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Summary

In order to increase remediation potential of the plants used for recultiva-
tion of contaminated environment, attempts are being made to increase their
tolerance, accumulation and degradation of particular pollutants. The plants are
modified by conventional methods of reproduction, hybridization, formation of
interspecies hybrids, as well as by genetic modification. Owing to the introduc-
tion of foreign genes, the produced plants show increased or decreased activity
of the desired metabolic pathways, higher biomass and growth, and increased
activity of the enzymes limiting phytoremediation of particular xenobiotics or
the presence of relatively new biochemical properties. The paper discusses the
latest results of plant modification at the level of natural metabolic pathways,
transgenic plants with new properties, genetic modifications of endophytes and
application of immunomodulation that increases protection against xenobiotics.
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1. Wstep

Praktycznie od poczatku swojego istnienia cztowiek zmieniat
otaczajace go Srodowisko, dostosowujac je do swoich potrzeb.
Wraz z ich wzrostem i rozwojem cywilizacji, coraz intensywniej
i bardziej zauwazalnie wplywal na obraz naszej planety i panu-
jaca na niej rownowage. Jednak dopiero w ciggu ostatnich 200 lat
ingerencja ta stala sie gwaltowna, co pociaga za soba negatywne
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i czesto nie dajace sie do konca przewidzie¢ skutki. Coraz aktywniejsza dzialalno$¢
cztowieka zwigzana z gospodarka, przemystem, rolnictwem itd. doprowadzita do
licznych nieodwracalnych zaburzen w srodowisku. Objawiaja sie one jako ,dziura
ozonowa”, smog, ,efekt cieplarniany”, zanieczyszczenie i eutrofizacja wod, erozja
gleby, zmniejszajaca sie bior6znorodnos¢ itp. W wielu przypadkach bezposrednim
powodem tych zmian sg obce substancje chemiczne, bedace wytworami cztowieka.
Zanieczyszczenie srodowiska postepuje w wyniku jego Swiadomych lub mniej $wia-
domych dziatan. Scieki, odpady organiczne jak i nieorganiczne, pyly i dymy sg uwal-
niane do otoczenia ré6znymi drogami, na przykiad z kominéw obiektéw przemy-
stowych i elektrowni, w wyniku stosowania pestycydow, wyciekéw w czasie trans-
portu i przechowywania, deponowania niebezpiecznych odpadéw na dnie mérz/pod
ziemig itd. Mogg one stanowic¢ zagrozenie nie tylko w miejscach ich emisji, ale tak-
ze przemieszczac sie na znaczne odleglosci. Zarowno czynniki fizykochemiczne
i biotyczne ekosysteméw jak i wiasciwos$ci samych substancji zanieczyszczajacych
mogg mie¢ wplyw na ich rozprzestrzenianie sie, dystrybucje oraz efekt wywierany
na organizmy zywe. Zainteresowanie tym ostatnim, szczeg6lnie w kontekscie czto-
wieka, stato sie powszechne w ubiegtym stuleciu, kiedy réwnolegle z gwaltownym
rozwojem przemystu chemicznego i ,zielong rewolucja” pojawialy sie liczne ,sy-
gnaly ostrzegawcze”, swiadczace o postepujgcej dewastacji Srodowiska. Dzi$ jego
oczyszczanie i ochrona sa jednym z najwazniejszych aspektow rozwoju ludzkiej cy-
wilizacji, gdyz staliSmy sie bardziej Swiadomi, Ze jest ono niezbedne dla jej trwania.

Do tej pory technologie badawcze, dotyczace zanieczyszczenia srodowiska sku-
pialy sie na wykorzystaniu roslin w biomonitoringu, indykacji czy jako markerow.
Wykorzystanie podstawowych zatozen procesu fitoremediacji polegalo natomiast
gtownie na standardowych chemicznych i biochemicznych procedurach oceny fito-
toksycznosci, metabolizmu i trwato$ci zwigzkéw organicznych w roslinach. Obecnie
ma miejsce jakby kolejny etap w rozwoju ,fitotechnologii” — ktadacy nacisk na
optymalizacje, ulepszanie aktywnosci i mozliwosci remediacyjnych poszczegélnych
gatunkow (1). W tym celu czerpie sie z wiedzy zgromadzonej w ostatnim 10-leciu na
podstawie badan molekularnych ro$lin, a takze na coraz wieksza skale robi sie uzy-
tek z technologii analizy transkryptomu i proteomu (1,2). Tego typu studia nad za-
chodzacymi podczas fitoremediacji zwigzkéw organicznych procesami detoksyka-
¢ji, pozwalajg poznawac podstawy tego kompleksowego systemu (kontrolowanego
w wiekszos$ci przypadkéw przez duze rodziny genowe) oraz mechanizmy jego regu-
lacji. W analizach transkryptomu mozliwe jest badanie wielu genéw réwnoczesnie
(mikromacierze), identyfikowanie r6znych grup genéw, ktérych produkty warun-
kuja detoksykacje i przemiany ksenobiotykow. Te, ktére w obecno$ci zanieczysz-
czen w otoczeniu rosliny wykazujg znaczne réznice w ekspresji — kwalifikowane sg
do dalszych badan. Analiza proteoméw natomiast umozliwia m.in. zlokalizowanie
biatek w przestrzeni subkomérkowej (1). Na podstawie danych uzyskanych tymi
sposobami podejmowane sg liczne préby otrzymania roslin o zwiekszonym poten-
cjale remediacyjnym. Dazy sie do zwiekszenia tolerancji/akumulacji/degradacji po-
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szczegolnych zanieczyszczen. Mozna do tego doprowadzic stosujagc ré6zne podejs-
cia i metody; poprzez konwencjonalne sposoby rozmnazania, krzyzowania, tworze-
nie hybryd miedzygatunkowych czy genetyczne modyfikowanie organizmoéw (1-3).

