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Dziatalno$¢ przemystowa i rolnicza, zintensyfikowana w ciagu
ostatnich 50 lat, systematycznie powoduje wzrost poziomu toksycz-
nych zanieczyszczen w $rodowisku. Wéréd substancji pochodzenia
antropogenicznego najbardziej niebezpieczne sa: chlorofenole, ni-
trofenole, BTEX (mieszanina benzenu, etylobenzenu, toluenu i ksy-
lenu), wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), poli-
chlorowane bifenyle (PCBs) i rozpuszczalniki organiczne. Zwiazki te
wystepuja w glebie, Sciekach i warstwach wodonosnych. Gtéwnymi
zrédfami tych zanieczyszczen sa procesy gazowania i koksowania
wegla, przemyst rafineryjny, zaktady petrochemiczne oraz inne ga-
tezie przemystu, takie jak produkcja syntetycznych zwiazkéw che-
micznych, herbicydéw czy pestycydéw. Wiekszos¢ z tych substancji
wykazuje wtasciwosci kancerogenne i mutagenne, moze pozostawac
w srodowisku przez dtugi czas, poniewaz trudno ulega rozktadowi.
Z tego wzgledu niezbednie konieczne jest usuwanie ich z zanie-
czyszczonych terendw [I, I'1, 19, 26].

Metody biologiczne sa obecnie rekomendowanymi sposobami
pozbywania si¢ toksycznych zanieczyszczen. Bioremediacja jest jed-
na z obiecujacych, tanich i bezpiecznych technologii rozwiazujacych
problem skazenia srodowiska. Termin ten odnosi sie do wszystkich
proceséw wykorzystujacych mikroorganizmy i ich enzymy do wspo-
magania degradacji i usuwania zanieczyszczen ze srodowiska. Techni-
ki bioremediacji sa stosowane zaréwno in situ (bioaugmentacja, bio-
stymulacja, biowentylacja), jak i ex situ (landfarming, kompostowanie
i bioreaktory) [9, 26, 27].

W bioremediacji wykorzystuje sie naturalng zdolno$¢ mikroorga-
nizméw do usuwania zanieczyszczen. Zdolno$¢ ta wynika ze specy-
fiki metabolizmu, ktéry umozliwia wiaczanie zwiazkéw toksycznych
w procesy biochemiczne zwigzane z aktywnoscig i wzrostem komorki.
Niektére mikroorganizmy sa zdolne do transformaciji niebezpiecznych
substancji do mniej toksycznych metabolitéw posrednich lub ich degra-
dacji do nietoksycznych produktéw koncowych. W procesie zwanym
kometabolizmem, przeksztatcanie zanieczyszczen zwykle nie przynosi
komorce korzysci, dlatego okreslane jest z ang. nonbeneficial biotrans-
formation [5, 9, 25].

Na poczatku lat 80. XX w. nastapit rozwdj technik inzynierii ge-
netycznej oraz podjeto intensywne badania nad metabolicznym po-
tencjatem mikroorganizméw. Dzieki temu stato sie¢ mozliwe zaprojek-
towanie genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw (GMMs)
o pozadanych wtasciwosciach biochemicznych. Obecnie s3 one wy-
korzystywane w medycynie, rolnictwie, réznych gateziach przemystu
oraz bioremediacji zanieczyszczonych srodowisk [5]. Wiedza na temat
mechanizméw degradacji zwiazkéw toksycznych, szlakéw metabo-
licznych, enzymoéw katabolicznych oraz odpowiednich genéw utatwita
konstrukcje GMMs na potrzeby bioremediacji. Zaprojektowane do tego
celu GMMs moga stanowi¢ alternatywe dla dzikich szczepéw bak-
terii, ktore nie zawsze sa w stanie degradowac zanieczyszczenia.
Takie innowacyjne rozwiazania stwarzaja mozliwo$¢ zmniejszenia
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poziomu toksycznych zwiazkéw organicznych w srodowisku oraz
poprawy jakosci i stanu ekologicznego gleb [5, 27]. W 1981 r. w Sta-
nach Zjednoczonych opatentowano po raz pierwszy dwa modyfikowa-
ne genetycznie szczepy: Pseudomonas aeruginosa (NRRL B-5472) i Pseu-
domonas putida (NRRL B-5473). Szczepy te skonstruowat Chakrabarty
na poczatku lat 70. XX w. Zawieraty one geny odpowiedzialne za de-
gradacje naftalenu, salicylanu i kamfory [43]. Z kolei modyfikowany
genetycznie i zdolny do rozkfadu naftalenu szczep Pseudomonas fluore-
scens HK44 byt pierwszym szczepem dopuszczonym w USA do badan
w warunkach polowych [33].

