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Summary

Extensive contamination of the environment caused by heavy metals is one
of the many consequences of fast industrial development and civilizational
progress which started in the previous century and is still underway. Traditional
methods of removing heavy metals from the environment are very expensive
and invasive, therefore new and cheap methods are needed. High hopes are put
on the possibility of using plants in the process called phytoremediation. Some
plants have naturally adapted to life on soils with high heavy metal content. The
use of modern methods of molecular biology can be very helpful in obtaining
transgenic plants that would be able to take up and accumulate high amounts of
heavy metals.
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1. Wstep

Wiek XX przyniost nam niezwykle dynamiczny rozwoj w wie-
lu obszarach zycia, szczeg6lnie w dziedzinie nauki, co dato m.in.
efekt w postaci globalnego uprzemystowienia. Niestety, oprécz
niezwyktych osiagnieé, dokonaliSmy w minionych dziesieciole-
ciach réwniez ,niezwykiej”, jak na dotychczasowy dorobek
Homo sapiens, dewastacji srodowiska na Ziemi. Przyczynity sie do
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tego: szybki rozwoj gospodarczy, postep cywilizacyjny, rozwéj nowych technologii
i transportu samochodowego. Wiele obszaréw z okolic duzych aglomeracji i o$rod-
kéw przemystowych nie moze byé wykorzystanych w celach rolniczych lub rekre-
acyjnych ze wzgledu na zanieczyszczenie powietrza, wod i gleb m.in. metalami ciez-
kimi takimi jak: Cd, Pb, Cu, Zn, Co, Ni, Hg i inne. Podczas gdy zapobieganie uwalnia-
niu toksycznych zwiazkéw do otoczenia powinno by¢ naszym gtdwnym cetem, za-
nieczyszczenie Srodowiska naturatnego spowodowane przez dziatalno$¢ cztowieka
wcigz postepuje. Duze nadzieje wigze sie z moztiwoscig wykorzystania roslin do
oczyszczania Srodowiska w procesie zwanym fitoremediacjg. Wiele roslin naturalnie
przystosowato sie do wzrostu w warunkach podwyzszonego stezenia metali ciez-
kich w srodowisku. Te nazywamy metalofitami. Wytworzyly one r6zne mechanizmy
adaptacyjne do wzrostu w srodowiskach zanieczyszczonych metalami ciezkimi. Me-
chanizmy te polegajg m.in. na wydzielaniu przez korzenie nadmiaru pobranych jo-
néw, unieruchamianiu metali w $cianach komorkowych lub wakuolach, wigzaniu
toksycznych jonow metali ciezkich w nietoksyczne kompleksy ze sktadnikami che-
micznymi komorek. Najpowszechniejsza formg detoksykacji jondw metali ciezkich
u roslin jest ich wigzanie z biatkami i peptydami o charakterze metaloprotein, po-
dobnych do tych, ktére wczesniej wykryto u zwierzat. W tatach osiemdziesigtych in-
tensywnie badano mechanizmy detoksykacji jondw metali ciezkich i dokonano wie-
le obiecujacych odkry¢.

Poza tym w Srodowisku naturalnym wystepuje dos$¢ duza liczba (opisano ok. 400
gatunkéw) roslin ewolucyjnie przystosowanych do wzrostu na obszarach o podwyz-
szonym stezeniu jondéw metali ciezkich, zdolnych do ich hiperakumulacji. Organi-
zmy te wykazujg wysoka tolerancje na metale, tzn. gromadzg w suchej masie orga-
néw nadziemnych ponad 1% metalu (dla Zn, Mn), co odpowiada 10-100-krotnie wyz-
szej akumulacji w poréwnaniu do innych gatunkéw. Ponadto hiperakumulatorami
sg rosliny gromadzace >0,1% Ni, Co, Cu, Cri Pb oraz > 0,01% Cd w suchej masie
(1,2). Czesto jednak znalezione w $rodowisku naturalnym roéliny o charakterze hi-
perakumulatoréw nie sg idealnymi do fitoremediacji. Rosliny te sg rozetkowatego
pokroju, zazwyczaj matych rozmiardw, wolno rosng i produkujg niewielkg biomase.
Natomiast rosliny charakteryzujgce sie wysokim przyrostem biomasy zazwyczaj wy-
kazujg niska tolerancje na metale ciezkie oraz stabg zdolnos$¢ do ich akumulacji.
Rosliny przeznaczone do uzycia w procesie fitoremediacji powinny charakteryzo-
wac sie odpowiednia zdolnoscia do akumulacji metali i zdolnoscig ich transportu do
czesci nadziemnych. Rosliny, ktore tylko pobierajg metale z gleby, ale nie transpor-
tuja ich z korzeni do czesci nadziemnej, moga by¢ wykorzystane do tzw. fitostabili-
zacji zapobiegajacej rozprzestrzenianiu sie skazenia i zamiany skazonych obszaréw
na tereny rekreacyjne poprzez zmniejszenie biodostepnosci pierwiastkéw Slado-
wych w Srodowisku. Kolejnymi cechami wymaganymi w fitoremediacji sg: tolerancja
roslin na wysokie stezenie metalu, szybki przyrost i wysoka biomasa. Wazng cechg
jest takze tatwos¢ w zebraniu plonu stosowanych roslin (3). W przypadku oczysz-
czania $rodowiska wodnego, $ciekéw czy terendw podmoktych, stosuje sie metode
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zwang ryzoflltracja, w ktérej do hodowli wodnej uzywa sie korzeni roslin ladowych
adsorbujacych zanieczyszczenia. Ponadto istnieje mozliwos$¢ zastosowania roslin do
przeksztatcania toksycznych zwigzkéw, takich jak organiczna forma rteci, w mniej
szkodliwe, lotne pary Hg"* - moéwimy woéwczas o fitowolatilizacji, fitoewaporacji
lub fitoparowaniu. Nowoczesna biotechnologia roslin wykorzystuje wymienione wy-
zej cechy metalofitow i hiperakumulatoréw, oferujac duze mozliwosci konstruowa-
nia i zastosowania roslin transgenicznych, zdolnych do zwiekszonej akumulacji
i wigzania metali ciezkich. Wydaje sie, ze zastosowanie zaawansowanych metod
biologii molekularnej pozwoli w najblizszej przysztosci na pokonanie wielu z wy-
mienionych ograniczen. Modyfikacja cech u roslin tolerancyjnych na metale moze
pozwoli¢ na zwiekszenie biomasy, rozszerzenie tolerancji tych roslin na inne szko-
dliwe metale lub tez poprawienie zdolnosci akumulacyjnych roslin juz odpornych,
czy tez zwiekszenie ich biomasy oraz akumulacji w cze$ciach nadziemnych.

Fitoremediacja daje nadzieje na mozliwo$¢ przywrocenia obszaréw zanieczysz-
czonych metalami ciezkimi do stanu uzyteczno$ci rolniczej. Ze wzgledu na niski
koszt, technologia ta jest obiecujaca alternatywa dla technologii tradycyjnych, pole-
gajacych na mechanicznym usuwaniu tego typu zanieczyszczen (odkopywanie, zdej-
mowanie warstw gleby, pompowanie wody, czy wreszcie budowa i instalacja kosz-
townych urzadzen). Dodatkowo niektére metale zwigzane przez rosliny mogg zo-
sta¢ odzyskane przez proces recyklingu (ang. phytomining) (1).

2. Mechanizmy detoksykacji metali ciezkich w roslinach

Metale ciezkie takie jak Cu czy Zn sg niezbedne dla prawidtowego wzrostu i roz-
woju roslin, poniewaz stanowig sktadnik wielu enzymdw i innych biatek. Jednakze
podwyzszone stezenie metali ciezkich w glebie, zaréwno tych niezbednych jak nie-
koniecznych dla wzrostu roslin, moze prowadzi¢ do zahamowania wzrostu wigkszos-
ci roslin i do pojawienia sie symptomow toksycznosci.