2.1. Modyfikacje na poziomie naturalnych roslinnych szlakéw przemian

Szczegolnie korzystne, jak sie wydaje, jest ulepszanie roslin, u ktérych potwier-
dzono juz pewne zdolnosci i uzyteczno$¢ w fitoremediacji oraz skoncentrowanie
sie na modulowaniu aktywnoS$ci bioczasteczek majacych wpltyw na unieczynnia-
nie/degradacje zanieczyszczen organicznych. Podejmowane préby otrzymania ros-
lin o zwiekszonym potencjale detoksykacji wiaza sie czesto ze wzbogacaniem ich
systemu cytochromoéw P450. Z szerokiej, czesto naktadajacej sie specyficznosci sub-
stratowej, charakteryzujacej enzymy wystepujace u réznych organizméw oraz z po-
dobienstw w przebiegu metabolizmu okreslonych zwigzkéw — wiadomo, ze biatka
te moga uczestniczy¢ w utlenianiu m.in. benzenu, trichloroetylen, chlorku winylu
itd. (3,4). Wiele gatunkow roslin (kukurydza, sorgo, bawetna i inne) ma zdolno$¢
przetwarzania licznych herbicydow, np. triazynowych. Wsréd wyizolowanych i scha-
rakteryzowanych czgsteczek cDNA cytochromoéw ulegajacych ekspresji, gdy roslina
wystawiona jest na dziatanie ksenobiotykow, jest m.in. CYP76B1 (5). Po wprowadze-
niu tej sekwencji, izolowanej ze stonecznika Helianthus tuberosus, do tytoniu Nicotiana
tabacum i rzodkiewnika Arabidopsis thaliana uzyskano 3-20 razy wieksza tolerancje
na herbicydy takie jak chlortoluron, linuron i izoproturon (5). Natomiast transge-
niczny tyton z cytochromem CYP71A10, pochodzacym z soi Glycine max, byt zdolny
do przeksztatcania chlortoluronu do nietoksycznych hydroksymetylopochodnych (6).
W przeciwienstwie do wcigz jeszcze skromnych danych molekularnych o cytochro-
mach roslin, wiecej wiadomo o ich odpowiednikach u ssakéw. Na przykfad ustalo-
no, ze sposrod znanych ludzkich CYP450 11 z nich ma zdolno$¢ do metabolizowa-
nia okofo 27 réznych herbicydow, w tym dwéch grup o istotnym znaczeniu gospo-
darczym — chloroacetanilidéw i 2,6-dinitroaniliny oraz 4 insektycydow (7). Nau-
kowcom udato sie nada¢ roslinom wiekszg odporno$¢ na tego typu zwigzki che-
miczne poprzez uzupelnienie ich puli cytochroméw w monooksygenazy pocho-
dzace np. od czlowieka. W przypadku transgenicznego ryzu Oryza sativa czy ziem-
niaka Solanum tuberosum, zawierajgcych geny szczurzego/ludzkiego cytochromu
CYP1A1, wielokrotnie uzyskiwano tolerancje na herbicydy takie jak: chlortoluron,
mefemacet, norflurazon, atrazyne i diuron (4). Przeprowadzono doswiadczenie,
gdzie modyfikowany ryz okazat sie zdolny do wzrostu w obecnosci dawek atrazyny
i symazyny 1,5 razy wiekszych niz normalnie stosowane na polu uprawnym. Po 7
dniach inkubacji z zanieczyszczeniami obserwowano zmniejszenie sie ich ilosci do
~36% tego, co pozostato u roslin typu dzikiego (czyli rosliny te usuwaly z podtoza
do 2 razy wiecej herbicydéw niz ryz nietransgeniczny). Akumulacja obu zwigzkow
w tkankach takze byfa na nizszym poziomie niz u roslin kontrolnych. Ogélnie rzecz
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| KO K a b c I KO K a b c

Fot. 1. Tolerancja ryzu zawierajacego CYP2B6 na herbicydy; zdjecia zrobiono po 14 dniach inkubagji
ros$lin I — z metolachlorem (5 uM), Il — z trifluralinem (15 uM); K — rosliny kontrolne (nietransformo-
wane), KO — kontrola bez dodatku herbicydu, a, b, ¢ — rézne transformanty (7).

biorgc transgeneza pozwolita na uzyskanie zwiekszonego metabolizmu tych herbi-
cydow (4). Wprowadzenie do genomu 0. sativa innej, pochodzgcej od cztowieka se-
kwencji genowej cytochromu CYP2B6, umozliwito uzyskanym roslinom tolerowanie
obecnosci 15 z 17 analizowanych herbicydéw (fot. 1). Ten jeden transgen spowodo-
wal wzrost odpornosci ryzu na grupe ksenobiotykéw bardzo r6zniacych sie zarow-
no strukturalnie jak i w sposobie dziafania. Nastepowat np. bardzo szybki metabo-
lizm metolachloru i juz po 3 dniach wzrostu transformowane rosliny pozostawiaty
w medium tylko 2% z jego ilosSci wyjSciowej (u roslin kontrolnych zostato 26%). Kaz-
da z uzyskanych transgenicznych linii wykazywata tolerancje w zakresach 2,5-32 uM
i 5-24 uM stezen odpowiednio alachloru i metolachloru (gdzie drugie wartosci to
4 razy tyle, ile aplikuje sie w uprawach), podczas gdy rosliny bez CYP2B6 nie byly
zdolne do wzrostu juz w warunkach podwdjnych stezen (7,8). Starsze od 2-tygo-
dniowych do 2-miesiecznych) ro$liny, przeniesione do szklarni, takze wydajniej usu-
waly zanieczyszczenia z gleby (okoto 1,73 razy lepiej niz kontrolne) (8). R6zne her-
bicydy wykazuja odmienne aktywnoS$ci wobec organizmu roslinnego. Przyktadowo,
wymieniony tu juz metolachlor, bedac zwiazkiem chloroacetanilidowym, hamuje
synteze dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych, zwiazki takie jak atrazyna upos-
ledzajg transport elektronéw w czasie fotosyntezy, norflurazon hamuje biosynteze
karotenoidéw, natomiast quizalofop-etyl jest inhibitorem karboksylazy acetyloCoA
(4,8,9). Idealnym rozwigzaniem probleméw stwarzanych przez ré6znorodnos¢ i sze-
rokie spektrum negatywnego dzialania herbicydéw wystepujacych w $Srodowisku
byloby skonstruowanie rosliny posiadajacej tolerancje krzyzowa i zdolnej tym sa-
mym do réwnoczesnej i wydajnej remediacji wielu z nich. Probe zapewnienia odpor-
nosci na takie wtasnie zroznicowane ksenobiotyki podjeto w przypadku O. sativa.
Uzyskano koekspresje 3 genéw na ludzkie cytochromy CYP1A1, 2B6 i 2C19 (wpro-
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wadzonych na jednym konstrukcie plazmidowym) (9). Wczes$niej potwierdzono ak-
tywno$¢ kazdego z nich w stosunku do réznych herbicydéw (CYP1Al-quizalo-
fop-etyl i norflurazon, CYP2B6- metolachlor, CYP2C19 -norflurazon). Na podstawie
wynikéw badan wzrostu poszczeg6lnych transformantéw w obecnosci réznych mie-
szanin tych zwigzkéw wykazano, ze rosliny, u ktérych zachodzita ekspresja wszyst-
kich 3 genéw wykazywaly normalny wzrost w kazdych warunkach, natomiast te
z pojedynczymi transgenami oraz kontrolne ginety (9). Kolejnym ludzkim cytochro-
mem, na ktéry zwrécono uwage w konteks$cie uzycia w celu usprawnienia fitoreme-
diacji, jest CYP2E1 - utleniajacy, m.in. trichloroetylen (TCE), dibromek etylenu
(EDB), tetrachlorek wegla, chloroform, chlorek winylu (25). Transgeniczny tyton wy-
twarzajacy ten enzym miat 640 razy wiekszy niz normalnie metabolizm TCE. Byt
réwniez zdolny do bardzo wydajnej, niemal 100% detoksykacji EDB (rosliny kontrol-
ne przeksztatcaly tylko 63% podanego zwiazku) (10). W przypadku cytochromoéw
warto wspomnie¢, ze u transgenicznych roslin biatka te, jako pochodzace z obcego
zrodta, efektywnie wspotpracuja w systemach monooksygenaz z endogennymi oksy-
doreduktazami NADPH, ktore dostarczajg elektrony zaréwno dla sztucznie wprowa-
dzonych jak i dla ,swoich” enzyméw (7,10).

