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Plant Resistance to Heavy Metals Stress
Summary

The studies on the effect of heavy metals on plants have shovn that they
cause intensification of two types of unfavorable processes:

— inactivation of macromolecules and cellular structures,

- induction of oxidative stress.

All molecular, structural and metabolic changes on the level if molecules,
tissues and organs lead to changes of plant morphology. One of tie change is
inhibition of plant growth, reflected as a reduction of its size, massof either the
whole plant or its part, organs or tissues.

In response the plant activates processes restoring its homeistasis. In re-
moving reversible changes a particular role is played by the proceses of heavy
metal detoxification as well as removal of active forms of oxygei.
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1. Wprowadzenie

Metale ciezkie niefunkcjonalne dla roslin, Jak kadn, rte¢ czy
otéw, czy funkcjonalne przy ponad optymalnych stezmiach wy-
kazujg w stosunku do nich wysoka toksycznosé. Powdujg zmia-
ny ich procesow fizjologicznych, ktére prowadzg do ahamowa-
nia wzrostu, ograniczenia pobierania sktadnikbw mneralnych,
chlorozy lub nekrozy lisci, zmian ultrastruktury koméid i morfo-
logii roslin. Jednoczes$nie czynnik stresujacy indukujewiele me-
chanizmoéw obronnych w roslinie pozwalajacych przwaocic Jel
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homeostaze. Strategia tolerowania stresu jest dominujaca w mechanizmie odporno-
éci roslin na dziatanie metali ciezkich. W szczegdlnosci istotne sg dwa jej mechani-
zmy nalezace do strategii unikania zmian szkodliwych, mianowicie proces detoksy-
kacji metali oraz proces usuwania aktywnych form tlenu (1-3).

2. Pobieranie i translokacja metali ciezkich w roslinie

jony niektérych metali, np. miedzi, cynku lub kadmu sg stosunkowo tatwo po-
bierane przez rosliny, gléwnie poprzez korzenie. Intensywno$¢ tego procesu jest
proporcjonalna do stezenia metalu w roztworze glebowym (4-6). Wiekszos¢ pobra-
nych jonéw metali jest zatrzymywana w systemie korzeniowym rosliny przez ele-
menty strukturalne Sciany komoérkowej, np. przez zwigzki pektynowe i biatka (7-8).
Transport radialny i wertykalny w korzeniu odbywa sie gtéwnie poprzez apoplast,
to znaczy poprzez Sciany komorkowe i przestwory miedzykomorkowe. Istotne ogra-
niczenie transportu radialnego stanowi endoderma, ktorej komorki posiadajg Scia-
ny wysycone substancjg hydrofobowg. Ogranicza to transport wody oraz jonéw me-
tali w niej rozpuszczonych i wymusza ich transport poprzez symplast, to znaczy po-
przez cytoplazme komoérek potgczonych plazodesmami. Transport poprzez btony
zachodzi dzieki dyfuzji prostej lub utatwionej, z udziatem biatkowych przenosni-
kéw lub za pomoca endocytozy. Jony Cd+", 011+", Ni+”" i Zn"'" sg transportowane
przez plazmoleme za pomocg podobnych systemow transportowych (9). jony metali
mniej ruchliwych, np. otowiu transportowane sg do wnetrza komorki raczej po-
przez endocytoze (2).

W cytoplazmie jony metali moga wigzac sie w sposéb mniej lub bardziej trwaty
z anionami organicznymi, np. kwasow jabtkowego i cytrynowego, histydyny czy fi-
tochelatjn (10,11).

Szereg jonéw wolnych lub zwigzanych, funkcjonalnych (Cu+2, Ni+* \ Zn+"), lub
niefunkcjonalnych (Cd+", Pb+", Hg+2) jest transportowanych z cytoplazmy do wa-
kuoli. W Arabidopsis thaliana znaleziono rodzine gendéw ZIP odpowiedzialnych za
synteze fansporteréw cynku dziatajacych w plazmolemie i w tonoplascie (12). Stwier-
dzono, réwniez, ze izolowany z tej samej rosliny wakuolarny antyporter Ca+"/H™
(CAX2) noze transportowac¢ do wakuoli jony Mn+2 i Cd+2. Tyton z nadekspresjg
tego genu wykazuje zwiekszong tolerancje na wyzsze poziomy Mn' w pozywce
(13).

