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Plant celi responses to heavy metals - biotechnological aspects

Summary

Heavy metals have been increasing in the environment as a result of either
natural processes or human industrial activities. Many of the heavy metals affect
and damage various developmental and biochemical processes causing reduc-
tion in growth, inhibition of photosynthesis and respiration and degeneration
of main cell organelles. It is mostly due to the promoting effect of heavy metals
on the formation of harmful reactive oxygen species (ROS) which disturb the
whole cellular machinery.

There is a requirement for a balance between the uptake of essential metal
ions and the ability of plants to protect sensitive cellular structures and activi-
ties from excessive level of metals. The resistance of plants to heavy metals de-
pends on the reduction of uptake and translocation from the root to the shoot,
binding by appropriate ligands and, finally, transferring to the vacuole. The
phytotoxic effect of heavy metals is effectively counteracted by the metal-bind-
ing proteins and peptides like metalothioneins, chaperones and phytochelatins
as well as some organic acids. Another very important aspect of the heavy metal
detoxication is the presence of an efficient ROS scavenging system consisting of
low molecular antioxidants and antioxidant enzymes.

Some plants can hyperaccumulate metal ions that are toxic for other spe-
cies. Such plants can serve as donors of traits that could be used to clean up the
environment. Several methods can be applied to create plants able to remove
the xenobiotics from the environment: sexual or somatic hybridization, muta-
genesis, in vitro selection of metal-resistant cell lines and engineering of
metal-accumulating transgenic plants. The use of specially selected and engi-
neered metal-accumulating plants for environmental clean-up is a novel tech-
nology called phytoremediation. This rapidly emerging biotechnology consists
of some branches suitable to toxic metals remediation: 1) phytoextraction -
the use of plants to remove heavy metals from the soil, 2) phytostabilization -
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the use of plants to complex and eliminate the availability of toxic metals in soils, 3) rhizofiltration -
the use of plant roots to remove heavy metals from polluted waters. Some new approaches concerning
the use of transgenic plants as sensitive bioindicators of toxic heavy metals and soils contaminated with
radionuclides are presented.

Key words:
phytochelatins, transporters, chaperones, metalothioneins, hyperaccumulators, phytoremediation,
biomonitoring.

1. Wprowadzenie

Wozrastajacy w ostatnich dekadach poziom stezenia metali ciezkich jest jednym
z najbardziej ucigzliwych elementéw skazenia Srodowiska. Metale ciezkie sg wpraw-
dzie naturalnym i wszechobecnym elementem rdznych ekosystemow, jednakze znacz-
nie wigkszy ich poziom w Srodowisku jest wynikiem dtugotrwatej przemystowej
i rolniczej dziatalnosci cztowieka. Niezwykle grozny jest zwiaszcza trwaty charakter
zanieczyszczeh metalami ciezkimi oraz ich wigczanie sie do taficucha pokarmowego.

W zwigzku z tym, ze niedawno zagadnienia zwigzane z odpornoscig roslin na
metale ciezkie zostaty juz dos¢ wyczerpujaco omowione na tych tamach (1) oraz we
wczesniejszych opracowaniach (2,3), w artykule tym skoncentrowano sie na tych
elementach oddziatywania metal-roslina, ktére moga mieé znaczenie dla celéw bio-
technologicznych i bedg realne, wéwczas gdy zostang lepiej poznane mechanizmy
zwigzane z transportem i akumulacjg jonéw metali ciezkich oraz te, ktére warun-
kuja odpornos¢ roslin na nadmiar metali w $Srodowisku.

2. Mobilizacja i pobieranie jonéw metali

Proces akumulacji metali w roslinie obejmuje trzy gtéwne etapy: mobilizacja jo-
néw metali, ich pobieranie i transport do miejsc sktadowania w roslinie. W pobiera-
niu duza role odgrywa forma w jakiej metal znajduje sie w glebie oraz jej kwaso-
wos$€. Najszybciej pobierane sg wolne jony, za$ te, ktére znajdujg sie w formie kom-
pleksdéw sg uwalniane za pomocg substancji aktywnie wydzielanych przez korzenie
roslin (4). Niski potencjat oksydoredukcyjny gleby, obnizenie pH, aktywno$¢ niekto6-
rych mikroorganizméw glebowych oraz mozliwos$¢ dyfuzji zgodnej z gradientem
stezen to czynniki warunkujace pobieranie metali z gleby. Procesy przeciwstawne
jak, podwyzszone pH i zwiekszony poziom jondéw Ca™+, sorpcja przez czastki gle-
bowe i mikroorganizmy zmniejszaja wydajno$¢ pobierania.

Bardzo istotne sg czynniki wplywajace na pobieranie metali zwigzane z syste-
mem korzeniowym, ktdre cho¢ stabo dotad poznane, moga by¢ obiektem manipula-
cji biotechnologicznej. Korzenie roslin moga wydziela¢ do gleby kwasy organiczne
i chelatory metali tzw. fitosiderofory zdolne do uwalniania metali z nierozpuszczal-
nych komplekséw glebowych (5). Podobng role odgrywajg obecne w plazmolemie
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oksydazy i ATP-zalezne pompy protonowe obnizajgce pH gleby, a takze zdolne re-
dukowac takie metale jak zelazo, miedz, mangan do form lepiej przyswajalnych (6).
Wymienione wasciwosci korzeniowych czynnikéw wptywajacych na pobieranie me-
tali mozna takze przypisa¢ mikoryzowym grzybom oraz mikroorganizmom glebo-
wym bedacych waznymi skladnikami ryzosfery korzeniowej.

Znaczne zakwaszenie gleb, bedace m.in. efektem kwasnych deszczy prowadzi
do uwalniania wolnych jonéw metali np. AP+, szkodliwie oddziatujacych na rosliny
i jest to powazny problem agrotechniczny, dotyczacy az 12% ogdélu obszarOw
uprawnych. Pewne nadzieje na rozwigzanie tego problemu mozna byto wigzaé
z uzyskaniem transgenicznego tytoniu, ktéry po wprowadzeniu bakteryjnego genu
dla syntazy cytrynianowej, wydzielat znaczne ilosci kwasu cytrynowego do podtoza,
co zwiekszyto odpornos¢ rosliny na glin (7). jednakze wynik ten nie znalazt potwier-
dzenia w pézniejszych doswiadczeniach przeprowadzonych na tym samym materia-
le, podobng technikg (8).