Celem pracy jest zaprezentowanie mozliwosci wykorzystania
GMMs w bioremediacji srodowisk zanieczyszczonych zwiazkami or-
ganicznymi. Przedstawiono wybrane narzedzia i strategie projekto-
wania nowych mikroorganizméw na potrzeby bioremediacji oraz ich
bezpiecznego stosowania w srodowisku. Zaprezentowano wybrane
przykiady praktycznego wykorzystania GMMs do rozkiadu zanie-
czyszczen w warunkach laboratoryjnych i polowych. Przedstawiono
takze prawne aspekty dotyczace organizméw modyfikowanych ge-
netycznie (GMO).

Konstrukcja GMMs

Inzynieria genetyczna, bedaca nowoczesng technologia, pozwala
na projektowanie mikroorganizméw zdolnych do rozkfadu okreslone-
go typu zanieczyszczen. Dzieki niej stato sie¢ mozliwe tworzenie takich
kombinacji gendw, ktére nie wystepuja naturalnie w przyrodzie. Odby-
wa sie to poprzez wprowadzanie pojedynczych genéw lub operonéw
do nowych gospodarzy oraz konstruowanie nowych, lub uzupetnianie
znanych, szlakéw metabolicznych [5, 8, 18].

Pierwszym etapem w konstrukcji GMMs jest selekcja odpowied-
niego genu badz grupy genéw. Nastepnie klonowany fragment DNA
jest wprowadzany do wektora i umieszczany w komérkach gospo-
darza. Modyfikowane w ten sposéb komorki okresla sie mianem
rekombinantéw. Kolejnym krokiem jest powielanie wprowadzonej
sekwencji w komorce oraz selekcja otrzymanych transformantow.
Ostatni etap obejmuje poszukiwanie klonéw z insertem DNA o po-
zadanych cechach biologicznych [7, 8, 18, 28, 39]. Gtéwne etapy opi-
sanego klonowania molekularnego zilustrowano na Rysunku |.

Bakterie, szczegdlnie z rodzaju Pseudomonas, stanowia gtéwny
obiekt modyfikacji genetycznych. Wynika to z faktu, ze powszech-
nie wystepuja w srodowisku i zdolne sa do rozktadu wielu toksycz-
nych zwiazkéw. Ze wzgledu na to, ze ich chromosomy i plazmidy
zawieraja geny odpowiedzialne za degradacje zanieczyszczen sa one
powszechnym zrédfem pozyskiwania gendéw katabolicznych na po-
trzeby inzynierii genetycznej [5, 9]. Pierwszym poznanym plazmidem
degradacyjnym byt plazmid TOL (117 pz) pochodzacy ze szczepu
Pseudomonas putida mt-2 [40]. Plazmid ten zawiera dwa operony xy-
IUWCMABN i xyIXYZLTEGFJQKIHSR kodujace enzymy zaangazowane
w metabolizm toluenu, m- i p-ksylenu oraz m-etylotoluenu. Innym
przyktadem katabolicznego plazmidu jest NAH7 (83 kpz) ze szczepu
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P putida G7, ktory zawiera dwa operony nah i sal kodujace enzymy
szlaku rozktadu naftalenu i salicylanéw [25]. Szczep P putida FI moze
stuzy¢ jako dawca operonu tod, ktérego geny todABC/C2DEF odpo-
wiedzialne s3 za rozktad toluenu [42]. Innym szczepem, z ktorego
pozyskuje si¢ geny bphOAEIFGBC odpowiadajace za rozkfad bifenyli
jest Burkholderia sp. LB400 [23]. Wiele gendw katabolicznych pocho-
dzenia plazmidowego, odpowiedzialnych za degradacje toksycznych
substancji, bardzo czesto zlokalizowanych jest w transpozonach,
na przykfad: w Tn4653 szczepu P putida mt-2, Tn4655 szczepu P
putida G7 i Tn4656 szczepu P putida MT53 [36].
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Rys. I. Gléwne etapy klonowania molekularnego [7, 18, zmodyfikowany]

