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1. UVOD

Industrijalizacija, agrikultura, prekomjerno rudarenje i vojna aktivnost uzrokuju
otpustanje ogromnih koli¢ina otrovnih tvari u okoli§. Zemlja, voda i zrak pod utjecajem su
kemijskih i bioloskih zagadivada koji uzrokuju naruSavanje ekosustava, smanjenje
bioraznolikosti, zagadenje podzemnih voda te naru$avanje zdravlja ljudi. Cis¢enje okolisa
od Stetnih tvari postao je veliki problem koji nema jednostavno rjeSenje i zahtjeva nove

metode uklanjanja Stetnih tvari (Cherian i Oliveira, 2005).

Uklanjanje Stetnih elemenata iz tla moguée je iskopima, ispiranjem i paljenjem
zagadenog tla, ali takve su metode skupe, slabe efikasnosti i same po sebi narusavaju
stabilnost ekosustava jer unistavaju i nastambe zivotinja, smanjuje se broj biljnih vrsta na
podrucju i estetski su neugledne. U potrazi za efikasnijim rjeSenjem znanstvenici su shvatili
da biljke i mikrobi mogu apsorbirati i inaktivirati otrovne elemente u tlu. Uzgajanjem biljaka
koje efikasno apsorbiraju te elemente moze se smanjiti koncentracija organskih i

anorganskih otrovnih tvari u tlu. Metoda se zove fitoremedijacija.

Biljke tijekom svog razvoja apsorbiraju vodu i minerale iz tla koji su im potrebni za
fotosintezu. Osim toga, znanstvenici su uvidjeli da apsorbiraju i dio $tetnih tvari u tlu, koje
onda transformiraju u tvari koje nisu Stetne za njihov organizam. Prvotna fitoremedijacija
bila je namijenjena uklanjanju teSkih metala poput Zive, bakra, kadmija, cinka i olova iz tla.
Daljnjim istrazivanjem otkrili su da je moguce ukloniti 1 razliite organske tvari poput

poliaromatskih ugljikovodika, kloriranih otapala i eksploziva (Eapen i sur. 2007).
Sarma (2011) je naveo da postoji nekoliko strategija za fitoremedijaciju:

1. Fitoekstrakcija: biljke apsorbiraju metale preko korijenja i skladiste ih u izdancima koji
se kasnije mogu ponovno iskoristiti

2. Fitovolatilizacija: biljke apsorbiraju metale te ih ispustaju u drugom obliku procesom
volatilizacije

3. Fitostabilizacija: imobilizacija i vezanje organskih i nekih anorganskih molekula s
Cesticama tla preko reakcije korijena i mikroba na njima

4. Fitofiltracija: biljke apsorbiraju i adsorbiraju metale preko korijenja iz vode i iz vodenih

otpadnih podrucja



Spora brzina apsorbiranja i skladiStenje Stetnih tvari u biljkama pokazalo je
znanstvenicima da je metoda moguca ali nije bila efikasna (Eapen i sur. 2007). Istrazivanja
su pokazala da odredene biljke imaju ve¢u sposobnost apsorbiranja i akumulacije Stetnih
tvari. Takve biljke nazvane su hiperakumulatorima i na njima se temelje daljnja istrazivanja.
Odredivanje specifi¢nih gena odgovornih za akumulaciju i transport metalnih iona i drugih
Stetnih tvari u biljci, pruza mogucnost znanstvenicima za daljnje povecanje efikasnosti
fitoremedijacije. Geneti¢kim inzenjeringom moguce je povecati ekspresiju tih gena. Biljke
s ciljanom promjenom gena putem tehnologije rekombinantne DNA nazivamo transgenim
biljkama (Yang i sur. 2005).



2. Tipovi zagadenja

U vecini je slucajeva izvor zagadenja ¢ovjek. Tipovi zagadenja podijeljeni su u dvije
glavne skupine: organski i anorganski zagadivaci. Organski nisu toliko opasni za biljku kao
anorganski, jer se teze akumuliraju u tlu i nisu toliko reaktivni. Primjeri organskih
zagadivaca su poliklorirani bifenoli (PBC), policikloaromatski ugljikovodici (PAH),
nitroaromatske molekule (eskplozivi), halogenirani ugljikovodici. Veéina ih je otrovna,

teratogena, ali i kancerogena.

