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TOLERANCJI ROSLIN NA METALE CIEZKIE*

WSTEP

Badania nad tolerancja roslin na meta-
le ciezkie (gestos¢ powyzej 5g/cm?®) obecne w
glebie sa prowadzone od kilku dekad. Zanie-
czyszczenia gleby sa powaznym problemem
w skali swiatowej ze wzgledu na ogromny
wplyw na mikroorganizmy, rosliny, zwierze-
ta oraz posrednio lub bezposrednio na zdro-
wie i zycie czlowieka (AGBOGIDI i wspoétaut.
2013). Pierwiastki pobierane i wykorzystywa-
ne przez rosliny mozna podzielic na metale
niezbedne w metabolizmie roslin, do ktérych
naleza: Zn, Mn, Cu, Ni, Fe; pobierane w ilo-
Sciach ponadprogowych sa toksyczne. Nato-
miast pierwiastki balastowe: Cd, Pb, Hg, Al
Tl, As, niewykorzystywane w metabolizmie
roslin, sg dla roslin toksyczne nawet w nie-
wielkich iloSciach (SIWEK 2008a i cyt. tam
lit.). Rozne sg zrédla metali ciezkich w gle-
bie; moga by¢ (i) naturalne (gleby orogenicz-
ne), powstale wskutek np. wietrzenia skat,
erupcji wulkanow lub (ii) antropogeniczne,
spowodowane przez rozne galezie przemystu,
bedace najczestszym zrodlem zanieczyszczen
(CEGIELKOWSKA 1 wspotaut. 2015). Wiekszosé
tego typu zanieczyszczen nie jest wymywa-
nych z gleby i pozostaje w niej bardzo dhugo
(PADMAVATHIAMMA i LI 2007), a nieorganicz-
ne zwiazki metali ciezkich sa bardzo stabo
biodegradowalne (WUANA i OKIEIMEN 2011).
Tereny zanieczyszczone metalami ciezkimi sa
kolonizowane przez tzw. metalolubne rosliny
(odporne ekotypy), okreslane rowniez jako
metalofity, ktérym nadawano r6zne rangi
taksonomiczne (odmiany, podgatunki, gatun-

ki). Taksony te reprezentuja rozny stopien
tolerancji, niektére sa nawet tzw. hiperaku-
mulatorami metali. Metalofity wystepuja w
34 niespokrewnionych rodzinach roslin okry-
tonasiennych. Do rodzin bogatych w gatunki
odporne na metale ciezkie naleza: Asterace-
ae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Plumba-
ginaceae, Poaceae, Violaceae (BOTHE 2011).
Szczegblnie wysoka frekwencja metalofitow
charakteryzuje sie rodzaj Viola L. (Ryc. 1),
w obrebie ktérego wystepuja metalofity ob-
ligatoryjne (wylacznie na glebach metalono-
$nych), metalofity fakultatywne (na glebach
niezanieczyszczonych i metalono$nych) oraz
tzw. metalofity przygodne (nie tworza trwa-
lych populacji na glebach metalonosnych)
(SroMKA i KUuTA 2015). W zaleznosci od typu
gleby, sklad florystyczny jest rozny. Gleby
galmanowe Europy, bogate w Zn/Pb, koloni-
zowane sa np. przez Silene vulgaris ssp. an-
gustifolia, Armeria elongata var. halleri, Bi-
scutella laevigata, Thlaspi caerulescens, Viola
lutea ssp. calaminaria, V. lutea ssp. westfa-
lica, gleby serpentynowe o wysokich steze-
niach Ni/Cr/Fe/Mg — przez endemiczne ga-
tunki: Alyssum markgrafii, Minuartia baldac-
cii, Viola dukadjinica, Thlaspi goesingense,
gleby miedzionosne — przez kilka gatunkow
traw (np. Agrostis stolonifera, Festuca rubra),
a gleby arsenowe np. przez endemiczne ga-
tunki Viola arsenica, V. allchariensis (STEVA-
NOVIC i wspoétaut. 2003, 2010; ROSTANSKI i
wspotaut. 2015; SEOMKA i wspoétaut. 2015;
SZAREK-LUKASZEWSKA i wspélaut. 2015).
Organizmy zywe wykazuja pewien poziom
tolerancji na metale. Jest to tzw. tolerancja
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Ryc. 1. Stanowiska, na ktérych rosna rozne gatunki Viola odporne na wysokie stezenia metali ciezkich
w glebie.

Fot. A-G gleby galmanowe bogate w cynk, oléw i kadm: A — halda ,Saturn” w Olkuszu, na ktorej wy-
stepuje fiolek tréjbarwny (Viola tricolor); B-D — stanowiska V. tricolor na haldzie w Bukownie, rozlegly
teren pohutniczy zréznicowany siedliskowo; E-G - stanowiska tzw. fiotkkéw cynkowych: E - stanowisko
endemicznego niebieskiego fiotka cynkowego (V. lutea ssp. westfalica) w Blankenrode, Niemcy; F-G -
stanowisko zoéttego fiotka cynkowego (V. lutea ssp. calaminaria) w Plombieres, Belgia (F) i w Breiniger-
berg, Niemcy (G); H - gleby serpentynowe bogate w nikiel, chrom, zelazo; géra Valamara w Albanii
stanowisko V. albanica. Autorzy zdje¢: H. Bothe (E-G), P. Kawalec (B-D), A. Stomka (A, H).
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Ryc. 2. Strategie adaptacji roslin do wysokich stezen metali ciezkich w glebie.

