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1 Einleitung 

Als Schwermetalle bezeichnet man im allgemeinen eine 
Gruppe von etwa 40 Elementen, deren spezifische Dichte einen 
definierten Wert ( ca. 6 g/cm3) überschreitet und bei denen die 

typischen metallischen Eigenschaften wie „elektrische Leitfähig
keit", ,,Ligandenspezifität" sowie eine Kernladungs- bzw. Proto
nenzahl > 20 nachweisbar sind (H o 11 e m an n und W i b e r g , 
1985; R a s k in et al., 1994 ). Nach der von der europäischen 
Kommission herausgegebenen Richtlinie werden hier u. a. die 
Metalle Cadmium (Cd), Chrom (Cr), Kupfer (Cu), Blei (Pb), 
Nickel (Ni), Thallium (Tl), Quecksilber (Hg), Zink (Zn) und 
Arsen (As) genannt. Spurenelemente wie Bor (B), Kupfer (Cu), 
Eisen (Fe), Molybdän (Mo), Mangan (Mn) und Zink (Zn) sind für 

die Pflan:ze essentiell und in allgemeine metabolische Pro:zesse 
(z. B. Cofaktoren und Aktivatoren bei Enzymreaktionen) invol
viert (Marschner, 1995; Lippard und Berg, 1995). Es 

den, als ein der jeweiligen Problematik angepaßtes Pflan:zen
Design mit Hilfe gentechnologischer Methoden neue Möglich
keiten bieten wird, stark schwermetallbelastete Ökosysteme 
gezielt beeinflussen zu können bzw. zu einer Verbesserung der 
Belastungssituation beizutragen. Dabei werden weitere Erkennt

nisse auf den beteiligten Teilgebieten der Pflan:zenphysiologie, 
Bodenchemie, Bodenmikrobiologie als auch der Pflan:zenmole
kularbiologie eine entscheidende Rolle spielen. Voraussetzung für 
eine eventuelle praktische Umsetzung dieser neuen Technologie 
ist vor allem die Aufklärung und Charakterisierung von Metall
aufnahme- und -speichereigenschaften, die sich je nach Pflan:zen
art und Metallspezifität zum Teil erheblich voneinander unter
scheiden können. Der vorliegende Beitrag gibt einen Überblick 

über den der:zeitigen Kenntnisstand zu den biochemisch-molekul
arbiologischen Grundlagen dieser unterschiedlichen Schwerme
tallaufnahmeeigenschaften von Kultur- und Wildpflanzenarten. 

ist bekannt, daß die Unter- oder Überschreitung des optimalen 2 Unterschiede im Schwermetallaneignungsvennögcn von 
Versorgungsgrades an Spurenelementen in dem System „Boden
Pflanze" zu Schäden der Bodenmikroflora und -fauna sowie zu 
Ertragseinbußen führt. 

Schwermetalle sind natürliche Bestandteile von Ökosystemen. 
Ihre Anreicherung im Boden, im Wasser und in der Luft ist vor 
allem das Resultat anthropogener Aktivitäten (z. B. Bergbau, 

Erzgewinnung und Klärschlammdüngung) (S e a w a r d und 
Richards o n, 1990; Davis, 1984). Aufgrund der negativen 

Umweltwirkungen vieler Schwermetalle ist es an „Problemstand
orten" (kontaminierte gartenbauliche und landwirtschaftliche 
Flächen sowie Altlastenstandorte) notwendig, Maßnahmen zur 
Reduzierung der Schwermetallbelastung des Bodens zu ergreifen. 

Zu diesen Maßnahmen gehört u. a. auch die Sanierung schwer

metallbelasteter Böden mit chemisch-physikalischen und biologi
schen Methoden. Seit vielen Jahren ist man auf der Suche nach 
"sanften" Sanierungsmöglichkeiten, die einerseits eine kontinu
ierliche Nutzung des Bodens durch die Landwirtschaft ermögli

chen und zum anderen keine Deponierräume für schwermetallhal
tigen Abraum erforderlich machen. Zu den biologischen Metho
den der Bodensanierung gehört auch das Kon:zept der Schwer
metallentfernung mit Hilfe von höheren Pflanzen. Dieses ist be
reits vor 17 Jahren für Cadmium vorgeschlagen worden 
(U t s u n o m i y a, 1980) und wird heute aus den genannten 
Gründen als eine Bodensanierungstechnologie der Zukunft und 
Alternative zu den etablierten chemisch-physikalischen Verfah

ren betrachtet. Für die Biokonzentration von Schwermetallen mit 
höheren Pflanzen ist von Ras k in der Begriff "Phytoremedia

tion" geprägt worden (I. R a s k i n , Grant Proposal # RS 1869, 
1991, zitiert in R a s k in et al., 1994 ). "Phytoremediation" als 
eine moderne Form des "Environmental Cleanup" muß auch inso

fern als neue Technologie des Umweltengineering angesehen wer-
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höheren Pflanzen 

Das Phänomen der Anpassung von Pflanzen an Böden, die mit 
Schwermetallen angereichert sind, wurde bereits in der Ver
gangenheit ausführlich dokumentiert (B a k e r und B r o ok s , 
1989). Man erkannte, daß die Natur und der Grad der Schwerme
tallverträglichkeit im wesentlichen durch die Standortbedingun
gen für die Pflan:ze determiniert werden und in vielen Fällen 

metallspezifisch sind. In einigen Fällen wird jedoch eine multiple 
Metallresistenz, also eine Reaktion gegenüber mehr als einem 
Schwermetall beobachtet, wobei sogar Kreuzresisten:zen oder 
Cotoleranzen auftreten können. Zum Beispiel wurde in Silene vul

garis eine Cotoleranz gegenüber Cd, Cu und sogar Zn nachge
wiesen (V e r k I e i j und P r a s t , 1989 ). Obwohl inzwischen vie
le genetische Untersuchungen zur Schwermetallresistenz vorlie
gen, ist bisher nicht eindeutig geklärt, ob diese Art der Resistenz 

nur durch ein Gen kontrolliert wird oder ob die Reaktion der 
Pflanze polygener Natur ist (Mac n a i r, 1993). 

2.1 Mechanismen der Schwermetalltoleranz 

Heute unterscheidet man bei pro- und eukaryontischen 
Organismen im wesentlichen zwei grundsätzliche Mechanismen, 
die zu einer Toleranz gegenüber ex:zessiven Schwermetallionen
konzentrationen führen. Analog zu den allgemeinen Streß-Kon
zepten von L e v i t t (1980) wird eine Resistenz von höheren 

Pflanzen gegenüber Schwermetallen einmal durch das Prinzip der 

Vermeidung ("Avoidance"-Mechanismen), das heißt z.B. durch 
die Exklusion oder Restriktion der Metallaufnahme (Ta y 1 o r, 
1987; Cumming und Taylor, 1990), zum anderen durch 
Akkumulation, Speicherung und Inaktivierung der Metalle auf-
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grund ihrer Bindung an Aminosämen, Peptide oder Proteine 
(,,Tolerance"-Mechanismen) erreicht (Ver k l e ij und Sc hat, 
1990). 

Zu den "Avoidance"-Mechanismen gehören z.B.: 

(I) Immobilisierung von Metallen in der Zellwand, 

(II) Änderungen in der Membranpermeabilität aufgrund verän
derter Membranstruktmen, 

(Ill) Bildung von Redox-Barrieren an der Plasmamembran, 
(IV) erhöhte Sekretion von metallbindenden Substanzen zur 

extrazellulären Präzipitation von Schwermetallkomplexen. 

Zu den "Tolerance"-Mechanismen gehören z.B.: 

Hier ist die Kupfertoleranz ebenfalls mit einer reduzierten Cu2+_ 

Aufnahme in den Wmzeln verbunden (L o l k e m a und V o i j s , 

1986). Bei der „Kupferblume" Becium homblei aus Zambia wm
den sowohl im Wmzel- als auch im Sproßgewebe vergleichswei
se niedrige Kupferkonzentrationen gefunden. Die nachgewiesene 
drastisch verminderte Metallaufnahmefähigkeit dieser Pflanze 

wird zumindest als eine der Ursachen für die beobachtete Kupfer
toleranz betrachtet (Re i 11 y, 1969). Man nimmt an, daß dies 
auch für die beobachtete Zinktoleranz in Agrostis capillaris 
(M a t h y s , 1973) und für die Kupfertoleranz in Silene vulgaris 
(Moench) Garcke gilt (L o l k e m a et al., 1984; L o l k e m a et 
al., 1986). 

Die Untersuchungen von As her und Re a y (1979) ergaben, 

daß die Aufnahme von Phosphat und Arsenat in Gerstenkeimlin-
gen durch das gleiche Carriersystem erfolgt. Der jeweilige 

(I) Synthese von intrazellulär lokalisierten Substanzen, die als Phosphatstatus in der Pflanze nimmt entscheidenden Einfluß auf 
Bindungspartner für Schwermetalle zm Verfügung stehen die Regulation des Transportsystems (C l a r k so n und 
(z. B. Metallothioneine, Phytochelatine oder organische Lütt g e, 1991). Dieses besitzt normalerweise eine hohe Affinität 
Liganden), für Phosphat, ist allerdings in arsenattoleranten Holcus lanatus -

(Il) Änderungen, die die subzelluläre Metallkompartimentie

rung betreffen, 
(Ill) Veränderungen im zellulären Metabolismus, z. B. durch 

Aktivierung alternativer Stoffwechselwege. 

2.2 Klassifizierung von Pflanzen nach dem 
Grad der Schwermetallaneignung 

Basierend auf unterschiedlichen Schwermetall-Akkumulations
bzw. Schwermetall-Vermeidungsstrategien haben B a k er und 
W a 1 k er (1990) drei Typen unterschieden: die sogenannten Ex
kluder, Indikatoren und Akkumulatoren (vgl. auch B a k er, 
1981). 

2.2.1 Exklusion von Schwermetallen 

Unter Metallexklusion versteht man die Vermeidung bzw. die 

Restriktion der Metallaufnahme sowie des Metalltransports in das 
Cytoplasma. Aufgrund der bisherigen Untersuchungen kann man 
davon ausgehen, daß Metallexklusion in den meisten Fällen auf 
dem Mechanismus der Membranselektivität beruht. In diesem 
Zusammenhang sind entweder veränderte Ionentransportmecha
nismen oder Veränderungen der Membranzusammensetzung von 
Bedeutung (Cum min g und Tom s e tt, 1992). Die Ursachen 
für eine Metallresistenz durch verminderte Metallionenaufnahme 

bzw. erhöhten Metallionenefflux ist bei Prokaryonten umfassend 
untersucht worden (Si I ver und Mi s r a, 1988). Bei Alcali
genes eutrophus z. B. wird die effektive Metallexklusion durch 
eine plasmidcodierte (Plasmid - pMOL30), induzierbare "Efflux
pumpe" für die Metallionen Cd2+, Zn2+ und C02+ erreicht (N i e s 

und S i l v er, 1989). Die Kupfertoleranz in der einzelligen Alge, 

Chlorella vulgaris basiert ebenfalls auf einer Kupferexklusion. 
Hier führt die externe Bindung von Metallionen aufgrund der 
erhöhten Exudation metallchelatisierender Verbindungen zu einer 

Metallresistenz (B u t 1 er et al., 1980). Daß auch bei höheren 

Pflanzen veränderte Membrantransportsysteme als Ursache für 
die Entwicklung einer Metalltoleranz in Frage kommen können, 
zeigen Untersuchungen zm Kupfertoleranz in Silene cucubalus. 
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Pflanzen dahingehend verändert, daß eine deutlich geringere 

Affinität gegenüber Phosphat und Arsenat besteht. Das Metall
aufnahmesystem ist supprimiert. Die Suppression beruht auf einer 
Anpassung (Adaptation) des Phosphataufnahmesystems an 

Phosphatstreß. Da in der Vergangenheit veränderte V max und Km· 
Werte von Enzymen des supprimierten Phosphataufnahme
systems nachgewiesen werden konnten, war man der Ansicht, daß 
mutationsbedingte Konformationsänderungen von Transportpro

teinen und daraus resultierende verminderte Bindungsaffinitäten 
zu Metallionen die Ursache sein könnten (J u n g k et al., 1990; 
Cogliatti undClarkson, 1983; Macnair etal., 1992). 
Heute wird die Dominanz der Arsenattoleranz eher dahingehend 
interpretiert, daß es sich hierbei um Mutationen in regulatorisch 

wirksamen Genregionen des Phosphataufnahmesystems handelt 
(M a c n a i r, 1993). Neuere Untersuchungen ergaben, daß in 
toleranten Pflanzen die Induktion des Phosphatcarriers bei niedri
gen Ionenkonzentrationen offensichtlich ausbleibt. Immerhin ist 

im Falle eines supprimierten Phosphat-Transportsystems eine 
deutlich reduzierte Aufnahme von Arsenat in die Pflanzenwurzel 
zubeobachten(Meharg undMacnair, 1990;Meharg und 
M a c n a i r, 1992), so daß sich durch mangelnde oder stark ver
minderte Induzierbarkeit des Transportsystems letztlich die beob

achtete Arsenattoleranz ausbildet. Es wird angenommen, daß 
dmch den geringeren Influx eine Detoxifikation von Arsenat 
innerhalb der Wurzelzellen ermöglicht wird. 

