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STRESZCZENIE
Zanieczyszczenie gleby metalami ciezkimi stanowi globalny problem zagrazajacy orga-
nizmom zywym. Jedna ze strategii rekultywacji gleby jest fitoremediacja polegajaca na
wykorzystywaniu roslinnych hiperakumulatoréw wykazujacych zdolnoé¢ pobierania z gle-
by i akumulowania w tkankach znacznych ilosci metali ciezkich. Wsréd kandydatéw do
powszechnego wykorzystywania w fitoremediacji gleb wymienia sie zboza, nadal jednak
brakuje pelnego zrozumienia mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw tolerancji
tych roslin na wysokie stezenia metali ciezkich. Bialka tolerancji na metale, MTP (ang. metal
tolerance proteins), sa obecnymi w blonach komérek roslinnych transporterami kationéw
dwuwarto$ciowych, kluczowymi dla utrzymania homeostazy i tolerancji roslin na metale
ciezkie. Analizy zsekwencjonowanego genomu jeczmienia pozwolily na pierwsza dotad
identyfikacje 12 genéw HoMTP o zréznicowanej strukturze, ktére koduja bialka rézniace sie
miedzy soba masa czasteczkowa, obecnoscia konserwowanych domen oraz prawdopodobna
lokalizacja wewnatrzkomérkowa. Indukcja ekspresji genow HoMTP w odpowiedzi na stres
metali ciezkich oraz inne stresy abiotyczne sugeruje istotna role tych genéw w odpowiedzi
roélin jeczmienia na niekorzystne warunki srodowiska.

WPROWADZENIE

Metale ciezkie to réznorodna grupa pierwiastkéw, ktorej kryteria wyodreb-
niania nie sa jednoznaczne i nadal podlegaja dyskusji [1]. Zazwyczaj do metali
ciezkich zalicza sie metale badz péimetale o wysokiej masie atomowej lub duzej
gestosci, przekraczajacej 5 g/cm? [2]. Bardziej precyzyjna definicja méwi o pier-
wiastkach, ktére w uktadzie okresowym zlokalizowane sa w grupach od 3 do
13 i przypisane sa do okresu 4 lub wiekszego [3]. W badaniach ekologicznych
terminem ,metale ciezkie” okreéla si¢ pierwiastki kojarzone ze szkodliwym
wplywem na organizmy zywe [4]. W istocie zanieczyszczenia metalami ciezki-
mi wigzg sie z realnym zagrozeniem dla ekosysteméw. Zwiazki metali ciezkich
sa toksyczne, powszechne oraz latwo pobierane ze srodowiska przez rosliny,
a tym samym wprowadzane do laricuchéw pokarmowych, stad tez stanowia
istotne zagrozenie dla $wiatowej produkcji zywnosci [5]. Wéréd niekorzystnych
oddzialywan metali ciezkich na zdrowie czlowieka wymienia si¢ uposledzanie
funkcji enzymow, a takze niekorzystny wplyw na wzrost i funkcjonowanie cen-
tralnego ukladu nerwowego (rte¢ - Hg, otéw - Pb i arsen - As), nerek oraz wa-
troby (Pb i kadm - Cd) [6].

Do grupy metali ciezkich zalicza sie takie pierwiastki, ktére nie pelnia zadnych
fizjologicznie istotnych funkcji w organizmach zywych i sa dla nich toksyczne
nawet w bardzo niskich stezeniach. Do takich zalicza si¢ m.in. aluminium (Al),
arsen (As), kadm (Cd), otow (Pb), rte¢ (Hg) oraz srebro (Ag). Inne metale ciezkie
uznawane s za pierwiastki niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania or-
ganizmoéw zywych, ktérych nadmiar wywoluje jednak szkodliwe efekty. W tej
grupie wymienia sie¢ wazne kofaktory enzymoéw oraz pierwiastki niezbedne do
formowania czerwonych krwinek, prawidlowego funkcjonowania osrodkowe-
go ukladu nerwowego oraz immunologicznego, czyli zelazo (Fe), miedz (Cu),
chrom (Cr), nikiel (Ni), kobalt (Co) i cynk (Zn) [2]. Chociaz metale ciezkie wyste-
puja w srodowisku naturalnie, to wiasnie ich nadmierna akumulacja na skutek
dziatalnosci cztowieka ma charakter zanieczyszczer stanowigcych powazne za-
grozenie dla funkcjonowania réznych srodowisk. Uwaza sie, ze wzrost stezenia
metali ciezkich prowadzi do spadku bioréznorodnosci oraz produkcji roélinnej,
a tym samym wplywa niekorzystnie na strukture i funkcjonowanie ekosyste-
moéw w obrebie litosfery, hydrosfery i atmosfery [7].

METALE CIEZKIE W GLEBIE I METODY JEJ] OCZYSZCZANIA

Szczego6lna kategorie zanieczyszczen metalami ciezkimi stanowia zanieczysz-
czenia gleby, zwlaszcza w obszarze rolniczym. Zanieczyszczenia takie charak-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



teryzuja sie¢ przede wszystkim dlugim czasem pozostawa-
nia w glebie, wysoka toksycznoscia wobec organizmoéw
zywych oraz zlozonymi wtasciwo$ciami chemicznymi i
wywolywanymi reakcjami ekologicznymi [8]. Tym samym
zwigzki metali ciezkich zagrazaja nie tylko mikroorgani-
zmom glebowym i roélinom uprawnym, lecz takze posred-
nio zdrowiu zwierzat i ludzi [9].

