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TAJEMNICE ODPORNOSCI GLONOW I SINIC NA TOKSYCZNE METALE CIEZKIE

WPROWADZENIE

Grupa pierwiastkOw o gestoSci wickszej
niz 5 g/ cm - jest okreSlana jako ,metale cig-
zkie”. Jakkolwiek termin ten jest nieprecyzyj-
ny, poniewaz obejmuje szereg pierwiastkOw o
roznych wilaSciwosciach chemicznych i biolo-
gicznych, jest powszechnie stosowany dla
okreSlenia toksycznych metali i metaloidow
spotykanych jako zanieczyszczenia Srodowi-
ska. Jednym z negatywnych skutkow dziatania
podwyzszonych stezef tej grupy pierwiastkOw
(4. As, Cd, Cu, Hg, Pb, Zn etc.) w ekosystemach
wodnych jest spadek roznorodnosci oraz zmia-
na struktury gatunkowej zbiorowisk organi-
zmoOw fotosyntetyzujacych, takich jak eukario-
tyczne glony (Photobionta) i sinice (Cy-
anophyta, Cyanobacteria), odpowiedzialnych
za produkcje pierwotna (FOSTER 1982,
TAKAMURA i wspotaut. 1989, GENTER i
wspotaut. 1987). Czynniki Srodowiskowe takie
jak odczyn, temperatura, zasolenie, zasobnos¢
w substancje odzywcze, etc., odgrywaja row-
niez bardzo istotna role w strukturze gatunko-
wej zbiorowisk glonow eukariotycznych i sinic
w wodach (KAWECKA i ELORANTA 1994). Jedna-
kze obecnos¢ podwyzszonych stezen metali
ciezkich w strumieniach zanieczyszczonych

kwasnymi odptywami kopalnianymi, moze
miec niekiedy znacznie wickszy wptyw na dys-
trybucje w nich glonow niz niskie pH (ROUSCH
i SOMMERFELD 1999). Na przyklad. wzrost
dwoch gatunkow zielenic z rodzaju Ulothrix
byt silniej ograniczony przez obecnosS¢ wyso-
kich stezen Mn, niz przez kwasSny odczyn
wody. Glowna przyczyna spadku réznorodno-
Sci gatunkowej mikroflory w srodowiskach za-
nieczyszczonych metalami jest ich toksyczne
dzialanie na poziomie subkomoérkowym i orga-
nizmalnym, takie jak: zaburzenia procesu foto-
syntezy, oddychania, aktywnoSci enzymatycz-
nej, dezintergracja blon komorkowych, zabu-
rzenia roOwnowagi jonowej, stres oksydacyjny
oraz zahamowanie tempa wzrostu, ktore w
efekcie prowadza do ograniczonego rozwoju i
$Smierci wrazliwych organizméw. Zagadnienie
toksycznosci metali ciezkich w stosunku do
glonow i sinic zostalo przedstawione w wielu
pracach przegladowych (SKOWRONSKI 1988,
VYMAZAL 1986, PAWLIK-SKOWRONSKA i SKOW-
RONSKI 19906); jednakze wrazliwo$¢ glonow
eukariotycznych i sinic na metale ci¢zkie nie
jest jednakowa.

MIEDZY- I WEWNATRZGATUNKOWE ROZNICE W ODPORNOSCI GLONOW I SINIC NA
METALE CIEZKIE

Juz niewielkie stezenia metali ciezkich lub
metaloidow w wodzie, takie np. jak 1 uM Zn i

Cu, 15 nM As, w warunkach dlugotrwatego ich
dziatania prowadza do przebudowy flory glono-
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wej i sinicowej strumieni, rzek i jezior
(TAKAMURA i wspotaut. 1990a, GENTER i
wspolaut. 1987, KANUER i wspotaut. 1999). Ga-
tunki, ktore sa bardziej wrazliwe znikaja
zupelnie z zanieczyszczonych siedlisk lub ich li-
czebnosSc¢ spada i w efekcie dominujace staja si¢
inne, nieliczne gatunki, ktore sa lepiej przysto-
sowane (LEHMANN i wspoélaut. 1999). Na
przyklad w rzece zanieczyszczonej zarOwno
miedzia (0,07-0,22 mg/1), jak i cynkiem
(0,13-0,55 mg/1) wystepowalo jedynie 5 gatun-
kow sinic, 3 gatunki okrzemek i 2 gatunki ziele-
nic, ktore byly odporne na cynk i miedzZ
(TAKAMURA i wspotaut. 1990a). Obserwowano
duza zmiennosS¢ w odpornosci glonow na meta-
le ciezkie zarowno w fitoplanktonie jak i peryfi-
tonie ekosystemOw wodnych (PAYNE i PRICE
1999, TAKAMURA i wspoétaut. 1989), i tak np., w$-
rod 87 gatunkow stodkowodnych zielenic, 1 ga-
tunek byt odporny na miedz, 12 — na otowi8 na
cynk (FOSTER 1982). Niektore gatunki charakte-
ryzuja si¢ odpornoscia tylko na jeden metal, na-
tomiast inne moga by¢ odporne na kilka jedno-
czes$nie, np. odporny na podwyzszone stezenia
chromu szczep Scenedesmus acutus wykazywat
rowniez wicksza odporno$S¢ na miedz niz
szczep wrazliwy (MORSI ABD-ELI-MONEM i
wspolaut. 1998). Roznice w odpornosci wyste-
puja pomiedzy gatunkami nalezacymi do od-
leglych systematycznie grup, np. niektore
okrzemki (Bacillariophyceae) wykazywaly
10-krotnie wyzsza odporno$S¢ na miedZz niz
bruzdnice (Dinophlagellatae) (PISTOCCHI i
wspotaut. 2000), jak rOwniez nalezacymi do
tego samego rodzaju, np. Euglena mutabilis wy-
kazywala dwukrotnie wicksza odpornos¢ na
kadm, nikiel i glin i 18-krotnie wicksza odpor-
noS¢ na zelazo niz Euglena gracilis, podczas gdy
E. gracilis wykazywala dwukrotnie wi¢ksza od-
pornos¢ na Cu niz E. mutabilis (OLAVESON i
NALEWAJKO 2000). Przy czym, oba te gatunki
wykazywaly jednakowa odpornoS¢ na zakwa-
szenie wod i na cynk. R6zna odpornosc na meta-
le wykazuja rOwniez populacje tego samego ga-
tunku, zaadaptowane do zycia w siedliskach
charakteryzujacych si¢ miedzy innymi od-
mienna zawartoScia metali ciezkich; np. makro-
glon morski Enteromorpha compressa, zasie-
dlajacy wody przybrzezne wzbogacone w Cu,
byt bardziej odporny na miedzZ niz ten sam gatu-
nek zasiedlajacy wody nie zanieczyszczone
(CORREA i wspolaut. 1996). Z kolei populacje
nitkowatej, peryfitonowej zielenicy Stigeoclo-
nium tenue, wykazywaty roézna odpornos¢ na
cynk, w zaleznoSci od jego stezenia w siedlisku