Inzynieria genetyczna wykorzystuje plazmidy jako wektory do po-
wielania i ekspresji okreslonych gendéw. Wektorem jest czasteczka
DNA, ktéra umozliwia wprowadzenie nowej informacji genetycznej
do komorek i replikuje sie niezaleznie od chromosomalnego DNA.
Czesto plazmidy zawieraja réwniez inne geny, np. opornosci na anty-
biotyki. Kolejnymi elementami genetycznymi, ktére takze moga by¢
stosowane jako wydajne wektory, s3 mobilne elementy zwane trans-
pozonami [8, 9, 28]. Wspotczesnie w konstruowaniu GMMs najcze-
$ciej wykorzystuje sie sztuczne wektory plazmidowe. Zawierajg one
istotne elementy pochodzace z naturalnych plazmidéw, takie jak: oriC
(poczatek replikacji), MCS (polilinker) i geny markerowe. Szerokie za-
stosowanie w konstrukcji GMMs znalazty takze plazmidy ekspresyjne,
ze wzgledu na mozliwos$¢ wydajnej produkcji zaprojektowanych bia-
tek. Poza wektorami, waznymi narzedziami w inzynierii genetycznej s
réwniez enzymy. Naleza do nich enzymy restrykcyjne odpowiedzialne
za ciecie DNA w specyficznych rejonach i ligazy DNA faczace wolne
konce DNA. Najczesciej stosowanymi w biologii molekularnej sa enzy-
my restrykcyjne EcoRI, BamHlI, Hindlll i ligaza T4 DNA[7, 8, 18, 38].

Do zastosowan praktycznych zaprojektowano wiele zrekombi-
nowanych wektoréw. Przyktadem moze by¢ plazmid pBBRIMCS-2,
ktory zawiera fragment DNA o dtugosci 3,9 kpz z promotorem tac
pochodzacym z plazmidu pKSTI | i geny todCIC2BA, odpowiedzial-
ne za degradacje toluenu [29]. Fragment ten zostal wprowadzony
w miejsce restrykcyjne BamHI tego plazmidu w celu uzyskania eks-
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presji gendw tod w komérkach Pseudomonas putida KT2442, P stutzeri
1317 i Aeromonas hydrophila 4AK4. W innych badaniach Chen i in. [6]
otrzymali sztuczny plazmid dzieki wprowadzeniu genu ohb (kodujace-
go |,2-dioksygenaze orto-chlorobenzoesanu) w miejsce restrykcyjne
Haell w obrebie genu lacZ wektora pSP329. Z kolei Sayler i Ripp [33]
wykorzystali transpozon Tn43/ | jako wektor dla genéw lux. Haro i de
Lorenzo [14] skonstruowali fragment DNA zawierajacy sekwencje dla
dioksygenazy toluenu z plazmidu TOD P putida F| (todC/C2BA) oraz
sekwencje gtéwnego szlaku rozktadu toluenu (TOL) z plazmidu pWWO0
szczepu P putida mt-2. Uzyskane fragmenty kataboliczne umieszczo-
no pojedynczo w bakteryjnym mini-transpozonie Tn5 i wprowadzono
do chromosomu szczepéw P aeruginosa PA142 i P aeruginosa |B2, de-
gradujacych 2-chlorobenzoesan.

