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Samenvatting

Zink is een van de essenti€le micronutriénten in hogere planten. Zink is essentieel voor
het verloop van verschillende fysiologische processen in cellen. Door zijn
elektronenconfiguratie is zink gunstig voor de vorming van tetraedische complexen. Daarom
speelt zink een belangrijke rol in verschillende enzymgroepen, waaronder in de enzymen die
betrokken zijn bij de assimilatie van koolstofdioxide, bij DNA replicatie en bij gen expressie.

Zink deficiéntie is het meest voorkomende probleem wat micronutriénten betreft, vooral
in gebieden met alkalische bodems. Symptomen van zinkdeficiéntie zijn onder ander blad
chlorosis, verminderde en rozetachtige groei en het afsterven van de spruituiteinden. De
oorzaak van deze symptomen is waarschijnlijk terug te voeren op een verstoring van het
mechanisme ter bescherming tegen de gevolgen van zuurstofradicalen.

De totale zinkconcentratie in bodems kent een sterke variatie. De verhouding tussen
zinkinput van natuurlijke en menselijke oorsprong is inmiddels groter dan 1:20. Belangrijke
zinkinput in landbouwgronden komt door dierlijke mest en kunstmest. Ook de
zinkconcentraties in planten vari€éren enorm. Dit geldt voor zowel concentraties waarbij
deficiéntie ontstaat, als voor toxische concentraties.

Zinktoxiciteit is een toenemend probleem voor planten. De oorzaken van zinktoxiciteit
liggen waarschijnlijk in de verstoring van de nutriéntenbalans. Dit leidt tot de vorming van
zuurstofradicalen en bij extreme concentraties tot het afsterven van de plant. Interactie met
schimmels leert ons dat een plant waarschijnlijk fysiologische aanpassingen nodig heeft om te
kunnen omgaan met de gevolgen van zinktoxiciteit.
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Functie van zink in planten (inleiding)

Zink in de fysiologie van planten

Zink is een van de essenti€le micronutriénten in hogere planten. Zink is essentieel voor
het verloop van verschillende fysiologische processen in cellen. Zink is geen reductor, maar is
na ijzer het meest voorkomende transitiemetaal (Hopkins 2004; Taiz 1998; Sagardoy 2009).

Door de relatief kleine radius/lading verhouding van Zn>* (0.8310\, codrdinatie nummer,
CN=6, in vergelijking met bijvoorbeeld Ca®* (1.08A, CN=6)), is Zn** goed in staat om sterke
covalente bindingen te vormen met zwavel (S), stikstof (N) en zuurstof (O). Deze
elektronenconfiguratie van opgeloste Zn>* complexen is gunstig voor de vorming van
tetraédische complexen, en daarom speelt Zn** een belangrijke rol in verschillende
enzymgroepen. Zink is het enige metaal dat in alle zes de enzymgroepen voorkomt
(oxidoreductases, transferases, hydrolases, lyases, isomerase en ligases). Enzymatische
functies en reactiviteit van Zn®* zijn te danken aan specifieke geometrische en
bindingseigenschappen (Broadley 2006; Sagardy 2009).

Als component van enzymstructuren zijn er drie verschillende functies te onderscheiden:
(1) katalytische, (ii) co-katalytische en (iii) structurele functies. In enzymen met een
katalytisch onderdeel is Zn** gebonden aan vier liganden. Drie van deze liganden zijn
aminozuren, waarvan histidine het meest frequente, gevolgd door glutamine en asparagine.
Een watermolecuul is het vierde ligand in alle katalytische onderdelen. In co-katalytische
enzymonderdelen kan Zn** worden gebruikt voor structurele, regulatorische en structurele
functies. In deze delen zitten twee tot drie Zn**-ionen dicht bij elkaar die worden overbrugd
door aminozuren, vaak aspartinezuur,of glutaminezuur, soms een watermolecuul maar nooit
cysteine. Tenslotte zorgt Zn®* in structurele onderdelen van enzymen voor de juiste
eiwitvouwing. Het structurele Zn**-ion zorgt er namelijk voor dat de S-groepen van vier
cysteine residu’s een zeer stabiele tertiaire structuur kunnen vormen. Onder deze
zinkbevattende structurele enzymonderdelen zitten onder ander enzymen die betrokken zijn
bij DNA replicatie en genexpressie (Broadley 2006; Barker 2006).