Die Plasmamembranpermeabilität und -selektivität wird vor 
allem durch die Oberflächenladung, durch die am Membranauf
bau beteiligten Fettsäuren sowie durch den Sterolgehalt bestimmt 
(Thibaud et al. , 1984; Douglas und Sykes, 1985; 
Th o m p s o n , 1985 ). Veränderungen in der Struktur und Ionen
selektivität können durch die Interaktion zwischen Metallionen 

und Membranphospholipiden sowie durch die Verdrängung mem
brangebundenen Calciums durch Metallionen hervorgerufen wer
den (Green et al., 1980); immerhin stabilisiert die Gegenwart 

von Calcium als strukturelle Komponente der Membranphospho

lipide die selektive Membranpermeabilität (Körner et al., 
1985). Unterschiede im Verhältnis „Sitosterol : Stigmasterol" in 
Glycine max. - Suspensionen, die Cd2+.Jonen ausgesetzt wurden, 
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wurden von Xu und Patterson (1985), Veränderungen im 2.2.2.2 Hyperakkumulatoren 

,,Glycolipid : Phospholipid"-Verhältnis von Br o w n und Du -

p o n t (1989) beschrieben. Ob es sich hierbei um toxische Effek
te handelt, die eine Konformationsänderung z. B. des Sterols, das 

die Phospholipidpackungsdichte sowie die Membranleitfähigkeit 

beeinflußt, zur Folge hat oder ob es sich wirklich um eine kon

trollierte Antwort der Zelle auf Metallstreß handelt, ist anband der 

bisherigen Untersuchungen nicht definitiv zu entscheiden 

(Cumming undTomsett, 1992). 

Die Immobilisierung von Schwermetallen in der pflanzlichen 

Zellwand gilt nach den Untersuchungen mehrerer Arbeitsgruppen 

als ein effektiver Exklusionsmechanismus, der für die Reduktion 
der Metallaufnahme bei ganz unterschiedlichen Pflanzenspezies 

verantwortlich zu sein scheint (Tu r n er, 1970; Tu r n e r und 

Marshall, 1971; Turner und Marshall, 1972; Ma

lone et al., 1974; Lane et al., 1978). Mit Hilfe mikroskopi

scher Techniken und unter Anwendung moderner Zellfraktionie

rungsmethoden wurde z. B. für Blei und Mangan bei Getreide

pflanzen gezeigt, daß diese Metalle in der Zellwand angereichert 
werden (Lane et al., 1978; Malone et al., 1974). Zellwand

fraktionen, die aus Wurzeln zinktoleranter Klone von Agrostis 
tenuis isoliert worden waren, hatten nachweislich eine größere 
Affinität für Zink als Fraktionen, die von zinksensitiven Klonen 

stammten(Turner, 1970;Turner undMarshall, 1971). 

Metallexklusion bei höheren Pflanzen wird schließlich auch 

dadurch erreicht, daß durch die Exudation von Chelaten Metalle 

außerhalb des "Symplasmas" gebunden und präzipitiert werden 

können (Ta y 1 o r , 1987). Die reduzierte Aufnahme von Metall
chelaten und die damit verbundene Abnahme der Metalltoxizität 

bei höheren Pflanzen aufgrund der verringerten Reaktivität mit 

unterschiedlichen Zellkomponenten wurde von mehreren Autoren 

nachgewiesen (Coombes et al., 1977; Taylor und Foy, 

1985; C 1 a r k e et al., 1987). Es wird vermutet, daß die differen

tielle Metalltoleranz bei unterschiedlichen Genotypen höherer 

Pflanzen durch qualitative und quantitative Unterschiede in der 

Exudatproduktion beeinflußt wird. Hinzu kommt, daß durch die 

Chelatbildung die Speziation der Schwermetalle verändert wird 

und auch auf diese Weise die Aufnahme oder Exklusion des 

Metallkomplexes erhöht oder vermindert wird. 

2.2.2 Akkumulation von Schwermetallen 

2.2.2.1 Indikatoren 

Bei diesen Pflanzen sind die Aufnahme der Schwermetalle und 

ihr Transport in den Sproß exakt reguliert und korreliert, d. h. die 

pflanzeninternen Konzentrationen reflektieren die externen Kon

zentrationen im Medium. Die Metalle werden aktiv angereichert 

und über den gesamten Bereich der vorgegebenen Bodenkonzen

trationen im Pflanzengewebe konzentriert (bis zu einem gewissen 

Grad lineare Korrelation), was für eine hoch spezialisierte Physio
logie spricht (Bake r und W a 1 ke r, 1990). 

Indikatoren sind auf einen bestimmten Bodentyp oder den 

jeweils dazugehörigen Untergrund, aus dem der Boden entstanden 

ist, angepaßt. So ist z.B. die Kupferblume Haumaniastrwn katan

gense ein klassischer gcobotanischer Indikator für Kobaltene in 
Afrika (B ro ok s, 1977; B ro ok s et al., 1992). 
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Hyperakkumulation ist eine wichtige ökophysiologische 

Anpassung von Pflanzen an schwermetallreiche Substrate und 

damit eine Manifestation von Schwermetall-Resistenz (B a k er 
und B r o o k s , 1989). Als H yperakkumulatoren werden die 

Pflanzenarten bezeichnet, die mehr als 0,1 % (>1000 µg/g-1 

Trockengewicht) Nickel, Kobalt, Kupfer, Chrom und Blei oder 

auch 1 % Zink in ihren Blättern akkumulieren, unabhängig davon, 

welche Konzentrationen sich im Boden befinden (Br o ok s et al., 

1977; B ro ok s et al., 1980; B ak er und Walker, 1990). 

Pflanzen, die Schwermetalle natürlicherweise hyperakkumulie

ren, gedeihen an extrem schwermetallhaltigen Standorten, und 

fast alle sind endemisch. Worauf die Spezifität der Metallauf

nahme bei diesen Pflanzen beruht, ist bisher weder gut untersucht 

noch verstanden. Zur Erklärung ihrer Evolution und biologischen 

Bedeutung gibt es mehrere Hypothesen. So wurde vermutet, daß 

die Metallhyperakkumulation ein Abwehrmechanismus gegen 

Herbivoren und Pathogene darstellt (Ern s t et al., 1990). Jüngste 

Untersuchungen scheinen einen von Po 11 a r d (1992) postulier

ten adaptiven Abwehrmechanismus für zinkhyperakkumulierende 

Pflanzen zu bestätigen (Po 11 a r d und B a k er, 1997). Im Rah
men von FUtterungsversuchen mit 3 unterschiedlichen Herbivo

renarten (Schistocerca gregaria, Deroceras caruanae und Pieris 
brassicae) stellte sieb heraus, daß Pflanzen, die in zinkarmen 

Kulturlösungen angezogen worden waren, bevorzugt für die Nah

rung ausgewählt wurden. 

In einem umfassenden Review berichteten B a k er und 

Br o ok s schon 1989 von 145 Nickel-Hyperakkumulatoren, die 

22 verschiedenen Pflanzenfamilien zugeordnet werden konnten. 

Unter den Pflanzenarten sind sowohl Kräuter als auch Sträucher 

und Bäume zu finden, die sich sowohl in gemäßigten als auch in 

tropischen Zonen ansiedeln konnten (B a k er und B r o ok s 
1989). Nickel-Hyperakkumulatoren sind z.B. auf den Philippinen 

(Bake r et al., 1993) und in bestimmten Gebieten Brasiliens ver

breitet (B ro ok s et al., 1993). Während der Nickelgehalt von 

Pflanzen auf normalen Böden zwischen 0, 1 - 1 µg/g Trocken

gewicht liegt (B o 11 ar d, 1983), zeigen auf Serpentin-Böden 

wachsende Pflanzen Werte, die den Normalbereich um mehr als 

das 100 - lOOOfache überschreiten. So weist z.B. Sebertia acumi
nata aus Neu Caledonien mehr als 11 % Nickel (bezogen auf das 

Trockengewicht) in ihrem blaugrünen Milchsaft auf (Ja ff r e et 

al., 1976). Eine große Anzahl von Nickel-Hyperakkumulatoren 

gehört zu den Ordnungen Alyssum und Thlaspi. Manche dieser 

Thlaspi-Arten akkumulieren Blei (bis zu 1 % des Trockenge

wichts) und Zink (bis zu 3 % des Trockengewichts) (B aker und 

Brooks, 1989). Blei- und Zink-Akkumulatoren sind im Ver

gleich zu Nickel-Hyperakkumulatoren rar. Sie gehören überwie

gend zur Familie der Brassicaceen und sind besonders in Zentral

und Südeuropa zu finden. Kupfer- und Kobalt-Hyperakkumula

tion scheint auf die Flora in bestimmten Gebieten Zaires 

(,,Zambian Copperbelt" und „Shaban Copper Are") begrenzt zu 

sein. Man identifizierte 24 Hyperakkumulatoren für Kupfer und 

26 für Kobalt, 9 von ihnen zeigen Spezifität für beide Schwerme

talle (Bake rund Walker, 1990). 

Daß auch Kulturpflanzenarten wie Raps, Mais oder Riesen

knöterich Schwermetalle anreichern können, soll nicht unerwähnt 
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bleiben (vgl. Helal und Padeken, 1995; Haase, 1988). 
Tabelle 1 und Abbildung 1 zeigen die Metallspezifität und das 
Anreicherungsvermögen von natürlich vorkommenden Hyper
akkumulatoren (20 ausgewählte Arten) für Nickel, Blei, Kupfer, 
Kobalt, Zink, Chrom und Mangan. 

3 Biochemie und Molekularbiologie der Aufnahme und 
Speicherung von Schwermetallen 

3.1 Solubilisierung und Aufnahme von 
Schwermetallen im Wurzelbereich 

Eine Zone erhöhter biologischer Aktivität ist der Wurzelraum 
von Pflanzen. Gegenüber dem wurzelfreien Boden bewirken 
Interaktionen zwischen Pflanzen und Mikroorganismen eine 
Steigerung der Vielfalt und des metabolischen Potentials der 
Mikroorganismen. Diesen „Biofilm" bezeichnet man im allgemei
nen als Rhizosphäre (Cu r l und Tr u e l o v e, 1986). Durch die 
Anwesenheit von Mikroorganismen wird die Oberfläche der 
Wurzeln und dadurch die Aufnahmekapazität für Nährstoffe und 
sonstige Ionen drastisch vergrößert. Die Konzentration von 
Schwermetallen in der Bodenlösung bestimmt hauptsächlich das 
Ausmaß der Ionenaufnahme an der Wurzeloberfläche. Am 
Beispiel des Eisens soll die Metallaufnahme in die Pflanzenwur
zel näher beschrieben werden. 

Es werden zwei unterschiedliche Strategien im Hinblick auf die 
Eisenaufnahme bei höheren Pflanzen unterschieden (R ö m h e 1 d 
und M a r s c h n er, 1986). Danach liegt die chemotaxonomische 
Grenze für beide Strategien nicht zwischen einkeimblättrrigen 
und zweikeimblättrigen Pflanzen, wie früher postuliert wurde, 
sondern zwischen den meisten höheren Pflanzen - alle untersuch
ten Dicotyledonen und nichtgrasartigen Monocotyledonen -
(Strategie 1) und Gräsern (Strategie II). Der qualitative Unter
schied besteht im eisenmangelinduzierten Adaptationsmechanis
mus (R ö m h e l d, 1987). Pflanzenarten, bei denen Strategie 1 
verfolgt wird, zeigen 3 adaptive Komponenten: (1) eine eisenman
gelinduzierte Verstärkung der Eisen(IIl)-Reduktion zu Eisen(II) 
an der Wurzeloberfläche mit bevorzugter Aufnahme von Eisen(II) 
(Chane y et al., 1972), (2) ff+-Extrusion (R ö m h e l d et al., 
1984), die die Reduktion von Eisen(III) zu Eisen(II) vorantreibt, 
(3) in bestimmten Fällen die Freisetzung von reduzierenden 
und/oder chelatisierenden Substanzen durch die Wurzeln 
(He t her et al., 1984). Das typische Merkmal der Strategie I ist 
also die verstärkte Eisen(IIl)-Reduktion unter Eisenmangelstress. 
Dagegen sind die Systeme, die der Strategie II zugeordnet werden, 
durch eisenmangelinduzierte Freisetzung spezifischer Eisen(IIl)
chelatisierender Verbindungen (Ta k a g i et al., 1984) und ein 
Hochaffinitätsaufnahmesystem für Eisen(IIl)-Phytosiderophoren 
gekennzeichnet (R ö m h e l d und Marsch n er, 1986). 

Bei der Aufnahme von Eisen scheiden Gräser sogenannte 
Eisenkomplexierer (Mugeinsäuren - ,,MAs") aus, die schwerlösli
che Eisen(IIl)-Verbindungen wie Fe(OH)J in der Rhizosphäre 
solubilisieren und auf diese Weise entstandene Eisen(IIl)-Mugein
säure-Komplexe reabsorbieren können (Takagi, 1976). Unter 
Eisenmangelbedingungen erhöht sich die ausgeschiedene Menge 
an Mugeinsäuren und die Wurzelabsorptionsrate neu gebildeter 
Eisen(IIl)-MAs nimmt ebenfalls zu (Mi h a s h i und M o r i , 
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1989). Zur gleichen Zeit werden cysteinreiche Proteine in den 
Wurzeln angereichert (1 rf u n e et al., 1991). 

Nach Na k an i s h i et al. (1993) stellt man sich den hypotheti
schen Stoffwechselweg wie folgt vor: Eisenmangelbedingungen 
sind die Ursache für die induzierte Aktivität der Nicotianamin
(NA)-Synthetase, die die Umsetzung von S-Adenosyl-L-Methio
nin (SAM) zu Nicotianamin katalysiert. Danach wandelt vermut
lich eine Nicotianamin-Desaminase Nicotianamin zur 3'-Keto
form um. Sodann katalysiert eine 2'-Desoxymugeinsäure-(DMA)
Synthetase die Umwandlung von der 3'-Ketoform zur 2'-Desoxy
mugeinsäure (M ori und Ni s h i z a w a, 1987). 