(HARDING i WHITON 1976, Pawlik-Skowronska
dane niepublikowane). Wsrod dominujacych
glonow eukariotycznych w zanieczyszczonych
wodach obserwowano wystepowanie, a nawet
obfity rozwoj, nierozgatezionych, nitkowatych
zielenic z rodziny Ulotrichales — np. Ulothrix,
Klebsormidium, Hormidium i Stichococcus
oraz rozgatezionych, nitkowatych zielenic z ro-
dziny Chaetophorales, takich jak Stigeoclonium
tenue, Stigeoclonium aestivale, a takze niekto-
rych drobnych zielenic z rodzajow Chlorella,
Chlamydomonas, Chlamydocapsa, Oocystis,
Scenedesmus (MAC LEAN i BENSON-EVANS 1974;
HARDING i WHITTON 1976; KANUER i wspolaut.
1997, 1999; PAWLIK-SKOWRONSKA 2001). Wsrod
okrzemek wymieni¢ mozna drobne gatunki z
rodzajow Achnanthes, Navicula, Nitschia, Suri-
rella, Synedra. (TAKAMURA i wspotaut. 1989,
1990a). Swiadczy¢ to moze o ich wiekszej od-
pornoSci na metale ciezkie niz innych gatun-
kow. Co ciekawe, sa to raczej gatunki szeroko
rozpowszechnione, natomiast nie sg typowe
wylacznie dla Srodowisk zanieczyszczonych. Na
przyktad rozne populacje (ekotypy) Stigeoclo-
nium tenue spotykane sa zar6wno w wodach
czystych, jak i zanieczyszczonych metalami ci¢-
zkimi lub innymi substancjami mineralnymi
(FRANCKE i RHEBERGEN 1982, PAWLIK-
SKOWRONSKA 2001). Wskazuje to na znaczna
plastycznos¢ genotypowaq takich gatunkow, sta-
nowiaca podstawe ich zdolnoSci adaptacyj-
nych.

W zwiazku z faktem, ze glony i sinice wyka-
zuja zroznicowane reakcje na toksyczne meta-
le, nasuwa si¢ pytanie, jakie sa uwarunkowania
ich wystepowania w skazonych Srodowiskach
i mechanizmy odpornoSci istniejace u niekto-
rych gatunkow lub nawet niektorych tylko po-
pulacji (ekotypow). Pomimo wieloletniego za-
interesowania tym problemem, nie zostaly jak
dotad dostatecznie poznane mechanizmy
lezace u podstaw obserwowanej w warunkach
naturalnych zwiekszonej odpornosci niekto-
rych mikroorganizmow na chroniczne dziala-
nie toksycznych pierwiastkOw. Zjawisko to bu-
dzi stale rosnace zainteresowanie.

Bardzo nieliczne jednak doniesienia wska-
zuja (HARDING i WHITTON 1976, KELLY i
WHITTON 1989, KANUER i wspotaut. 1999), ze
np. zielenice pochodzace z wod charaktery-
zujacych si¢ wyzsza zawartoScia metali cie-
zkich (ale takze innymi zmiennymi ekologicz-
nymi) wykazuja wyzsza odpornoS¢ na metale.

