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ki). Taksony te reprezentują różny stopień 
tolerancji, niektóre są nawet tzw. hiperaku-
mulatorami metali. Metalofity występują w 
34 niespokrewnionych rodzinach roślin okry-
tonasiennych. Do rodzin bogatych w gatunki 
odporne na metale ciężkie należą: Asterace-
ae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Plumba-
ginaceae, Poaceae, Violaceae (Bothe 2011). 
Szczególnie wysoką frekwencją metalofitów 
charakteryzuje się rodzaj Viola L. (Ryc. 1), 
w obrębie którego występują metalofity ob-
ligatoryjne (wyłącznie na glebach metalono-
śnych), metalofity fakultatywne (na glebach 
niezanieczyszczonych i metalonośnych) oraz 
tzw. metalofity przygodne (nie tworzą trwa-
łych populacji na glebach metalonośnych) 
(Słomka i Kuta 2015). W zależności od typu 
gleby, skład florystyczny jest różny. Gleby 
galmanowe Europy, bogate w Zn/Pb, koloni-
zowane są 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 stęże-
niach Ni/Cr/Fe/Mg – przez endemiczne ga-
tunki: Alyssum markgrafii, Minuartia baldac-
cii, Viola dukadjinica, Thlaspi goesingense, 
gleby miedzionośne – przez kilka gatunków 
traw (np. Agrostis stolonifera, Festuca rubra), 
a gleby arsenowe np. przez endemiczne ga-
tunki Viola arsenica, V. allchariensis (Steva-
nović i współaut. 2003, 2010; Rostański i 
współaut. 2015; Słomka i współaut. 2015; 
Szarek-Łukaszewska i współaut. 2015).

Organizmy żywe wykazują pewien poziom 
tolerancji na metale. Jest to tzw. tolerancja 

WSTĘP

Badania nad tolerancją roślin na meta-
le ciężkie (gęstość powyżej 5g/cm3) obecne w 
glebie są prowadzone od kilku dekad. Zanie-
czyszczenia gleby są poważnym problemem 
w skali światowej ze względu na ogromny 
wpływ na mikroorganizmy, rośliny, zwierzę-
ta oraz pośrednio lub bezpośrednio na zdro-
wie i życie człowieka (Agbogidi i współaut. 
2013). Pierwiastki pobierane i wykorzystywa-
ne przez rośliny można podzielić na metale 
niezbędne w metabolizmie roślin, do których 
należą: Zn, Mn, Cu, Ni, Fe; pobierane w ilo-
ściach ponadprogowych są toksyczne. Nato-
miast pierwiastki balastowe: Cd, Pb, Hg, Al, 
Tl, As, niewykorzystywane w metabolizmie 
roślin, są dla roślin toksyczne nawet w nie-
wielkich ilościach (Siwek 2008a i cyt. tam 
lit.). Różne są źródła metali ciężkich w gle-
bie; mogą być (i) naturalne (gleby orogenicz-
ne), powstałe wskutek np. wietrzenia skał, 
erupcji wulkanów lub (ii) antropogeniczne, 
spowodowane przez różne gałęzie przemysłu, 
będące najczęstszym źródłem zanieczyszczeń 
(Cegiełkowska i współaut. 2015). Większość 
tego typu zanieczyszczeń nie jest wymywa-
nych z gleby i pozostaje w niej bardzo długo 
(Padmavathiamma i Li 2007), a nieorganicz-
ne związki metali ciężkich są bardzo słabo 
biodegradowalne (Wuana i Okieimen 2011). 
Tereny zanieczyszczone metalami ciężkimi są 
kolonizowane przez tzw. metalolubne rośliny 
(odporne ekotypy), określane również jako 
metalofity, którym nadawano różne rangi 
taksonomiczne (odmiany, podgatunki, gatun-
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Ryc. 1. Stanowiska, na których rosną różne gatunki Viola odporne na wysokie stężenia metali ciężkich 
w glebie.
Fot. A–G gleby galmanowe bogate w cynk, ołów i kadm: A – hałda „Saturn” w Olkuszu, na której wy-
stępuje fiołek trójbarwny (Viola tricolor); B–D – stanowiska V. tricolor na hałdzie w Bukownie, rozległy 
teren pohutniczy zróżnicowany siedliskowo; E-G – stanowiska tzw. fiołków cynkowych: E – stanowisko 
endemicznego niebieskiego fiołka cynkowego (V. lutea ssp. westfalica) w Blankenrode, Niemcy; F–G – 
stanowisko żółtego fiołka cynkowego (V. lutea ssp. calaminaria) w Plombières, Belgia (F) i w Breiniger-
berg, Niemcy (G); H – gleby serpentynowe bogate w nikiel, chrom, żelazo; góra Valamara w Albanii 
stanowisko V. albanica. Autorzy zdjęć: H. Bothe (E–G), P. Kawalec (B–D), A. Słomka (A, H).