Belangrijke enzymen die zink bevatten zijn onder andere alcohol dehydrogenase en
carbonic anhydrase. Alcohol dehydrogenase bevat twee zinkatomen per molecuul, één
daarvan zorgt voor katalytische reductie van aceetaldehyde tot ethanol terwijl de ander een
meer structurele rol speelt. Ethanol wordt geproduceerd in meristematisch weefsel van hogere
plantensoorten onder aérobe omstandigheden. De activiteit van alcohol dehydrogenase neemt
af in zinkdeficiéntie planten, maar de gevolgen hiervan zijn nog niet volledig begrepen. Het
enzym carbonic anhydrase bevat één zinkatoom, en zorgt voor de hydratatie van
koolstofdioxide (CO,). Carbonic anhydrase is te vinden in chloroplasten en in het cytoplasma.
CO; is het substraat voor fotosynthese in C; planten, maar er is geen direct verband gevonden
tussen de activiteit van carbonic anhydrase en de assimilatie van CO; bij C; planten. Wel is
aangetoond dat er geen carbonisc anhydrase activiteit is in planten die groeien onder extreem
lage zinkconcentraties, er is echter maar weinig zink nodig om ervoor te zorgen dat er
maximale fotosynthese kan plaatsvinden. In de fotosynthese van C, planten is een hoge
activiteit van carbonisc anhydrase essentieel voor de vorming van HCOs, die op zijn beurt
word omgezet tot malaat. Malaat zorgt vervolgens voor het vrijkomen van CO; in de “bundle
sheat” cellen, de vrijgekomen CO, dient als substraat voor ribulose bisphosphate carboxylase.
Carbonisc anhydrase is daarom essentieel in de fotosynthese van C4 planten (Hopkins 2004;
Barker 2006).

Daarnaast zijn er nog de zink “binding sites”, die voorkomen in een breed scala van
eiwitten, membraanlipiden en DNA/RNA moleculen. De grootste klasse Zn-bindingseiwitten
in organismen bevatten het zinkvinger domein, waarmee eiwitten direct aan DNA/RNA
binden en zo de transcriptie kunnen regelen. Door mogelijke modificatie van deze “binding



sites” zijn deze eiwitten in staat tot het reguleren van de structuur van chromatiden, RNA-
metabolisme en eiwit-eiwit interacties. Tenslotte kan zink ook interacties aangaan met andere
metalen, zoals bijvoorbeeld met koper (Cu*) in superoxide dismutase (Hopkins 2004; Barker
2006).

Opname van zink in planten

Zink wordt door de plantenwortels predominant opgenomen als de divalent kation Zn*,
maar bij hoge pH wordt zink opgenomen als monovalent kation ZnOH*. Voor transport over
langere afstanden, waarmee zink via het xyleem uiteindelijk in de spruit terecht komt, wordt
zink in de wortels gebonden aan verschillende organische zuren (Barker 2006). De
verspreiding van zink door de hele plant verloopt via een complexe serie van processen.
Verschillende families van metaaltransporters in planten zijn in de recente jaren
geidentificeerd, waarvan minimaal drie zijn betrokken bij het transport van zink door
membranen; ZIP (IRT-like proteins), CDF (Cation Diffusion Facilitator proteins) en P;g-type
ATP-ases (HMAs, metal transporting ATPases). De rol die deze transporters spelen in
zinkopname, efflux, en detoxificatie is deels ontrafeld. Nadat zink is opgenomen, wordt Zn*
naar het xyleem vervoerd waar het wordt gebonden aan verschillende kleinere moleculen,
waaronder organische zuren als malaat en citraat. Bij hoge zinkconcentraties, wordt ook een
groot deel van de zink in de cellen gebonden aan dergelijk organische zuren, met daarnaast
ook aan andere organische zuren als bijvoorbeeld phytaat en metallothioneins. Dergelijk
gebonden zinkionen worden opgeslagen in de vacuolen (Sagardoy 2009).