Spravna detoksykacja metali w komérkach korzenia i (lub) ograniczona ich trans-
lokacja poprzez ksylem do cze$ci nadziemnej powoduja duza akumulacje metali
w korzeriu i matg w pedzie pomidora (14), kukurydzy (15), jeczmienia (16) i Agrostis
tenuis (17), czy jeszcze mniejsza w bulwach ziemniaka (18).

Transport metali poprzez naczynia ksylemu wymaga czesto ich skompleksowa-
nia przei r6zne Ugandy, co ogranicza wigzanie sie metali do jonowymiennych ele-
mentéw strukturalnych naczyh. W soku ksylemowym Alyssum lesbiacum, hiperaku-
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mulatora Ni, stwierdzono okoto 40 razy wiecej histydyny niz w soku Alyssum monta-
num, ktéra nie akumuluje duzych ilosci tego metalu (19).

3. Reakcje roslin na metale ciezkie

Podczas wzrostu roslin w kulturach glebowych lub wodnych z dodatkiem Jonéw
metali ciezkich ujawniajg sie charakterystyczne objawy toksycznosci tych metali.
Odnotowano zahamowanie wzrostu pod wptywem kadmu (4,20-22), otowiu i innych
metali (23,24). Metale ciezkie moga ograniczac transpiracje (25), wywotywac chloro-
ze lisci i ich zasychanie (4). Spadek zawartosci chlorofilu w roslinach traktowanych
kadmem nie jest spowodowany obnizeniem poziomu Mg (4), ale zahamowaniem
syntezy chlorofilu, jony kadmu hamujg dziatanie syntetazy kwasu 5-aminolewulino-
wego i reduktazy protochlorofilidu (26), enzymow szlaku biosyntezy chlorofilu.

Natomiast zasychanie lici ziemniaka (4) spowodowane moze byé zaktdbconym
pobieraniem wody (25). Metale ciezkie zmieniajg ultrastrukture komoérek, najcze-
Sciej chloroplastow (4,22,26,29,30). Zmniejsza sie liczba gran i ich wielkos¢, zostaje
zredukowana stroma i pojawiajg sie w niej liczne i duze plastoglobule wskazujace
na rozktad bton (4,22,29). Zmiany te powigzane sg z obnizong intensywnoscig foto-
syntezy (31-33). Zmianom podlegajg réwniez mitochondria (30). Zwieksza sie ich
objetos¢, zmienia sie ksztatt i ulega redukcji liczba grzebieni. Towarzyszy tym zmia-
nom obnizenie aktywnosci oddychania (34,35). Charakterystyczng zmiang struktu-
ralng komoérek poddanych dziataniu réznych czynnikéw stresowych jest wakuoliza-
cja cytoplazmy (36-38).

Otéw powoduje zaburzenia cytokinezy, hamujgc proces tworzenia przegrody
pierwotnej (39-41). Metale ciezkie modyfikujg wtasciwosci bton poprzez oddziatywa-
nie z grupami funkcyjnymi biatek i lipidéw btony (42). Hamujac synteze kwasoéw
ttuszczowych oraz steroli zmieniajg skfad lipidédw w membranie (43). Kadm akty-
wujac kwasng fosfataze, uwalniajacg HP04'~ z fosfolipidow, intensyfikuje procesy
rozktadu bton komoérkowych (44). jednoczesnie tworzacy sie anion reaguje z jonami
kadmu i powstaje trudno rozpuszczalna sol (43).

