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CZY MOZNA USPRAWNIC POBIERANIE FOSFORANOW PRZEZ ROSLINY ?

Fosfor jest jednym z wazniejszych skladni-
kow mineralnych niezbednych do prawidtlo-
wego wzrostu, rozwoju i metabolizmu roSlin.
Wchodzi on w sktad wielu zwiazkéw orga-
nicznych, miedzy innymi: fosfolipidow, fosfo-
ranéw cukrow, kwaséw nukleinowych, ATP
czy pirofosforanu. Poziom fosforu w tkan-
kach roslin wplywa istotnie na przebieg
i intensywnoS$¢ wigkszoSci procesOw meta-
bolicznych w tym: fotosyntezy i oddychania,
biosyntezy bialek i kwasow nukleinowych
oraz transportu asymilatow i sktadnik6w mi-
neralnych (CIERESZKO i RYCHTER 1995, MIMU-
RA 1999, CIERESZKO 2000, POIRIER i BUCHER
2002, RYCHTER i RAO 2005 oraz prace tam
cytowane). Fosfor pelni takze funkcje regu-
latora reakcji enzymatycznych, oddzialuje na
ekspresj¢ genow oraz bierze udzial w trans-
dukcji sygnatow w komorkach roslinnych
(ABEL i wspotaut. 2002, RAUSCH i BUCHER
2002, CIERESZKO 2003, HAMMOND i wspotaut.
2004, FRANCO-ZORRILLA i wspotaut. 2004, CIE-
RESZKO i KLECZKOWSKI 2005).

Fosfor wystepuje w glebie w postaci
zwiazkow organicznych lub nieorganicznych,
w wickszoSci niedostepnych roslinom. Pula
organiczna to najczesciej 30-50% catkowitej
zawartoSci fosforu w glebie; tworza ja glow-
nie kwasy fitynowe, fosfolipidy i kwasy nu-
kleinowe, bedace produktami rozktadu roslin
i zwierzat (SCHACHTMAN i wspodtaut. 1998,
VANCE i wspotaut. 2003). Organiczne formy
fosforu podlegaja rozkladowi (mikrobiolo-
gicznemu) i przemianie do frakcji nieorga-
nicznej, m. in. dostepnej dla roslin. Nieorga-
niczne frakcje fosforu w glebie to okoto 170
form mineralnych sa to przede wszystkim
fosforany wapniowe, fosforany glinu i zela-

za. Wazniejsze mineraly zawierajace fosfor
i zwiazki fosforu w glebie to: hydroksyapatyt
Ca (PO 4)30H, fluoroapatyt Ca, (PO 4)‘,)F oraz
fosforany wapniowe: Ca,HPO, i Ca,(PO)),
a takze waryscyt AIPO, - 2H,O i strengit FePO,
- 2H,0 (MENGEL i KIRKBY 1983). Bezposrednio
dostepny dla roslin jest jedynie fosfor w roz-
tworze glebowym, wystepujacy w postaci
jonow H,PO, i HPO*, okreSlanych skrotem
Pi. Jednak stezenie Pi w glebie jest niskie
i rzadko przekracza 10 uM (MARSCHNER 1995,
RAGHOTHAMA 1999). Dostepne roslinom for-
my fosforu pochodza z wietrzenia minera-
16w, a na rolnych gruntach uzytkowych —
glownie z nawozéw sztucznych (GROTZ i GU-
ERINOT 2002). Rosliny sa czesto narazone na
niedobor fosforu w Srodowisku. Szacuje sie,
ze zbiory zbo6z nawet z 30-40% Swiatowych
uzytkOw rolnych sa znacznie obnizone ze
wzgledu na niedobo6r Pi (VANCE 2001). Szcze-
golnie niski poziom Pi jest spotykany w gle-
bach regionéw tropikalnych i podzwrotniko-
wych (VANCE i wspotaut. 2003). Gleby wyste-
pujace na terenie Polski takze nie sa zasobne
w przyswajalne formy fosforu. Przyktadowo,
ponad 50% uprawnych gleb wojewodztwa
podlaskiego stanowia gleby o niskiej zasob-
nosci fosforu (GRABOWSKI 2004). Stosowa-
nie mineralnych nawozow fosforowych jest
kosztowne, a fosfor w nich zawarty nie jest
w pelni wykorzystany — jedynie 15-25% fos-
foru z nawozow jest pobierane przez rosliny
(RENKO 2004), reszta przechodzi w formy
nierozpuszczalne, niedostepne roslinom, lub
jest wymywana z gleby, wywolujac czesto
eutrofizacje wod. Dostepne scenariusze kon-
sumpcji i perspektywy dostepnosci fosfora-
now w glebach zapowiadaja znaczacy wzrost
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zuzycia nawozow fosforanowych przy jedno-
czesnym wyczerpaniu naturalnych zasobow
fosforu (RAGHOTHAMA 2000b, VANCE 2001).
Przewiduje si¢, ze naturalne Zrodla fosforu,
niezbedne do produkcji sztucznych nawozow
fosforowych (gléwnie fosforyty) ulegna wy-
czerpaniu w ciagu najblizszych 60 lat (VANCE
i wspotaut. 2003). Zatem, aby utrzymac¢ (lub
zwiekszy¢) produkcje roslin uzytkowych na-

lezy znalez¢ inne, alternatywne rozwiazania.
Konieczne jest stworzenie sprawnego Syste-
mu monitoringu niedoboru Pi, oraz opraco-
wanie niedrogich lecz skutecznych zabiegow
zwiekszajacych dostepnos¢ fosforu dla roslin
(SMETHURST 2000, VANCE 2001). Potrzebne sa
tez nowe odmiany roSlin wydajniej pobiera-
jace i wykorzystujace fosfor w glebie (HIN-
SINGER 2001).