Het mechanisme dat zink influx in planten (en daarmee de zink homeostase) reguleert is
nog steeds niet volledig begrepen. Ook over de maximale hoeveelheid zink die kan worden
opgenomen door een plant is nog weinig bekend. De relatie tussen de zink influx, (door zowel
afgesneden als intacte wortels, V) en de exterieure zinkconcentratie ([Zn].x) wordt vaak
berekend door de som van één of meerdere Michaelis-Menten vergelijkingen (zie Fig. 1).

Fig.1: Een Michaelis-Menten vergelijking. De vergelijking die de influx (V) van zink door de
wortels weergeeft aan de hand van de exterieure zinkconcentratie ([Zn]ext), de maximale
snelheid waarmee zink kan worden opgenomen (Vy.x) en de Michaelis-Menten constante
(K, die word bepaald door de [Zn]ext wanneer V = 0.5 Vmax) (Broadley 2006):

[,7,]1] ext
[Z”-] ext + Km

De maximale opname capaciteit (Vmax) (indien [Zn]ext = o) wordt weergegeven in nmol g'1
DW h'. Er zijn verschillende studies gedaan naar de Vmax van zink in verschillende
kruidachtige planten, maar de condities van de verschillende studies (zoals bijvoorbeeld de
gebruikte zinkconcentraties) lopen sterk uiteen, waardoor er nog geen eenduidig beeld
hierover bestaat. De Vmax waarden van verschillende kruidachtige plantensoorten onder
verschillende Zn>* concentraties liepen sterk uiteen, met een maximale Vmax van 0,49 nmol g'1
DW h''. In het algemeen geldt dat zinkdeficiénte planten relatief een hogere Vmax hebben
(Broadley 2006).
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Zinkdeficiéntie

Zink deficiéntie is in planten het meest voorkomende probleem wat micronutriénten
betreft. Het komt vooral voor bij planten die groeien op kalkachtige bodems met een hoge
pH, terwijl op bodems met een lage pH zink vaak in hoge concentraties beschikbaar is
(Sagardoy 2009). Ongeveer 50% van de landbouwgronden in India en Turkije, een derde van
China en de meeste gronden van West Australi¢ worden geclassificeerd als zink deficiént



(Broadley 2006). Zinkdeficiéntie begint in de meeste planten met het zichtbaar worden van
zogenaamde “‘internerveuse chlorose” (Fig.2A; Barker 2006). In verschillende soorten (zoals
in bijvoorbeeld mais, sorghum en bonen) ontstaan in oudere bladeren witte necrotische
vlekken, wat doet vermoeden dat zink een essenti€le rol speelt in de chlorofylsynthese.
Zinkdeficiéntie wordt daarnaast gekenmerkt door reductie van de internodale groei, met als
resultaat dat de plant rozetgroei vertoont (zie Fig. 2B; Barker 2006).

Fig. 2: (A) Zinkdeficiénte planten vertonen ‘“internerveuse chlorose”. Een blad met
“internerveuse chlorose”, waarbij een lichtgroene tot gele kleur ontstaat tussen de hoofdnerf
en de secundaire nerven (www.actagro.com, 2009). (B) Zinkdeficiénte planten vertonen
rozetgroei, waarbij de bladeren uit een circulaire cluster radiaal uitgroeien. Dit gebeurt
meestal op of laag bij de grond (www.mobot.org, 2009).

De bladeren van zinkdeficiénte planten zijn meestal ook kleiner, met daarbij gerimpelde
bladranden. Daarnaast zie je bij verschillende plantensoorten dat de uiteindes van de spruiten
afsterven, de zogenaamde “shoot die back”. Deze symptomen zijn waarschijnlijk het gevolg
van een verminderde capaciteit tot de vorming van het auxine hormoon “indole-3-acetic acid”
(Taiz 1998). De precieze rol van zink in het auxine metabolisme is nog steeds onduidelijk,
maar het is bekend dat de hoeveelheid auxine in zinkdeficiénte bladeren sterk afneemt, en dat
al voordat de deficiéntiesymptomen zichtbaar worden. Bovendien, als de beschikbaarheid van
zink weer hersteld wordt, volgt er een sterke toename van de indole-3-acetic acid
concentratie, waarna de groei herstelt. Er zijn verschillende aanwijzingen dat zink daarom een
belangrijke rol speelt in de vorming van het hormoon precursor tryptofaan (Hopkins 2004).