Metale ciezkie zakidcajg metabolizm azotowy w roslinie (45). Hamuja dziatanie
reduktazy azotanowej bezposrednio i posrednio (46). Metale ciezkie, podobnie jak
szereg innych czynnikéw abiotycznych i biotycznych, zwiekszaja synteze aktywnych
form tlenu (AFT) w komorce roslinnej. AFT dziatajgc destrukcyjnie na wszystkie ma-
kroczasteczki komorki wywotujg w niej stres oksydacyjny (47,48). Réwnowage po-
miedzy syntezg AFT i ich rozkladem utrzymuje system antyoksydacyjny komorki
(49). Krotkotrwate traktowanie tkanki miekiszowej bulwy ziemniaka jonami kadmu
prowadzi do szybkiej akumulacji O2' i H202 w tkance (50). Podobny wzrost stezenia
H202 obserwowano w siewkach tubinu traktowanych Cd(NO3)2 przez 48 godzin
(51).
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4. Odpornos¢ roslin na metale ciezkie

W strategii unikania zmian szkodliwych (strain avoidance) dwa mechanizmy sg
szczegblnie znaczace: procesy detoksykacji metali oraz procesy rozktadu AFT.

Na detoksykacje metali skiada sie kilka, mniej lub bardziej specyficznych, proce-
séw zachodzacych w ryzosferze, apoplascie i w protoplascie.

System korzeniowy wydziela do roztworu glebowego szereg substancji orga-
nicznych mogacych wigzac¢ jony metali i ograniczac¢ ich transport do rosliny. W kwas-
nych glebach korzenie genotypéw kukurydzy odpornych na glin wydzielajg do podtoza
kwas cytrynowy, ktéry tworzy kompleksy z jonami metalu (Al-1ll) (52). Nadekspresja
bakteryjnego genu syntetazy kwasu cytrynowego w tytoniu podnosi jego odpornosé
na dziatanie Al-111 (53). O odpornosci rosliny na toksyczne metale w glebie decyduje
rowniez mikroflora ryzosfery, w szczegollnosci grzyby ektomikoryzowe, filtrujgce
wode pobierang przez korzenie (54). Na przykitad, Pinus silvestris jest chroniony
przed nadmiarem Zn przez Paxillus involutus (55), natomiast Thelephora terrestris
i Suillus bovinus chronig go przed nadmiarem jondéw miedzi (56).

Pewne ograniczenie transportu jonéw metali do rosliny moze powodowac Scia-
na komodrkowa komorek epidermy korzenia wigzac kationy metali poprzez grupy
karboksylowe polisacharydéw lub grupy tiolowe biatek, lub zatrzymujgc nieroz-
puszczalne sole, np. krzemiany (57,58).

Istotng barierg dla transportu jonéw metali ciezkich do wnetrza komorki jest
plazmolema. Dotad wykryto tylko nieliczne transportery kationéw w roslinnych
btonach plazmatycznych. Pierwsze geny kodujgce transportery cynku w roslinach
wykryto w Arabidopsis thaliana i nazwano rodzing gendw ZIP (90). Niektore z tych ge-
néw sa indukowane jedynie w korzeniu przez niedobér cynku i s odpowiedzialne
za pobieranie cynku z roztworu glebowego. Inny z tej grupy genéw jest indukowany
zaréwno w korzeniu jak i w pedzie, i moze odpowiadac za transport wewnatrz ko-
morki i transport miedzy komoérkami rosliny. W tytoniu wykryto transporter Nt
CBP4 bedacy biatkiem wigzacym kalmoduling i strukturalnie podobnym do niekto6-
rych biatek kanaléw kationowych i odpowiedzialnym za odpornos¢ roslin na Ni"»
i za nadwrazliwos¢ na Pb+" (59). W roslinach z nadekspresjg tego transportera ob-
serwowano wyzszg tolerancje na jony niklu, zwigzang z mniejsza akumulacjg tych
jondw, i zwiekszong wrazliwoscig na jony otowiu, wynikajaca ze zwiekszonej aku-
mulacji tych jonéw. W badaniach prowadzonych w ostatnich latach ujawniono obec-
nos¢ w roslinach innych klas transporteréw. W Arabidopsis znaleziono geny Nramps
odpowiedzialne za transport Cd. Ich nadekspresja zwieszata nadwrazliwos¢ roslin
na Cd (60). W hiperakumulatorze Thiaspi caerulescens znaleziono transporter, ZNTI,
odpowiedzialny za transport Zn+" do wnetrza komorki (61).

