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S u m m a r y

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. Wstêp

Praktycznie od pocz¹tku swojego istnienia cz³owiek zmienia³
otaczaj¹ce go œrodowisko, dostosowuj¹c je do swoich potrzeb.
Wraz z ich wzrostem i rozwojem cywilizacji, coraz intensywniej
i bardziej zauwa¿alnie wp³ywa³ na obraz naszej planety i panu-
j¹c¹ na niej równowagê. Jednak dopiero w ci¹gu ostatnich 200 lat
ingerencja ta sta³a siê gwa³towna, co poci¹ga za sob¹ negatywne
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i czêsto nie daj¹ce siê do koñca przewidzieæ skutki. Coraz aktywniejsza dzia³alnoœæ
cz³owieka zwi¹zana z gospodark¹, przemys³em, rolnictwem itd. doprowadzi³a do
licznych nieodwracalnych zaburzeñ w œrodowisku. Objawiaj¹ siê one jako „dziura
ozonowa”, smog, „efekt cieplarniany”, zanieczyszczenie i eutrofizacja wód, erozja
gleby, zmniejszaj¹ca siê bioró¿norodnoœæ itp. W wielu przypadkach bezpoœrednim
powodem tych zmian s¹ obce substancje chemiczne, bêd¹ce wytworami cz³owieka.
Zanieczyszczenie œrodowiska postêpuje w wyniku jego œwiadomych lub mniej œwia-
domych dzia³añ. Œcieki, odpady organiczne jak i nieorganiczne, py³y i dymy s¹ uwal-
niane do otoczenia ró¿nymi drogami, na przyk³ad z kominów obiektów przemy-
s³owych i elektrowni, w wyniku stosowania pestycydów, wycieków w czasie trans-
portu i przechowywania, deponowania niebezpiecznych odpadów na dnie mórz/pod
ziemi¹ itd. Mog¹ one stanowiæ zagro¿enie nie tylko w miejscach ich emisji, ale tak-
¿e przemieszczaæ siê na znaczne odleg³oœci. Zarówno czynniki fizykochemiczne
i biotyczne ekosystemów jak i w³aœciwoœci samych substancji zanieczyszczaj¹cych
mog¹ mieæ wp³yw na ich rozprzestrzenianie siê, dystrybucjê oraz efekt wywierany
na organizmy ¿ywe. Zainteresowanie tym ostatnim, szczególnie w kontekœcie cz³o-
wieka, sta³o siê powszechne w ubieg³ym stuleciu, kiedy równolegle z gwa³townym
rozwojem przemys³u chemicznego i „zielon¹ rewolucj¹” pojawia³y siê liczne „sy-
gna³y ostrzegawcze”, œwiadcz¹ce o postêpuj¹cej dewastacji œrodowiska. Dziœ jego
oczyszczanie i ochrona s¹ jednym z najwa¿niejszych aspektów rozwoju ludzkiej cy-
wilizacji, gdy¿ staliœmy siê bardziej œwiadomi, ¿e jest ono niezbêdne dla jej trwania.

Do tej pory technologie badawcze, dotycz¹ce zanieczyszczenia œrodowiska sku-
pia³y siê na wykorzystaniu roœlin w biomonitoringu, indykacji czy jako markerów.
Wykorzystanie podstawowych za³o¿eñ procesu fitoremediacji polega³o natomiast
g³ównie na standardowych chemicznych i biochemicznych procedurach oceny fito-
toksycznoœci, metabolizmu i trwa³oœci zwi¹zków organicznych w roœlinach. Obecnie
ma miejsce jakby kolejny etap w rozwoju „fitotechnologii” – k³ad¹cy nacisk na
optymalizacjê, ulepszanie aktywnoœci i mo¿liwoœci remediacyjnych poszczególnych
gatunków (1). W tym celu czerpie siê z wiedzy zgromadzonej w ostatnim 10-leciu na
podstawie badañ molekularnych roœlin, a tak¿e na coraz wiêksz¹ skalê robi siê u¿y-
tek z technologii analizy transkryptomu i proteomu (1,2). Tego typu studia nad za-
chodz¹cymi podczas fitoremediacji zwi¹zków organicznych procesami detoksyka-
cji, pozwalaj¹ poznawaæ podstawy tego kompleksowego systemu (kontrolowanego
w wiêkszoœci przypadków przez du¿e rodziny genowe) oraz mechanizmy jego regu-
lacji. W analizach transkryptomu mo¿liwe jest badanie wielu genów równoczeœnie
(mikromacierze), identyfikowanie ró¿nych grup genów, których produkty warun-
kuj¹ detoksykacjê i przemiany ksenobiotyków. Te, które w obecnoœci zanieczysz-
czeñ w otoczeniu roœliny wykazuj¹ znaczne ró¿nice w ekspresji – kwalifikowane s¹
do dalszych badañ. Analiza proteomów natomiast umo¿liwia m.in. zlokalizowanie
bia³ek w przestrzeni subkomórkowej (1). Na podstawie danych uzyskanych tymi
sposobami podejmowane s¹ liczne próby otrzymania roœlin o zwiêkszonym poten-
cjale remediacyjnym. D¹¿y siê do zwiêkszenia tolerancji/akumulacji/degradacji po-
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szczególnych zanieczyszczeñ. Mo¿na do tego doprowadziæ stosuj¹c ró¿ne podejœ-
cia i metody; poprzez konwencjonalne sposoby rozmna¿ania, krzy¿owania, tworze-
nie hybryd miêdzygatunkowych czy genetyczne modyfikowanie organizmów (1-3).

