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Wstęp

Działalność przemysłowa i rolnicza, zintensyfikowana w ciągu 

ostatnich 50 lat, systematycznie powoduje wzrost poziomu toksycz-

nych zanieczyszczeń w środowisku. Wśród substancji pochodzenia 

antropogenicznego najbardziej niebezpieczne są: chlorofenole, ni-

trofenole, BTEX (mieszanina benzenu, etylobenzenu, toluenu i ksy-

lenu), wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne (WWA), poli-

chlorowane bifenyle (PCBs) i rozpuszczalniki organiczne. Związki te 

występują w glebie, ściekach i warstwach wodonośnych. Głównymi 

źródłami tych zanieczyszczeń są procesy gazowania i koksowania 

węgla, przemysł rafineryjny, zakłady petrochemiczne oraz inne ga-

łęzie przemysłu, takie jak produkcja syntetycznych związków che-

micznych, herbicydów czy pestycydów. Większość z tych substancji 

wykazuje właściwości kancerogenne i mutagenne, może pozostawać 

w środowisku przez długi czas, ponieważ trudno ulega rozkładowi. 

Z tego względu niezbędnie konieczne jest usuwanie ich z zanie-

czyszczonych terenów [1, 11, 19, 26].

Metody biologiczne są obecnie rekomendowanymi sposobami 

pozbywania się toksycznych zanieczyszczeń. Bioremediacja jest jed-

ną z obiecujących, tanich i bezpiecznych technologii rozwiązujących 

problem skażenia środowiska. Termin ten odnosi się do wszystkich 

procesów wykorzystujących mikroorganizmy i ich enzymy do wspo-

magania degradacji i usuwania zanieczyszczeń ze środowiska. Techni-

ki bioremediacji są stosowane zarówno in situ (bioaugmentacja, bio-

stymulacja, biowentylacja), jak i ex situ (landfarming, kompostowanie 

i bioreaktory) [9, 26, 27].

W bioremediacji wykorzystuje się naturalną zdolność mikroorga-

nizmów do usuwania zanieczyszczeń. Zdolność ta wynika ze specy-

fiki metabolizmu, który umożliwia włączanie związków toksycznych 

w procesy biochemiczne związane z aktywnością i wzrostem komórki. 

Niektóre mikroorganizmy są zdolne do transformacji niebezpiecznych 

substancji do mniej toksycznych metabolitów pośrednich lub ich degra-

dacji do nietoksycznych produktów końcowych. W procesie zwanym 

kometabolizmem, przekształcanie zanieczyszczeń zwykle nie przynosi 

komórce korzyści, dlatego określane jest z ang. nonbeneficial biotrans-

formation [5, 9, 25].

Na początku lat 80. XX w. nastąpił rozwój technik inżynierii ge-

netycznej oraz podjęto intensywne badania nad metabolicznym po-

tencjałem mikroorganizmów. Dzięki temu stało się możliwe zaprojek-

towanie genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizmów (GMMs) 

o pożądanych właściwościach biochemicznych. Obecnie są one wy-

korzystywane w medycynie, rolnictwie, różnych gałęziach przemysłu 

oraz bioremediacji zanieczyszczonych środowisk [5]. Wiedza na temat 

mechanizmów degradacji związków toksycznych, szlaków metabo-

licznych, enzymów katabolicznych oraz odpowiednich genów ułatwiła 

konstrukcję GMMs na potrzeby bioremediacji. Zaprojektowane do tego 

celu GMMs mogą stanowić alternatywę dla dzikich szczepów bak-

terii, które nie zawsze są w stanie degradować zanieczyszczenia. 

Takie innowacyjne rozwiązania stwarzają możliwość zmniejszenia 

poziomu toksycznych związków organicznych w środowisku oraz 

poprawy jakości 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 skonstruował Chakrabarty 

na początku lat 70. XX w. Zawierały one geny odpowiedzialne za de-

gradację naftalenu, salicylanu i kamfory [43]. Z kolei modyfikowany 

genetycznie i zdolny do rozkładu naftalenu szczep Pseudomonas fluore-

scens HK44 był pierwszym szczepem dopuszczonym w USA do badań 

w warunkach polowych [33].