Innym przyktadem biatek, ktére czesto stajg sie celem modyfikacji genetycznych
sg ogniwa szlakéw przemian glutationu w komoérkach. Mieszancowy gatunek topoli
Populus tremula x alba wykazujgcy nadekspresje bakteryjnej syntetazy-y-glutamylo-
cysteinowej (y-ECS), okazat sie bardziej odporny na herbicydy acetochlor i metola-
chlor niz kontrolne rosliny nietransformowane. Koniugacja z glutationem jest tutaj
droga metabolizmu tych zwiazkéw, a ich obecnos$¢ stymulowata ekspresje transge-
nu, prowadzacg do zwiekszenia produkgcji jego prekursorow (11). Zwiekszenie bio-
syntezy GSH, poskutkowato tez pozytywnie w przypadku gorczycy Brassica juncea.
Tutaj badano wplyw nadekspresji genoéw gshl (y-ECS) i gshll (syntetazy glutationu
GS) na tolerancje roslin wobec organicznych zanieczyszczen takich jak fenantren,
1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) oraz atrazyna i metolachlor (12). U transforman-
tow zaobserwowano wieksza odpornosc¢ na te ksenobiotyki, miaty one réwniez wie-
cej tiolu niebiatkowego w komérkach. Wieksza ilo$¢ enzyméw tego typu w komér-
kach oznacza dla roslin takze lepszg obrone antyoksydacyjng. W innym ekspery-
mencie, transformujac hybryde topoli Populus sieboldi x grandidentata genem reduk-
tazy glutationu (GR) z E. coli poprawiono jej tolerancje na stresy abiotyczne (13). Ka-
talizatorem, ktorego aktywnos$¢ tez jest zwigzana z GSH, jest dehydrogenaza for-
maldehydu (FALDH) (14). W genomie A. thaliana koduje go pojedynczy gen, ule-
gajacy ekspresji konstytutywnej. Lokalizacja jego produktu jest komoérkowospecy-
ficzna i kojarzona z tubuling, fragmoplastem, co sugeruje role w podziale komérki.
Potwierdzono, ze zwiekszona ekspresja tego genu pozwala na uzyskanie o 25% wie-
kszej aktywnosci w eliminowaniu egzogennego formaldehydu, natomiast negatyw-
na regulacja, np. za pomoca sekwencji antysensowych, skutkuje spowolniong detok-
sykacja tego zwiazku (14). Mozliwe jest manipulowanie odpornoscig roslin na herbi-
cydy poprzez modyfikacje aktywnosci glutationoS-transferaz. Znany jest przykfad
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wprowadzenia (metoda wstrzeliwania) do N. tabacum genu gstl, izolowanego z ku-
kurydzy Zea mays (15). Jego nadekspresja pozwolita zwiekszy¢ tolerancje tytoniu na
herbicyd alachlor. Wiadomo, ze GST z niektoérych roslin wykazuja wieksza niz inne
specyficznos¢ wobec okreslonych ksenobiotykéw. Na przykiad sojowa transferaza
klasy tau z Glycine max, ma zdolno$¢ detoksykacji herbicydéw typu eteréw difenylo-
wych, takich jak fomesafen czy acifluoren, w przeciwienstwie do enzyméw po-
chodzacych z N. tabacum (16). Jednak aby z jej pomocg uodpornic¢ tyton na te herbi-
cydy nie wystarczy wprowadzenie pojedynczego transgenu pochodzacego z soi.
Jest to spowodowane faktem, ze GST z soi, jako rosliny straczkowej preferuje jako
kosubstrat homoglutation, z ktérym z kolei nie oddziatuja enzymy tytoniu. W tym
przypadku proba nadania N. tabacum tolerancji na fomesafen udata sie tylko po
transformacji konstruktem dwugenowym — z GmGSTU21 i hGSH (16).