2.1. Modyfikacje na poziomie naturalnych roœlinnych szlaków przemian

Szczególnie korzystne, jak siê wydaje, jest ulepszanie roœlin, u których potwier-
dzono ju¿ pewne zdolnoœci i u¿ytecznoœæ w fitoremediacji oraz skoncentrowanie
siê na modulowaniu aktywnoœci biocz¹steczek maj¹cych wp³yw na unieczynnia-
nie/degradacjê zanieczyszczeñ organicznych. Podejmowane próby otrzymania roœ-
lin o zwiêkszonym potencjale detoksykacji wi¹¿¹ siê czêsto ze wzbogacaniem ich
systemu cytochromów P450. Z szerokiej, czêsto nak³adaj¹cej siê specyficznoœci sub-
stratowej, charakteryzuj¹cej enzymy wystêpuj¹ce u ró¿nych organizmów oraz z po-
dobieñstw w przebiegu metabolizmu okreœlonych zwi¹zków – wiadomo, ¿e bia³ka
te mog¹ uczestniczyæ w utlenianiu m.in. benzenu, trichloroetylen, chlorku winylu
itd. (3,4). Wiele gatunków roœlin (kukurydza, sorgo, bawe³na i inne) ma zdolnoœæ
przetwarzania licznych herbicydów, np. triazynowych. Wœród wyizolowanych i scha-
rakteryzowanych cz¹steczek cDNA cytochromów ulegaj¹cych ekspresji, gdy roœlina
wystawiona jest na dzia³anie ksenobiotyków, jest m.in. CYP76B1 (5). Po wprowadze-
niu tej sekwencji, izolowanej ze s³onecznika Helianthus tuberosus, do tytoniu Nicotiana
tabacum i rzodkiewnika Arabidopsis thaliana uzyskano 3-20 razy wiêksz¹ tolerancjê
na herbicydy takie jak chlortoluron, linuron i izoproturon (5). Natomiast transge-
niczny tytoñ z cytochromem CYP71A10, pochodz¹cym z soi Glycine max, by³ zdolny
do przekszta³cania chlortoluronu do nietoksycznych hydroksymetylopochodnych (6).
W przeciwieñstwie do wci¹¿ jeszcze skromnych danych molekularnych o cytochro-
mach roœlin, wiêcej wiadomo o ich odpowiednikach u ssaków. Na przyk³ad ustalo-
no, ¿e spoœród znanych ludzkich CYP450 11 z nich ma zdolnoœæ do metabolizowa-
nia oko³o 27 ró¿nych herbicydów, w tym dwóch grup o istotnym znaczeniu gospo-
darczym – chloroacetanilidów i 2,6-dinitroaniliny oraz 4 insektycydów (7). Nau-
kowcom uda³o siê nadaæ roœlinom wiêksz¹ odpornoœæ na tego typu zwi¹zki che-
miczne poprzez uzupe³nienie ich puli cytochromów w monooksygenazy pocho-
dz¹ce np. od cz³owieka. W przypadku transgenicznego ry¿u Oryza sativa czy ziem-
niaka Solanum tuberosum, zawieraj¹cych geny szczurzego/ludzkiego cytochromu
CYP1A1, wielokrotnie uzyskiwano tolerancjê na herbicydy takie jak: chlortoluron,
mefemacet, norflurazon, atrazynê i diuron (4). Przeprowadzono doœwiadczenie,
gdzie modyfikowany ry¿ okaza³ siê zdolny do wzrostu w obecnoœci dawek atrazyny
i symazyny 1,5 razy wiêkszych ni¿ normalnie stosowane na polu uprawnym. Po 7
dniach inkubacji z zanieczyszczeniami obserwowano zmniejszenie siê ich iloœci do
~36% tego, co pozosta³o u roœlin typu dzikiego (czyli roœliny te usuwa³y z pod³o¿a
do 2 razy wiêcej herbicydów ni¿ ry¿ nietransgeniczny). Akumulacja obu zwi¹zków
w tkankach tak¿e by³a na ni¿szym poziomie ni¿ u roœlin kontrolnych. Ogólnie rzecz
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bior¹c transgeneza pozwoli³a na uzyskanie zwiêkszonego metabolizmu tych herbi-
cydów (4). Wprowadzenie do genomu O. sativa innej, pochodz¹cej od cz³owieka se-
kwencji genowej cytochromu CYP2B6, umo¿liwi³o uzyskanym roœlinom tolerowanie
obecnoœci 15 z 17 analizowanych herbicydów (fot. 1). Ten jeden transgen spowodo-
wa³ wzrost odpornoœci ry¿u na grupê ksenobiotyków bardzo ró¿ni¹cych siê zarów-
no strukturalnie jak i w sposobie dzia³ania. Nastêpowa³ np. bardzo szybki metabo-
lizm metolachloru i ju¿ po 3 dniach wzrostu transformowane roœliny pozostawia³y
w medium tylko 2% z jego iloœci wyjœciowej (u roœlin kontrolnych zosta³o 26%). Ka¿-
da z uzyskanych transgenicznych linii wykazywa³a tolerancjê w zakresach 2,5-32 �M
i 5-24 �M stê¿eñ odpowiednio alachloru i metolachloru (gdzie drugie wartoœci to
4 razy tyle, ile aplikuje siê w uprawach), podczas gdy roœliny bez CYP2B6 nie by³y
zdolne do wzrostu ju¿ w warunkach podwójnych stê¿eñ (7,8). Starsze od 2-tygo-
dniowych do 2-miesiêcznych) roœliny, przeniesione do szklarni, tak¿e wydajniej usu-
wa³y zanieczyszczenia z gleby (oko³o 1,73 razy lepiej ni¿ kontrolne) (8). Ró¿ne her-
bicydy wykazuj¹ odmienne aktywnoœci wobec organizmu roœlinnego. Przyk³adowo,
wymieniony tu ju¿ metolachlor, bêd¹c zwi¹zkiem chloroacetanilidowym, hamuje
syntezê d³ugo³añcuchowych kwasów t³uszczowych, zwi¹zki takie jak atrazyna upoœ-
ledzaj¹ transport elektronów w czasie fotosyntezy, norflurazon hamuje biosyntezê
karotenoidów, natomiast quizalofop-etyl jest inhibitorem karboksylazy acetyloCoA
(4,8,9). Idealnym rozwi¹zaniem problemów stwarzanych przez ró¿norodnoœæ i sze-
rokie spektrum negatywnego dzia³ania herbicydów wystêpuj¹cych w œrodowisku
by³oby skonstruowanie roœliny posiadaj¹cej tolerancjê krzy¿ow¹ i zdolnej tym sa-
mym do równoczesnej i wydajnej remediacji wielu z nich. Próbê zapewnienia odpor-
noœci na takie w³aœnie zró¿nicowane ksenobiotyki podjêto w przypadku O. sativa.
Uzyskano koekspresjê 3 genów na ludzkie cytochromy CYP1A1, 2B6 i 2C19 (wpro-

Organizmy zmodyfikowane genetycznie w fitoremediacji zwi¹zków organicznych

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 66-81 2007 69

Fot. 1. Tolerancja ry¿u zawieraj¹cego CYP2B6 na herbicydy; zdjêcia zrobiono po 14 dniach inkubacji
roœlin I – z metolachlorem (5 �M), II – z trifluralinem (15 �M); K – roœliny kontrolne (nietransformo-
wane), K0 – kontrola bez dodatku herbicydu, a, b, c – ró¿ne transformanty (7).



wadzonych na jednym konstrukcie plazmidowym) (9). Wczeœniej potwierdzono ak-
tywnoœæ ka¿dego z nich w stosunku do ró¿nych herbicydów (CYP1A1-quizalo-
fop-etyl i norflurazon, CYP2B6- metolachlor, CYP2C19 -norflurazon). Na podstawie
wyników badañ wzrostu poszczególnych transformantów w obecnoœci ró¿nych mie-
szanin tych zwi¹zków wykazano, ¿e roœliny, u których zachodzi³a ekspresja wszyst-
kich 3 genów wykazywa³y normalny wzrost w ka¿dych warunkach, natomiast te
z pojedynczymi transgenami oraz kontrolne ginê³y (9). Kolejnym ludzkim cytochro-
mem, na który zwrócono uwagê w kontekœcie u¿ycia w celu usprawnienia fitoreme-
diacji, jest CYP2E1 – utleniaj¹cy, m.in. trichloroetylen (TCE), dibromek etylenu
(EDB), tetrachlorek wêgla, chloroform, chlorek winylu (25). Transgeniczny tytoñ wy-
twarzaj¹cy ten enzym mia³ 640 razy wiêkszy ni¿ normalnie metabolizm TCE. By³
równie¿ zdolny do bardzo wydajnej, niemal 100% detoksykacji EDB (roœliny kontrol-
ne przekszta³ca³y tylko 63% podanego zwi¹zku) (10). W przypadku cytochromów
warto wspomnieæ, ¿e u transgenicznych roœlin bia³ka te, jako pochodz¹ce z obcego
Ÿród³a, efektywnie wspó³pracuj¹ w systemach monooksygenaz z endogennymi oksy-
doreduktazami NADPH, które dostarczaj¹ elektrony zarówno dla sztucznie wprowa-
dzonych jak i dla „swoich” enzymów (7,10).