Teski metali poput zive, olova, kadmija, i Spojeva koji nisu metalne prirode poput
arsena, radija, cezija, stroncija, tricija i tehnicija ¢ine anorganske zagadivace. U visokim
koncentracijama iznimno su otrovni jer uzrokuju stvaranje slobodnih radikala koji dovode
do oksidativnog stresa. Takoder su iznimno reaktivni te interferiraju s funkcijom i
strukturom proteina, zamjenjuju druge bitne nutrijente (Pulfort, Watson, 2003). Biljke se

Stite od tih spojeva degradacijom ili spremanjem istih u vakuole.

2.1 Anorganski spojevi

Apsorbiranje metala putem biljaka ovisi 0 vise faktora. Koncentracija metala, sastav
tla i pH tla mogu povecati ili smanjiti apsorpciju putem Kkorijenja biljaka. U zadnja dva
desetljeca, istrazivanja su pokazala da odredene specijalizirane biljke mogu akumulirati vise
od 3% teSkih metala u samu stabljiku 1 viSe od 25% u biljnom soku bez ocitih oStec¢enja
samog organizma (Baker i Brooks 1989). Mehanizmi tolerancije uklju¢uju akumulaciju
cinka u stani¢nim Stjenkama, keliranje nikla citratom, keliranje kobalta i cinka jabu¢nom
kiselinom, te povezivanje kobalta s oksalatnim kristalima kalcija u tkivima biljaka.
Poznavanje tih mehanizama pomo¢i ¢e u odredivanju bitnih geneti¢kih karakteristika koje
odreduju toleranciju na metale, a koje bi se tako mogle prenijeti na netolerantne biljke koje
pak imaju s vec¢u biomasu i dublji korijenski sustav. Rezultirajua biomasa, bogata
mineralom, mogla bi se ¢ak i reciklirati nakon izgaranja biljke, sto bi dovelo do bitnog
ekonomskog znacaja. Proces recikliranja metala iz biljaka naziva se biorudarenje (Robinson
i sur. 2000).

Fitoremedijacija mogla bi se koristiti i za ¢isc¢enje i drugog tipa anorganskih spojeva,
a to su radionuklidi. Oni su radioaktivni te su iznimno opasni za ljudsko zdravlje. Ovakva
zagadenja dolaze iz eksplozije atomske bombe, te nesrece s nuklearnim elektranama koje su

se dogodile u Cernobilu i Fukushimi. Negri i Hinchman (2000) radili su istraZivanje o



fitoremedijaciji radioaktivnih elementa i pokazali da je to jedna od mogucnosti Cis¢enja

okolisa od takvih elemenata.

2.2 Organski spojevi

Razvoj pesticida u moderno doba doveo je do razvoja biljaka koje imaju poboljSanu
sposobnost metaboliziranja istih. One koje imaju brz metabolizam i koje mogu pesticide
brzo transformirati u netoksic¢ne tvari vrlo su pozeljne. Isto tako, za druge organske otrovne

tvari pozeljne su one koje su efikasne u degradaciji istih.

Biljka i njezin korijen mogu stvoriti povoljne uvjete u tlu za mikrobnu aktivnost koja
sama po sebi ima remedijacijska svojstva. Kombinacija biljki i mikroba obecava vecu

efikasnost i brze ¢is¢enje okolisa od ugljikovodika nastalih iz naftnih derivata.

Isto tako, razliite biljke imaju razliCitu otpornost na odredene otrovne tvari.
Potrebno je prvo istraziti kemijski sastav tla da bi se ciljano islo na uklanjanje tog elementa
iz tla. Apsorpcija herbicida ovisna je o kemijskim svojstvima spoja, okolisnih ¢imbenika i
karakteristika biljaka (Paulo i sur. 2011).

2.3 Degradacijski putevi kod biljaka

Metabolizam ksenobiotika u visim biljkama, ljudima i zivotinjama dogada se u tri
koraka (Schmidt i sur. 2006a,b):

1. Transformacija ili konverzija — hidrofobni polutanti su transformirani u manje
hidrofobne metabolite preko N-, O-, i S-dealkiliranja, aromatskom i alifatskom
hidroksilacijom, epoksidacijom, peroksidacijom, oksidativnom desulfurizacijom,
sulfioksidacijom i redukcijom pomoc¢u enzima citokrom P450 (CYP450). Kataliza
reakcija enzimom CYP450 bitan je pocetni korak koji vodi do detoksikacije, inaktivacije
i ekskrecije (Schmidt i sur. 2006a,b).