Celem pracy jest zaprezentowanie możliwości wykorzystania 

GMMs w bioremediacji środowisk zanieczyszczonych związkami or-

ganicznymi. Przedstawiono wybrane narzędzia i strategie projekto-

wania nowych mikroorganizmów na potrzeby bioremediacji oraz ich 

bezpiecznego stosowania w środowisku. Zaprezentowano wybrane 

przykłady praktycznego wykorzystania GMMs do rozkładu zanie-

czyszczeń w warunkach laboratoryjnych i polowych. Przedstawiono 

także prawne aspekty dotyczące organizmów modyfikowanych ge-

netycznie (GMO).

Konstrukcja GMMs

Inżynieria genetyczna, będąca nowoczesną technologią, pozwala 

na projektowanie mikroorganizmów zdolnych do rozkładu określone-

go typu zanieczyszczeń. Dzięki niej stało się możliwe tworzenie takich 

kombinacji genów, które nie występują naturalnie w przyrodzie. Odby-

wa się to poprzez wprowadzanie pojedynczych genów lub operonów 

do nowych gospodarzy oraz konstruowanie nowych, lub uzupełnianie 

znanych, szlaków metabolicznych [5, 8, 18].

Pierwszym etapem w konstrukcji GMMs jest selekcja odpowied-

niego genu bądź grupy genów. Następnie klonowany fragment DNA 

jest wprowadzany do wektora i umieszczany w komórkach gospo-

darza. Modyfikowane w ten sposób komórki określa się mianem 

rekombinantów. Kolejnym krokiem jest powielanie wprowadzonej 

sekwencji w komórce oraz selekcja otrzymanych transformantów. 

Ostatni etap obejmuje poszukiwanie klonów z insertem DNA o po-

żądanych cechach biologicznych [7, 8, 18, 28, 39]. Główne etapy opi-

sanego klonowania molekularnego zilustrowano na Rysunku 1.

Bakterie, szczególnie z rodzaju Pseudomonas, stanowią główny 

obiekt modyfikacji genetycznych. Wynika to z faktu, że powszech-

nie występują w środowisku i zdolne są do rozkładu wielu toksycz-

nych związków. Ze względu na to, że ich chromosomy i plazmidy 

zawierają geny odpowiedzialne za degradację zanieczyszczeń są one 

powszechnym źródłem pozyskiwania genów katabolicznych na po-

trzeby inżynierii genetycznej [5, 9]. Pierwszym poznanym plazmidem 

degradacyjnym był plazmid TOL (117 pz) pochodzący ze szczepu 

Pseudomonas putida mt-2 [40]. Plazmid ten zawiera dwa operony xy-

lUWCMABN i xylXYZLTEGFJQKIHSR kodujące enzymy zaangażowane 

w metabolizm toluenu, m- i p-ksylenu oraz m-etylotoluenu. Innym 

przykładem katabolicznego plazmidu jest NAH7 (83 kpz) ze szczepu 
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P. putida G7, który zawiera dwa operony nah i sal kodujące enzymy 

szlaku rozkładu naftalenu i salicylanów [25]. Szczep P. putida F1 może 

służyć jako dawca operonu tod, którego geny todABC1C2DEF odpo-

wiedzialne są za rozkład toluenu [42]. Innym szczepem, z którego 

pozyskuje się geny bphOAEIFGBC odpowiadające za rozkład bifenyli 

jest Burkholderia sp. LB400 [23]. Wiele genów katabolicznych pocho-

dzenia plazmidowego, odpowiedzialnych za degradację toksycznych 

substancji, bardzo często zlokalizowanych jest w transpozonach, 

na przykład: w Tn4653 szczepu P. putida mt-2, Tn4655 szczepu P. 

putida G7 i Tn4656 szczepu P. putida MT53 [36].

Rys. 1. Główne etapy klonowania molekularnego [7, 18, zmodyfikowany]

Inżynieria genetyczna wykorzystuje plazmidy jako wektory do po-

wielania i ekspresji określonych genów. Wektorem jest cząsteczka 

DNA, która umożliwia wprowadzenie nowej informacji genetycznej 

do komórek i replikuje się niezależnie od chromosomalnego DNA. 