Badania prowadzone z udzialem dwoch
ekotypow, czyli populacji tego samego gatun-
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ku Stigeoclonium tenue Kiitz., pochodzacych z
woOd o réznym stezeniu metali ciezkich wska-
zuja, ze ekotyp rozwijajacy si¢ obficie w
kanatach odprowadzajacych wody kopalniane
z kopalni rud cynku i otowiu (zawierajace sze-
reg metali ciezkich o bardzo zréznicowanych
stezeniach), jest zaadaptowany do chroniczne-
go dzialania wysokich stezen Zn (> 15 uM)
(PAWLIK-SKOWRONSKA 2001). Stwierdzono
rowniez, ze jest on zdolny do rozwoju i repro-
dukcji pomimo wysokiej, wewnatrzkomorko-
wej zawartoSci Zn, natomiast ekotyp S. tenue
rosnacy w wodach czystego jeziora w rezerwa-
cie przyrody, jest bardzo wrazliwy i po krotkim
czasie ekspozycji na podwyzszone ste¢zenia
cynku lub olowiu ulega zatruciu i obumiera
(Pawlik-Skowronska dane niepublikowane).
Stwierdzono przy tym, ze ekotyp odporny aku-
muluje wewnatrz komorek znacznie wicksze
iloSci zarowno cynku jak i otowiu niz ekotyp
wrazliwy, w takich samych warunkach $rodo-
wiskowych. Badane ekotypy oprocz roznic fi-
zjologicznych wykazuja rOwniez roznice w
morfologii czeSci wzniesionej plech. Filamenty
odpornego na cynk ekotypu S. tenue (Ryc.1)
zbudowane sa z komorek wezszych i dtuzszych
niz filamenty ekotypu wrazliwego. Podobne
zroznicowanie fizjologiczne i morfologiczne

Ryc. 1. Pokrdj morfologiczny filamentow w ple-
chach tolerancyjnego na cynk ekotypu peryfito-
nowej zielenicy Stigeoclonium tenue.

wykazywaly populacje gatunkow Stigeoclo-
nium zasiedlajace wody o roéznym zasoleniu
(FRANCKE i CATE 1980). Swiadczy to o duzej
plastycznoSci genotypowej tych zielenic.

Wystepowanie danego gatunku lub ekoty-
pu glonéw w siedlisku skazonym metalami
moze by¢ uwarunkowane mata biodostepno-
Scia metali pomimo ich wysokiego stezenia
i/lub adaptacja organizmu oparta na wy-
ksztatceniu odpowiednich mechanizmow bio-
chemicznych i fizjologicznych.

BIODOSTEPNOSC METALI DLA MIKROORGANIZMOW WODNYCH

Biodostepnos¢ metali zgodnie z definicja
ekotoksykologiczna to ta czeSC ogolnej puli
metali w Srodowisku, ktora wnika do komoérek
i moze wywola¢ efekty toksyczne (SPACIE i
wspotaut. 1995). Jest ona modyfikowana przez
czynniki fizyczne, chemiczne i biologiczne.
Czynniki te moga zmienia¢ forme chemiczng
metali, ich stezenie rownowagowe w wodzie,
oraz wplywaC na procesy zaangazowane w
transport jonow metali przez btone cytopla-
zmatyczna i na stan fizjologiczny organizmu
(SKOWRONSKI 1988, PAWLIK-SKOWRONSKA i
SKOWRONSKI 1996). Do gléwnych czynnikow
zmieniajacych forme chemiczna metali naleza:
pH, ligandy kompleksujace np. chlorki i sub-
stancje humusowe oraz ligandy tworzace
zwiazki nierozpuszczalne z metalami ciezkimi,
np. fosforany. Z kolei zawieszona w wodach
materia czasteczkowa (organiczna i nieorga-
niczna), poprzez procesy sorpcji powierzch-
niowej, obniza stezenie rOwnowagowe metali
w wodzie. Czynniki abiotyczne wplywajace na
stan fizjologiczny oraz procesy transportu

przez btony to temperatura, pH i natezenie
Swiatla fotosyntetycznie czynnego, od ktorego
zalezy stan metaboliczny mikroorganizmow
fotosyntetyzujacych. Przezywalnos¢ glonow i
sinic obserwowana w naturalnych warunkach
moze by¢ wiec w znacznym stopniu zalezna od
interakcji metali z czynnikami Srodowiskowy-
mi, ograniczajacymi dostepnosSc¢ i akumulacje
wewnatrzkomorkowa metali. Swiadczy o tym
np. wystepowanie sinic, ktore naleza do mikro-
organizmow najbardziej wrazliwych na szereg
metali ciezkich, w wodach o podwyzszonym
stezeniu Cu i o alkalicznym odczynie (pH
ok. 8), przy ktorym nastepuje spadek stezenia
metalu w formie kationowej, najbardziej do-
stepnej i toksycznej (TAKAMURA i wspolaut.
1990a). Z kolei, jak stwierdzono u kilku gatun-
kow zielenic i sinic, kwasne pH (5-6) sprzyja
obnizeniu zar6wno powierzchniowego wigza-
nia, jak i wewnatrzkomorkowej akumulacji ka-
tionow metali, w wyniku ich kompetycji z pro-
tonami na powierzchni komoérek (SKOW-
RONSKI 1988, PAWLIK-SKOWRONSKA i SKOW-
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RONSKI 1996, FRANKLIN i wspotaut. 2000). Przy
czym, rozne metale, moga wchodzi¢ w odmien-
ne interakcje z tymi samymi czynnikami fizy-
ko-chemicznymi Srodowiska, co dodatkowo
komplikuje interpretacje obserwowanych zja-
wisk.