2. Konjugacija - metaboliti iz prve faze direktno se konjugiraju s glutationom, Secerima ili
aminokiselinama i stvaraju se hidrofilni spojevi.

3. Kompartmenizacija - konjugirani metaboliti spremaju se u vakuole ili stani¢ne stjenke.
Ovaj korak ima dvije odvojene faze: transport i spremanje u vakuole, te i spajanje sa

stani¢nom Stjenkom i ekskrecija.



3. Transgene biljke u fitoremedijaciji organskih tvari

3.1 Enzimi citokrom P450

Enzimi CYP450 dio su superporodice hem proteina bitnih za oksidativni,
peroksidativni i reduktivni metabolizam razli¢itih skupina spojeva uklju¢ujuci endobiotike
poput steroida, masnih kiselina, prostaglandina, leukotriena, te ksenobiotika koji uklju¢uju
vecinu terapeutskih lijekova 1 zagadivaca okoliSa. Taj sustav enzima nalazi se U
mikrosomima i sastoji se od nekoliko izooblika CYP450 i nespecifi¢cnih NADPH-citokrom
P450 oksireduktaza. Podijeljeni su u viSe porodica i podporodica. Broj porodica i enzima je

razli¢it u razli¢itim organizmima (Nina i sur. 2011)

lako P450 monoksigenaze igraju bitnu ulogu u oksidativnom metabolizmu
endogenih i egzogenih lipofilnih spojeva, saznanja o P450 vrstama koje metaboliziraju
ksenobiotike u biljkama vrlo su slaba. Kod ljudi je p450 dosta dobro istraZen te se nagada
da ljudi imaju bar 53 razli¢itih gena P450 i 24 pseudogena (Nelson 1999). Bar njih 11 su
eksprimirani u ljudskoj jetri i zasluzni su za 90% P450-ovisnog metabolizma terapeutskih
lijekova. Oni oksidiraju ugljik i dusik te stvaraju vecinom hidroksilne skupine i skidaju
alkilne skupine koje su sli¢ne metaboli¢ckim procesima kod biljaka. Inui i suradnici (2001)
istrazivali su 11 ljudskih CYP450 koji mogu metabolizirati 27 herbicida i 4 insekticida.
Istrazivaci su tako dosli na ideju da ubace gen za CYP450 iz sisavaca i ljudi u vise biljke s

ciljem povecanog metabolizma ksenobiotika.

3.1.1 Unos transgena za citokrom P450 u vise biljke

Transgen za izoenzime CYP450 (CYP1 i CYP3) unesen je u vise biljke poput duhana
(Nicotiana tabaccum), krumpira (Solanum tuberosum, rize (Oryza sativa) i uro¢njaka
(Arabidopsis thaliana). Ti se geni mogu unijeti u mnoge biljne vrste transformacijom
pomocu bakterije Agrobacterium tumefaciens ili direktnim prijenosom gena (Doty 2008).
Primarni cilj ovih genskih manipulacija je razvoj vrsta sposobnih za poja¢ani metabolizam

ksenobiotika (herbicida i pesticida) i njihovo ¢is¢enje iz tla i podzemnih voda.

3.1.2. Ekspresija ljudskog gena P450 u transgenim biljkama u svrhu metabolizma

herbicida

Herbicidi su ekonomski vrlo bitni jer smanjuju gubitke u usjevima uslijed rasta
korova. Zbog koristenja herbicida razvili su se korovi koji su otporni na njih, Sto uzrokuje

potrebu za ve¢im koli¢inama herbicida. Prekomjernim Spricanjem herbicidima povecava se



koncentracija S$tetnih tvari u tlu i podzemnim vodama. Stoga, biljke koriStene za
fitoremedijaciju takvih podruc¢ja moraju biti otporne na herbicide. Enzimi CYP450 i
glutation S-transferaza (GST) igraju veliku ulogu u povecanoj degradaciji herbicida.
Transgeni kukuruz, psenica, tulipan i zrnati grah koji su eksprimirali humani CYP450
prikazuju veliku otpornost na neke od najpoznatijih herbicida poput atrazina, linurona i
klorotoluona te se mogu koristiti u fitoremedijacijske svrhe (Fonne-Pfister, Kreuz,1990;
Frear,1995; Moreland i sur. 1993).