Podstawowym procesem warunkujagcym homeostaze jondw metali w ro$linie
oraz decydujgcym ojej odpornosci jest regulacja pobierania jonéw metali przez ko-
morki korzenia. Sciana komérkowa, bedaca swoistym wymieniaczem jonowym,
wigze znaczna cze$¢ metali ciezkich, choé odznacza sie niskim stopniem powino-
wactwa i selektywnosci (9,10).

W ostatnich latach, dzieki zastosowaniu metod molekularnych oraz licznych mu-
tantow drozdzy, udato sie zidentyfikowaé szereg btonowych transporteréw katio-
nowych (11). Wiekszos¢ z nich nalezy do grupy ZIP oraz Nramp, ktore wykazuja
dos¢ szeroki zakres powinowactwa do jonéw metali. Okazato sie, ze obok cynku
i zelaza mogg przez nie wnika¢ do komorki kadm, podobnie jak przez wiasciwy dla
wapnia transporter LCTI (12,13). Z danych tych wynika, ze w btonach komaérek ros-
linnych nie ma specyficznych transporteréw dla jonéw metali zbednych, jak Cd i Pb,
ktore prawdopodobnie wnikajg do wnetrza komérek poprzez mato specyficzne
transportery dla kationéw niezbednych, moze natomiast wskazywaé zwiekszone
pobieranie jonéw Cd"" w warunkach deficytu zelaza w podtozu (14).

Specyficznym transporterem uczestniczacym w pobieraniu jonéw Pb"+, jak
dotad, okazato sie btonowe biatko wigzace kalmoduline (NtCBP.), ktérego nadeks-
presja w tytoniu bardzo silnie zwiekszata akumulacje jonéw otowiu w roslinie, przy
réwnoczesnie wiekszej wrazliwosci na ten metal (15). W wyniku dalszych badan, po
wprowadzeniu do tytoniu i rzodkiewnika zmodyfikowanych genéw dla tego biatka
uzyskano wynik odwrotny - zwigkszonej odpornosci na otow towarzyszyta mniej-
sza akumulacja jondw metalu (16). Szczegdlnie duze nadzieje wiaze sie z grupa
transporteréw cynku ZIP, ktére u Thlaspi coerulescens (tobotkéw) typowych hiperaku-
mulatoréw cynku wykazujg wielokrotnie wiekszg aktywnos¢ niz w roslinach ,,nor-
malnych” (17). Zwiekszona ekspresja tego biatka moze zwiekszy¢ akumulacje, nie
tylko cynku, ale takze innych metali ciezkich. Tym bardziej, ze mozna juz obecnie
metodami inzynierii genetycznej zmienia¢ specyficzno$¢ substratowsg transporte-
row metali poprzez zmutowanie ich konserwatywnych domen (18).
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3. Transport wewngtrzkomoérkowy i wigzanie jonow metali

Po wniknieciu do komorki jony metali nie pozostajg w stanie wolnym, lecz sg wigzane
i otoczkowane przez specjalne substancje chelatujace i chaperonowe. Szczeg6lnie odnosi
sie to do wysoce reaktywnych jonow Cu”+, ktére majg duzy potencjat oksydoredukcyjny,
a jednoczes$nie sg niezbedne jako sktadniki wielu enzyméw mitochondrialnych i plastydo-
wych takich jak dysmutaza ponadtlenkowa, oksydaza cytochromu C czy plastocyjanina.
W ich wewnatrzkomérkowym transporcie uczestniczg specjalne metalochaperony, takie
jak np. CCHI (copper chaperone) (19). Inna grupa biatek zaangazowanych w transport jo-
now metali z cytoplazmy do odpowiednich przedziatdbw komérkowych nosi nazwe CDF
(Cation Diffusion Facilifactor) (20). Moga one uczestniczy¢ w transporcie do wakuoli takich
metali jak Zn, Cd, i Co, a jednym z ich przedstawicieli jest biatko ZAT, ktére zwieksza
akumulacje cynku i tolerancje na ten metal w transgenicznym rzodkiewniku (20).

3.1. Metalotioneiny

Do najwazniejszych, najlepiej zbadanych substancji uczestniczacych w wigzaniu,
a takze wewnatrzkomoérkowym transporcie metali ciezkich naleza biatka i peptydy
zwane metalotioneinami, ktére podzielono na trzy klasy. Dwie pierwsze, metalotio-
neiny klasy ! i Il wigzg metale ciezkie u zwierzat i grzybéw. Sa to niskoczasteczkowe
biatka, bogate w cysteine, kodowane przez specyficzne geny (21,22). Geny te sg in-
dukowane jonami metali ciezkich, ktére aktywujg odpowiedni czynnik biatkowy
trans, wigzacy sie z wrazliwg na metal sekwencja promotorowa genu MRE i w ten
sposob uruchamiajacy jego ekspresje MTI MT2. U roslin zidentyfikowano geny o se-
kwencjach bardzo podobnych do gendéw metalotionein zwierzecych, jednakze do
niedawna byly trudnosci ze znalezieniem produktow tych gendw i jedyng metalotio-
neing roslinng byto bogate w cysteine biatko  (embryo cystein-rich protein), ktore jest
produkowane obficie w dojrzewajacych ziarniakach zb6z (23,24). Niezwykle ciekawe
jest to, ze gen dla tej klasycznej metalotioneiny roslinnej, ktérej czasteczka wigze
5 atomdw cynku, w czesci promotorowej zamiast sekwencji wrazliwej na metal (MRE)
posiada sekwencje regulowang przez ABA (ABRE). Zwigzane jest to z odmienng funk-
Cja tego biatka, ktore w ziarniakach pszenicy wigze jony cynku, niezbedne do zapew-
nienia funkcjonowania wielu biatek zawierajgcych ten metal. By¢ moze w przysztosci
powioda sie préby biotechnologicznego wykorzystania tej roslinnej metalotioneiny.