Innym przyk³adem bia³ek, które czêsto staj¹ siê celem modyfikacji genetycznych
s¹ ogniwa szlaków przemian glutationu w komórkach. Mieszañcowy gatunek topoli
Populus tremula x alba wykazuj¹cy nadekspresjê bakteryjnej syntetazy-�-glutamylo-

cysteinowej (�-ECS), okaza³ siê bardziej odporny na herbicydy acetochlor i metola-
chlor ni¿ kontrolne roœliny nietransformowane. Koniugacja z glutationem jest tutaj
drog¹ metabolizmu tych zwi¹zków, a ich obecnoœæ stymulowa³a ekspresjê transge-
nu, prowadz¹c¹ do zwiêkszenia produkcji jego prekursorów (11). Zwiêkszenie bio-
syntezy GSH, poskutkowa³o te¿ pozytywnie w przypadku gorczycy Brassica juncea.
Tutaj badano wp³yw nadekspresji genów gshI (�-ECS) i gshII (syntetazy glutationu

GS) na tolerancjê roœlin wobec organicznych zanieczyszczeñ takich jak fenantren,
1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) oraz atrazyna i metolachlor (12). U transforman-
tów zaobserwowano wiêksz¹ odpornoœæ na te ksenobiotyki, mia³y one równie¿ wiê-
cej tiolu niebia³kowego w komórkach. Wiêksza iloœæ enzymów tego typu w komór-
kach oznacza dla roœlin tak¿e lepsz¹ obronê antyoksydacyjn¹. W innym ekspery-
mencie, transformuj¹c hybrydê topoli Populus sieboldi x grandidentata genem reduk-

tazy glutationu (GR) z E. coli poprawiono jej tolerancjê na stresy abiotyczne (13). Ka-
talizatorem, którego aktywnoœæ te¿ jest zwi¹zana z GSH, jest dehydrogenaza for-

maldehydu (FALDH) (14). W genomie A. thaliana koduje go pojedynczy gen, ule-
gaj¹cy ekspresji konstytutywnej. Lokalizacja jego produktu jest komórkowospecy-
ficzna i kojarzona z tubulin¹, fragmoplastem, co sugeruje rolê w podziale komórki.
Potwierdzono, ¿e zwiêkszona ekspresja tego genu pozwala na uzyskanie o 25% wiê-
kszej aktywnoœci w eliminowaniu egzogennego formaldehydu, natomiast negatyw-
na regulacja, np. za pomoc¹ sekwencji antysensowych, skutkuje spowolnion¹ detok-
sykacj¹ tego zwi¹zku (14). Mo¿liwe jest manipulowanie odpornoœci¹ roœlin na herbi-
cydy poprzez modyfikacjê aktywnoœci glutationoS-transferaz. Znany jest przyk³ad
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wprowadzenia (metod¹ wstrzeliwania) do N. tabacum genu gstI, izolowanego z ku-
kurydzy Zea mays (15). Jego nadekspresja pozwoli³a zwiêkszyæ tolerancjê tytoniu na
herbicyd alachlor. Wiadomo, ¿e GST z niektórych roœlin wykazuj¹ wiêksz¹ ni¿ inne
specyficznoœæ wobec okreœlonych ksenobiotyków. Na przyk³ad sojowa transferaza
klasy tau z Glycine max, ma zdolnoœæ detoksykacji herbicydów typu eterów difenylo-
wych, takich jak fomesafen czy acifluoren, w przeciwieñstwie do enzymów po-
chodz¹cych z N. tabacum (16). Jednak aby z jej pomoc¹ uodporniæ tytoñ na te herbi-
cydy nie wystarczy wprowadzenie pojedynczego transgenu pochodz¹cego z soi.
Jest to spowodowane faktem, ¿e GST z soi, jako roœliny str¹czkowej preferuje jako
kosubstrat homoglutation, z którym z kolei nie oddzia³uj¹ enzymy tytoniu. W tym
przypadku próba nadania N. tabacum tolerancji na fomesafen uda³a siê tylko po
transformacji konstruktem dwugenowym – z GmGSTU21 i hGSH (16).

Techniki in¿ynierii genetycznej mog¹ byæ tak¿e u¿yte w celu zmiany specyficz-
noœci substratowej enzymów odgrywaj¹cych rolê w obronie roœlin przed zanieczysz-
czeniami. W przypadku wielu z nich poznano ich molekularn¹ budowê i okreœlono
w strukturze bia³ka te aminokwasy, które formuj¹ domeny wi¹¿¹ce substraty,
uczestnicz¹c w katalizie. Analizy konserwatywnoœci takich reszt pozwalaj¹ wytypo-
waæ te, które poprzez zamianê mog³yby siê przyczyniæ do bardziej specyficznego
oddzia³ywania z okreœlonymi ksenobiotykami lub umo¿liwiæ lepsz¹ dysocjacjê pro-
duktu przemiany. Przyk³adem takiej modyfikacji w³aœciwoœci katalitycznych mog¹
byæ eksperymenty z wytworzeniem glutationoS-transferaz (typu I, klasy fi, pocho-
dz¹cych z kukurydzy) zmutowanych indywidualnie w 3 pozycjach aminokwasów (za-
miana Trp12 na Pro/Ile, Phe35 na Leu, Ile118 na Phe), bêd¹cych sk³adnikami miejsca
H, czyli miejsca wi¹zania ksenobiotyku (17). Otrzymane izoenzymy ró¿ni³y siê od
enzymu typu „dzikiego” parametrami reakcji katalitycznej (kcat i Km) w stosunku do
ró¿nych substratów. Uzyskano m.in. wy¿sze powinowactwo do CDNB, dziêki pod-
stawieniu leucyny w pozycji 35 ³añcucha polipeptydowego. Kolejnym przyk³adem
enzymów, których nadekspresja mog³aby siê przyczyniæ do zwiêkszenia efektywno-
œci fitoremediacji s¹ peroksydazy. Ich aktywnoœæ powoduje po³¹czenie hydroksylo-
wanych ksenobiotyków z polimerami œcian komórkowych roœlin. Pomys³ enzyma-
tycznej „utylizacji” z ich udzia³em zanieczyszczeñ przemys³owych opornych na de-
gradacjê (jak np. fenol) napotyka jednak na ograniczenia w stosowaniu na wielk¹
skalê ze wzglêdu na potrzebê u¿ycia bardzo du¿ych iloœci aktywnego bia³ka. Roz-
wi¹zaniem mo¿e byæ w tym przypadku zastosowanie ca³ych komórek/tkanek roœlin,
zawieraj¹cych wewn¹trz odpowiedni¹ iloœæ enzymu (18). In¿ynieria genetyczna
umo¿liwia zarówno nadekspresjê po¿¹danego bia³ka i uzyskanie wystarczaj¹cej
masy korzeni, gdzie bêdzie ono dzia³aæ. Roœlin¹ wytypowan¹ do eksperymentu by³
pomidor Lycopersicon esculentum ze wzglêdu na naturalnie du¿¹ zawartoœæ peroksy-
dazy w korzeniach. Dokonano jego podwójnej modyfikacji; najpierw za pomoc¹
Agrobacterium tumefaciens wprowadzono gen tpx1, koduj¹cy izoenzym peroksydazy
zasadowej pomidora, po czym w celu indukowania tworzenia siê korzeni w³oœniko-
wych dodatkowo transformowano go A. rizogenes. Z przeprowadzonych analiz wyni-
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ka³o, ¿e nadekspresja tego genu w opisanym systemie spowodowa³a 15% wzrost
efektywnoœci usuwania fenolu z roztworów wodnych (w porównaniu do korzeni po-
midora typu dzikiego). Symulacje komputerowe i dalsze badania pozwol¹ na ewalu-
acjê uzyskanych wyników i ewentualne zastosowanie takiego modelu na skalê prze-
mys³ow¹ do oczyszczania du¿ych objêtoœci œcieków (18).