A - strategia wykluczania, metale gléwnie w korzeniach; B — strategia indykacji, stezenie metali w roslinie odpowia-
da stezeniu w glebie, rosliny wykorzystywane jako indykatory stopnia skazenia srodowiska; C — strategia akumula-
cji, metale transportowane i akumulowane w czeSciach nadziemnych.

konstytutywna, ktéra warunkuje podstawo-
wy poziom tolerancji na metale. Natomiast
roznice miedzygatunkowe w poziomie to-
lerancji wynikaja z efektywnosci mechani-
zmow obronnych, u podstaw ktorych leza
procesy metaboliczne i molekularne. U ro-
slin zasiedlajacych tereny o wysokich steze-
niach metali ciezkich w glebie (np. na hal-
dach pohutniczych), wystepuje podwyzszona
tolerancja, tzw. tolerancja indukowana, wy-
ksztalcona w wyniku proceséw mikroewolu-
cyjnych (WIERZBICKA 2015). Mozna wymienic
trzy strategie obronne roslin w relacji metal-
-roslina: (i) wykluczania — rosliny akumuluja
metale w korzeniach, nie sa one transpor-
towane do czesci nadziemnych, (i) indyka-
cji — rosliny akumuluja w organach metale
ciezkie w stezeniu, ktore odpowiada stezeniu
metali ciezkich w glebie, dzieki czemu moz-
na na podstawie zawartosci metali w suchej
masie wnioskowac¢ o stopniu skazenia Sro-
dowiska, w ktorym wystepuja (CUMMING i
TAYLOR 1990, ANTOSIEWICZ 1992, BARANOW-
SKA-MOREK 2003), (iiij) akumulacji — rosliny
akumuluja metale ciezkie w czesciach nad-
ziemnych (Ryc. 2), poprzez wytworzenie me-
chanizméw umozliwiajacych detoksykacje,
takich jak produkcja fitochelatyn, enzymoéw
antyoksydacyjnych, aminokwaséw, kwaséw
organicznych i nieorganicznych, chroniacych
przed reaktywnymi formami tlenu powsta-
jacymi miedzy innymi na skutek obecnosci
metali w tkankach. W akumulacji meta-
li istotnym elementem sg transportujace je
biatka. Ekspresja kodujacych je genow (spe-
cyficzna w roznych komoérkach/tkankach/
organach), lokalizacja kodowanych biatek w
roznych blonach biologicznych (np. blona
plazmatyczna czy tonoplast) oraz kierunek
transportu jonéw metali, warunkuje naplyw
metali do komoérki i ich gromadzenie np.

w wakuolach (BROOKERS i wspoélaut. 1981,
KLEIN i wspoétaut. 2008, SLOMKA i wspotaut.
2008, BoTHE 2011, EMAMVERDIAN i wspoétaut.
2015). Wsréd roslin przejawiajacych strate-
gie akumulacji, wystepuje wyjatkowa grupa
ok. 500 gatunkow, tzw. hiperakumulatorow,
magazynujacych metale ciezkie w czesciach
nadziemnych w iloSci ponadprogowej, czy-
li wedlug najnowszej definicji, o dwa rzedy
wielkosci wiekszej niz inne gatunki rosna-
ce w tych samych warunkach lub ich od-
powiedniki (gatunki z tego samego rodzaju)
rosnace na glebach niezanieczyszczonych/
mniej zanieczyszczonych (RASCIO i NAVARI-
-Izzo 2011, KrRzcluUK 2015, VAN DER ENT
i wspoélaut. 2015). Metalofity sa bardzo
waznymi sktadnikami flory, bowiem sg wy-
korzystywane do oczyszczania gleb z meta-
li ciezkich w procesie fitoremediacji (SIWEK
2008b, MALKOWSKI 2015).

Potwierdzenie wystepowania metali w or-
ganach, tkankach, a nawet pojedynczych
komoérkach jest zalezne od czuloSci stoso-
wanej metody. Na poziomie komorki i or-
ganelli komoérkowych metale mozna wykry-
wac stosujac rézne techniki, w polaczeniu z
mikroskopia skaningowa, elektronowa badz
protonowa. Do oceny ilosci metali w calych
organach (biomasie roslinnej) stuza techni-
ki spektrometrii: absorpcyjna spektrometria
atomowa (ang. atomic absorption spectro-
metry, AAS), spektrometria mas z jonizacja
w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ang. in-
ductively coupled plasma mass spectrome-
try, ICP-MS), spektrometria mas z jonizacja
w plazmie sprzezonej indukcyjnie z analiza-
torem kwadrupolowym i przystawka do od-
parowania laserowego (ang. laser ablation
inductively coupled plasma mass spectrome-
try, LA-ICP-MS). Bez skomplikowanych urza-
dzen, wykrywanie metali w tkankach mozna
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Ryc. 3. Metody wykrywania metali ciezkich w or-
ganach, tkankach i komoérkach roslinnych.