Auch bei zweikeimblättrigen Pflanzen, die unter limitierenden 
Eisenkonzentrationen angezogen wurden, konnte beobachtet wer
den, daß Eisenionen aus dem Boden in erhöhtem Maß mobilisiert 
und absorbiert werden (R ö m h e l d und Marsch n er, 1986). 
Eine Charakterisierung des Mechanismus war mit Hilfe von 
selektierten Mutanten möglich. Es liegen inzwischen Untersu
chungen bei zweikeimblättrigen Pflanzen vor, die einen Defekt 
bei der Regulation des Eisentransports zeigen. Zum Beispiel kann 
bei der Tomatenmutante (Lycopersicon esculentum Mill., cv 
T3820fer; Genotyp "fer") nicht die Synthese der Eisen(IIl)
Chelatreduktase, die in der Wurzelzellplasmamembran lokalisiert 
ist, induziert werden. Normalerweise reguliert eine Eisenchelatre
duktase die Eisen(IIl)-Reduktion in der Wildtyp-Pflanze (Lyco
persicon esculentwn, cv Floradel, Genotyp"FER") (B rown et 
al., 1971). Man stellte fest, daß die rezessive Mutation das soge
nannte FER-Gen (Wann und Hi 11 s, 1973) betrifft, das offen
sichtlich für einen essentiellen Transkriptionsfaktor codiert, der in 
die Regulation der Eisenmangelreaktionen involviert ist. Im 
Gegensatz zum "fur"-Protein (Ee yptake regulator) von E. coli 
(H an tk e, 1981) ist das PER-Protein ein Aktivator. Die rezessi
ve Mutation macht sich phänotypisch in der Weise bemerkbar, daß 
eine Antwort der Pflanze auf Eisenmangel unterbleibt. Zur weite
ren Charakterisierung der funktionellen Bedeutung des PER
Proteins wurden Membranen aus Wurzeln von Wildtyp (FER) und 
mutierten (fer) Tomatenpflanzen, die unter Zugabe von hohen und 
niedrigen Eisenkonzentrationen angezogen worden waren, iso
liert. Es zeigte sich, daß offensichtlich zwei Proteine unter der 
Kontrolle des PER-Gens synthetisiert werden. Unter Eisenman
gelbedingungen bilden die Wildtyp-Pflanzen rhizodermale 
Transferzellen aus, in deren Plasmamembranen Protonentrans
port nach außen sowie Eisenreduktion stattfinden (L a n d s -
berg, 1986). 

Nach einem Modell von Bien f a i t (1988) codiert das FER
Gen für ein regulatorisches Protein, das an Sequenzelemente der 
DNA binden kann und dadurch die Transkription induziert. Nach 
seiner Bindung an DNA-Sequenzen erfolgt die verstärkte Syn
these von Transferzellen und Wurzelhaaren. Außerdem konnte die 
Aktivierung einer Protonenpumpe sowie eine erhöhte Eisenreduk
tase-Aktivität beobachtet werden. 

Bei einer anderen Tomatenmutante (Lycopersicon esculentwn, 
cv Bonner Beste, Genotyp „chloronerva") sind ebenfalls 
Einschränkungen beim Eisentransport nachgewiesen worden 
(S c h o l z, 1983). Die Chloronerva-Mutante zeigt reduziertes 
Wachstum und Blattchlorose sowie die typischen Anzeichen eines 
Eisenmangelstresses, z. B. verstärkten Protonentransport nach 
außen, verdickte Wurzelspitzen mit Wurzelhaarbildung sowie eine 
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Tabelle 1: Metallaufnabmespezifität und Anreicberun~ vermögen von natürlich vorkommenden Hypeakkumulatoren 

Pflanzenart Nickel Blei Kupfer Kobalt Zink Chrom Mangan 

(Trockengewicht) µg!g µg!g µg!g µg!g µg!g µg!g µg!g 

Thlaspi graecum 12000 
(17) 

Alyssum cassium 20000 
(7) 

Haumaniastrum robertii 2070 10200 
(10) (10) 

Haumaniastrum katangense 8356 2240 19800 
(9, 10) (9, 10) (15) 

Thlaspi rotundifolium 8200 
(8) 

Thlaspi alpestre 2740 30000 
(10) (16) 

Buchnera henriquesii 3520 2435 
(9,10) (9, 10) 

Aeolanthus biformifolius 3920 2820 
(13) (13) 

lpomoea alpina 12300 
(12) 

Lindernia perennis 9322 2300 
(10, 11) (10.11) 

Dicoma niccolifera 1500 
(14) 

Sutera fodina 2400 
{14) 

Alyssum cypricum 23600 
(7) 

Sebertia accuminata 17750 
{6,3) 

Alyxia rubricaulis 11500 
(4,5) 

Thlaspi alpinum 31000 
(2) 

Psychotria douarrei 47500 
(3) 

Maytenus bureauvianus 33800 
(3,4) 

Thlaspi calaminare 39600 
(2) 

Macadamia neurophylla 51800 
(1) 

(1) Jaffre (1979); (2) Reeves und Brooks (1983a); (3) Jaffre (1980); (4) Jaffre (1977); (5) Brooks et al. 
(1981c); (6) Ja ffr e et al. (1976); (7) B ro ok s et al. (1979); (8) Re e v es und Bro o ks (1983b); (9) B ro o ks et al. 
(1980); (10) Brooks et al. (1987); (11) Malaisse und Gregoire (1978); (12) M a 1 a iss e et al. (1979); (13) 
Brooks etal. (1978); (14)Wild (1974); (15)B aker und Brooks (1989); (16)Haj ar (1987); (17) Reeves etal. 
(1983c) 
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erhöhte Aktivität der Eisen(lll)-Reduktase in der Wunelzellplas
mamembran (S t e p b an und Grün , 1989). Die "Cbloronerva" -
Mutante ist nicht in der Lage, Nicotianamin zu synthetisieren. 
Nicotianamin ist eine Aminosäure (Sideropbore), die an der Bil
dung stabiler Eisen(ll)-Komplexe bei physiologischen pH-Werten 
beteiligt ist. Nicotianamin gilt seit den Untersuchungen von 
Sc b o l z ( 1989) als intrazelluläres Transportmolekül von 
Eisen(Il)-Verbindungen. Von Bedeutung ist, daß die Mutante 
,,Cbloronerva" außerdem andere divalente Kationen wie Mn2+ 
und Zn2+ in ungewöhnlich hohen Konzentrationen in den Wurzeln 
akkumuliert(Stephan und Grün, 1989). DievonKneen et 
al. (1990) isolierte Erbsen-Mutante E107 zeigt ebenfalls abnorme 

Eisentransporteigenschaften. Aufgrund der mangelnden Fähig
keit. die Eisenaufnahme zu regulieren, werden bei diesen Pflanzen 
toxische Eisenkonzentrationen in älteren Blättern hyperakkumu
liert (Welch undLaRue, 1990). 

Zur molekularbiologischen Charakterisierung von DNA
Bereichen und Proteinen, die bei der Eisenaufnahme regulierend 
wirken könnten, erstellte man ausgehend von induzierter mRNA 
aus Gerstenwuneln, die von Pflanzen, angezogen unter Eisen
mangelbedingungen, stammten, eine cDNA-Genbank und fand 
einen Klon (ids 1 = iron deficiency-specific clone 1) mit einer 
Länge von 503 Basen (0 k um ur a et al., 1991 ). Die 5'-untrans
latierte Region umfaßt 31 bp, es folgt ein offenes Leseraster von 
222 bp mit einer 3'-nicbtcodierenden Region von 250 bp. Das aus 

der Basenseguenz abgeleitete offene Leseraster enthält 7 4 Amino
säuren, woraus sieb ein Protein mit einem Molekulargewicht von 
- 7500 Dalton ableiten läßt. Dieses enthält zwei cysteinreiche 
Regionen. Ein Vergleich mit der NRBF Protein-Datenbank 

(DNASIS Software) zeigte, daß es sieb um Domänen handelt. die 
eine große Ähnlichkeit mit denen animaler bzw. Pilz-Metall
otbioneinseguenzen haben. 

Jede Domäne umfaßt 6 Cysteine, die in Cys-X-Cys-Clustern 
aufgebaut ist, also eine Struktur, die für die metallbindende Eigen
schaft von Metallotbioneinen inzwischen gefordert wird (B e r g , 
1989). Wie weiter unten ausgeführt werden wird, sind in der 

Pflanzenwelt solche Domänen auch in den offenen Leserastern 
von cDNA-Klonen aus Pisum sativum (Eva n s et al ., 1990), 
Mimulus guttatus (de M i ran d a et al., 1990) und im Weizen

keim Ec-Protein von Triticum aestivum (Hofmann et al., 1984; 

La n e et al., 1987; Kawa s b im a et al., 1992), was bisher als 
das einzige Metallotbionein in höheren Pflanzen bezeichnet wird, 
gefunden worden. Allerdings muß auch erwähnt werden, daß sieb 
die Aminosäuresequenzen dieser aus Pflanzen isolierten Proteine 
zwischen den homologen cysteinreicben Domänen deutlich von 
den für Metallotbioneine charakteristischen Zwischensequenzen 
unterscheiden, so daß verschiedene regulatoriscbe Funktionen 
nicht ausgeschlossen werden können. So wird vermutet, daß das 
Genprodukt von Klon „idsl" möglicherweise mit regulatorischen 
Regionen von Eisen(IIl)-MA-Transportergenen interagiert 

(Mori undNisbizawa, 1987;Sbojima etal., 1990). 
Andere Metalle können nach Eintritt in die Wurzel entweder 

sofort gespeichert oder in den Sproß transportiert werden. In der 

Sojabohne werden z. B. 98 % des aufgenommenen Cadmiums 
durch die Wurzeln zurückgehalten und nur etwa 2 % in den Sproß 
transportiert (C a t a I d o et al., 1983 ). Auch bei der Bohne 
(Phaseolus vulgaris L.) wurde eine Cd-Anreicherung vor allem in 

LANDBAUFORSCHUNG VÖLKENRODE 

der Wurzel und weniger im Sproß festgestellt (Pate l et al., 
1980). In Mais (Zea mays L.) dagegen können durchaus hohe Cd
Konzentrationen in den Sproß transportiert werden, wobei die Cd
Verteilung zwischen Wurzel und Sproß unabhängig vom Wachs
tumsstadium der Pflanzen ist (F l o r i j n und v a n B e u s i -
ehern, 1993a und 1993b). Der Transport von Metallionen zum 
Sproß verläuft den bisherigen Erkenntnissen nach im Xylem, eine 
Verteilung findet offensichtlich dann über das Phloem statt 
(S t e p b an und Sc h o l z , 1993 ). Nach den Untersuchungen 
von G u o und Marsch n er (1996) ist die geringe Transloka
tion des Cadmiums von der Wurzel in den Sproß bei der Bohne 
ein Resultat mehrerer Faktoren. Zu diesen gehören zum einen die 
vergleichsweise geringe Produktion von Phytocbelatinen in der 
Wurzel, zum anderen die Bindung von Cadmium in Form von 

Hochmolekulargewichtskomponenten sowie die Retention des 
Schwermetalls in den Cortexzellen, im Xylem sowie im umge
benden Gewebe während des langen Transports von der Wurzel 
zum Sproß (G u o und Mars c b n er , 1996). Es konnte gezeigt 
werden, daß der extrazelluläre Transport aufgrund der hoben 
Kationenaustauschkapazität der Zellwände limitiert ist, wenn das 
Metallion nicht als Metallchelatkomplex transportiert wird. Es 

wird außerdem angenommen, daß die Weiterleitung von Metallen 
in Form von Metall-Cbelat-Komplexen wie z. B. Cd-Citrat im 
Transpirationsstrom erfolgt (Senden et al., 1992). Daß organi
sche Säuren am Metalltransport im Xylemsaft von Hyperakku
mulatoren beteiligt sind, konnte schon früher gezeigt werden 
(B a k er und B ro ok s , 1989). Der Nachweis, daß (yEC)

Isopeptide an der Metallbindung im Xylemsaft beteiligt sind, 
gelang Pr z e m eck und H a a s e (1991 ). Die Beteiligung von 
Nicotianamin am Phloemtransport von Eisen wurde ebenfalls 
nachgewiesen. Da auch Zink, Cobalt. Nickel und Kupfer mit die
ser Aminosäure eine Verbindung eingeben können, dient 
Nicotianamin möglicherweise als genereller Schwermetalltrans
porter im Phloem (S te p b an und Sc b o 1 z, 1993). Nach neue
ren Untersuchungen scheint für den Transport von Nickel im 
Phloem auch die Aminosäure Histidin von Bedeutung zu sein 

(Martens undBoyd , 1994). 