Wspdlczesne statystyki pokazuja, ze na skutek aktywno-
sci cztowieka kazdego roku do gleby przedostaje sie ok. 5
milionéw ton Pb, 15 milionéw ton manganu (Mn), 3,4 milio-
na ton Cu, a takze 1 milion ton Ni [10]. Szacunki dotyczace
Chin wskazuja, ze az 8,3% (107 ha) wszystkich gleb upraw-
nych w tym kraju jest zanieczyszczone metalami ciezkimi
takimi jak: As, Cd, Cu, Hg, Ni i Pb [11], co skutkuje strata-
mi ekonomicznymi na poziomie ~2,91 miliardéw dolaréw
amerykanskich rocznie [12].

Powszechno$¢ zanieczyszczen gleb metalami ciezkimi
wymaga rozwoju nowych, skutecznych technologii po-
zwalajacych na ponowne uzdatnianie skazonych terenéw.
Istniejace fizykochemiczne metody rekultywacji gleb, obej-
mujace m.in. wyplukiwanie czy ekstrakcje zanieczyszczen
rozpuszczalnikami lub para wodna [13] sa drogie, ener-
gochtonne i czesto prowadza do powstawania wtérnych
zanieczyszczerh powietrza lub wéd gruntowych [13]. Stad
duzo uwagi w ostatnich latach poswieca sie mozliwosci
wykorzystania organizméw zywych w procesie oczyszcza-
nia gleby, tj. bioremediacji, jako metodzie znacznie tanszej,
ekologicznej i niewymagajacej duzych nakladéw energe-
tycznych. Szczegdélnie metody pozwalajace na oczyszczanie
gleby in situ, bez koniecznosci pobierania jej i traktowania
w odleglych laboratoriach, wydaja sie najbardziej obiecuja-
ca perspektywa w walce z rosnacymi zanieczyszczeniami

gleby [13].
FITOREMEDIACJA

Wykorzystywanie roélin do oczyszczania $rodowiska
okreslane jako fitoremediacja jest jedna ze skuteczniejszych
technologii uzywanych w rekultywacji gleby. Istnieje kilka
metod fitoremediacji, w tym fitostabilizacja, fitowolatyzacja
i fitodegradacja, opisanych szczegétowo w licznych pracach
przegladowych [13-15]. Najwieksze znaczenie w procesie
rekultywagji gleb skazonych nadmiarem metali ciezkich ma
jednak fitoakumulacja. Metoda ta opiera sie na zdolnosci
roélin do pobierania metali ciezkich z gleby razem z woda
i solami mineralnymi, a nastepnie transportowaniu ich do
wyzej polozonych tkanek wegetatywnych, gdzie dochodzi
do ich akumulacji. W roélinie stezenia tak pobranych metali
ciezkich zazwyczaj ukladaja sie¢ malejaco od korzeni przez
todygi, liscie, najmniej ich wykrywa sie w owocach i nasio-
nach [13,16]. Roéliny charakteryzujace sie zdolnoscia do po-
bierania i akumulowania znacznych ilosci metali ciezkich
z gleby, tj. w ilosciach nawet 50-500 krotnie wyzszych od
ich $rednich zawartosciach w roslinach, bez negatywnego
wplywu na ich wzrost, okreéla sie mianem hiperakumula-
toréw [17,18]. Rodliny te stanowia pole intensywnych badar
majacych na celu ustalenie przyjaznego srodowisku, a zara-
zem taniego narzedzia w rozwiazywaniu istotnego proble-
mu zanieczyszczenia Srodowiska [19,20].
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Generalnie uwaza sie, ze idealne hiperakumulatory po-
winny charakteryzowac sie rozwinietym systemem korze-
niowym, szybkim wzrostem, produkcja znacznej ilosci bio-
masy oraz akumulacjq i tolerancja wysokich stezeri metali
ciezkich w swoich tkankach [13]. Ponadto w odréznieniu
od roslin niebedacych hiperakumulatorami, ktére zatrzy-
muja wiekszosci pobranych z gleby metali ciezkich w ko-
morkach korzenia, hiperakumulatory wydajnie transpor-
tuja metale ciezkie do nadziemnych tkanek. Tak efektywne
przenoszenie metali ciezkich odbywa sie zaréwno Sciezka
apoplastyczna, jak i symplastyczna i realizowane jest w du-
zej mierze poprzez nadekspresje genéw odpowiedzialnych
za wychwyt i transport metali ciezkich [21]. Oprécz wydaj-
nego pobierania metali ciezkich z gleby i ich transportu z
korzenia do pedu, hiperakumulatory charakteryzuja sie
szeregiem innych mechanizméw umozliwiajacych toleran-
cje podwyzszonego stezenia metali ciezkich w tkankach,
m.in. zwiekszenie wydzielania zwiazkéw chelatujacych lub
sekwestracje metali ciezkich do wakuoli lub $ciany komor-
kowej, czesto polaczona ze zwigkszong aktywnoscig niekto-
rych enzymoéw redukujacych metale ciezkie (np. reduktazy
arsenianowej) [22]. Naturalne hiperakumulatory od diuz-
szego czasu przyciagaja uwage naukowcéw. Ostatnie do-
niesienia literaturowe méwia o ponad 700 gatunkach roslin
nalezacych do ponad 52 rodzin majacych cechy hiperaku-
mulatoréw, z czego czes¢ gatunkéw wykazuje te ceche wo-
bec wiecej niz jednego metalu ciezkiego [23]. Pomimo tak
duzej liczby zidentyfikowanych gatunkéw hiperakumula-
toréw zdecydowana wiekszos¢ opisywanych roslin ograni-
cza swoje wystepowanie do regionu srédziemnomorskiego
oraz regionéw tropikalnych, ubogich gleb serpentynowych
na Kubie, Nowej Kaledonii i w Malezji [23]. Stad tez coraz
czesciej zwraca si¢ uwage na rosliny uprawne, m.in. bawet-
ne [9], tytoni [24], jeczmien [25,26], rzepak [27], kukurydze
[13], czy wierzbe [28], jako potencjalne naturalne hiperaku-
mulatory o stosunkowo duzej biomasie, ktére mozna by
stosowac powszechnie jako efektywne narzedzie do oczysz-
czania gleby.