Rosliny posiadaja pewien zakres potencjalnych mechanizméw komorkowych,
ktére moga by¢ zaangazowane w detoksykacje metali ciezkich i w ten sposob w to-
lerancje na stres przez nie wywotany. Mechanizmy te odgrywaja role w mikoryzie,
wigzaniu w $cianie komaérkowej, zewnatrzkomoérkowych wydzielinach; w zreduko-
wanym poborze lub pompowaniu jonéw metalu przez btone komdérkowg w celu
usuniecia ich z cytoplazmy; w chelatowaniu metali w cytozolu przez takie peptydy
jak fitochelatyny lub przez kwasy organiczne, aminokwasy; w naprawianiu biatek
zniszczonych w wyniku stresu (rola biatek szoku termicznego, metalotionein); oraz
w kompartmentacji metali do wakuoli przez przenos$niki zlokalizowane w tonoplas-
cie (4). W pracy tej skoncentrujemy sie blizej na mechanizmach detoksykacji metali
za pomocg takich zwigzkéw jak bogate w cysteine fitochelatyny i metalotioneiny,
a takze opisem wystepujacych u roslin mechanizmdw transportu jonoéw metali ciez-
kich do czesci nadziemnych oraz do przestrzeni cytoplazmatycznej czy do wakuoli.
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Szczegolnie interesujace jest wykorzystanie wiedzy o genach ktorych ekspresja de-
terminuje zwiekszong tolerancje roslin. Modyfikacje genetyczne w genach odpowie-
dzialnych za mechanizmy komorkowej obrony roélin na dziatanie jondéw podwyzszajg
celowo$¢ badan i ich zastosowanie w fitoremediacji.

OdpowiedzZ roslin na stres wywotany metalami ciezkimi polega m.in. na syntezie
specyficznych polipeptydéw o duzej zawartosci cysteiny, znanych jako metalotione-
iny (MTs) i fitochelatyny (PCs). Metalotioneiny sg bezpos$rednimi produktami genéw
natomiast fitochelatyny i ich homologi syntetyzowane sg na drodze enzymatycznej
z glutationu i jego homologow.

Fitochelatyny sa rodzing peptydéw o ogolnej strukturze: (y-Glu-Cys)n-Gly, gdzie
n = 2 do 11. Substratem do syntezy fitochelatyn jest glutation (GSH), tripeptyd zbu-
dowany z kwasu L-glutaminowego, L-cysteiny i L-glicyny, gdzie kwas L-glutaminowy
potgczony jest z cysteing wigzaniem y-karboksyamidowym. Enzym syntetyzujgcy fi-
tochelatyny, aktywowany jonami metalu - syntaza fitochelatynowa [E.C. 2.3.2.15]
(transpeptydaza dipeptydu y-Glu-Cys) przenosi ugrupowania y-Glu-Cys z czasteczki
donorowej GSH na czasteczke akceptorowa GSH tworzac w ten sposéb fitochelaty-
ny réznej diugosci - PC2, PC3, PC4 itd.

Synteza fitochelatyn zalezna jest zatem od dostepnosci glutationu w komorce
jako substratu. Synteza samego glutationu natomiast zalezna jest od obecnosci ami-
nokwasOw wchodzacych w jego sktad. Szczegdlne znaczenie odgrywa tutaj cyste-
ina, ktora stanowi wiekszg czes¢ sktadu aminokwasowego fitochelatyn i dzieki
obecnosci grup -SH odgrywa podstawowg role w mechanizmie detoksykacji jonow
metali ciezkich.

W badaniach nad roslinami Brassica juncea (gorczyca sarepska) wykazano, ze aku-
mulacji Cd towarzyszy szybka indukcja biosyntezy fitochelatyn, a zawartos¢ PCs jest
teoretycznie wystarczajaca, by skompleksowac caly pobrany przez rosliny Cd. Me-
chanizm ten chroni proces fotosyntezy, ale nie zapobiega spadkowi stopnia transpi-
racji (4). Natomiast mutanty cadl Arabidopsis thaliana nie syntetyzowaty PCs i byly
nadwrazliwe na dziatanie Cd i Cu (5).

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych syntazy fitochelatynowej z réznych or-
ganizmoéw: roslin Arabidopsis, pszenicy, drozdzy S. pombe, i nicienia C. elegans wska-
zuja na duze podobienstwo tych biatek. Domena N-terminalna tego biatka wykazuje
dos¢ spora konserwatywno$é. Okoto 40% sekwencji biatka syntazy fitochelatynowej
u tych 4 organizméw jest identyczne. Mimo braku pokrewienstwa miedzy tymi ga-
tunkami mechanizm obrony przed toksycznym dziataniem jonéw metali ciezkjch
jest taki sam. Budowa tego enzymu jest bardzo podobna, a mechanizm dziatania
identyczny. Domena C-terminalna mimo braku homologii w kazdym przypadku po-
siada liczne powtdrzenia par cysteiny, ktore petnig role czujnika wigzacego jony
metali i przenosi je do miejsca katalitycznego enzymu znajdujacego sie w domenie
N-terminalnej (6,7).

Niektére metale takie jak cynk czy miedZ sg mikroelementami niezbednymi dla
metabolizmu komdrkowego. Mogg one jednak by¢ toksyczne dla komoérki tak samo
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redukcyjna asymilacja

Glu + Cys e<- SO:

yECS cad2
Atp - sulfurylaza

SAT OAS-TL
y-Glu-Cys+Gly

GS

y-Glu-Cys+Gly
PCS cadl

Fitochelatyny (PCs)

Rys. Schemat syntezy fitochelatyn. glu -
glutaminian, cys - cysteina, gly - glicyna,
GSH - glutation, y-ECS - syntetaza y-glutamy-
locysteinowa, GS - syntetaza glutationowa,
PCS - syntaza fitochelatynowa; oraz geny
zwigzane z tolerancjg na kadm; cadl i cad2 -
geny Arabidopsis timliana-, hmtl - gen biatka
transportujagcego kompleksy LMW PC-Cd z droz-
dzy, (wedtug |6], zmodyfikowane).

jak metale ciezkie (kadm, otow) jesli sa w nadmiernym stezeniu. Dla utrzymania
rownowagi w stezeniu tych metali wszystkie organizmy indukujg synteze nisko-
czasteczkowych biatek bogatych w cysteine nazywanych metalotioneinami (8,9).