3.2 Membrantransportmechanismen 

Man unterscheidet eine Anzahl von Transportproteinen in 
pflanzlichen Membranen auf der Basis ihrer Mechanismen. Zu 
den bisher charakterisierten Transportproteinen, deren Gene iso
liert wurden, gehören 'fypen wie ATPasen (H ar per et al., 1989), 
"ATP-binding cassette type"-Transporter (0 r t i z et al., 1992 und 
1995) oder auch "P-type" ATPasen (K an am a ru et al., 1994; 
H arms et al., 1994) sowie andere am Ionentransport beteiligte 
Carrierproteine (Ries m e i er et al., 1992). Sie sind natürlicher
weise mit Membranen assoziiert und man nimmt an, daß z.B. eine 

veränderte Lipidzusammensetzung der Membran bei der Regu
lation der ATPase-Aktivität eine Rolle spielt (Ca r r u t b er s und 
M e l c bio r, 1986). So zeigen schwermetallbelastete Pflanzen 

eine vergleichsweise geringere Anreicherung des Ethylsterol

Precursors A-5-Avenasterol. Auch sind die prozentualen Anteile 
von verschiedenen Sterolen wie Campesterol und Sitosterol nach 
Schwermetallbelastung verändert, so daß hierdurch offensichtlich 

eine Modulation plasmamembrangebundener Enzymaktivitäten 
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die Folge ist (R o s et al., 1992). Daß die Aktivität von ATPasen, 
die mit Membranen assoziiert sind, durch die Struktur von Mem
branlipiden sogar reguliert werden kann, zeigen die Untersuchun
gen von Matsumoto et al. (1992) und Obata et al. (1996). 
Da die Protonenausschleusung durch Vanadat- und Cadmium-Ver
bindungen gehemmt wird, wird angenommen, daß Cadmium mit 
Komponenten der Plasmamembran eine Bindung eingeht und auf
grund dieser strukturellen Veränderung der Membran auch die 
Konformation und Transporteigenschaften der Protonen-ATPase 
beeinflußt werden (0 bat a et al., 19%). 

Was den Transport von Schwermetallionen betrifft, ist bei höhe
ren Pflanzen auf molekularer Ebene nur wenig bekannt. Von 
Kampfenkel et al. (1995) wurde eine Arabidopsis thaliana
cDNA durch Komplementation einer Mutante (ctrl-3) von 
Saccharomyces cerevisiae, die einen Defekt bezüglich ihrer 
Kupferaufnahme hatte, isoliert. Hefemutanten, die die isolierte 
cDNA aus Arahidopsis exprimierten, hatten nahezu Wildtyp
eigenschaften, d. h. sie waren unter anderem auch kupferresistent. 
Das isolierte Gen (COPTl) codiert für ein außerordentlich hydro
phobes Protein mit 169 Aminosäuren. Die ersten 44 Reste zeigen 
eine signifikante Sequenzhomologie mit methionin- und histidin
reichen Kupferbindungsdomänen von bakteriellen Proteinen, von 
denen eines eine kupfertransportierende ATPase ist (K am p f -
e n k e l et al., 1995). Die Arninosäuresequenz läßt auf drei poten
tielle transmembranale Helices schließen, so daß es sich hierbei 
höchst wahrscheinlich um ein integrales Cytoplasmamembran
protein handelt. 

"ABC-Typ" -Proteine repräsentieren eine der größten Mem
brantransporter-Familien (Hi g g ins, 1992). Ein sogenanntes 
ABC (,,ATP-binding cassette")-Typ Protein, das Vakuolenmem
branprotein HMTl, dessen Gen aus Saccharomyces pombe iso
liert wurde, verdient in diesem Zusammenhang besondere Erwäh
nung, da im Rahmen von In-vitro-Versuchen gezeigt werden 
konnte, daß es sich um ein Protein für den Transport von Phyto
chelatin-Metallkomplexen handelt (0 r t i z et al., 1995). HMTl 
repräsentiert danach ein ABC-Typ-Transporterprotein, das zu 
einer Toleranzinduktion nach Schwermetallaufnahme beiträgt. 
Ortiz et al. (1992) isolierten eine Hefe-Mutante, deren Defekt 
für die Akkumulation sulfidenthaltender Phytochelatin-Cd2+_ 
Komplexe durch HMTl komplementiert werden konnte. Am 
Beispiel des HMTl wird deutlich, daß Transport und Bindung die
ser Komplexe in bestimmten Kompartimenten offensichtlich 
durch ein einziges Transportprotein bewirkt werden können. Das 
offene Leseraster der isolierten cDNA läßt auf ein Protein 
schließen, das mit 830 Aminosäuren ein Molekulargewicht von 
90500 Dalton aufweist. Es gibt zwei Hauptdomänen. Hinter der 
typischen eukaryontischen Signalsequenz am aminoterminalen 
Ende bilden die folgenden 500 Aminosäuren hydrophobe Regio
nen, die mehrere transmembranale Segmente (6 - 10 Helices) 
beinhalten. Durch Immunblot-Analysen von subzellulären Frak
tionen war es möglich, nachzuweisen, daß das Protein mit der 
Membran der Vakuole assoziiert ist. Vakuolenvesikel, die HMTl 
enthalten, können sowohl Apo-Phytochelatine als auch Phyto
chelatin-Cd2+-Komplexe transportieren. Vanadat wirkt aktivitäts
inhibierend. Es wird jedoch nicht durch Inhibitoren beeinträchtigt, 
die die Aktivität der Vakuolen-Protonen-ATPase reduzieren. 
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Da die Akkumulation von metallgebundenen Phytochelatinen 
in den Vakuolen Cd2+-behandelter Pflanzenkeimlinge (V o e -
geli-Lange und Wagner, 1990) ebenfalls mit der Anwe
senheit eines HMTl-ähnlichen Transportproteins erklärt werden 
kann (Sa lt und Raus er, 1995), soll hier folgendes Modell, 
welches für das Hefesystem vorgeschlagen wird, Erwähnung fin
den. Danach aktivieren zunächst Cd2+-Ionen, die in die Zelle auf
genommen werden, die Phytochelatinsynthase, die die Synthese 
von Phytochelatinen bewirkt. Diese Peptide chelatisieren cyto
plasmatisches Cd2+, um kleinmolekulare PC-Cd2+-Komplexe 
(cytoplasmatische Carrier) zu bilden, die dann von HMTl durch 
die Vakuolenmembran transportiert werden, wobei ATP zu ADP 
dephosphoryliert wird. Durch die Anlagerung von Sulfid an die . 
Komplexe in der Vakuole wird eine hochmolekulare Verbindung 
gebildet, die zugleich die Lagerungsform des Metalls darstellt. 
Untersuchungen zur Charakterisierung eines Cd2+fil+-Transport
systems in Pflanzen sind bereits publiziert worden (Sa lt und 
W a g n e r, 1993 ). Die Klonierung eines pflanzlichen ABC-Typ
Transporters, der mit dem HMTl-Protein aus Saccharomyces 
pombe funktionell vergleichbar ist, steht noch aus (0 w, 1996). 

Daß dieses Modell auch auf höhere Pflanzen übertragbar ist, 
wird ganz wesentlich dadurch gestützt, daß offensichtlich Cd-PC
Komplexe aktiv durch die Tonoplastenmembran von Haferwur
zeln transportiert werden (S alt und R au s er, 1995). Die Auto
ren beschreiben einen Mg-ATP-abhängigen vanadatsensitiven 
Transport radioaktiv markierter PCr und PCz-Moleküle in iso
lierte Tonoplastenvesikel. Die Energie wird durch die Hydrolyse 
von ATP bereitgestellt. Dadurch erhöht sich die PCz-Konzentra
tion im Vesikel gegenüber der in der Lösung um das 38fache. 
Diese Ergebnisse lassen die obige Schlußfolgerung zu, daß die 
Transportsysteme für Metall-PC-Komplexe im Hefe- und Pflan
zensystem zumindest sehr ähnlich sein müssen. 

3.3 Zellinterne Schwermetallkomplexierung 
und Schwermetallspeicherung 

Die Bereitstellung von Metallothioneinen, Phytochelatinen und 
organischen Säuren gibt einer schwermetallbelasteten Zelle letzt
lich die Möglichkeit zur Komplexierung toxischer Metallionen in 
verschiedenen Zellkompartimenten. 

3.3.1 Metallothioneine 

Vor 40 Jahren entdeckten M a r g o s h e s und V a l l e e im 
Cortex der Pferdeniere ein cadmiumbindendes Protein, dem der 
Name "Metallothionein" (Mt) gegeben wurde und das für die 
natürliche Akkumulation von Cadmium in diesem Gewebe ver
antwortlich ist (M arg o s h es und Va 11 e e, 1957). Nach wei
teren Untersuchungen mußten auch Zink und Kupfer einbezogen 
werden (Kägi und Vallee, 1961; Pulido et al., 1966). Es 
zeigte sich, daß animale Metallothioneingene durch ein weites 
Spektrum endogener Faktoren wie Hormone, sekundäre Messen
ger, Wachstumsfaktoren, Cytokine sowie Schwermetalle induzier
bar sind (Riordan und Vallee, 1991). Der extrem hohe 
Metall- und Schwefelgehalt dieses Proteins trug wesentlich zur 
Namensgebung bei. Es handelt sich um gencodierte Proteine mit 
Molekulargewichten zwischen 6000 und 7000 Dalton. Sie zeich-
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nen sich durch hohe Cysteingehalte aus (23-33 Mol % ), dagegen 

sind aromatische und hydrophobe Aminosäuren rar. Die in der 

reduzierten Form vorkommenden Cysteinreste sind mit dem 

Metallion durch Mercaptidbindungen koordiniert. Es resultieren 

charakteristische Metall-Thiolat-Komplexe und sogenannte 
Metall-Thiolat-Cluster, die typischerweise 4 - 12 Atome/Mol bin

den (Ha m er, 1986). Animale Metallothioneine wurden in zwei 

Klassen (I und II) eingeteilt (F o w l er et al., 1987; K ä g i und 

Kojima, 1987; Robinson, 1990). Metallothioneine der 

Klasse I wie zum Beispiel das Neurospora crassa-Mt (Lerch , 

1980) zeigen hohe Sequenzhomologie zum Metallothionein aus 

der Pferdeniere, insbesondere was die Position der Cysteine 

betrifft. Bei den Klasse 11-Mts ist die Cysteinanordnung deutlich 

abweichend, aber immer noch ähnlich der von Klasse 1-Mts. 
Klasse 11-Mts wurden in Cyanobakterien, Hefe und dem Nemato
den Caenorhahditis elegans (K ä g i, 1991) gefunden. Pflanzliche 

Metallothionein-ähnliche Gensequenzen zeigen zwar Ähnlichkei

ten im Hinblick auf die Cysteinanordnung mit Klasse 1- und 

Klasse 11-Mts, sind aber unabhängig davon zwei verschiedenen 

Typen zugeordnet worden, da zwei sogenannte Isoformen des 

Pisum-Typ-Metallothioneins in Arabidopsis identifiziert werden 

konnten. Diese unterscheiden sich in der Struktur der aminotermi

nalen Mt-Domänen deutlich voneinander (Mur p h y und 

Taiz, 1995). Typ 1-lsoform enthält ausschließlich Cys-X-Cys

Motive, während Typ 2 sowohl Cys-Cys als auch Cys-X-X-Cys
Anordnungen in der aminoterminalen Domäne enthält (Abbildung 

2). Es gibt Hinweise, daß die beiden Isoformen (Bezeichnung: 

MT-Typl und MT-Typ2 nach Z ho u und Golds b rou gh, 

1994) von Multigen-Familien codiert werden (persönliche Mit
teilung von R.B. Golds b ro u g h, zitiert in Mur p h y und 

Taiz (1995). 

Das Weizen-Ec-Protein gilt bis heute als das einzige echte 

pflanzliche Metallothionein (Hof man n et al., 1984; La n e et 

al., 1987; Kawashima et al., 1992). Hanley-Bowdoin 

und L a n e konnten bereits 1983 zeigen, daß nach In-vitro
Translation isolierter mRNA aus Weizenembryonen bei Zugabe 

von 35S-Cystein eine 20 - 25 %ige Einbaurate dieser Aminosäure 

in ein Protein gefunden werden konnte, das an der Bindung von 

Schwermetallen beteiligt zu sein schien (H an l e y - B o w d o in 

und La n e , 1983). Inzwischen liegen Ergebnisse zur Charakteri

sierung des Genprodukts vor. Bereits 1987 wurde nachgewiesen, 
daß das Ec-Protein, isoliert aus vollentwickelten Weizenembryo
nen, 5 Moleküle Zink enthält (La n e et al., 1987). Das Weizen 

Ec-Gen wird offensichtlich ähnlich wie die animalen Zn2+_ 

Metallothioneingene während der Embryogenese exprimiert 

(Kawa s h im a et al., 1992). Die Autoren vermuten, daß die 

Funktion des Ec-Proteins darin besteht, die Verfügbarkeit von 
Zink während der Entwicklung des Weizenembryos zu modulie

ren. Im Rahmen verschiedener Publikationen zur Charakterisie

rung genomischer Weizen-Ec-Gene wurde festgestellt, daß un

gleich animalen MT-Genen, die Teil einer Multigenfamilie sind 

(K a r i n und R i c h a r d s , 1982), pflanzliche MT-Gene offen

sichtlich als Einzelkopien auf den langen Armen der Chromo

somen IA, lB und lD in hexaploidem Weizen vorliegen (persön

liche Mitteilung von G a l e, zitiert in K a w a s h im a et al., 
1992). 
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Ebenfalls anders als bei animalen Metallothioneingenen, die 

das MRE ("metal responsive element") TGCRCNCX (N ist nicht 

A, X ist G oder C) (Pa 1 m i t er, 1987) enthalten, zeigt das Ec

Genfragment keines dieser Motive. Es befindet sich ein Element 

in der 5'-ßankierenden Region, das den „Abscisinsäure-Response

Elementen" ähnlich ist, allerdings keiner metallregulatorischen 
Region eindeutig zugeordnet werden kann. Northern Blot