Często plazmidy zawierają również inne geny, np. oporności na anty-

biotyki. Kolejnymi elementami genetycznymi, które także mogą być 

stosowane jako wydajne wektory, są mobilne elementy zwane trans-

pozonami [8, 9, 28]. Współcześnie w konstruowaniu GMMs najczę-

ściej wykorzystuje się sztuczne wektory plazmidowe. Zawierają one 

istotne elementy pochodzące z naturalnych plazmidów, takie jak: oriC 

(początek replikacji), MCS (polilinker) i geny markerowe. Szerokie za-

stosowanie w konstrukcji GMMs znalazły także plazmidy ekspresyjne, 

ze względu na możliwość wydajnej produkcji zaprojektowanych bia-

łek. Poza wektorami, ważnymi narzędziami w inżynierii genetycznej są 

również enzymy. Należą do nich enzymy restrykcyjne odpowiedzialne 

za cięcie DNA w specyficznych rejonach i ligazy DNA łączące wolne 

końce DNA. Najczęściej stosowanymi w biologii molekularnej są enzy-

my restrykcyjne EcoRI, BamHI, HindIII i ligaza T4 DNA [7, 8, 18, 38].

Do zastosowań praktycznych zaprojektowano wiele zrekombi-

nowanych wektorów. Przykładem może być plazmid pBBR1MCS-2, 

który zawiera fragment DNA o długości 3,9 kpz z promotorem tac 

pochodzącym z plazmidu pKST11 i geny todC1C2BA, odpowiedzial-

ne za degradację toluenu [29]. Fragment ten został wprowadzony 

w miejsce restrykcyjne BamHI tego plazmidu w celu uzyskania eks-

presji genów tod w komórkach Pseudomonas putida KT2442, P. stutzeri 

1317 i Aeromonas hydrophila 4AK4. W innych badaniach Chen i in. [6] 

otrzymali sztuczny plazmid dzięki wprowadzeniu genu ohb (kodujące-

go 1,2-dioksygenazę orto-chlorobenzoesanu) w miejsce restrykcyjne 

HaeII w obrębie genu lacZ wektora pSP329. Z kolei Sayler i Ripp [33] 

wykorzystali transpozon Tn4311 jako wektor dla genów lux. Haro i de 

Lorenzo [14] skonstruowali fragment DNA zawierający sekwencje dla 

dioksygenazy toluenu z plazmidu TOD P. putida F1 (todC1C2BA) oraz 

sekwencje głównego szlaku rozkładu toluenu (TOL) z plazmidu pWW0 

szczepu P. putida mt-2. Uzyskane fragmenty kataboliczne umieszczo-

no pojedynczo w bakteryjnym mini-transpozonie Tn5 i wprowadzono 

do chromosomu szczepów P. aeruginosa PA142 i P. aeruginosa JB2, de-

gradujących 2-chlorobenzoesan.

Proces przenoszenia informacji genetycznej z jednego orga-

nizmu do drugiego nosi nazwę transferu genetycznego. Rekombi-

nanty bakteryjne zdolne do metabolizowania toksycznych związków 

organicznych uzyskuje się w warunkach laboratoryjnych najczęściej 

drogą transformacji. Transformacja genetyczna polega na pobieraniu 

przez kompetentne komórki biorcy wolnego DNA ze środowiska. In-

nym sposobem poziomego transferu DNA jest koniugacja, polegająca 

na fizycznym kontakcie dwóch komórek bakteryjnych. Przenoszenie 

DNA w czasie koniugacji odbywa się zawsze w jednym kierunku, 

od dawcy do biorcy [8, 28]. Ouyang i in. [29] zastosowali koniugację 

w celu przeniesienia plazmidu pKST11 z komórek donora Escherichia 

coli S17–1 do komórek trzech biorców: P. putida KT2442, P. stutzeri 

1317 i A. hydrophila 4AK4. W innych badaniach Chen i in. [6] wyko-

rzystali elektrotransformację (z użyciem prądu stałego o niewielkim 

napięciu) do wprowadzenia plazmidu pE43 do komórek Sinorhizobium 

meliloti. Z kolei Matsui i in. [24] metodą elektroporacji (krótkotrwały 

impuls wysokiego napięcia) transformowali komórki Mycobacterium 

sp. i E. coli JM109 zrekombinowanym plazmidem pNC950.