Rol van zuurstofradicalen in zinkdeficiénte planten

Zoals hierboven vermeld zijn verschillende fysiologische processen ernstig verstoord in
planten die lijden aan zinkdeficiéntie. Er is een toenemende evidentie die erop wijst dat de
oxidatieve schade aan essentiéle celcomponenten door “reactive O, species” (ROS) de
oorzaak is van de groeiverstoring in zinkdeficiénte planten. Zuurstofradicalen kunnen door
planten geproduceerd worden als bijproducten van fotosynthese en andere metabolische
functies in cellen, maar kan in toenemende mate ook het gevolg zijn van blootstelling aan
verschillende biotische en abiotische stressfactoren (Wang 2009). In de meeste gevallen wordt
de vorming van zuurstofradicalen gekatalyseerd door NAD(P)H-oxiderende enzymen, die
aanwezig zijn in verschillende celcomponenten waaronder plasmamembraan, cytosol en
microsomen, peroxisomen en mitochondrién. De productie van zuurstofradicalen 1is
geassocieerd met verschillende cellulaire functies, waaronder de bescherming tegen
pathogene ziektes. Toxische concentraties van zuurstofradicalen zijn verantwoordelijk voor
schade aan essentiéle celcomponenten. Een afname van de intracellulaire Zn®* concentratie
zorgt voor een toename van de vorming van zuurstofradicalen, wat leidt tot DNA-degradatie,



wat ervoor kan zorgen dat apoptose wordt geinduceerd. Zink speelt daarom waarschijnlijk een
essenti€le rol in de inhibitie van apoptose (Cakmak 2000) .

In vele monocotyle en dicotyle plantensoorten die op zinkdeficiénte bodems groeien,
ontstaat er een sterke accumulatie van ijzer in zowel de spruit als in de wortels. Dergelijke
hoge accumulaties zijn ook aangetoond in gewassen als mais en graan. Deze accumulatie van
ijzer in plantenweefsels wordt sterk beinvloed door licht, hoe hoger de lichtintensiteit hoe
hoger de accumulatie. Hoge concentraties ijzer in plantenweefsels zijn waarschijnlijk
verantwoordelijk voor de toename van de NAD(P)H-intermedi€érende productie van
zuurstofradicalen (Cakmak 2000).

Vergeleken met andere micronutriénten, is zink in hoge concentraties aanwezig in
verschillende biologische systemen, vooral in membranen. Deze membranen bevatten veel
zink bindingsites, veelal in hoge concentraties aanwezig aan de binnenkant van de
membranen. Zink bindingsites zijn opgebouwd uit verschillende eiwitten, die op hun beurt
grotendeels zijn opgebouwd uit zinkbevattende liganden waaronder cysteine, hystidine en
aspartaat of glutamaat. Deze liganden, en dan in het bijzonder cysteine en hystidine, binden
met een hogere affiniteit en stabiliteit aan zink dan de binding met ijzer. Zink heeft door deze
sterke affiniteit een remmend effect op het ontstaan van zuurstofradicalen (Fig. 3; Cakmak
2000).

Fig. 3: Onder zinkdeficiénte condities kunnen membraan-SH groepen een reductiereactie
aangaan met ijzer, waarna in een redoxreactie met zuurstof zuurstofradicalen ontstaan met
schadelijke gevolgen. Zink, een redoxinactief element, wordt niet geoxideerd waardoor er
geen zuurstofradicalen ontstaan (Cakmak 2000).
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Om een dergelijke metaalstress te kunnen tolereren, heeft een plant verschillende
beschermingsmechanismen ontwikkeld. Onder deze beschermingsmechanismen bevinden
zich verschillende antioxidatieve verdedigingsystemen, waaronder de enzymen superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) en glutathione reductase (GR).
Daarnaast zijn er nog non-enzymatische componenten zoals verschillende aminozuren,
ascorbaten, gluthathione (GSH), tocopherolen en thiolen (Andrade 2009; Wang 2009).

