Adres do korespondenciji

Heimk Urbanek,
Katedra Fizjologii

i Biochemii Roslin,
Uniwersytet tédzki,
ul. Banacha 12/16,
90-237 t6dz.

biotechnologia
4 (63) 160-166 2003

PRACE EKSPERYMENTALNE

Zdolnos$é Phalaris arundinacea L.
do fitoremediacji

Honorata Majorowicz® Henryk Urbanek', Marzena Wielanek'
Maciej Zalewski®

'Katedra Fizjologii i Biochemii Roslin, Uniwersytet tédzki, +6dz
"Katedra Ekologii Stosowanej, Uniwersytet +6dzki, +6dz

Potential of Phalaris arundinacea L. for phytoremediation
Summary

The influence of a xenobiotic, a substrate and elicitors on glutathione
S-transferase, peroxidase activities and glutathione concentration was studied
in reed cannarygrass. The induction of both enzymes’ activities and glutathione
concentrations by 4-chlorophenol (xenobiotic), benzyl isothiocyanate (substrate),
salicylic acid and 3-aminobutyric acid (elicitors) was shown. Salicylic acid treat-
ment increased glutathione level, but did not decrease GSH/GSSG ratio. The
ability of reed cannarygrass to adsorb 4-chlorophenol in the hydroponic culture
was demonstrated. The obtained results suggest that the reed cannarygrass has
significant potential to conjugate xenobiotics with glutathione and it may be
useful for phytoremediation.
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1. Wstep

Zdolnos¢ roslin do pobierania organicznych ksenobiotykéw
z gleby, wody i powietrza wykazano w licznych publikacjach
(1-3). Pobrane ze Srodowiska toksyczne substancje sg w rosli-
nach wigzane ze Scianami komoérkowymi lub tworzg koniugaty
z glutationem badz z cukrami (4). Powstate koniugaty, zwykle
mniej toksyczne i tatwiej rozpuszczalne niz wyjsciowe ksenobio-
tyki, sg transportowane do wakuol i w nich akumulowane (5).
Koniugacja z glutationem, katalizowana przez S-transferaze glu-
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tationowq (GST, EC 2.5.1.18) stwarza mozliwoS¢ usuwania szerokiego spektrum
ksenobiotykdw z zanieczyszczonego Srodowiska. Zdolno$¢ roslin do adsorbciji i de-
toksykacji ksenobiotykdw jest czesto zwigzana ze zwiekszong zawartoscig glutatio-
nu i wyzszg aktywnoscig GST (6,7). Sposrod innych enzyméw mogacych uczestni-
czy¢ w detoksykacji ksenobiotykdéw zwracaja uwage peroksydazy (PO, EC 1.11.1.7).
Moga one utlenia¢ fenole do form rodnikowych (8), ktore nastepnie polimeryzujg
tworzgc kompleksy mato lub nietoksyczne. Glutation obok udziatu w tworzeniu ko-
niugatow petni podstawowg funkcje w przeciwdziataniu oksydacyjnym stresom (9).
Efektywnosc¢ jego dziatania jako antyoksydanta zalezy od wysokiego stosunku ste-
zenia formy zredukowanej (GSH) do formy utlenionej (GSSG).

Duze zainteresowanie wzbudzajg ostatnio zwigzki indukujace reakcje obronne
przeciw biotycznym i abiotycznym stresom. Okresla sie je mianem elicytorow, a zja-
wisko elicytacjg (10). Indukcja aktywnosci GST, PO i biosyntezy GSH za pomocg eli-
cytoréw, zwigzkéw mato lub nietoksycznych, mogtaby prowadzi¢ do zwiekszenia
efektywnosci fitoremediacji przez okreslone gatunki roslin. Prowadzono szczego6to-
we badania nad rolg GST w detoksykacji herbicydéw u zbéz (11,12), stosunkowo
mato jednak ukazato sie prac poswieconych znaczeniu tego enzymu w detoksykac;ji
zanieczyszczonego Srodowiska przez rosliny dziko rosngce.

Celem pracy byto badanie indukcji aktywnosci GST, PO oraz stezenia glutationu
przez ksenobiotyk, substrat i elicytory oraz okreslenie zdolnosci pobierania 4-chlo-
rofenolu z podioza przez mozge trzcinowatg {Phalaris arundinacea L.).

2. Materiat i metody

Do badan uzyto mozge trzcinowata {Phalaris arundinacea L.) wyselekcjonowang
z silnie zanieczyszczonych terenéw przybrzeznych rzeki Ner w miejscowosci Luto-
miersk. Rosliny hodowano w warunkach szklarniowych w temperaturze 22°C, w cy-
klu 16/8 godzin dzien/noc. Poszczegodlne rosliny rosty w doniczkach w ziemi ogrod-
niczej lub w hodowli hydroponicznej na pozywce Hoaglanda.