POBIERANIE I TRANSPORT Pi

Z roztworu glebowego Pi pobierany jest
przez korzenie, zwlaszcza strefe wloSnikow3.
Uwaza si¢, ze Pi dyfunduje do przestrzeni
apoplastycznych Scian komorkowych wio-
$nikOw, natomiast transport przez blone do
wnetrza komorki jest aktywny (RAGHOTHAMA
2000a). W poprzek korzenia jony fosforano-
we sa transportowane droga symplastyczna
lub apoplastyczna. Transport dhugodystanso-
wy jonow fosforanowych odbywa si¢ zarOw-
no ksylemem, jak i elementami floemu (MiMU-
RA 1999, HELL i HILLEBRAND 2001). Ksylemem
transportowany jest wylacznie Pi z korzeni
do liSci. Floemem za$ zwigzki fosforu moga
przemieszczaC si¢ np. ze starszych liSci do
pedow i mtodych liSci — w celu utrzymania
zawartoSci Pi w mtodych liSciach na stalym
poziomie. W komorkach roSlinnych wystepu-
ja dwie glowne pule fosforanoéw: cytoplazma-
tyczna (ok. 20% catoSci Pi) i wakuolarna (ok.
80%). Stezenie cytoplazmatycznej puli Pi,
uwazanej za pule metaboliczna, podlega Sci-
stej regulacji (MIMURA 1999). W warunkach
niedoboru fosforu zmagazynowany w waku-
oli Pi pozwala utrzymac przez pewien czas
pule cytoplazmatyczna na nie zmienionym
poziomie (MIMURA 1999, CIERESZKO 2000,
RYCHTER i RAO 2005).

Pobieranie fosforu z otoczenia moze sta-
nowi¢ problem dla roSlin — stezenie tego
pierwiastka wewnatrz komorki (ponad 10
mM) jest bowiem wielokrotnie wyzsze niz
w podiozu (2-10 uM) (MARSCHNER 1995, RA-
GHOTHAMA 2000a). Transport Pi do komo-
rek jest procesem energochlonnym i wyma-
ga obecnoSci specyficznych transporterow.

Wyodrebniono dwa systemy transportowe:
transportery o niskim powinowactwie do
Pi oraz transportery charakteryzujace si¢
wysokim powinowactwem do Pi (aktywne
w warunkach niedoboru fosforu) (POIRIER
i BUCHER 2002, SMITH i wspoétaut. 2003).
Wieckszo$¢ transporterow Pi to biatka zlo-
kalizowane w btonach i skladajace si¢ z 12
domen transmembranowych o duzym obsza-
rze hydrofilowym pomiedzy domena 6 i 7.
Odcinki N- i C-koncowe zlokalizowane sa po
cytoplazmatycznej stronie btony (transpor-
tery o wysokim powinowactwie do Pi) lub
po stronie zewnetrznej komorki (transporte-
ry o niskim powinowactwie do Pi) (POIRIER
i BUCHER 2002, RAUSCH i BUCHER 2002). Bio-
chemiczne i molekularne badania ostatnich
lat umozliwily charakterystyke transporterow
Pi, oraz kodujacych ich genow, u wielu ro-
slin (RAUSCH i BUCHER 2002, CIERESZKO 2003,
SMITH i wspotaut. 2003). Przyktadowo, ge-
nom rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana L.)
zawiera kilka, niezbyt licznych, rodzin geno-
wych, m.in. rodzine PHT1 (kodujaca 9 trans-
porterow). Transportery Phtl;1 i Phtl;4 wy-
kazuja najwyzsza ekspresje; sa to transportery
o wysokim powinowactwie do Pi, zlokalizo-
wane w mtodych czeSciach korzeni, przede
wszystkim w komorkach witosnikow (POIRIER
i BUCHER 2002, SHIN i wspoétaut. 2004). Ge-
nom Arabidopsis zawiera ponadto 11 genow
z rodziny PHO1 (kodujacych prawdopodob-
nie transportery) ich ekspresj¢ wykazano
w liSciach, korzeniach, todygach i kwiatach
roSlin, zwlaszcza w tkankach przewodzacych
(WANG i wspotaut. 2004).

STRATEGIE DOSTOSOWAWCZE ROSLIN DO WARUNKOW NIEDOBORU Pi

Rosliny dysponuja wieloma mechanizma-
mi pozwalajacymi przetrwac okresy niedo-
boru Pi (Ryc. 1). Strategie dostosowawcze
roSlin uwzgledniaja ré6znego rodzaju zmiany

morfologiczne, anatomiczne, fizjologiczne
i biochemiczne (CIERESZKO 2000, HAMMOND
i wspotaut. 2004, RYCHTER i RAO 2005). Rosli-
ny wyksztalcily dwa gtowne rodzaje przysto-
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sowan do niedoboru Pi: (i) umozliwiajace in-
tensywne pobieranie i przyswajanie fosfora-
now przez korzenie oraz (ii) pozwalajace na
oszczedne gospodarowanie zmniejszona pula
Pi. W pracy omowione zostana szczegolowo
jedynie reakcje przystosowawcze korzeni
roSlin pozwalajace zwickszy¢ pobieranie Pi
(Ryc. 1). Pozostate odpowiedzi roslin na de-
ficyt fosforu zostaly szczegdétowo omoéwione
w innych pracach przegladowych (CIERESZ-
KO i RYCHTER 1995, MIMURA 1999, CIERESZKO
2000, RYCHTER i RAO 2005).