Proces przenoszenia informacji genetycznej z jednego orga-
nizmu do drugiego nosi nazwe transferu genetycznego. Rekombi-
nanty bakteryjne zdolne do metabolizowania toksycznych zwiazkéw
organicznych uzyskuje si¢ w warunkach laboratoryjnych najczesciej
droga transformacji. Transformacja genetyczna polega na pobieraniu
przez kompetentne komérki biorcy wolnego DNA ze $rodowiska. In-
nym sposobem poziomego transferu DNA jest koniugacja, polegajaca
na fizycznym kontakcie dwéch komorek bakteryjnych. Przenoszenie
DNA w czasie koniugacji odbywa sie zawsze w jednym kierunku,
od dawcy do biorcy [8, 28]. Ouyang i in. [29] zastosowali koniugacje
w celu przeniesienia plazmidu pKST | | z komérek donora Escherichia
coli S17—1 do komérek trzech biorcow: P putida KT2442, P stutzeri
1317 i A. hydrophila 4AK4. W innych badaniach Chen i in. [6] wyko-
rzystali elektrotransformacje (z uzyciem pradu statego o niewielkim
napieciu) do wprowadzenia plazmidu pE43 do komérek Sinorhizobium
meliloti. Z kolei Matsui i in. [24] metoda elektroporacji (krétkotrwaty
impuls wysokiego napiecia) transformowali komérki Mycobacterium
sp. i E. coli JM109 zrekombinowanym plazmidem pNC950.

Do nowoczesnych technik molekularnych, pozwalajacych na se-
lekcje i identyfikacje GMMs, naleza obecnie: FISH (hybrydyzacja flu-
orescencyijna in situ), in situ PCR (reakcja tancuchowa polimerazy),
DGGE (elektroforeza w zelu z gradientem czynnika denaturujacego),
TGGE (elektroforeza w zelu z gradientem temperatury), T-RFLP (po-
limorfizm dtugosci terminalnych fragmentéw restrykcyjnych) i ARDRA
(analiza restrykcyjna amplifikowanego rDNA). Metody te opieraja sie
na wykrywaniu specyficznych sekwencji DNA lub RNA, szczegélnie
konserwatywnych fragmentéw bakteryjnego 16S rRNA [27, 37]. De-
jonghe i in. [10] zastosowali technike DGGE w monitorowaniu hory-
zontalnego transferu plazmidéw pEMTI i pJP4 z komérek rekombi-
nanta P putida UWC3 do mikroorganizméw autochtonicznych podczas
degradacji kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego w glebie.

Innym rozwiazaniem $ledzenia i wizualizacji bakterii w srodowisku
jest zastosowanie markeréw selekcyjnych. Idealny marker pozwala
na wykrycie okreslonych mikroorganizméw oraz umozliwia monito-
rowanie proceséw zwiazanych z ekspresja genéw i transdukcja sygna-
téw. Do powszechnie stosowanych genéw markerowych naleza: lacZ
(B-galaktozydazy), lux (lucyferazy bakteryjnej), tfd (monooksygenazy),
xylE (2,3-dioksygenazy katecholowej) i gfp (biatka zielonej fluorescencii)
[8, 9, 15, 37]. Sayler i Ripp [33] wykorzystali operon lux wprowadzo-
ny do plazmidu pUTK21 w celu detekgji rekombinanta P. fluorescens
HK44 w glebie skazonej naftalenem. W innych badaniach Villacieros
i in. [38] uzyli genu gfp w monitorowaniu przezywalnosci szczepu P
fluorescens F113L::1180 podczas rozkiadu polichlorowanych bifenyli
(PCBs) w strefie ryzosferowej. Z kolei Quan i in. [3 ] wykorzystali dwa
geny markerowe dsRed (biatka czerwonej fluorescencji) w plazmidzie
pJP4 i gfp w chromosomie do detekcji szczepu P putida SM 1443 w gle-
bie zanieczyszczonej kwasem 2,4- dichlorofenoksyoctowym (2,4-D).