Fitoremediacjê ex planta mo¿e tak¿e stymulowaæ nadekspresja enzymów natu-
ralnie wydzielanych przez korzenie roœlin do otoczenia. Transgeniczna A. thaliana,
do której wprowadzono cDNA genu sekrecyjnej lakkazy z bawe³ny Gossypium arboreum
wykazywa³a odpornoœæ na polichlorowane fenole i tym podobne zwi¹zki (19). W po-
równaniu z roœlinami typu dzikiego aktywnoœæ enzymu wzros³a po tym zabiegu 7-15
razy, w znacznych iloœciach wykrywana by³a te¿ w medium. Analiza transformacji
trichlorofenolu (TCP) przez rzodkiewnik z nadekspresj¹ genu LAC1 pokaza³a 70%
ubytku podanego ksenobiotyku w ci¹gu 12 godzin inkubacji (19).

Stres zwi¹zany z ekspozycj¹ roœliny na zanieczyszczenia organiczne bardzo czê-
sto przejawia siê zaburzeniami fotosyntezy. W przypadku niektórych herbicydów,
np. oxyfluorfenu jest to bezpoœrednim nastêpstwem zahamowania biosyntezy chlo-
rofilu (20). Zwi¹zek ten dzia³a na oksydazê protoporfirynogenu (Protox,
E.C.1.3.3.4.), która w szlaku przekszta³ceñ prowadz¹cych do syntezy tetrapiroli jest
przedostatnim enzymem przed rozga³êzieniem na wytwarzanie chlorofilu/hemu.
Bia³ka te naturalnie znajduj¹ siê w plastydach i mitochondriach. Kiedy zablokowana
jest, katalizowana przez nie, konwersja protoporfirynogenu IX w protoporfirynê IX
nastêpuje „wyciekanie” i akumulacja tego pierwszego zwi¹zku w cytoplazmie. Wy-
wo³uje to powstawanie reaktywnych form tlenu i stres oksydacyjny. Dobrym sposo-
bem na zapobieganie tym negatywnym efektom dzia³ania oxyfluorfenu okaza³a siê
nadprodukcja Protoxu w chloroplastach i mitochondriach. Dawc¹ genu, który mia³
ulegaæ nadekspresji, by³ mikroorganizm Myxococcus xanthus. Transformowane
skrawki liœci O. sativa by³y odporne nawet przy 100 �M stê¿eniu herbicydu i nie wy-
kazywa³y nekrozy ani produkcji wolnych rodników. Po 48 godzinach od aplikacji
oxyfluorfenu na transgeniczne liœcie obserwowano tylko lekk¹ chlorozê, natomiast
w próbkach kontrolnych ju¿ po 18 godzinach zdolnoœæ do fotosyntezy by³a powa¿-
nie obni¿ona (20).

2.2. Transgeniczne roœliny o nowych w³aœciwoœciach

Poza modyfikacjami prowadz¹cymi do zwiêkszenia skutecznoœci roœlinnych spo-
sobów detoksykacji zanieczyszczeñ, znane s¹ równie¿ raporty na temat wykorzysta-
nia zasobów genowych innych, specyficznych organizmów. Dotycz¹ one g³ównie
przenoszenia do roœlin genów, a co za tym idzie – aktywnoœci katalitycznych, spo-
tykanych dot¹d jedynie u mikroorganizmów (gdy¿ to one wykazuj¹ najwiêksze mo¿-
liwoœci degradacji wszelkiego rodzaju zwi¹zków chemicznych, w tym tak¿e zanie-
czyszczeñ organicznych). To podejœcie pozwala na efektywne po³¹czenie zalet tych

Agata Zemleduch, Barbara Tomaszewska

72 PRACE PRZEGL¥DOWE



dwóch systemów remediacji biologicznej – u¿ycie roœlin, które z ³atwoœci¹ osi¹-
gaj¹ odpowiedni¹ biomasê i wyposa¿enie ich w enzymy bakteryjne, umo¿liwiaj¹ce
metabolizm zwi¹zków, z których rozk³adem do tej pory sobie nie radzi³y.

Z myœl¹ o oczyszczaniu gruntów z substancji wybuchowych, stworzono m.in.
N. tabacum zawieraj¹cy gen reduktazy PETN, pochodz¹cym z glebowej bakterii
Enterobacter cloace. Ten NADPH-zale¿ny enzym pozwala mikroorganizmom wykorzy-
stywaæ jako Ÿród³o azotu zwi¹zki takie jak estry nitrowe, tetraazotan pentaerytrytu
(PETN), triazotan glicerolu (GTN) (21). Po transformacji tytoniu genem onr uzyskano
ekspresjê aktywnego enzymu, który stanowi³ oko³o 0,2% wszystkich rozpuszczal-
nych bia³ek komórki. Nasiona otrzymane z transgenicznych roœlin normalnie kie³-
kowa³y w obecnoœci 1 mM GTN czy 0,05 mM TNT (2,4,6-trinitrotoluen), natomiast
bez transgenu nie by³y zdolne do rozwoju w takich warunkach. U siewek wyka-
zuj¹cych aktywnoœæ reduktazy PETN obserwowano równie¿ bardziej gwa³towny me-
tabolizm GTN oraz powstawanie mniejszej iloœci toksycznych dla wzrostu roœlin
produktów przemian trinitrotoluenu (21). Inn¹ konstrukcj¹ potencjalnie u¿yteczn¹
w fitoremediacji TNT jest roœlina zawieraj¹ca bakteryjn¹ nitroreduktazê (22). Enzym
ten katalizuje jego NAD(P)H-zale¿n¹, 2-elektronow¹ redukcjê do hydroksyaminodi-
nitrotoluenu (HADNT).