Techniki inzynierii genetycznej moga by¢ takze uzyte w celu zmiany specyficz-
nosci substratowej enzymow odgrywajacych role w obronie roslin przed zanieczysz-
czeniami. W przypadku wielu z nich poznano ich molekularng budowe i okreslono
w strukturze biatka te aminokwasy, ktére formujg domeny wiazace substraty,
uczestniczac w katalizie. Analizy konserwatywnoSci takich reszt pozwalajg wytypo-
wac te, ktére poprzez zamiane mogtyby sie przyczyni¢ do bardziej specyficznego
oddzialywania z okre$lonymi ksenobiotykami lub umozliwi¢ lepszg dysocjacje pro-
duktu przemiany. Przyktadem takiej modyfikacji wiasciwos$ci katalitycznych moga
by¢ eksperymenty z wytworzeniem glutationoS-transferaz (typu I, klasy fi, pocho-
dzacych z kukurydzy) zmutowanych indywidualnie w 3 pozycjach aminokwaséw (za-
miana Trp12 na Pro/lle, Phe35 na Leu, Ile118 na Phe), bedacych sktadnikami miejsca
H, czyli miejsca wiazania ksenobiotyku (17). Otrzymane izoenzymy réznily sie od
enzymu typu ,dzikiego” parametrami reakgji katalitycznej (key i Kiy) w stosunku do
réznych substratow. Uzyskano m.in. wyzsze powinowactwo do CDNB, dzieki pod-
stawieniu leucyny w pozycji 35 fancucha polipeptydowego. Kolejnym przyktadem
enzymoOw, ktorych nadekspresja mogtaby sie przyczyni¢ do zwiekszenia efektywno-
Sci fitoremediacji sg peroksydazy. Ich aktywno$¢ powoduje potaczenie hydroksylo-
wanych ksenobiotykéw z polimerami $cian komoérkowych roslin. Pomyst enzyma-
tycznej ,utylizacji” z ich udzialem zanieczyszczen przemystowych opornych na de-
gradacje (jak np. fenol) napotyka jednak na ograniczenia w stosowaniu na wielkg
skale ze wzgledu na potrzebe uzycia bardzo duzych ilosci aktywnego biatka. Roz-
wigzaniem moze by¢ w tym przypadku zastosowanie calych komoérek/tkanek roslin,
zawierajacych wewnatrz odpowiednig ilos¢ enzymu (18). Inzynieria genetyczna
umozliwia zaréwno nadekspresje pozadanego biatka i uzyskanie wystarczajacej
masy korzeni, gdzie bedzie ono dziafa¢. Rosling wytypowang do eksperymentu byt
pomidor Lycopersicon esculentum ze wzgledu na naturalnie duzg zawarto$¢ peroksy-
dazy w korzeniach. Dokonano jego podwdjnej modyfikacji; najpierw za pomoca
Agrobacterium tumefaciens wprowadzono gen tpx1, kodujacy izoenzym peroksydazy
zasadowej pomidora, po czym w celu indukowania tworzenia sie korzeni wtos$niko-
wych dodatkowo transformowano go A. rizogenes. Z przeprowadzonych analiz wyni-
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kato, ze nadekspresja tego genu w opisanym systemie spowodowata 15% wzrost
efektywnosci usuwania fenolu z roztworéw wodnych (w poréwnaniu do korzeni po-
midora typu dzikiego). Symulacje komputerowe i dalsze badania pozwolg na ewalu-
acje uzyskanych wynikéw i ewentualne zastosowanie takiego modelu na skale prze-
mystowa do oczyszczania duzych objetosci $ciekéw (18).

Fitoremediacje ex planta moze takze stymulowa¢ nadekspresja enzymoéw natu-
ralnie wydzielanych przez korzenie roslin do otoczenia. Transgeniczna A. thaliana,
do ktorej wprowadzono cDNA genu sekrecyjnej lakkazy z bawetny Gossypium arboreum
wykazywata odpornosc¢ na polichlorowane fenole i tym podobne zwigzki (19). W po-
roéwnaniu z roslinami typu dzikiego aktywno$¢ enzymu wzrosta po tym zabiegu 7-15
razy, w znacznych iloSciach wykrywana byta tez w medium. Analiza transformagji
trichlorofenolu (TCP) przez rzodkiewnik z nadekspresja genu LAC1 pokazata 70%
ubytku podanego ksenobiotyku w ciggu 12 godzin inkubacji (19).

Stres zwiazany z ekspozycja rosliny na zanieczyszczenia organiczne bardzo cze-
sto przejawia sie zaburzeniami fotosyntezy. W przypadku niektérych herbicydow,
np. oxyfluorfenu jest to bezposrednim nastepstwem zahamowania biosyntezy chlo-
rofilu (20). Zwigzek ten dziala na oksydaze protoporfirynogenu (Protox,
E.C.1.3.3.4.), ktéra w szlaku przeksztalcen prowadzacych do syntezy tetrapiroli jest
przedostatnim enzymem przed rozgalezieniem na wytwarzanie chlorofilu/hemu.
Biatka te naturalnie znajduja sie w plastydach i mitochondriach. Kiedy zablokowana
jest, katalizowana przez nie, konwersja protoporfirynogenu IX w protoporfiryne IX
nastepuje ,wyciekanie” i akumulacja tego pierwszego zwigzku w cytoplazmie. Wy-
woluje to powstawanie reaktywnych form tlenu i stres oksydacyjny. Dobrym sposo-
bem na zapobieganie tym negatywnym efektom dziatania oxyfluorfenu okazata sie
nadprodukcja Protoxu w chloroplastach i mitochondriach. Dawcg genu, ktéry miat
ulega¢ nadekspresji, byl mikroorganizm Mpyxococcus xanthus. Transformowane
skrawki lisci O. sativa byty odporne nawet przy 100 uM stezeniu herbicydu i nie wy-
kazywaly nekrozy ani produkcji wolnych rodnikéw. Po 48 godzinach od aplikagji
oxyfluorfenu na transgeniczne liScie obserwowano tylko lekka chloroze, natomiast
w probkach kontrolnych juz po 18 godzinach zdolno$¢ do fotosyntezy byta powaz-
nie obnizona (20).

2.2. Transgeniczne roS$liny o nowych wlasciwosciach

Poza modyfikacjami prowadzacymi do zwiekszenia skutecznos$ci roslinnych spo-
sobow detoksykacji zanieczyszczen, znane sg rowniez raporty na temat wykorzysta-
nia zasobow genowych innych, specyficznych organizméw. Dotyczg one giéwnie
przenoszenia do roslin genéw, a co za tym idzie — aktywnosSci katalitycznych, spo-
tykanych dotad jedynie u mikroorganizméw (gdyz to one wykazuja najwieksze moz-
liwosci degradacji wszelkiego rodzaju zwigzkéow chemicznych, w tym takze zanie-
czyszczen organicznych). To podejscie pozwala na efektywne potaczenie zalet tych

72 PRACE PRZEGLADOWE



Organizmy zmodyfikowane genetycznie w fitoremediacji zwigzkéw organicznych

dwéch systemow remediacji biologicznej — uzycie roélin, ktore z fatwoscig osia-
gaja odpowiednig biomase i wyposazenie ich w enzymy bakteryjne, umozliwiajgce
metabolizm zwigzkow, z ktérych rozkltadem do tej pory sobie nie radzity.

Z mysla o oczyszczaniu gruntéw z substancji wybuchowych, stworzono m.in.
N. tabacum zawierajgcy gen reduktazy PETN, pochodzacym z glebowej bakterii
Enterobacter cloace. Ten NADPH-zalezny enzym pozwala mikroorganizmom wykorzy-
stywac jako zrédto azotu zwigzki takie jak estry nitrowe, tetraazotan pentaerytrytu
(PETN), triazotan glicerolu (GTN) (21). Po transformacji tytoniu genem onr uzyskano
ekspresje aktywnego enzymu, ktéry stanowil okoto 0,2% wszystkich rozpuszczal-
nych biatek komérki. Nasiona otrzymane z transgenicznych roslin normalnie kiet-
kowaly w obecnosci 1 mM GTN czy 0,05 mM TNT (2,4,6-trinitrotoluen), natomiast
bez transgenu nie byly zdolne do rozwoju w takich warunkach. U siewek wyka-
zujacych aktywnos$¢ reduktazy PETN obserwowano réwniez bardziej gwattowny me-
tabolizm GTN oraz powstawanie mniejszej ilosci toksycznych dla wzrostu roslin
produktéw przemian trinitrotoluenu (21). Inng konstrukcja potencjalnie uzyteczng
w fitoremediacji TNT jest roslina zawierajgca bakteryjna nitroreduktaze (22). Enzym
ten katalizuje jego NAD(P)H-zalezna, 2-elektronowa redukcje do hydroksyaminodi-
nitrotoluenu (HADNT).