Analysen zeigen, daß Ec-Transkripte in unreifen Embryos akku
mulieren. Bei Zugabe von Abscisinsäure zum Keimungsmedium 

kann eine Induktion erreicht werden, was durch die Zugabe von 

Zink nicht möglich ist. Diese Reaktion ist verständlich, da die 
Sequenz -608CACGTGGA-601 in der 5'-ßankierenden Region des 

Ec-Gens vorkommt. CACGTGGC ist ein bekanntes „ABA-res

ponsive element" in Weizen- (G u i lt inan et al., 1990) und 

Reis-Genen (M u n d y et al., 1990). Daraus folgerte Kawa -

s h im a, daß Weizen Ec-Gene wie animale Leber-Metallothio

neingene offensichtlich nur während der Embryogenese in Ant

wort auf endogene Signale exprimiert werden (Kawa s h im a et 

al., 1992). Das Fehlen einer Antwort auf exogene Metalle ließ die 

Autoren schließen, daß das Ec-Gen eher nicht an der Antwort auf 

Metalltoxizität und bei einer Toleranzinduktion beteiligt zu sein 

scheint. Das Ec-Gen zeigt kaum Homologie mit dem Pferde-MT

Gen, das der Klasse I zugeordnet wurde, aber wie im Pferde-MT

Gen gibt es vergleichbare Sequenzmotive in der mittleren Region, 

die möglicherweise für eine Metallbindung von Bedeutung ist 

(Robinson et al., 1993). 
Inzwischen sind genomische Klone und weitere cDNAs von 

Metallothionein-ähnlichen Genen in vegetativen Geweben der 

folgenden Pflanzen gefunden wurden: Mimul.us guttatus (de 

Mir an da et al., 1990), Pisum sativum (Eva n s et al., 1990), 

Glycine max. (Ka was h im a et al., 1991) Arabidopsis thaliana 

(Ta k aha s h i et al., 1991) sowie Hordeum vulgare (0 k um ur a 

etal., 199l;deFramond, 1991). 

Die PsMT-Genfamilie von Pisum sativum umfaßt inzwischen 

mehrere charakterisierte Gene. Nach Isolierung der PsMT A -
cDNA konnte auch die Sequenz des genomischen Klons des 

PsMT A-Gens aus der Erbse publiziert werden (Eva n s et al., 

1990). Bis auf die Anwesenheit eines Introns von 634 

Basenpaaren ist er mit der früher isolierten cDNA-Sequenz iden

tisch. Zwei weitere PsMT-Gene, nämlich PsMT8 und PsMTc 

konnten später durch PCR-vermittelte Klonierung identifiziert 

werden (R ob in so n et al., 1992). Die PsMT-Transkripte rei

chern sich besonders im Cortexgewebe der Wurzeln an, auch 

wenn die Pflanzen nicht übermäßig hohen Metallkonzentrationen 

ausgesetzt werden, so daß man annehmen kann, daß die Gene 

offensichtlich konstitutiv exprimiert werden. Die Menge ange

reichterter mRNA erhöht sich mit dem Alter der keimenden 

Sämlinge. Die Gene aus „Pisum" und „Mimulus" zeigen hohe 

Basensequenzhomologie. Ein Vergleich der 5'-flankierenden 

Sequenzen dieser Metallothionein-ähnlichen Gene mit den MREs 
aus animalen MT-Genen weisen in dieser Region ebenfalls eine 

Sequenzähnlichkeit (5'-TGCRCNCX-3') auf, wobei R für G oder 

A , X für G oder C, N für alles außer A stehen kann (P a 1 m i t e r , 

1987). In der 6. Position, wo G, C oder T normale Regulation 

gewährleistet, bewirkt A einen Anstieg der Expression in Abwe

senheit von Metallen. Die Sequenz 5'-TGCACACC-3' wird von 

nicht perfekten „inverted repeats" flankiert und ist zwischen Posi-
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tion -241 und -248 stromaufwärts der Translationsstartstelle loka
lisiert. Die Funktionalität des Elements in dem Erbsen-Gen ist 
noch zu klären. Eine PsMTA-Sequenz 5'
ATTAAGCATGCAACAATI-3' mit Homologie (unterstrichene 
Basen) zu einer Teilsequenz der 5'-flankierenden Region des 
Neurospora crassa-MT-Gens tritt zwischen Position -272 und 
-290 in PsMT A auf. Im Gegensatz dazu gibt es keine Sequenz in 

der 5'-flankierenden Region des PsMT A• die zu Kontrollsequen
zen des CUPl-Gens (Klasse II-MT-Gen von Sacharomyces cere
visiae) signifikant homolog ist (Ha m er, 1986). 

Metallothioneingene unterschiedlicher Herkunft wurden zur 
Charakterisierung ihrer metallbindenden Eigenschaften in 

Escherichia coli exprimiert (Rom e y er et al., 1988; Jacob s 
et al., 1989; K i 11 e et al., 1991; To mm e y et al., 1991; 
H a t t o r i et al., 1994 ). Dabei zeigte sich sehr bald, daß die 
Ausbeute und Stabilität bzw. Halbwertszeit des exprimierten Gen
produkts gesteigert werden kann, wenn das einklonierte Metallo
thioneingen als Hybridprotein (Translationsfusion) exprimiert 
wird (Rom e y er et al., 1988). 

Um die metallbindenden Eigenschaften des PsMT A-Genpro
dukts genauer untersuchen zu können, exprimierten K i 11 e und 
Mitarbeiter die PsMT A -cDN A in E. coli und wiesen die Speiche
rung von intrazellulärem Cadmium nach (K i 11 e et al., 1991). 

Dies war einer der ersten Beweise, daß das Genprodukt eines 
pflanzlichen Metallothioneingens in der Lage ist, die Cd-Auf
nahme und zellinteme Bindung in Prokaryonten zu stimulieren. 
Allerdings wurde deutlich, daß das rekombinante Protein beson
ders in der "Spacer"-Region zwischen den terminalen Cystein
Domänen gegenüber proteolytischem Abbau empfindlich zu sein 
scheint. Sollte sich bei zukünftigen Untersuchungen zeigen, daß 
in dieser Region potentielle Spaltstellen auch für pflanzliche 
Proteasen liegen, könnte das die bisher mit großen Schwierigkei

ten verbundene Isolierung und Reinigung dieser Genprodukte 

erklären. Einige Autoren vermuten, daß kleinere metallbindende 
cysteinreiche Polypeptide durch posttranslationales Processing in 
der internen "Spacer"-Region gebildet werden könnten. Ein 

Beweis für diese Vermutung steht bisher aus. Die Assoziation mit 
Metallionen schützt das Protein vor proteolytischem Abbau, denn 
trotz der Spaltung werden die terminalen Cysteindomänen über 
Metall-Protein-Bindungen zusammengehalten (K i 11 e et al., 

1991). In einem anderen experimentellen Ansatz wurde das 
PsMT A-Gen als carboxyterminale Extension der Glutathion-S
Transferase (GST) in E. coli exprimiert. Das aus Zellextrakten 

gereinigte Fusionsprotein zeigte signifikant höhere Bindung mit 

Zn, Cu und Cd als GST allein (To mm e y et. al., 1991; R o -
bin so n et al., 1992). 

Die Expression des Metallothionein-ähnlichen Gens PsMT A 
aus Pisum sativum wurde von Eva n s et al. (1992) sowohl in 
Escherichia coli als auch in Arabidopsis thaliana getestet. In E. 

coli-Zellen mit rekombinantem PsMT A war die Cu-Akkumula
tion um das 8fache höher als in Kontrollzellen. Dabei fiel auf, daß 
im Hinblick auf die Zink- oder Cadmiumakkumulation keine sig
nifikanten Effekte beobachtet werden konnten. Etwa 75 % der 
selektierten transgenen Jungpflanzen von Arabidopsis thaliana, 

die das PsMT A-Gen unter der Kontrolle des CaMV-35S
Promotors exprimierten, akkumulierten ein Mehrfaches an Kupfer 

als untransformierte Kontrollpflanzen. Die Wurzeln von Pisum 
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sativum-Pflanzen, die unter Bedingungen mit geringer Eisenver

fügbarkeit angezogen wurden, zeigten eine erhöhte Aktivität der 
Eisen(ill)-Reduktase im Wurzelbereich und akkumulierten mehr 
Kupfer als Pflanzen, die in Nährmedien mit ausreichenden Eisen
konzentrationen angezogen wurden. Danach sind Änderungen in 
der Eisenverfügbarkeit eng mit der Cu-Homöostase korreliert 
(vgl. auch Robinson et al., 1992). 

Aufgrund der Untersuchungsergebnisse zur Expression eines 
Typ 2 - Metallothionein-ähnlichen Gens (MT2) aus Arabidopsis 
thaliana in einem Zn2+-Metallothionein-defizienten Synechococ

cus PCC 7942-Stamm postulieren R o b i n s o n und Mitarbeiter, 
daß MT2-Genprodukte eine mögliche Rolle im Zn2+-Metabolis

mus spielen könnten (Robinson et al., 1996). Bei diesen 
Versuchen wurde das MT2-Gen unter der Kontrolle der Zn2+_ 

abhängigen cyanobakteriellen Metallothionein-regulatorischen 
Region (,,smt") exprimiert. Durch das Einbringen dieses pflanzli
chen MT2-Gens konnte eine partielle Komplementation der Zn2+_ 
Hypersensitivität von Synechococcus PCC 7942-Mutanten, deren 
endogenes Zn2+-Metallothioneingen (,,smtA") funktionelle Defi

zienz zeigte, erreicht werden. Das MT2-Gen konnte auch als 
rekombinantes Fusionsprotein in E. coli exprimiert werden. Nach 
seiner Reinigung konnte in In-vitro-Versuchungen Zn2+-Bindung 
gezeigt werden. In höheren Pflanzen ist nur wenig über 

Mechanismen der Zn-Homöostase bekannt. Sollten pflanzliche 
Metallothioneingene als potentielle Zn2+-Donoren für Transkrip
tionsfaktoren und Zn2+-abhängige DNA- und RNA-Polymerasen 
dienen, könnten sie eine wichtige Rolle bei der Regulation der 
Genexpression spielen (Robinson et al., 1996). Immerhin exi
stiert seit längerer Zeit die Hypothese, daß animale Metallothio
neine den Metallierungsstatus und damit die Aktivität von Zn2+_ 
enthaltenden Proteinen in Abhängigkeit endogener Faktoren 

modulieren(Zeng etal., 1991a;Zeng etal., 1991b). 

Es ist bekannt, daß Trichome als externe Blattgewebe 
Schwermetalle wie Mangan (B 1 am e y et al., 1986) und Blei 
(Martell, 1974) einlagern. Es gibt Hinweise, daß die Cad

mium-Akkumulation in den Blättern durch den Transpirations
strom getrieben ist (S alt et al., 1995) und die Cadmium-Speiche
rung ebenfalls in den Trichomen der Blattoberfläche erfolgt 
(F o 1 e y und Sing h , 1994 ). Möglicherweise dient hier ein 
pflanzliches Metallothionein auch für dieses Schwermetall als 
Bindungspartner. Immerhin konnte die Expression eines Gens für 
ein Typ-11-Metallothionein in Trichomen von Bohnenpflanzen 
nachgewiesen werden (F o 1 e y und S in g h , 1994 ). 

Abbildung 2 zeigt die aus der Basensequenz abgeleiteten 

Aminosäuresequenzen verschiedener aus höheren Pflanzen iso

lierter Metallothioneingene. 