3.1.3. Transgena riza s ljudskim genom P450

Riza je jedna od najbitnijih prehrambenih namirnica svijeta. Najvise ju koriste drzave
velikih populacija poput Kine, Indije, Indonezije i Egipta jer je prihod iznimno visok zbog
vise vegetacijskih razdoblja u godini. Za veéu proizvodnju rize nuzno je povecati njenu
otpornosti na herbicide, $to je moguce posti¢i unosom gena zaduzenih za metabolizam
ksenobiotika kao §to su geni P450, ¢ime bi se postiglo i ¢is¢enje tla od ostalih agrokemikalija
(Ohkawa i sur. 1999; Kawahigashi i sur. 2007). Transgena riza s ljudskim genom CYP1A1l
imala je normalne morfoloske i fizioloSke karakteristike iste kao i riza divljeg tipa, dok su
se biljke medusobno razlikovale prema sposobnosti degradacije ksenobiotika zbog dodanih
gena. Takoder je, transgena riza pokazala i povecanu toleranciju na 10 od 13 testiranih

herbicida razli¢itih kemijskih porodica (Kawahigashi i sur. 2008).

3.1.4. Transgeni krumpir i duhan s genom P450

Shiota i suradnici (1994, 1996) svojim su istrazivanjima pokazali kako transgeni
duhan s genima stakora CYP1A1 i kvascevim genom za NADPH-CYP450 oksoreduktazu,
metabolizira jedan od poznatijih herbicida klorotoluron preko N-demetilacije i metil-

hidroksilacije.

Inui i suradnici (1993) uzgojili su transgeni krumpir koji je eksprimirao ljudski gen
CYP1AL te je pokazao veliku toleranciju prema poznatijim herbicidima kao $to su atrazin,
klorotoluron i piriminobak-metil. Takoder su kasnije dobili i transgeni krumpir s
istovremenom ekspresijom 3 razlicita ljudska gena P450 (CYP1Al1, CYP2B6 i CYP2C9).
Kombinacija tih gena pokazala znacajnu otpornost prema herbicidima koji inhibiraju
fotosintezu (atrazin, klorotoluron, metabenzatiazuron), biosintezu lipida (acetoklor,
metolaklor), biosintezu karotenoida (norflurazon). Prema Inuiu i Ohkawai (2005) ta
otpornost se razvila zbog kooperativnog metabolizma herbicida uslijed ekspresije tri gena
P450.



3.1.5 Ekspresija ljudskog gena P450 u transgenim biljkama u svrhu metabolizma

halogeniranih ugljikovodika

Halogenirani ugljikovodici poput vinil-klorida, (Slika 1) trikloretilena (TCE),
ugljikovog tetraklorida, benzena i kloroforma Cesti su zagadivaci okoliSa i izazivaju velike
zdravstvene probleme kod ljudi, Zivotinja i biljaka. Vrlo su kancerogeni, napadaju zivéani
sustav i poznati su hematotoksini. U okolisu se nadu zbog prevelike naftne industrije

(benzen), dezinfekcije pitke vode (kloroform) i drugih potreba snazne industrijalizacije.

Citokrom CYP2E1l je enzim koji mozZe oksidirati skoro sve halogenirane
ugljikovodike, a nalazimo ga u sisavcima. Doty i suradnici (2000) su metodama
rekombinantne DNA unijeli gen CYP2E1l u duhan te tako povecali moguénost
metaboliziranja TCE-a u duhanu za 640 puta. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se

potvrdilo da neki drugi toksi¢ni spojevi ne nastaju zbog promjene metabolizma.