3.2. Fitochelatyny
Rosliny wyksztatcity odmienny, sprawny system reagujagcy na obecnos$¢ metali

ciezkich w komorce, ktéry polega na syntezie fitochelatyn (PC), ktore sg zaliczane
do metalotionein Il klasy.
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Biosynteza fitochelatyn ma przebieg etapowy (rys. 1) i w ostatniej fazie jest kata-
lizowana przez syntaze fitochelatynowsg, konstytutywny enzym, ktérego aktywato-
rami sg wolne jony metali ciezkich, szczegllnie Cd"+, Ag+, Bi*+, Pb™+, Zn™+, CunMt,
Hg2+, Au™+ (25), a substratami glutation lub fitochelatyny o réznej dtugosci tancu-
cha peptydowego. Fitochelatyny sg funkcjonalnymi analogami metalotionein zwie-
rzecych, cho¢ w przeciwienstwie do nich nie sg syntetyzowane de novo; na drodze
translacji. Ich rola polega na detoksykacji nadmiaru wolnych jonéw metali w komér-
kach roslinnych, w czym istotng role odgrywajg grupy -SH reszt cysteinowych. Za-
sadnicza funkcja, jaka przypisuje sie fitochalatynom, polega na wahadtowym trans-
porcie metali dwuwartosciowych z cytoplazmy do wakuoli, gdzie w warunkach ni-
skiego pH kompleks ulega dysocjacji, a jony metali fgczg sie z kwasami organiczny-
mi. Fitochelatynom przypisuje sie takze udziat w utrzymywaniu w komdrce home-
ostazy jonoéw dwuwartosciowych, ktére w zaleznosci od zapotrzebowania moga by¢
uwalniane z komplekséw i wykorzystane, np. do tworzenia metaloenzyméw. Warto
podkresli¢, ze fitochelatyny wykryto po raz pierwszy w traktowanej jonami kadmu
zawiesinie komdrkowej Rauvolfia serpentina (26). Odkrycie w ostatnich latach genéw
kodujacych syntaze fitochelatynowa u drozdzy i nicieni o duzej homologii sekwen-
cyjnej w obrebie domeny katalitycznej, wskazuje na bardziej uniwersalng role tych
peptydow (27).

Cysteina + Glutaminian

Glicyna
Cd

Fitochelatyny
(y-Glu-cysjg-Gly

Rys. 1. Gtdwne etapy biosyntezy fitochelatyn w roslinach. y-ECS - syntetaza y-glutamylocysteino-
wa, GS - syntetaza glutationowa, PCS - syntaza fitochelatynowg, PC - fitochelatyny.
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Detoksykacyjna funkcja fitochelatyn zostata wykazana m.in. dzieki mutantom
rzodkiewnika i drozdzy, ktére pozbawione syntazy PC, wykazywaly duzg wrazli-
wos¢ na kadm, arsen i selen (28). Interesujgce jest to, ze mutanty te byly stosunko-
wo mato wrazliwe na miedz, co wskazuje na inny mechanizm detoksykacji jonéw
tego metalu w roslinach (29). Potwierdzeniem detoksykacyjnej roli PC byto niejako
otrzymanie odpornych na metale ciezkie roélin transgenicznych, do ktérych wpro-
wadzono dodatkowe kopie genéw kodujacych enzymy szlaku biosyntezy fitochela-
tyn (tab. 1).

jednakze w kilku przypadkach stosujac rosliny (30) lub zawiesiny komorkowe
(31) o zroznicowanej odpornosci na kadm nie udato sie wykaza¢ zaleznosci miedzy
tolerancjg na ten metal a poziomem fitochelatyn. W prowadzonych w naszym ze-
spole badaniach wykazano, ze w tolerancyjnej na 100 pM Cd™ linii komorkowej
ogorka poziom fitochelatyn byt nawet nizszy niz w komérkach linii wrazliwej (32).
Podobne wyniki otrzymano w odniesieniu do selenu (27).

4. Otrzymywanie roslin odpornych na metale

4.1. Rosliny transgeniczne

W celu otrzymania roslin akumulujacych i tolerujacych wysokie stezenia toksycz-
nych metali podjeto proby wprowadzenia do roslin genéw kodujacych zaréwno me-
talotioneiny pochodzenia zwierzecego i ludzkiego jak i genéw dla enzyméw uczest-
niczacych w syntezie fitochelatyn (33). W zaleznosci od planowanego wykorzystania
roslin transgenicznych mozna wyrézni¢ dwa podejscia. Pierwsze, w odniesieniu do
roslin uprawnych, polega na uzyskaniu obnizonej akumulacji metali w organach ros-
lin, np. w lisciach. W drugim, chodzi o otrzymanie roslin odpornych na metale cie-
zkie i posiadajacych zdolno$¢ do ich zwiekszonej akumulacji w organach zbieral-
nych, np. pedach. Wyniki zastosowania obu strategii przedstawione sg w tabeli.
Pierwsze préby transformacji zostaty podjete juz w 1989 r. (34,35) i polegaty na
wprowadzeniu do roslin konstruktow zawierajgcych, obok odpowiedniego promo-
tora (35S CaMV, rbcS), gen kodujacy metalotioneing (MT) mysig lub ludzka (36,37).
Transgeniczny tyton z genem mysiej MT odznaczat sie zwiekszong tolerancjg na
100-200 pM CdCl- oraz zmniejszong o 20% w stosunku do kontroli akumulacje kad-
mu w lisciach. Dzieki obecnosci sekwencji liderowej dla biatka transportowego uzy-
skano regulowang Swiattem tkankowospecyficzng ekspresje genu dla MT w lisciach
N. tabacum. W wyniku wprowadzenia - do tytoniu i rzepaku - genu ludzkiej me-
talotioneiny (MTIl) obserwowano podobny zakres tolerancji na kadm, z tym, ze
udato sie juz uzyska¢ az 70% zmniejszenie akumulacji tego metalu w lisciach tyto-
niu, i to w uprawie polowej. Wyniki przedstawionych badan moga mie¢ znaczenie
praktyczne jedynie wowczas, jesli chodzi o zmniejszenie zawartosci metali ciezkich
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w roslinach przemystowych takich jak tytori. Wprowadzenie natomiast MT do in-
nych roslin moze co najwyzej pozwoli¢ na ich zastosowanie w rekultywacji i fitosta-
bilizacji terenéw skazonych metalami ciezkimi.