Metalotioneiny (MT) zostaty wykryte po raz pierwszy ponad 40 lat temu jako ni-
skoczasteczkowe biatka wigzace jony Cd obecne w nerce konskiej (10,11). Od tego
czasu biatka MT i ich geny odkryto w réznych organizmach: od zwierzat poprzez
rosliny az do prokariotow, np. Synechococcus. Zawieraja one duzg liczbe reszt cyste-
iny, ktére wigza jony réznych metali za pomoca wigzan merkaptydowych (11). Ze
wzgledu na rozmieszczenie reszt cysteinowych w czasteczce metalotioneiny zostaty
odpowiednio sklasyfikowane (12). Klasa | MT zawiera 20 reszt cysteinowych o wyso-
kiej konserwatywnosci i opiera si¢ na ssaczych metalotioneinach. Klasa Il MT zawie-
ra natomiast te MT, ktore nie posiadajg scistego rozmieszczenia reszt cysteiny i zali-
cza sie do niej metalotioneiny wykryte u roslin, grzybéw oraz zwierzat bezkrego-
wych. Czesto takze wymienia sie fitochelatyny (PCs) jako trzecig klase metalotione-
in. Pozniejsze odkrycie i wyizolowanie wielu genéw MT z roslin spowodowato, ze
klasa 1l rodlinnych metalotionein zostata podzielona na typy w oparciu na sekwen-
cjach aminokwasowych. Poczatkowo powstaty dwa typy metalotionein Typ 1 i Typ 2
na bazie rozmieszczenia reszt cysteiny w tych biatkach, natomiast po pewnym cza-
sie w wyniku duzego wzrostu liczby poznawanych genéw roslinnych MT dodano ko-
lejne kategorie: Typ 3 i Typ 4 (13).
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Typ | metalotionein zawiera powtarzajacy sie szesciokrotnie motyw Cys-Xaa-Cys
(gdzie Xaa jest aminokwasem innym niz cysteina) rozdzielony jednakowo na dwie
domeny. U wiekszosci MTI domeny te oddzielone sg 40-aminokwasowym odcin-
kiem zawierajgcym takze aminokwasy aromatyczne. Duza przerwa pomiedzy dome-
nami jest charakterystyczna dla roslinnych MT, a domeny bogate w cysteine u pozo-
statych MT sg oddzielone odcinkiem krétszym niz 10 aminokwasow i nie zawierajg
aminokwasow aromatycznych. Typ 2 MT réwniez zawiera dwie domeny bogate
w cysteine, oddzielone okoto 40-aminokwasowym odcinkiem, jednak pierwsza para
cystein wystepuje jako motyw Cys-Cys w pozycji 3 i 4 biatka. Na koiAcu domeny
N-terminalnej bogatej w cysteine wystepuje ponadto motyw Cys-Gly-Gly-Cys. Typ 3
MT zawiera tylko 4 reszty cysteiny w N-terminalnej domenie, natomiast typ 4 MT
jest inny od pozostatych roslinnych metalotionein i posiada trzy domeny bogate
w cysteine, z ktérych kazda posiada 5 lub 6 konserwatywnych reszt cysteiny oddzie-
lonych przez 10 do 15 innych aminokwasow (11). Wyizolowana z pszenicy metalo-
tioneina Ec typu 4 zostata oczyszczona jako biatko zwigzane z cynkiem i byt to
pierwszy dowod na to, ze rosliny zawierajg oprécz fitochelatyn takze metalotione-
iny jako ligandy bogate w cysteine wigzgce metale (14). Wielu odkryciom doty-
czacym genoéw roslinnych MT i cDNA kodujacych MT nie towarzyszy réwnoczesne
poznanie mechanizmoéw ekspresji tych gendw i rozmieszczenia MT dlatego tez cze-
sto méwi sie o genach podobnych do genéw metalotionein (ang. metallothionein-like
genes). Wynika to z trudnosci jakie nastreczajg badania nad metalotioneinami in
piania spowodowane ich tatwoscig utleniania sie w obecnosci tlenu. Czesto wias-
ciwosci metalotionein bada sie poddajac roslinne metalotioneiny ekspresji w ko-
morkach bakteryjnych. Ekspresja metalotioneiny PsMTa typu ! z grochu w komor-
kach E. coli prowadzita do syntezy biatka wigzacego Cu, Cd i Zn z najwiekszym powi-
nowactwem do Cu, Badania te dostarczajg informacji o biologicznej funkcji MTjaka
jest wigzanie metali, mimo ze zostaty zsyntetyzowane poza organizmem roslinnym.
Ekspresje genéw MT u roslin wykazano podczas kietkowania nasion. Geny metalo-
tionein typu 4 zawierajg promotor z sekwencjg homologiczng do elementu odpo-
wiedzi na ABA (AEA-response element) i ich ekspresja jest regulowana przez ABA (15).
Kawashima i inni (16) zaproponowali, ze takie specyficzne dla embriogenezy meta-
lotioneiny stanowig rezerwuar cynku, niezbednego podczas kietkowania.

Poziom ekspresji gendw metalotionein zmienia si¢ wraz z rozwojem rosliny.
Stwierdzono na przyktad u Brassica napus silny wzrost poziomu RNA dla metalotio-
neiny typu | w starzejacych sie lisciach (17), co potwierdzono réwniez u Arabidopsis
i ryzu (18,19).

Metalotioneiny chronig organizmy zwierzat przed toksycznym dziataniem metali
(20), natomiast u roslin funkcje te spetniajg gtéwnie fitochelatyny. Trudno jest stwo-
rzy¢ jednolity model dla funkcji roslinnych metalotionein na podstawie dostepnych
danych jednak wyniki doswiadczalne potwierdzajg hipoteze, ze metalotioneiny sg
zaangazowane w tolerancje na miedz i utrzymanie homeostazy tego pierwiastka
u roslin. Niektdre roslinne MT sg funkcjonalnymi biatkami wigzacymi Cu, u ktdérych
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ma miejsce indukowana przez Cu ekspresja gendw metalotionein. Geny MT typu |
sg indukowane przez jony miedzi u Arabidopsis, ryzu, pszenicy i tytoniu (19,21-23).
Ekspresja genow Typu | metalotionein jest takze indukowana przez szereg innych
czynnikéw stresowych, jak np. aluminium, kadm, glodzenie oraz szok termiczny
(19). Snowden i inni (22) stwierdzili u pszenicy i ryzu, ze geny metalotioneiny mogg
ulegac ekspresji stanowiac czes¢ ogdlnej odpowiedzi roslin na stres.

Poznanie funkcji MT u roslin wymaga jeszcze wielu badan. Nie otrzymano dotad
mutantéw Arabidopsis pozbawionych MT, tak jak to wykonano dla gendw syntazy fi-
tochelatynowej, co pozwolitoby na okreslenie blizej ich funkcji.

Bardzo waznym mechanizmem regulujgcym odpornos¢ roslin na metale ciezkie
jest ich transport przez btony do komorki. Btona komoérkowa moze by¢ uwazana za
pierwszg ,,zywg” strukture bedacg celem dla toksycznych jonéw metali ciezkich.
W obecnosci jondw metalu w wysokim stezeniu, szczegélnie Cu, moze dojs¢ do
zwiekszonego wycieku z komorek, co powoduje zniszczenie btony. Wynika to
z roznorodnych mechanizmow, takich jak utlenianie i sieciowanie tioli biatek, inhi-
bicja podstawowego biatka btonowego H+-ATPazy, czy zmian w skladzie i ptynnosci
lipidéw btonowych. W badaniach przeprowadzonych na korzeniach stonecznika
i pszenicy wykazano, ze bezposredni wptyw na blone plazmatyczng maja jony Cu
i Cd, ktére poprzez inhibicje pompy H+-ATPazowej prowadza do jej zwiekszonej
przepuszczalnosci (4).

Tolerancja rosliny na metale ciezkie moze zatem polega¢ réwniez na ochronie
integralnosci btony poprzez zwiekszony wyptyw substancji rozpuszczonych z ko-
morek. jednak, jak dotad, jest zbyt mato dowoddéw potwierdzajacych ten fakt. In-
nym czynnikiem zaangazowanym w utrzymanie integralnosci btony w obecnosci
metali moze by¢ wzmocnienie mechanizmu naprawczego po zniszczeniu blony.
Duzg role odgrywaja tu biatka szoku cieplnego lub metalotioneiny (4).

Alternatywng strategig kontrolowania wewnatrzkomorkowego poziomu metali
jest ich aktywny wyptyw. Istnieje wprawdzie mato dowodéw na funkcjonowanie
tego procesu w roslinach (wiekszo$¢ badan przeprowadza sie na drozdzach, ktére
sg homologiczne pod wzgledem pewnych struktur w stosunku do ssakéw i roslin).
W komorkach bakterii i zwierzat to ,,wypompowywanie” jon6w uwaza sie za pod-
stawe systemu obronnego. Zaangazowane sg W nim ATPazy typu P i przenosniki
typu kation/ H+ (na zasadzie antyportu), a dotad zidentyfikowano systemy pom-
pujace jony Cu, Cd, Zn, Co i Ni (4). Brak dotad bezposrednich dowoddéw na istnienie
przeno$nikdw btonowych metali ciezkich w roélinach, ale w badaniach wykazano,
ze posiadajg one kilka klas transporterow metali, ktére sg zaangazowane w pobor
jonéw i homeostaze metali, odgrywajacych podstawowg role w tolerancji roslin na
metale. Zidentyfikowano CPx-ATPazy, rodzine przenosnikow Nramp, rodzine CDF
(ang. cation diffusion facilitator), rodzine ZIP i inne (4).

Rodzine Nramp (ang. Natural resistance associated macrophage proteins - biatka
naturalnej odpornosci zasocjowane z makrofagami, TC 2.A.55) podzielono na dwie
grupy. Do pierwszej naleza: AtNrampl (odgrywajace role w homeostazie jonow
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Zelaza) i OsNrampl (24). Druga grupe reprezentuja przenosniki AtNramp2-5 oraz
OsNramp2. W przypadku AtNramp3 i AtNramp4 réwniez stwierdzono zwigzek z po-
bieraniem jonoéw zelaza (25), ponadto nadekspresja genu AtNramp3 doprowadzita u
Arabidopsis thaliana do nadwrazliwosci na Cd"+, zwigzanej ze zwiekszonym pobo-
rem jonow kadmu (4).

Wywolujac ekspresje genu pochodzacego z genomu pszenicy kodujgcego prze-
nosnik LCTI (TC 9.A.20) w komorkach drozdzy Clemens i in. (26) wykazali, ze LCTI
odpowiada prawdopodobnie za wzmozony pobor Cd*+ oraz Ca’+.