A-C - histochemiczne z wykorzystaniem barwnikow: di-
tizon (A, B) i rodizonian sodu (C): A — odciete korzenie
i przekroje poprzeczne przez korzenie Viola tricolor ze
stanowiska kontrolnego (brak zabarwienia) i zanieczysz-
czonego Pb, Zn, Cd (zabarwione), fot. A. Stomka; B -
wiloski lisci V. tricolor ze stanowiska kontrolnego (brak
zabarwienia) i zanieczyszczonego Pb, Zn, Cd (zabarwio-
na), fot. A. Wilk; C - siewki a Viola x wittrockiana za-
barwione rodizonianem sodu po traktowaniu siarczanem
cynku aplikowanym do gleby (zabarwione korzenie i li-
Scienie), fot. K. Sychta; D-E - komorki korzenia Dian-
thus carthusianorum po traktowaniu olowiem z transmi-
syjnego mikroskopu elektronowego, w ktorych widoczne
sa zlogi olowiu w Scianie komoérkowej (D) oraz w waku-
oli (E) (wg BARANOWSKA-MOREK i WIERZBICKA 2004, zmie-
niona).

przeprowadzi¢ stosujac zwiazki wykazujace
powinowactwo do metali, np. cynkon, diti-
zon, rodizonian sodu (BARANOWSKA-MOREK i
WIERZBICKA 2004, SEREGIN i KOZHEVNIKOVA
2011) (Ryc. 3).

Tolerancja roslin na metale ciezkie byta
i jest intensywnie badana z wykorzystaniem,
jako modeli badawczych, catych roslin w
warunkach in vivo. Miedzy innymi badano
wplyw metali ciezkich na wzrost i biomase
roslin, parametry biochemiczne takie jak:
zawartos¢ metabolitow wtérnych, aktywnoscé
enzymoéw stresu, reakcje aparatu fotosynte-
tycznego, procesy reprodukcyjne, wielkosé
genomu, liczbe chromosomoéw oraz akumu-
lacje metali ciezkich w tkankach roslinnych
(JEDRZEJCZYK i wspoélaut. 2002; PERFUS-BAR-
BEOCH i wspoétaut. 2002; SLOMKA i wspoélaut.
2008, 2010, 2011; JoHN i wspotaut. 2009;
MUSZYNSKA 1 wspoétaut. 2014; IZMAIROW i
wspotaut. 2015; OKEM i wspolaut. 2015).

W Polsce poludniowej znajduje sie OI-
kuski Okreg Rudny (OOR), gdzie od XII w.
wydobywano i przetwarzano rudy cynku i
olowiu. Obszar ten jest doskonalym labo-
ratorium biologicznym, bowiem mozna tam
obserwowac sukcesje roslin na haldy o wy-

sokich stezeniach tych pierwiastkow oraz

zachodzace tam procesy mikroewolucyjne
(GRODZINSKA 1 SZAREK-LUKASZEWSKA 2002,
WIERZBICKA 2002, WIERZBICKA i ROSTAN-

SKI 2002, SZAREK-LUKASZEWSKA i wspoétaut.
2015).

W ostatnich latach, w badaniach nad
wplywem metali ciezkich na rosliny coraz
czeSciej stosuje sie technike kultur in vitro,
wykorzystujac jako model zawiesiny komor-
kowe.