Tabela

Rosliny transgeniczne o zwiekszonej odpornosci na metale

Pochodzenie transgenu Produkt transgenu Roélina transgeniczna Metal Literatura
Mt (M. musculus) metalotioneina ! tyton 4Cd2+ (34)
hMt 1l (H. sapiens) metalotioneina 11 tyton 4Cd2+ (36)
gsh 1 (E. coli) syntetaza gorczyca sarepska Ted2+ (39)

y-glutamylocysteinowa

gsh 11 (E. coli) syntetaza glutationowa gorczyca sarepska TCd2+ (38)
ZAT (A. thaliana) biatko transportujace Zn"+ rzodkiewnik TZn2+ (20)
mer Ape9 (E. coli) reduktaza rteciowa rzodkiewnik tulipanowiec ~ Hg2+, All3+  (52,60)
mer Bpe (S. typhhimurium) liaza organorteciowa rzodkiewnik CH,-Hg+ (51)
RCSI (Oryza saliva) syntaza cysteinowa tyton Ted2+ (40)
APSI (A. thaliana) sulfurylaza ATP gorczyca sarepska TSeM (61)
ArsC + y-ECS (E. coli) reduktaza arsenianowa -I- synte- rzodkiewnik TAs5+ (41)

taza y-glutamylocysteinowa

Kierunek strzatki wskazuje na obnizong (i) lub zwigkszong (T) akumulacje metalu.

Duze znaczenie w badaniach nad zwiekszeniem tolerancji roslin na metale cie-
zkie miato zidentyfikowanie genow szlaku biosyntezy fitochelatyn, w tym syntazy fi-
tochelatynowej (PCS) u A. thaliana, pszenicy i w komoérkach drozdzy, co pozwolito
na otrzymanie odpornej na kadm i gromadzacej znaczne jego ilosci w pedach gor-
czycy sarepskiej, do ktorej wprowadzono bakteryjny gen dla syntetazy glutationo-
wej (38). Podobnym sukcesem zakonhczylo sie wprowadzenie do tej samej rosliny
genu kodujacego syntetaze y-glutacylocysteinowg (39). W obu przypadkach w rosli-
nach transgenicznych stwierdzono znacznie wiekszy poziom glutationu i fitochela-
tyn. jednakze czesto w tego typu podejsciach, czynnikiem limitujacym wydajnosé
wprowadzonego genu jest niedobdr wyjsciowego substratu danego enzymu, w tym
przypadku cysteiny. Z reguty w roslinach poziom tego aminokwasu nie jest wysoki.
Stad jest ona typowym czynnikiem ograniczajgcym. Wprowadzenie do tytoniu genu
dla syntazy cysteinowej z ryzu, znacznie podniosto w ro$linach transgenicznych po-
ziom zaréwno cysteiny, glutationu i fitochelatyn, co w efekcie zwiekszylo tolerancje
roslin na normalnie toksyczne stezenia kadmu (40). Ostatnio, w wyniku wprowadze-
nia do rzodkiewnika dwu gendw, z ktérych jeden dla reduktazy arsenianowej, drugi
kodujacy y-ECS uzyskano rosline akumulujaca duze ilosci arsenu (41).
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4.2. Hybrydyzacja somatyczna

W przedstawionych przykiadach ro$lin transgenicznych dowodzi sie, ze metoda
inzynierii genetycznej w niewielkim, jak dotad, stopniu udato sie¢ otrzymac rosliny,
ktore po wprowadzeniu jednego genu moglty akumulowac i tolerowac duze ilosci
metali ciezkich. Ponadto, rosliny te byly testowane najczesciej w warunkach szklar-
niowych, a nie w uprawie polowej i byty to na og6t rosliny modelowe, jak tyton czy
rzodkiewnik. Naturalna odpornos$¢ roslin hiperakumulatorow metali ciezkich jest
cechg uwarunkowang wieloma genami, czesto catymi rodzinami wielogenowymi.
Z tego wzgledu alternatywnymi w stosunku do inzynierii genetycznej moga by¢
inne metody takie jak: krzyzowanie piciowe roslin, hybrydyzacja somatyczna, otrzy-
mywanie mutantéw oraz selekcja w kulturach in vitro.

Hybrydyzacja somatyczna daje szanse przeniesienia zestawu gendéw odpowie-
dzialnych za odporno$¢ na metale ciezkie z hiperakumulatora, do rosliny uprawne;j,
dajgcej duza biomase. Najwieksze szanse na powodzenie takiej metody istniejg w
obrebie rodziny Brassicaceae, obfitujgcej zaréwno w liczne hiperakumulatory metali
ciezkich jak w rodzajach Thiaspi i Alyssum oraz w rosliny uprawne takie jak rzepak
i gorczyce, jedna z takich prob zakonczyla sie sukcesem, a mianowicie na drodze
hybrydyzacji somatycznej otrzymano ptodnego mieszanca Thiaspi caerulescens x Bras-
sica napus, ktory taczyt w sobie morfologiczne i fizjologiczne cechy roslin wyjscio-
wych (42). W przeciwienstwie do rozetowego pokroju Thiaspi rosliny dos$¢ drobnej,
mieszaniec odznaczat sie pokrojem zblizonym do rzepaku o wzniesionym pedzie,
co znacznie ufatwia zbidr tej rosliny. Najwazniejsza jednak zaletg tego mieszanca
byfa jego odpornos¢ na cynk i kadm oraz zdolno$¢ do akumulacji takiej ilosci tych
metali, ktora byla toksyczna dla rzepaku.