Kampfenkel i in. (27) sklonowali w komorkach Saccharomyces cerevisiae cDNA Kko-
dujacy transporter jonéw miedzi COPTI, pochodzacy z Arabidopsis thaliana. W tkan-
ce korzeni rzodkiewnika nie zidentyfikowano jednak mRNA dla tego genu.

Wymieniona rodzina przenosnikéw ZIP (ang. ZRT, IRT Related Proteins - biatka
spokrewnione z produktami genéw ZRT, IRT; TC 2.A.5 zgodnie z systemem Kklasyfi-
kacji transporterow btonowych (28)), spetnia role w transporcie Fer+ i Zn™+ u licz-
nych eukariontéw. Pierwszym wyizolowanym przedstawicielem byt gen IRTI
z Arabidopsis thaliana (29), ktérego transkrypcja indukowana jest w warunkach defi-
cytu Fe, a hamowana w komérkach zaopatrzonych w Fe. Stwierdzenie to potwier-
dza fakt, ze pobieranie Cd ulega podwyzszeniu w siewkach grochu w warunkach de-
ficytu Fe (30). IRTI wykazuje rowniez aktywnos¢ transportu jondw Mn™, Zn+ oraz
prawdopodobnie Cd*+ (29,31).

Nastepnym zidentyfikowanym przedstawicielem tej rodziny jest przenosnik ZIPI
- 3 oraz ZIP4 wykazane w Arabidopsis thaliana. W stosunku do transporteréw w ko-
morkach drozdzy (ZRTl - 2) roslinne ZIPI - 3 wykazuja podobng aktywno$¢ po-
bierania Zn"+ (zblizone wartosci Km w zakresie nanomolarnym). Ulegaja one ponad-
to ekspresji gtéwnie w komorkach korzenia w warunkach niedoboru Zn, co potwier-
dza ich role w pobieraniu jonow tego metalu. ZIP4 ulega podwyzszonej ekspresji
zaréwno w tkankach korzenia, jak i pedu rosliny hodowanej z niedoborem Zn (2).
Dzieki tym odkryciom znaleziono inne roélinne homologi transporteréw ZIP, takie
jak ZNTI z hiperakumulatora Zn/Cd Thiaspi caerulescens, o podobnej sekwencji genu
do ZIP4. Podwyzszona ekspresja ZNTI w tym hiperakumulatorze prowadzita do pre-
ferencyjnego pobierania jondéw Zn i obnizenia powinowactwa pobierania jonéw
Cd (4).

Arazi i in. (32) zidentyfikowali w roslinach Nicotiana tabacum zwigzane z btong
cytoplazmatyczng biatko NtCBP4, (ang. Nicotiana tabacum calmodulin binding protein)
- biatko wiazace kalmoduline, o charakterze nieselektywnego kanatu kationowego
regulowanego przytaczaniem kalmoduliny i prawdopodobnie cyklicznych monofos-
foranéw nukleotydéw (cNMP). Biatko to uczestniczyto w regulacji tolerancji roslin
na metale ciezkie. Nadekspresja genu tego biatka powodowata podwyzszenie tole-
rancji na Ni*+ i jednoczesnie wzrost wrazliwosci na Pb”+. Tolerancja na jony Ni byla
powigzana ze zredukowang ich akumulacjg w roslinie, a wzrost wrazliwosci na Pb
z podwyzszong akumulacjg Pb w pedzie rosliny transformowanej genem biatka
NtCBP4.
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Oprdcz przeno$nikdw w btonie cytoplazmatycznej, duzg role w mechanizmie to-
lerancji odgrywa réwniez transport, np. kompleksow fitochelatyn i Cd do wakuoli.

W drozdzach S. pombe zidentyfikowano biatko o charakterze przenosnika typu
ABC (TC 3.A.1) o nazwie HMTI. Zlokatizowane jest ono w btonie wakuolarnej i jest
odpowiedzialne za zalezny od ATP i jon6w magnezu, a hamowany wanadem tran-
sport kompleksow PC-Cd i apo-PCs (33). Nie znaleziono dotad homologéw biatka
HMTI w roslinach, jednak udato sie wykaza¢ podobng aktywnos$¢ transportu w ko-
morkach korzeni owsa (34). W prowadzonych innych badaniach na drozdzach
S. cerevisiae zidentyfikowano w Arabidopsis sekwencje podobne do ludzkiego biatka
MRP (ang. mu/f/ - drug resistance - associated protein), bedgcego homo\og\em prze-
nosnika typu ABC o nazwie YCFI pochodzacego z drozdzy. Prawdopodobnie te ros-
linne przenosniki AtMRPs petnig role w transporcie komplekséw PC-Cd przez tono-
plast (35). Same kompleksy fitochelatyn wystepujg w dwoch formach w komorkach
roslin. LMW (o niskim ciezarze czasteczkowym) i HMW (0 wysokim ciezarze czas-
teczkowym); te ostatnie stanowig gtéwng forme jonéw kadmu deponowanych w ob-
rebie wakuoli. Alternatywng drogg sktadowania Cd"+, jest najprawdopodobniej wy-
kazany w komorkach korzenia owsa transport antyportowy Cd*+/H+ (36). Odpowia-
da by¢ moze za niego to samo biatko, ktore reguluje antyport Ca™+/H+ do wakuoli,
na co wskazujg podobne wartosci = 55 pM (2). Aktywno$¢ zaleznego od pH
transportu Ca”+/H+ przypisuje sie wakuolarnym przeno$nikom CAXL i CAX2 z Arabidopsis
(TC 2.A.19). CAX1 i CAX2 roznig sie powinowactwem do jonéw Ca™+, CAX1 wykazu-
je wysokie powinowactwo (Km =13,1 pM), natomiast CAX2 niskie powinowactwo
(Km >100 pM). Poniewaz Km dla CAX2 jest zbyt wysokie nie moze on utrzymywac
stezenia jonéw Ca™+ na odpowiednim poziomie. Autorzy zaproponowali dla CAX2
funkcje antyportera o wysokim powinowactwie i wysokiej wydajnosci w stosunku
H+/kationy metali ciezkich, co potwierdza jego role w antyporcie Cd*+/H+ (37).

Roéwniez u Arabidopsis, zidentyfikowano inny, przypuszczalnie tonoplastowy
przeno$nik - ZAT, nalezacy do rodziny CDF (TC 2.A.4), homologiczny do ssaczych
transporteréw ZnTs. W samym genomie roslinnym znaleziono jeszcze dwie dodat-
kowe sekwencje o podobnym znaczeniu. Na podstawie badan przypuszcza sie, ze
biatko ZAT petni role w regulowaniu stezenia Zn"+ (2).

3. Rodliny transgeniczne z nadekspresja gendw metalotionein

Poznanie gendéw metalotionein roslinnych pozwolito na uzyskanie roslin trans-
genicznych o podwyzszonej tolerancji na dziatanie metali.

Liu i wsp. (38) wprowadzili gen metalotioneiny (MT) uzyskany z Nicotiana glutinosa
za pomoca wektora pMBPI do Agrobacterium tumefaciens i transformowali nim rosli-
ny tytoniu. Uzyskano rosliny transgeniczne zawierajgce gen MT trwale zintegrowa-
ny z genomem jadrowym. Ros$liny tytoniu poddano stresowi wywotanemu przez
jony kadmu. Rosliny kontrolne (nietransgeniczne) rosnace na pozywce zawierajacej
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tylko 10 |LtM CdS04 wykazywaly chloroze lisci, a ich wzrost byt znaczaco ograniczo-
ny przy stezeniu CdS04 100 pM. Przy stezeniach powyzej 200 pM CdS04 ro$liny
kontrolne bardzo szybko robity sie blade i ostatecznie zamieraty. W przypadku ros-
lin transgenicznych okoto 60% z 90 testowanych, rosngcych na pozywce zawie-
rajacej 50 pM CdS04 rozwijato sie normalnie. Tylko u dwdch roslin stwierdzono za-
hamowanie wzrostu. Na pozywce zawierajgcej 100 pM CdS04 liczba nie uszkodzo-
nych roslin transgenicznych spadta do okoto 20%, a liczba roslin o silnie zahamowa-
nym wzroscie wzrosta do okoto 20%. Przy stezeniu 200 pM okoto 30% zmodyfikowa-
nych roélin tytoniu nie bylo uszkodzonych, wszystkie z nich wykazywaty normalny
wzrost. Transformanty wykazaty zwiekszong tolerancje na kadm na pozywce zawie-
rajagcej az 200 pM CdS04, podczas gdy rosliny kontrolne wykazaty chloroze na po-
zywce z 10 pM CdS04 i ich wzrost byt znaczaco zahamowany przy stezeniu 100 pM
Cdsoa4.