Do nowoczesnych technik molekularnych, pozwalających na se-

lekcję i identyfikację GMMs, należą obecnie: FISH (hybrydyzacja flu-

orescencyjna in situ), in situ PCR (reakcja łańcuchowa polimerazy), 

DGGE (elektroforeza w żelu z gradientem czynnika denaturującego), 

TGGE (elektroforeza w żelu z gradientem temperatury), T-RFLP (po-

limorfizm długości terminalnych fragmentów restrykcyjnych) i ARDRA 

(analiza restrykcyjna amplifikowanego rDNA). Metody te opierają się 

na wykrywaniu specyficznych sekwencji DNA lub RNA, szczególnie 

konserwatywnych fragmentów bakteryjnego 16S rRNA [27, 37]. De-

jonghe i in. [10] zastosowali technikę DGGE w monitorowaniu hory-

zontalnego transferu plazmidów pEMT1 i pJP4 z komórek rekombi-

nanta P. putida UWC3 do mikroorganizmów autochtonicznych podczas 

degradacji kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego w glebie.

Innym rozwiązaniem śledzenia i wizualizacji bakterii w środowisku 

jest zastosowanie markerów selekcyjnych. Idealny marker pozwala 

na wykrycie określonych mikroorganizmów oraz umożliwia monito-

rowanie procesów związanych z ekspresją genów i transdukcją sygna-

łów. Do powszechnie stosowanych genów markerowych należą: lacZ 

(β-galaktozydazy), lux (lucyferazy bakteryjnej), tfd (monooksygenazy), 

xylE (2,3-dioksygenazy katecholowej) i gfp (białka zielonej fluorescencji) 

[8, 9, 15, 37]. Sayler i Ripp [33] wykorzystali operon lux wprowadzo-

ny do plazmidu pUTK21 w celu detekcji rekombinanta P. fluorescens 

HK44 w glebie skażonej naftalenem. W innych badaniach Villacieros 

i in. [38] użyli genu gfp w monitorowaniu przeżywalności szczepu P. 

fluorescens F113L::1180 podczas rozkładu polichlorowanych bifenyli 

(PCBs) w strefie ryzosferowej. Z kolei Quan i in. [31] wykorzystali dwa 

geny markerowe dsRed (białka czerwonej fluorescencji) w plazmidzie 

pJP4 i gfp w chromosomie do detekcji szczepu P. putida SM1443 w gle-

bie zanieczyszczonej kwasem 2,4- dichlorofenoksyoctowym (2,4-D).

W celu zminimalizowania ryzyka wynikającego z uwolnienia 

GMMs do środowiska stosuje się pewne bariery genetyczne. Zabiegi 

te ograniczają przeżywalność komórek rekombinanta i transfer ge-

nów. Przepływ genów z GMMs do innych komórek bakterii może być 
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transpozazy bądź usunięcie genów koniugacyjnych tra ze zrekombino-

wanych plazmidów. Przypadkowy horyzontalny transfer genów może 

być również ograniczony przez umieszczenie w wektorze genu colE3 

kodującego kolicynę, tnącą wszystkie prokariotyczne 16S rRNA oraz 

genu immE3, kodującego represor syntezy kolicyny [9, 20]. Regulację 

genu zabójczego zilustrowano na Rysunku 2.

Rys. 2. Regulacja genu zabójczego. Horyzontalny transfer plazmidu 
zawierającego gen colE3 do innej komórki pozbawionej w chromoso-

mie bakteryjnym genu immE3 prowadzi do jej śmierci [20, zmody-

fikowany]. Objaśnienia: Chr – chromosom bakteryjny, Pl – plazmid. 
Wyjaśnienia w tekście

GMMs w bioremediacji
Połączenie tradycyjnych metod mikrobiologicznych, bioche-

micznych i ekologicznych z metodami inżynierii genetycznej stanowi 

obiecujące rozwiązanie w bioremediacji in situ. Z wielu prac wynika, 

że GMMs mają większe możliwości w rozkładzie toksycznych zanie-

czyszczeń organicznych w porównaniu z dzikimi szczepami [5]. Przy-

kłady wybranych GMMs rozkładających różne zanieczyszczenia zapre-

zentowano w Tablicy 1.
Tablica 1

Genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy rozkładające  
toksyczne związki organiczne 

GMMs
Wprowadzony 

gen/ny
Związek  

organiczny
Źródło

Escherichia coli AtzA
gen chlorohydrolazy 

atrazyny
atrazyna [34]