W przypadku N. tabacum transformacja genem nfsl (z Enterobacter cloace) pozwo-
lita na tolerancje i osiaganie lepszego wzrostu nawet przy stezeniach dochodzacych
do granicy rozpuszczalnosci TNT w wodzie (~0,25 mM). Oba typy roslin i dzikie,
i transgeniczne byly zdolne do usuwania TNT z podloza, jednak o wiele szybciej
robily to formy zawierajace bakteryjny enzym. Na przykiad z 0,1 mM stezenia TNT:
w ciggu 6 godzin ubylo 71% podanego zwiazku, podczas gdy proby kontrolne
zdotaty usuna¢ 78% w ciaggu 168 godzin trwania calego eksperymentu (22). Konku-
rencyjng w stosunku do wspomnianej probe przeprowadzono, wprowadzajac do
A. thaliana gen nitroreduktazy (nfsA) z E. coli (23). Otrzymane rosliny pobieraly TNT
w ilodci 20 uM/dzien/g Swiezej masy, czyli z szybko$cig 16-krotnie wieksza niz
transgeniczny tyton z genem E. cloace.

Substancja wybuchowa wspétwystepujaca najczesciej z TNT i HMX (1,3,5,7-tetra-
nitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan), a ktorej rozktad stanowi dla roslin najwiekszy
problem, jest RDX (1,3,5-trinitro-1,3,5-triazacykloheksan). Nie ustajg starania znale-
zienia lub skonstruowania organizmu, ktory bytby zdolny do efektywnej remediagji
tego zwigzku. Ostatnim odkryciem naukowcow w tej kwestii jest niezwykte biatko,
izolowane z wielu mikroorganizméw - zasiedlajacych glebe skazong RDX w réz-
nych miejscach na $wiecie (Australia, Izrael) (24). Enzym ten pozwala bakteriom, ta-
kim jak np. Rhodococcus rhodochrous na beztlenowa, NADPH-zalezng, zwiazang z ro-
zerwaniem pier$cienia degradacje RDX do 4-nitro2,4-diazabutanalu, formaldehydu
i azotynu (rys. 1). Zdiagnozowano go jako cytochrom, jednak charakteryzuje sie on
strukturag, jakiej nigdy wczes$niej nie opisano. Produkt genu xplA, wyizolowanego
z tego mikroorganizmu to biatko fuzyjne; C-terminalny koniec sekwencji aminokwa-
sowej to CYP450, a na N- konicu znajduje sie flawodoksyna (potaczona z kofaktorem
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Rys. 1. Schemat proponowanej drogi rozktadu RDX (25).

flawinowym) (rys. 1) (25). Obie domeny wspétdziatajg ze soba w procesie katalitycz-
nym. Zbedna jest oddzielna czasteczka ferredoksyny, gdyz odpowiadajaca jej czes¢
biatka jest aktywna i zdolna do przekazywania elektronéw z reduktazy ferredoksy-
nowej na hem (24). Odmienny od znanego modelu sposéb dzialania tego cytochro-
mu przejawia sie rowniez wyraznie w tym, ze zbedny, a nawet szkodliwy jest tutaj
tlen. Pozycje tlenu w 6. pozycji koordynacyjnej hemu, w czasie reakgcji zajmuje RDX.
Potencjat wykorzystania tego intrygujacego odkrycia w fitoremediacji analizowano
wprowadzajac gen xplA do A. thaliana. Transgeniczne rosliny nie wykazywaty oznak
toksycznosci nawet w obecnosci 2 mg RDX/kg ziemi, co wiecej — uzyskiwaly w tych
warunkach do 3 razy wieksza biomase niz wzrastajace na nie zanieczyszczonej gle-
bie rosliny kontrolne (nietransformowane). Przypisano to mozliwoS$ci przyswajania
azotu z pobieranego i rozkladanego zwiazku. Najlepszy wynik w badaniu wydajno-
$ci usuwania zanieczyszczen z roztworow przez transgeniczny rzodkiewnik to znik-
niecie 100% ze 180 uM RDX po 5 dniach hodowli. Nie wykryto przy tym w roslinach
zadnych produktéw jego przemian. Postuluje sie zatem, ze staly sie one substratami
naturalnie wystepujacych enzymoéw: dehydrogenazy formaldehydu i reduktazy azo-
tynu (24).

Inzynieria genetyczna umozliwia rowniez postep i stwarza nowe mozliwosci
w remediacji bifenyli. Zwigzki te sa wyjatkowo odporne na degradacje przez roS$liny.
Mozliwe jest jedynie utlenianie polichlorowanych bifenyli-(PCB) (np. przez systemy
monooksygenaz) do hydroksybifenyli/chlorohydroksybifenyli itp., podstawionych
w pozycji orto-hydroksy-metabolitow. Z kolei u bakterii obecnych w ryzosferze ob-
serwuje sie zdolno$¢ do tlenowej degradacji tego typu zanieczyszczen, tacznie z ro-
zerwaniem pofgczenia grup fenylowych i wytworzeniem jako produktu koncowego
miedzy innymi kwasu chlorobenzoesowego (rys. 2) (26). Potwierdzono, ze organiz-
my te, wspotwystepujac w Srodowisku, udostepniajg sobie wzajemnie metabolity
przez siebie wytwarzane. Udowodniono eksperymentalnie, ze enzymy izolowane
np. ze szczepoéw Comamonas testosteroni i Burkholderia sp. moga katalizowa¢ dalsze
przemiany pochodnych PCB wyprodukowanych przez rosliny. Powstawaly przy tym
wytgcznie zwigzki hydroksylowane przy nie podstawionym pierscieniu (taki model
reakcji okresla sie jako orto-meta-oksygenacja). Stwierdzenie mozliwosci takiego
wspétdziatania jest bardzo wazne w kontekscie konstruowania roslin transgenicz-
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Rys. 2. Szlak metabolizmu PCB u bakterii; BphA — 2,3-bifenylodioksygenaza (bphAEFG), BphB - bi-
fenylodihydrodioldehydrogenaza, BphC — 2,3-dihydroksybifenylo-1,2-dioksygenaza, BphD - hydrola-
za (27).