3.1.6 Transgene topole s genom P450

Zbog velike biomase, dubokog korijenja i dugovjecnosti stabala, mnogi su
znanstvenici svoja istrazivanja usmjerili na dobivanje transgenih stabala u svrhe
fitoremedijacije. Doty i suradnici (2007) uzgojili su hibridnu topolu (Populus tremula x
Populus alba) s transgenom CYP2EL iz zeca. Namjena je takve biljke uklanjanje reaktivnih
ugljikovodika iz hidroponskih otopina. Transgene topole pokazale su ubrzan metabolizam
TCE-a, vinil-klorida, ugljikova tetraklorida i benzena za ¢ak 3.37 do 4.6 puta u odnosu na
topole divljeg tipa. Dobivene biljke su takoder ucinkovite i u uklanjanju volatilnih
zagadivaca zraka (uklonjeno je 79% vise TCE-a ,29% vise vinil-klorida i 27% viSe benzena

u odnosu na kontrolne topole).
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Enzimi za detoksifikaciju

Slika 1. Fitoremedijacija organskih zagadiva¢a uz pomo¢ transgenih biljaka. (1) Fitotoksi¢ni
utjecaj trinitrotoluena (TNT) i heksogena (RDX) moze se smanjiti ekspresijom gena iz
bakterija, koje stvaraju enzime koji pomazu u degradaciju tih spojeva. (2) Trokloretilen
(TCE) i ostale male volatilne kemikalije bolje se degradiraju kada transgene biljke
eksprimiraju gen CYP2EL1 iz sisavaca. (3) Cis¢enje volatilnog TCE-a i benzena iz zraka
takoder je pojacano uz ekspresiju gena CYP2E1 u trasngenim biljkama. (4) Ekspresija gena
CYP2B6 ili gena za gama-glutamilcistein-sintetazu pomazu biljkama u degradaciji razlicitih
herbicida. (5) Sekrecija detoksiciraju¢ih enzima poput lakaze 1 ili haloalkan-dehalogenase
omogucava degradaciju fitotoksi¢nih spojeva poput ugljikova tetraklorida (TC), kloroforma
(CF), vinil-klorida (VC). Preuzeto i prilagodeno prema Doty (2008).

3.2 Enzim glutation S-transferaza

Osim P450 oksidacije, konjugacija glutationom jo$ je jedan bitan mehanizam za
detoksikaciju ksenobiotika (Slika 2). Enzimi GST su porodica multifunkcionalnih enzima
zasluznih za stani¢nu detoksikaciju i ekskreciju mnogih fizioloskih spojeva. Nalazimo ih u
mikroorganizmima, biljkama i Zivotinjama. Oni kataliziraju nukleofilni napad reduciranog
glutationa na egzogene i endogene elektrofilne spojeve. Produkti nakon konjugacije
glutationa su obi¢no hidrofilni. To svojstvo pomaze u detoksikaciji stanica i eliminaciji

Stetnih tvari. Enzimi GST se sastoje od dvije podjedinice koje mogu stvoriti homodimerske
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I heterodimerske izoenzime. Koli¢ina razlicitih izoenzima uvjetuje raspon Stetnih tvari koje

organizam moze detoksicirati i eliminirati iz organizma.

Noctor i Foyer (1998) uspjeli su prenijeti gen iz bakterije koji kodira y-glutamil-
cistein-sintetazu, regulatorni enzim za biosinteze glutationa, u topolu. Povecana ekspresija
glutationa povecala je antioksidativnu aktivnost biljnih stanica protiv slobodnih radikala koji
uzrokuju oksidativni stres. Osim toga, istrazivanja su pokazala da povecana koncentracija

glutationa u stanicama povecava otpornost prema razlicitih herbicida.

Karavangeli i suradnici (2005) prenijeli su gen koji kodira enzim GST1 u duhan i
tako povecali ekspresiju tih gena u biljci. GST1 ima iznimnu kataboli¢nu aktivnost za
kloroacetanilidne herbicide (npr. alaklor). Daljni testovi pokazali su da transgeni duhan ima
znacajno bolju toleranciju na taj herbicid nego kontrolne ne-transgene biljke. Takoder, sli¢ni
testovi na topoli (Populus trichocarpa) i gorusici (Brassica juncea) pokazali su ogromnu
razliku u ekspresiji enzima GST-a i toleranciju na herbicide atrazin, 1-klor-2,4-dinitrobenzen
(CDNB), metolaklor i fenanitren.
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Slika 2. Prikaz uloge glutation S-transferaze (GST) u detoksikaciji ksenobiotika i
endogenom metabolizmu. Detoksikacija kada enzim GST prevodi spojeve u manje toksi¢ne
spojeve procesom konjugacije substitucijskim i adicijskim reakcijama te priprema spojeva
za buduce reakcije koje ukljuCuju izrezivanje, preraspodjelu i sekundarnu konjugaciju.
Veéina biljnih enzima GST su u citosolu, iako ih ima u apoplastu i jezgri. Konjugirane
molekule se transportiraju u vakuole na daljnju obradu. Druga uloga GST je pomo¢ u

endogenom metabolizmu. Preuzeto i prilagodeno prema Abhilash i sur.(2009)