KULTURY ZAWIESINOWE - MODEL
DO BADAN REAKCJI KOMOREK
ROSLINNYCH NA WYSOKIE STEZENIA
METALI CIEZKICH

Wykorzystanie kultur zawiesinowych ko-
morek jest od niedawna stosowana techni-
ka do badan nad wplywem metali ciezkich
na organizm roslinny. Pozwala na analize
odpowiedzi na stres pojedynczych komo-
rek w stabilnych warunkach kultur in vi-
tro, co zapewnia wysoka dokladnos¢ badan
oraz powtarzalnos¢ wynikéw ze wzgledu na
kontrolowane warunki. Nie mozna jednak
pominaé¢ faktu, ze w takim modelu badaw-
czym odpowiedz bedzie specyficzna dla po-
jedynczych komoérek w zawiesinie, nie dla
okreslonych typéw komorek/tkanek/orga-
now, a tym samym procesy analizowane nie
beda podlegaly regulacji na poziomie -calej
rosliny. Ponadto, w zaleznosSci od strategii
obronnej jaka roslina wyksztalcita w toku
ewolucji, komorki réznych tkanek zlokali-
zowanych w organach nadziemnych (lody-
ga, lis¢) lub podziemnych (korzenie, klacza),
beda akumulowaly metale. Kultury zawie-
sinowe komorek sa zwykle wyprowadzane
z tkanki przyrannej (kalusowej) lub z eks-
plantatu umieszczonego w pozywce plynnej
(KIERAN i wspotaut. 1997) (Ryc. 4). W celu
przeprowadzenia analiz wplywu metali ciez-
kich na procesy fizjologiczne i biologie ko-
morki, kluczowe jest wykreslenie krzywej
wzrostu kultury zawiesinowej oraz ustalenie
wieku w jakim kultura osiaga odpowiednia
faze wzrostu, czyli faze wzrostu wykladni-
czego, podczas ktorej zostana zaaplikowa-
ne metale (MALDONADO-MAGANA i wspoétaut.
2013, BERNABE-ANTONIO i wspoétaut. 2015).
Krzywa wzrostu komoérek jest ustalana po-
przez monitorowanie liczby komoérek zawie-
siny, codziennie lub co kilka dni. Pomiary
wzrostu liczby komoérek moga by¢ wykony-
wane kilkoma metodami: 1) pomiar Swiezej
masy komoérek - ustalona objetos¢ zawie-
siny zostaje odwirowana i supernatant od-
dzielony lub zawiesina zostaje odsaczona na
lejku Buchnera z filtrem; 2) pomiar suchej
masy komorek - ustalona objetos¢ zawiesi-
ny zostaje wysuszona w 70°C w piecu proz-
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Ryc. 4. Schemat uzyskiwania kultur zawiesino-
wych komorek z fragmentéw blaszki lisSciowej
(eksplantat) posrednio via kalus (1) lub bezpo-
Srednio z eksplantatu (2).

niowym, a nastepnie zwazona; 3) liczenie
komoérek w hemocytometrze po maceracji
trojtlenkiem chromu; 4) ustalenie procentu
osiadlych komoérek (SCV) — zawiesina zosta-
je na 30 minut poza wytrzasarka, a nastep-
nie szacowany jest procent osiadlych ko-
morek w stosunku do poziomu pozywki; 5)
ustalenie procentu odwirowanych komoérek
(PCV) — pobierana ustalona objetos¢ zawiesi-
ny, odwirowana, a nastepnie szacowany jest
procent osiadlych komoérek w stosunku do
danej objetosci (Ryu i wspétaut. 1990). Na
podstawie krzywej wzrostu okresla sie czas
podwojenia populacji (ang. doubling time),
ktory zwykle wynosi od kilku godzin do kil-
ku dni (Ryc. 5).

Zastosowanie kultur zawiesinowych ko-
morek pozwala na lepsze zrozumienie fizjo-
logii i biologii komoérek roslinnych, w reakcji
na czynnik stresowy jakim sa metale ciez-
kie. Do badan nad wplywem dzialania me-
tali ciezkich na procesy fizjologiczne komor-
ki, analizowane na poziomie molekularnym,
wykorzystywano protoplasty (DoDDs 1983).
Okazalo sie jednak, ze nie jest to dobry mo-
del, poniewaz wlasciwosci protoplastow nie
odpowiadaly cechom komoérek roslin wyjscio-
wych, z powodu braku $ciany komoérkowej,
ktora stwarza bariere dla wnikania metali
ciezkich do wnetrza komorki. Protoplasty sg
znacznie bardziej wrazliwe na dzialanie me-
tali. Kluczowym zagadnieniem przy wyborze
kultur zawiesinowych do analiz jest wykaza-
nie, iz mechanizmy tolerancji w obu ukla-
dach, komérki-roslina, sa poréwnywalne.
Badania nad Thlaspi (=Noccaea) caerulescens
udowodnilty, ze linie komoérkowe odzwiercie-
dlaja tolerancje na metale roslin wyjscio-
wych (wyzsze zapotrzebowanie na cynk do
wzrostu, zwickszona ekspresja genow trans-
portu metali, wysoka tolerancja na podwyz-
szony poziom metali ciezkich), dlatego kul-
tury zawiesinowe sa odpowiednim modelem
do badan nad akumulacja metali, tolerancjg
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Ryc. 5. Krzywa wzrostu komoérek na przykladzie
kultury zawiesinowej Viola tricolor uzyskanej z ka-
lusa. Pomiar Swiezej masy komorek wykonywany
co trzy dni od zainicjowania kultury, wyniki dla
trzech powtérzen hodowli.

roslin czy ekspresja genéw odpowiedzialnych
za transport metali. Reakcje komoérek roslin-
nych na czynniki stresowe sg podobne jak
roslin, z ktorych zostala wyprowadzona za-
wiesina. Zaleznos¢ te wykazano w badaniach
fizjologicznych i molekularnych, poréwnujac
gatunki reprezentujace roézny poziom tole-
rancji na metale ciezkie: hiperakumulatora
(T. caerulesces) oraz nietolerancyjnego tak-
sonu (Arabidopsis thaliana) (KLEIN i wspol-
aut. 2008). Podobne wyniki, wskazujace na
korelacje tolerancji na cynk i oléw miedzy
roslina wyjSciowa a zawiesing komorkowa,
wykazano u jadloszynu goérskiego (Prosopis
laevigata) (BUENDIA-GONZALES 1 wspoélaut.
2010, MALDONADO-MAGANA i wspotaut. 2013).