337Kultury zawiesinowe komórek

w wakuolach (Brookers i współaut. 1981, 
Klein i współaut. 2008, Słomka i współaut. 
2008, Bothe 2011, Emamverdian i współaut. 
2015). Wśród roślin przejawiających strate-
gię akumulacji, występuje wyjątkowa grupa 
ok. 500 gatunków, tzw. hiperakumulatorów, 
magazynujących metale ciężkie w częściach 
nadziemnych w ilości ponadprogowej, czy-
li według najnowszej definicji, o dwa rzędy 
wielkości większej niż inne gatunki rosną-
ce w tych samych warunkach lub ich od-
powiedniki (gatunki z tego samego rodzaju) 
rosnące na glebach niezanieczyszczonych/
mniej zanieczyszczonych (Rascio i Navari-
-Izzo 2011, Krzciuk 2015, van der Ent 
i współaut. 2015). Metalofity są bardzo 
ważnymi składnikami flory, bowiem są wy-
korzystywane do oczyszczania gleb z meta-
li ciężkich w procesie fitoremediacji (Siwek 
2008b, Małkowski 2015).

Potwierdzenie występowania metali w or-
ganach, tkankach, a nawet pojedynczych 
komórkach jest zależne od czułości stoso-
wanej metody. Na poziomie komórki i or-
ganelli komórkowych metale można wykry-
wać stosując różne techniki, w połączeniu z 
mikroskopią skaningową, elektronową bądź 
protonową. Do oceny ilości metali w całych 
organach (biomasie roślinnej) służą techni-
ki spektrometrii: absorpcyjna spektrometria 
atomowa (ang. atomic absorption spectro-
metry, AAS), spektrometria mas z jonizacją 
w plazmie sprzężonej indukcyjnie (ang. in-
ductively coupled plasma mass spectrome-
try, ICP-MS), spektrometria mas z jonizacją 
w plazmie sprzężonej indukcyjnie z analiza-
torem kwadrupolowym i przystawką do od-
parowania laserowego (ang. laser ablation 
inductively coupled plasma mass spectrome-
try, LA-ICP-MS). Bez skomplikowanych urzą-
dzeń, wykrywanie metali w tkankach można 

konstytutywna, która warunkuje podstawo-
wy poziom tolerancji na metale. Natomiast 
różnice międzygatunkowe w poziomie to-
lerancji wynikają z efektywności mechani-
zmów obronnych, u podstaw których leżą 
procesy metaboliczne i molekularne. U ro-
ślin zasiedlających tereny o wysokich stęże-
niach metali ciężkich w glebie (np. na hał-
dach pohutniczych), występuje podwyższona 
tolerancja, tzw. tolerancja indukowana, wy-
kształcona w wyniku procesów mikroewolu-
cyjnych (Wierzbicka 2015). Można wymienić 
trzy strategie obronne roślin w relacji metal-
-roślina: (i) wykluczania – rośliny akumulują 
metale w korzeniach, nie są one transpor-
towane do części nadziemnych, (ii) indyka-
cji – rośliny akumulują w organach metale 
ciężkie w stężeniu, które odpowiada stężeniu 
metali ciężkich w glebie, dzięki czemu moż-
na na podstawie zawartości metali w suchej 
masie wnioskować o stopniu skażenia śro-
dowiska, w którym występują (Cumming i 
Taylor 1990, Antosiewicz 1992, Baranow-
ska-Morek 2003), (iii) akumulacji – rośliny 
akumulują metale ciężkie w częściach nad-
ziemnych (Ryc. 2), poprzez wytworzenie me-
chanizmów umożliwiających detoksykację, 
takich jak produkcja fitochelatyn, enzymów 
antyoksydacyjnych, aminokwasów, kwasów 
organicznych i nieorganicznych, chroniących 
przed reaktywnymi formami tlenu powsta-
jącymi między innymi na skutek obecności 
metali w tkankach. W akumulacji meta-
li istotnym elementem są transportujące je 
białka. Ekspresja kodujących je genów (spe-
cyficzna w różnych komórkach/tkankach/
organach), lokalizacja kodowanych białek w 
różnych błonach biologicznych (np. błona 
plazmatyczna czy tonoplast) oraz kierunek 
transportu jonów metali, warunkuje napływ 
metali do komórki i ich gromadzenie np. 