Rozwinieciem i uzupetnieniem takiej strategii moze by¢ otrzymywanie roslin
transgenicznych na drodze hybrydyzacji somatycznej asymetrycznej, polegajacej na
integracji z kompletnym genomem biorcy jednego lub kilku chromosoméw dawcy,
co znacznie zwigksza szanse na integracje genomowsa oraz regeneracje ptodnych
mieszancow (43).

4.3. Mutacje

Powszechnie wykorzystywana jest tatwos$¢ z jakg mozna uzyska¢ mutanty rzod-
kiewnika drogg indukowanej mutagenezy i selekcji. Fakt, ze ro$lina ta nalezy do
Brassicaceae stwarza mozliwo$¢ transferu genéw oraz krzyzowania mutantéw z inny-
mi roslinami tej rodziny (20). Odmienng metode otrzymywania mutantow o zwiek-
szonej zdolnosci do gromadzenia otowiu zastosowano w odniesieniu do gorczycy
sarepskiej (44). Siewki po podaniu izotopu Pb™® poddawano przyzyciowej autora-
diografii, a nastepnie rosliny najsilniej wyznakowane doprowadzono do zakwitania
i owocowania. W ten sposéb na drodze powtarzanej selekcji z 50 000 przebadanych
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rodlin udato sie uzyskac kilkanascie osobnikdéw o duzej zdolnosci do gromadzenia
otowiu. Nie jest wykluczone, ze metody podobne do opisanych sg stosowane przez
liczne firmy biotechnologiczne specjalizujace sie w fitoremediacji, w ktérych udzia-
fowcami sg czesto autorzy podobnych protokétéw. Firmy te dostarczajg know how
oraz kompletng technologie pozwalajgca na oczyszczanie $rodowiska skazonego
metalami ciezkimi.

5. Fitoremediacja

Dziatalnos¢ cztowieka powodujaca degradacje srodowiska naturalnego stwarza
konieczno$é podejmowania dziatann zapobiegajacych dalszemu zanieczyszczaniu $ro-
dowiska i oczyszczaniu ekosystemow juz skazonych. Szczeg6lnie ucigzliwe dla Srodo-
wiska sg zanieczyszczenia trwate, do jakich zalicza sie metale ciezkie. Przez kilka
ostatnich dziesiecioleci emisja metali ciezkich do Srodowiska drastycznie wzrosta
i osiggneta 22 tys. ton dla kadmu, 954 tys. ton dla miedzi, 796 tys. ton dla otowiu
i 1 min 372 tys. ton dla cynku (45). Jedna z technik opracowanych w odpowiedzi na
te zagrozenia jest fitoremediacja czyli technologia polegajaca na wykorzystaniu ros-
lin do usuwania lub detoksykacji metali ciezkich i innych substancji chemicznych ze
Srodowiska. Sadzi sie, ze u podstaw powstania tej techniki lezy obserwacja roslin
wystepujacych na obszarach bardzo bogatych w rudy metali, ktére gromadzity ich
duze ilosci. Rosliny te zwane hiperakumulatorami lub metalofitami obejmujg wiele
gatunkow preferencyjnie pobierajagcych metale; 360 z nich gromadzi nikiel, 26 ko-
balt, 24 miedz, 19 selen, 16 cynk, 11 mangan, ! tal i | kadm. W naturalnych warun-
kach jony metali peinig role obrony przed patogenami, np. wysokie stezenie niklu
i cynku w tkankach krzyzownicy (Streptanthiis sp.) i tobotkéw {Thlaspii sp.) stanowi
mechanizm obronny przed atakami owaddw roslinozernych i grzybéw patogen-
nych. W intensywnie przeprowadzanych badaniach nad tymi roslinami wykazano, ze
tak niezwykty zakres tolerancji zawdzieczajg one m.in. bardzo sprawnym transpor-
terom btonowym, ktére wspomagajg deponowanie jonéw metali w wakuoli. Steze-
nie metali w tych roslinach dochodzi do \0% suchej masy, a ich zawarto$¢ w roslinie
jest wielokrotnie wyzsza niz w glebie, jednak nie kazda roslina gromadzaca metale
ciezkie znajduje zastosowanie w fitoremediacji (46,47). Podstawowymi warunkami
przydatnosci do tej technologii sa szybki wzrost, duza biomasa i akumulacja zanie-
czyszczen w czesciach nadziemnych, a takze przystosowanie do klimatu, mozliwos¢
uprawy z nasion, a w przypadku roslin zmodyfikowanych genetycznie, stabilno$¢
nowej cechy w kolejnych pokoleniach. Dla celéw praktycznych istotna jest réwniez
tatwos$¢ uprawy i zbioru. W zalezno$ci od Srodowiska i charakteru procesu mozna
wyrézni¢ klika technologii fitoremediacyjnych. W oczyszczaniu gleb z metali cie-
zkich wykorzystuje sie takie metody jak fitoekstrakcja - usuwanie metali ciezkich
dzieki akumulacji w nadziemnych czesciach roslin czy fitostabilizacja - unierucho-
mienie metali w glebie i zmniejszenie ich dostepnosci w $rodowisku. Do metod
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oczyszczania wéd nalezy rizofiltracja - usuwanie metali ze Sciekéw i Srodowisk
wodnych dzieki absorpcji na korzeniach roslin oraz tworzenie terenéw zalewowych
{wetlands) - biologicznych oczyszczalni $ciekow.

Fitoremediacja uwazna Jest za najtafiszg - z obechnych na rynku - metod
oczyszczania gleb i najbardziej przyjazng dla srodowiska. Na przyktad koszt oczysz-
czenia | m” gleby metodami fizycznymi, jak np. wigzanie in situ i zdejmowanie
wierzchniej warstwy gleby wynosi od 100 do 500 USD, podczas gdy fitoekstrakcji
I m” gleby wynosi ok. 50 USD.

5.1. Fitoekstrakcja

Najbardziej rozpowszechniong i optacalng technikg jest fitoekstrakcja, stosowa-
na gtéwnie do usuwania metali ciezkich i pierwiastkow radioaktywnych (rys. 2). Suk-
ces tej metody zalezy przede wszystkim od wyboru odpowiedniego gatunku rosliny.