W przypadku N. tabacum transformacja genem nfsI (z Enterobacter cloace) pozwo-
li³a na tolerancjê i osi¹ganie lepszego wzrostu nawet przy stê¿eniach dochodz¹cych
do granicy rozpuszczalnoœci TNT w wodzie (~0,25 mM). Oba typy roœlin i dzikie,
i transgeniczne by³y zdolne do usuwania TNT z pod³o¿a, jednak o wiele szybciej
robi³y to formy zawieraj¹ce bakteryjny enzym. Na przyk³ad z 0,1 mM stê¿enia TNT:
w ci¹gu 6 godzin uby³o 71% podanego zwi¹zku, podczas gdy próby kontrolne
zdo³a³y usun¹æ 78% w ci¹gu 168 godzin trwania ca³ego eksperymentu (22). Konku-
rencyjn¹ w stosunku do wspomnianej próbê przeprowadzono, wprowadzaj¹c do
A. thaliana gen nitroreduktazy (nfsA) z E. coli (23). Otrzymane roœliny pobiera³y TNT
w iloœci 20 �M/dzieñ/g œwie¿ej masy, czyli z szybkoœci¹ 16-krotnie wiêksz¹ ni¿
transgeniczny tytoñ z genem E. cloace.

Substancj¹ wybuchow¹ wspó³wystêpuj¹c¹ najczêœciej z TNT i HMX (1,3,5,7-tetra-
nitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan), a której rozk³ad stanowi dla roœlin najwiêkszy
problem, jest RDX (1,3,5-trinitro-1,3,5-triazacykloheksan). Nie ustaj¹ starania znale-
zienia lub skonstruowania organizmu, który by³by zdolny do efektywnej remediacji
tego zwi¹zku. Ostatnim odkryciem naukowców w tej kwestii jest niezwyk³e bia³ko,
izolowane z wielu mikroorganizmów – zasiedlaj¹cych glebê ska¿on¹ RDX w ró¿-
nych miejscach na œwiecie (Australia, Izrael) (24). Enzym ten pozwala bakteriom, ta-
kim jak np. Rhodococcus rhodochrous na beztlenow¹, NADPH-zale¿n¹, zwi¹zan¹ z ro-
zerwaniem pierœcienia degradacjê RDX do 4-nitro2,4-diazabutanalu, formaldehydu
i azotynu (rys. 1). Zdiagnozowano go jako cytochrom, jednak charakteryzuje siê on
struktur¹, jakiej nigdy wczeœniej nie opisano. Produkt genu xplA, wyizolowanego
z tego mikroorganizmu to bia³ko fuzyjne; C-terminalny koniec sekwencji aminokwa-
sowej to CYP450, a na N- koñcu znajduje siê flawodoksyna (po³¹czona z kofaktorem
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flawinowym) (rys. 1) (25). Obie domeny wspó³dzia³aj¹ ze sob¹ w procesie katalitycz-
nym. Zbêdna jest oddzielna cz¹steczka ferredoksyny, gdy¿ odpowiadaj¹ca jej czêœæ
bia³ka jest aktywna i zdolna do przekazywania elektronów z reduktazy ferredoksy-
nowej na hem (24). Odmienny od znanego modelu sposób dzia³ania tego cytochro-
mu przejawia siê równie¿ wyraŸnie w tym, ¿e zbêdny, a nawet szkodliwy jest tutaj
tlen. Pozycjê tlenu w 6. pozycji koordynacyjnej hemu, w czasie reakcji zajmuje RDX.
Potencja³ wykorzystania tego intryguj¹cego odkrycia w fitoremediacji analizowano
wprowadzaj¹c gen xplA do A. thaliana. Transgeniczne roœliny nie wykazywa³y oznak
toksycznoœci nawet w obecnoœci 2 mg RDX/kg ziemi, co wiêcej – uzyskiwa³y w tych
warunkach do 3 razy wiêksz¹ biomasê ni¿ wzrastaj¹ce na nie zanieczyszczonej gle-
bie roœliny kontrolne (nietransformowane). Przypisano to mo¿liwoœci przyswajania
azotu z pobieranego i rozk³adanego zwi¹zku. Najlepszy wynik w badaniu wydajno-
œci usuwania zanieczyszczeñ z roztworów przez transgeniczny rzodkiewnik to znik-
niêcie 100% ze 180 �M RDX po 5 dniach hodowli. Nie wykryto przy tym w roœlinach
¿adnych produktów jego przemian. Postuluje siê zatem, ¿e sta³y siê one substratami
naturalnie wystêpuj¹cych enzymów: dehydrogenazy formaldehydu i reduktazy azo-
tynu (24).

In¿ynieria genetyczna umo¿liwia równie¿ postêp i stwarza nowe mo¿liwoœci
w remediacji bifenyli. Zwi¹zki te s¹ wyj¹tkowo odporne na degradacjê przez roœliny.
Mo¿liwe jest jedynie utlenianie polichlorowanych bifenyli-(PCB) (np. przez systemy
monooksygenaz) do hydroksybifenyli/chlorohydroksybifenyli itp., podstawionych
w pozycji orto-hydroksy-metabolitów. Z kolei u bakterii obecnych w ryzosferze ob-
serwuje siê zdolnoœæ do tlenowej degradacji tego typu zanieczyszczeñ, ³¹cznie z ro-
zerwaniem po³¹czenia grup fenylowych i wytworzeniem jako produktu koñcowego
miêdzy innymi kwasu chlorobenzoesowego (rys. 2) (26). Potwierdzono, ¿e organiz-
my te, wspó³wystêpuj¹c w œrodowisku, udostêpniaj¹ sobie wzajemnie metabolity
przez siebie wytwarzane. Udowodniono eksperymentalnie, ¿e enzymy izolowane
np. ze szczepów Comamonas testosteroni i Burkholderia sp. mog¹ katalizowaæ dalsze
przemiany pochodnych PCB wyprodukowanych przez roœliny. Powstawa³y przy tym
wy³¹cznie zwi¹zki hydroksylowane przy nie podstawionym pierœcieniu (taki model
reakcji okreœla siê jako orto-meta-oksygenacja). Stwierdzenie mo¿liwoœci takiego
wspó³dzia³ania jest bardzo wa¿ne w kontekœcie konstruowania roœlin transgenicz-
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Rys. 1. Schemat proponowanej drogi rozk³adu RDX (25).