Ryc. 2. Strategie adaptacji roślin do wysokich stężeń metali ciężkich w glebie. 

A – strategia wykluczania, metale głównie w korzeniach; B – strategia indykacji, stężenie metali w roślinie odpowia-
da stężeniu w glebie, rośliny wykorzystywane jako indykatory stopnia skażenia środowiska; C – strategia akumula-
cji, metale transportowane i akumulowane w częściach nadziemnych.
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sokich stężeniach tych pierwiastków oraz 
zachodzące tam procesy mikroewolucyjne 
(Grodzińska i Szarek-Łukaszewska 2002, 
Wierzbicka 2002, Wierzbicka i Rostań-
ski 2002, Szarek-Łukaszewska i współaut. 
2015).

W ostatnich latach, w badaniach nad 
wpływem metali ciężkich na rośliny coraz 
częściej stosuje się technikę kultur in vitro, 
wykorzystując jako model zawiesiny komór-
kowe.

KULTURY ZAWIESINOWE – MODEL 
DO BADAŃ REAKCJI KOMÓREK 

ROŚLINNYCH NA WYSOKIE STĘŻENIA 
METALI CIĘŻKICH

Wykorzystanie kultur zawiesinowych ko-
mórek jest od niedawna stosowaną techni-
ką do badań nad wpływem metali ciężkich 
na organizm roślinny. Pozwala na analizę 
odpowiedzi na stres pojedynczych komó-
rek w stabilnych warunkach kultur in vi-
tro, co zapewnia wysoką dokładność badań 
oraz powtarzalność wyników ze względu na 
kontrolowane warunki. Nie można jednak 
pominąć faktu, że w takim modelu badaw-
czym odpowiedź będzie specyficzna dla po-
jedynczych komórek w zawiesinie, nie dla 
określonych typów komórek/tkanek/orga-
nów, a tym samym procesy analizowane nie 
będą podlegały regulacji na poziomie całej 
rośliny. Ponadto, w zależności od strategii 
obronnej jaką roślina wykształciła w toku 
ewolucji, komórki różnych tkanek zlokali-
zowanych w organach nadziemnych (łody-
ga, liść) lub podziemnych (korzenie, kłącza), 
będą akumulowały metale. Kultury zawie-
sinowe komórek są zwykle wyprowadzane 
z tkanki przyrannej (kalusowej) lub z eks-
plantatu umieszczonego w pożywce płynnej 
(Kieran i współaut. 1997) (Ryc. 4). W celu 
przeprowadzenia analiz wpływu metali cięż-
kich na procesy fizjologiczne i biologię ko-
mórki, kluczowe jest wykreślenie krzywej 
wzrostu kultury zawiesinowej oraz ustalenie 
wieku w jakim kultura osiąga odpowiednią 
fazę wzrostu, czyli fazę wzrostu wykładni-
czego, podczas której zostaną zaaplikowa-
ne metale (Maldonado-Magaña i współaut. 
2013, Bernabé-Antonio i współaut. 2015). 
Krzywa wzrostu komórek jest ustalana po-
przez monitorowanie liczby komórek zawie-
siny, codziennie lub co kilka dni. Pomiary 
wzrostu liczby komórek mogą być wykony-
wane kilkoma metodami: 1) pomiar świeżej 
masy komórek – ustalona objętość zawie-
siny zostaje odwirowana i supernatant od-
dzielony lub zawiesina zostaje odsączona na 
lejku Buchnera z filtrem; 2) pomiar suchej 
masy komórek – ustalona objętość zawiesi-
ny zostaje wysuszona w 70°C w piecu próż-

przeprowadzić stosując związki wykazujące 
powinowactwo do metali, np. cynkon, diti-
zon, rodizonian sodu (Baranowska-Morek i 
Wierzbicka 2004, Seregin i Kozhevnikova 
2011) (Ryc. 3).