Poniewaz obecnie zaden z naturalnie wystepujacych
hiperakumulatoréw nie jest w pelni wydajny, sugeruje sie
uzyskanie odpowiednich odmian roélin transgenicznych
nadajacych sie do usuwania metali ciezkich z terenéw za-
nieczyszczonych. Do tego jednak potrzebne jest lepsze zro-
zumienie mechanizméw lezacych u podstaw naturalnej
fitoremediacji. Jak dotad poréwnanie mechanizméw detok-
sykacji metali ciezkich u roslin tolerancyjnych i roslin wraz-
liwych na metale ciezkie zwrécilo uwage na geny, ktére
moga by¢ uzyteczne w projektowaniu rosliny transgenicz-
nej skutecznej w fitoremediacji.

U podstaw naturalnej fitoremediacji lezy zdolnos¢ ro-
slin do utrzymania odpowiedniego stezenia metali ciezkich
w komorkach oraz ich poszczegélnych kompartmentach.
Wsréd metali ciezkich znajduja sie bowiem pierwiastki
kluczowe dla prawidiowego funkcjonowania proceséw fi-
zjologicznych w komorce, ktérych nadmiar jest jednak dla
komorki toksyczny. Fotosynteza, synteza bialek, replika-
cja DNA, a takze transport elektronéw w mitochondriach
oraz chloroplastach sa uzaleznione od prawidlowego po-
ziomu pierwiastkow Sladowych, stad tez rosliny rozwinety
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kompleksowe mechanizmy pozwalajace na $Scista regula-
¢je poziomu metali ciezkich na etapie poboru, transportu,
przechowywania, mobilizacji i przemieszczania [29]. Ele-
mentem tej kontroli sg liczne transportery metali obecne w
komérkach roslinnych, wéréd ktérych wymienia sie biatka
typu NRAMP (ang. natural resistance-associated macrophage
proteins), HMA (ang. heavy metal associated), VIT (ang. vacu-
olar iron transporter), bialka z rodziny ZIP (ang. zinc-requlat-
ed transporter/iron requlated transporter-like proteins), rodzine
wymiennikéw kationowych (CAX, ang. cation exchangers)
oraz bialka typu CDF (ang. cation diffusion facilitator) [30].
Te ostatnie zaangazowane sg w utrzymywanie homeostazy
kationéw dwuwartosciowych: Zn*, Co*, Fe*, Cd*, Ni* i
Mn* i dzialaja na zasadzie antyportu, wymieniajac katio-
ny dwuwarto$ciowe na jony wodoru H* [31]. Transportery
CDF u roélin okreslane sa jako bialka tolerancji na metale
(MTP, ang. metal tolerance proteins) [32] i to z nimi wigze
sie szczeg6lne nadzieje w kontekscie projektowania roslin

transgenicznych skutecznych w fitoremediacji. Chociaz
biatka MTP odgrywaja kluczowa role w tolerancji roslin na
metale ciezkie i w homeostazie jonowej roslin, wcigz bra-
kuje kompleksowych badani nad MTP u roslin uprawnych.
Identyfikacja i kompleksowa analiza tych genéw moze do-
starczy¢ waznych informacji pod katem upraw roélin tole-
rujagcych wysokie stezania metali oraz wspierac strategie
upraw opartych na biofortyfikacji, czyli wzbogacaniu roslin
uprawnych korzystnymi dla konsumenta zwigzkami zy-
wieniowymi.

BIALKA MTP - OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Po raz pierwszy biatka CDF zidentyfikowane zostaty u
bakterii w roku 1995 [33], od tego czasu geny kodujace ich
homologi opisywane byly w genomach réznych organi-
zmoéw, w tym u wielu gatunkéw roslin (Tab. 1).

Tabela 1. Charakterystyka roslinnych biatek MTP.