3.2.1 Transgene biljke u fitoremedijaciji eksploziva

Vojna aktivnost i ratovi mogu zagaditi tlo ostacima eksploziva i sli¢nih kemijskih
tvari u tlu i vodi. Cijela vojna industrija ispusta Stetne tvari u okoli$ te trenutno predstavlja
veliki problem za oCuvanje stabilnosti i Cistocu okolisa.(Slika 3.) Eksplozivi se dijele na tri
razli¢ite skupine: nitratni esteri, aromatski nitrati i nitramini. Nitratni esteri ukljucuju
glicerol-trinitrate (nitroglicerin, GTN) i pentaeritrol tetranitrate (PETN). Aromatski nitrati u
sebi imaju aromatski prsten s viSe nitro-skupina kao §to su 2,4,6-trinitrotoluen(TNT),
dinitrotoluen (DNT), aminodinitrotoluen (ADNT) i nitrobenzeni. Nitroamini u sebi sadrze
N-nitro-skupine. Najbitniji eksploziv u vojnim operacijama je RDX, iznimno je eksplozivan,
ali i §tetan za okolis. Cak i u minimalnim koli¢inama moze doéi do eksplozije §to ga &ini
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vrlo opasnim ako se nade u okoliSu. Osim toga, toksican je i poznati je mutagen (Honeycutt
I sur. 1996).

Aromatski nitrat Nitroamini
CHj NO, - NO2
O:N NO, OaN< o~ NO2 N, /*NW
) LN N
NO; NO, / NO2
NOa
2,4,6 Trinitrotoluen (TNT) heksahidro-1,3,5- oktahidro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-

trinitro-1,3,5-triazin tetrazocin (HMX)
(RDX)

Nitratni esteri

NO, NO; NO, O,N—0—CH;

HaC—0—NO.
| J | \ / : £
Q o} o] c

/

~N
H ;{JJ—JJH—CLHg 0:N—0—CHj HC—0—NO,

glicerol trinitrat(GTN) pentaeritrotritol tetranitrat (PETN)

Slika 3. Kemijska struktura najpoznatijih eksploziva. Preuzeto i prilagodeno prema Rosser
i suradnici (2001).

U normalnim ekoloskim uvjetima vecina eksploziva vrlo je otporna na razlicite
bioloske procese koji bi ih neutralizirali poput biodegradacije, volatilizacije i hidrolize.
Teska razgradnja znac¢i da dugo ostaju u tlu 1 vodi. IstraZzivanja su pokazala da razliCiti
mikroorganizmi imaju enzime koji ih mogu transformirati u lakSe razgradive spojeve
(Ramos i sur. 2005). To su enzimi poput ksenobiotik-reduktaze A i B (XenA i XenB) u
bakteriji Pseudomonas, pentaeritritol tetranitrat-reduktaza (PETNr) u bakteriji Enterobacter
cloacae, N-etilmaleimid-reduktaza (NemA) u bakteriji Escherichia coli i enzim OYE (od
engl. old yellow enzyme) u kvascu Saccharomyces cerevisie (Ramos i sur. 2005; Orville i
sur. 20044, b).

TNT je eksploziv iznimno Siroke uporabe. Trovanje TNT-om je uzrokuje hepatitis,
plasti¢nu anemiju, 1 Zelu¢anu hipoacidozu koja prethodi raku. Nagada se da je tijekom Prvog
svjetskog rata ¢ak 17 000 ljudi bilo otrovano TNT-om, od toga je 475 smrtnih slucajeva.
Fizi¢ko uklanjanje zagadenog okolisa iznimno je skupo i temelji se na izgaranju spoja iz

zemlje Sto ostavlja velike oZiljke na tlu 1 uniStava biljke i zivotinje na tom podrucju.
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Hughes i sururadnici (1997) napravili su istrazivanje na vodenim biljkama, te su
pokazali da je TNT moguée metabolizirati ¢ak i bez prisutnosti mikroorganizama. Primjena
je ograni¢ena jer je brzina metaboliziranja iznimno spora i jer je TNT fitotoksi¢an. Rosser i
suradnici (2001) su tako dosli na ideju da unesu bakterijski gen za nitroreduktazu u genom
biljke. Transgene biljke je pokazale su znacajnu razliku u otpornosti na eksploziv i lakse su

ga biodegradirale.