Rosliny rozmnazano przez odcinanie pedéw bocznych i ukorzenianie ich w kol-
bach z wodg. Ukorzenione pedy przenoszono do doniczek o pojemnosci ! litra
wypetnionych ziemig. W kazdej doniczce hodowano siedem roslin. Po czterech ty-
godniach rosliny traktowano 2 mM roztworami zwigzkéw: 4-chlorofenolu (4CP),
benzyloizotiocyjanianu (BITC), kwasu salicylowego (SA), kwasu 3-aminomastowego
(BABA). Liscie mozgi trzcinowatej rosnacej w poszczeg6lnych doniczkach spryskiwa-
no 20 ml odpowiedniego roztworu, a 80 ml roztworu wlewano do doniczek. Po 3, 6
i 9 dniach po traktowaniu oznaczano w lisciach aktywnosé GST, PO oraz zawarto$¢
glutationu catkowitego, GSH i GSSG.

W celu oznaczenia aktywnosci enzyméw pobierano 0,5 g lisci, ktére nastepnie ho-
mogenizowano w 5 ml buforu fosforanowego o pH 7,0 zawierajacego EDTA w iloSci
0,03 g/100 ml, z dodatkiem 0,1 g PVP/100 ml. Homogenat wirowano i supernatant uzy-
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wano do oznaczen aktywnosci enzyméw. Aktywnos¢ S-transferazy glutationowej ozna-
czono wobec 1-chloro 2,4-dwunitrobenzeiui metoda Navari-1zzo i 1zzo (13), aktywnos¢
peroksydazy guajakolowej oznaczono wobec guajakolu metodg Maechly i Chance (14).

Do oznaczenia glutationu pobierano 0,5 g lisci, ktére homogenizowano w 2,5 ml
5% TCA, homogenat wirowano. W supernatancie oznaczano glutation catkowity
(GSH + GSSG), GSSG i GSH metodg Griffith (15).

W celu zbadania zdolnosci mozgi do pobierania z podtoza aromatycznego kse-
nobiotyku prowadzono réwniez hodowle hydroponiczng roslin w kolbach ostonie-
tych folig aluminiowg. Ukorzenione pedy roslin umieszczono na pozywce Hoaglan-
da. Po dwdch tygodniach wzrostu, rosliny przenoszono do kolb zawierajgcych 100 ml
0,02 mM roztworu 4CP. Po 3 i 6 dniach oznaczano zawarto$¢ 4CP w podtozu oraz
aktywnos¢ GST i PO w lisciach i korzeniach. Poziom 4CP w pozywce oznaczano me-
toda wedtug Frebortova (16) zmodyfikowana przez Araujo i wsp. (17).

Uzyte w pracy zwiazki pochodzity z firmy Sigma: kwas 5,5-dwutiobis-(2-nitro-
benzoesowy): reduktaza glutationowa; guajakol; kwas 3-aminomastowy; kwas sali-
cylowy oraz z firmy Fluka: glutation zredukowany; zredukowany fosforan dwunukle-
otydu nikotynamido-adeninowego; I-chloro-2,4-dwunitrobenzen; 2-winylopirydyna;
4-chlorofenol; benzyloizotiocyjanian.

3. Wyniki i dyskusja

Sposrad kilkunastu gatunkéw przebadanych roslin najwiekszg aktywnoscig GST
charakteryzowata sie mozga trzcinowata 2,1 U/g Sm (g $Swiezej masy), podczas gdy
np. patka wodna waskolistna 0,99 U/g $m. Ponadto biorgc pod uwage czeste zasied-
lanie przez mozge trzcinowatg terenéw silnie zanieczyszczonych, szybki wzrost
i tatwos¢ wegetatywnego rozmnazania wybrano jg do dalszych badan.

Do indukcji aktywnosci GST, PO i biosyntezy glutationu zastosowano: 4CP -
przedstawiciela fenoli zanieczyszczajgcych czesto srodowisko, BITC - naturalny sub-
strat GST, toksyczny metabolit wtorny wystepujacy u niektérych roslin (18), BABA,
SA - zwigzki elicytujgce reakcje obronne (19).

Wplyw zwigzkéw fenolowych i innych ksenobiotykéw na aktywnos$¢ GST, PO
i stezenie glutationu u roslin stwierdzono w réznych badaniach (20-24). U mozgi
trzcinowatej 4CP powodowat wzrost aktywnosci GST od 30 do 50% i PO od 30 do
40% w stosunku do kontroli. Zawartos¢ glutationu wzrastata od 20 do 40% w stosun-
ku do kontroli (rys. 1).

BITC to naturalny produkt hydrolizy glukozynolanéw wykazujacy dziatanie tok-
syczne w stosunku do patogenéw i réznych organizmow zwierzecych. Stwierdzono,
ze BITC moze tworzy¢ koniugaty z glutationem w reakcji katalizowanej przez GST
(25) oraz powoduje zwiekszenie aktywnosci GST u owadow (26). U mozgi trzcino-
watej traktowanej BITC aktywnos¢ GST wzrosta o 80% w stosunku do kontroli. Ak-
tywnos¢ PO utrzymywata sie na poziomie 70% powyzej kontroli (rys. 2).
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Rys. 1. Wptyw 4CP na aktywno$¢ GST, PO Rys. 2. Wplyw BABA na aktywnos$é GST, PO
i zawartos¢ glutationu. i zawartos¢ glutationu.