Hasegawa i in. (39) otrzymali transgeniczne rosliny Brassica oleracea, w ktérych
ekspresji ulegat gen drozdzowy CUPL kodujacy metalotioneine drozdzowa. Rostiny
te toterowaty 400 pM stezenie Cd, podczas gdy rosliny dzikiego typu nie byty w sta-
nie rozwijac¢ sie w srodowisku hydroponicznym w stezeniu Cd wyzszym od 25 pM.
Osobniki transgeniczne akumulowaty o 10-70% wiecej Cd w gérnych lisciach (przy
50 pM Cd) niz rosliny nietransformowane, rosnace przy 25 pM Cd. Wyniki te wska-
zuja, ze jest mato prawdopodobne, aby podwyzszona tolerancja na Cd u transfor-
mantéw byla konsekwencjg wykluczania Cd z lisci. Zatem nadekspresja MT moze
doprowadzi¢ do wzrostu tolerancji rosliny na specyficzne metale, np. Cd czy Cu (5).

4. Modyfikacje gendéw kodujacych enzymy szlaku biosyntezy fitochelatyn

Dostepnosé poszczeg6lnych substratéw na kolejnych poziomach warunkuje syn-
teze fitochelatyn i determinuje w ostatecznosci odpowiedzZ rosliny i jej odpornos¢
na dziatanie jondw metali ciezkich. Fitochelatyny jako ostatni produkt na drodze
odpowiedzi roslin na toksyczne dziatanie metali ciezkich sg syntetyzowane z gluta-
tionu. GSH jest natomiast syntetyzowany w dwustopniowej reakcji przez ATP-zalez-
ne enzymy, syntetaze y-glutamylocysteinowg i syntetaze glutationowa. Reakcja ta,
jak sie wydaje, jest wysoce regulowana na poziomie transkrypcji i translacji jak
i przez sprzezenia zwrotne kontrolujgce dziatanie syntetazy y-EC przez GSH. Jed-
nym z czynnikéw regulujgcych biosynteze GSH jest dostepnos¢ cysteiny, a w dalszej
konsekwencji z redukcyjng asymilacjg siarczanéw w roslinach. Wykazano, ze egzo-
genne dodanie cysteiny powoduje wzrost stezenia GSH (40). Ostatnim etapem syn-
tezy cysteiny jest katalizowana przez 0-acetyloseryno(thiol)liaze (OASTL) reakcja
wiaczenia siarki do czasteczki 0O-acetylo-L-seryny. Ta z kolei jest produkowana
przez acetylacje L-seryny katalizowang przez acetylotransferaze seryny (SAT). Oba
enzymy wykazujg aktywnos$¢ w trzech kompartmentach komérkowych zaangazowa-
nych w synteze biatek: cytoplazmie, chloroplastach i mitochondriach (41). Ostatnio
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wykazano, ze gen Atcys-SA kodujacy cytoplazmatyczng izoforme OASTL zArobidopsis
Jest regulowany przez stres solny i hormon roslinny - kwas abscysynowy.

Dominguez-Solis i in. (42) prowadzac do$wiadczenia na roslinach Arabidopsis
rosngcych na pozywce zawierajacej sole kadmu dowiedli, ze rosliny te wykazywaty
7-krotnie wyzszy poziom transkrypcji genu Atcys-3A w lisciach w poréwnaniu do ros-
lin nie traktowanych kadmem. Maksymalny poziom indukcji obserwowano po
18 godzinach od dodania kadmu, a znaczacy wzrost akumulacji RNA obserwowano
juz po | godzinie.

Rosliny Arabidopsis poddano transformacji w celu uzyskania nadekspresji genu
Atcys-3A uzywajac do tego celu Agrobacterium. Peinej dtugosci cDNA dla Atcys-3A
potagczono w orientacji sensownej z promotorem 35 S wirusa mozaiki tytoniowej
w celu uzyskania konstytutywnej ekspresji genu. Analiza northern roélin transfor-
mowanych pokazata, ze nastgpit 9-krotny wzrost akumulacji mRNA dla Atcys-3A
w jednej z linii w stosunku do roslin kontrolnych. Rosliny transformowane wykazy-
waly rowniez wzrost aktywnosci OASTL w ekstraktach z lisci. Transformowane linie
roslin rosngce na 250 pM CdCl2 wykazaty wyzszy poziom ekspresji genu Atcys-3A
i byty zdolne do kietkowania i wzrostu na takiej pozywce. Rosliny kontrolne trans-
formowane plazmidem pBIlI21 kietkowaly stabo w obecnosci metalu, a te rosliny,
ktére zdotaty wytworzy€ liscienie zginety po 5-7 dniach. Roéliny z nadekspresjg
Atcys-3A akumulowaty 72% wiecej kadmu w stosunku do rosdlin kontrolnych.

Harada i in. (43) uzyskali transgeniczne rosliny tytoniu wprowadzajac do nich gen
syntazy cysteinowej RCSI z ryzu (Oriza sativa). Badali oni aktywnos$¢ enzymu syntazy
cysteinowej (CS) u roslin kontrolnych i transformowanych zaréwno przed jak i po trak-
towaniu kadmem. Aktywno$¢ CS w warunkach bezstresowych byta od 1,8 do 3-krotnie
wyzsza u badanych linii transgenicznych niz u roélin kontrolnych. Po traktowaniu kad-
mem przez tydzien aktywno$¢ CS wzrosta 2-krotnie u roélin kontrolnych natomiast
u jednej z linii transgenicznych 1,5-krotnie. Badano rowniez poziom fitochelatyn, GSH
i cysteiny. Poziom GSH i cysteiny u roélin transgenicznych byt znaczgco wyzszy niz
u roslin kontrolnych rosngcych w warunkach bezstresowych. Nie wykryto natomiast
u zadnych roslin w tych samych warunkach niskoczasteczkowych fitochelatyn (PC2
i PC3). Po traktowaniu Cd w stezeniu 0,1 mmol/L zawartos¢ cysteiny wzrosta w obu ty-
pach roslin. Poziom GSH nie zmieniat sie znaczaco w badanych roslinach nawet po
3 tygodniach traktowania kadmem, lecz mimo to u jednej z linii transgenicznych po-
czatkowy poziom GSH byt 2-krotnie wyzszy niz u pozostatych roslin. Niskoczasteczko-
we fitochelatyny pojawity sie po traktowaniu roslin kadmem u obu typow roslin i po
pierwszym tygodniu ich poziom byt taki sam zaréwno u roélin kontrolnych jak i u roélin
transgenicznych, natomiast po 3 tygodniach byt znacznie wyzszy u roélin transgenicz-
nych. Zawarto$¢ kadmu w rodlinach transgenicznych na gram $wiezej masy byta okoto
20% nizsza niz u roslin kontrolnych, lecz catkowita zawartos¢ byta 1,8-krotnie wyzsza co
wynika z wigkszej objetosci biomasy spowodowanym szybszym tempem wzrostu.