Pseudomonas fluorescens HK44 luxCDABE naftalen [33]

Burkholderia cepacia L.S.2.4 plazmid pTOD toluen [2]

Pseudomonas fluorescens F113ri-

fpcbrrnBP1::gfpmut3

operon bph, 

gfp

chlorowane 

bifenyle
[4]

Pseudomonas putida KT2442(pN-

F142::TnMod-OTc)

plazmid pNF142,

gfp 
naftalen [12]

Burkholderia cepacia VM1468
plazmid 

pTOM-Bu61
toluen [35]

Rhodococcus sp. RHA1(pRH-

D34::fcb)
operon fcbABC 

2(4)-chloroben-

zoesan,

2(4)-chlorobifenyl

[32]

Pseudomonas putida PaW85 plazmid pWW0 ropa naftowa [17]

Comamonas testosteroni SB3
plazmid pNB2::d-

sRed 
3-chloroanilina [3]

Escherichia coli JM109 (pGEX-

AZR)
gen azoreduktazy

barwnik azowy 

decolorize azo 

dyes,

C.I. Direct Blue 71

[16]

Pseudomonas putida Pa-

W340(pDH5)
plazmid pDH5 

kwas 4-chloroben-

zoesowy
[22]

Nadawanie nowych cech mikroorganizmom obejmuje nastę-

pujące zabiegi: modyfikację specyficzności enzymu i jego powino-

wactwa do substratu, konstrukcję nowego szlaku metabolicznego 

i jego regulację, wprowadzanie genów umożliwiających detekcję 

mikroorganizmów w zanieczyszczonym środowisku oraz tworze-

nie biosensorów wykorzystywanych do detekcji określonych sub-

stancji chemicznych [9, 20, 33].

Mikroorganizmem skonstruowanym z użyciem metod inżynierii 

genetycznej, który po raz pierwszy wykorzystano w badaniach polo-

wych był szczep Pseudomonas fluorescens HK44. Celem podjętego pro-

jektu była ocena możliwości użycia tego szczepu w długoterminowej 

bioremediacji gleb skażonych naftalenem oraz kontrola tego proce-

su z wykorzystaniem zjawiska bioluminescencji. Szczep P. fluorescens 

HK44 posiadał zrekombinowany plazmid pUTK21, powstały w wyniku 

włączenia transpozonu Tn4431 z Vibrio fischeri zawierającego kasetę 

genów luxCDABE do odpowiedzialnego za degradację naftalenu plazmi-

du NAH7, pochodzącego ze szczepu P. fluorescens 5R. Modyfikowany 

genetycznie szczep HK44 zawierał geny degradacji naftalenu i gen lux 

pod wspólnym promotorem, co powodowało, że ekspozycja mutanta 

na działanie naftalenu wywoływała jednoczesną degradację zanieczysz-

czenia oraz powstawanie zjawiska bioluminescencji [33]. Kolejnym 

szczepem skonstruowanym przez Filonova i in. [12] na potrzeby eli-

minacji naftalenu z gleby był P. putida KT2442 (pNF142::TnMod-OTc). 

Do jego konstrukcji posłużył szczep Escherichia coli S17'1 z plazmidem 

pTnMod-OTc (zawierającym gen oporności na tetracyklinę), naturalny 

szczep Pseudomonas sp. 142NF (pNF142) zdolny do rozkładu naftalenu 

i P. putida KT2442 z obecnym w chromosomie genem gfp. Przepro-

wadzone badania z użyciem tego szczepu potwierdziły jego zdolność 

do degradacji naftalenu oraz umożliwiły ustalenie częstotliwości trans-

feru plazmidu pNF142::TnMod-OTc do szczepów autochtonicznych.

Możliwość transferu katabolicznego plazmidu pWW0, nadającego 

komórkom Pseudomonas putida PaW85 zdolność degradacji węglowo-

dorów ropy naftowej, do bakterii ryzosferowych badali Jussila i in. [17]. 

Stwierdzili oni, że w ryzosferowej glebie zanieczyszczonej ropą naftową 

zachodził transfer tego plazmidu z komórek P. putida PaW85 do komó-

rek Pseudomonas oryzihabitans 29. Skutkiem tego transferu było uzyska-

nie bakterii ryzosferowych o nowych właściwościach degradacyjnych. 