PETN 1 nitroglicerin su nitratni esteri, bezbojni, teski i iznimno ekplozivni.
Razgradnja PETN-a i nitroglicerina u prirodi je iznimno teska. Odredene bakterije poput
bakterije Enterobacter cloacae imaju enzim PETNr uz pomo¢ koje mogu razgraditi
nitroglicerin i PETN 1 iskoristiti njihov dusik za rast i razvoj. Rosser i suradnici (2001) su
tehnikom rekombinantne DNA uspjeli bakterijski gen koji kodira enzim PETNTr unijeti u
duhan. Rezultati istrazivanja su pokazala zna¢ajnu otpornost transgenog duhana na PETN,

nitroglicerin 1 TNT 1 poveéanu razgradnju istih.

3.2.2 Transgene biljke u fitoremedijaciji pesticida heksaklorcikloheksana

Jedan od najvecih zagadivaca tla i podzemnih voda je heksaklorcikloheksan (HCH)
i njegovi izomeri. HCH je pesticid koji je u uporabi od 1940-tih. Cestom i nekontroliranom
uporabom u zadnjih 80 godina zagadio je brojne razliCite ekoloske sustave. Procijenjeno je
da trenutno u svijetu ima od 1.6 do 4.8 milijuna tona HCH u tlu i podzemnim vodama.
Zadnjih nekoliko godina prestaje uporaba tog pesticida. Abhilash i Singh (2008) su
identificirali nekoliko biljnih vrsta sposobnih za akumulaciju izomera HCH-a, kao §to su
Solanum torvum, Withania somnifera, Lantana camera, Achyranthes aspera, Dalbergia
sisso, Calotropis procera, Erinathus munja. Abhilash i Singh (2009) takoder su otkrili da
biljka Withania somnifera moze ubrzati razgradnju lindana, izomera HCH-a, u tlu za ¢ak
73%. Za razgradnju HCH-a potreban je enzim dehidroklorinaza koja se nalazi u bakteriji
Sphingomonas paucimobilis. Gen koji dovodi do ekspresije ovog enzima je LinA kojeg su
Nagata i suradnici (1993) uspjeli izolirati iz bakterije. Iako jo$ nije osmisljen protokol za
unos tih gena u biljke, u buduénosti, promjenom genoma biljke Withania somnifera mogla

bi dovesti do vrlo efikasne fitoremedijacije pesticida ove vrste Abhilash i sur.(2009).
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4. Transgene biljke u fitoremedijaciji tla od metala

Za razliku od organskih spojeva metali se ne mogu metabolizirati ili pretvoriti u
manje toksi¢ne oblike. Poneki metali poput selena i Zive moguce je pretvoriti u njihove
volatilne oblike te ispustiti u atmosferu. Fitoremedijacija metala u tlu zahtjeva biljke velike
biomase, otporne na metale i koje ih mogu translocirati iz korijenja u izdanke ili spremiti u
vakuole. Vecina izoliranih gena koji uvjetuju moguénost translokacije metala, spremanje u
izdanke i vakuole pronadeni su u biljkama sposobnim za hiperakumulaciju metala u svoje
organe (npr. uro¢njak). Vecina takvih biljaka male je veli¢ine, niskog rasta, i Zive samo na
odredenim podru¢jima §to ih ¢ini nepogodnim za fitoremedijaciju. Stoga, znanstvenici
pokusavaju prenijeti gene odgovorne za hiperakumulaciju u biljke puno vece biomase te

dubljeg i Sireg korijenja poput breze i topole.

Dhankher i suradnici (2002) uspjeli su dobiti transgene biljke uro¢njaka koje
eksprimiraju gene iz soje i bakterije Escherichia coli odgovorne za prijenos i spremanje
arsena u vakuole. Transgene biljke rasle su znacajno bolje u odnosu na kontrolne biljke, dok
su kontrolne biljke imale male i bolesne izdanke. Nakon nekoliko tjedana biomasa
transgenih biljaka je bila 6 puta veca u odnosu na kontrolnu skupinu, te je nakupljala 3 puta

viSe arsena iz tla.