Er is al veel onderzoek gedaan naar de rol van zink in planten, vaak gedaan onder
zinkdeficiénte omstandigheden. Door toenemende zinkconcentraties in het milieu, vaak door
toedoen van de mens (zogenaamde antropologische bronnen), komt zinktoxiciteit steeds vaker
voor. Over de mogelijk effecten van zinktoxiciteit in planten is nog weinig bekend. In deze
scriptie wil ik kijken naar mogelijke gevolgen van zinktoxiciteit in planten. Allereerst door te
bepalen wat de natuurlijke en antropologische zinkconcentraties zijn in verschillende
bodemsoorten, en daarbij mogelijke toxische concentraties. Daarna wil ik het natuurlijk
voorkomen van zinkconcentraties in planten bepalen, en ook hierbij de mogelijke toxische
concentraties. Tot slot hoop ik de volgende vraag zo volledig mogelijk te beantwoorden: Wat
zijn de toxische gevolgen van zink in planten?




Zinkconcentraties in verschillende bodemsoorten

Natuurlijk voorkomen van zink

De belangrijkste natuurlijke bron van zink is zink die vrijkomt door de afbraak van
zogenaamde “‘parent rocks”.  De lithosfeer bevat normaal gesproken een typische
zinkconcentratie van gemiddeld 70-80 pg Zn g . Rotsen die zijn ontstaan uit sedimenten
bevatten over het algemeen zinkconcentraties tussen del0-120 pg Zn g ', terwijl organische
en mineraalrijke bodems een zinkconcentratie bevatten tussen de 50-66 pg Zn g . De meeste
landbouwgronden bevatten dikwijls zinkconcentraties tussen de 10-300 pug Zn g . De totale
zinkconcentratie varieert van 3-770 ug Zn g ! met een wereldwijd gemiddelde van 64 ug Zn g
! (Tabel 1)(Barker 2006; Broadley 2006; Drecht 1996).

Tabel 1: Concentratie zink voorkomend in verschillende soorten bodems (Broadley 2006;
Drecht 1996).

Bodemsoort Concentratie zink (ng g ™)
Lithosfeer 70 - 80
Sediment rotsen 10 - 120
Organisch/mineraal 50 - 66
Landbouwgronden 10 - 300
Graniet 40
Basaltische rotsen 100
Lijmsteen 20
Zandsteen 16
Kleisteen 95
Nederlandse bodems

Klei 89

Loss 91

Veen 121
Zand 32
Dalgrond 30

Zink kent vijf dominante vormen waarin het in de bodem voor kan komen; (a) in de
bodem opgelost zink; (b) opgenomen en uitwisselbaar zink (in bijvoorbeeld klei) (c) zink in
organische verbindingen (d) zink in oxide- en kalkverbindingen; (e) onoplosbare zink
complexen (in bijvoorbeeld mineralen)(Broadley 2006; Barker 2006).

De dominante factor die bepaalt of zink beschikbaar is voor planten, is de pH van de
bodem. Zink word sneller opgenomen in de vorm van complexen (bijvoorbeeld ZnCO3) in
bodems met een hoge pH en wordt juist vrijgegeven (door bijvoorbeeld CaCl,) in bodems met
een lage pH. Kortom, de concentratie opgelost zink en de ratio van Zn** tot organische Zn-
ligand complexen neemt toe met afnemende pH waardes. Maar er zijn meer factoren die
invloed hebben op de hoeveelheid beschikbaar Zn**, zoals bodemtype, bodemvochtigheid en
bodemsamenstelling. Onoplosbaar zink omvat ongeveer 90% van het in de bodem aanwezige
zink, en de uitwisselbare (oplosbare) zinkconcentratie varieert tussen de 0.1 tot 0.2 pg Zn g !
(Broadley 2006; Barker 2006).