Wybér rosliny

Rys. 2. Schemat zastosowania fitoekstrakcji w praktyce.
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Do najbardziej wydajnych naleza rézne gatunki gorczyc, np. gorczyca sarepska (Bras-
sica juncea), rekordzista pod wzgledem ilosci i rodzajow gromadzonych metali. Daje
ona plon 18 ton/ha w ciggu ok. 2,5 miesigca i fatwo adaptuje sie do uprawy w réz-
nych warunkach klimatycznych i przy uzyciu tradycyjnych zabiegdéw agrotechnicz-
nych. Gatunek ten jest dobrym akumulatorem otowiu, kadmu, chromu, niklu, cynku
i charakteryzuje go wysoka zdolno$¢ do transportowania metali do organéw nad-
ziemnych. System korzeniowy gorczycy sarepskiej jest dobrze wyksztatcony i rozros-
niety w glebie na gtebokos¢ 50 cm, co nie tylko umozliwia efektywne pobieranie me-
tali, ale zapobiega tez przedostawaniu sie ich do wéd gruntowych. Bardzo wysokim
potencjatem remediacyjnym odznaczajg sie tobotki (Thiaspii sp.) oraz wiele gatun-
kéw traw i roslin motylkowatych, przy czym wymienione rosliny cechuje tez duza to-
lerancja w stosunku do warunkéw klimatycznych, co umozliwia ich wykorzystanie
w rodzimych warunkach. Bardzo waznym warunkiem skutecznej fitoekstrakcji jest
odpowiednia dostepnos¢ metali dla roslin. Szybkos$¢ z jakg korzenie sa w stanie po-
biera¢ metale zalezy od formy w jakiej wystepujg one w glebie, najtatwiej wnikajg do
rosliny wolne jony, natomiast metale zwigzane w kompleksach organicznych lub nie-
organicznych pobierane sg wolniej. W celu zwiekszenia potencjatu akumulacyjnego
roslin stosuje sie substancje chelatujgce, znacznie zwiekszajace pobieranie i translo-
kacje metali w rodlinach poprzez uwalnianie metali z czasteczek gleby i tworzenie
z nimi rozpuszczalnego kompleksu, ktory jest nastepnie transportowany przez ksy-
lem i deponowany w lisciach. Wydajnos¢ pobierania metalu zalezy $cisle od jego po-
winowactwa do chelatora, np. EDTA jest specyficznym chelatorem otowiu, EGTA kad-
mu, glin i uran sg najskuteczniej wigzane przez kwasy organiczne, np. cytrynowy
i bursztynowy, a nikiel przez reszty histydyny (48). Technike fitoekstrakcji stosuje sie
réwniez do usuwania ze $rodowiska pierwiastkéw radioaktywnych. W doswiadcze-
niach na gorczycy sarepskiej prowadzonych m.in. w Czernobylu wykazano, ze oprécz
otowiu, chromu, kadmu i niklu roslina ta pobiera duze ilosci radioaktywnego strontu
("®Sr) tak, ze koncowe stezenie tego pierwiastka w pedach jest 12 razy wieksze niz
w glebie (49). Ta nadzwyczajna roslina wydajnie gromadzi réwniez selen i bor. W ba-
daniach nad mozliwoscig usuwania ze srodowiska radioaktywnego cezu *Cs wyka-
zano, ze szartat szorstki {Amaranthus retroflexus) gromadzit ponad 40 razy wiecej
cezu niz inne rosliny, co byto wynikiem jego wysokiej koncentracji w pedach oraz
duzg biomasa rosliny. Za pomocg szartatu usunieto ok, 3% *Cs z powierzchniowej
warstwy gleby i szacuje sie, ze dzieki dwukrotnemu $cinaniu pedéw w ciggu roku
oraz utrzymywaniu statego tempa ekstrakcji, usuniecie z gleby catego cezu dostep-
nego dla korzeni bytoby mozliwe w czasie krotszym niz 15 lat (49).

5.2. Gérnictwo roslinne (phytomining)

W przypadku pewnych roélin ich organy gromadzace duze ilosci metali moga
by¢ traktowane jako bioruda. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw w tej
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dziedzinie doprowadzono do powstania wydajnego i przyjaznego Srodowisku spo-
sobu wydobywania metali, zastepujacego kopalnie odkrywkowe. Ros$linne gornic-
two (phytomining) jest realng, alternatywng metodg pozyskiwania wielu metali,
szczegOlnie ze ztdz, na ktdrych konwencjonalne techniki eksploatacji okazaty sie
ekonomicznie nieoptacalne. Dowodzg tego m.in. proby potowe prowadzone w Ne-
vadzie z krzyzownica (Streptanthus polygaloides), naturalnie tam wystepujacym hiper-
akumulatorem niklu, gdzie gleba zawiera 0,35% Ni, zbyt mato na tradycyjna metode
eksploatacji. Po zastosowaniu tej rosliny uzyskano w postaci biomasy do 150 kg
Ni/ha, a zyski ze sprzedazy takiej biorudy byly poréwnywalne z zyskami z innych
upraw np. zbo6z. Podobnie zachecajace wyniki daty doswiadczenia z wykorzysta-
niem smagliczki (Alyssum bertolonii) i Berkheya coddti, roslin gromadzacych duze ilosci
niklu i cynku. Za pomoca ro$lin mozna réwniez eksploatowac ztoza metali szlachet-
nych, o koncentracji zbyt niskiej dla tradycyjnych kopalni. Szczegdlnie wydajne oka-
zaly sie wyselekcjonowane szczepy gorczycy sarepskiej akumulujgce duze ilosci
zlota.