AhMTP1-A1l Zn-CDF Zn Arabidopsis halleri
AhMTP1-A2 Zn-CDF Zn Arabidopsis halleri
AhMTP1-B1 Zn-CDF Zn Arabidopsis halleri
AhMTP1-C Zn-CDF Zn Arabidopsis halleri
AhMTP1-D Zn-CDF Zn Arabidopsis halleri
AIMTP1 Zn-CDF Zn Arabidopsis lyrata
AtMTP1 Zn-CDF Zn Arabidopsis thaliana
AtMTP11 Mn-CDF Mn, Cu Arabidopsis thaliana
AtMTP12 Zn-CDF Zn Arabidopsis thaliana
AtMTP3 Zn-CDF Zn, Co Arabidopsis thaliana
AtMTP5 Zn-CDF Zn Arabidopsis thaliana
AtMTPS8 Mn-CDF Mn Arabidopsis thaliana
BvMTP10 Mn-CDF Mn Beta vulgaris
BvMTP11 Mn-CDF Mn Beta vulgaris
CsMTP8 Mn-CDF Mn Camellia sinensis
HvMTP1 Zn-CDF Zn, Co Hordeum vulgare
HvMTP8.1 Mn-CDF Mn Hordeum vulgare
HvMTP8.2 Mn-CDF Mn Hordeum vulgare
MtMTP1 Zn-CDF Zn Medicago truncatula
NcMTP1 Zn-CDF Zn Noccaea caerulescens
NglauMTP1 Zn-CDF Zn, Co Nicotiana glauca
NgoesMTP1 Zn-CDF Zn, Cd, Co, Ni Noccaea goesingense
NtMTP1.2 Zn-CDF Zn, Co Nicotiana tabacum
NtMTP11.1 Mn-CDF Mn Nicotiana tabacum
NtMTP1-A Zn-CDF Zn, Co Nicotiana tabacum
NtMTP1-B1 Zn-CDF Zn, Co Nicotiana tabacum
NtMTP2 Zn-CDF Co and Ni Nicotiana tabacum
NtMTP8.1 Mn-CDF Mn Nicotiana tabacum
NtMTP8.4 Mn-CDF Mn Nicotiana tabacum
360

Tonoplast [41, 42]
Brak danych [42]
Brak danych [42]
Brak danych [42]
Brak danych [42]
Brak danych [43]
Tonoplast [36,44-46]
Przedziat pr.zedwakuolarny, [47-49]
aparat Golgiego

Aparat Golgiego [37]
Tonoplast [35]
Aparat Golgiego [37]
Tonoplast [39]
Aparat Golgiego [50]
Aparat Golgiego [50]
Btona komoérkowa [51]
Tonoplast [52]
Aparat Golgiego [53]
Aparat Golgiego [53]
Tonoplast [54]
Brak danych [55,43]
Tonoplast [56]
Tonoplast [57,58,43]
Brak danych [59]
Brak danych [59]
Tonoplast [56]
Tonoplast [56]
Tonoplast [60]
Brak danych [59]
Brak danych [59]
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Zn, Co, Ni,

OsMTP1 Zn-CDF Cd, Fe, As Oryza sativa Tonoplast [61-64]
OsMTP11 Mn-CDF Mn, Co, Ni Oryza sativa System blon wewngtrzkomoérkowych  [65]
OsMTP8.1 Mn-CDF Mn Oryza sativa Tonoplast [38]
OsMTP9 Mn-CDF Mn Oryza sativa Btona komoérkowa [66]
PtdMTP1 Zn-CDF Zn Populus trichocarpa x Populus deltoides Tonoplast [67,68]
PtMTP11.1 Mn-CDF Mn, Cu Populus trichocarpa Aparat Golgiego [49]
PtMTP11.2 Mn-CDF Mn Populus trichocarpa Aparat Golgiego [49]
PtrMTP10.4 Mn-CDF Mn Populus trichocarpa Brak danych [69]
PtrMTP6 Mn-CDF Co, Fe, Mn Populus trichocarpa Brak danych [69]
PtrMTP8.1 Mn-CDF Mn Populus trichocarpa Brak danych [69]
PtrMTP9 Mn-CDF Mn Populus trichocarpa Brak danych [69]
SaMTP1 Zn-CDF Zn Sedum alfredii Tonoplast [70]
ShMTP8 Mn-CDF Mn, Cu Stylosanthes hamata ngggll:;;i?f;i:m [47,48]
TaMTP1 Zn-CDF Zn Thiaspi arvense Brak danych [43]
TmTMP1 Zn-CDF Zn Thlaspi montanum Brak danych [43]
TuMTP8 Mn-CDF Mn, Fe Triticum urartu Tonoplast [71]
ZmMTP11 Mn-CDF Pb Zea mays Btona komoérkowa [72]
ZmMTP6 Mn-CDF Cd Zea mays Btona komoérkowa [73]

U roslin modelowych, tj., jednolisciennego ryzu (Oryza
sativa) zidentyfikowano 10 genéw MTP, natomiast dwuli-
Scienny rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana, At) ma ich 12. W
przypadku wyzej wymienionych rosélin modelowych geny
MTP zostaly czeSciowo scharakteryzowane, m.in. potwier-
dzono zdolnosé kodowanych przez nie biatek do transportu
metali [34]. Ponadto wykazano, ze u rzodkiewnika zlokali-
zowane w tonoplascie biatka AtMTP1 i AtMTP3 zaangazo-
wane sg w nabywanie tolerancji roélin na Zn i Co poprzez
transportowanie nadmiaru jonéw Zn oraz Co z cytoplazmy
do wakuoli [35,36], podczas gdy biatko AtMTP12 oddziatu-
je bezposrednio z AtMTP5, tworzac funkcjonalny kompleks
transportujacy jony Zn z cytozolu do aparatu Golgiego [37].
Ponadto MTPS8 jest jednym z najlepiej zbadanych jak dotad
biatek z rodziny CDF zaangazowanych w detoksykacje jo-
néw Mn u rzodkiewnika i ryzu poprzez odkladanie ich w
wakuoli [38-40]. Tabela 1 przedstawia podsumowanie aktu-
alnego stanu wiedzy o zidentyfikowanych biatkach MTP w
réznych gatunkach roslin.