Waznag role w mechanizmie odpornosci rosliny na dziatanie metali ciezkich od-
grywajg biatka opiekuricze (chaperons). Biatka te wykryto wpierw jako HSPs (beat
shock proteins), a zatem biatka, ktérych synteza rosta podczas wzrostu roslin w tem-
peraturach ponad optymalnych (62). Okazalo sie, ze biatka te uczestnicza w proce-
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sie ksztaltowania sie struktury przestrzennej polipeptydu syntetyzowanego na ry-
bosomie oraz petnig ochronng funkcje w czasie r6znych streséw, w tym wywotanych
metalami ciezkimi (63,64). W ryzu zaréwno stres temperaturowy Jak i HNe powodujg
wzmozong synteze HSPs o c.cz. 17-20 kD (65). W zawiesinie komorkowej Lycopersi-
con peruvianum stwierdzono zwiekszong synteze HSP70 pod wplywerr stresu kad-
mowego (66).

5. Fitochelatyny

Fitochelatyny (PC) sa chelatorami peptydowymi, czesto klasyfikowane Jako meta-
lotioneiny 1 klasy (67). PC wystepujg powszechnie w roslinach i majg v swej struk-
turze dipeptydowe elementy (y-Glu-Cys)n, gdzie n = 2-11. Ze wzglecu na rodzaj
aminokwasu konca -COOH peptydu rozrézniamy 5 rodzin tych zwigzcow;

(y-Glu-Cys)n-Gly - fitochelatyny (PC);

(y-Glu-Cys)n-Ala - homofitochelatyny (hPC), lub izo-PC-p-Ala;
(y-Glu-Cys)n-Ser - hydroksymetylofitochelatyny lub izo-PC-Ser;
(y-Glu-Cys)n-Glu - izo-PC-Glu;

(y-Glu-Cys)n - izo-PC-des-Gly.

Fitochelatyny wystepujga powszechnie w roslinach Jedno- i dwuliSciennych, przy
czym wystepowanie poszczegoélnych rodzajoéw zalezy od gatunku ro$iny oraz ro-
dzaju metalu. Na przykiad, z roslin strgczkowych 7 gatunkoéw syntetyzije fitochela-
tyny, 13 gatunkéw produkuje homofitochelatyny, a 23 gatunki syntety"ujg oba ro-
dzaje peptyddéw. Niektére gatunki Gramineae, takie Jak ryz, pszenica, jyto i owies,
syntetyzujg PC i hPC (68), natomiast kukurydza wytwarza izo-PC-Glu i iz*-PC-des-Gly
(69). W tkance perimedularnej bulwy ziemniaka traktowanej CdCl2 odnotowano
wzrost pozioméw PC; PC2 ((y-Glu-Cys)2-Gly), PC3 i PC4 (70).

PC i ich analogii sg syntetyzowane nietranslacyjnie, a mianowicie ¢ glutationu
lub Jego analogéw (h-GSH, HO-Me-GSFI i y-Glu-Cys-Glu ) z udziatem traispeptydaz.
Transpeptydaze dipetydu y-Glu-Cys (EC 2.3.2.15), syntetyzujacg PC z G;h, wyizolo-
wano z komadrek SUene vulgaris (71). Enzym ten nazywamy zwyczajowo .yntezg fito-
chelatynowa. Jest tetrametrem o m.cz. 95 000. Aktywuja go Jony Cd, Aj, Bi, Pb, Zn,
Cu, Fig i Au.

Jednoczesnie trzy zespoly scharakteryzowaty geny syntezy fitochelatyiowej w Ara-
bidopsis thaliana (AtPCSI) (72,73), w pszenicy (TaPCSI) (74) oraz w drozd.ach {SpPCS)
(73,74).
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6. Proces detoksykacji