Antropologische effecten op de zinkconcentraties

Menselijke activiteiten (bijvoorbeeld verschillende industrieén) hebben lange tijd
invloed gehad op de input van zink in het milieu, wat resulteerde in een toenemende
zinkconcentratie van het bodem. Tweeduizend jaar geleden was de input door antropologische




activiteiten slechts 10.000 ton jaar'l, dat was in 1850 al vertienvoudigd met als hoogtepunt 3.4
Mt zink jaar” in de jaren 80 van de vorige eeuw. De input was hierna gedaald tot 2.6 Mt zink
jaar' in de begin jaren '90. De verhouding tussen zinkinput van natuurlijke en menselijke
oorsprong is waarschijnlijk groter dan 1:20. Antropologische zinkinput heeft verschillende
oorzaken, waaronder fossiele brandstoffen en mijnafval (Tabel 2)(Sagardoy 2009; Broadley
2006).

Tabel 2: Antropologische bronnen van zinkvervuiling met de daarbij horende concentraties
(Sagardoy 2009; Broadley 2006).

Zinkbron Concentratie zink (pg g ™)
Fosfaathoudende kunstmest 50 - 1450

Lijmsteen 10 - 450

Mest 15 -250

Rioolslib 91 - 49.000

De wortels van kruidachtige planten, vooral gewassen, reiken vaak niet dieper dan de
bovenste laag van het aardkost (0-25cm), de zogenaamde bovengrond. Indien we specifiek
naar de bovengrondse zinkconcentraties kijken van de Nederlandse landbouwgronden, zien
wij een hoge bijdrage door zowel dierlijk als kunstmest (respectievelijk 73 en 14%) tegenover
een relatief kleine bijdrage door atmosferische depositie (5%). Hieruit volgt een zinkbelasting
die uitgedrukt word in g ha™ a™' (Fig. 4; Drecht 1996)

Je kunt voor zware metalen een streefwaarde berekenen, deze streefwaarden zijn gesteld
op de bovengrens van de natuurlijke achtergrondgehalten in natuurterreinen. Uit onderzoek
blijkt dat in Nederland 10% van de zinkgehaltes deze streefwaarden overschrijden (Fig. 5;
Drecht 1996).

Fig. 4: Zinkbelasting door atmosferische depositie, dierlijke mest en kunstmest (Drecht 1996).
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Fig. 5: Overschrijding van de streefwaarde gesteld voor zink in Nederland (Drecht 1996).
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Al deze verschillende bronnen van vervuiling resulteren in hoge concentraties van zware
metalen (waaronder Zn2+) in onder andere planten, sedimenten en water. De toename van
zware metalen heeft toxische gevolgen voor aquatische ecosystemen. Zware metalen worden
vervolgens geaccumuleerd in verschillende organismen, met tenslotte wellicht ernstige
gevolgen voor de menselijke gezondheid (Megateli 2009; Sagardoy 2009).

Zinkconcentraties in planten

De minimale aanbevolen symplastische zinkconcentratie is een algemene concentratie
die wordt toegekend aan veel, zo niet alle hogere plantensoorten. De minimale
zinkconcentratie die in symplastische plantenweefsel wordt aanbevolen is 0.30 pmol g ~'
drooggewicht (DW), variérend van 0.23-0.31 pmol g ~' DW (Taiz 1998; Hopkins 2004;
Broadley 2006). Toxische symptomen worden meestal zichtbaar bij concentraties hoger dan
4.57 pmol g ' DW, maar er zijn planten waarbij de symptomen al zichtbaar worden bij
concentraties hoger dan 1.53 umol g ' DW (Chaney, 1993). Er bestaan sterke onderlinge
verschillen tussen plantensoorten, ook als je alleen kijkt naar kruidachtige soorten (Tabel 3;
Barker 2006).



Tabel 3: Concentraties zink in plantenweefsel van kruidachtige plantensoorten (Barker 2006).