LANDBAUFORSCHUNG VÖLKENRODE 



r Abbildung 2 
)> 
z 
0 
CD 
)> 
C 

~ 
:::c 
cn 
(1 
I Aminosäuresequenz eines animalischen Metallothionein-Gens (zum Vergleich) 
C z 
G) 

< () (1) MD****PNCSCPTGGSCTCA*GS*CKC**KE*************CRC*T*SQKKSCCSCCP******************G******GCARCAQGCVCKGASDKCSCA 
>; 
m z 
~ 
0 
m 

Aminosäuresequenzen von pflanzlichen Metallothionein-ähnlichen Genen (Typ 1) 

(2) MS*S*G**CSC**GSGCKC**GDNCSC**SMYPDM*********ETNTTVTMIEGVAP*L*KM*YSEGSEKS*FGA*EGGN*****G*CKCGSNCKC****DPCNC* 

(3) MS***G**CGC**GSSCNC**GDSCKC*NKRSSGLS****YS**EMETTETVILGVGP*A*KIQF*EGAEMS**AASEDG******G*CKCGDNCTC****DPCNCK-

(4) MS******CSC**GSSCGC**GSSCKC*GKKYPDLEETS**TAAQ**PT**WLGVAPEK*KA*APEFVEA***AA*ESGEAAH**G*CSCGSGCKC****DPCNC

(5) MSCSCGSSCGC**GSNCNC*********GKMYPDLEEKSGAT*MQV**T*VIVLGVGS*A*KVQF*E**E****AA*EFGEAAH**G*CSCGANCKC****NPCNC-

Aminosäuresequenzen von pflanzlichen Metallothionein-ähnlichen Genen (Typ 2) 

(6) MS*CCGGNCG~**GSSCKC**GNGCGGC*KMYPDLS****YT**ESTTTETLVMGVAP*V*KAQF*EGAEMG*VPA*END******G*CKCGPNCSC****NPCTCK 

(7) MS*CCGGNCGC**GSGCKC**GNGCGGC*KMYPDLG****FS*GETTTTETFVLGVAP*AMKNQY*EASGES*NNA*ESD******A*CKCGSDCKC****DPCTCK 

1 ::: L:_ -·- -MG* Q*DDK.Q;K;* *AVP.[EQ* *GTG~TSARSGAAAGEHTT* * .Q;K;G*EH.Q;K;NP~* * * * *GREGTPSG*R * * A*NRRAN* * * * * Qfil;_GAA~* *AS** QGSATA-

MS*CCGGKCGC**GSSCSC**GSGCGGC*GMYPDLS****YS**EMTTTETLIVGVAP**QKTYF*EGSEMG*V*AAEN*******G*CKCGSDCKC****DPCTCK 

MS*CCGGNCGC**GSGCKC**GNGCGGC*~~YPDMS****FS**EKTTTETLVLGVGAE**KAHF*EGGEMGW*GAEE*******GGCKCGDNCTC****NPCTCK 



Abbildung 2: AmJnosäure-Allgnment pflanzlicher Metallothloneloe 
Abgeleitete Amlnosäuresequenzen (,,predlcted products") von Isolierten pnanzllchen Metallothioneln-ähnllchen 
Genen (verändert nach R ob ins o n et al., 1994) 

Die aus der Nucleotidsequenz abgeleiteten sogenannten "predicted proteins" der pflanzlichen Metallothionein-ähnlichen Gene sind ver
schiedenen Typen zugeordnet worden. Basis für diese Einordnung ist das spezielle Arrangement der Cysteinreste im Molekül 
(R o bin so n et al., 1993). Typ I und Typ II - Sequenzen enthalten zwei cysteinreiche Metallotbionein-ähnliche amino- und car
boxyterminale Domänen, die durch eine zentrale Region von etwa 40 Aminosäureresten getrennt sind. Innerhalb dieser 40 Aminosäuren 
gibt es keine Cysteine (Ausnahme: Weizen Ec-Protein). Beim Typ I sind die Sequenzen der Cysteinreste ausschließlich in Cys-X-Cys
Motiven angeordnet. Es handelt sich hierbei um ein charakteristisches Metallbindungsmotiv, das auch in anderen bekannten, z.B. ani

malen Metallotbioneinen gefunden wird. Typ II-Sequenzen enthalten zusätzlich ein Cysteinpaar (-Cys-Cys-) und -Cys-X-X-Cys
Motive innerhalb der aminoterminalen Domäne. Es wird angenommen, daß die feinen Unterschiede im Arrangement der Cysteinreste 
die Metallspezifitäten modulieren. 
(1) Equus equus (Pferd)(Koj ima und Käg i, 1978); (2) Mimulus gutattus (Gelbe Gauklerblume)(d e M irand a et al., 1990); (3) 
Pisum sativum (Erbse) (Evans et al., 1990); (4) 'Zea mays (Mais) (de Framond, 1991); (5) Hordeum vulgare (Gerste) 
(Ok um ur a etal., 1991); (6) Glycine max. (Soyabohne)(K a was him a et al., 1991); (1)Arabidopsis thaliana (Acker-Schmalwand) 
(Takahashi et al., 1991); (8) Actinidia deliciosa (Kiwifrucht) (Ledger und Gardner, 1994); (9) Ricinus communis 
(Rizinusbohne) (K 1 e ms da l et al., 1991); (10) Triticum aestivum (Weizen) (Kawa s h im a et al,. 1992). 

3.3.2 Phytochelatine 

Phytochelatine sind keine primären Genprodukte und aus die
sem Grund den Metallothioneinen der Klasse III zugeordnet wor
den (F o w l er et al., 1987). Es handelt sich um schwermetall
komplexierende Peptide, deren Struktur von K o n d o et al. 
(1984) und G r i 11 et al. (1985) charakterisiert wurde. Cd2+ ist der 
effektivste Metallaktivator, gefolgt von Ag+, Bi3+, Pb2+, Zn2+, 
Cu2+, Hg2+ und Au2+ (G ri 11 et al., 1987). Sie sind funktionell 
analog zu Metallotbioneinen der Klasse I und II. Als lineare Poly
mere können sie mit der allgemeinen Formel [(y-Glu-Cys)n-Gly] 
(n=2-ll) beschrieben werden. Unter der Voraussetzung, daß ent
sprechende Vorstufen in der Zelle zur Verfügung stehen, sind für 
die Biosynthese von Phytochelatinen die Expression der soge
nannten Phytochelatinsynthase, Glutathion und Schwermetall
ionen erforderlich, wobei stufenweise die Addition von Dipep
tidyl-Einheiten erfolgt (G r i 11 et al., 1989). Die Beteiligung von 
Glutathion an der Phytochelatinsynthese wurde durch die 
Inhibierung der Biosynthese von Glutathion nachgewiesen. Als 
inhibierendes Agens diente Buthioninsulfoximin, ein Inhibitor der 
y-Glutamylcysteinyl-Synthetase (G r i ffi t h, 1979). Diese soge
nannten Cd-Peptide bestehen zu 30-50 % aus Glutaminsäure
/Glutamin-, zu 30-40 % aus Cystein- und zu 10-15 % aus Glycin
resten, wobei aromatische und basische Aminosäuren fehlen, so 
daß diese löslichen Peptide einen sauren Charakter zeigen (R a u -
ser, 1984;Wagner, 1984). 

Die Phytochelatinsynthase wurde aus Zellsuspensionskulturen 
von Silene cucubalus isoliert, gereinigt und charakterisiert. Es 
handelt sich um eine metallabhängige Transpeptidase, die aus 4 
identischen Untereinheiten besteht und ein Molekulargewicht von 
95000 Dalton aufweist. Während der Aufreinigung dissoziiert das 
Enzym in eine aktive dimere Form. Die Reaktion der Phytoche
latinsynthase ist selbstreguliert, da das Endprodukt das enzymak
tivierende Metall chelatisiert (G ri 11 et al., 1989). 

Außer den oben genannten linearen Polymeren sind weitere 
Phytochelatin-Moleküle mit abweichender Aminosäurezusam
mensetzung identifiziert worden. So wurden Homo-Phytochelati
ne [(y-Glu-Cys)n·ß-Ala]: n=2-7) aus Bohnenpflanzen (Ordnung: 
Fabales) isoliert, die 8-Alanin anstelle von Glycin enthalten 

114 

(G ri 11 et al., 1986). Iso-Phytochelatine, die an der dritten Posi
tion Serin aufweisen, wurden in Species der Familie Poaceae ge
funden (K 1 a p h eck et al., 1992). Es gibt sogar Iso-Phytochela
tine, denen die C-terminale Aminosäure fehlt (B er n h a r d und 
K ä g i, 1987) oder die an der dritten Position Glutaminsäure -
entdeckt in Maiskeimlingen - statt Glycin aufweisen (M e u w I y 
et al., 1993). 

Den Untersuchungen von Ho w den et al. (1995) zufolge 
scheinen Pflanzenmetallothioneine keine Rolle bei der Induktion 
einer Cadmiumtoleranz in pflanzlichen Systemen zu spielen, da 
durch die Expression des "Cadl "-Gens, von dem angenommen 
wird, daß es für die Phytoche]atinsynthase codiert, offensichtlich 
Cadmiumresistenz in Arabidopsis bewirkt wird. Ein "Screening
Verfahren" zur Identifizierung Cd-sensitiver Mutanten von 
Arabidopsis thaliana wurde bereits 1992 publiziert (Ho w den 
und Co b b et t, 1992). Bei zwei Cd-sensitiven Mutanten fanden 
die Autoren voneinander unabhängige Mutationen (unabhängige 
Allele) im selben Locus, der als "Cadl" bezeichnet wurde. Die 
genetische Analyse zeigte, daß der sensitive Phänotyp gegenüber 
dem Wildtyp rezessiv ist und als sogenannter "Single Mendelian 
Locus" segregiert. Die Mutanten zeigten ebenfalls eine Sensiti
vität gegenüber Quecksilber-, Kupfer- und Zinkionen, während 
sie gegenüber Manganionen keine größere Sensitivität als der 
Wildtyp zeigten. Selbst undifferenziertes Kallusgewebe war Cd
sensitiv, so daß man davon ausgehen kann, daß der mutierte 
Phänotyp schon auf der zellulären Ebene zum Ausdruck kommt. 
Sowohl Wildtyp als auch Mutante zeigten erhöhte Sensitivität 
gegenüber Cd in Gegenwart von Buthioninsulfoximin, einem 
Inhibitor für die Biosynthese cadmiumbindender (y-Glutamyl
cystein)n·Glycin-Peptide, woraus man folgerte, daß die Mutante 
offensichtlich ebenfalls zur Synthese dieser Peptide fähig ist. Wie 
sich später herausstellte, war die "Sequestration" der Cd-PC
Komplexe deutlich beeinträchtigt. 3 Jahre später berichteten die 
gleichen Autoren, daß weitere Mutanten isoliert werden konnten, 
deren Fähigkeit zur Phytochelatinsynthese mit dem Grad der 
Sensitivität gegenüber Cd korrelierte. Die Mutanten zeigten 
Glutatbionkonzentrationen wie der Wildtyp, obwohl jede von 
ihnen bezüglich ihrer Phytochelatinsynthaseaktivität defizient 
war. Nach diesen Ergebnissen wird den Phytochelatinen eine 

LANDBAUFORSCHUNG VÖLKENRODE 



essentielle Rolle im Cd-Detoxifikationsmechanismus, gezeigt am 
Beispiel Arabidopsis, zugeschrieben. Viele Studien metalltoleran
ter Pflanzenpopulationen bzw. selektierter metalltoleranter 
Zellinien zeigen, daß trotz der Anreicherung hoher Konzentratio
nen an (y-EC)nG-Peptiden weitere "Faktoren" eine Rolle spielen, 
die letztlich zu einer Metallresistenz führen (R a u s er, 1990; 
S t e ff e n s , 1990). Es wird nicht ausgeschlossen, daß zu diesen 
"Faktoren" möglicherweise auch Metallothionein-ähnliche 
Proteine gehören (Ho w den und Co b et t, 1992). Diese An
sicht wurde bereits 1989 von T o m s e t t und Mitarbeitern vertre
ten, die metallbindende Peptide partiell aufreinigen konnten. Sie 
isolierten aus Wurzelextrakten von Cd- und Cu-behandelten 
Mimulus gutattus-Pflanzen sowohl Cd- als auch Cu-bindende 

Peptide durch HPLC, die sich nach Aminosäureanalyse deutlich 

voneinander unterschieden. Die Peptide zeigten zum einen den 
typischen Aminosäuregehalt der (y-EC)nG-Komponenten, zum 
anderen den von Metallothioneinsequenzen der Cu-MTs (Pilze -
Klasse 1). Obwohl durch die Zugabe von Buthioninsulfoxirnin 
(BSO) die (y-EC)nG-Synthese vollständig inhibiert wurde, d. h. 
Cu-tolerante M. guttatus-Pflanzen ihre Fähigkeit vorloren, in Cu
haltigem Medium wie normale Pflanzen zu wachsen, wurde die 
Cu-Toleranz dieser Pflanzen nicht vollständig zerstört. Der expe
rimentelle Ansatz verlief in der Weise, daß Cu-tolerante Pflanzen 
in Anwesenheit von 100 µM BSO im Wachstumsmedium für 20 
Tage vor Zugabe des Metalls angezogen wurden. 4 Tage nach 
Zugabe von 5 µM Cu wurden die Pflanzen im Wachstum inhi

biert, überlebten allerdings; wohingegen 4 Tage nach Zugabe von 
5 µM Cd im Medium Pflanzen der gleichen Versuchsreihe starben 
(Tom s et t et al., 1989). In der Literatur wird sehr deutlich dar
auf hingewiesen, daß nur durch die komplette Inhibierung der 
Phytochelatinsynthaseaktivität zu klären sein wird, ob die Induk
tion metallothionähnlicher Gene in höheren Pflanzen zu einer 
Schwermetalltoleranz führt oder nicht (vgl. Zen k, 1996). An 
dieser Stelle sei bemerkt, daß zu dieser Problematik zur Zeit von 
den verschiedensten Autoren ohnehin recht konträre Meinungen 

vertreten werden. 

Die Vakuole ist der größte Speicherort für akkumulierte Me
talle. Vor allem sind hier hohe Konzentrationen an organischen 
Liganden vorhanden, die Metalle in löslicher oder unlöslicher 
Form komplexieren können (Marsch n er, 1995; Go d b o 1 d 
et al., 1984). So zeigten z.B. zinktolerante Klone von Deschamp
sia caespitosa bei hoher Citratanreicherung eine effektivere Zn2+_ 

Kompartimentierung in der Vakuole als nichttolerante Klone 
(Brooks et al., 1981a). Daß auch Phytinsäure als Bindungs
partner für Zinkionen in Frage kommt, zeigten van S t e v e -
ninck et al. (1987) ebenfalls für Deschampsia caespitosa. Sie 
stellten einen ungewöhnlich hohen Zinkgehalt in kugelförmigen 
Ablagerungen von Wurzel-Cortikalzellen fest. 