Etapy biosyntezy cysteiny, czyli substratu limitujgcego poziom GSH w komorce,
sa bardzo podobne u bakterii i rodlin. Dzieki temu mozliwe jest zwiekszenie pozio-
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mu cysteiny u roélin przez zwiekszenie aktywnos$ci SAT (acetylotransferaza seryny),
enzymu biorgcego udziat w syntezie tego aminokwasu poprzez wprowadzenie bak-
teryjnego genu kodujgcego ten enzym. Blaszczyk i in. (44) wprowadzili bakteryjny
gen cyskE z E. coli kodujacy SAT do roétin tytoniu. Uzyskati oni grupe transgenicznych
rolin posiadajacych bakteryjny gen SAT w chloroplastach oraz grupe roslin z ge-
nem SAT w cytoplazmie. Bakteryjny SAT jest hamowany przez cysteine przez sprze-
zenie zwrotne (45). Aby zminimalizowac ten efekt uzyto oprécz dzikiego szczepu
takze mutanta niewrazliwego na te inhibicje (46). Aktywno$¢ SAT u badanych grup
roslin transgenicznych $rednio byla wyzsza 2 do 3-krotnie w poréwnaniu do roslin
kontrolnych. Znaleziono réwniez jedng rosline, u ktérej aktywnos¢ SAT byla
15-krotnie wyzsza od kontroli. Rdwniez poziom cysteiny i GSH u tych roslin bybdo
3-krotnie wyzszy w poréwnaniu z rodlinami kontrolnymi. Doswiadczenia te poka-
zuja, Ze nadekspresja genu (cysE) kodujgcego enzym SAT uczestniczacego w Synte®
zie cysteiny powoduje w rezultacie podwyzszenie zawartosci zarowno cysteiny jak
i GSH.

Bardzo uzyteczng i pppulqmq_rpéline}(pzyjA"ana w fitpremediagjj jest tpppla (Popu\us
sp  Drzewo to charakteryzuje sie'szybkim przyrostem, duzg biomasg | wysoka tole-
rancjg na zanieczyszczenia $rodowiska. Roslina ta jest tez czesto obiektem badan
stanowigc potencjalne narzedzie do oczyszczania Srodowiska. Rennenberg i Will
(47) prowadzili badania na hybrydowej topoli (Populus tremula X Populus alba), INRA
klon 717 1-B4. Rosliny typu dzikiego i rosliny transgeniczne z nadekspresja bakte-
ryjnych genéw y-ECS i GS w cytoplazmie poddane byty stresowi wywotanemu przez
bardzo wysokie (5 mM) stezenie jonéw kadmu (w postaci CdCI2). Zaobserwowano”
wczesniej, ze u innych gatunkow zawartos¢ glutationu w korzeniach spadata w od-
powiedzi na obecnos$¢ Cd (48). Poczatkowy poziom GSH w korzeniach roélin trans-
genicznych topoli z nadekspresja y-ECS byt ponad dwukrotnie wyzszy w poréwna-
niu do roslin typu dzikiego lub roslin z nadekspresja GS. Po 5 dniach ekspozycji ros-
lin na kadm obserwowano podobny, relatywnie niski poziom GSH zaréwno u rostin
transgenicznych jak j u rodlin kontrolnych. Niski poziom fitochelatyn, gtéwnie PG,
obserwowano u wszystkich linii topoli przed traktowanienVroslin kadmem. Poziom
fitochelatyn po pieciu dniach ekspozycji na kadm byt ponad dwukrotnie wyzszy
w korzeniach rostin z nadekspresjg y-ECS niz u roslin kontrolnych i z nadekspresja
GS. Rosnacy poziom PC byt skorelowany ze zwiekszajgcym sie poziomem kadmu
w Korzeniach. Po pieciu dniach silnego dziatania kadmu na roéliny obserwowano
uszkodzenie roslin zaréwno transgenicznych jak i kontrolnych. Po siedmiu dni-ach
réznice we wrazliwosci na kadm nie byty juz zauwazalne. Rosliny topoli z nadeks-
presja GS uzyte w tym eksperymencie nie wykazywaty zwiekszonego poziomu GSH
i PC pod wptywem dziatania kadmu. W przeciwienstwie do tych rezultatéw Zhu i in.
(49) wykazali u roslin gorczycy sarepskiej {Brassica juncea) poddanych dziataniu jo-
noéw Cd, ze ekspresja bakteryjnego genu kodujacego GS prowadzi do wzrostu po-
ziomu glutationu i fitochelatyn w cytoplazmie. U roslin gorczycy, rosnacych w obec-
nosci 0,1 .mM Cd, w ktérych nadekspresji ulegat bakteryjny gen gsh2 z E. coli obsier-
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wowano 5-krotnie wyzszy poziom GSH w korzeniach w poréwnaniu do roslin kon-
trolnych (nietransgenicznych). Poziom niskoczasteczkowych fitochelatyn (PC2) byt
1,7-krotnie wyzszy w korzeniach roslin transgenicznych w poréwnaniu do roslin
kontrolnych. Autorzy zaobserwowali réwniez 25% wzrost zawarto$ci kadmu w pe-
dach roélin z ekspresjg gsh2.

Ci sami autorzy transformowali rosliny B. juncea genem gshi z E. coli kodujagcym
y-ECS uzyskujac 3-krotny wzrost poziomu GSH w stosunku do ro$lin nietransgenicz-
nych. Podczas ekspozycji tych roslin na Cd poziom PC w korzeniach i pedach wzrost
0 okoto 30%, natomiast stezenie jondw Cd w pedach wzrosto o okoto 40-90% w sto-
sunku do roslin kontrolnych (50).

5. Modyfikacje aktywnosci transporteréw btonowych

Nadekspresja genu NtCBP4 w roslinach tytoniu doprowadzita do zwiekszenia od-
pornosci tych roslin na nikiel, ale jednocze$nie do zwiekszenia wrazliwosci na jony
otowiu. Zwiekszong tolerancje na jony niklu roslin z nadekspresjg NtCBP4 ttumaczy
sie zredukowanym tempem transportu tego metalu i mniejsza akumulacjg niklu.
Przy 100 pM stezeniu NiClI2 pedy roslin transgenicznych i kontrolnych akumulowaty
jony niklu w takim samym tempie, natomiast przy wyzszych stezeniach NiCl2 (150
i 200 pM) nikiel szybciej byt akumulowany w roslinach typu dzikiego. W przypadku
otowiu rosliny transgeniczne wykazywaty nadwraztiwo$¢ w stosunku do roslin kon-
trolnych. Spowodowane to bylo zwiekszong i szybszg akumulacja jondw otowiu
w ro$linach transformowanych. Nikiel jest mikroelementem niezbednym roélinie do
wzrostu i rozwoju (51), ale w wyzszych stezeniach staje sie toksyczny powodujgc
powazne uszkodzenia w komérce. Rosliny stosujg dwa typy obrony przed metalami
ciezkimi; pierwszy polega na unikaniu lub wykluczeniu metalu co chroni rosline
przed pobieraniem go z zewnatrz, drugi typ polega na zwiekszeniu tolerancji na
metal pobrany przez symplast. Nikiel dzieki temu, ze w niskich stezeniach jest nie-
zbedny roslinie do prawidtowego funkcjonowania nie moze by¢ catkowicie wyklu-
czony. Biatko NtCBP4 zlokalizowane w btonie plazmatycznej oddziatuje z jonami
Ni2+ i jego nadekspresja moze ostabia¢ transport niklu, co pozwala roslinie unikna¢
efektu toksycznosci. Oldw natomiast nie jest niezbednym mikroelementem dla ros-
liny i w kazdym stezeniu jest toksyczny, poniewaz roslinne komdrki nie posiadajg
najprawdopodobniej specyficznych transporterow dla otowiu. Roéliny pobierajg jed-
nak zarébwno metale toksyczne jak i te bedace mikroelementami, a to dzieki temu,
Zze istniejg dla nich nieselektywne kanaty transportujace. Autorzy wykazali, ze biatko
NtCBP moze zwigkszy¢ akumulacje Pb w roslinach tytoniu. Wiadomo, ze u zwierzat
kanaty wapniowe sg przepuszczalne dla jonéw otowiu (52,53). Mozliwe zatem, ze
u roslin otdéw takze przenika przez kanaty wapniowe (54).

Hirschi i in. (55) wykazali, ze ekspresja genu CAX2 w rolinach tytoniu zmienia
zawartos¢ jondw Ca, Cd, i Mn w tych ro$linach i czyni je bardziej tolerancyjnymi na
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stres wywotany jonami Mn2+. CAX2 pehni role transmembranowego antyportera
Ca2+/H+ transportujacego dwuwartosciowe kationy do wakuoli. Mn jest mikroele-
mentem, niezbednym do prawidtowego funkcjonowania wielu enzymdw (56). Tok-
sycznos$¢ kadmu jest takze waznym czynnikiem ograniczajacym wzrost roslin szcze-
goélnie na zakwaszonych, ubogich i wysuszonych glebach (57). Ekspresja CAX2
w transgenicznych uprawach moze potencjalnie fagodzi¢ problemy zwigzane z tok-
syczno$cig Mn”+ i pom6c w fitoremediacji Cd*+ poprzez unieczynnianie tych jonow
w wakuolach.