Roslinne kultury zawiesinowe, szeroko
stosowane w biotechnologii jako surowce do
uzyskiwania wtoérnych metabolitow, sa jed-
nym z najbardziej efektywnych systemow
do produkcji tych zwigzkéw w duzej ilo-
Sci i stosunkowo wysokiej czystosci, w tym
metabolitow wykorzystywanych do produk-
cji lekow, dodatkow do zywnosci (np. anto-
cyjany, alkaniny, z6l¢ szafranowa, szafran i
inne naturalne barwniki), ze wzgledu na ta-
twos¢ ich otrzymywania, szybkos¢ produkcji
i optacalnos¢ (MISAWA 1994, DORNENBURG i
KNORR 1997, YUE i wspolaut. 2016). Zasto-
sowanie niewielkich dawek metali ciezkich w
kulturach zawiesinowych moze powodowac
zwiekszenie produkcji metabolitéw wtérnych
przez komorki. W niskich dawkach dzialaja
one jak elicytory, czyli zwiazki chemiczne,
ktore indukuja biochemiczne reakcje obron-
ne roslin (ZHAO i wspoélaut. 2010). Wykaza-
no, ze zastosowanie chlorku kadmu w kul-
turach zawiesinowych winorosli wlasciwej, w
odpowiednim stezeniu, zwieksza biosynteze
zwiazkéw fenolowych oraz tokoferoli (CETIN i
wspotaut. 2014), a siarczan kadmu wplywat



340

KLAUDIA SYCHTA i wspoétaut.

pozytywnie na synteze trans-resweratrolu
(polifenolowa pochodna stilbenu o dzialaniu
antyrodnikowym wystepujaca w duzych ilo-
Sciach w czerwonym winie), zwiekszajac jego
wytwarzanie nawet kilkakrotnie w poréwna-
niu z komoérkami nietraktowanymi kadmem
(CETIN i BAYDAR 2016). Rowniez w kultu-
rach zawiesinowych swierka czerwonego ba-
dano wplyw cynku i kadmu na biosynteze
i poziom zwiazkéw tiolowych (fitochelatyn,
y-glutamylocysteiny, glutationu), wolnych
aminokwaséw i poliamin, ktére u roslin
spelniaja role metaloprotektantéw (THANGA-
VEL i wspoétaut. 2007).

Kultury zawiesinowe byly takze wykorzy-
stywane do badania wplywu metali ciezkich
na cykl komoérkowy. U Glycine max (soja
warzywna) hamowanie podzialow komérko-
wych, w wyniku dzialania metalami ciezki-
mi, bylo efektem uszkodzen DNA. Jony kad-
mu powodujg wczesniejsze wejScie komorki
w faze S cyklu komoérkowego i obnizenie
tempa syntezy DNA oraz zaburzajg wejsScie
w faze M, co ma negatywny wplyw na prze-
bieg podzialéw mitotycznych (SOBKOWIAK i
DECKERT 2004).

KOMORKA ROSLINNA — MECHANIZMY
POBIERANIA I OCHRONY PRZED
METALAMI CIEZKIMI

Metale ciezkie moga wnika¢ do komoérki
roslinnej przez blone komorkowa w proce-
sie endocytozy lub za posrednictwem spe-
cjalnych transporteréw blonowych (WOzZNY
i wspotaut. 1982, SIWEK 2008b, KUTROW-
SKA 2013, VIEHWEGER 2014 i cyt. tam lit.).
Obecnos¢ metali ciezkich w komérkach po-
woduje réznego rodzaju modyfikacje w or-
ganellach i metabolizmie komorki, poprzez
produkcje reaktywnych form tlenu w wyniku
stresu oksydacyjnego (RUCINSKA-SOBKOWIAK i
PukAcKl 2006). Mechanizmy ochronne komoé-
rek roslinnych na metale ciezkie obejmuja
wykluczanie — komoérka jest chroniona przed
wnikaniem metali ciezkich do wnetrza pro-
toplastu, oraz mechanizmy tolerancji polega-
jace na neutralizowaniu toksycznego wply-
wu metali we wnetrzu komorki i usuwanie
ich z protoplastu (LEvVITT 1980, HOSSAIN i
wspolaut. 2012). Na zewnatrz protoplastu
metale sa akumulowane przez grzyby miko-
ryzowe, gromadzone w $cianie komorkowej
lub ich transport do wnetrza komorki jest
blokowany przez warstwe wielocukru, ka-
lozy (VOLLENWEIDER i wspétaut. 2006, MEY-
ERS i wspoétaut. 2009). U wielu gatunkow
roslin metale ciezkie sa akumulowane w
duzych iloSciach w $cianach komoérkowych,
gdzie lacza sie z grupami karboksylowymi
(MALDONADO-MAGANA 1 wspélaut. 2013). W
Scianie komorkowej kluczowa role w wy-