Pomimo czeéciowego rozpoznania roli i lokalizacji po-
szczeg6Inych bialek MTP w komérkach roslin modelowych
niewiele wiadomo o ich obecnosci oraz funkcjach w innych
gatunkach; szczegdlnie brakuje wiedzy dotyczacej roslin
uprawnych innych niz ryz, w tym jeczmienia.

GENY MTP U JECZMIENIA

Kompleksowe studia nad genami MTP w jeczmieniu
stanowia podstawe do lepszego poznania roli biatek trans-
portowych zaréwno w kontekscie ich struktury, jak i pel-
nionych funkcji fizjologicznych. Przedstawione tutaj anali-
zy nie tylko sa punktem startowym dla takich badan, ale
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Rycina 1. Filogenetyczne powigzanie biatek CDF (MTP) obecnych u jeczmienia
zwyczajnego (Hordeum vulgare) oraz innych roélin: rzodkiewnika A. thaliana (At),
klosownicy B. distachyon (Bd), ryzu O. sativa (Os), topoli P. trichocarpa (Ptr), ku-
kurydzy Z. mays (Zm), winoroéli V. vinifera, (Vv), sorga S. bicolor (Sb) i ogérka
C. sativus, (Cs). Relacje ewolucyjne zostaly ustalone z wykorzystaniem programu
MEGA-11 z uzyciem metody NJ (neighbor-joining) przy wartoéci samoprébko-
wania (bootstrap) réwnej 1000. Wszystkie 104 bialka MTP zostaty zgrupowane
w trzy gléwne klastry réznigce sie specyficznoécig substratowa (Zn-CDF, Zn/
Fe-CDF, Mn-CDF); w obrebie tych klastrow wydzielono siedem mniejszych grup
wyréznionych innymi kolorami. Sekwencje aminokwasowe wyszczeg6lnione w
tabeli 3 poréwnywane byly w programie ClustalW, drzewo filogenetyczne zo-
stalo wygenerowane przez program MEGA-11, do wizualizacji wykorzystano
narzedzie internetowe iTOLv6. CDF - ang. cation diffusion facilitator, biatka trans-
portujace kationy metali; MTP - ang. metal tolerance proteins, bialka tolerancji na
metale. Za [77], zmienione.
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Tabela 2. Szczeg6towe informacje o genach MTP i kodowanych przez nie biatkach zidentyfikowanych u jeczmienia. Identyfikacje genéw wykonano poprzez poréwnanie
sekwengji znanych genéw MTP rzodkiewnika do genomu jeczmienia z wykorzystaniem narzedzi BLAST, InterProScan oraz bazy Phytozyme. Fizykochemiczne wiasci-
wosci biatek MTP oceniono in silico wykorzystujac narzedzie ProtoParam w portalu ExXPASy: narzedzia Plant-mPLoc uzyto go ustalenia lokalizacji wewnatrzkomorkowej;
narzedzia TMHMM ServerV.2.0 i HMMTOP pozwolity przewidzie¢ prawdopodobne regiony transblonowe. Za [77] zmodyfikowane. aa - aminokwasy; CDS - rejon
kodujacy; GRAVY - wspoétczynnik hydropatycznosci; Hv - jeczmient zwyczajny; MTP - biatka tolerancji na metale ciezkie; MW - masa czgsteczkowa; pl - punkt izoelek-
trycznym; pz - pary zasad; TMD - domena transbfonowa.
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Rycina 2. Struktura genéw HvMTP. Egzony czyli sekwencje kodujace CDS przedstawione sa w postaci zottych prostokatow; introny przedstawione sa w formie szarych
linii; UTR - region nie ulegajacy translacji. Skala u dotu ryciny wyraza dlugos¢ genéw w liczbie par zasad. Hv - Hordeum vulgare; MTP - ang. metal tolerance proteins,
biatko tolerancji na metale. Strukture genow ustalono uzywajgc programu Structure Display Serve2.0, wizualizacji danych wykonano uzywajac narzedzia TBtools [77],
zmienione.
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Tabela 3. Numery akcesyjne sekwencji aminokwasowych biatek MTP wykorzystanych w analizie filogenetycznej pokazanej w rycinie 1. Sekwencje pochodza z og6Inodo-
stepnych baz danych TAIR (https:/ /www.arabidopsis.org/), GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), RGAP (http:/ /rice.uga.edu/) i Phytozyme

Rzodkiewnik Ktosownica
Symbol TAIR Symbol GeneBank
AtMTP1 At2g46800 BdMTP1 XP_003569059.1
AtMTP2 At3g61940 brak danych
AtMTP3 At3g58810
brak danych
AtMTP4 At2g29410 brak danych
AtMTP5 At3g12100 BAMTP5 XP_003570736.1
AtMTP6 At2g47830 BAMTP6 XP_003557927.1
AtMTP7 Atlg51610 BdAMTP7 XP_003581101.1
AtMTP8 At3g58060 BAMTP8 XP_003570531.1
BAMTP8.1 XP_003558420.1
AtMTP9 At1g79520 BAMTP9 XP_003565291.1
AtMTP10 At1g16310
brak danych
AtMTP11 At2g39450 P BAMTP11 XP_003564566.1
BAMTP11.1 XP_003568286.1
AtMTP12 At2g04620 BAMTP12 XP_003572199.1

pozwalaja réwniez na glebsze rozpoznanie i zrozumienie
genomu jeczmienia.

Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare, Hv) jest opisywa-
ny jako zboze tolerujace podwyzszone stezenia Mn [74], Cu
1Cd [75,76] oraz As [25,26]. Jeczmieni nalezy do rodziny wie-
chlinowatych i jest jednym z najwazniejszych zb6z upraw-
nych, czwartym pod wzgledem wielkosci upraw na $wiecie
po kukurydzy, pszenicy i ryzu [77], z produkcja w latach
2022-2023 szacowang na 151,62 miliona ton [78]. Jeczmien
jest istotng rosling w rolnictwie, coraz czeéciej wykorzy-
stywany jest rowniez w badaniach naukowych jako nowa
roslina modelowa w réznych typach analiz, w tym wielko-
skalowych analizach genetycznych.

Dwanascie genow HuvMTP zidentyfikowanych po raz
pierwszy u jeczmienia (Hv) zostato zaklasyfikowanych do
trzech podstawowych grup, tj. Zn-CDF, Zn/Fe-CDF i Mn-
-CDFs (Tab. 2, Ryc. 1) [77]. Podobnie duza liczbe genéw
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Ogorek Ryz
Symbol GeneBank Symbol RGAP
LOC_
CsMTP1 NP_001295856.1 OsMTP1 0s05503780.1
brak danych brak danych
brak danych brak danych
CsMTP4 AFJ24701.1 brak danych
LOC_
CsMTP5 APM86800.1 OsMTP5 0s02g58580.1
CsMTP6 APMS6801.1 osmrpe  =OC-
: 0s03g22550.1
CsMTP7 APM86799.1 OsMTP7 LOC_
’ Os04g23180.1
LOC_
CsMTP8 AFJ24703.1 OsMTP8 0502g53490.1
LOC_
OSMIP8.1 5 03¢12530.1
LOC_
CsMTP9 AFJ24702.1 OsMTP9 0s01g03914.1 B
brak danych brak danych
CsMTP11 XP_004147705.1 OsMTP11 LoC_
S - : ° 0s01g62070.1
LOC_
OsMIPILL 5c05¢38670.1
CsMTP12 APMB86802.1 osmTP12  HOC-
) 0s08g32650.1

MTP obserwowano wczeéniej dla innych gatunkéw roslin,
m.in. rzodkiewnika, ryzu oraz topoli [68,69,79], co suge-
rowaé moze zbiezne funkcje fizjologiczne poszczegdlnych
ortologéw tych genéw u réznych organizméw roslinnych
(Ryc. 1, Tab. 3).

Wsréd charakteryzowanych genéw szczegélnie intere-
sujacy jest HvMTP12.1 kodujacy biatko o dlugosci i masie
czasteczkowej (797 aminokwasy i 86,55 kDa) znacznie prze-
kraczajacych typowe parametry bialek kodowanych przez
pozostate geny z rodziny HoMTP (Tab. 2), co sugeruje, ze
biatko to moze pelni¢ specyficzne funkcje, a takze podlegato
innym procesom ewolucyjnym. Analogicznie kiedy wiek-
szos¢ bialek kodowanych przez HvMTP zawiera 4-6 domen
transblonowych (Tab. 2), co jest czesta cecha obserwowana
u réznych gatunkéw roslin [32,80,81], biatko HvMTP12.1
charakteryzuje sie 11 domenami transblonowymi, podobnie
jak bialko VVMTP12 u winoroéli (Vv) [82] oraz CitMTP12 u
pomaranczy (Cif) [31].
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(https:/ / phytozome-next.jgi.doe.gov/). Oznaczenia: rzodkiewnik A. thaliana (At), klosownica B. distachyon (Bd), ryz O. sativa (Os), topola P. trichocarpa (Ptr), kukurydza
Z. mays (Zm), winoro$l V. vinifera, (Vv), sorgo S. bicolor (Sb), ogérek C. sativus (Cs).