W warunkach poczatkowego niedoboru
Pi w korzeniach roSlin nastepuja modyfika-
cje umozliwiajace intensywne poszukiwanie
brakujacego skladnika mineralnego. Zmianie
ulegaja parametry wzrostowe roSlin: zwicksza
sie dlugos¢ i powierzchnia korzeni kosztem
ograniczenia wzrostu pedu. Cecha charak-
terystyczna roSlin z deficytem Pi jest zazwy-
czaj wyzszy stosunek masy korzenia do masy
pedu (CIERESZKO i RYCHTER 1995, HELL i HiL-
LEBRAND 2001, CIERESZKO i wspotaut. 2002).
Korzenie roSlin z niedoborem fosforu maja
mniej rozgalezien, ale wiecej dtuzszych wio-
$nikow (BATES i LYNCH 2000), charakteryzuja
sie ponadto odmienng architektura (LYNCH
i BROWN 1998, LINKOHR i wspotaut. 2002).
Obserwacje przekrojow korzeni wykazaly, ze
roSliny z deficytem fosforu wytwarzaja sto-
sunkowo duzo tkanki powietrznej (aerenchy-
my), prawdopodobnie ze wzgledu na nizsze
koszty energetyczne wydhuzania korzeni (FAN
i wspotaut. 2003). Ponadto uwaza sie, iz

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy
roznorodne reakcje aklimatyzacyj-
ne ro$lin do niedoboru fosforanow
w podlozu

zmniejsza sie¢ wrazliwos¢ korzeni na bodziec
geotropiczny, dzieki czemu korzenie bocz-
ne moga lepiej penetrowac powierzchniowe
warstwy gleby, ktore moga byc¢ bardziej za-
sobne w Pi niz warstwy glebsze. Wzmaga si¢
biosynteza etylenu, ktory prawdopodobnie
uczestniczy w powyzszych reakcjach ,nadzo-
rujac” wytwarzanie aerenchymy oraz zmiane¢
odpowiedzi na sitle przyciagania ziemskiego
(FAN i wspotaut. 2003, MA i wspotaut. 2003).

Korzenie roSlin z niedoborem Pi moga
wyksztatca¢ specyficzne struktury zwicksza-
jace powierzchnie chtonna, zwane korzenia-
mi proteoidowymi (ang. proteoid root), od
nazwy rodziny Proteaceae, u ktorych po raz
pierwszy je wykryto (WATT i EVANS 1999).
Takie struktury korzeniowe przypominaja
wygladem szczoteczki i skladaja sic z duzej
liczby drobnych korzeni bocznych obficie
poro$nictych wlosnikami (zdjecia korzeni
proteoidowych udostepnione sa na stronach:
http://www.tau.ac.il/~ecology/virtau/3-phi-
lip_nemoy/cluster_roots.htm lub http://www.
plantsci.org.au/Phytogen/PhytAprO1.htm-
I#Lambers). Wystepowanie korzeni proteoido-
wych stwierdzono, m.in., u roSlin z rodzaju
Banksia, Hakea, Protea, Telopea, Viminaria,
Lupinus (L. albus) (WATT i EVANS 1999, LAM-
BERS i wspotaut. 2003). Rosliny te wykazuja
zwickszona liczbe proteoidow juz po kilku-
dziesieciu godzinach braku Pi w podlozu
(LAMBERS i wspotaut. 2003). Ostatnie badania
wykazaly, ze proteoidy korzeniowe charak-
teryzuja sie odmiennym metabolizmem we¢-
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gla (w poréwnaniu z typowymi korzeniami)
zwigzanym, miedzy innymi, z wydzielaniem
duzej ilosci kwasow organicznych (NEUMANN
i MARTINOIA 2002, SHANE i wspotaut. 2003).
Uwaza sie, ze proteoidy korzeniowe wyste-
puja glownie u gatunkOow roslin nie wcho-
dzacych w symbioze z grzybami (NEUMANN
i MARTINOIA 2002).