Tolerancja roślin na metale ciężkie była 
i jest intensywnie badana z wykorzystaniem, 
jako modeli badawczych, całych roślin w 
warunkach in vivo. Między innymi badano 
wpływ metali ciężkich na wzrost i biomasę 
roślin, parametry biochemiczne takie jak: 
zawartość metabolitów wtórnych, aktywność 
enzymów stresu, reakcje aparatu fotosynte-
tycznego, procesy reprodukcyjne, wielkość 
genomu, liczbę chromosomów oraz akumu-
lację metali ciężkich w tkankach roślinnych 
(Jędrzejczyk i współaut. 2002; Perfus-Bar-
beoch i współaut. 2002; Słomka i współaut. 
2008, 2010, 2011; John i współaut. 2009; 
Muszyńska i współaut. 2014; Izmaiłow i 
współaut. 2015; Okem i współaut. 2015).

W Polsce południowej znajduje się Ol-
kuski Okręg Rudny (OOR), gdzie od XII w. 
wydobywano i przetwarzano rudy cynku i 
ołowiu. Obszar ten jest doskonałym labo-
ratorium biologicznym, bowiem można tam 
obserwować sukcesję roślin na hałdy o wy-

Ryc. 3. Metody wykrywania metali ciężkich w or-
ganach, tkankach i komórkach roślinnych.

A-C – histochemiczne z wykorzystaniem barwników: di-
tizon (A, B) i rodizonian sodu (C): A – odcięte korzenie 
i przekroje poprzeczne przez korzenie Viola tricolor ze 
stanowiska kontrolnego (brak zabarwienia) i zanieczysz-
czonego Pb, Zn, Cd (zabarwione), fot. A. Słomka; B – 
włoski liści 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-
ścienie), fot. K. Sychta; D-E – komórki korzenia Dian-
thus carthusianorum po traktowaniu ołowiem z transmi-
syjnego mikroskopu elektronowego, w których widoczne 
są złogi ołowiu w ścianie komórkowej (D) oraz w waku-
oli (E) (wg Baranowska-Morek i Wierzbicka 2004, zmie-
niona).
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roślin czy ekspresją genów odpowiedzialnych 
za transport metali. Reakcje komórek roślin-
nych na czynniki stresowe są podobne jak 
roślin, z których została wyprowadzona za-
wiesina. Zależność tę wykazano w badaniach 
fizjologicznych i molekularnych, porównując 
gatunki reprezentujące różny poziom tole-
rancji na metale ciężkie: hiperakumulatora 
(T. caerulesces) oraz nietolerancyjnego tak-
sonu (Arabidopsis thaliana) (Klein i współ-
aut. 2008). Podobne wyniki, wskazujące na 
korelację tolerancji na cynk i ołów między 
rośliną wyjściową a zawiesiną komórkową, 
wykazano u jadłoszynu górskiego (Prosopis 
laevigata) (Buendía-Gonzáles i współaut. 
2010, Maldonado-Magaña i współaut. 2013).

Roślinne kultury zawiesinowe, szeroko 
stosowane w biotechnologii jako surowce do 
uzyskiwania wtórnych metabolitów, są jed-
nym z najbardziej efektywnych systemów 
do produkcji tych związków w dużej ilo-
ści i stosunkowo wysokiej czystości, w tym 
metabolitów wykorzystywanych do produk-
cji leków, dodatków do żywności (np. anto-
cyjany, alkaniny, żółć szafranowa, szafran i 
inne naturalne barwniki), ze względu na ła-
twość ich otrzymywania, szybkość produkcji 
i opłacalność (Misawa 1994, Dӧrnenburg i 
Knorr 1997, Yue i współaut. 2016). Zasto-
sowanie niewielkich dawek metali ciężkich w 
kulturach zawiesinowych może powodować 
zwiększenie produkcji metabolitów wtórnych 
przez komórki. W niskich dawkach działają 
one jak elicytory, czyli związki chemiczne, 
które indukują biochemiczne reakcje obron-
ne roślin (Zhao i współaut. 2010). Wykaza-
no, że zastosowanie chlorku kadmu w kul-
turach zawiesinowych winorośli właściwej, w 
odpowiednim stężeniu, zwiększa biosyntezę 
związków fenolowych oraz tokoferoli (Çetİn i 
współaut. 2014), a siarczan kadmu wpływał 

