci. Przy wysokim stg¢zeniu jondéw Hg w podlozu hodowlanym rosliny
transgeniczne kietkowaly i rosly bez zadnych widocznych uszkodzen tkanek, podczas
gdy czgs¢ roslin kontrolnych nie kielkowata na takim podtozu [20]. Podobnie odporne
rosliny uzyskano po transformacji genomu chloroplastowego tytoniu genami mer4 i
merB. Rosliny te byly zdolne do akumulacji znacznie wigkszych ilosci rtgci niz rosliny
kontrolne [22]. Transgeniczny rzodkiewnik z nadekspresja merC jest nadwrazliwy
na rtg¢, a nie wykazuje wrazliwosci na kadm, co wskazuje, ze u tych roslin MerC
jest funkcjonalnym i specyficznym transporterem jonow rteci [53]. Natomiast rzod-
kiewnik z ekspresja merP wykazywal zwickszona tolerancje na wysokie stezenie
jondéw rteci oraz kadmu i otowiu. Rosliny te wykazywaly rowniez zwigkszong
akumulacje¢ tych metali w tkankach w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi [21].
Wydaje sie, ze geny MerC i MerP moga by¢ istotnymi elementami w uzyskiwaniu
transgenicznych roslin zdolnych do fitoulatniania rteci.

4. PODSUMOWANIE/PERSPEKTYWY

W ostatnich latach gwaltownie wzrasta liczba publikacji dotyczacych roznych
technik fitoremediacyjnych, a w zwiazku z tym zostat dokonany ogromny postep w
zwiekszeniu efektywnosci i jakosci fitoremediacji. Jednakze, metoda ta, oprocz wielu
wspomnianych juz zalet, ma wiele niedoskonatosci: (i) jej wykorzystanie ogranicza
si¢ do powierzchniowych zanieczyszczen gleby i jest wolniejsza niz metody
mechaniczno-fizyczne, (ii) stwarza mozliwos¢ wejscia zanieczyszczen do fancucha
pokarmowego, (iii) mozliwy jest takze fitotoksyczny efekt zanieczyszczen [12]. Mimo
wad w polaczeniu ze spalaniem powstalej biomasy do produkcji ciepta lub elektrycz-
nosci fitoremediacja moze sta¢ si¢ jedna z najwazniejszych technik oczyszczania
srodowiska [46]. Nie ulega watpliwosci, ze dalszy postep w dziedzinie fitoremediacji
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wymaga badan z udzialem ekspertéw z wielu dziedzin nauki, takich jak: botanika,
fizjologia roslin, biochemia, geochemia, inzynieria rolnictwa, mikrobiologia czy
inzynieria genetyczna [4]. W $wietle istniejacych danych literaturowych oczywiste
jest, ze kluczem do sukcesu w tworzeniu roslin transgenicznych bedacych dobrymi
fitoremediatorami, jest zrozumienie mechanizméw naturalnej fitoremediacji. Niestety
mimo licznych badan mechanizmy te pozostaja w duzej mierze niepoznane. Do czasu
ich wyjasnienia jedynym narzedziem wydaje si¢ metoda prob i bledow [57]. Obecny
stan wiedzy sugeruje, ze oczyszczanie gleb na skalg przemystowa bedzie mozliwe
dzigki organizmom modyfikowanym genetycznie. Jednakze problemem jest nie tylko
uzyskanie takich roslin, ale takze konieczno$¢ zmian w istniejacym prawodawstwie
oraz przetamania niecheci opinii publicznej do organizméw transgenicznych [34].

Przytoczeniu kilku danych liczbowych pozwala na uzmystowienie sobie powagi
sytuacji: powierzchnia Unii Europejskiej to okoto 52 mln hektarow, z czego 16% to
tereny zanieczyszczone. Najbardziej zanieczyszczona jest potnocno-zachodnia czgsé
Europy, a takze tereny wokot aglomeracji miejskich. Szacuje sie, ze przez nastepnych
20-25 lat UE wyda nawet okoto 100 bilionéw euro na oczyszczanie najbardziej
zdegradowanych terendw. Dowodzi to koniecznosci wzmozenia intensywnosci badan
nad fitoremediacjg jako tanim i alternatywnym sposobem oczyszczania zdewasto-
wanych terenéw oraz ochrony terendw zagrozonych zanieczyszczeniami w najblizszej
przysztosci [38].
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