W innych badaniach nad degradacją kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowe-

go w glebie, Lipthay i in. [21] wykorzystali bakterie Ralstonia eutropha 

oraz Escherichia coli HB101, będące gospodarzami plazmidu pRO103. 

Plazmid ten zawierał gen dioksygenazy kwasu 2,4-dichlorofenoksyoc-

towego/2-oksoglutarowego. Uzyskane transkoniuganty R. eutropha 

(pRO103) znacząco przyspieszyły rozkład ksenobiotyku w glebie.

Enzymatyczny rozkład PCBs przez dzikie szczepy bakterii prowa-

dzi do powstania kwasu chlorobenzoesowego (CBA), który jest dla 

większości z nich toksyczny i może prowadzić do zahamowania pro-

cesu degradacji w glebie. Rodrigues i in. [32] zbadali zdolność szczepu 

Rhodococcus sp. RHA1 (pRHD34::fcb) i Burkholderia xenovorans LB400 

(pRO41) do rozkładu mieszaniny PCBs w glebie zanieczyszczonej 

preparatem Aroclor 1242. Dziki szczep Rhodococcus sp. RHA1 został 

wyposażony w operon fcbABC, pochodzący z komórek Arthrobacter 

globiformis sp. KZT1. Kasetę genów fcbABC wprowadzono do natu-

ralnego plazmidu pRT1 pochodzącego ze szczepu Pyrococcus sp. JT1, 

otrzymując plazmid PRHD34::fcb. Szczep LB400 (ohb) posiadał z kolei 

operon ohbABCR kodujący enzymy orto-dehalogenacji mono-, di- i tri-

chlorobenzoesanów. Dawcą tego operonu był szczep Pseudomonas 

aeruginosa 142. Kasetę genów ohbABCR umiejscowiono w plazmidzie 

pRT1 otrzymując zrekombinowany plazmid pRO41, który drogą trans-

formacji wprowadzono do komórek szczepu LB400. Wprowadzone 

geny ulegały ekspresji, dlatego po inokulacji gleby szczepem LB400 

(ohb) nie dochodziło w niej do akumulacji 2-CBA i 2,4-CBA. Jednocze-

śnie z badań tych wynika, że rozkład Arocloru 1242 w glebie zachodził 

efektywnie niezależnie od liczby inokulowanych komórek rekombi-

nantów RHA1 (pRHD34::fcb) i LB400 (pRO41).
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Kwas 4-chlorobenzoesowy (4-CBA) stanowi produkt pośredni 

rozkładu chloroaromatycznych zanieczyszczeń, szczególnie PCBs 

i p,p’-dichlorodifenylotrichloroetanu (DDT). Na potrzeby degradacji 

4-CBA w glebie, Massa i in. [22] skonstruowali szczep Pseudomonas 

putida PaW340 (pDH5). Szczep ten uzyskali w wyniku wklonowania 

genów fcb, kodujących dehalogenazę, do sztucznego wektora plazmi-

dowego pDH5, który następnie umieścili w komórkach nierosnącego 

w obecności 4-CBA szczepu P. putida PaW340. Dawcą genów fcb był 

szczep Arthrobacter sp. FG1, który metabolizował 4-CBA do kwasu 

4-hydroksybenzoesowego (4-HBA) w wyniku hydrolitycznej dehalo-

genacji. Otrzymany szczep z dużą skutecznością rozkładał 4-CBA, za-

równo po wprowadzeniu do gleby sterylnej jak i w obecności mikroflo-

ry autochtonicznej. Podobnie szczep Arthrobacter sp. FG1 degradował 

4-CBA po introdukcji do gleby, zarówno sterylnej jak i niesterylnej. 

Z badań tych wynika, że szczepy FG1 i modyfikowany genetycznie 

PaW340 (pDH5) mogą znaleźć praktyczne zastosowanie w eliminacji 

kwasu 4-chlorobenzoesowego z gleby.