nych, zawierajgcych enzymy bakteryjnego szlaku katabolizmu PCB. Biatka uczest-
niczace w tym procesie zostaly scharakteryzowane i opisane jako kompleks bifeny-
lodioksygenazy (BPDO), ktérego produkty reakcji sa nastepnie przetwarzane przez
odpowiednig dehydrogenaze, dioksygenaze i hydrolaze. Poznano réwniez kodujace
je geny sg to odpowiednio bph A, E, F, G oraz B, Ci D (rys. 2) (26). Za enzym, w ktéry
szczegolnie warto wzbogaci¢ rosliny w celu fitoremediacji PCB, uznano 2,3-dihy-
droksybifenylo1,2-dioksygenaze (produkt genu bphC), ktéra katalizuje rozerwanie
dwéch pierscieni fenylowych (27). Transformacja N. tabacum genem, pochodzacym
z Pseudomonas testosteroni umozliwita zregenerowanym roslinom lepszy wzrost
i kietkowanie otrzymanych z nich nasion w obecnosci 150-250 ppm PCB (28).
Innym bakteryjnym enzymem, przydatnym w fitoremediacji jest dioksygenaza
chlorokatecholu (29). Jest to produkt jednego z gendéw, znajdujgcych sie na plazmi-
dzie Ralstonia eutropha umozliwiajacych temu mikroorganizmowi uzywanie réznych
zwiagzkow chloroaromatycznych jako zrodet wegla. O. sativa zawierajgcy odpowie-
dzialny za to transgen chnA, zdegradowat cato$¢ podanego mu do pozywki 3-chloro-
katecholu. Rosliny wykazujgce aktywnos$¢ dezintegracji pierScienia aromatycznego
moga by¢ stosowane przy usuwaniu réznych pestycydéw czy rozpuszczalnikow (29).
Interesujgcym rozwiazaniem, jak sie wydaje, sa transgeniczne rosliny wydzie-
lajgce do apoplastu enzymy pochodzenia bakteryjnego (30,31). Do sprawdzenia dzia-
tania takiego systemu wybrano A. thaliana i N. tabacum, do ktoérych wprowadzono od-
powiednio geny DbfB i DhaA. Pierwszy z nich koduje dioksygenaze, ktéra odpowiada
za rozerwanie pierScienia w drugim etapie degradacji dibenzofuranu u Terrabacter sp.
Enzym odpowiadajacy genowi DhaA, izolowanemu z Rhodococcus sp., to dehalogena-
za, biorgca udziat w przeksztalcaniu krotkich halogenoalkanéw do alkoholi (31). Uzy-
cie roslinnego sygnatu kierujacego biatka do sekrecji poza komérke pozwolito uzy-
ska¢ odpowiednie umiejscowienie obu wprowadzanych enzymoéw. W przypadku de-
halogenazy wykryto wieksza aktywnos$¢ tego ulokowanego (dla poréwnania) w cyto-
plazmie. Obserwowano przemieszczanie sie jej substratu — 1-chlorobutanu i pro-
duktu — 1-butanolu, miedzy komérkami korzeni A. thaliana i medium. Z kolei diok-

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 66-81 2007 75



Agata Zemleduch, Barbara Tomaszewska

sygenaza skierowana do apoplastu powodowata 11,9 razy szybsze przemiany
2,3-DHB niz ta cytoplamatyczna. Otrzymane wyniki wskazuja na to, ze system z ak-
tywnoscig zewnatrzkomorkowa jest najbardziej odpowiedni w przypadku degradacji
hydrofobowych zanieczyszczen, ktére sa stabo pobierane przez rosliny (31). Dodat-
kowym argumentem przemawiajgcym na korzys$¢ takiego rozwiazania jest niwelowa-
nie wplywu ewentualnych toksycznych metabolitéw posrednich, produkowanych
w czasie detoksykacji wewnatrz komoérek. Chcac w ten sposéb zwiekszy¢ odpornos¢
roslin na zanieczyszczenia nalezy wzia¢ pod uwage mozliwos¢ obnizenia aktywnoSci
katalitycznej enzymoéw w medium, do ktérego sa wydzielane, a gdzie warunki (pH
itd.) mogg odbiega¢ od optimum ich dziatania. Trzeba réwniez rozwazy¢ budowe
biatka, tj. obecnos$¢ podjednostek oraz niezbednych kofaktoréw itp. (31).

Problemy te maja mniejsze znaczenie gdy naturalnym przeznaczeniem produko-
wanego przez rosline, heterologicznego enzymu jest jego wydzielenie na zewnatrz
komorki. Tak jest w przypadku lakkazylll, wytwarzanej przez grzyb Coriolus versicolor
(30). Gdy cDNA genu cvL3 wprowadzono do N. tabacum, uzyskane transgeniczne ros-
liny mogty, podczas kultury hydroponicznej, efektywniej usuwac takie zwiazki jak
PCB i bisfenolA (30).

Mikroorganizmy sg takze zZrodiem genéw warunkujgcych zdolno$¢ do degradacji
pestycyddw. Znane sg liczne transgeniczne rosliny z odpornos$cia na herbicydy, jed-
nak tylko niektére wykorzystuje sie w celu oczyszczania srodowiska (32). Szczepy
roznych bakterii glebowych, np. Pseudomonas sp., zawieraja na plazmidach gen atzA,
ktorego produktem jest chlorohydrolaza. Moze ona katalizowac rozkiad takich
zwiazkow jak atrazyna, aimazyna, terbutylazyna, do nietoksycznych, nie bedgcych
herbicydami i fatwiej biodergadowalnych pochodnych. Lucerna Medicago sativa,
A. thaliana i N. tabacum, transformowane zmodyfikowanym genem atzA byly zdolne
do wzrostu przy stezeniach atrazyny 50-krotnie przekraczajacych dawki $miertelne
dla roslin kontrolnych (32).

Inne geny warunkujace odporno$¢ na herbicydy i badane pod katem przydatnos-
ci w fitoremediacji poprzez wprowadzenie do genomoéw roznych gatunkéw topoli,
to np. aroA (z Salmonella typhimurium, zwieksza tolerancje na glifosat) i bar — ko-
dujacy acetylotransferaze fosfinotricyny (ze Streptomyces hygroscopus, na herbicyd
Basta) (13).