Ziva je metal koji stvara zna¢ajne probleme u prehrambenom lancu jer ih ribe
apsorbiraju iz vode. Rugh (1996) je trasformirao uro¢njak s genom merA, iz bakterije koja
je imuna na zivu. Gen merA kodira enzim Zivinu-reduktazu. Transgene biljke razvile su
otpornost, te uspijevaju prezivjeti u mediju koji je iznimno otrovan za netransformirane
biljke. Gen merA je kasnije koristen u daljnjim istrazivanjima na topolama kojea su takoder
pokazale povecanu otpornost i bolju apsorpciju Zive u organizam. Transgene biljke mogu

prezivjeti letalne doze tog metala jer ga pretvaraju u manje volatilni oblik.

Jo$ jedan metal koji je Cest u zagadenim tlima je selen. On je toksi¢an u visokim
koncentracijama jer zamjenjuje sumpor u proteinima. S druge strane, sisavci imaju enzim
selenocistein-liazu koja to sprjeava, stoga su znanstvenici odlucili napraviti transgenu
uro¢njak koji ¢e eksprimirati gen za selenocistein-liazu. Rezultati su pokazali da su biljke
koje su eksprimirale navedeni gen imale vecu otpornost na selen. Transgene biljke pokazale
su puno brzi rast korijena, dok je povecanje apsorpcije selena bila je minimalna (Pilon i sur.

2003). Pilon i suradnici su isto tako napravili istrazivanje na smedoj gorusici (Brassica
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juncea) koja je eksprimirala transgen za ATP-sulfurilazu. Transgene biljke su pokazale 4.3

puta vecu sposobnost akumulacije selena u listovima u odnosu na kontrolne biljke.

Za ostale teSke metale znanstvenici su takoder imali puno uspjeha u stvaranju
transgenih biljaka za fitoremedijaciju. Fitokelatini su molekule koje se vezu na metale i
pomazu u otpornosti organizma. U duhan Nicotiana glauca je prenesen gen iz psenice koji
kodira enzim fitokelatin-sintazu, a koja povecava koncentraciju fitokelatina u organizmu.
Rezultati pokazuju da transgeni duhan akumulira viSe metala nego kontrolna biljka. U
hidroponskim uvjetima transgeni duhan je akumulirao 24 puta viSe kadmija kroz korijenje 1
3 puta vise u listovima, 36 puta vise olova u korijenu 1 9 puta vise u listovima, 12 puta vise
bakra u listovima biljke nego u kontrolnim biljkama. Takoder, biljke s transgenom za

fitokelatin-sintazu su puno bolje rasle i imale ve¢u biomasu (Martinez i sur., 2006).
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5. ZAKLJUCAK

Covijek je svojim utjecajem zagadio zrak, tlo i vodu. U potrazi za efikasnim rjeSenjem
otkriveno je da odredene biljke mogu svojim metabolizmom razgraditi i neutralizirati Stetne
spojeve u tlu. Proces je nazvan fitoremedijacija. Zbog razli¢itih prepreka poput dugog
vegetativnog razdoblja, fitotoksicnosti Stetnih tvari, logistickih poteskoca 1 nedovoljno

znanstvenih istrazivanja, fitoremedijacija jos nije dosegla Siroku upotrebu.

Razli¢ita su istrazivanja pokazala kako drugi organizmi poput ljudi, sisavaca i
mikroogranizama imaju ve¢ razvijene metabolizme za neutraliziranje Stetnih tvari, koje su
inace prisutne u tlima. Razvoj genetickog inzenjerstva omogucio je znanstvenicima prijenos
gena koji pokre¢u te metabolizme u biljkama. Cilj je ubaciti gen koji kodira enzime Kkoji

mogu degradirati, akumulirati ili neutralizirati Stetne tvari iz okolisa.

Dokazano je da te transgene biljke imaju puno vecu otpornost i moguénost razgradnje
Stetnih elemenata. Sama tehnologija rekombinantne DNA nije jo$ dovoljno daleko
uznapredovala da bi iskoristili fitoremedijaciju kao klju¢no rjeSenje u ¢iS¢enju okolisa.

Istrazivanja su vrlo obec¢avajuca i potrebno je potaknuti svijest o tim novim Strategijama.
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