5.3. Fitostabilizacja

Istotg tej metody jest zasiedlanie skazonych terendw roslinami tolerujgcymi wy-
sokie stezenia metali ciezkich. Ogranicza to w znacznym stopniu podatnos¢ gleby
na erozje i zapobiega przemieszczaniu sie metali do atmosfery, wod i glebszych
warstw gleby. Rolg pokrywy roélinnej jest unieruchomienie metali w glebie poprzez
adsorpcje na korzeniach, wytrgcanie w postaci osadow lub zamiane w forme mniej
dostepna. Fitostabilizacja ma najwieksze zastosowanie na mocno zakwaszonych
hatdach pokopalnianych, zawierajacych duze ilosci otowiu, cynku czy miedzi. Do
odtworzenia i utrzymania zwartej pokrywy roslinnej najczesciej stosuje sie natural-
nie wystepujgce na danym terenie gatunki tolerujgce wysokie stezenia metali, a tak-
ze specjalnie uzyskane odmiany traw (mietlica, kostrzewa) czy ro$lin przemysto-
wych (len, konopie, wiklina).

Na terenach skazonych selenem, arsenem i rtecia probuje sie wprowadzac tech-
nike fitowolatyzacji, majaca na celu uwolnienie tych pierwiastkdw z gleby do at-
mosfery (47). Rosliny przeksztatcajg nieorganiczne zwigzki selenu do lotnego dwu-
selenku dwumetylu lub selenometioniny, natomiast wolatyzacja arsenu uwazana
jest za mechanizm obronny u glonédw morskich, za$ u roslin ladowych zachodzi
gtéwnie w korzeniach. Istotne zagrozenie dla srodowiska stanowig skazenia rtecia,
jony rteci bardzo tatwo ulegajg metylacji z udziatem bakterii i w tej postaci szybko
rozprzestrzeniaja sie w tancuchu pokarmowym, wywotujac bardzo ciezkie zatrucia.
Z duzym zainteresowaniem przyjeto zatem biotechnologiczng metode fitoremedia-
cji gleb skazonych rtecig z wykorzystaniem roslin transgenicznych (50-52). W wyni-
ku transformacji dwoma genami MerA z E. coli oraz MerB z Salmonella typhimuriuin
uzyskano rosliny rzodkiewnika odporne na toksyczne stezenia rteci. Obecnos¢ ko-
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dowanych przez te geny enzymow liazy metylorteciowej oraz reduktazy rteciowej
umozliwia roslinom rozkiad metylorteci do Hg"+, a nastepnie jej przeksztatcenie do
rteci elementanej Hg" (tab.). Fitoremediacja rteci, polegajaca na jej przenoszeniu
z gleby do atmosfery, moze sie wydawa¢ metoda kontrowersyjng, chociaz wedtug
jej autoréw, w stosunku do catkowitej emisji rteci do atmosfery ilosci wydzielane
przez rosliny sa bardzo niewielkie, a ponadto metoda ta zapobiega tworzeniu sie
bardzo toksycznej metylorteci.

5.4. Ryzofiltracja

W roztworach wodnych o niewielkich stezeniach metali oraz skazonych radionu-
klidami dobrze sprawdza sie metoda ryzofiltracji. Na terenach skazonych strontem
i cezem wokot elektrowni atomowej w Czernobylu wyjatkowo skuteczne okazato
sie zastosowanie hydroponicznych kultur stonecznika (53). Do utylizacji $ciekéw ko-
munalnych produkowanych przez gospodarstwa wiejskie coraz czesciej zaktadane
sg niewielkie oczyszczalnie przydomowe oparte na wybranych gatunkach wierzby,
topoli, trzciny, patki wodnej, situ oraz innych roslin typowych dla terenéw pod-
moktych (wetlands).

6. Biomonitorowanie

Rosliny moga stuzy¢ do okreslania stezenia metali ciezkich w glebie, powietrzu
i wodzie - ito zaréwno metali pochodzacych ze Zrédet naturalnych jak i bedacych
wynikiem dziatalnosci czlowieka. Testy oparte sg najczesciej na odpowiednio do-
branych ro$linach, ktérych procesy fizjologiczne sa dobrze poznane w warunkach
naturalnych oraz w odpowiedzi na metale ciezkie. Chodzi tutaj zaréwno o takie ce-
chy jak wzrost pedu, powierzchnia lisci czy wzrost korzenia, ktére ulegajg zmianom
pod wptywem metalu, a zakres tych zmian zalezy od jego stezenia w $rodowisku.
Obok morfologicznych, duzg role odgrywajg takze zmiany fizjologiczne w aktywno-
§ci niektérych enzyméw, w tym gtéwnie antyoksydacyjnych, takich jak dysmutazy
ponadttenkowe, peroksydazy itp. za pomocg ktérych mozna wyrd6znic¢ kilka klas fi-
totoksycznosci gleb skazonych metalami ciezkimi (54,55).

Biotesty sg bardzo przydatne i w poréwnaniu z metodami fizycznymi i chemicz-
nymi stosunkowo tanie, jednakze ich doktadnos¢ nie jest zbyt duza. Niedawno opi-
sano dwie czute metody okreslania poziomu metali ciezkich oraz promieniowania
radioaktywnego w Srodowisku. W pierwszej metodzie polega to na zastosowaniu
transgenicznego rzodkiewnika, do ktérego wprowadzono niefunkcjonalny gen dla
P-glukuronidazy (GUS), ktéry stanowit swego rodzaju ,,substrat” rekombinacyjny,
pozwalajacy wykazac rearanzacje w DNA, bedace wynikiem uszkodzenia spowodo-
wanego przez promieniowanie jonizujgce (56) lub metale ciezkie (45). W drugiej
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metodzie rzodkiewnik zawierat transgen dla GUS z mutacjg punktows, ktora row-
niez czynita go niefunkcjonalnym. W obu uktadach nieaktywny gen pod wptywem
metali ciezkich lub radioaktywnosci podlegat odpowiednio homologicznej rekombi-
nacji i mutacji punktowej, co prowadzito do jego aktywacji. Stopien skazenia okres-
lano na podstawie czestosci mutacji obu gendw, co przejawiato sie liczbg wyste-
pujacych barwnych plam na lisciach rodliny. Zakres stezen metali wykrywanych ta
metoda byt bardzo niski, gdyz juz przy stezeniach kadmu od 0,001 do 0,1 mg/l ob-
serwowano 3-5-krotny wzrost czestosci mutacji, zas w odniesieniu do promieniowa-
nia radioaktywnego w rejonie Czernobyla stwierdzono 8-krotny wzrost czestosci
mutacji przy dawce promieniowania 0-300 Ci/km”, a powtarzalna zalezno$¢ czesto-
§ci mutacji wystepowata w zakresie 0,1-900 Ci/km™.