Tabela

Przyklady wykonanych dotad modyfikacji roslin w celu ich wykorzystania do fitoremediacji zanieczyszczen
organicznych

Gen / produkt Zrédio genu Roslina docelowa Uzyskana tolerancja | Literatura
1 2 3 4 5
CYP1A1 cziowiek/szczur Oryza sativa, chlortoluron, mefenacet, (4)
Solanum tuberosum norflurazon, atrazyna itd.
CYP76B1 Helianthus tuberosus Nicotiana tabacum, |chlortoluron, linuron, izo- (5)
Arabidopsis thaliana proturon
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1 2 3 4 5
CYP2B6 czfowiek 0. sativa metolachlor, alachlor, @)
trifluralin, pyributikarb
CYP71A10 Glycine max N. tabacum chlortoluron ©)
CYP2E1 czlowiek N. tabacum TCE, EDB (10)
gshI (y-ECS), gshIl E. coli Brassica juncea fenantren, CDNB, (12)
(syntetaza glutationu) atrazyna, metolachlor
GR (reduktaza glutatio- E. coli P. sieboli x grandidentata| tolerancja na stres abio- | (13)
nu) tyczny, oksydacyjny
gstl Zea mays Nicotiana tabacum alachlor (15)
GmGSTU21, hGSH Glycine max N. tabacum fomesafen (16)
tpx1 (peroksydaza) | Lycopersicon esculentum L. esculentum fenol (18)
LACI (lakkaza) Gossypium arboreum Arabidopsis thaliana TCP (19)
xplA (CYP450) Rhodococcus rhodochrous A. thaliana RDX (24)
PbbC (dioksygenaza dihy-| Pseudomonas testosteroni N. tabacum PCB (26-28)
droksybifenylu)
DbfB (dioksygenaza) Terrabacter sp. A. thaliana dihydroksybifenyle (31)
DhaA (dehalogenaza) Rhodococcus sp. N. tabacum halogenoalkany (31)
atzA (chlorohydrolaza) Pseudomonas sp. Medicago sativa, atrazyna (32)
A. thaliana, N. tabacum
bar (acetylotransferaza |Streptomyces hygroscopus|  P. tremula x alba, herbicyd Basta 13)
fosfinotricyny) P. trichcarpa x deltoids
aroA (syntaza EPSP) | Salmonella typhimurium | P. alba x grandidentata glifosat 13)
cvl3 (lakkaza) Coriolus versicolor Nicotiana tabacum PCP, bifenylA (30)

Przyktady uzupetniajace cytowane w pracy Wojcika i Tomaszewskiej z 2005 r. (3).

2.3. Immunomodulacja

Podejscie, w ktérym zmiana tolerangji rosliny na ksenobiotyk wymaga zidentyfi-
kowania miejsca jego dzialania, a nastepnie modyfikacji tego miejsca lub drogi de-
toksykacji danego zwiazku, jest pracochtonne i dtugotrwate. Alternatywg moze by¢
immunomodulacja (33). Zastosowanie specyficznych przeciwciat, ktérych sekwencje
genowe znajduja sie w bibliotekach, pozwala uodporni¢ rosline na nieograniczong
ilo$¢ roznorodnych antygenéw. Ich ekspresja w komérkach mogtaby wspomoc fito-
remediacje, zapewniajac pobieranie z otoczenia i sekwestracje matych (<1000 Da)
ksenobiotykéw. Znany jest przyktad produkgji fragmentu zmodyfikowanego prze-
ciwciala scFv w tytoniu. Charakteryzuje sie ono specyficznym powinowactwem do
auksynopodobnego herbicydu-picloramu. W eksperymencie potwierdzono, ze frag-
ment ten nie wigze sie do zwigzkéw chemicznych o podobnej strukturze ani do en-
dogennych auksyn (rosliny transgeniczne i kontrolne w nieobecnosci picloramu byty
identyczne fenotypowo) (33). Po transformacji N. tabacum konstruktem zawiera-
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Rys. 3. Schemat T-DNA kodujacego przeciwciato scFv — specyficzne dla picloramu; wyrézniono po-
szczegoblne czesci konstruktu (33).

jacym sekwencje genowe fragmentow zmiennych diugiego i krétkiego tancucha
tego przeciwciala (rys. 3), uzyskano nawet 2,5 razy wieksza niz u roslin dzikich, za-
lezng od dawki, ochrone przed herbicydem. Ten typ transgeniczny osiggnat wzrost
lepszy rowniez od kontroli zawierajgcej przeciwciato niespecyficzne w stosunku do
picloramu. Sugeruje sie zastosowanie takiego podej$cia przy usuwaniu odpornych
na degradacje zwigzkéw; PCB, PCP (polichlorowane fenole) itp., zwtaszcza w kontek-
Scie przewidywanego rozwoju w dziedzinie przeciwciat katalitycznych (33).