Topola Sorgo Winorosl Kukurydza

PtrMTP1.1 Potri.014G106200 SbMTP1 Sb09g002460  VvMTP1 XP_002266346.1  ZmMTP1 ACL53182.1
PtrMTP1.2 Potri.002G180100 ZmMTP1.1  ACRB35635.1
PtrMTP3.1 Potri.011G150600 VvMTP3 XP_002278303.1

brak danych brak danych
PtrMTP3.2 Potri.001G450900

PtrMTP5 Potri.016G045200 SbMTP5 Sb04g038530  VvMTP5 XP_002279787.1  brak danych

PtrMTP7 Potri.010G251300 SbMTP7 Sb06g007330  VvMTP7 XP_002262765.1  brak danych

PtrMTP9 Potri.008G083600 SbMTP9 Sb03g007250  VvMTP9 XP_003634572.1  ZmMTP9 ACNB6717.1

PtrMTP11.1 Potri.010G211300 SbMTP11 Sb03g039220 VvMTP11.1  XP_002282508.1

brak danych
PtrMTP11.2 Potri.008G049600 VVMTP11.2  XP_002282522.2
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Rycina 3. Rozmieszczenie konserwowanych motyw6éw w obrebie biatek kodowanych przez geny HUMTP. Skala u dotu figury wskazuje dlugosc biatek wyrazona w
liczbie aminokwaséw. CE-CTD - C-koricowa domena odpowiedzialna za odplyw kationéw z cytoplazmy; CE-TDM - transblonowa domena odpowiedzialna za odptyw
kationéw z cytoplazmy. Motywy zidentyfikowano uzywajac narzedzia NCBI-Conserved Domains Database (CDD), wyniki zwizualizowano narzedziem TBtools. Hv -
Hordeum vulgare; jeczmien zwyczajny; MTP - ang. metal tolerance proteins, bialko tolerancji na metale [77], zmienione.
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Rycina 4. Profile ekspresji genow HvMTP w réznych czesciach jeczmienia. Wyniki ekspresji pobrano z baz danych Affymetrix Barley Genome Array i GENEVESTIGATOR
v3, zwizualizowano je przy pomocy programu TBtools. Skala kolorystyczna wyraza wartosc ekspresji (log,). Hv — Hordeum vulgare, jeczmien zwyczajny; MTP - ang. metal-
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Rycina 5. Profil ekspresji genow HuMTP w odpowiedzi na stres metali ciezkich u jeczmienia. Poziom ekspresji analizowano w korzeniach lub pedach eksponowanych na
dziatanie Cu, Zn, Cd, a takze As i As razem z fosforem (P) w dwoch niezaleznych eksperymentach (odréznionych gwiazdka). Wyniki pobrano z baz danych Affymetrix
Barley Genome Array i GENEVESTIGATOR v3, zwizualizowano je przy pomocy programu TBtools. Skala kolorystyczna wyraza krotnos¢ ekspresji (log,FC). Hv - Hor-
deum vulgare; MTP - ang. metal-tolerance proteins, biatka tolerancji na metale [77], zmienione.

Budowa genodw, tj. obecnoéc i liczba egzonéw i intronéw
w ich obrebie, moze stanowi¢ wartosciowq informacje dla
analiz filogenetycznych rodzin genowych [83]. Badane geny
HvMTP pochodzace z tych samych grup ewolucyjnych cha-
rakteryzuja sie podobna budowa (Ryc. 2). Co godne uwa-
gi, cztery geny Zn-CDF z grupy 1 (HoMTP1.1, HUMTP1.2,
HvMTP1.3) oraz 12 (HvMTP12.1) zbudowane sa z jednego
egzonu pozbawionego intronéw w sekwencji kodujacej,
co pozwala zaliczy¢ je do genéw jednoegzonowych (SEG,
ang. single exon genes) typowych dla organizméw prokario-
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tycznych i rzadko obserwowanych w genomach wieloko-
morkowych eukariontéw [84]. Ponadto geny HvMTP1.1,
HvMTP1.2, HyMTP1.3 maja intron w regionie niepodlega-
jacym translacji UTR, przez co zaliczane sa do grupy genoéw
uiSEGs (ang. UTR intron-containing SEGs), podczas gdy
HovMTP12.1 jest klasyfikowany jako IG (ang. intronless gene),
tj. gen pozbawiony intronéw [77].

Oproécz réznic w strukturze genéw HoMTP widoczne sa
réwniez réznice w budowie kodowanych przez nie bialek
(Ryc. 3, Tab. 2). Réznice te dotyczg zar6wno dlugosci biatek
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Rycina 6. Profil ekspresji gen6w HoMTP jeczmienia w odpowiedzi na rézne czynniki stresowe. Wyniki pobrano z baz danych Affymetrix Barley Genome Array i GENE-
VESTIGATOR v3, zwizualizowano je przy pomocy programu TBtools. Skala kolorystyczna wyraza krotnos¢ ekspresji (log,FC). Hv - Hordeum vulgare; MTP - ang. metal-

-tolerance proteins, bialka tolerancji na metale ciezkie [77], zmienione.

HvMTP, ktéra waha sie od 322 aminokwaséw w przypadku
biatka HvMTP11.2 do 797 aminokwaséw HuoMTP12.1, jak i
obecnoéci réznych konserwowanych ewolucyjnie domen.
W sekwencjach aminokwasowych dwunastu HUMTP wy-
rézniono 15 konserwowanych motywéw. Pie¢ z nich zosta-
to zidentyfikowanych jako nalezace do nadrodziny domen
transbtonowych odpowiedzialnych za odplyw kationow z
cytoplazmy (Cation efflux-TDM-, motywy 2, 4, 5, 7) oraz
nadrodziny C-koricowych domen odpowiedzialnych za
odplyw kationéw z ctytoplazmy (Cation efflux-CTD-, mo-

tyw 3) (Ryc. 3).