chwytywaniu metali ciezkich pelnig polisa-
charydy. Wsrod polisacharydow mozna wy-
rozni¢ pektyny, w strukturze ktorych glownag
domena odpowiedzialng za wychwytywanie
metali dwu- i tréjwartosciowych jest dome-
na HGA (homogalakturonianowa), syntetyzo-
wana w aparacie Golgiego i transportowana
w pecherzykach sekrecyjnych do Sciany ko-
morkowej (DRONNET i wspoétaut. 1996, WIL-
LATS i wspoélaut. 2006). Deponowanie me-
tali ciezkich w $cianie komoérkowej mozna
obserwowac¢ uzywajac mikroskopii optyczne;j
(otow — barwienie ditizonem lub rodizonia-
nem sodowym), fluorescencyjnej i konfokal-
nej (kadm - barwienie odczynnikiem Lead-
mium, aluminium - barwienie moryna lub
lumogallionem) oraz mikroskopii transmisyj-
nej elektronowej (Ryc. 3D, E). Mozna takze
analizowa¢ depozycje metali w Scianie za
pomoca mikroanalizy rentgenowskiej (KRZE-
SLOWSKA 2011). ZawartoS¢ metali ciezkich w
komorkach moze by¢ oszacowana (i) posred-
nio przez ustalenie réznicy w iloSci metali w
pozywce na poczatku kultury oraz po cza-
sie trwania eksperymentu lub (ii) bezposred-
nio poprzez oznaczenie zawartosSci metalu w
biomasie komoérkowej metoda absorpcyjne;j
spektrometrii atomowej i modyfikacjami tej
metody (ZHU i CULLEN 1995, KLEIN i wspol-
aut. 2008). W cytoplazmie metale sg chela-
towane przez fitochelatyny, kwasy organicz-
ne i nastepnie deponowane w wakuoli (VOL-
LENWEIDER i wspotaut. 2006).

TESTY ZYWOTNOSCI KOMOREK -
BADANIE TOLERANCJI NA METALE
CIEZKIE

Kluczowym w badaniu tolerancji na me-
tale ciezkie komorek jest oznaczenie ich zy-
wotnosci przed, w trakcie i po zastosowaniu
czynnika stresowego. W przypadku szaco-
wania zywotnosci komoérek w kulturze po
zastosowaniu czynnika stresowego oznacza
sie minimalne stezenie hamujace (ang. mini-
mum inhibitory concentration, MIC) lub mi-
nimalne stezenie S$miertelne (ang. minimum
lethal concentration, MLC). W toksykologii,
w badaniach nad zwierzetami, uzywa sie
oznaczenia LC,, (ang. lethal concentration),
co oznacza, ze przy danej dawce 50% osob-
nikéw nie przezylo ekserymentu. W przypad-
ku roslin mozna zastosowaC parametr IC,
(ang. inhibitory concentration), okreslajacy
stezenie hamujace, ktore powoduje redukcje
biomasy komorkowej o 50% (ZHU i CULLEN
1995).

Zywotnos¢ komorek w kulturze
zawiesinowej mozna takze, poza pomiarami

biomasy, oznacza¢ za pomoca testow z
uzyciem  barwnikow  przyzyciowych lub
uwidaczniajgcych martwe komorki. Martwe
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Ryc. 6. Komorki kultury zawiesinowej Viola trico-
lor wyprowadzonej z kalusa zabarwione dwuocta-
nem fluoresceiny (FDA) - zywe komorki wykazuja
fluorescencje w mikroskopie fluorescencyjnym (fot.
K. Sychta).

komorki identyfikowane sa za pomoca
btekitu Evansa, blekitu bromofenolowego,
btekitu metylenowego oraz fenosafraniny.
Blekit Evansa i blekit metylenowy sa redu-
kowane przez zywe komorki, co skutkuje
utratg barwy, w martwych komérkach barw-
niki te pozostaja niezmienione. Do oznacze-
nia zywotnosci stosowane sa takze barwni-
ki tetrazolowe, wybarwiajace zywe komorki,
takie jak MTT [bromek 3-(4,5-dimetylotia-
zol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy] oraz TTC
(chlorek tréjfenylotetrazoliowy). Sole tetrazo-
lowe sa redukowane w zywych komorkach
do czerwono zabarwionych formazanéw przez
enzymy - dehydrogenazy (TISSERAT i MAN-
THEY 1996, VERSLEYEN i wspolaut. 2004).

Zywotnos¢ komorek w testach z uzyciem
czynnikow stresowych najczesciej jest jednak
ustalana na podstawie barwienia podwdjne-
go FDA (dwuoctan fluoresceiny) oraz PI (jo-
dek propidyny), z uzyciem mikroskopu flu-
orescencyjnego. Zywe komoérki sa uwidacz-
niane za pomoca dwuoctanu fluoresceiny,
ktory jest rozkladany przez enzym esteraze,
dajac produkt fluoryzujacy (FERNANDEZ-DA
SILVA i MENENDEZ-YUFFA 2000) (Ryc. 6). Jo-
dek propidyny jest barwnikiem barwiacym
kwasy nukleinowe, przenika przez uszkodzo-
ne blony komorkowe i laczy sie z DNA; ko-
morki zabarwione sa martwe (POBORILOVA i
wspoétaut. 2013).