Szacuje sie, ze przynajmniej 80-90% ro-
slin ladowych zyje w symbiozie z grzybami
(ekto- lub endomikoryza). Ektomikoryze two-
rzy kilka tysiecy gatunkow grzybow, czesto
specyficznych wzgledem gatunkow drzew
(TURNAU i wspotaut. 2002). Najszerzej roz-
powszechnionym typem endomikoryzy jest
mikoryza arbuskularna. Wewnatrz komorek
kory korzenia grzybnia wyksztatca charaktery-
styczne drzewkowate struktury, zwane arbu-
skulami. Mikoryze arbuskularna tworzy okoto
120 gatunkow grzybow zaliczanych do rzedu
Glomales (GADKAR i wspoétaut. 2001, TURNAU
i wspotaut. 2002). Rosliny maja mozliwos¢ re-
gulowania kolonizacji grzybowej poprzez wy-
dzielanie cukrow i aminokwaséw do podtoza
(GADKAR i wspotaut. 2001). Mikoryza umozli-
wia powiekszenie absorpcyjnej powierzchni
korzenia (o powierzchnie strzepek grzybni)
i zwicksza dostepnos$¢ sktadnikow mineral-
nych dla roslin. Wiele roslin moze wiec ro-
snac¢ i rozwija¢ sie w warunkach niedoboru
pierwiastkow, takze przy niskim stezeniu
Pi (GADKAR i wspélaut. 2001, KARANDASHOV
i wspotaut. 2004). Pi jest pobierany przez
strzepki grzyba z gleby (z regionéw poza ry-
zosfera) i przenoszony do symbiotycznych
rejonéw w obrebie kory korzenia. Dzieki
mikoryzie pobieranie Pi moze by¢ podwyz-
szone nawet kilkanasScie razy (SCHACHTMANN
1998, KARANDASHOV i BUCHER 2005). Badania
opublikowane w Nature (2001) dowiodly, ze
niedobor fosforu reguluje ekspresje genow
kodujacych nie tylko transportery Pi w grzyb-
ni, ale takze roSlinne transportery Pi uczest-
niczace w pobieraniu fosforanéw ze strzepek
grzybow mikoryzowych (RAUSCH i wspolaut.
2001). W odpowiedzi na niedobor Pi rosliny
wyksztalcily takze inne mechanizmy przysto-
sowawcze (Ryc. 1). PrzyswajalnoS¢ nieorga-
nicznych form fosforu moze by¢ zwickszona
wskutek biochemicznych modyfikacji oto-
czenia korzeni — dzieki wydzielaniu kwasow
organicznych, protonéw lub zwiazkéw fe-
nolowych do gleby (LOPEZ-BUCIO i wspolaut.
2000b, HINSINGER 2001, DAKORA i PHILLIPS
2002, TICCONI i ABEL 2004, JUSZCZUK i wspol-
aut. 2005). Wydzielany kwas organiczny
wchodzi w reakcje z fosforanami glinu, ze-

laza lub wapnia, w wyniku czego uwalniany
fosforan nieorganiczny jest pobierany przez
korzenie (HINSINGER 2001). Natomiast przy-
swajalnoS¢ organicznego fosforu moze wzro-
sna¢ dzieki sekrecji enzymow rozkltadajacych
estry fosforanowe (LI i wspotaut. 1997, THO-
MAS i wspotaut. 1999, COELLO 2002, TOMSCHA
i wspotaut. 2004). Wymaga to zmodyfikowa-
nia metabolizmu korzeni w celu zwiekszone;j
produkcji wydzielanych zwiazkéw (CIERESZ-
KO i RYCHTER 1995). Przykladowo, zmiany
oddychania, np. wzrost ekspresji i aktywno-
Sci niektorych enzymow cyklu Krebsa (np.
syntazy cytrynianowej, EC 4.1.3.7), moga pro-
wadzi¢ do zwiekszonej produkcji cytrynianu
(WaSAKI i wspotaut. 2003). Kwas cytrynowy
jest wydzielany w duzych iloSciach przez
korzenie réznych roslin, ponadto kwas ten
uwazany jest za bardzo efektywny w pozy-
skiwaniu Pi z gleby (LOPEZ-BUCIO i wspoétaut.
2000b). Dojrzate proteoidy korzeniowe maja
szczegOlne zdolnosSci do silnego zakwaszania
gleby i moga wydziela¢ iloSci cytrynianu sta-
nowiace nawet ok. 20% swojej suchej masy
(NEUMANN i wspoétaut. 1999).

Inna odpowiedzia na niedobdr fosforu
w Srodowisku jest wzmozenie produkgcji i se-
krecji enzymow ulatwiajacych hydrolize orga-
nicznych form fosforu, zwtaszcza kwasnych
fosfataz zewnatrzkomorkowych (EC 3.1.3.2)
(OLCczAK 1996, HARAN i wspotaut. 2000). Przy
braku Pi stwierdza si¢ gwaltowny wzrost eks-
presji genow, a nastepnie aktywnosci niespe-
cyficznych kwasnych fosfataz w apoplasScie
Scian komorkowych korzenia oraz szybkie
uwalnianie tych enzyméw do podloza (Ha-
RAN i wspoétaut. 2000, TOMSCHA i wspotaut.
2004). Podczas niedoboru Pi fosfatazy dzia-
faja wiec jak system ratowniczy, hydrolizujac
kazdy ewentualny substrat do Pi, ktéry moze
by¢ pobrany przez korzenie (OLCZAK 1996,
TOMSCHA i wspoélaut. 1998). Nastepuje takze
wydzielanie fitaz (ang. phytase), zaliczanych
do fosfataz (6-fitazy, EC 3.1.3.26), przeprowa-
dzajacych stopniowa hydrolize kwasu fityno-
wego do fosforandw i estru mioinozytolu (L1
i wspotaut. 1997, MULLANEY i ULLAH 2003).
Fityna i kwas fitynowy to zapasowe formy
organicznego fosforu w tkankach roSlinnych,
zwlaszcza w nasionach, zwiazki trudno ulega-
jace degradacji (BRINCH-PEDERSEN i wspotaut.
2002). W warunkach deficytu Pi stwierdzano
wydzielanie fitaz przez korzenie kilkunastu
gatunkOw roS$lin, m.in. z rodzaju Bracharia
i Stylosanthes, a takze u koniczyny, ryzu, po-
midora, niektorych storczykow czy tubinu (LI
i wspotaut. 1997). Rosliny moga w pewnych
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warunkach korzysta¢ takze z fosforu zawar-
tego w kwasach nukleinowych. Wydzielane
sa wowczas z korzeni inne enzymy, np. fos-
fodiesteraza nukleotydowa (EC 3.1.4.16) oraz
nukleazy: deoksyrybonukleaza (EC 3.1.21.1)
i rybonukleaza (EC 3.1.27.1) — rozktadajace
DNA i RNA pochodzenia zwierzecego lub