niowym, a następnie zważona; 3) liczenie 
komórek w hemocytometrze po maceracji 
trójtlenkiem chromu; 4) ustalenie procentu 
osiadłych komórek (SCV) – zawiesina zosta-
je na 30 minut poza wytrząsarką, a następ-
nie szacowany jest procent osiadłych ko-
mórek w stosunku do poziomu pożywki; 5) 
ustalenie procentu odwirowanych komórek 
(PCV) – pobierana ustalona objętość zawiesi-
ny, odwirowana, a następnie szacowany jest 
procent osiadłych komórek w stosunku do 
danej objętości (Ryu i współaut. 1990). Na 
podstawie krzywej wzrostu określa się czas 
podwojenia populacji (ang. doubling time), 
który zwykle wynosi od kilku godzin do kil-
ku dni (Ryc.  5).

Zastosowanie kultur zawiesinowych ko-
mórek pozwala na lepsze zrozumienie fizjo-
logii i biologii komórek roślinnych, w reakcji 
na czynnik stresowy jakim są metale cięż-
kie. Do badań nad wpływem działania me-
tali ciężkich na procesy fizjologiczne komór-
ki, analizowane na poziomie molekularnym, 
wykorzystywano protoplasty (Dodds 1983). 
Okazało się jednak, że nie jest to dobry mo-
del, ponieważ właściwości protoplastów nie 
odpowiadały cechom komórek roślin wyjścio-
wych, z powodu braku ściany komórkowej, 
która stwarza barierę dla wnikania metali 
ciężkich do wnętrza komórki. Protoplasty są 
znacznie bardziej wrażliwe na działanie me-
tali. Kluczowym zagadnieniem przy wyborze 
kultur zawiesinowych do analiz jest wykaza-
nie, iż mechanizmy tolerancji w obu ukła-
dach, komórki-roślina, są porównywalne. 
Badania nad Thlaspi (=Noccaea) caerulescens 
udowodniły, że linie komórkowe odzwiercie-
dlają tolerancję na metale roślin wyjścio-
wych (wyższe zapotrzebowanie na cynk do 
wzrostu, zwiększona ekspresja genów trans-
portu metali, wysoka tolerancja na podwyż-
szony poziom metali ciężkich), dlatego kul-
tury zawiesinowe są odpowiednim modelem 
do badań nad akumulacją metali, tolerancją 

Ryc. 4. Schemat uzyskiwania kultur zawiesino-
wych komórek z fragmentów blaszki liściowej 
(eksplantat) pośrednio via kalus (1) lub bezpo-
średnio z eksplantatu (2).

Ryc. 5. Krzywa wzrostu komórek na przykładzie 
kultury zawiesinowej Viola tricolor uzyskanej z ka-
lusa. Pomiar świeżej masy komórek wykonywany 
co trzy dni od zainicjowania kultury, wyniki dla 
trzech powtórzeń hodowli.
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chwytywaniu metali ciężkich pełnią polisa-
charydy. Wśród polisacharydów można wy-
różnić pektyny, w strukturze których główną 
domeną odpowiedzialną za wychwytywanie 
metali dwu- i trójwartościowych jest dome-
na HGA (homogalakturonianowa), syntetyzo-
wana w aparacie Golgiego i transportowana 
w pęcherzykach sekrecyjnych do ściany ko-
mórkowej (Dronnet i współaut. 1996, Wil-
lats i współaut. 2006). Deponowanie me-
tali ciężkich w ścianie komórkowej można 
obserwować używając mikroskopii optycznej 
(ołów – barwienie ditizonem lub rodizonia-
nem sodowym), fluorescencyjnej i konfokal-
nej (kadm – barwienie odczynnikiem Lead-
mium, aluminium – barwienie moryną lub 
lumogallionem) oraz mikroskopii transmisyj-
nej elektronowej (Ryc. 3D, E). Można także 
analizować depozycję metali w ścianie za 
pomocą mikroanalizy rentgenowskiej (Krze-
słowska 2011). Zawartość metali ciężkich w 
komórkach może być oszacowana (i) pośred-
nio przez ustalenie różnicy w ilości metali w 
pożywce na początku kultury oraz po cza-
sie trwania eksperymentu lub (ii) bezpośred-
nio poprzez oznaczenie zawartości metalu w 
biomasie komórkowej metodą absorpcyjnej 
spektrometrii atomowej i modyfikacjami tej 
metody (Zhu i Cullen 1995, Klein i współ-
aut. 2008). W cytoplazmie metale są chela-
towane przez fitochelatyny, kwasy organicz-
ne i następnie deponowane w wakuoli (Vol-
lenweider i współaut. 2006).