Od niedawna w badaniach zywotnosci
komorek w kulturach zawiesinowych roslin
stosuje sie test alamarBlue, powszechnie
wykorzystywany do oceny zywotnosci w kul-
turach komorek zwierzecych. Zywe komor-
ki emituja rézowa fluorescencje, bowiem w
wyniku procesé6w metabolicznych komoérki,
niebieska resazuryna jest redukowana do

resorufiny o rozowej fluorescencji. Pomiarow
ilosci otrzymanego produktu mozna dokonac
spektrofotometrycznie lub fluorymetrycznie
(BytH i wspoétaut. 2001, RAMPERSAD 2012).

Badanie zywotnosci komoérek w kulturach
zawiesinowych traktowanych metalami jest
kluczowe do oceny wplywu metali ciezkich
na przezycie oraz okreslenia tolerancji danej
linii komorkowej na aplikowane metale.

SMIERC KOMOREK W REAKCJI NA
METALE CIEZKIE — PROGRAMOWANA
SMIERC KOMORKI CZY NEKROZA?

Kultury zawiesinowe komorek roslinnych
sa takze bardzo dobrym materialem do ba-
dan nad programowang $miercia komorek
(ang. programmed cell death, PCD) pod
wplywem roéznych czynnikéw biotycznych
i abiotycznych (MCCABE i LEAVER 2000).
Ostatnio, programowana $mier¢ komorek u
roslin zostata rozdzielona na dwa typy: roz-
wojowa (ang. developmental programmed cell
death, dPCD), uczestniczaca w procesie r6z-
nicowania komorek i specjalizacji tkanek do
pelnienia okreslonych funkcji, oraz Srodowi-
skowsg (ang. environmental programmed cell
death, ePCD), bedaca odpowiedzia rosliny/
komoérek na stres Srodowiskowy (LAM 2004,
OLVERA-CARILLO i wspoétaut. 2015).

Na skutek dzialania czynnikow abiotycz-
nych (np. UV, wysoka temperatura, sol), w
tym rowniez metali ciezkich, komoérki roslin-
ne ulegaja PCD poprzez transdukcje sygnatu,
wywolana przez reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS) prowadzace do
ekspresji genoéw zwigzanych z PCD (PETROV
i wspotaut. 2015 i cyt. tam lit.), ale moga
rowniez ulega¢ nekrozie (YAKIMOVA i wspol-
aut. 2006, HELMERSSON i wspotaut. 2008,
DE MICHELE i wspoétaut. 2009, VAN DOORN i
wspotaut. 2011, Xu i wspétaut. 2013, HUANG
i wspoétaut. 2014). Istnieje kilka wskaznikow
biochemicznych pozwalajacych na rozréznie-
nie nekrozy od PCD (VAN DOORN i wspélaut.
2011). Komoérki podlegajace PCD mozna wy-
kry¢ za pomoca kilku testow, miedzy innymi
testem kometowym (CHARZYNSKA i wspoétaut.
2000) lub testem TUNEL (WIERZCHOWIEC-
KA i wspoétaut. 2008, EI-MAAROUF-BOUTEAU i
wspotaut. 2011), z jednoczesnym barwieniem
jodkiem propidyny (PI). Test TUNEL pozwala
na wyodrebnienie komoérek, ktérych jadro ko-
morkowe ulega fragmentacji (zarowno w ko-
morkach nekrotycznych, jak i podlegajacych
PCD). Komorki nekrotyczne charakteryzuja
sie brakiem integralnosci blony komorkowe;.
Jodek propidyny wybarwia komorki, ktore
maja uszkodzona blone komoérkowa. Potlacze-
nie tych dwoch metod pozwala na wyodreb-
nienie komorek ulegajacych nekrozie (TUNEL

— pozytywne i PI — pozytywne) oraz komorek
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ulegajacych PCD (TUNEL - pozytywne i PI
- negatywne) (UNAL-CEVIK i wspolaut. 2004).
Stosunkowo niedawno odkryto, ze kaspazy,
enzymy z grupy proteaz, biorace udzial w
PCD komoérek zwierzecych, uczestnicza takze
w PCD komoérek roslinnych (LAM i DEL Pozo
2000). Ustalenie poziomu aktywacji kaspaz w
komoérkach pozwala oszacowac czestotliwosé
zachodzenia PCD po traktowaniu czynnikiem
stresowym, np. metalami ciezkimi (YAKIMOVA
i wspotaut. 2007, YE i wspoélaut. 2013). W
przeprowadzonym doswiadczeniu nad wply-
wem jonow Al** na zywotno$¢ komorek ty-
toniu w kulturze zawiesinowej, udziat PCD
w Smierci komorek ustalono wykorzystujac
test TUNEL oraz badajac aktywnos¢ kaspa-
zy 3 (POBORILOVA i wspoétaut. 2013). Aktyw-
nos¢ kaspazy 3 u roslin jest laczona ze stre-
sem oksydacyjnym i programowana S$miercig
komorki (ZHANG i wspotaut. 2009). Podobne
wlasciwosci do kaspaz (inicjacja szlaku PCD),
wykazuja enzymy znajdujace sie w waku-
olach roslinnych (ang. vacuolar processing
enzymes, VPEs). Ich wysoka aktywnosc¢ jest
skorelowana ze Smiercia komorki, natomiast
niska zapobiega Smierci komoérek, co suge-
ruje, ze odgrywaja one role w PCD. Enzymy
wakuolarne posiadaja bardzo duze podobien-
stwo strukturalne i funkcjonalne do kaspazy
1 (HATSUGAI i wspoétaut. 2015).