Erhöhte Malatkonzentrationen wurden in überirdischen Gewe

ben bei zinktoleranten Ökotypen von Silene cucubalus und Rumex 

acetosa im Vergleich zu nichttoleranten Ökotypen gefunden. 
Besonders hohe Konzentrationen an Senfölglucosiden entdeckte 

man in Thlaspi alpestre. Hier produzierten zinkresistente Pflanzen 
im Vergleich zu sensitiven die zweifache Menge. M a t h y s 
(1977) geht davon aus, daß hohe Malatkonzentrationen in zinkre
sistenten Ökotypen hauptsächlich innerhalb des Cytoplasmas 
(To r i i und L a t i e s , 1966) vorkommen. Für den Mechanismus 
der Zinktoleranz in Silene cucubalus schlägt er folgendes 
"Shuttle" -Modell vor: Zinkionen werden zunächst durch das 
Plasmalemma transportiert, was zu einer Anreicherung im Cyto

plasma führt. Zinkresistente Pflanzen verfügen über höhere 
Malatkonzentrationen im Cytoplasma. Somit ist der Transport von 
komplexierten Zinkionen durch das Cytoplasma in die Vakuole 

effektiver als in sensitiven Typen. Durch die Oxalatsynthese in der 
Vakuole wird ein Konzentrationsgradient erzeugt, der einen unidi
rektionalen Transport für komplexierte Zinkionen zur Folge hat. 
Aufgrund der höheren Affinität von Oxalat zu Zink werden Zink
ionen aus dem Malatkomplex in der Vakuole freigesetzt, und 
Malat kann zurück in das Cytoplasma diffundieren, wo es wieder 
mit Zinkionen reagiert. Durch die schnelle Weiterleitung wird die 

Zinkionenkonzentration im Cytoplasma relativ gering gehalten, 
die Aufnahme der Schwermetallionen jedoch nicht beeinträchtigt. 
Wird die Zinkkonzentration im Wachstumsmedium verringert, 

3 .3.3 Weitere intrazelluläre Schwermetallbindungskompo- zeigt die Pflanze verringertes Wachstums und veränderte Enzym-
nenten aktivitäten (M a t h y s , 1973 und 1975). Setzt man dem Wachs-

Höhere Pflanzen besitzen noch andere Metallpuffersysteme als 
die oben erwähnten, um die intrazelluläre Verfügbarkeit essentiel
ler Metalle innerhalb gewisser Grenzen zu halten und die Auf
nahme nichtessentieller Metalle zu regulieren. Zu den im folgen
den näher zu betrachtenden Verbindungen gehören vor allem 

Zitronensäure (Lee et al., 1977) und Apfelsäure bzw. Hydroxy
bernsteinsäure (Brooks et al., 1981a). Für Ni2+-Ionen ist eine 
metallorganische Ligandenkomplexbildung in der Vakuole durch 

den Nachweis eines negativ geladenen Citratonickelat(Il)-Kom
plexes gezeigt worden (Lee et al., 1977; B ro ok s et al., 1981b). 
Auch Senfölglucoside und Oxalate dienen offensichtlich als Bin

dungspartner für Schwermetallionen (M a t h y s , 1977). Oxalat 
scheint nicht nur für Zink-, sondern auch für Chromionen kom
plexierendes Agens zu sein (L y o n et al., 1969). 
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tumsmedium Zink zu, wird die Oxalatsynthese in zinksensitiven 
Ökotypen inhibiert (bis zu 50 % ), in zinkresistenten Ökotypen von 
Silene cucubalus und Rumex acetosa dagegen stimuliert. Die 
Hypothese wird auch dadurch gestützt, daß ein Anstieg der Carbo
anhydrase-Aklivität, die durch Zinkionen stimuliert wird, nur in 
zinkresistenten Ökotypen nach Zugabe von Zink zum Wachstums
medium festzustellen ist. In Silene cucubalus sind die Blätter der 

Hauptort der Oxalatsynthese und -anreicherung. Der Oxalatgehalt 
in den Wurzeln und im Sproß ist vergleichsweise gering. Bei 

Rumex acetosa konnten auch im Sproß hohe Oxalatkonzentratio

nen gemessen werden. Die Oxalatkonzentration scheint offen
sichtlich vom Alter der Blätter abzuhängen. Ältere Blätter hatten 
einen deutlich höheren Gehalt. Dies trifft sowohl für resistente als 
auch für sensitive Pflanzen zu. Zwischen verschiedenen Ökotypen 

der oben genannten Species schwankt der Oxalatgehalt erheblich. 

Für Zinkionen in der Vakuole von Thlaspi alpestre scheinen Senf
ölglucoside als sogenannte "Terminale Akzeptoren" zu dienen 
(M a t h y s , 1977). 
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Eine Anzahl von Schwermetallionen (Ni2+, C02+, Zn2+ und 

Mn2+) induziert eine signifikant verstärkte Protonenausschleu
sung in Wurzelsegmenten von Mais. Die Folge ist eine Depolari
sation des transmembranalen elektrischen Potentials (M o r g u t t i 
et al., 1984). Mit der Akkumulation und Bildung von Metallkom
plexen findet eine Protonenverdrängung statt, wodurch eine An

säuerung im Plasma verursacht wird (M a rr e et al., 1983). Das 
wiederum hat den Anstieg der Malatkonzentration zur Folge. 

3.4 Expression von unterschiedlichen Ge
nen nach Schwermetalleinfluß 

Aufgrund der Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchun

gen konnte in den vergangenen Jahren gezeigt werden, daß bei 
höheren Pflanzen durch Schwermetallstreß die Induktion eines 

relativ weiten Spektrums von Genen erfolgt. Die Antwort ist mit 
einer allgemeinen Reaktion gegen Streß vergleichbar, da durch die 
Synthese oder Aktivierung von zahlreichen Enzymen ganz unter
schiedliche Stoffwechselwege angeschaltet werden. Dies ist z.B. 
dann festzustellen, wenn Blätter von 'Zea mays L. cv. INRA für 6 
Stunden mit Quecksilberchlorid behandelt werden und danach 
eine cDNA-Genbank von transkriptionell aktivierten mRNA
Spezies erstellt wird (cDNA-Klone im folgenden mit der Abkür
zung „Cbem" = ,,cbemically activated" bezeichnet) (D i die r -
je an et al., 1996). Werden Pflanzen Pbytopathogenen wie Viren, 
Viroiden, Pilzen oder Bakterien ausgesetzt, sind ähnliche Stoff
wechselreaktionen, z.B. die Synthese bzw. Aktivierung von soge

nannten „pathogenesis-related proteins" unterschiedlicher Typen 
wie ß-1,3-Glucanasen (PR-2-Typ), Cbitinasen (PR-3-Typ), thau
matinäbnlichen Proteinen (PR-5-Typ) sowie die von Proteaseinhi
bitoren und glycinreichen Proteinen zu beobachten (Li n t -
borst, 1991). 

Wie sich schon 1987 herausstellte, wird in Bohnenblättern nach 
Schwermetallbehandlung eine Genexpression induziert, die mit 
der nach Pathogeneinfluß vergleichbar ist. Wenn diese Pflanzen 
mit Quecksilberchlorid behandelt oder mit Alfalfa-Mosaic-Vrrus 
infiziert werden, produzieren sie sogenannte „pathogenesis-rela

ted proteins" (de Ta pi a et al., 1987). Während die Induktion 
funktioneller Bohnen-PR-4-Typ-mRNA nach Schwermetall
behandlung innerhalb von 2 - 3 Stunden erfolgt, kann diese 
mRNA nach Vtrusinfektion erst nach 2 Tagen nachgewiesen wer
den. Das PR-4-Typ-Protein ist außerhalb des Cytoplasmas, d. h. 
in der interzellulären Flüssigkeit lokalisiert, ist resistent gegenü
ber endogenen Pflanzenproteasen und enthält einen hohen Anteil 
an sauren Aminosäul'eresten (de Ta pi a et al., 1987). Die Funk

tion des Proteins bleibt zu klären. 
Induzierte mRNAs von sogenannten glycinreichen Proteinen 

(GRPs) konnten isoliert werden, nachdem die Blätter von 12 Tage 
alten Maispflanzen mit 0,2 %iger Quecksilberchlorid-Lösung 

besprüht wurden. Die isolierten cDNA-Klone (,,Chem 1" und 
,,Chem 2") wurden im Bluescript KS( + )-Plasmidvektor subklo
niert und sequenziert (D i die r je an et al., 1992). Die codieren
de Sequenz von Klon "Chem 2" umfaßt 155 Aminosäuren mit 
einem Molekulargewicht von ca. 15,5 kDa. Das aus der Sequenz 
abgeleitete Protein zeigt eine glycinreiche Domäne in der zweiten 
Hälfte des Moleküls (Reste 88 - 155) mit einem bochrepetitiven 
GGYGG-Motiv. Wie bei anderen GRPs aus Monocotyledonen 
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(Go m e z et al., 1988) fehlt das Signalpeptid, das allerdings in 
GRPs aus dicotylen Pflanzen und im cytokeratinähnlichen GRP 

aus Gerste (Roh de et al., 1990) vorhanden ist. Zur Funktion die
ser Proteine in der Zelle ist wenig bekannt. Frühere Untersuchun
gen zeigen, daß sie offensichtlich mit der Zellwand assoziiert sind 
(K e II er et al., 1988). Die Expression einiger dieser Gene 
scheint organ- und entwicklungspezifisch reguliert zu sein (01 i -

veira et al., 1990). So wird ein glycinreiches Genprodukt auch 
nach viraler Infektion in Tabak gefunden. Dieses zeigt Sequenz
äbnlichkeiten mit der kleinen Untereinheit der Ribulosebiphos
phatcarboxylase (K an et al., 1988). Die Genbank von D i die r -
je an et al. (1996) enthält einen weiteren cDNA-Klon (,,Chem 
1 ") mit der Sequenz für ein glycinreicbes Protein, das im Nucleus 

lokalisiert ist (Alba et al., 1994) und dem eine Beteiligung an 

der Transkription zugeschrieben wird, da sich zwei mRNA-bin

dende Consensussequenzen am N-terminalen Ende befinden. Die 
Untersuchungen von Lude v i d et al. (1992) stützen diese Hypo
these, da gezeigt worden ist, daß das glycinreicbe Protein bevor

zugt an uridin- und guanosinreiche RNAs bindet. Die erwähnten 
Autoren gehen davon aus, daß das Protein, welches durch „Chem 
2" codiert wird und 75% Basensequenzhomologie mit „Chem 1" 
zeigt, ebenfalls RNAs bindet. 

Im Rahmen der Identifikation weiterer isolierter Klone 
(D i die r j e an et al., 1996) ergab sich, daß bei Klon ("Chem 3") 
Sequenzhomologien mit dem Hsp70-Gen aus Mais (vgl. 
Ro c bester et al., 1986) gefunden wurden. 

Daß Schwermetalle die Synthese von Heatshock-Proteinen 

induzieren können, ist seit langem bekannt. In Petunien induzier
ten Kupfer, Zink und Cadmium die Hsp70-Transkription 
(Winter et al., 1988), allerdings im Gegensatz zu Cadmium
chlorid, beeinträchtigte Quecksilberchlorid nicht das Prozessieren 
des Hsp70-Transkriptes, indem mRNA-Splice-Reaktionen inhi
biert wurden. Eine wesentliche Funktion von membrangebunde
nem Hsp70 ist die Wiederherstellung nicht korrekt gefalteter 
Proteine, die durch Anlagerung von Schwermetallen partiell den
aturiert werden können. In Hefezellen scheint die Assoziation von 

Hsp30 mit Plasmamembranen essentiell für die Aufrechterhaltung 
der ATPase-Aktivität zu sein. Dies wirkt sieb auf die Stabilisie
rung des pH-Wertes während bestimmter Streßperioden aus 

(Pan a r et o u und Pipe r, 1992). Während Hitzestreß zur voll
ständigen Blockierung der ribosomalen RNA-Synthese führt, 
wird die Transkription dieser RNA-Spezies unter Metallstreß 
nicht beeinflußt (Wo 11 g i eh n und Neu man n , 1995). 

Offensichtlich gibt es eine komplexe Genregulation für die 

Antwort auf abiotischen Streß, zumal verschiedene Streßformen, 
denen die Pflanzen ausgesetzt werden, nicht immer mit gleichen 

Transkriptionsmustem beantwortet werden (D i die r je an et al., 
1996). 
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3.5 Gentechnische Beeinflussung 

S eh w erm et all au fn ahme 

d er aus, daß in höheren Pflanzen der gleiche Effekt erzielt werden 

kann. 

Bisher wurden Pflanzen mit besonderen Eigenschaften des 

Schwermetallhaushaltes meist durch herkömmliche Selektions-

verfahren isoliert. Beim Screenen von Mutanten von Pisum sati-
vum zeigte sich, daß eine selektierte Mutante in einem einzelnen 

Gen mutiert war und 10- bis 100-fach mehr Eisen akkumulierte 

als der Wild-Typ (Grus a c k et al ., 1994). Eine ähnliche Be

obachtung machte man bei einer rezessiven Mutation von 

Arabidopsis thaliana, die lOfach mehr Mangan akkumulierte als 
der Wildtyp (De l h ai ze et al., 1993). 

Während das Auffinden von solchen Mutanten nicht unwesent

lich vom Zufall bestimmt wird, bietet die Gentechnik heute 

Möglichkeiten, durch Gentransfer gezielt neue Eigenschaften in 

Pflanzen einzubringen. Herkömmlichen Mutations- und Selek

tionsverfahren stehen In-vitro-Mutagenese-Techniken gegenüber, 

die jede gewünschte Veränderung genetischen Materials zulassen. 

So konnte in jüngster Zeit eine erhöhte Metalltoleranz für 

Quecksilber in höheren Pflanzen erhalten werden, nachdem man 
ein semisynthetisches Gen für die bakterielle Quecksilberreduk

tase, das MerA-Gen, in die Pflanze einführte (M e a g her et al., 

1995). Die transgene Arabidopsis thaliana tolerierte immerhin 

die sonst für die Pflanze letale Konzentration von 100 µMol Hg2+. 