Rosliny tytoniu z nadekspresjg genu CAX2 wykazywaly wiekszg tolerancje na
jony Mn”+ niz rosliny kontrolne. Podwyzszong tolerancje na Mn*+ zaobserwowano
u 30% transgenicznych roslin (z nadekspresjg CAX2). Stezenie jonéw Cd™ w korze-
niach i pedach roslin transgenicznych roznity sie znacznie w poréwnaniu z ro$linami
kontrolnymi. Rosliny z ekspresjg CAX2 akumulowaty w korzeniach 3-krotnie wiecej
Cd**' niz rosliny kontrolne. Pedy roslin z ekspresjg CAX2 zawieraty okoto 15% wiecej
Cd™+ od roslin kontrolnych. Roéliny z ekspresjg CAX2 charakteryzowat zwiekszony
transport Cd"+ i Mn”+ przez tonoplast. Dla dwéch badanych linii transport jonow
Cd™+ w korzeniach byt 2,1 i 1,6-krotnie wyzszy niz u rodlin kontrolnych, natomiast
w przypadku jonéw Mn”+ wzrost ten byt 3,0 i 2,2-krotny.

tnni autorzy (58) izolowali z Arabidopsis thaliana gen ZAT (ang. Zn transporter of
Arabidopsis thaliana), blisko spokrewniony z ssaczymi genami rodziny ZnT (ang. Zn
transporter), szczegOlnie z ZnT-2, ZnT-3 i ZnT-4 wystepujace tylko u ssakdw i nicienia
C. elegans. Identyfikacja genu ZAT dowiodta, ze takze rosliny zawierajg geny tego
typu. Przeprowadzono transformacje Arabidopsis przez wprowadzenie genu ZAT
w orientacji sensownej pod promotorem 35S wirusa mozaiki kalafiora (CaMV). Eks-
presja tego genu zwiekszata sie pod wptywem wzrastajgcego stezenia Zn. Uzyskano
rosliny transgeniczne o zwiekszonej odpornosci na Zn i podwyzszonej jego akumu-
lacji w korzeniach. Gen ZAT moze by¢ zaangazowany w sekwestracje jonow Zn,
a tym samym moze podwyzsza¢ odpornos¢ transformanta. Zn jest transportowany
do wakuoli; stwierdzono 2,5 razy wiekszy stopien transportu Zn przez tonoplast
u roslin transgenicznych niz u wrazliwych tego samego gatunku. Zawarto$¢ Zn
w korzeniach byfa 2 razy wyzsza u roslin transgenicznych, przy podobnym stopniu
zahamowania wzrostu korzenia u wszystkich linii, jednocze$nie stwierdzono, ze od-
pornos¢ transformantow wzrosta ok. 2-krotnie. Obecno$¢ genu ZAT u ,,normalnych”
roslin nie zostata jeszcze w petni wyjasniona. By¢ moze jest on odpowiedzialny za
sekwestracje pecherzykowo/wakuolarng jonéw Zn i tym samym za wspomaganie to-
lerancji u roslin. Dalsze badania pomoga lepiej zrozumie¢ homeostaze Zn i mecha-
nizmy tolerancji u roslin, co jest niezwykle istotne w fitoremediacji.
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Tabela

Geny wprowadzane do roslin oraz efekty ich ekspresji na tolerancje i akumulacje pierwiastkéw $ladowych

Cel wprowadzenia

Gen Produkt Zrodio genu Efekt
genu
mt metalotioneina N. glutinosa N. tabacum wzrost tolerancji na Cd (0,2 niM)
CUPI MT Saccharomyces  B. oleracea okoto 16-krotny wzrost tolerancji na
cerevisiae kadm (400 [jM CdCb).
NtCBP4 kanat kationowy N. tabacum N. tabacum 2,5-krotnie wyzsza tolerancja na Ni
(250 |iM NiCh)
Pb-wrazliwe
akumulacja Pb - wzrost do 200%
Zatl Zn transporter A. thaliana A. thaliana 2-krotny wzrost odpornosci na Zn
Atcys-SA  cytoplazmatyczna A. thaliana A. thaliana wzrost akumulacji Cd o 72% tolerancja
izoforma OASTL przy 250 )jM CdCl2
RCSI syntaza cysteinowa (CS)  Oriza saliva N. tabacum 3-krotny wzrost aktywnosci CS wzrost
tolerancji na Cd, nizsza akumulacja Cd
CysE SAT E. coli N. tabacum wzrost aktywnosci SAT 2-3 krotny wzrost
poziomu cysteiny i GSH
gshl y-ECS E. coli B. juncea wzrost akumulacji Cd do 90%
gsh2 GS E. coli B. juncea wzrost akumulacji Cd o 40%
CAX2 CAX2 A. thaliana N. tabacum zwiekszenie tolerancji na Mn; 3-krotny

wzrost akumulacji Cd

6. Podsumowanie

Metale ciezkie sg tylko jednym z wielu rodzajow zanieczyszczen spowodowa-
nych przez dziatalno$¢ cztowieka na naszej planecie. Wiele gatezi przemystu produ-
kuje szeroki zakres toksycznych zwigzkéw - od radioaktywnych zanieczyszczen
powstatych w wyniku dziatalnosci wojskowej, jak i katastrof nuklearnych, poprzez
codzienne zanieczyszczenia produkowane przez miliony samochoddéw, kottowni
i innych zrdédet pochodzacych ze spalania paliw kopalnych, az po odpady organicz-
ne, tj. pestycydy, ropopochodne, materiaty wybuchowe (TNT) oraz uzywane przez
nas i wywozone codziennie na wysypiska $mieci tworzywa sztuczne. Bioremediacja,
a szczegolnie fitoremediacja dostarcza tanich i szybkich metod oczyszczania tere-
néw skazonych. Amerykariska Agencja ds. Ochrony Srodowiska (EPA - Environmen-
tal Protection Agency) szacuje, ze dzieki fitoremediacji mozna zaoszczedzi¢ od 50 do
80% w stosunku do kosztow konwencjonalnych metod przywracania terendw ska-
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zonych do $rodowiska naturalnego. Na ich oczyszczanie na catym Swiecie w roku
1998 wydano 15-18 miliardéw USD (59). Wydatki te wcigz rosng. W Europie Zachod-
niej Jest okoto 400 000 oficjalnych zanieczyszczonych obszaréw, w Stanach Zjedno-
czonych okoto 12 000. Specjalisci z dziedziny bioremediacji szacuja, ze uzycie sa-
mych tylko traw do fitoremediacji gleb kosztuje 10-35 USD/tong, podczas gdy spo-
pielanie kosztuje az 200-1500 USD/tone. Rosliny akumulujg i metabolizujg organicz-
ne zanieczyszczenia przeksztatcajac je do CO2 i wody. Rozlegte systemy korzeniowe
roslin pozwalajg pobiera¢ ogromng ilos¢ wody ze sktadnikami pokarmowymi, mogg
takze hiperakumulowaé¢ rdzne zanieczyszczenia. Wiele rodlin posiada naturalne
zdolnosci do hiperakumulacji metali, inne potrafig pobiera¢ duze ilosci wody wraz
z zanieczyszczeniami. Na nich skupiajg sie badania i przy uzyciu nowoczesnych na-
rzedzi biologii molekularnej prébuje sie je ulepsza¢. Powstajg na Swiecie firmy sto-
sujgce fitoremediacje w praktyce. Mimo ze od przeprowadzenia doswiadczen z ros-
linami transgenicznymi do wprowadzenia ich do Srodowiska, naukowcow dzieli
wiele przeszkdd, istniejg juz firmy stosujace roéliny zmodyfikowane genetycznie.
Badania nad praktycznym zastosowaniem roslin transgenicznych do usuwania meta-
li ciezkich z gleby (59) prowadzone sg np. w firmie Applied PhytoGenetics.

Zanim jakakolwiek nowa metoda, takze z uzyciem organizméw transformowa-
nych, zostanie zastosowana w praktyce, pojawia sie wiele pytan: czy jest ona bez-
pieczna?, czy jest tansza od dotychczasowych?, czy jest skuteczniejsza? Aby udzie-
li¢ na nie odpowiedzi, niezbedne sa zaawansowane badania w zakresie biochemii,
biologii molekularnej, genetyki i innych nauk interdyscyplinarnych.