Badajac interakcje metali ciezkich z czynni-
kami abiotycznymi Srodowiska, ktore moga
by¢ istotne dla przetrwania nitkowatych ziele-
nic takich jak Stichococcus bacillaris i Stigeoc-
lonium tenue w wodach o podwyzszonym ste-
zeniu otowiu i cynku stwierdzono, ze czynniki
takie jak obecnoS¢ materii zawieszonej w wo-
dzie, wyraznie kwasny i alkaliczny odczyn
wody, obecnos¢ substancji precypitujacych
lub kompleksujacych (fosforany, cytryniany,
chlorki), obecnos¢ kationow twardosci wody
(Ca, Mg) moga znacznie ogranicza¢ wnikanie
nadmiernych iloSci Zn i Pb do wnetrza komo-
rek (PAWLIK-SKOWRONSKA 2001, 2002).
Stwierdzono takze (PAWLIK-SKOWRONSKA
2000), ze nawet w warunkach nieograniczonej
dostepnosci Pb (tzn. w roztworach niekom-
pleksujacych, gdy wickszoS¢ stanowi forma ka-
tionowa metalu) i w warunkach optymalnego
transportu przez blone cytoplazmatyczna (na
swietle, w temp. 23°C, przy pH 7), ponad 95 %
olowiu wiaze sic w sposob odwracalny z po-
wierzchnia komorek glonow, a jedynie kilka
procent jest transportowane do wnetrza ko-
morek.

Ze wzgledu na ztozonos¢ Srodowiska wodne-
go, szereg czynnikow dzialajacych jednoczesnie

wanie tych zmian stalo si¢ mozliwe dzieki ozna-
czaniu poziomu indukowanych przez niektore
metale ciezkie i metaloidy, peptydéw tiolowych
— fitochelatyn. Peptydy te o strukturze (yGlu-
Cys)nGly, n= 2-7 (oraz 6 innych klas rézniacych
sie C- lub N-terminalnym aminokwasem) synte-
tyzowane sa w komorkach roslin wyzszych, eu-
kariotycznych glonow i grzybow z glutationu
(lub odpowiednich jego pochodnych) w odpo-
wiedzi na nadmiar wnikajacych toksycznych me-
tali i metaloidow (ZENK 1996). Poniewaz ich syn-
teza uruchamiana jest po wniknieciu jono6w me-
tali do komorek przyjeto, ze mozna je uznac za
wskaznik biodostepnosSci metali dla glonoéw
(SKOWRONSKI i wspotaut. 1998). W wyniku prze-
prowadzonych badan stwierdzono
(PAWLIK-SKOWRONSKA 2000, 2001), ze zmianom
dostepnosci oraz wewnatrzkomorkowej akumu-
lacji cynku i olowiu (zaleznym od okreSlonych
warunkow srodowiskowych) w komorkach nit-
kowatych zielenic S. bacillaris i S. tenue, towa-
rzyszyt wzrost poziomu indukowanych pepty-
dow o strukturze: (yGluCys)n Gly, n=2-4 i (yGlu-
Cys)n, n=2-3, ktore byly syntetyzowane w ciagu
pierwszych kilkunastu godzin kontaktu z metala-
mi. I tak np. aktywne pobieranie Pb przez ko-
morki 8. bacillaris zachodzilo intensywniej na
Swietle niz w ciemnoSci, poniewaz jest ono zale-
zne od energii metabolicznej. Uwidocznito si¢ to
w zwickszonej syntezie fitochelatyn w komor-
kach glonoéw (Ryc. 2), ktore pobraly na Swietle
wiecej olowiu niz w tych, ktore mialy kontakt z
olowiem w ciemnos$ci (PAWLIK- SKOWRONSKA

1600
1400 - Pb*=7,3 umola/gs.m. mPC2
i GPC3 Ryc. 2. Poziom fitochelatyn syn-
1200 tetyzowanych w komorkach
= 1560 BPC4 zielenicy S. bacillaris po ekspo-
i desGly-PC zycjina10 M Pbw roznych wa-
;I; 800 - runkach oSwietlenia.
é 600 - Pb* = 4,0 ymola/ g s.m. PC,_ 4 — poszczegolne oligomery fi-
c tochelatyn o wzorach (yGlu Cys), 4
400 - Gly; desGly-PC — oligomery o wzo-
rach (yGlu Cys)2-3. *Wewnatrzko-
200 ~ morkowe stezenie olowiu po 24
0 : == godz. ekspozycji (PAWLIK-SKOW-
Swiatlo Ciemnosé RONSKA 2000; dane zmodyfikowa-

Warunki ekspozycji na Pb

powoduje, trudne do oszacowania w warunkach
naturalnych, zmiany w dostepnosci toksycznych
jonow metali dla komorek glonow. Zaobserwo-

ne).

2000). Z kolei inny czynnik, alkaliczny odczyn
wody kopalnianej (pH 8,2), w istotny sposob ob-
nizal stezenie labilnych form cynku i w ten spo-



Tajemnice odpornosci glonow i sinic na toksyczne metale ciezkie

179

sOb ograniczal dostepnos¢ metalu dla komorek
dwu roznych ekotypow peryfitonowej zielenicy
S. tenue, co uwidacznialo sie¢ w postaci ograni-
czonego pobierania Zn i zwiazanej z tym zmniej-
szonej syntezy fitochelatyn (Ryc. 3). Skutkiem

materia zawieszona okazatla si¢ bardzo istotnym
czynnikiem ograniczajacym dostepnos¢ metali
ciezkich dla komorek glonéw. Poziom pepty-
dow tiolowych indukowanych pod wplywem
metali ciezkich, ktorych wnikanie do komorek