roSlinnego (ABEL i wspotaut. 2000, 2002).
Ponadto, niektore roSliny moga uzyskiwad
Pi z pozakomoérkowych zasobéw ATP dzieki
wydzielaniu enzymow okreSlanych mianem
apirazy (ang. apyrase) (THOMAS i wspolaut.
1999).

PROBY POPRAWIENIA EFEKTYWNOSCI POBIERANIA Pi

W ostatnich latach podjeto wiele badan
nad stworzeniem i wyborem metod udosko-
nalenia roS$lin pod wzgledem pobierania Pi.
Metody takie mozemy podzieli¢ na tradycyj-
ne oraz nowoczesne, wykorzystujace najnow-
sze techniki badawcze. Do metod tradycyj-
nych nalezatoby zaliczy¢: (i) poszukiwanie
wsrod znanych odmian roSlin najlepiej do-
stosowanych do niedoboru Pi, (ii) hodowle
nowych odmian poprzez krzyzowki znanych
roS$lin, odpornych na niedob6r Pi, (iii) proby
inokulacji roslin uprawnych (tzn. nasion lub
korzeni) propagulami endotroficznych grzy-
bow mikoryzowych, (iv) inokulacje nasion
lub korzeni roSlin przez szczepy bakteryjne,
uczestniczace w mineralizacji fosforu orga-
nicznego lub w rozpuszczaniu mineralnych
form fosforu (RODRIGUEZ i FRAGA 1999, NAR-
RANG i wspotaut. 2000, WIsSUwA 2003).

Poszukujac odpowiedzi na pytanie, jakie
cechy charakteryzuja rosliny najlepiej dosto-
sowane do niedoboru Pi zbadano 36 odmian
Arabidopsis thaliana (NARRANG i wspotaut.
2000). Wybrano 5 najbardziej ,sprawnych”
odmian — charakteryzowaly si¢ one przy-
najmniej jedna z ponizszych cech: dlugie ko-
rzenie, dhugie i gesto rozmieszczone wltosni-
ki, intensywne pobieranie Pi w przeliczeniu
na jednostke dhugosci korzenia, zdolnos¢ do
zakwaszania ryzosfery (NARRANG i wspolaut.
2000). W badaniach nad wprowadzeniem
nowych genotypow ryzu stwierdzono, ze na-
wet niewielkie zmiany w morfologii korzeni
moga owocowac zwiekszona intensywnoscia
pobierania Pi (WissuwA 2003). Prowadzone
wczeSniej badania mialy na celu wyselek-
cjonowanie, sposrod 16 genotypow fasoli,
roSlin najlepiej nadajacych si¢ do uprawy
w krajach tropikalnych i subtropikalnych
(YAN i wspotaut. 1995a, b). Nasiona roSlin
straczkowych stanowia tam niebagatelny pro-
cent diety zZywieniowej a ziemia uprawna
jest uboga w fosfor. Plony sa mocno obnizo-
ne i wydajnos¢ produkgji rolniczej dochodzi
jedynie do 20-30% wydajnoSci uzyskiwanej
w krajach o wysoko rozwinietym rolnictwie

(YAN i wspotaut. 1995a, b, HERRERA-ESTRELLA
1999; VANCE 2001). Badania te, uzupeklione
np. o analize grupy loci cech iloSciowych
QTL (ang. quantitative trait loci), jak w przy-
padku ryzu (NI i wspolaut. 1998), moga sta-
nowi¢ podstawe do okreSlenia cech pozada-
nych u roSlin uzytkowych uprawianych na
glebach ubogich w Pi.

Innym podejsciem sa proby doskona-
lenia roSlin z wykorzystaniem metod inzy-
nierii genetycznej. Uwaza si¢, ze korzystne
mogtoby by¢ wprowadzenie do tkanek ge-
now warunkujacych: (i) efektywny wzrost
korzeni lub wlosnikow w warunkach defi-
cytu Pi, (ii) zwickszenie ekspresji transpor-
terow blonowych o duzym powinowactwie
do Pi, (iii) zwickszone wydzielanie kwasow
organicznych; (iv) podwyzszona synteze i se-
krecje (przez korzenie) enzymow hydrolizu-
jacych organiczne formy fosforu w glebie,
(iv) zwickszona biodegradacje¢ fityny lub ob-
nizong zawartoS¢ fityny w nasionach (HIRSCH
i SussmMAN 1999, LOPEZ-BucCiO i wspotaut.
2000a, RICHARDSON i wspotaut. 2001, TESFAYE
i wspotaut. 2001, KUNZE i wspotaut. 2002).
Ponadto, korzystne mogloby by¢ stworzenie
roSlin transgenicznych uzytecznych do mo-
nitorowania stopnia niedoboru Pi — ,smart
plants” (HAMMOND i wspotaut. 2003).