Proces detoksykacji Jonéw metali w komérce sklada sie z trzech etapéw: kom-
pleksowania jonéw w cytozolu, transportu komplekséw do wakuoli i ich sktadowa-
nia (rys. 1). Sprawnos¢ kazdego z tych etapow, jak sie wydaje, jest istotna dla odpor-
nosci rosliny na stres wywotany przez metale ciezkie. Sposrdd mozliwych ligandéw
kompleksujacych jony metali w komérce roslinnej, PC sg, jak sie wydaje, najbardziej
efektywne w detoksykacji jonéw kadmu. Na przykiad aktywnos¢ inaktywowanej
jonami kadmu reduktazy azotanowej mozna catkowicie przywrdoci¢, dodajgc
(y-Glu-Cys)3-Gly przy stosunku PC3 : Cd = | : 4. Natomiast podobny efekt za pomoca
glutationu mozna osiagna¢ przy jego stezeniu 1000 razy wiekszym (75). Wiekszos¢
badan, jak dotad, ograniczata sie do pierwszego etapu detoksykacji. Badania te cha-
rakteryzowaly zalezno$¢ pomiedzy wzrostem poziomu PC w ros$linach a ich odpor-
noscig na stres. Stwierdzono, ze rosliny majgce wiekszg odpornos¢ na kadm, synte-
tyzuja szybciej i (lub) wiecej PC niz rosliny mniej odporne (76-80). W tkance migkiszo-
wej bulwy ziemniaka odmiany Bzura, bardziej tolerancyjnej na dziatanie kadmu niz
odmiana Bintje (4), traktowanej jonami kadmu odnotowano szybszy i wiekszy
wzrost stezenia PC (70). Poniewaz w wielu pracach takiej zaleznosci nie zaobserwo-
wano (81-83) nalezy sadzi¢, ze albo w detoksykacji metalu stezenie PC nie jest zaw-
sze istotne dla sprawnosci tego procesu, albo proces ten nie zawsze jest gléwnym
elementem mechanizmu odpornosci.

Utworzone kompleksy PC-Cd sg transportowane do wakuoli i tam reagujgc z S,
PC i Cd+", tworzg wieksze kompleksy (HMW - high molecular weight) i w takiej po-
staci sg sktadowane (84, rys. 1). Transport kompleksu PC-Cd i PC do wakuoli odbywa
sie za pomocg ATP-kasetowego transportera (85,86), a jonéw kadmu poprzez anty-
port (87). W kompleksach HMW stosunek S : Cd jest wiekszy w poréwna-
niu z kompleksami PC-Cd. Podlegajg agregaciji tworzac czastki o Srednicy 20 A, kto-
rych rdzeh stanowi krystaliczny CdS otoczony kompleksami PC-Cd (91,92).

Kwasy karboksylowe takie jak kwas jabtkowy, cytrynowy czy histydyna majg
zdolno$¢ kompleksowania jondw metali ciezkich i w ten sposob detoksykujac je
wplywajg na odpornos¢ roslin na ponadoptymalne stezenia metali (88,89).
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Rys. 1. Wptyw kadmu na system antyoksydacyjny komaorki roslinnej i proces Jego detoksykacji; 1) -
syntaza fitochelatynowa (PCS) syntetyzuje fitochelatyny (PCn). Jony kadmu aktywuja zaréwno PCS Jak
AtPCSI; TaPCSI; 2) Cd+"laczac sie z PC,, tworzg kompleksy PCn*Cd; 3) transport komplekséw do wakuoli
odbywa sie z udziatem ATP - kasetowego transportera (HMTI); 4) transport Cd+" zachodzi za pomoca
Cd+2/H+ antyportu zaleznego od gradientu H+ poprzez tonoplast; 5) odpowiedni gradient H+ utrzymu-
je H+-ATPaza; 6) PCn, pcn-cd+2, cd+~ i -2 tworza kompleksy bardziej ztozone, agregaty o O 20 A, zawie-
rajace Cds i wyzszy stosunek S 1) Jony Cd+" generujg AFT w komodrce, m.in. O, z ktérego po-
wstajg inne AFI; 8) SOD przeksztatca 0" w H202. Poziom H202 w komoérce reguluja, m.in. peroksydaza
kwasu askorbinowego (PKA); 9) i katalaza (KAT); 10) aktywno$¢ tych enzymow Jest hamowana, a biosyn-
teza indukowana przez Jony Cd+"; 11) KDHA - kwas dehydroaskorbinowy i KMDHA - kwas monode-
hydroaskorbinowy sg redukowane przez odpowiednie reduktazy i GSH do kwasu askorbinowego;
12) RG - reduktaza glutationowa i NADPH redukuja GSSG do GSH; 13) GS - syntetaza glutaticnowa
i ECS - syntetaza glutamylocysteinowa obok RG okres$laja poziom GSH w komdérce. Biosynteza ty:h en-
zymow Jest indukowana przez Jony Cd+”" j Cu+2 oraz przez kwas Jasmonowy (JA), jony Cd+2 moga hamo-
wacé aktywnos$¢ niektérych enzymow (-—--—--- ») i indukowac ich biosynteze (----—---»).