KULTURY ZAWIESINOWE KOMOREK
VIOLA A TOI_ing:ON\%JA NA CYNK

Taksony z rodzaju Viola (fiolek) sa czesto
wykorzystywane do badan nad tolerancja ro-
§lin na metale ciezkie, ze wzgledu na duza
liczbe gatunkéw wystepujacych na glebach
metalonos$nych. Wyprowadzenie zawiesin ko-
morkowych taksonéw charakteryzujacych sie
réznym poziomem tolerancji na obecnosé¢ wy-
sokich stezen metali ciezkich w glebie (meta-
lofity obligatoryjne, fakultatywne, przygodne,
niemetalofity), ustalonej na podstawie fre-
kwencji wystepowania osobnikéw na réznych
typach gleb (metalonosne versus niemetalo-
nosne), pozwoli ustali¢: (i) korelacje pomiedzy
poziomem tolerancji roslin a pochodzacych z
nich komorek, (ii) zdolnos¢ komoérek roslin
uznawanych za nietolerancyjne (niemetalofity)
do wuruchomienia mechanizméw obronnych
pod wplywem bezposredniego stresu i prze-
zycia w ekstremalnych warunkach, (iii) okre-
sli¢ typ tolerancji na metale ciezkie (MICHNO
2016; MICHNO i wspétaut. 2016a, b, 2017).

PODSUMOWANIE

Kultury zawiesinowe komorek, odzwier-
ciedlajac wiele cech fizjologicznych i biolo-
gicznych calej rosliny, jednocze$nie bedac

ukladem o stabilnych warunkach, pozwa-
laja na kontrolowane przeprowadzanie ba-
dan toksycznego wplywu metali -ciezkich
na organizmy ro$linne. Kultury komoérkowe
sa dobrym modelem do badan na poziomie
molekularnym, obejmujacym ekspresje ge-
now odpowiedzialnych za tolerancje na me-
tale ciezkie, szlaki programowanej Smierci
komoérkowej, badz produkcje specyficznych
bialek i metabolitow wtérnych w odpowiedzi
na stres.

Streszczenie

Zanieczyszczenia gleby metalami ciezkimi maja tok-
syczne dzialanie na rosliny, zwierzeta oraz czlowieka.
Metalofity, rosliny odporne na metale ciezkie, kolonizuja-
ce tereny metalonosne, sa wykorzystywane do fitoreme-
diacji, czyli oczyszczania gleb z metali ciezkich.

Wykorzystanie roslinnych kultur komérkowych do
badan nad toksycznoscigq metali i tolerancja komoérek na
ich dziatanie jest stosunkowo nowa technika. W pracy
zostaly przedstawione mozliwosci wykorzystania roslin-
nych kultur zawiesinowych w badaniach nad wplywem
metali ciezkich na metabolizm komorek oraz metody
oszacowania ich toksycznego wplywu. Zaprezentowane
zostaly techniki otrzymywania kultur zawiesinowych,
oceny zywotnosci komorek, akumulacji metali ciezkich
w komorkach. W ocenie toksycznosci metali stosuje
sie takze badania nad programowana Smiercia komorki
(PCD), co pozwala oszacowac reakcje komorek na ich
wysokie stezenia. Zostaly przedyskutowane mechanizmy
tolerancji komorek na metale ciezkie. Kultury zawiesino-
we sa dobrym modelem do badan tolerancji na metale,
poniewaz pozwalaja zbadac¢ ich wplyw na pojedyncze ko-
morki w jednolitych, statych warunkach.
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CELL SUSPENSION CULTURES AS A MODEL IN STUDIES OF PLANT TOLERANCE TO HEAVY METALS

Summary

Soil pollutants exert toxic effects on plants, animals and humans. Metallophytes, plants tolerant to heavy met-
als colonizing polluted areas, are being used to phytoremediation — cleaning up soil contaminated with heavy metals.

The use of plant cells in vitro cultures to study heavy metal toxicity and tolerance is a relatively new approach
in research of metal toxicity. In this paper the usefulness of plant suspension cultures to study the impact of heavy
metals on cells is presented alongside with the methods of obtaining suspension cultures, evaluation of cell viability,
metal accumulation and detection of programmed cell death (PCD). The mechanisms by which cells of plant species
tolerant to heavy metals develop resistance to metal toxicity are discussed. Cell suspension cultures appear to be a
good model to study tolerance to heavy metals because they allow to estimate metal impact to a single cell in stable
uniform conditions.

Key words: cell viability, heavy metals, metallophytes, programmed cell death, suspension culture