Transgeniczne kultury komoérkowe tyto-
niu, charakteryzujace si¢ zwickszonym po-
ziomem transkryptu PHT1 transportera Pi
(o wysokim powinowactwie do fosforanu),
wydajniej pobieraly fosforan i znacznie le-
piej rosty na podlozu o niskiej zawartoSci Pi
niz kultury kontrolne (MITSUKAWA i wspotaut.
1997, KUNZE i wspotaut. 2002). Nie zbada-
no jednak wplywu nadekspresji genu PHTI
na funkcjonowanie i wzrost caltej roSliny,
nie podjeto takze prob uprawy takich roSlin
w warunkach polowych (KUNZE i wspotaut.
2002). Ten kierunek badain nie byl konty-
nuowany, prawdopodobnie metodycznym
utrudnieniem bylo podobiefistwo sekwencji
licznych genéw (poznanych w nastepnych
latach) kodujacych transportery Pi (KUNZE
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i wspotaut. 2002, SMITH i wspoétaut. 2003).
Ponadto, nalezy pamieta¢ iz Pi pobrany
w nadmiarze przez zmodyfikowane rosliny
moze mie¢ dla nich dzialanie toksyczne (MI-
MURA 1999, RAGHOTHAMA 1999).
Nadekspresja genow kodujacych enzy-
my zwiazane z synteza i wydzielaniem kwa-
sOw organicznych przez korzenie powinna
by¢ uzyteczna cecha stymulujaca pobiera-
nie Pi z gleby. Stwierdzono, ze nadekspre-
sja bakteryjnego genu syntazy cytrynianowej
(z Pseudomonas aeruginosa) w komorkach
tytoniu zwickszala produkcje i wydzielanie
kwasu cytrynowego (DE LA FUENTE i wspot-
aut. 1997), takie roSliny transgeniczne inten-
sywniej pobieraly Pi z podtoza i wykazywaly
lepszy wzrost na glebach ubogich w fosfor
(Lopez-Bucio i wspotaut. 2000a). Jednak ba-
dania transgenicznego tytoniu z nadekspre-
sja syntazy cytrynianu w innym laboratorium
wskazaly, ze metoda ta wymaga uwaznego
dobierania promotorow i dalszych doSwiad-
czefl, zanim zastosuje si¢ ja w praktyce (Del-
haize i wspoétaut. 2001). Natomiast badania
z uzyciem roSlin Daucus carota z nadekspre-
sja mitochondrialnej syntazy cytrynianowej
(z rzodkiewnika) (KOYAMA i wspotaut. 1999)
oraz Arabidopsis thaliana z nadekspresja mi-
tochondrialnej syntazy cytrynianowej (z mar-
chwi) (KovyamMa i wspoétaut. 2000) wykazaly,
ze te transgeniczne roSliny charakteryzuja
si¢ wyzsza produkcja i sekrecja cytrynianu
oraz lepszym wzrostem na podlozach zawie-
rajacych fosforan glinu. Cytrynian, oproécz
uwalniania Pi z niedostepnych roslinom fos-
foran6w moze stanowic¢ takze zZrodlo wegla
wzmagajac rozwoj bakterii glebowych. Ro-
sliny Medicago sativa z nadekspresja genu
kodujacego dehydrogenaze jabtczanowa (EC
1.1.1.82) wykazywaly wzrost aktywnoSci en-
zymu (1,6 x) oraz 7-krotny wzrost st¢zenia
kwasoéw organicznych (cytrynowego, jabiko-
wego, bursztynowego i octowego) w eksu-
datach korzeniowych (TESFAYE i wspolaut.
2001). Powodowalo to zwickszenie dostep-
noSci P, K, Mn i Zn w ryzosferze korzeni
roSlin transgenicznych (TESFAYE i wspolaut.
2003). Natomiast nadekspresja genu koduja-
cego karboksylaze fosfoenolopirogronianowa
(EC 4.1.1.31) u Medicago sativa powodowala
wzrost aktywnoSci enzymu, ale nie obserwo-
wano wzrostu stezenia kwasOw organicznych
w korzeniach (TESFAYE i wspotaut. 2001).
Podejmuje si¢ proby doskonalenia nie
tylko roslin — poszukuje si¢ takze szczepow
bakterii o wysokiej wydajnoSci wydzielania
kwaso6w organicznych (lub fosfataz) w celu

zwickszenia dostepnosci Pi w glebie. Kwa-
sami organicznymi najczeSciej wydzielanymi
przez bakterie sa: kwas glukonowy, octowy,
mlekowy, walerianowy, glikolowy czy kwas
bursztynowy (RODRIGUEZ i FRAGA 1999).
Stwierdzono, ze stosowanie szczepOw bakte-
ryjnych z rodzaju: Pseudomonas (P. cepacia),
Azospirillum, Burkholderia (B. cepacia), En-
terobacter, Bacillus (B. firmus, B. liquenifo-
ris), Rhizobium (R. leguminosarum, R. me-
liloti), Erwinia (E. herbicola), Serratia po-
prawia wzrost i rozwoj roSlin na podtozach
ubogich w fosfor rozpuszczalny (RODRIGUEZ
i FRAGA 1999).