Organowo-, tkankowo- i komérkowo-specyficzne anali-
zy ekspresji zidentyfikowanych genéw HoMTP wykazaly,
ze jedynie cztery z nich, mianowicie HvMTP1.1, HUMTP1.2,
HvMTP7 i HvMTP8.2 wykazuja wysoki poziom ekspresji w
wiekszosci badanych organéw jeczmienia (Ryc. 4). Obser-
wacja taka sugeruje ich istotng role w regulowaniu wzrostu
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i rozwoju roélin, m.in. poprzez umozliwianie transportu
kationéw dwuwarto$ciowych wewnatrz rosliny oraz utrzy-
mywanie homeostazy metali w poszczegélnych organach
[77]. Ponadto wysoki poziom ekspresji genow HuvMTP1.2,
HvMTP8.2 i HyMTP9.1 w korzeniu moze by¢ zwigzany z
postulowana juz wczeéniej w literaturze rola tych genéw w
regulacji transportu kationéw metali z korzeni do pedu ro-
sliny [66, 85]. Pozostale ze zidentyfikowanych genéw kodu-
jacych transportery jonowe w jeczmieniu ulegaja ekspresji
na niewysokim poziomie w réznorodnych organach w trak-
cie rozwoju roéliny, z wyjatkiem genu HoMTP8.1, ktérego
ekspresji nie wykryto w ogdle badZ wykryto ja na bardzo
niskim poziomie [77].

Zaangazowanie badanych transporteréw MTP w ksztal-
towaniu tolerancji roslin jeczmienia na stres metali ciezkich
przejawia sie dodatkowo we wzroécie ekspresji kodujacych
je gendéw na skutek ekspozycji na podwyzszone stezenie jo-
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néw Cd, Cu i Zn w pedzie oraz As zaréwno w pedzie jak i
korzeniu [77] (Ryc. 5), mimo ze Cu i As nie s wskazywane
jako bezposrednio oddziatywujace z transporterami MTP.
Ponadto geny HuMTP ulegaja nadekspresji w odpowiedzi
na krétkotrwaly i przedluzony stres solny (Ryc. 6), zaréwno
w korzeniu, jak i pedzie roéliny, co nie jest zaskakujace w
Swietle obserwacji, Ze oba rodzaje streséw, tj. stres solny i
stres metali ciezkich, powoduja podobne efekty fizjologicz-
ne skutkujace zachwianiem réwnowagi jonowej oraz ogra-
niczeniem produkgji roslinnej [86,87]. Transportery MTP
wydaja sie takze zaangazowane w odpowiedz na stres chfo-
du oraz stres osmotyczny, jednakze ekspresja kodujacych
je genéw nie zmienia si¢ w trakcie ekspozycji na susze ani
stres wysokiej temperatury (Ryc. 6).

PODSUMOWANIE

Fitoremediacja, okreslana jako ,zielona technika”, jest
rozwijajaca sie metoda rekultywacji gleb, ktéra powszech-
nie uwazana jest za przyjazna dla srodowiska, ekonomicz-
na i malto ingerujaca w ekosystemy. Sukces tego podejscia
opiera si¢ na wykorzystaniu odpowiednich gatunkéw ro-
slin, ktérych efektywny wyboér nie jest mozliwy bez pelne-
go zrozumienia mechanizméw molekularnych lezacych u
podstaw tolerancji roélin na wysokie stezenie metali ciez-
kich. Bioforyfikacja zbéz koncentrujaca sie na wydajniej-
szym wchlanianiu okredlonych pierwiastkéw z gleby przez
rosliny i ich translokacji do ziarniakéw jest technikaq walki
z ukrytym glodem, tj. niedoborem mikroelementéw i nie-
dozywieniem ludzi, dla ktérych Zzywnos¢ pochodzenia ro-
slinnego jest glownym Zrédltem skladnikéw mineralnych
w diecie. Rozpoznanie genéw HuvMTP kodujacych biatko-
we transportery metali ciezkich u jeczmienia oraz analiza
profilow ekspresji tych genéw stanowi punkt startowy do
dalszych szczegétowych badar nad mechanizmami odpo-
wiedzialnymi za tolerancje roslin na wysokie stezenia meta-
li ciezkich i ich homeostaze. Ponadto wiedza ta jest waznym
zasobem w pracach nad ulepszaniem upraw jeczmienia,
poprzez stosowanie zaréwno metod inzynierii genetycznej,
jak i tradycyjnych technik produkcji zboz.
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ABSTRACT

Heavy metal contamination in soil is a global concern due to its harmful effect to all living organisms. Phytoremediation is an emerging cost-
effective technology, which utilizes different types of hyperaccumulator plants for the removal of heavy metal pollutants. Crop plants have
been suggested as a good candidate for recultivation of agricultural soil in phytoremediation process, however the molecular mechanisms
responsible for the crop tolerance to heavy metals is still unknown. Metal-tolerance proteins (MTPs) are divalent cation transporters that play
critical roles in metal tolerance and ion homeostasis in plants. The current study identified 12 HvMTPs in the barley (Hordeum vulgare, Hv)
genome; the majority of MTPs were hydrophobic proteins found in the vacuolar membrane. Gene expression profiling suggests that HUMTPs
play an active role in maintaining barley nutrient homeostasis throughout its life cycle. The expression of barley HUMTP genes in the presence
of heavy metals revealed that these MTPs were induced by at least one metal ion, implying their involvement in metal tolerance.
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