1000
900 - mpPC2
800 - EPC3 Ryc. 3. Zmiany w poziomie fito-
g 700 - mPCa chelatyn syntetyzowanych w
g 600 4 komorkach tolerancyjnej na
5004 cynk zielenicy §. tenue w zale-
W . P . . .
$ - znoSci od stezenia .labllnych
o form cynku w wodzie.
g 300 -
Czas ekspozycji 17 godz.; catkowi-
0= te stezenie cynku wynosito 15 uM;
100 - PC, ; — oligomery fitochelatyn o
0 T wzorach  (yGlu Cys),_4 Gly
3.4 14 (PAWLIK-SKOWRONSKA 2001, dane
Stezenie labilnych form Zn (M) zmodyfikowane).

ekspozycji glonOw na cynk zawarty w wodzie o
odczynie lekko kwasnym (pH 6,8), przy ktorym
stezenie labilnych (potencjalnie bardziej dostep-
nych) form metalu bylo 4-krotnie wyzsze niz
przy pH 8,2, byta zwickszona ogolna synteza fito-
chelatyn, przy czym, wzrastal poziom poszcze-
golnych oligomerow: PC; i PC3 oraz pojawialy
si¢ czasteczki o diuzszych tancuchach PC4 co
Swiadczy o wnikaniu do wnetrza komorek wiek-
szych ilosci metalu przy pH 6,8 niz przy pH 8,2.
Jednakze dwa ekotypy S. tenue o roznej odpor-
nosci, eksponowane przez kilkanascie godzin na
mieszanine metali zawarta w wodzie kopalnia-
nej (o naturalnym pH 8,2) produkowaly podob-
ne, niewielkie ilosci fitochelatyn (ok. 0,6 pmola
SH/gs.m.), co Swiadczy o niskiej dostepnosci me-
tali w alkalicznej wodzie zawierajacej miedzy in-
nymi znaczne stezenie wapnia i zawiesine orga-
niczno-mineralng (PAWLIK-SKOWRONSKA 2001).
Szczegolnie w wodzie o alkalicznym odczynie,

glonow bylo w istotny sposOb uzaleznione od
czynnikOw abiotycznych Srodowiska, okazat sie
dobrym narzedziem sluzacym wyjasnianiu
skomplikowanych interakcji zachodzacych w
naturalnym Srodowisku. Role peptydow tiolo-
wych w odpornosci glonow na metale przedsta-
wiono w dalszej czeSci artykutu.

Podsumowujac rozwazania o znaczeniu
dostepnosci metali ciezkich dla zdolnoSci
przetrwania mikroorganizmow w skazonych
siedliskach nalezy podkresli¢, ze im mniejsza
dostepnosc¢ metali w siedlisku, tym wi¢cej ga-
tunké6w ma szanse przezycia. Jednakze dla
uzyskania tolerancji na podwyzszona akumu-
lacje wewnatrzkomorkowa metali musza ist-
nie¢ roOwniez specyficzne cechy biochemicz-
ne i fizjologiczne organizmu, umozliwiajace
przystosowanie do zycia w niesprzyjajacych
warunkach.

MECHANIZMY BIOCHEMICZNE I FIZJOLOGICZNE ZWIAZANE Z ODPORNOSCIA GLONOW I
SINIC NA METALE CIEZKIE

Zgodnie z propozycja LEVITTA (1980), od-
pornos¢ na dostepne w nadmiarze pierwiastki
moze si¢ opiera¢ na unikaniu (tj. usuwaniu
pierwiastka z organizmu lub niedopuszczaniu
do jego pobrania) oraz na tolerancji, tzn. na
zdolnoSci do przetrwania, wzrostu i rozmna-
Zania organizmu, pomimo znacznej ilosci meta-
Iu w komorkach. Utrzymujaca si¢ przez kilka

lat odpornosc¢ na metale u glonow eukariotycz-
nych hodowanych w warunkach laboratoryj-
nych w podlozach bez nadmiernych stezen me-
tali (TAKAMURA i wspotaut. 1990b) Swiadczy o
genetycznej stabilnosci tego zjawiska. W przy-
padku sinic cecha odpornosci nie jest tak sta-
bilna i istnieja przypuszczenia co do plazmido-
wej jej kontroli (OLAFSON 19806).
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STRATEGIA UNIKANIA