Wykorzystanie roSlin transgenicznych
intensywnie wytwarzajacych enzymy degra-
dujace fityne mogloby, z kolei, poprawic
biodegradacje tych zwiazkow, zwickszyc
dostepnosS¢ Pi oraz zapobiec nadmiernemu
nagromadzaniu organicznych form fosfo-
ru w glebie (BRINCH-PEDERSEN i wspotaut.
2002). Wprowadzenie genu phyA (koduja-
cego fitaze) z Aspergillus niger do komorek
Arabidopsis spowodowalo 20-krotny wzrost
aktywnoSci fitaz w korzeniach roslin (wyka-
zujacych ekspresje ex:phyA) (RICHARDSON
i wspotaut. 2001). Zwickszenie aktywnosci fi-
taz poprawialo wzrost roslin transgenicznych
i gospodarke fosforanowa. Wzrost roSlin
zmodyfikowanych na podtozu tylko z fityna,
byt podobny do wzrostu roslin nie zmodyfi-
kowanych genetycznie na podlozu optymal-
nie zaopatrzonym w fosfor nieorganiczny
(RICHARDSON i wspoétaut. 2001). Innym spo-
sobem zapobiegajacym nagromadzaniu fity-
ny w otoczeniu sa proby wyselekcjonowania
roSlin z obnizona zawartoScia kwasu fityno-
wego (lub fityny), jako zapasowego zwiazku
fosforu w nasionach czy bulwach. Efektem
takich badan jest wyizolowanie mutantOw
kukurydzy i jeczmienia (Jpal, lpa2 — ang.
low phytic acid) o obnizonej Srednio o 50-
-80% kumulacji kwasu fitynowego w nasio-
nach lecz podobnej zawartosci fosforu catko-
witego (RABOY 1998).

Manipulujac pula fosforanow wprowa-
dzono do lisci ziemniaka (Solanum tubero-
sum L.) gen kodujacy kinaze¢ polifosforano-
wa (enzym bakteryjny z Echerichia coli). Wy-
nikiem transformacji bylo powstanie nowej,
nietypowej u roSlin, puli Pi w chloroplastach
(jednak nieaktywnej metabolicznie) (VAN
VOORTHUYSEN i wspotaut. 2000). Wydaje sig,
ze zmodyfikowane genetycznie rosliny zdol-
ne do gromadzenia polifosforanéw powinny
mie¢ ro6wniez wprowadzone geny (np. takze
bakteryjne) odpowiedzialne za metabolizm
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tej formy zapasowej fosforu (VAN VOORTHUY-
SEN i wspotaut. 2000, RAGHOTHAMA 2000 b).

Brak jest dotychczas doniesien o uda-
nych probach zwickszania sekrecji niespecy-
ficznych kwasnych fosfataz do podtoza. Wy-
izolowanie i badania mutantow Arabidopsis
z obnizona produkcja kwasnych fosfataz ze-
whnatrzkomoérkowych (pup 1, pup3) (TOMSCHA
i wspotaut. 2004) wykazaly, ze obnizenie se-
krecji fosfataz istotnie zmienia gospodarke
fosforanowa roslin. Wydaje sie¢, iz w najbliz-
szej przyszloSci zostana skonstruowane takze
roSliny transgeniczne charakteryzujace si¢
zwiekszonym wydzielaniem niespecyficznych
kwasnych fosfataz z korzeni.

Nasuwaja si¢ watpliwoSci — a moze do
utrzymania produkcji rolniczej wystarczylby
jedynie sprawny system monitorowania po-
ziomu Pi w glebie i dobrane odpowiednio
nawozenia? Niestety, ciagle brakuje dobrych
metod pomiaréw frakcji fosforu dostepnego
roSlinom. Analiza zawartoSci fosforu calko-
witego i nieorganicznego w glebie metoda-
mi chemicznymi na pewno nie jest wystar-
czajaca, ponadto utrudniona jest wlasciwa
ekstrakcja roztworu glebowego (SMETHURST
2000). Poziom Pi jest zmienny, zalezy od ro-
dzaju gleby, jej pH, uprawy i intensywnosci
nawozenia. Ponadto chemiczne pomiary ste-
zenia Pi nalezaloby powtarza¢ wielokrotnie
w ciagu roku. Chemiczne pomiary najcze-
Sciej nie odzwierciedlaja rzeczywistego zapo-
trzebowania roSlin na Pi i odmiennych moz-
liwosci réznych roSlin do pobierania fosforu
z gleby (SMETHURST 2000); nie uwzgledniaja
tez faktu, ze roSliny moga wptywac¢ na swo-
je otoczenie zwickszajac dostepnos¢ fosforu.
A odpowiednie, jedynie uzupelniajace braki
Pi, dawki nawozow fosforowych nalezatoby
dobiera¢ biorac pod uwage wszystkie wymie-
nione czynniki. Aktualnie podejmowane sa
proby wprowadzenia metod pomiaréw bez-
posrednich dostepnych sktadnikéw mineral-
nych, ktére polegaja np. na nieinwazyjnych
pomiarach fluorescencji chlorofilu w mate-
riale roSlinnym za pomoca specjalnych sond
(metoda taka okazala sie skuteczna przy
okresleniu stopnia niedoboru azotu) (RAUN
i wspotaut. 1998). Tworzone sa obecnie mo-
dele (symulacje komputerowe) okreslajace
powiazania pomiedzy poziomem Pi w gle-
bie, nawozeniem a odpowiedziami roSlin na
niedobor fosforu lub nadmierne nawozenie
fosforanowe (GREENWOOD i wspoétaut. 2001);
modele te powinny w przysztosSci utatwic ra-
cjonalne gospodarowanie zasobami fosforu
w przyrodzie.