TESTY ŻYWOTNOŚCI KOMÓREK – 
BADANIE TOLERANCJI NA METALE 

CIĘŻKIE

Kluczowym w badaniu tolerancji na me-
tale ciężkie komórek jest oznaczenie ich ży-
wotności przed, w trakcie i po zastosowaniu 
czynnika stresowego. W przypadku szaco-
wania żywotności komórek w kulturze po 
zastosowaniu czynnika stresowego oznacza 
się minimalne stężenie hamujące (ang. mini-
mum inhibitory concentration, MIC) lub mi-
nimalne stężenie śmiertelne (ang. minimum 
lethal concentration, MLC). W toksykologii, 
w badaniach nad zwierzętami, używa się 
oznaczenia LC50 (ang. lethal concentration), 
co oznacza, że przy danej dawce 50% osob-
ników nie przeżyło ekserymentu. W przypad-
ku roślin można zastosować parametr IC50 
(ang. inhibitory concentration), określający 
stężenie hamujące, które powoduje redukcję 
biomasy komórkowej o 50% (Zhu i Cullen 
1995).

Żywotność komórek w kulturze 
zawiesinowej można także, poza pomiarami 
biomasy, oznaczać za pomocą testów z 
użyciem barwników przyżyciowych lub 
uwidaczniających martwe komórki. Martwe 

pozytywnie na syntezę trans-resweratrolu 
(polifenolowa pochodna stilbenu o działaniu 
antyrodnikowym występująca w dużych ilo-
ściach w czerwonym winie), zwiększając jego 
wytwarzanie nawet kilkakrotnie w porówna-
niu z komórkami nietraktowanymi kadmem 
(Çetİn i Baydar 2016). Również w kultu-
rach zawiesinowych świerka czerwonego ba-
dano wpływ cynku i kadmu na biosyntezę 
i poziom związków tiolowych (fitochelatyn, 
γ-glutamylocysteiny, glutationu), wolnych 
aminokwasów i poliamin, które u roślin 
spełniają rolę metaloprotektantów (Thanga-
vel i współaut. 2007).

Kultury zawiesinowe były także wykorzy-
stywane do badania wpływu metali ciężkich 
na cykl komórkowy. U Glycine max (soja 
warzywna) hamowanie podziałów komórko-
wych, w wyniku działania metalami ciężki-
mi, było efektem uszkodzeń DNA. Jony kad-
mu powodują wcześniejsze wejście komórki 
w fazę S cyklu komórkowego i obniżenie 
tempa syntezy DNA oraz zaburzają wejście 
w fazę M, co ma negatywny wpływ na prze-
bieg podziałów mitotycznych (Sobkowiak i 
Deckert 2004).

KOMÓRKA ROŚLINNA – MECHANIZMY 
POBIERANIA I OCHRONY PRZED 

METALAMI CIĘŻKIMI

Metale ciężkie mogą wnikać do komórki 
roślinnej przez błonę komórkową w proce-
sie endocytozy lub za pośrednictwem spe-
cjalnych transporterów błonowych (Woźny 
i współaut. 1982, Siwek 2008b, Kutrow-
ska 2013, Viehweger 2014 i cyt. tam lit.). 
Obecność metali ciężkich w komórkach po-
woduje różnego rodzaju modyfikacje w or-
ganellach i metabolizmie komórki, poprzez 
produkcję reaktywnych form tlenu w wyniku 
stresu oksydacyjnego (Rucińska-Sobkowiak i 
Pukacki 2006). Mechanizmy ochronne komó-
rek roślinnych na metale ciężkie obejmują 
wykluczanie – komórka jest chroniona przed 
wnikaniem metali ciężkich do wnętrza pro-
toplastu, oraz mechanizmy tolerancji polega-
jące na neutralizowaniu toksycznego wpły-
wu metali we wnętrzu komórki i usuwanie 
ich z protoplastu (Levitt 1980, Hossain i 
współaut. 2012). Na zewnątrz protoplastu 
metale są akumulowane przez grzyby miko-
ryzowe, gromadzone w ścianie komórkowej 
lub ich transport do wnętrza komórki jest 
blokowany przez warstwę wielocukru, ka-
lozy (Vollenweider i współaut. 2006, Mey-
ers i współaut. 2009). U wielu gatunków 
roślin metale ciężkie są akumulowane w 
dużych ilościach w ścianach komórkowych, 
gdzie łączą się z grupami karboksylowymi 
(Maldonado-Magaña i współaut. 2013). W 
ścianie komórkowej kluczową rolę w wy-
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resorufiny o różowej fluorescencji. Pomiarów 
ilości otrzymanego produktu można dokonać 
spektrofotometrycznie lub fluorymetrycznie 
(Byth i współaut. 2001, Rampersad 2012).