W celu zminimalizowania ryzyka wynikajacego z uwolnienia
GMMs do srodowiska stosuje sie pewne bariery genetyczne. Zabiegi
te ograniczaja przezywalno$¢ komorek rekombinanta i transfer ge-
néw. Przeptyw genéw z GMMs do innych komoérek bakterii moze by¢
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ograniczony poprzez zastosowanie transpozondw pozbawionych genu
transpozazy badz usunigcie genéw koniugacyjnych tra ze zrekombino-
wanych plazmidéw. Przypadkowy horyzontalny transfer genéw moze
by¢ réwniez ograniczony przez umieszczenie w wektorze genu colE3
kodujacego kolicyne, tnaca wszystkie prokariotyczne 16S rRNA oraz
genu immE3, kodujacego represor syntezy kolicyny [9, 20]. Regulacje
genu zabdjczego zilustrowano na Rysunku 2.
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Rys. 2. Regulacja genu zabéjczego. Horyzontalny transfer plazmidu
zawierajacego gen colE3 do innej komérki pozbawionej w chromoso-
mie bakteryjnym genu immE3 prowadzi do jej Smierci [20, zmody-
fikowany]. Objasnienia: Chr — chromosom bakteryjny, Pl - plazmid.
Wyjasnienia w tekscie

GMMs w bioremediaciji

Potaczenie tradycyjnych metod mikrobiologicznych, bioche-
micznych i ekologicznych z metodami inzynierii genetycznej stanowi
obiecujace rozwiazanie w bioremediacji in situ. Z wielu prac wynika,
ze GMMs maja wieksze mozliwosci w rozktadzie toksycznych zanie-
czyszczen organicznych w poréwnaniu z dzikimi szczepami [5]. Przy-
ktady wybranych GMMs rozktadajacych rézne zanieczyszczenia zapre-

zentowano w Tablicy |.
Tablica |

Genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy rozktadajace
toksyczne zwiazki organiczne

GMMs Wprowadzony Zwm}‘zek Frodio
gen/ny organiczny
Escherichia coli AtzA gen chlorohydrolazy atrazyna [34]
atrazyny
Pseudomonas fluorescens HK44 luxCDABE naftalen [33]
Burkholderia cepacia L.S.2.4 plazmid pTOD toluen [2]
Pseudomonas fluorescens F1 | 3ri- operon bph, chlorowane 4]
fpcbrrnBP 1 ::gfpmut3 gfp bifenyle
Pseudomonas putida KT2442(pN- | plazmid pNF142,
ftal 12
F142: TnMod-OTc) o nattalen [12]
. . plazmid
Burkholderia cepacia VM 1468 STOM-Bu6 | toluen [35]
2(4)-chloroben-
Rhodococcus sp. RHAI (pRH- (4)-chloroben
D34:fcb) operon fchbABC zoesan, [32]
h 2(4)-chlorobifenyl
Pseudomonas putida PaW85 plazmid pWWO0 ropa naftowa [17]
Comamonas testosteroni SB3 plazmid pNB2::d- 3-chloroanilina [3]
sRed
barwnik azowy
Escherichia coli J]M109 (pGEX- decolorize azo
AZR) gen azoreduktazy dyes, [16]
C.l. Direct Blue 71
Pseudomonas putida Pa- X kwas 4-chloroben-
W340(pDHS5) plazmid pDHS Zoesowy [22]
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Nadawanie nowych cech mikroorganizmom obejmuje naste-
pujace zabiegi: modyfikacje specyficznosci enzymu i jego powino-
wactwa do substratu, konstrukcje nowego szlaku metabolicznego
i jego regulacje, wprowadzanie genéw umozliwiajacych detekcje
mikroorganizméw w zanieczyszczonym $rodowisku oraz tworze-
nie biosensoréw wykorzystywanych do detekcji okreslonych sub-
stancji chemicznych [9, 20, 33].