Fitoremediacja to dtugotrwaly proces, trwajacy od kilku do kilkunastu lat, pod-
czas gdy metody tradycyjne ex situ, trwajg kilka dni lub tygodni, poza tym fitoreme-
diacja jest ograniczona do okresu wegetacyjnego roslin (kilka miesiecy w roku),
a zatem zalezy rowniez od warunkéw atmosferycznych. Proces oczyszczania srodo-
wiska musi zosta¢ uzupetniony o inne metody, w tym konwencjonalne, ktére, jak
wiadomo, nie sg korzystne dla réwnowagi ekologicznej. Gleby oczyszczane za po-
moca roslin musza by¢ réwnocze$nie uzyteczne rolniczo, a zatem cechowac sie od-
powiednig struktura, odpowiednim pH, zasoleniem, wilgotnoscia, natlenieniem, za-
wartoscig zwigzkéw mineralnych i organicznych (1).

Inng wadg wprowadzania tej metody jest fakt, ze rosliny przeznaczone do niej
nie sa dostatecznie przetestowane w warunkach polowych (1). W przypadku roslin
transgenicznych hodowanych hydroponicznie lub szklarniowo, przeniesienie ich na
podioze glebowe (na pole), gdzie biodostepnos¢ zanieczyszczen jest duzo mniejsza
niz w warunkach laboratoryjnych, moze pokazac¢, ze efektywnos¢ metody jest dale-
ka od przewidywanej (5).

Istnieje zagrozenie, ze w wyniku rozprzestrzenienia si¢ ro$lin zawierajgcych me-
tale ciezkie lub toksyczne zwigzki organiczne, moze doj$¢ do zatrucia u zwierzat
i ludzi (1,59).

Kolejnym problemem jest deponowanie i usuwanie roslin bedacych toksycznymi
odpadami ze wzgledu na zawarto$¢ metali ciezkich czy innych substancji toksycz-
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nych (59). Ryzyko wigze sie takze z rozprzestrzenieniem sie roslin transgenicznych
efektywnych w fitoremediacji, moga sie one krzyzowac z innymi osobnikami tego
samego gatunku, co moze spowodowa¢ powazne konsekwencije; rowniez ekspresja
transgenu Jest trudna do przewidzenia w 100% (1,5,59).
Waznym aspektem Jest niska akceptacja spoteczenstwa dla stosowania roslin
transgenicznych, a z tym wigze sie rozw6j rynku fitoremediacyjnego (59).
Wspomniana ekonomiczna optacalno$é przechyla Jednakze szale na korzys¢ czys-
tego $rodowiska (59). Nie Jest potrzebny kosztowny, wyszukany sprzet, czy drogie
czynniki ekstrakcyjne do metod chemicznych. W fitoremediacji do uprawy roslin na
terenach skazonych stosuje sie tradycyjne agrotechniki. Ponadto duzg role odgrywa
skuteczna ekstrakcja szerokiego zakresu zanieczyszczerh - korzenie sg zdolne do
usuwania toksycznych zwiazkéw nawet z mikroporéw gleby, stanowiacych do 70%
JeJ objetosci, dzieki duzemu zapotrzebowaniu roéliny na wode. Razem z wodg prze-
noszone sg nie tylko substancje odzywcze, ale réwniez zanieczyszczenia.
Fitoremediacja Jest metoda nieinwazyjng, tzn. Ze zanieczyszczenia usuwane sg in
situ, bez koniecznosci mechanicznego niszczenia $rodowiska, co wigze sie zawsze
z metodami konwencjonalnymi. W duzym stopniu zapobiega ona takze erozji gleby
oraz dyspersji zanieczyszczer do srodowiska - atmosfery, wdd i gleby. Tradycyjne
metody wymagajg najpierw usuniecia roélinnosci, co prowadzi do wymienionych
procesOw zwiekszajgcych zniszczenie naturalnych ekosysteméw, ale moze by¢ sto-
sowana Jednoczesnie z metodami konwencjonalnymi, ktére stosowane sg Jako pierw-
sze, po czym tereny wstepnie oczyszczone zasiedlane sg roslinami w celu fitoreme-
diacji i zmniejszenia zniszczerh poczynionych przez fizyczne i mechaniczne metody
oczyszczania. Takie Jednoczesne wykorzystywanie metod prowadzi do redukcji kosz-
tow zwigzanych z tradycyjnymi technikami i do skrdcenia czasu fitoremediacji. Po-
nadto sadzenie odpowiednich gatunkdw roélin na terenach zagrozonych skazeniem
mogtoby zmniejszy¢ niebezpieczenstwo degradacji Srodowiska naturalnego (1).
Ogromna zaletg tej przysztosciowej metody Jest Jednoczesne utworzenie nowego
rynku pracy dla badaczy zajmujacych sie r6znymi dziedzinami - biochemikéw, glebo-
znawcow, lesnikdw, botanikéw, biologdw molekularnych czy hydrogeologéw, ktérych
wiedza Jest z pewnoscig niezbedna dla rozwoju fitoremediacji (60). Korzystne sg takze
zmiany ekonomiczne na rynku powstajacych firm, zajmujacych sie fltoremediacja. Ry-
nek podwoit swoje dochody w roku 1999 w poréwnaniu z rokiem 1998. Wedtug sza-
cunkowych danych wynika, ze z ok. 16,5-29,5 min USD w 1998 r. do ok. 30-49 min USD
w 1999 r. Raport Glassa przewidywat w 1999 r., ze obroty w 2000 r. siegng sumy 50-86
min USD, 100-170 min USD w 2002 r., a w 2005 r. wzrosng do 235-400 min USD.
W tym samym raporcie wykazano Jednak, ze wzrost obrotéw na rynku fitoremediacyj-
nym w roku 1999 nie byt tak wysoki Jak przewidywano. Spowodowane byto to praw-
dopodobnie tym, ze zastosowanie fitoremediacji w oczyszczaniu obszaréw skazonych
metalami ciezkimi i radionuklidami nie znalazto spodziewanego, komercyjnego zain-
teresowania. Stany Zjednoczone sg obecnie najwiekszym rynkiem w dziedzinie ochro-
ny srodowiska. Mniejsze, cho¢ réwnie prezne centrum dla fitoremediacji stanowi Eu-
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ropa Zachodnia, a szczeg6lnie kraje Unii Europejskiej, ale takze Kanada oraz w nie-
wielkim, ale widocznym stopniu, czes¢ Azji. Kraje czekajace na wejscie do UE, np. Pol-
ska, sg rdwniez znaczacym potencjalnym rynkiem dla zastosowania fitoremediacji, po-
niewaz bedg musiaty dostosowaé prawo dotyczace ochrony Srodowiska do wymogow
Unii. Prawo to sprzyja rozwojowi firm zajmujacych sie remediacjg zanieczyszczen
(61,62). Oczywiscie zastosowanie roslin transgenicznych w warunkach polowych jest
obwarowane pewnymi okreslonymi regulacjami prawnymi. Na przyktad w USA, wpro-
wadzenie rosliny transformowanej na pole wymaga zawiadomienia Departamentu Rol-
nictwa Standéw Zjednoczonych (USDA) z 30-dniowym wyprzedzeniem. Z kolei w UE
wprowadzenie GMO do $rodowiska naturalnego musi by¢ zatwierdzone zgodnie z dy-
rektywa 2001/18/EC, a wczesniej nalezy przygotowaé badania oceny ryzyka zwigzane-
go z tym przedsiewzieciem. Sg to dane z grudnia 2001 r. (59).

jedna z najwazniejszych kwestii jest akceptacja spoteczenstwa dla tak estetycz-
nej, naturalnej i mato inwazyjnej metody jaka jest fitoremediacja oraz, co najwaz-
niejsze, dla uprawiania roslin transgenicznych. Jesli stang sie one powszechnym na-
rzedziem w rekach naukowcow i firm fitoremediacyjnych, to uzyskamy mozliwosé
naprawy tego, co w tak wielkim stopniu zniszczyliSmy, a to co jest najwazniejsze
dla naszego zdrowia to przeciez czyste, naturalne Srodowisko.

Praca finansowana z grantu KBN nr 2P04G 069 26.
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