Nieliczne doniesienia dotyczace odporno-
Sci u glonow opisuja glownie mechanizmy
zwigzane ze strategia unikania. Sa to : (i) wigza-
nie wiekszosci metalu ze Sciana komorkowa
(SKOWRONSKI 1984, XUE i wspotaut. 1988). Zja-
wisko to nie wydaje si¢ jednak by¢ wystar-
czajace do wywotlania tolerancji na zakumulo-
wane wewnatrzkomorkowo metale takie jak
Cd, Cu, Pb (PAWLIK-SKOWRONSKA 2000,
MACFIE i WELBOURN 2000), poniewaz iloscio-
WO przewazajacy proces wiazania powierzch-
niowego metalu wystepuje powszechnie row-
niez u organizmow wrazliwych; (ii) pozako-
morkowe wydzielanie organicznych substan-
cji kompleksujacych metale, ktore moga
zmniejsza¢ mozliwoS¢ penetracji jonOw metali
przez plazmalemme, jak opisano u zielenic
Chlamydomons  reinhardtii  (MACFIE i
WELBOURN 2000) i Oocystis pussila (MADOR i
wspotaut. 1998); (iii) adaptacyjna regulacja
systemu pobierania miedzi, zapobiegajaca nad-
miernemu wnikaniu pierwiastka przy wzro-
Scie stezenia zewnetrznego, zaobserwowana u
Scenedesmus bijuga (FAHTY i FALKNER 1997);
(iv) obnizone powinowactwo permeaz blono-
wych do jonow Cd, prowadzace do obnizenia
pobierania metalu, obserwowane u odpor-
nych euglenin oraz zmniejszony aktywny
transport Cd, Zn, Cu i Ni u mutanta Chlamydo-
monas reinhardtii (COLLARD i MATAGNE
1994); (v) zmniejszone wnikanie kationow me-
tali (Al, Cd, Cu, La, Ni) dzieki dodatniemu po-
tencjalowi zeta blony cytoplazmatycznej,
zwiazanemu z efektywnym usuwaniem proto-
now z cytoplazmy, np. za pomoca superaktyw-
nych ATP-az blonowych u gatunkow kwasolub-
nych, takich jak Dunaliella acidofila i Chlorel-
la vulgaris (GIMMLER i wspotaut. 1991, RAI i
wspotaut. 1994); (vi) usuwanie metalu z komo-
rek w postaci jonow lub kompleksow orga-
nicznych, co obserwowano u zielenic Scenede-
smus acutus f. alterans (NALEWAJKO i
wspoltaut. 1997) i sinicy Anabaena doliolum
(RATI i wspotaut. 1991).

Mozna przypuszczac, ze w zjawisku odpor-
nosci oraz bardziej wasko pojetej tolerancji na
metale ciezkie u glonow i sinic, uczestniczy kil-
ka mechanizmow dzialajacych jednoczeSnie.
Na przyktad w przypadku odpornych na arsen
mutantow  Chlamydomonas  reinhardtii
stwierdzono, ze mechanizm odpornosci moze
polega¢ na zmniejszonym pobieraniu, wew-
natrzkomorkowej detoksykacji w wyniku

transformacji As do form mniej toksycznych
(np. metylowanie, potaczenia ze zwiazkami li-
pidowymi) oraz usuwaniu z komorek
(FUJIWARA i wspotaut. 2000, NISSEN i BENSON
1982).

TOLERANCJA NA WYSOKIE, WEWNATRZKOMOR-
KOWE STEZENIA METALI

Tolerancja na zakumulowane w nadmiarze
metale ciezkie w komorkach wydaje si¢ byc
zwiazana z efektywnymi mechanizmami detok-
sykacyjnymi. Wsrod nich wyr6zni¢ mozna me-
chanizmy konstytucjonalne (ktore funkcjo-
nuja we wszystkich fenotypach zarowno od-
pornych jak i wrazliwych) oraz adaptacyjne,
charakterystyczne tylko dla fenotypow tole-
rancyjnych (MEHARG 1994).