Mikroorganizmy modyfikowane genetycznie można użyć nie tylko 

w celu degradacji toksycznych zanieczyszczeń, ale także wykorzystać 

jako szczepionkę promującą wzrost i rozwój roślin. Bakterie promują-

ce wzrost roślin (PGPB ang. plant growth-promoting bacteria) naj-

częściej nie są w stanie przeżyć w zanieczyszczonym środowisku 

w obecności różnych ksenobiotyków [5, 9, 30]. Z tego względu 

Yang i in. [41] podjęli próbę skonstruowania modyfikowanego ge-

netycznie szczepu, który nie tylko promowałby wzrost roślin, ale 

jednocześnie degradowałby ten związek. Do konstrukcji nowego 

rekombinanta użyto szczepu Pseudomonas aeruginosa SZH16, 

który nie stymulował wzrostu kukurydzy oraz szczepu Pseudomo-

nas fluorescens P13 z grupy PGBP, który nie miał zdolności rozkła-

du fenolu. Otrzymany w wyniku horyzontalnego transferu genów 

transkoniugant P13 nie tylko promował wzrost kukurydzy, ale rów-

nież zwiększał efektywność usuwania fenolu. W innych badaniach 

Barac i in. [2] wprowadzili plazmid pTOD ze szczepu Burkholderia 

cepacia G4 zdolnego do degradacji toluenu do komórek B. cepacia 

L.S.2.4, naturalnego endofita łubinu żółtego. Inokulacja łubinu tak zmo-

dyfikowanym szczepem spowodowała, że transpiracja toluenu przez 

powierzchnię liści zmniejszyła się o 50-70% w porównaniu z rośli-

nami nieinokulowanymi. W podobnych badaniach Taghavi i in. [35] 

do inokulacji łubinu wykorzystali zmodyfikowany szczep B. cepa-

cia VM1468. Powstał on w wyniku transferu plazmidu pTOM-Bu61  

z B. cepacia BU61 do komórek B. cepacia BU0072. Na podstawie 

uzyskanych wyników stwierdzili, że u roślin inokulowanych szczepem 

VM1468 transpiracja toluenu przez części nadziemne była 5-krotnie 

niższa niż u roślin kontrolnych, a masa korzeni i liści wzrosła o ok. 30%. 

Może to wskazywać na możliwość transferu plazmidu pTOM-Bu61 

do innych bakterii endofitycznych i zwiększenia wydajności degradacji 

toluenu. Podobne wyniki uzyskali Germaine i in. [13], którzy uzyskali 

modyfikowany genetycznie szczep bakterii endofityczych Pseudomonas 

putida VM1441 (pNAH7), rozkładający naftalen. Użyty do inokulacji 

grochu szczep skutecznie chronił rośliny przed toksycznym działaniem 

naftalenu. Ponadto kooperacja roślin z bakteriami endofitycznymi spo-

wodowała, że o ok. 40% naftalenu więcej ulegało detoksykacji w po-

równaniu z roślinami kontrolnymi.

Regulacje prawne

W polskim systemie prawnym organizmy modyfikowane genetycz-

nie zostały zdefiniowane w Art. 3 Ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r. 

(Dz. U. 2001.76.811 z dnia 25 lipca 2001 r.). Rozporządzenie Mini-

stra Sprawiedliwości z dnia 8 lipca 2002 r. zawiera regulacje z zakresu 

użycia i zamierzonego uwolnienia GMO. Polska jako członek Unii Eu-

ropejskiej podlega również regulacjom prawnym Wspólnoty. Przepisy 

odnoszące się do GMO zawarte zostały 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.

Podsumowanie

Biodegradacja toksycznych związków organicznych w glebie jest 

procesem skomplikowanym, wieloetapowym i sprawnie przebiega 

tylko w sprzyjających warunkach środowiskowych. Wydajność biode-

gradacji zanieczyszczeń zależy nie tylko od ich budowy chemicznej, 

struktury i właściwości gleby, ale także od potencjału degradacyjnego 

mikroorganizmów. Inżynieria genetyczna oferuje szerokie możliwo-

ści wykorzystania naturalnych zdolności komórek bakterii w projek-

towaniu GMMs o pożądanych właściwościach metabolicznych. Nie-

stety wykorzystanie takich zrekombinowanych szczepów jest ciągle 

ograniczone głównie do badań laboratoryjnych. Nowym podejściem 

w remediacji środowisk zanieczyszczonych związkami organicznymi 

może być wykorzystanie zrekombinowanych endofitów, czyli bakterii 

promujących wzrost roślin i jednocześnie rozkładających zanieczysz-

czenia. To zagadnienie wymaga jednak dodatkowych badań w skali 

laboratoryjnej.
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