Nowym pomystem bylo skonstruowanie
ro$lin zdolnych do rozpoznania i wykazania
niedoboru Pi w tkankach, nazwane przez ba-
daczy ,smart plants” (HAMMOND i wspotaut.
2003). Poszukujac wlasciwego genu kontro-
Inego zbadano ekspresje genow w pedach
Arabidopsis za pomoca mikromacierzy DNA
(ang. cDNA microarray) po 4 h, 1 dniu i po
4 dniach niedoboru fosforu. Za ,wlaSciwy
gen” autorzy uznali taki, ktory wykazuje sty-
mulacje ekspresji w odpowiedzi na bardzo
wczesny i wezesny deficyt P, zanim nastapia
widoczne zmiany we wzroScie roSlin (ktore
w badanych warunkach nastepowaly po 72
godzinach braku Pi w podiozu). Jako gen
kontrolny wybrano SQDI, kodujacy biatko
uczestniczace w biosyntezie sulfolipidow
(Yu i wspotaut. 2002). Do cel6w monitoro-
wania niedoboru Pi przygotowano rosliny
transgeniczne zawierajace konstrukt reporte-
rowego genu -glukuronidazy pod kontrola
promotora SQDI (GUS::8QD1) — zmiany eks-
presji genu uwidocznione zostaly w postaci
niebieskiej barwy produktu aktywnoSci -
-glukuronidazy (HAMMOND i wspotaut. 2003).
Do kontroli stopnia deficytu Pi u roslin mo-
glyby stuzy¢ rowniez inne ,geny kontrolne”.
HAMMOND i wspotaut. (2003) sadza, ze zasto-
sowane tego typu ,smart plants” w prakty-
ce pozwoliloby na sprawne monitorowanie
upraw i racjonalne uzupelnianie brakéw da-
nego pierwiastka (poprzez nawozenia), tylko
w razie rzeczywistego niedoboru niezbedne-
go sktadnika mineralnego w tkankach. Pod-
sumowujac, nalezy podkresli¢, ze roSliny la-
dowe w czasie swojej ewolucji wyksztalcity
wielostronne mechanizmy pomagajace uzy-
ska¢ niedostepne formy fosforu z podloza
oraz poprawi¢ wykorzystanie wewnatrzko-
morkowych zasobow Pi. Sposoby poprawie-
nia dostepnoSci, pobierania, transportu i ho-
meostazy Pi zaleza zaré6wno od pozycji syste-
matycznej danej roSliny, jak i od warunkow
srodowiska (zwlaszcza od rodzaju podtoza).
Cztowiek podejmuje wiele prob udoskonale-
nia roSlin pod wzgledem efektywnosci pobie-
rania/odzyskiwania skladnikéw mineralnych,
w tym takze Pi, aby uzyska¢ odporne na nie-
dobor pierwiastkow rosliny uprawne (HIRSCH
i SUSSMAN 1999, GROTZ i GUERINOT 2002). Jest
to zazwyczaj trudne, glownie ze wzgledu na
ogromna réznorodnos¢ reakcji roslin na nie-
dobor Pi (oraz wielu podobienstw do reakgcji
na inne stresy, jak np. zmiany wzrostowe czy
nagromadzanie metabolitow). W warunkach
laboratoryjnych uzyskano obiecujace egzem-
plarze roslin udoskonalonych pod wzgledem
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wykorzystania Pi. Jednak niewiele wynikow
tych badan udato sie dotychczas wykorzy-
sta¢ w praktyce polowej — do upraw roSlin
uzytkowych. Zastosowanie nowych roslin
(np. zmodyfikowanych genetycznie) i metod
uprawy w praktyce wymaga na pewno auto-
matyzacji diagnostyki genetycznej i znaczne-
go obnizenia jej kosztow (HERRERA-ESTRELLA
1999). Ponadto, niezbedna jest Scista wspot-
praca biotechnologow z hodowcami roSlin.

Ostatnie lata przyniosly ogromny postep ba-
dain nad molekularnym podtozem odpowie-
dzi roslin na niedoboér Pi (CIERESZKO 2003).
Uzyskane wyniki prawdopodobnie przyczy-
nia sie do tworzenia nowych roslin, zmody-
fikowanych w celu efektywnego wykorzy-
stania Pi, oraz zastosowania nowoczesnych
technik uprawy roSlin na glebach ubogich
w sktadniki mineralne.

CAN THE UPTAKE OF PHOSPHATES BY PLANTS BE IMPROVED?

Summary

Phosphorus is an important nutrient but usually
it is at low availability in the soil — thus, it can li-
mit plant growth and agricultural production. Plants
have evolved various responses to adapt to low phos-
phorus nutrition - which is shortly summarized in
this review. For example, roots secrete organic acids
and different enzymes to rhizosphere, or can induce
the transport system to improve the release (from
the soil) and uptake of inorganic phosphate (Pi).

Plants might control Pi nutrition by induction of my-
corrhizae or by developing specific root structures
— proteoid roots. Attempts to generate plants which
may more efficiently acquire Pi from the soil have
recently been made by several scientific groups. The
usefulness of such transgenic plants, with improved
Pi uptake and enhanced Pi mobilization, and possi-
ble application of these plants in agriculture are dis-
cussed.
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