Metoda ta okazata sie niezwykle czuta zaréwno w badaniach laboratoryjnych, na
zdefiniowanych pozywkach, jak i w warunkach polowych na glebach zawierajacych
mieszanine roznych metali ciezkich. Przewyzsza ona zdecydowanie dotychczas sto-
sowane metody okreslania genotoksycznosci metali oparte na czestotliwosci abber-
racji chromosomowych w merystemach korzeni cebuli (57) lub tworzenia sie mi-
krojader (58). Wyjatkowa wartos¢ tej metody - w poréwnaniu z innymi - polega
réwniez na mozliwosci wykazania bezposredniego oddziatywania czynnika streso-
wego na DNA.

7. Uwagi koncowe

Dzieki intensywnie rozwijanym w ostatniej dekadzie badaniom coraz wiecej wia-
domo zaréwno o skutkach oddziatywania metati ciezkich na roéliny jak i 0 mecha-
nizmach, ktore lezg u podstaw tolerancji na te szkodliwe czynniki Srodowiskowe.
Przyczynity sie do tego w znacznej mierze badania nad hiperakumulatorami - ro$-
linami majacymi zdolno$¢ do akumulacji znacznej ilosci metali ciezkich. Postep byt
mozliwy réwniez dzieki rozwojowi badan z uzyciem metod biologii molekularnej
i inzynierii genetycznej, ktdre pozwolity na zbadanie funkcjonowania wielu genéw
warunkujgcych odpornos¢é na metale ciezkie po ich ekspresji w roslinach transge-
nicznych.

Z kolei zastosowanie kultur in vitro umozliwito badanie mechanizméw odporno-
$ci na metate w wyselekcjonowanych liniach komérkowych z perspektywa regenera-
cji rosdlin tolerancyjnych.

Odkrycie fitochelatyn, biatek i peptydow uczestniczacych w wiagzaniu i transpor-
cie wewnatrz- i miedzykomérkowym metali oraz wykazanie podstawowej roli syste-
mu antyoksydacyjnego wniosto nowe impulsy do badan nad funkcjonowaniem pro-
ceséw homeostazy i detoksykacji metali w roslinach.

Woprawdzie wiele juz wiadomo o reakcji roslin na metale ciezkie i procesach ich
detoksykacji, jednakze bardzo duzo jest niewiadomych odnosnie do podstawowych
procesow, takich jak daleki transport metali w roslinie, ich organospecyficzna loka-
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lizacja i utylizacja oraz komunikacja miedzy korzeniem i pedem w przekazywaniu
sygnatéw stresowych.

Przysztosciowe podejscia badawcze, jak sie wydaje, bedg zmierzaty do: a) wpro-
wadzenia do roslin wiekszej liczby transgenéw dla odpowiednich transporteréw
metali oraz czynnikéw chelatujgcych; b) dla metali stabo chelatowanych, a bedacych
silnymi prooksydantami (np. Cu™+j wprowadzenia do roslin genéw dla biatek chape-
ronowych oraz enzymow antyoksydacyjnych.

Wielogenowy charakter odpornosci roslin na metale rodzi potrzebe zastosowa-
nia metod alternatywnych takich jak krzyzowanie ptciowe lub hybrydyzacja soma-
tyczna blisko spokrewnionych hiperakumulatoréw metali i roslin uprawnych.

W kraju niezbedna jest wieksza niz dotagd wspotpraca miedzy kilkoma osrodka-
mi, ktére zajmujg sie badaniami nad oddziatywaniem metali ciezkich na rosliny za-
réwno na poziomie badan podstawowych jak i stosowanych, istnieje pilna potrzeba
uruchomienia na szerszg niz dotad skale, by¢ moze we wspolpracy z partnerami za-
granicznymi, badan nad rekultywacja i fitoremediacja znacznych obszaréw o duzym
stopniu skazenia metalami ciezkimi. W samym tylko wojewddztwie $Slagskim ponad
100 000 hektarow jest silnie zanieczyszczonych i zawiera takie ilosci metali, ze nie
nadaje sie do uprawy roslin konsumpcyjnych, a nawet przemystowych. W tym rejo-
nie od 1996 r. we wspotpracy z Departamentem Energetyki USA prowadzone sg in-
tensywne badania nad fitoremediacjg terenéw rolniczych zanieczyszczonych meta-
lami ciezkimi gtownie otowiem, kadmem i cynkiem (59).

Zanieczyszczenia metalami ciezkimi sg szczegOlnie ucigzliwe i grozne, gdyz maja
charakter trwaly, stad nawet znaczne w ostatnim czasie ograniczenie emisji metali
nie powoduje zmniejszenia ich ilosci nagromadzonej w glebie przez wiele dziesiecio-
leci. W tej sytuacji zasadne byloby zgtoszenie przez kilka osrodkéw wspélnego pro-
jektu badawczego, finansowanego z budzetu oraz funduszy pomocowych Unii Euro-
pejskiej, przeznaczonych na ochrone srodowiska, ktére jak dotad wykorzystywane
sg w niewielkim stopniu. Istotnym etapem tego projektu bytoby zastosowanie fitore-
mediacji na obszarze Gérnego Slaska oraz Zagtebia Miedziowego przy uzyciu szybko
rosnacych drzew jak wierzba i topola z przeznaczeniem na tzw. zielong energie oraz
rodlin oleistych takich jak rzepak, stonecznik i len z przeznaczeniem na biopaliwa.

Wstepnym warunkiem powodzenia tych projektow jest jednak koncentracja
$rodkdw i ich przeznaczenie na badania podstawowe w celu okreslenia fizjologicz-
nych i molekularnych podstaw odpornosci roélin na metale ciezkie oraz wykorzysta-
nie tej wiedzy dla potrzeb biotechnologii $rodowiskowej.

Opracowanie w ramach realizacji projektu badawczego KBN nr 3P06A01823.
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