Mikroorganizmem skonstruowanym z uzyciem metod inzynierii
genetycznej, ktory po raz pierwszy wykorzystano w badaniach polo-
wych byt szczep Pseudomonas fluorescens HK44. Celem podijetego pro-
jektu byta ocena mozliwosci uzycia tego szczepu w dtugoterminowej
bioremediacji gleb skazonych naftalenem oraz kontrola tego proce-
su z wykorzystaniem zjawiska bioluminescencji. Szczep P fluorescens
HK44 posiadat zrekombinowany plazmid pUTK2 I, powstaty w wyniku
wiaczenia transpozonu Tn443 1 z Vibrio fischeri zawierajacego kasete
genow luxCDABE do odpowiedzialnego za degradacje naftalenu plazmi-
du NAH7, pochodzacego ze szczepu P fluorescens 5R. Modyfikowany
genetycznie szczep HK44 zawierat geny degradaciji naftalenu i gen lux
pod wspdlnym promotorem, co powodowalo, ze ekspozycja mutanta
na dziatanie naftalenu wywotywata jednoczesna degradacje zanieczysz-
czenia oraz powstawanie zjawiska bioluminescenciji [33]. Kolejnym
szczepem skonstruowanym przez Filonova i in. [12] na potrzeby eli-
minacji naftalenu z gleby byt P putida KT2442 (pNF142::TnMod-OTc).
Do jego konstrukgji postuzyt szczep Escherichia coli S17 | z plazmidem
pTnMod-OTc (zawierajacym gen opornosci na tetracykling), naturalny
szczep Pseudomonas sp. 142NF (pNF 142) zdolny do rozktadu naftalenu
i P putida KT2442 z obecnym w chromosomie genem gfp. Przepro-
wadzone badania z uzyciem tego szczepu potwierdzity jego zdolnosc¢
do degradacji naftalenu oraz umozliwity ustalenie czestotliwosci trans-
feru plazmidu pNF142::TnMod-OTc do szczepdw autochtonicznych.

Mozliwos¢ transferu katabolicznego plazmidu pWWO, nadajacego
komoérkom Pseudomonas putida PaW85 zdolnos¢ degradaciji weglowo-
doréw ropy naftowej, do bakterii ryzosferowych badali Jussila i in. [17].
Stwierdgzili oni, ze w ryzosferowej glebie zanieczyszczonej ropa naftowa
zachodzit transfer tego plazmidu z komérek P putida PaW85 do komé-
rek Pseudomonas oryzihabitans 29. Skutkiem tego transferu byto uzyska-
nie bakterii ryzosferowych o nowych wtasciwosciach degradacyjnych.
W innych badaniach nad degradacja kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowe-
go w glebie, Lipthay i in. [21] wykorzystali bakterie Ralstonia eutropha
oraz Escherichia coli HB101, bedace gospodarzami plazmidu pRO103.
Plazmid ten zawierat gen dioksygenazy kwasu 2,4-dichlorofenoksyoc-
towego/2-oksoglutarowego. Uzyskane transkoniuganty R. eutropha
(pRO103) znaczaco przyspieszyty rozkiad ksenobiotyku w glebie.