7. System antyoksydacyjny

Metale ciezkie, podobnie jak wiele innych stresowych czynnikéw abiotycznych
i biotycznych, wywotujg stres oksydacyjny. Stres taki wywotany jest zwiekszong syn-
tezg aktywnych form tlenu powodujgcych inaktywacje komorkowych makroczagste-
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czek (47), a jednoczesnie indukujgcych zwiekszong synteze antyoksydantéw enzy-
matycznych i matoczgsteczkowych (3). Do tych pierwszych zaliczamy: dysmutaze
ponadtlenkowa, katalaze, peroksydaze kwasu askorbinowego, reduktaze glutatio-
nowa i reduktazy kwaséw mono- i dehydroaskorbinowego. Wszystkie one sg zaan-
gazowane, bezposrednio lub posrednio, w usuwanie AFT lub w otrzymywanie zre-
dukowanych form glutationu, kwasu askorbinowego i tokoferolu (3) (rys. 1).

8. Podsumowanie

w badaniach prowadzonych nad wplywem metali ciezkich na rosliny wykazano,
ze aktywujg one w roslinie dwa niekorzystne procesy;

- reakcje inaktywacji makroczgsteczek oraz ztozonych struktur komoérkowych
poprzez wigzanie sie ze specyficznymi grupami (np. SH', HPO™) lub podstawienie
funkcjonalnych jonéw metali;

- wzmozong synteze aktywnych form tlenu (AFT), ktére dodatkowo intensyfi-
kujg procesy destrukcyjne w komorce.

Wszystkie zmiany molekularne, strukturalne i metaboliczne, na poziomie ko-
morki, tkanek i organéw, prowadza do zmian morfologicznych rosliny. Miedzy inny-
mi powodujg zahamowanie wzrostu przejawiajgce sie zredukowaniem jej rozmia-
row oraz masy catej rosliny lub jej organéw. Przed tymi procesami chronig rosline
jej systemy detoksykacji metalu oraz antyoksydacyjny. Ten pierwszy sklada sie z trzech
etapow: kompleksowania jonéw, transportu komplekséw do wakuoli lub do apopla-
stu. Sprawnos$¢ kazdego z tych etapow jest wazna dla stopnia tolerancji rosliny na
dziatanie metalu. Sposréd mozliwych ligandéw kompleksujgcych jony metali w ko-
morce roslinnej metalotioneiny 11l klasy, z charakterystycznym elementem struktu-
ralnym (y-Glu-Cys)n sg, jak sie wydaje, najbardziej efektywne.

Metale ciezkie, podobnie jak inne stresowe czynniki abiotyczne i biotyczne,
wywotujg w komorce roslinnej stres oksydacyjny. Proces ten charakteryzuje sie
wzmozong syntezg aktywnych form tlenu, ktére moga dziata¢ destrukcyjnie na wie-
le makroczagsteczek komorki. Takim niekorzystnym zmianom zapobiega system anty-
oksydacyjny komorki skladajgcy sie z wielu enzymatycznych i matoczgsteczkowych
antyoksydantéw. Konstytutywne poziomy antyoksydantow, szybkosc i wielkosc¢ ich
spadku, np. pod wplywem kadmu, a nastepnie szybko$¢ ponownej ich syntezy sg
istotne, jak sie wydaje, dla poziomu odpornosci rosliny na jony metali ciezkich.

Na podstawie dotychczasowych badan dowodzi sie, ze strategia tolerowania
stresu jest wazna dla odporno$ci roslin na dziatanie metali ciezkich. W szczegélno-
sci dominujgce sa dwa mechanizmy nalezace do strategii unikania zmian szkodli-
wych {strain avoidance), a mianowicie proces detoksykacji metalu oraz proces usuwa-
nia aktywnych form tlenu.
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