Durch die genetische Transformation dieser Pflanze mit dem Gen 
der bakteriellen Hg2+-Reduktase (merA) erreichte man, daß sie 

das toxische Kation durch die Wurzel aufnahm, quecksilberhalti

ge Verbindungen zu elementarem Quecksilber reduzierte und 
dann in geringen Konzentrationen, die für die Umwelt aufgrund 

des hohen Verdünnungseffektes tolerierbar waren, verflüchtigte 

("Biovolatisation") (Ru g h et al., 1996). Zuvor waren allerdings 

Anpassungen des bakteriellen Gens an das pflanzliche System 

notwendig. Das isolierte Gen enthielt nämlich keine pflanzlichen 

Translationsinitiationssignale und wies außerdem einen viel zu 

hohen GC-Gehalt auf, so daß letztlich ein synthetisches Gen -

merApe9 - mit einem geringeren GC-Gehalt und einer veränder
ten 5' - Region hergestellt werden mußte, bevor man eine Pflan

zentransformation mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens vor

nehmen konnte. Es zeigte sich, daß sowohl Pflanzen als auch 

Bakterien, die merApe9 exprimierten, nicht nur Resistenz gegenü

ber Quecksilber sondern auch gegenüber toxischen Konzentratio
nen von Au2+, einem Nachbar von Quecksilber im Perioden

system der Elemente, entwickelten. 

Auch andere Strategien führten zum gewünschten Erfolg. 
Pflanzenzellen ließen nach Infektion durch den Wildtyp Agro

bacterium rhizagenes eine verstärkte Proliferation der Wurzeln 

erkennen (Sinkar et al., 1987; Pythoud et al., 1987). Der 

Vorteil in der Vermehrung der Wurzelmasse wird darin gesehen, 

daß eine vergrößerte Rhizosphäre eine effektivere Metallaufnah

me aufgrund der höheren Transpirationsrate zur Folge hat 

(St r ob e I und Nach m i a s, 1988). Bei dem Spaltpilz Saccha
romyces pombe konnte nach Übertragung des Gens für eine 

Vakuolenmembran-Transportpumpe die Komplexierung des 

Peptid-Cd-Komplexes in der Vakuole beobachtet werden (0 r t i z 

et al., 1992 und 1995). Die Überproduktion dieses Proteins in 

Saccharomyces pombe verstärkte die Toleranz und Akkumulation 

von Cadmium (0 w, 1993). Die genannten Autoren gehen davon 
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Es gibt inzwischen auch eine Anzahl von Untersuchungen zur 

Expression von Metallothioneingenen animalen Urspungs in 

höheren Pflanzen (M i s r a und G e d am u , 1989; Y e a r g a n et 

al., 1992; Pan et al., 1994; L e f e b v r e et al., 1987). Die Auto

ren berichten für die untersuchten Pflanzen von unterschiedlich 

hohen Toleranzbereichen gegenüber Schwermetallen, die durch 

den Gentransfer erzielt wurden. Festzustellen bleibt jedoch, daß 

die Metallaufnahme selbst kaum drastisch erhöht wurde und hier 

offensichtlich keine direkte Korrelation besteht. Eine Ausnahme 

scheint das oben für Cadmium angeführte Beispiel im Saccha
romyces pombe- System zu sein. Da landwirtschaftlich bedeutsa

me Kulturpflanzen zu mehr als 70 % der menschlichen Cadmium

aufnahme beitragen, ist eine Modifikation gerade dieser Pflanzen 

ein erstrebenswertes Ziel. Bereits vor 10 Jahren konnte durch die 

Expression des Chinese-Hamster-Mm-Gens freies Cd in transfi

zierten Blättern von Brassica campestris drastisch reduziert wer

den (L e f e b v r e et al., 1987). In den folgenden Jahren wurde die 

Idee, höhere Pflanzen vor Cd-Belastungen durch die Übertragung 

animaler Metallothioneingene zu schützen, konsequent verfolgt. 
Basierend auf den Arbeiten von Mai t i et al. (1989) wurde 

gezeigt, daß nach Transfer des Maus-Metallothionein-1-Gens in 

Tabakpflanzen das Kultivar KY 14 von Nicotiana tabacum ver

glichen mit Kontrollkeimlingen eine um 24 % geringere Cd-Kon

zentration im Sproß sowie eine um 5 % höhere Cd-Konzentration 
inderWurzelaufwies(Maiti etal., 1988, 1989, 1991;Year

g an et al., 1992). Dieser Effekt wird mit einer Cd-Sequestration 

in der Wurzel erklärt. Feldstudien mit Tabakpflanzen, die das 

Hamster-Mm-Gen als Fusionsprotein mit der ß-Glucuronidase 

(GUS) exprimierten, ergaben keine vergleichbare Reduktion in 

den Blättern (Brand l e et al., 1993). Es gibt inzwischen Hin

weise, daß die Translokation von Metallen in den Sproß durch 

eine wurzelspezifische Genexpression reguliert und kontrolliert 

wird (Wagner et al., 1988). Die transformierten Pflanzen wa

ren meist kleinwüchsig und zeigten eine geringere Anzahl an 

Blättern. Als Erklärung hierfür geben J o s h i und J o s h i (1991) 

Positionseffekte nach Fremdgen-Insertion an. La r k in und 

Sc o w c r o f t (1981) machen dafür eine Beeinträchtigung der 

Cu-Homöostase verantwortlich, da sie erhöhte Cu-Konzentratio

nen in transformierten Pflanzen nachweisen konnten. 

4 Fazit und Ausblick 

Die wenigen in diesem Artikel gezeigten Beispiele verdeutli

chen, daß die Aufklärung molekularer Mechanismen nach 
Schwermetalleinfluß bei höheren Pflanzen von großem Interesse 

ist, allerdings noch am Anfang steht. Nur die Kenntnis der 

Ursachen für die unterschiedlichen Aufnahme-, Verteilungs- und 

Speichermechanismen bietet einen Ansatzpunkt, Eigenschaften 

von einer Pflanze auf die andere gezielt übertragen zu können. Im 
Rahmen dieser Thematik wird die Gentechnik einen entscheiden

den Beitrag leisten. Es eröffnen sich Möglichkeiten, nicht nur 

Problemstandorte durch geeignete „schwermetallauschließende" 

Pflanzensorten zu nutzen, sondern auch die Schwermetallakku

mulation von Pflanzen so zu erhöhen, daß sich daraus Anwen

dungsmöglichkeiten zur Sanierung schwermetallbelasteter Böden 
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etwa im Rahmen der angestrebten „Phytoremediation" ergeben. 
Die von Ru g h et al. (1996) publizierte Strategie, die hohe Toxi
zität aufgenommener Metallverbindungen durch Transfer von Ge
nen, die für Reduktasen codieren, abzuschwächen und außerdem 
in höheren Konzentrationen anzureichern, ist ein möglicher 
Ansatz von vielen, gentechnische Methoden für ein Design von 
Pflanzen mit neuen Schwermetallakkumulationseigenschaften zu 
nutzen (vgl. R a s k in , 1996). 

Der gezielte Transfer geeigneter Eigenschaften auf Pflanzen mit 
hoher Biomassebildung könnte in Zukunft dazu beitragen, daß 
sich die „Phytoremediation" als neue Technologie und echte 
Alternative zu den bisher praktizierten chemisch-physikalischen 
Verfahren der Bodensanierung etablieren kann. 

Zusammenfassung 

Schwermetalle wie Cd, Cu, Zn, Bi, Ni, Hg und Pb gehören zu 
einer in der Biosphäre weitverbreiteten Gruppe von Elementen, 
die man als "Spurenelemente" bezeichnet. Während "nicht-essen
tielle" Elemente wie Hg, Cd und Pb ohne biologische Funktion in 
pro- und eukaryontiscben Organismen sind und bereits in niedri
gen Konzentrationen toxisch wirken können, sind "essentielle" 
Spurenelemente wie die Metalle Cu, Zn sowie Ni in geringen 
Konzentrationen für ein normales Wachstum unentbehrlich, in 
übermäßigen Konzentrationen jedoch toxisch. Eine Schwer
metallbelastung von Böden wirkt sieb auf die Physiologie und 
damit auf das Wachstumsverhalten von Pflanzen aus, die damit 
eine entscheidende Rolle in den biogeochemischen Kreisläufen 
und für das Transferverhalten dieser Metalle entlang der 
Nahrungsketten spielen. Schwermetallakk:urnulierende Pflanzen
arten wie die sogenannten "Hyperakkumulatoren" stellen eine 
ökophysiologische Anpassung an metallhaltige Böden dar und 
können aufgrund ihrer veränderten Physiologie hohe Metallkon
zentationen anreichern. Meist handelt es sich um kleinwüchsige 
Pflanzen mit relativ geringer Biomassebildung. Vor dem Hinter
grund, die hyperakk:umulierenden Eigenschaften solcher Pflanzen 
im Rahmen der sogenannten „Phytosanierung" zu nutzen, wird 
zur Zeit daran gearbeitet, die Aufnahmefähigkeit für die Schad
stoffe durch den Einsatz gentechnischer Methoden zu steigern. 
Die Mechanismen der Metallakkumulation sind vielfältig. Zu 
ihnen gehören sowohl die extrazelluläre Metallkomplexierung als 
auch intrazelluläre Transport- und Speicherstrategien, die sich im 
Laufe der Evolution dieser Pflanzen entwickelten und bisher auf 
molekularer Ebene kaum untersucht wurden. Es wird angenom
men, daß metallbindende Proteine und Peptide wie Metallothio
neine und Phytochelatine eine wesentliche Rolle bei der Speiche
rung und Detoxifikation von Metallionen wie Cd, Zn, Cu Pb und 
Hg spielen. Zur Zeit gilt das Weizen-Ec-Protein als das einzige 
echte pflanzliche Metallothionein, obwohl noch andere pflanzli
che Gene isoliert worden sind, die für Metallothionein-äbnliche 
Proteine codieren. An der Reinigung und Charakterisierung ihrer 
Genprodukte wird zur Zeit intensiv gearbeitet. Außerdem ist die 
metallinduzierte Genexpression und Regulation bei höheren 
Pflanzen von großem Interesse und bisher weitgehend uner
forscht. Eine erhöhte Metalltoleranz in höheren Pflanzen konnte 
z.B. dadurch erreicht werden, daß man das bakterielle Gen für die 
Hg-Reduktase einführte. In diesen Pflanzen wird aufgenommenes 
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HgCI2 zu weniger giftigem elementarem Hg reduziert und in 
äußerst geringen Konzentrationen über die Blätter „verdampft". 
Nur durch weitere Analysen zur Schwermetallaufnahme und -
speicherung auf molekularer Ebene wird es in Zukunft möglich 
sein, Kulturpflanzen mit hyperakk:umulierenden Eigenschaften 
unter Anwendung molekularbiologischer Methoden herstellen zu 
können. Durch den gezielten Transfer geeigneter Eigenschaften 
auf Pflanzen mit hoher Biomassebildung könnte die „Pbytosanie
rung" als eine moderne Technologie zur Entseuchung kontami
nierter Böden gegenüber bereits etablierten Verfahren konkur
renzfähig werden. 

Blocbemlstry and Molecular Blology of Heavy Metal 
Accumulation in Higber Plants 

Heavy metals, such as Cd, Cu, Zn, Bi, Ni, Hg and Pb are ubi
quitous components of the biosphere. They are either essential 
trace nutrients, but may be toxic, when present at concentrations 
higher tban required for optimal growth conditions. Contamina
tion of soils witb toxic metal ions may have adverse effects on 
plants and soil biota and may impose a risk for bumans along the 
food chain. Populations of a variety of higher plant species are 
able to colonize these environments. One of the best-known 
examples are metal-hyperaccumulating plants, which have evol
ved on these sites tbrough natural selection. Hyperaccumulation is 
an ecophysiological adaptation to metalliferous soils. These plants 
often accumulate only a specific metal, they grow slowly and bave 
a small biomass. Little is known about their agronomic characte
ristics, breeding potential and physiology. Interest in these metal
byperaccurnulating mechanisms has come from the developments 
in phytoremediation, a new technology, using high biomass metal
accumulating plants to extract toxic metals from contaminated 
soils. The mechanisms of metal accumulation, which involve 
extracellular and intracellular metal chelation, precipitation, com
partmentalization and translocation in tbe vascular system are 
poorly understood. Well-known metal-binding proteins include 
metallothioneins, metalloenzymes and various metal storage, car
rier and channeVtransport proteins. In addition phytochelatins, 
low molecular weight y-Glu-Cys-peptides with high affinity for 
certain metals are assurned to be involved in accumulation, deto
xification and metabolism of metal ions such as Cd, Zn, Cu, Pb 
and Hg in plant cells. At present, the wheat Ec-protein is the only 
plant protein, that can be unequivocally designated as a metallo
thionein. Many metallothionein-like plant genes have been isola
ted from different species and the available data indicate, that 
these genes have a role in metal metabolism. Most of their trans
lational products remain to be purified from plant material and 
sequenced. Metal-induced gene expression and regulation is a 
broad field for further investigations. Increased metal tolerance 
has already been obtained by the introduction of different metal
lothioneins into higher plants. Only by analysing the mechanisms 
of metal uptake and metal storage at the molecular level, it will be 
possible in future, to develop crop plants with hyperaccumulating 
tendencies and to establish phytoremediation as a modern techno
logy of environmental cleanup. 
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