. dni po traktowaniu
dni po traktowaniu

Rys. 3. Wptyw SA na aktywno$¢ GST, PO Rys. 4. Wplyw BITC na aktywno$¢ GST, PO
i zawarto$¢ glutationu. i zawartos¢ glutationu.
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Znane jest zjawisko indukcji réznych reakcji obronnych u roslin narazonych na
dziatanie biotycznych i abiotycznych czynnikéw stresowych. U mozgi trzcinowatej
traktowanej syntetycznym elicytorem - BABA aktywnos$¢ GST zwiekszata sie o oko-
to S0% w stosunku do kontroli, aktywnosci PO od 40 do 50%, zawarto$¢ glutationu
wzrosta o0 30% (rys. 3). Nastepnym zwigzkiem uzytym jako elicytor byt SA. Zwigzek
ten jestjednym z naturalnych przekaznikow informacji w procesie aktywacji ekspre-
sji genéw zwigzanych z odpornoscia rodlin. W zawiesinie komérkowej soi powodo-
wat on kilkukrotny wzrost aktywnosci GST (19). Po traktowaniu mozgi trzcinowatej
SA aktywnos¢ GST wzrosta o 50% w stosunku do kontroli. Réwniez zawarto$¢ gluta-
tionu wzrosta o 40% (rys. 4). Mozliwos¢ zwiekszenia aktywnosci GST i PO oraz za-
wartosci glutationu przez elicytory moze mie¢ duze znaczenie podczas wykorzysty-
wania roslin w procesie fitoremediacji.

W neutralizacji zanieczyszczen spowodowanych toksycznymi zwigzkami, wazny
jest nie tylko poziom glutationu, ale réwniez stosunek GSH/GSSG (27). Utrzymanie
wysokiego stosunku GSH do GSSG decyduje o efektywnosci dziatania glutationu
jako antyoksydanta. W wyniku dziatania czynnikéw stresowych na rosliny moze
nastgpi¢ zwiekszenie generowania reaktywnych form tlenu, rodnikéw organicznych,
ktére sg szkodliwe dla organizmu. W procesie usuwania reaktywnych form tlenu
GSH jest przeksztatcany do formy utlenionej. W obecnosci 4CP nastagpito silne ob-
nizenie stosunku GSH/GSSG (rys. 5). W przypadku SA stosunek GSH/GSSG tylko
w niewielkim stopniu ulegt obnizeniu. Natomiast po traktowaniu elicytorem BABA
ulegt on prawie dwukrotnemu obnizeniu. Obnizony stosunek mogt wynikaé z tego,
ze proces utlenienia GSH zachodzit szybciej niz jego regeneracja przy udziale re-
duktazy glutationowej. Traktowanie roslin SA moze powodowac intensyfikacje pro-
cesu tworzenia komplekséw GSH-ksenobiotyk, nie obnizajgc potencjatu antyoksy-
dacyjnego.
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Rys. 6. Poréwnanie miedzy ubytkiem 4CP a aktywnoscig GST i PO w lisciach (L) i korzeniach (K) u mozgi.

Zdolnos¢ roslin do pobierania fenoli wykazano niejednokrotnie w publikacjach
(20,28). Transformowane korzenie marchwi linii B6 pobieraty 46% fenolu z pozywki,
po 24 godzinach inkubacji. Natomiast tréjchlorofenol byt pobierany tylko w 24%
(17). Réwniez Scragg i wsp. (29) wykazal, ze 2,4-dwuchlorofenol byt pobierany
przez glon chlorelle. Poczatkowe stezenie 2,4-dwuchlorofenolu wynosito 20 mg/l,
po szesciu dniach jego stezenie spadato do 0,44 mg/l. Mozga trzcinowata rosngca
w hodowli hydroponicznej zmniejszyta zawartos¢ 4CP w podtozu. Poczatkowe ste-
zenie wynosito 20 [iM, po szesciu dniach 15 fiM. Byto to skorelowane ze wzrostem
aktywnosci GST zaréwno w lisciach jak i korzeniach (rys. 6). Wzrost w trzecim dniu
hodowli wynosit ponad 60% w lisciach i 40% w korzeniach. Podczas gdy w szOstym
dniu zwiekszyt sie odpowiednio do 80 i 60%. Aktywnos¢ PO zwiekszyta sie dopiero
po szesciu dniach hodowli 0 40% w stosunku do kontroli.

Reasumujgc, mozga trzcinowata zasiedla tereny silnie zanieczyszczone, jest zdol-
na do pobierania chlorofenoli z podtoza, wykazuje wysoki poziom aktywnos¢ GST
i zawartosci glutationu, i moze by¢ on dodatkowo zwiekszony przez elicytory. Na
podstawie otrzymanych wynikdéw przypuszcza sie, ze mozga trzcinowata moze zna-
lez¢ szerokie zastosowanie w detoksykacji aromatycznych zwigzkéw organicznych
zanieczyszczajacych srodowisko.

Praca czesciowo finansowana z grantu KBN 6 P04G 112/20.
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