3. Modyfikacje genetyczne endofitow

Inzynieria genetyczna moze stuzy¢ fitoremediacji rowniez poprzez poszerzanie
mozliwo$ci wspotpracy roslin i ich wewnetrznych symbiontéw. Wyposazenie en-
dofitow w systemy enzymatycznej degradacji ksenobiotykéw pozwolityby zmniej-
szy¢ stres ros$liny oraz zwiekszy¢ efektywnos$¢ detoksykacji. W przypadku ekspery-
mentu z tubinem Lupinus luteus i zwigzanych z nim szczep6w Burkholderia cepacia wy-
korzystano fakt, ze bakterie glebowe, wystepujace na powierzchni korzeni, maja
geny odpowiedzialne za zdolno$¢ do degradacji toluenu, zlokalizowane na plazmi-
dzie (pTOM) (34,35). Koniugacja tych mikroorganizmoéw z ich krewniakami zyjgcymi
wewnatrz tkanek roslinnych, a nie zdolnymi do metabolizmu tego zwigzku, pozwo-
lita na przekazanie im tej podstawowej czasteczki DNA. Inokulacja tubinu tak zmie-
nionym szczepem endofitycznym, zapewnita mu tolerowanie nawet 1000 mg tolu-
enu/l pozywki, podczas gdy fitotoksyczno$¢ w stosunku do roslin kontrolnych obja-
wiala sie juz przy stezeniu 100 mg/l. Dzieki tej kooperacji w rozktadzie zanieczysz-
czenia mniejsze jego ilo$ci sg uwalniane do atmosfery z gérnych czesci roslin (w po-
rownaniu z L. luteus wspéipracujacym z glebowym szczepem B. cepacia degradu-
jacym toluen — ewapotranspiracja byta o 50-70% mniejsza) (34).
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To podejscie ma duze zalety, m.in. ze wzgledu na to, ze w wielu krajach transko-
niugaty uzyskane za pomocg naturalnie wystepujgcych dawcoéw, biorcéw i plazmi-
déw, nie sg uwazane za organizmy zmodyfikowane genetycznie i nie powinny
wzbudzaé zastrzezen i protestow opinii publicznej. Poza tym manipulowanie gene-
tyczne bakterii jest tatwiejsze niz roslin. Przy odpowiednim podej$ciu/wyborze
szczepu mozna uniemozliwi¢ zmienionemu mikroorganizmowi przezycie poza go-
spodarzem (co dodatkowo zapobiegnie rozprzestrzenieniu sie transgenu w $rodo-
wisku) (36). Jednoczes$nie jest kilka aspektow, ktore wymagaja doktadnej analizy
przed zastosowaniem tej obiecujgcej metody w inzynierii Srodowiska (37). Pierwszy
z nich to stabilnos$¢ i trwalo$¢ w czasie zdolnos$ci degradowania w populacji endofi-
tow i ich utrzymanie, mimo ewentualnej przeciwnej presji selekcyjnej, na przyktad
w czasie wzrostu rosliny gospodarza (chocby topoli, ktérej korzenie wrastaja w gle-
be, docierajgc dopiero po pewnym czasie do poziomu wody gruntowej, zawie-
rajgcej zanieczyszczenia). Nie ma gwarangji, ze inokulowana bakteria stanie sie inte-
gralng czescig populacji endofitow, m.in. horyzontalny transfer genéw pozwoli na
rozprzestrzenienie sie pozadanej cechy, ani ze wprowadzony mikroorganizm nie
zostanie wyparty przez inny, lepiej przystosowany do lokalnych warunkow. Kolej-
nym problemem jest efekt jaki moze wywiera¢ na gospodarza aktywno$¢ zmodyfi-
kowanego symbionta. Zmiana czy uzupelnienie metabolizmu jest tu celem, jednak
powinno sie unika¢ wytwarzania i akumulacji toksycznych produktéw posrednich.
Ich uwalnianie do $rodowiska nie byloby takze pozadane (37).

4. Podsumowanie

W nadchodzgcych latach rozwoju nowoczesnych technologii i poznawania ca-
lych sekwencji genoméw coraz wiekszej liczby gatunkéw roslin prawdopodobnie
bedziemy zdolni identyfikowa¢ kolejne, nowe geny, wazne przy usuwaniu zanie-
czyszczen, tacznie z biatkami regulatorowymi (np. czynnikami transkrypcyjnymi)
itp. Manipulowanie ekspresjg takich genéw w gatunkach o duzej biomasie mogtoby
by¢ bardzo uzyteczne i korzystnie wplyna¢ na fitoremediacje (2). Na obecnym etapie
konieczne jest skupienie sie na problemach dotyczacych samego procesu modyfika-
¢ji genetycznych oraz stabilnosci transgenéw w $§rodowisku. Wiadomo np., ze ze
wzgledu na r6znice pomiedzy roslinami jedno- i dwuli$ciennymi (np. w zawartosci
par GC w sekwencjach) nie wszystkie geny mozna przenie$¢ do kazdej z nich (29).
Czesto trudno jest rowniez uzyska¢ odpowiednia liczbe insertéw w genomie doce-
lowym, stabilng ekspresje czy aktywne produkty biatkowe. Trzeba bra¢ pod uwage
przypadkowe wyciszenie lub wyciecie itp. innych genéw i w zwigzku z tym zmiany
w rozwoju organizmu modyfikowanego. Z kolei fakt dziedziczenia transgenow
stwarza potrzebe kontroli zachowania sie transformantow wprowadzanych do eko-
systemow (13). Obecno$¢ obcego konstruktu okre$la sie r6znymi metodami, ba-
dajac geny markerowe. Gléwne obawy w przypadku fitoremediacji budzi rozmna-

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 66-81 2007 79



Agata Zemleduch, Barbara Tomaszewska

zanie sie ro$lin GM i ich krzyzowanie z innymi gatunkami. Zastepuje ono w jakims$
stopniu obawy spoteczenstwa o zdrowie, zwigzane ze spozywaniem genetycznie
zmodyfikowanych produktéw. W przypadku fitoremediacji, stosowane tu rosliny nie
sg przeciez wykorzystywane do produkcji zywnosci (38). Zagrozenie niekontrolowa-
nego rozprzestrzenienia sie roslin GM w srodowisku mozna ponadto zminimalizowac
réznymi sposobami. Niektére podejScia polegajg np. pol: na wykorzystywaniu
w oczyszczaniu Srodowiska roslin GM bezptodnych (po zredukowaniu rozwoju kwia-
tow poprzez tkankowospecyficzng ekspresje genu barnazy z Bacillus amiloliquefaciens,
na zewnatrzkomoérkowa rybonukleaze lub wytwarzanie innych substancji cytotok-
sycznych uszkadzajacych komorki generatywne, takich jak podjednostka A zewngtrz-
komoérkowej toksyny DTA, czy wyciszanie lub mutowanie odpowiednich genéw
itp.), po 2: na stosowaniu w fitoremediacji tylko osobnikéw zenskich, ktore nie pro-
dukujg i nie rozprzestrzeniajg pytku, po 3: na regulowaniu okresu kwitnienia (np.
hormonami) roslin GM w stosunku do dzikich, mogacych by¢ potencjalnymi biorca-
mi transgenéw, po 4: na wprowadzaniu modyfikacji w genomie chloroplastowym,
co rowniez wyklucza ryzyko przeniesienia genéw wraz z pytkiem, itd. (2,13, 38).
Przedostawaniu sie zanieczyszczen zakumulowanych w organach roslin dalej do
tancucha troficznego mozna z kolei zapobiega¢ wykorzystujac naturalnie produko-
wane w przyrodzie substancje odstraszajace roslinozercow (39). Transgeniczne ros-
liny stosowane w remediacji oznaczaja mozliwos¢ wielkiego postepu i przyspiesze-
nia oczyszczania srodowiska z zanieczyszczen, nie tylko organicznych. Wszystkie
enzymy niezbedne do ich degradacji mogtyby by¢ zgrupowane w jednej roélinie,
w wyniku transformacji multigenowej, co umozliwitoby efektywng remediacje, na-
wet obszaréw skazonych wieloma réznymi zwigzkami chemicznymi. Dla badaczy
prébujacych jak dotad wprowadzi¢ rosliny zmodyfikowane genetycznie do powszech-
nego zastosowania w fitoremediacji, w wiekszosci przypadkow jedyna przeszkoda
nie do pokonania, jak sie okazuje, jest polityka i ustawodawstwo (25,38).

Praca finansowana z grantu KBN 2P04G06926.
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