nych, zawieraj¹cych enzymy bakteryjnego szlaku katabolizmu PCB. Bia³ka uczest-
nicz¹ce w tym procesie zosta³y scharakteryzowane i opisane jako kompleks bifeny-
lodioksygenazy (BPDO), którego produkty reakcji s¹ nastêpnie przetwarzane przez
odpowiedni¹ dehydrogenazê, dioksygenazê i hydrolazê. Poznano równie¿ koduj¹ce
je geny s¹ to odpowiednio bph A, E, F, G oraz B, C i D (rys. 2) (26). Za enzym, w który
szczególnie warto wzbogaciæ roœliny w celu fitoremediacji PCB, uznano 2,3-dihy-

droksybifenylo1,2-dioksygenazê (produkt genu bphC), która katalizuje rozerwanie
dwóch pierœcieni fenylowych (27). Transformacja N. tabacum genem, pochodz¹cym
z Pseudomonas testosteroni umo¿liwi³a zregenerowanym roœlinom lepszy wzrost
i kie³kowanie otrzymanych z nich nasion w obecnoœci 150-250 ppm PCB (28).

Innym bakteryjnym enzymem, przydatnym w fitoremediacji jest dioksygenaza

chlorokatecholu (29). Jest to produkt jednego z genów, znajduj¹cych siê na plazmi-
dzie Ralstonia eutropha umo¿liwiaj¹cych temu mikroorganizmowi u¿ywanie ró¿nych
zwi¹zków chloroaromatycznych jako Ÿróde³ wêgla. O. sativa zawieraj¹cy odpowie-
dzialny za to transgen cbnA, zdegradowa³ ca³oœæ podanego mu do po¿ywki 3-chloro-
katecholu. Roœliny wykazuj¹ce aktywnoœæ dezintegracji pierœcienia aromatycznego
mog¹ byæ stosowane przy usuwaniu ró¿nych pestycydów czy rozpuszczalników (29).

Interesuj¹cym rozwi¹zaniem, jak siê wydaje, s¹ transgeniczne roœliny wydzie-
laj¹ce do apoplastu enzymy pochodzenia bakteryjnego (30,31). Do sprawdzenia dzia-
³ania takiego systemu wybrano A. thaliana i N. tabacum, do których wprowadzono od-
powiednio geny DbfB i DhaA. Pierwszy z nich koduje dioksygenazê, która odpowiada
za rozerwanie pierœcienia w drugim etapie degradacji dibenzofuranu u Terrabacter sp.
Enzym odpowiadaj¹cy genowi DhaA, izolowanemu z Rhodococcus sp., to dehalogena-

za, bior¹ca udzia³ w przekszta³caniu krótkich halogenoalkanów do alkoholi (31). U¿y-
cie roœlinnego sygna³u kieruj¹cego bia³ka do sekrecji poza komórkê pozwoli³o uzy-
skaæ odpowiednie umiejscowienie obu wprowadzanych enzymów. W przypadku de-
halogenazy wykryto wiêksz¹ aktywnoœæ tego ulokowanego (dla porównania) w cyto-
plazmie. Obserwowano przemieszczanie siê jej substratu – 1-chlorobutanu i pro-
duktu – 1-butanolu, miêdzy komórkami korzeni A. thaliana i medium. Z kolei diok-
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fenylodihydrodioldehydrogenaza, BphC – 2,3-dihydroksybifenylo-1,2-dioksygenaza, BphD – hydrola-
za (27).



sygenaza skierowana do apoplastu powodowa³a 11,9 razy szybsze przemiany
2,3-DHB ni¿ ta cytoplamatyczna. Otrzymane wyniki wskazuj¹ na to, ¿e system z ak-
tywnoœci¹ zewn¹trzkomórkow¹ jest najbardziej odpowiedni w przypadku degradacji
hydrofobowych zanieczyszczeñ, które s¹ s³abo pobierane przez roœliny (31). Dodat-
kowym argumentem przemawiaj¹cym na korzyœæ takiego rozwi¹zania jest niwelowa-
nie wp³ywu ewentualnych toksycznych metabolitów poœrednich, produkowanych
w czasie detoksykacji wewn¹trz komórek. Chc¹c w ten sposób zwiêkszyæ odpornoœæ
roœlin na zanieczyszczenia nale¿y wzi¹æ pod uwagê mo¿liwoœæ obni¿enia aktywnoœci
katalitycznej enzymów w medium, do którego s¹ wydzielane, a gdzie warunki (pH
itd.) mog¹ odbiegaæ od optimum ich dzia³ania. Trzeba równie¿ rozwa¿yæ budowê
bia³ka, tj. obecnoœæ podjednostek oraz niezbêdnych kofaktorów itp. (31).

Problemy te maj¹ mniejsze znaczenie gdy naturalnym przeznaczeniem produko-
wanego przez roœlinê, heterologicznego enzymu jest jego wydzielenie na zewn¹trz
komórki. Tak jest w przypadku lakkazyIII, wytwarzanej przez grzyb Coriolus versicolor
(30). Gdy cDNA genu cvL3 wprowadzono do N. tabacum, uzyskane transgeniczne roœ-
liny mog³y, podczas kultury hydroponicznej, efektywniej usuwaæ takie zwi¹zki jak
PCB i bisfenolA (30).

Mikroorganizmy s¹ tak¿e Ÿród³em genów warunkuj¹cych zdolnoœæ do degradacji
pestycydów. Znane s¹ liczne transgeniczne roœliny z odpornoœci¹ na herbicydy, jed-
nak tylko niektóre wykorzystuje siê w celu oczyszczania œrodowiska (32). Szczepy
ró¿nych bakterii glebowych, np. Pseudomonas sp., zawieraj¹ na plazmidach gen atzA,
którego produktem jest chlorohydrolaza. Mo¿e ona katalizowaæ rozk³ad takich
zwi¹zków jak atrazyna, aimazyna, terbutylazyna, do nietoksycznych, nie bêd¹cych
herbicydami i ³atwiej biodergadowalnych pochodnych. Lucerna Medicago sativa,
A. thaliana i N. tabacum, transformowane zmodyfikowanym genem atzA by³y zdolne
do wzrostu przy stê¿eniach atrazyny 50-krotnie przekraczaj¹cych dawki œmiertelne
dla roœlin kontrolnych (32).

Inne geny warunkuj¹ce odpornoœæ na herbicydy i badane pod k¹tem przydatnoœ-
ci w fitoremediacji poprzez wprowadzenie do genomów ró¿nych gatunków topoli,
to np. aroA (z Salmonella typhimurium, zwiêksza tolerancjê na glifosat) i bar – ko-
duj¹cy acetylotransferazê fosfinotricyny (ze Streptomyces hygroscopus, na herbicyd
Basta) (13).

T a b e l a

Przyk³ady wykonanych dot¹d modyfikacji roœlin w celu ich wykorzystania do fitoremediacji zanieczyszczeñ

organicznych

Gen / produkt �ród³o genu Roœlina docelowa Uzyskana tolerancja Literatura

1 2 3 4 5

CYP1A1 cz³owiek/szczur Oryza sativa,

Solanum tuberosum

chlortoluron, mefenacet,
norflurazon, atrazyna itd.