Enzymatyczny rozktad PCBs przez dzikie szczepy bakterii prowa-
dzi do powstania kwasu chlorobenzoesowego (CBA), ktory jest dla
wigkszosci z nich toksyczny i moze prowadzi¢ do zahamowania pro-
cesu degradacji w glebie. Rodrigues i in. [32] zbadali zdolnos¢ szczepu
Rhodococcus sp. RHAI (pRHD34::fcb) i Burkholderia xenovorans LB400
(pRO41) do rozktadu mieszaniny PCBs w glebie zanieczyszczonej
preparatem Aroclor 1242. Dziki szczep Rhodococcus sp. RHAI zostat
wyposazony w operon fcbABC, pochodzacy z komorek Arthrobacter
globiformis sp. KZT|. Kasete genéw fcbABC wprowadzono do natu-
ralnego plazmidu pRT| pochodzacego ze szczepu Pyrococcus sp. JT1,
otrzymujac plazmid PRHD34::fcb. Szczep LB400 (ohb) posiadat z kolei
operon ohbABCR kodujacy enzymy orto-dehalogenacji mono-, di- i tri-
chlorobenzoesanéw. Dawca tego operonu byt szczep Pseudomonas
aeruginosa 142. Kasete genéw ohbABCR umiejscowiono w plazmidzie
pRT I otrzymujac zrekombinowany plazmid pRO41, ktéry droga trans-
formacji wprowadzono do komdrek szczepu LB400. Wprowadzone
geny ulegaty ekspresji, dlatego po inokulacji gleby szczepem LB400
(ohb) nie dochodzito w niej do akumulacji 2-CBA i 2,4-CBA. Jednocze-
$nie z badan tych wynika, ze rozktad Arocloru 1242 w glebie zachodzit
efektywnie niezaleznie od liczby inokulowanych komérek rekombi-
nantéw RHAI (pRHD34::fcb) i LB400 (pRO4I).
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Kwas 4-chlorobenzoesowy (4-CBA) stanowi produkt posredni
rozktadu chloroaromatycznych zanieczyszczen, szczegdlnie PCBs
i p,p’-dichlorodifenylotrichloroetanu (DDT). Na potrzeby degradagiji
4-CBA w glebie, Massa i in. [22] skonstruowali szczep Pseudomonas
putida PaW340 (pDH5). Szczep ten uzyskali w wyniku wklonowania
genow fcb, kodujacych dehalogenaze, do sztucznego wektora plazmi-
dowego pDHS5, ktéry nastepnie umiescili w komoérkach nierosnacego
w obecnosci 4-CBA szczepu P putida PaW340. Dawca genéw fcb byt
szczep Arthrobacter sp. FGI, ktéry metabolizowat 4-CBA do kwasu
4-hydroksybenzoesowego (4-HBA) w wyniku hydrolitycznej dehalo-
genacji. Otrzymany szczep z duza skutecznoscig rozktadat 4-CBA, za-
réwno po wprowadzeniu do gleby sterylnej jak i w obecnosci mikroflo-
ry autochtonicznej. Podobnie szczep Arthrobacter sp. FG| degradowat
4-CBA po introdukcji do gleby, zaréwno sterylnej jak i niesterylnej.
Z badan tych wynika, ze szczepy FGI i modyfikowany genetycznie
PaW340 (pDH5) moga znalez¢é praktyczne zastosowanie w eliminagiji
kwasu 4-chlorobenzoesowego z gleby.