Detoksykacja z udziatem ligandow wiazacych
metale wewnatrz komorek

Wsrod konstytucjonalnych mechanizmow
obronnych istotna role odgrywa wiazanie me-
tali przez wewnatrzkomorkowe ligandy pepty-
dowe i bialkowe. W komorkach prokariotycz-
nych sinic, toksyczne metale wiazane sa przez
biatka typu metaloprotein (OLAFSON 1986)
oraz w granulach polifosforanowych (RACHLIN
i wspotaut. 1985). W komorkach glonoéw euka-
riotycznych pierwsza lini¢ obrony przed nad-
miarem metali ciezkich, toksycznie dziata-
jacych na szereg procesOw metabolicznych,
stanowia przede wszystkim niebiatkowe
zwiazki tiolowe, t.j. glutation (GSH) oraz fito-
chelatyny (PC), syntetyzowane z niego przez
konstytucyjny enzym syntaze fitochelatynowa
(GRILLiwspoOtaut. 1989). Zarowno GSH, jak i fi-
tochelatyny tworza stabilne kompleksy przy
pH charakterystycznym dla cytoplazmy, jedna-
kze fitochelatyny zawierajace od 2 do 7 grup
-SH cysteiny w czasteczce, maja wicksza pojem-
no$¢ kompleksujaca metale niz glutation
(ZENK 1996). Glony nalezace do réznych grup
systematycznych moga roznic¢ si¢ iloScia, jak
rowniez wielkoScia polimeréw fitochelatyn
syntetyzowanych w odpowiedzi na szereg me-
tali ciezkich (GEKELER i wspo6taut.1988). U sze-
roko rozpowszechnionej zielenicy S. bacilla-
ris, oprocz fitochelatyn o strukturze (yGlu-
Cys)nGly, n=2-4 (PC,-4) stwierdzono row-
niez indukcj¢ syntezy peptydow tiolowych o
strukturze (yGluCys)n, n=2-3 (PAWLIK-SKOW-
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RONSKA 2000, 2002). Kompleksowanie tok-
sycznego metalu, jakim jest otow, przez indu-
kowane peptydy tiolowe moze byc¢ efektyw-
nym procesem obronnym, jedynie przy ni-
skich jego stezeniach wewnatrzkomorkowych
i wolnym tempie akumulacji. Jak zaobserwo-
wano u S. bacillaris (PAWLIK-SKOWRONSKA
2000) jedynie przy stezeniu zewnetrznym
0,1 uM Pb, stosunek stezenia grup tiolowych
do stezenia otowiu byl rowny 2 i kazda
czasteczka PC, wiazala jeden jon Pb. Jednakze
juz po 8 godz. ekspozycji na 2,5 uM Pb lub po 2
godz. ekspozycji na 20 uM Pb w wodzie, wew-
natrzkomorkowe stezenie metalu przewazato
nad stezeniem indukowanych peptydéw tiolo-
wych i pomimo wzmozonej syntezy GSH oraz
indukowanych tioli, obserwowano efekty tok-
syczne w postaci spadku zawartoSci chlorofilu
i zaburzen wzrostu populacji (PAWLIK-SKOW-
RONSKA 2002). Ro6wniez w dwu ekotypach nit-
kowatej, peryfitonowej zielenicy Stigeoclo-
nium tenue, zasiedlajacych wody o r6znym ste-
zeniu metali ciezkich, w odpowiedzi na wyso-
kie stezenia cynku, kadmu, olowiu oraz na ich
mieszanine¢ obecna w wodach pokopalnia-
nych, jako pierwsza linia obrony nast¢powata
glownie synteza fitochelatyn PC,_4 (PAWLIK-
SKOWRONSKA 2001). Obserwowano rowniez
niewielka produkcje pewnych niezidentyfiko-
wanych peptdow tiolowych, ktore stanowity
10-20% ogolnej puli peptydow tiolowych in-
dukowanych w odpowiedzi na podwyzszone
stezenia cynku i otowiu. Jednakze w czasie
ditugotrwalej ekspozycji (nawet do 6 tyg.) na
wysokie stezenia cynku, ktora przezywat jedy-
nie ekotyp odporny, w jego komorkach naste-
powala bardzo wzmozona synteza tych, roz-
nych od fitochelatyn, peptydow tiolowych. W
wyniku szczegélowych analiz chromatogra-
ficznych i spektrometrii masowej stwierdzo-
no, ze sa to pochodne fitochelatyn wzbogaco-
ne o jedna reszt¢ cysteinowa w czasteczce, a
wiec charakteryzujace si¢ potencjalnie wie-
ksza pojemnoScia kompleksujaca niz typowe
fitochelatyny (PAWLIK-SKOWRONSKA — w dru-
ku). Ich stezenie w komorkach odpornego na
cynk ekotypu §. tenue, wystepujacego obficie
w kanatach odprowadzajacych wody pokopal-
niane z zakladow przerobki rud cynko-
wo-olowiowych, bylo 6-krotnie wyzsze niz ste-
zenie fitochelatyn. Jednoczesnie ekotyp odpor-
ny na cynk byl zdolny do akumulacji znacznie
wiekszych iloSci zarowno cynku, jak i otowiu
niz ekotyp wrazliwy, w takich samych warun-
kach ekspozycji na metale (Pawlik-Skowronska

dane niepublikowane). Ekotyp odporny, zdol-
ny do wzrostu i reprodukcji przy stezeniach
wiekszych niz 15 uyM Zn, okazat si¢ wiec ekoty-
pem tolerancyjnym na cynk, a zdolnosc¢ do pro-
dukcji zwiazkOw o wiekszej pojemnoSci
wiazacej niz zwykle syntetyzowane fitochelaty-
ny jest szczegolnym mechanizmem jego adap-
tacji do wysokich stezen metalu wewnatrz ko-
morek.

Rola wakuoli w detoksykacji metali

Innym mechanizmem detoksykacji, sprzy-
jajacym tolerancji glonéw eukariotycznych na
metale ci¢zkie, mogtaby by¢ kompartmentacja
metali w wakuolach. Jak stwierdzono w Kkrot-
kotrwatych eksperymentach, u Chara corrali-
na cynk jest szybko przenoszony z cytoplazmy
do wakuoli (REID i wspoétaut. 1996). Jednakze
pomimo to, glon ten byl wrazliwy na podwyz-
szone stezenia cynku (10 uM) i jego wzrost ule-
gal zahamowaniu. Los metali w wakuolach glo-
now nie jest znany, chociaz analogicznie do ro-
Slin wyzszych mozna by przypuszczac, ze sa
one wigzane przez organiczne ligandy, takie
jak kwasy organiczne (RAUSER 1999). Istnieje
rowniez hipoteza, ze w przenoszeniu nadmia-
ru metali z cytoplazmy do wakuoli uczestnicza
fitochelatyny tworzace kompleksy z metalami.
W przypadku glonow przemawiaé¢ mogtoby za
tym doniesienie wskazujace, ze Cd w waku-
olach zielenicy Dunaliella bioculata byt
zwiazany z siarka (HEUILLET i wspotaut. 1986).
Z kolei, w wakuolach innej zielenicy Chlorella
Jusca wystepowaly granule polifosforanowe,
w ktorych identyfikowano obecnos¢ Cu, Zn, Fe
i Al (WONG i wspotaut. 1994). Jednakze ten
sposob nie byl rowniez wystarczajacym me-
chanizmem detoksykacji, poniewaz chloropla-
sty komorek glonu wykazywaly symptomy sil-
nego uszkodzenia. ROwniez u Stigeoclonium
stwierdzono gromadzenie si¢ otowiu w peryfe-
ryjnych wakuolach (SILVERBERG 1975). W przy-
padku glonoéw, nieliczne jak dotad doniesienia
nie daja podstaw do stwierdzenia, ze groma-
dzenie metali w wakuolach jest efektywnym
mechanizmem detoksykacji i tolerancji na me-
tale ciezkie. Potwierdzitly to badania przepro-
wadzone z udziatem dwoch ekotypow S. tenue
o roznej tolerancji na cynk. Stosujac nowa me-
tode cytochemiczna stwierdzono (Pawlik-
Skowronska, dane niepublikowane), ze dwa
ekotypy o réznej tolerancji gromadza cynk w
wakuolach, jednakze ekotyp tolerancyjny, kto-
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ry ma zdolnosc¢ do produkcji duzych iloSci spe-
cyficznych peptydow tiolowych w wyzszej po-
jemnoSci wiazacej niz fitochelatyny, rosnie i
rozwija sie, podczas gdy ekotyp wrazliwy ob-
umiera w obecnoSci podwyzszonych stezefi
cynku.