(4)

CYP76B1 Helianthus tuberosus Nicotiana tabacum,
Arabidopsis thaliana

chlortoluron, linuron, izo-
proturon

(5)
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1 2 3 4 5

CYP2B6 cz³owiek O. sativa metolachlor, alachlor,
trifluralin, pyributikarb

(7)

CYP71A10 Glycine max N. tabacum chlortoluron (6)

CYP2E1 cz³owiek N. tabacum TCE, EDB (10)

gshI (�-ECS), gshII

(syntetaza glutationu)
E. coli Brassica juncea fenantren, CDNB,

atrazyna, metolachlor

(12)

GR (reduktaza glutatio-
nu)

E. coli P. sieboli x grandidentata tolerancja na stres abio-
tyczny, oksydacyjny

(13)

gstI Zea mays Nicotiana tabacum alachlor (15)

GmGSTU21, hGSH Glycine max N. tabacum fomesafen (16)

tpx1 (peroksydaza) Lycopersicon esculentum L. esculentum fenol (18)

LAC1 (lakkaza) Gossypium arboreum Arabidopsis thaliana TCP (19)

xplA (CYP450) Rhodococcus rhodochrous A. thaliana RDX (24)

pbhC (dioksygenaza dihy-
droksybifenylu)

Pseudomonas testosteroni N. tabacum PCB (26-28)

DbfB (dioksygenaza) Terrabacter sp. A. thaliana dihydroksybifenyle (31)

DhaA (dehalogenaza) Rhodococcus sp. N. tabacum halogenoalkany (31)

atzA (chlorohydrolaza) Pseudomonas sp. Medicago sativa,

A. thaliana, N. tabacum

atrazyna (32)

bar (acetylotransferaza
fosfinotricyny)

Streptomyces hygroscopus P. tremula x alba,

P. trichcarpa x deltoids

herbicyd Basta (13)

aroA (syntaza EPSP) Salmonella typhimurium P. alba x grandidentata glifosat (13)

cvL3 (lakkaza) Coriolus versicolor Nicotiana tabacum PCP, bifenylA (30)

Przyk³ady uzupe³niaj¹ce cytowane w pracy Wójcika i Tomaszewskiej z 2005 r. (3).

2.3. Immunomodulacja

Podejœcie, w którym zmiana tolerancji roœliny na ksenobiotyk wymaga zidentyfi-
kowania miejsca jego dzia³ania, a nastêpnie modyfikacji tego miejsca lub drogi de-
toksykacji danego zwi¹zku, jest pracoch³onne i d³ugotrwa³e. Alternatyw¹ mo¿e byæ
immunomodulacja (33). Zastosowanie specyficznych przeciwcia³, których sekwencje
genowe znajduj¹ siê w bibliotekach, pozwala uodporniæ roœlinê na nieograniczon¹
iloœæ ró¿norodnych antygenów. Ich ekspresja w komórkach mog³aby wspomóc fito-
remediacjê, zapewniaj¹c pobieranie z otoczenia i sekwestracjê ma³ych (<1000 Da)
ksenobiotyków. Znany jest przyk³ad produkcji fragmentu zmodyfikowanego prze-

ciwcia³a scFv w tytoniu. Charakteryzuje siê ono specyficznym powinowactwem do
auksynopodobnego herbicydu-picloramu. W eksperymencie potwierdzono, ¿e frag-
ment ten nie wi¹¿e siê do zwi¹zków chemicznych o podobnej strukturze ani do en-
dogennych auksyn (roœliny transgeniczne i kontrolne w nieobecnoœci picloramu by³y
identyczne fenotypowo) (33). Po transformacji N. tabacum konstruktem zawiera-
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j¹cym sekwencje genowe fragmentów zmiennych d³ugiego i krótkiego ³añcucha
tego przeciwcia³a (rys. 3), uzyskano nawet 2,5 razy wiêksz¹ ni¿ u roœlin dzikich, za-
le¿n¹ od dawki, ochronê przed herbicydem. Ten typ transgeniczny osi¹gn¹³ wzrost
lepszy równie¿ od kontroli zawieraj¹cej przeciwcia³o niespecyficzne w stosunku do
picloramu. Sugeruje siê zastosowanie takiego podejœcia przy usuwaniu odpornych
na degradacjê zwi¹zków; PCB, PCP (polichlorowane fenole) itp., zw³aszcza w kontek-
œcie przewidywanego rozwoju w dziedzinie przeciwcia³ katalitycznych (33).

3. Modyfikacje genetyczne endofitów

In¿ynieria genetyczna mo¿e s³u¿yæ fitoremediacji równie¿ poprzez poszerzanie
mo¿liwoœci wspó³pracy roœlin i ich wewnêtrznych symbiontów. Wyposa¿enie en-
dofitów w systemy enzymatycznej degradacji ksenobiotyków pozwoli³yby zmniej-
szyæ stres roœliny oraz zwiêkszyæ efektywnoœæ detoksykacji. W przypadku ekspery-
mentu z ³ubinem Lupinus luteus i zwi¹zanych z nim szczepów Burkholderia cepacia wy-
korzystano fakt, ¿e bakterie glebowe, wystêpuj¹ce na powierzchni korzeni, maj¹
geny odpowiedzialne za zdolnoœæ do degradacji toluenu, zlokalizowane na plazmi-
dzie (pTOM) (34,35). Koniugacja tych mikroorganizmów z ich krewniakami ¿yj¹cymi
wewn¹trz tkanek roœlinnych, a nie zdolnymi do metabolizmu tego zwi¹zku, pozwo-
li³a na przekazanie im tej podstawowej cz¹steczki DNA. Inokulacja ³ubinu tak zmie-
nionym szczepem endofitycznym, zapewni³a mu tolerowanie nawet 1000 mg tolu-
enu/l po¿ywki, podczas gdy fitotoksycznoœæ w stosunku do roœlin kontrolnych obja-
wia³a siê ju¿ przy stê¿eniu 100 mg/l. Dziêki tej kooperacji w rozk³adzie zanieczysz-
czenia mniejsze jego iloœci s¹ uwalniane do atmosfery z górnych czêœci roœlin (w po-
równaniu z L. luteus wspó³pracuj¹cym z glebowym szczepem B. cepacia degradu-
j¹cym toluen – ewapotranspiracja by³a o 50-70% mniejsza) (34).

Agata Zemleduch, Barbara Tomaszewska

78 PRACE PRZEGL¥DOWE

Rys. 3. Schemat T-DNA koduj¹cego przeciwcia³o scFv – specyficzne dla picloramu; wyró¿niono po-
szczególne czêœci konstruktu (33).