Mikroorganizmy modyfikowane genetycznie mozna uzy¢ nie tylko
w celu degradacji toksycznych zanieczyszczen, ale takze wykorzystac
jako szczepionke promujaca wzrost i rozwoj roslin. Bakterie promuja-
ce wzrost roslin (PGPB ang. plant growth-promoting bacteria) naj-
czesciej nie s3 w stanie przezy¢ w zanieczyszczonym srodowisku
w obecnosci réoznych ksenobiotykéw [5, 9, 30]. Z tego wzgledu
Yang i in. [41] podieli prébe skonstruowania modyfikowanego ge-
netycznie szczepu, ktory nie tylko promowatby wzrost roslin, ale
jednoczesnie degradowatby ten zwiazek. Do konstrukcji nowego
rekombinanta uzyto szczepu Pseudomonas aeruginosa SZHI6,
ktdry nie stymulowat wzrostu kukurydzy oraz szczepu Pseudomo-
nas fluorescens P13 z grupy PGBP, ktéry nie miat zdolnosci rozkta-
du fenolu. Otrzymany w wyniku horyzontalnego transferu genéw
transkoniugant P13 nie tylko promowat wzrost kukurydzy, ale row-
niez zwigkszat efektywnos¢ usuwania fenolu. W innych badaniach
Barac i in. [2] wprowadzili plazmid pTOD ze szczepu Burkholderia
cepacia G4 zdolnego do degradacji toluenu do komérek B. cepacia
L.S.2.4, naturalnego endofita fubinu zéttego. Inokulacja tubinu tak zmo-
dyfikowanym szczepem spowodowata, ze transpiracja toluenu przez
powierzchnie lisci zmniejszyta sie o 50-70% w poréwnaniu z rosli-
nami nieinokulowanymi. W podobnych badaniach Taghavi i in. [35]
do inokulacji tubinu wykorzystali zmodyfikowany szczep B. cepa-
cia VM1468. Powstat on w wyniku transferu plazmidu pTOM-Bué |
z B. cepacia BU6| do komérek B. cepacia BU0072. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzili, ze u roslin inokulowanych szczepem
VM1468 transpiracja toluenu przez czesci nadziemne byta 5-krotnie
nizsza niz u roslin kontrolnych, a masa korzeni i lisci wzrosta o ok. 30%.
Moze to wskazywaé¢ na mozliwos¢ transferu plazmidu pTOM-Bué|
do innych bakterii endofitycznych i zwiekszenia wydajnosci degradacji
toluenu. Podobne wyniki uzyskali Germaine i in. [13], ktorzy uzyskali
modyfikowany genetycznie szczep bakterii endofityczych Pseudomonas
putida VM 1441 (pNAH7), rozktadajacy naftalen. Uzyty do inokulacji
grochu szczep skutecznie chronit rosliny przed toksycznym dziataniem
naftalenu. Ponadto kooperacja roslin z bakteriami endofitycznymi spo-
wodowala, ze o ok. 40% naftalenu wiecej ulegato detoksykacji w po-
réwnaniu z roslinami kontrolnymi.

Regulacje prawne

W polskim systemie prawnym organizmy modyfikowane genetycz-
nie zostaty zdefiniowane w Art. 3 Ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r.
(Dz. U. 2001.76.811 z dnia 25 lipca 2001 r.). Rozporzadzenie Mini-
stra Sprawiedliwosci z dnia 8 lipca 2002 r. zawiera regulacje z zakresu
uzycia i zamierzonego uwolnienia GMO. Polska jako cztonek Unii Eu-
ropejskiej podlega réwniez regulacjom prawnym Wspélnoty. Przepisy
odnoszace si¢ do GMO zawarte zostaty w dyrektywach: 2001/204/WE
z dnia 8 marca 2001 r., 2001/18/WE z dnia 12 marca 2001r. i 2009/41/
WE z dnia 6 maja 2009 r.
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Podsumowanie

Biodegradacja toksycznych zwiazkéw organicznych w glebie jest
procesem skomplikowanym, wieloetapowym i sprawnie przebiega
tylko w sprzyjajacych warunkach srodowiskowych. Wydajnos¢ biode-
gradacji zanieczyszczen zalezy nie tylko od ich budowy chemicznej,
struktury i wiasciwosci gleby, ale takze od potencjatu degradacyjnego
mikroorganizmdw. Inzynieria genetyczna oferuje szerokie mozliwo-
$ci wykorzystania naturalnych zdolnosci komoérek bakterii w projek-
towaniu GMMs o pozadanych wiasciwosciach metabolicznych. Nie-
stety wykorzystanie takich zrekombinowanych szczepdw jest ciagle
ograniczone gtéwnie do badan laboratoryjnych. Nowym podejsciem
w remediacji $rodowisk zanieczyszczonych zwigzkami organicznymi
moze by¢ wykorzystanie zrekombinowanych endofitdw, czyli bakterii
promujacych wzrost roslin i jednoczesnie rozktadajacych zanieczysz-
czenia. To zagadnienie wymaga jednak dodatkowych badan w skali
laboratoryjnej.
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