Badanie żywotności komórek w kulturach 
zawiesinowych traktowanych metalami jest 
kluczowe do oceny wpływu metali ciężkich 
na przeżycie oraz określenia tolerancji danej 
linii komórkowej na aplikowane metale.

ŚMIERĆ KOMÓREK W REAKCJI NA 
METALE CIĘŻKIE – PROGRAMOWANA 

ŚMIERĆ KOMÓRKI CZY NEKROZA?

Kultury zawiesinowe komórek roślinnych 
są także bardzo dobrym materiałem do ba-
dań nad programowaną śmiercią komórek 
(ang. programmed cell death, PCD) pod 
wpływem różnych czynników biotycznych 
i abiotycznych (McCabe i Leaver 2000). 
Ostatnio, programowana śmierć komórek u 
roślin została rozdzielona na dwa typy: roz-
wojową (ang. developmental programmed cell 
death, dPCD), uczestniczącą w procesie róż-
nicowania komórek i specjalizacji tkanek do 
pełnienia określonych funkcji, oraz środowi-
skową (ang. environmental programmed cell 
death, ePCD), będącą odpowiedzią rośliny/
komórek na stres środowiskowy (Lam 2004, 
Olvera-Carillo i współaut. 2015).

Na skutek działania czynników abiotycz-
nych (np. UV, wysoka temperatura, sól), w 
tym również metali ciężkich, komórki roślin-
ne ulegają PCD poprzez transdukcję sygnału, 
wywołaną przez reaktywne formy tlenu (ang. 
reactive oxygen species, ROS) prowadzące do 
ekspresji genów związanych z PCD (Petrov 
i współaut. 2015 i cyt. tam lit.), ale mogą 
również ulegać nekrozie (Yakimova i współ-
aut. 2006, Helmersson i współaut. 2008, 
De Michele i współaut. 2009, van Doorn i 
współaut. 2011, Xu i współaut. 2013, Huang 
i współaut. 2014). Istnieje kilka wskaźników 
biochemicznych pozwalających na rozróżnie-
nie nekrozy od PCD (van Doorn i współaut. 
2011). Komórki podlegające PCD można wy-
kryć za pomocą kilku testów, między innymi 
testem kometowym (Charzyńska i współaut. 
2000) lub testem TUNEL (Wierzchowiec-
ka i współaut. 2008, El-Maarouf-Bouteau i 
współaut. 2011), z jednoczesnym barwieniem 
jodkiem propidyny (PI). Test TUNEL pozwala 
na wyodrębnienie komórek, których jądro ko-
mórkowe ulega fragmentacji (zarówno w ko-
mórkach nekrotycznych, jak i podlegających 
PCD). Komórki nekrotyczne charakteryzują 
się brakiem integralności błony komórkowej. 
Jodek propidyny wybarwia komórki, które 
mają uszkodzoną błonę komórkową. Połącze-
nie tych dwóch metod pozwala na wyodręb-
nienie komórek ulegających nekrozie (TUNEL 
– pozytywne i PI – pozytywne) oraz komórek 

komórki identyfikowane są za pomocą 
błękitu Evansa, błękitu bromofenolowego, 
błękitu metylenowego oraz fenosafraniny. 
Błękit Evansa i błękit metylenowy są redu-
kowane przez żywe komórki, co skutkuje 
utratą barwy, w martwych komórkach barw-
niki te pozostają niezmienione. Do oznacze-
nia żywotności stosowane są także barwni-
ki tetrazolowe, wybarwiające żywe komórki, 
takie jak MTT [bromek 3-(4,5-dimetylotia-
zol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy] oraz TTC 
(chlorek trójfenylotetrazoliowy). Sole tetrazo-
lowe są redukowane w żywych komórkach 
do czerwono zabarwionych formazanów przez 
enzymy – dehydrogenazy (Tisserat i Man-
they 1996, Versleyen i współaut. 2004).