Transformacja wewnatrzkomorkowa metali

Mikroorganizmy sa zdolne do chemicznej
transformacji niektorych metali ciezkich w wy-
niku procesow utleniania, redukcji, alkilacji i
dealkilacji. Istnieja sugestie (WOOD i WANG
1983), ze przemiany te, zachodzace w komor-
kach, sa odpowiedzialne za odpornos¢ na me-
tale. Nieliczne doniesienia dotycza transforma-
¢ji w komorkach glonéw, np. u odpornej na
rtec zielenicy Chlorella sp. stwierdzono enzy-
matyczna redukcje i ulatnianie rteci (DE
FILIPPIS i PALLAGHY 1976), a u odpornej na ar-
sen Chlorella vulgaris — metylacj¢ i usuwanie
arsenu zkomoérek (MAEDA i wspolaut. 1992). W
komorkach Ankistrodesmaus falcatus obserwo-
wano debutylacje lub demetylacje organicz-
nych zwiazkéw cyny i otowiu (MAGUIRE i
wspotaut. 1984). Istnieja rowniez dane (WONG
i wspotaut. 1997; PAWLIK-SKOWRONSKA i
wspotaut. 1997, 1998) wskazujace, ze orga-
niczne zwiazki takich metali ciezkich jak Sn,
Pb, As sa bardziej toksyczne w stosunku do glo-
now niz ich formy nieorganiczne, a wiec prze-
miany wewnatrzkomorkowe metali do form
mniej toksycznych moglyby zwieksza¢ odpor-
nos$¢ organizmu na ich dzialanie.

Wydaje sie, ze dla wystapienia tolerancji na
metale ci¢zkie, oprocz funkcjonowania konsty-
tucjonalnych mechanizmoéw stuzacych przede
wszystkim utrzymaniu homeostazy pierwiast-

kow istotnych dla metabolizmu (np. szybka i
precyzyjna regulacja syntezy glutationu i fito-
chelatyn oraz gromadzenie metali w waku-
olach), niezbedne jest takze istnienie specy-
ficznych, efektywnych mechanizmoéw do zwal-
czania aktywnosSci nadmiernych stezei metali
(zarowno tych istotnych dla metabolizmu, jak i
zbednych).

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze wyste-
powanie i rozwoj glonow eukariotycznych i si-
nic w réznorodnych wodach zanieczyszczo-
nych metalami wydaja si¢ wiec by¢ uwarunko-
wane istnieniem i wspotdzialaniem kilku na-
stepujacych czynnikow: (i) ograniczona biodo-
stepnoscia najbardziej toksycznych form (zwy-
kle kationowych) w wyniku szeregu interakcji
metali z czynnikami Srodowiskowymi; (ii)
ograniczona akumulacja wewnatrzkomor-
kowa spowodowana funkcjonowaniem me-
chanizmow unikania; (iii) funkcjonowaniem
konstytucjonalnych (obecnych u wigkszosci
fenotypow) mechanizmow obronnych pole-
gajacych na wewnatrzkomorkowej detoksyka-
¢ji; (iv) funkcjonowaniem adaptacyjnych
(obecnych tylko u fenotypow tolerancyjnych)
mechanizmow stuzacych ograniczaniu doste-
pu nadmiernych stezen pobranych metali do
miejsc metabolicznie aktywnych, jak np. inna
lub bardziej wzmozona aktywnoS¢ enzyma-
tyczna, prowadzaca do bardziej efektywnej
obrony, ktorej nie posiadaja populacje wrazli-
we. Dzieki temu, w siedliskach charaktery-
zujacych sie obecnoscia czynnika selekcyjnego
jakim jest nadmiar metali ciezkich, np. w wo-
dach kopalnianych, zanieczyszczonych rze-
kach i jeziorach, obserwowa¢ mozna popula-
cje mikroorganizmow o szczegolnych ce-
chach, ktore umozliwiaja im sukces w nie-
sprzyjajacych warunkach.

MYSTERY OF ALGAL RESISTANCE TO HEAVY METALS

Summary

Itis known that heavy metal pollution in aquatic en-
vironments causes significant changes in algal diversity
and community structure. Some species or only some
populations are able, however, to survive in the pres-
ence of elevated metal concentrations. The observed al-
gal resistance to toxic metals seems to be dependent on
a range of factors limiting toxic metal bioavailability,
but mainly on intrinsic features of the organisms. Many

different mechanisms of metal resistance were re-
ported, however, the phenomenon is still not fully un-
derstood, because it seems to be both species/ecotype-
and metal-dependent. The author of the article tries to
make some progress in explaining of the mechanisms
of algal survival and adaptation to environments of high
metal concentrations, by studying production with
thiol peptides in different ecotypes.
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