To podejœcie ma du¿e zalety, m.in. ze wzglêdu na to, ¿e w wielu krajach transko-
niugaty uzyskane za pomoc¹ naturalnie wystêpuj¹cych dawców, biorców i plazmi-
dów, nie s¹ uwa¿ane za organizmy zmodyfikowane genetycznie i nie powinny
wzbudzaæ zastrze¿eñ i protestów opinii publicznej. Poza tym manipulowanie gene-
tyczne bakterii jest ³atwiejsze ni¿ roœlin. Przy odpowiednim podejœciu/wyborze
szczepu mo¿na uniemo¿liwiæ zmienionemu mikroorganizmowi prze¿ycie poza go-
spodarzem (co dodatkowo zapobiegnie rozprzestrzenieniu siê transgenu w œrodo-
wisku) (36). Jednoczeœnie jest kilka aspektów, które wymagaj¹ dok³adnej analizy
przed zastosowaniem tej obiecuj¹cej metody w in¿ynierii œrodowiska (37). Pierwszy
z nich to stabilnoœæ i trwa³oœæ w czasie zdolnoœci degradowania w populacji endofi-
tów i ich utrzymanie, mimo ewentualnej przeciwnej presji selekcyjnej, na przyk³ad
w czasie wzrostu roœliny gospodarza (choæby topoli, której korzenie wrastaj¹ w gle-
bê, docieraj¹c dopiero po pewnym czasie do poziomu wody gruntowej, zawie-
raj¹cej zanieczyszczenia). Nie ma gwarancji, ¿e inokulowana bakteria stanie siê inte-
graln¹ czêœci¹ populacji endofitów, m.in. horyzontalny transfer genów pozwoli na
rozprzestrzenienie siê po¿¹danej cechy, ani ¿e wprowadzony mikroorganizm nie
zostanie wyparty przez inny, lepiej przystosowany do lokalnych warunków. Kolej-
nym problemem jest efekt jaki mo¿e wywieraæ na gospodarza aktywnoœæ zmodyfi-
kowanego symbionta. Zmiana czy uzupe³nienie metabolizmu jest tu celem, jednak
powinno siê unikaæ wytwarzania i akumulacji toksycznych produktów poœrednich.
Ich uwalnianie do œrodowiska nie by³oby tak¿e po¿¹dane (37).

4. Podsumowanie

W nadchodz¹cych latach rozwoju nowoczesnych technologii i poznawania ca-
³ych sekwencji genomów coraz wiêkszej liczby gatunków roœlin prawdopodobnie
bêdziemy zdolni identyfikowaæ kolejne, nowe geny, wa¿ne przy usuwaniu zanie-
czyszczeñ, ³¹cznie z bia³kami regulatorowymi (np. czynnikami transkrypcyjnymi)
itp. Manipulowanie ekspresj¹ takich genów w gatunkach o du¿ej biomasie mog³oby
byæ bardzo u¿yteczne i korzystnie wp³yn¹æ na fitoremediacjê (2). Na obecnym etapie
konieczne jest skupienie siê na problemach dotycz¹cych samego procesu modyfika-
cji genetycznych oraz stabilnoœci transgenów w œrodowisku. Wiadomo np., ¿e ze
wzglêdu na ró¿nice pomiêdzy roœlinami jedno- i dwuliœciennymi (np. w zawartoœci
par GC w sekwencjach) nie wszystkie geny mo¿na przenieœæ do ka¿dej z nich (29).
Czêsto trudno jest równie¿ uzyskaæ odpowiedni¹ liczbê insertów w genomie doce-
lowym, stabiln¹ ekspresjê czy aktywne produkty bia³kowe. Trzeba braæ pod uwagê
przypadkowe wyciszenie lub wyciêcie itp. innych genów i w zwi¹zku z tym zmiany
w rozwoju organizmu modyfikowanego. Z kolei fakt dziedziczenia transgenów
stwarza potrzebê kontroli zachowania siê transformantów wprowadzanych do eko-
systemów (13). Obecnoœæ obcego konstruktu okreœla siê ró¿nymi metodami, ba-
daj¹c geny markerowe. G³ówne obawy w przypadku fitoremediacji budzi rozmna-
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¿anie siê roœlin GM i ich krzy¿owanie z innymi gatunkami. Zastêpuje ono w jakimœ
stopniu obawy spo³eczeñstwa o zdrowie, zwi¹zane ze spo¿ywaniem genetycznie
zmodyfikowanych produktów. W przypadku fitoremediacji, stosowane tu roœliny nie
s¹ przecie¿ wykorzystywane do produkcji ¿ywnoœci (38). Zagro¿enie niekontrolowa-
nego rozprzestrzenienia siê roœlin GM w œrodowisku mo¿na ponadto zminimalizowaæ
ró¿nymi sposobami. Niektóre podejœcia polegaj¹ np. po1: na wykorzystywaniu
w oczyszczaniu œrodowiska roœlin GM bezp³odnych (po zredukowaniu rozwoju kwia-
tów poprzez tkankowospecyficzn¹ ekspresjê genu barnazy z Bacillus amiloliquefaciens,
na zewn¹trzkomórkow¹ rybonukleazê lub wytwarzanie innych substancji cytotok-
sycznych uszkadzaj¹cych komórki generatywne, takich jak podjednostka A zewn¹trz-
komórkowej toksyny DTA, czy wyciszanie lub mutowanie odpowiednich genów
itp.), po 2: na stosowaniu w fitoremediacji tylko osobników ¿eñskich, które nie pro-
dukuj¹ i nie rozprzestrzeniaj¹ py³ku, po 3: na regulowaniu okresu kwitnienia (np.
hormonami) roœlin GM w stosunku do dzikich, mog¹cych byæ potencjalnymi biorca-
mi transgenów, po 4: na wprowadzaniu modyfikacji w genomie chloroplastowym,
co równie¿ wyklucza ryzyko przeniesienia genów wraz z py³kiem, itd. (2,13, 38).
Przedostawaniu siê zanieczyszczeñ zakumulowanych w organach roœlin dalej do
³añcucha troficznego mo¿na z kolei zapobiegaæ wykorzystuj¹c naturalnie produko-
wane w przyrodzie substancje odstraszaj¹ce roœlino¿erców (39). Transgeniczne roœ-
liny stosowane w remediacji oznaczaj¹ mo¿liwoœæ wielkiego postêpu i przyspiesze-
nia oczyszczania œrodowiska z zanieczyszczeñ, nie tylko organicznych. Wszystkie
enzymy niezbêdne do ich degradacji mog³yby byæ zgrupowane w jednej roœlinie,
w wyniku transformacji multigenowej, co umo¿liwi³oby efektywn¹ remediacjê, na-
wet obszarów ska¿onych wieloma ró¿nymi zwi¹zkami chemicznymi. Dla badaczy
próbuj¹cych jak dot¹d wprowadziæ roœliny zmodyfikowane genetycznie do powszech-
nego zastosowania w fitoremediacji, w wiêkszoœci przypadków jedyn¹ przeszkod¹
nie do pokonania, jak siê okazuje, jest polityka i ustawodawstwo (25,38).
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