Żywotność komórek w testach z użyciem 
czynników stresowych najczęściej jest jednak 
ustalana na podstawie barwienia podwójne-
go FDA (dwuoctan fluoresceiny) oraz PI (jo-
dek propidyny), z użyciem mikroskopu flu-
orescencyjnego. Żywe komórki są uwidacz-
niane za pomocą dwuoctanu fluoresceiny, 
który jest rozkładany przez enzym esterazę, 
dając produkt fluoryzujący (Fernandez-Da 
Silva i Menéndez-Yuffá 2006) (Ryc. 6). Jo-
dek propidyny jest barwnikiem barwiącym 
kwasy nukleinowe, przenika przez uszkodzo-
ne błony komórkowe i łączy się z DNA; ko-
mórki zabarwione są martwe (Poborilova i 
współaut. 2013).

Od niedawna w badaniach żywotności 
komórek w kulturach zawiesinowych roślin 
stosuje się test alamarBlue, powszechnie 
wykorzystywany do oceny żywotności w kul-
turach komórek zwierzęcych. Żywe komór-
ki emitują różową fluorescencję, bowiem w 
wyniku procesów metabolicznych komórki, 
niebieska resazuryna jest redukowana do 

Ryc. 6. Komórki kultury zawiesinowej Viola trico-
lor wyprowadzonej z kalusa zabarwione dwuocta-
nem fluoresceiny (FDA) – żywe komórki wykazują 
fluorescencję w mikroskopie fluorescencyjnym (fot. 
K. Sychta).
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układem o stabilnych warunkach, pozwa-
lają na kontrolowane przeprowadzanie ba-
dań toksycznego wpływu metali ciężkich 
na organizmy roślinne. Kultury komórkowe 
są dobrym modelem do badań na poziomie 
molekularnym, obejmującym ekspresję ge-
nów odpowiedzialnych za tolerancję na me-
tale ciężkie, szlaki programowanej śmierci 
komórkowej, bądź produkcję specyficznych 
białek i metabolitów wtórnych w odpowiedzi 
na stres.

S t r es zc zen i e

Zanieczyszczenia gleby metalami ciężkimi mają tok-
syczne działanie na rośliny, zwierzęta oraz człowieka. 
Metalofity, rośliny odporne na metale ciężkie, kolonizują-
ce tereny metalonośne, są wykorzystywane do fitoreme-
diacji, czyli oczyszczania gleb z metali ciężkich.

Wykorzystanie roślinnych kultur komórkowych do 
badań nad toksycznością metali i tolerancją komórek na 
ich działanie jest stosunkowo nową techniką. W pracy 
zostały przedstawione możliwości wykorzystania roślin-
nych kultur zawiesinowych w badaniach nad wpływem 
metali ciężkich na metabolizm komórek oraz metody 
oszacowania ich toksycznego wpływu. Zaprezentowane 
zostały techniki otrzymywania kultur zawiesinowych, 
oceny żywotności komórek, akumulacji metali ciężkich 
w komórkach. W ocenie toksyczności metali stosuje 
się także badania nad programowaną śmiercią komórki 
(PCD), co pozwala oszacować reakcję komórek na ich 
wysokie stężenia. Zostały przedyskutowane mechanizmy 
tolerancji komórek na metale ciężkie. Kultury zawiesino-
we są dobrym modelem do badań tolerancji na metale, 
ponieważ pozwalają zbadać ich wpływ na pojedyncze ko-
mórki w jednolitych, stałych warunkach.
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KULTURY ZAWIESINOWE KOMÓREK 
VIOLA A TOLERANCJA NA CYNK  

I OŁÓW

Taksony z rodzaju Viola (fiołek) są często 
wykorzystywane do badań nad tolerancją ro-
ślin na metale ciężkie, ze względu na dużą 
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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
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