Concentratie zink in drooggewicht (umol g = drooggewicht)

Plant Zichtbare Gemiddelde Zichtbare toxiciteit
deficiéntie waarden symptomen
symptomen

Asparagus 0.80

Alfafa 0.20 0.60 - 0.73

Barley 0.23 0.23-1.07

Clover 0.37 - 0.38 1.16 - 1.38

Beans 0.11-0.34 0.28 - 0.61

Beet 0.23 - 0.46

Brusselse spruiten 0.40 - 0.54

Cabbage 0.52

Capsicum 0.28 - 0.29 0.31 - 3.06

Carrot 2.81-7.49

Cassava 0.46 0.54-1.22 1.84

Celery 0.46 - 1.53

Chrysantemum 0.10 0.11-0.40

Corn 0.17 - 0.25 0.39 - 1.05 1.53

Cotton 0.26 - 0.73 3.06

Cowpea 0.23-0.26 0.76 - 4.44

Cucumber 0.76 - 2.29

Dieffenbachia 0.38 - 2.29

Flax 0.28 0.49 - 1.27

Geranium 0.09 0.12-0.61

Lettuce 0.60 - 1.09

Muskmelon 0.46 - 1.22

Oat 0.23 0.23 - 1.07

Onion 0.46 - 1.53

Ground nut 0.28 - 0.31 0.38 - 1.22

Pea 0.52 - 0.55 3.61-10.17

Poinsettia 0.23 0.38-0.92

Potato 0.31-0.61

Rice 0.31-1.53 291

Sorghum 0.17 0.61-0.71

Soybean 0.31-1.53

Spinach 0.76 - 1.15

Strawberry 0.31 0.67 - 1.02

Sugar beet 0.03-0.20 0.15-1.22

Sunflower 0.31 2.91 3.67

Sweet corn 0.31-0.61

Tobacco 0.31-1.22

Tomato 0.26 0.37-0.92

Watermelon 0.31-0.92

Wheat 0.23 - 1.07

De zinkconcentraties waarbij deficiéntiesymptomen ontstaan kunnen sterk per soort
verschillen. Gemiddeld gezien ontstaan deficiéntiesymptomen bij 0.24 pmol g ' DW, met de
variatie tussen soorten variérend van 0.09 pmol g ' DW in geranium (Pelargonium zonale)
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tot 0.30 pmol g ' DW in cassave (Manihot esculentum). Dit zijn echter extreem lage
concentraties, want de gemiddelde concentratie in verschillende plantensoorten is een
zinkconcentratie van 0.97 pmol g ~' DW. Hierbij variéren de concentraties variérend van 0.25
umol g ' DW in chrysanten (Chrysanthemum morifolium Ramat) tot 5.15 umol g ' DW in
wortels (Daucus carota). Tot slot zijn er zinkconcentraties waarbij planten toxische
symptomen beginnen te vertonen. Deze symptomen ontstaan gemiddeld gezien bij een
zinkconcentratie van 3.31 pmol g ' DW, met concentraties variérend van 1.53 pmol

g "' DW in mais (Zea mays L.) tot 6.89 pmol g ~' DW in snijbonen (Pisum sativum L.)(Tabel
4; Barker 2006).

Tabel 4: Concentratie zink in kruidachtige plantensoorten, van lage concentraties (deficiéntie
symptomen) tot hoge concentraties (toxische symptomen)(+ SD)(Barker 2006).

Conditie van | Gemiddelde concentratie Spreiding concentraties | Aantal

de plant zink (umol g 1 Dpw) (pmol g T pw) plantensoorten
Deficiéntie | 0.24 (£0.09) 0.09 - 0.30 19

symptomen

Gemiddelde [0.97 (£0.86) 0.25-5.15 40
concentraties

Toxische 3.31(+£1.92) 1.53-6.89 6

symptomen

Uit de gegevens van Tabel 2 is duidelijk op te merken dat het zeer lastig is om
eenuitspraak te doen over de precieze adequate zinkconcentratie die een willekeurig
kruidachtige plant nodig heeft, of de precieze concentratie waarbij zink toxische gevolgen
heeft voor kruidachtige planten. Even ter verduidelijking, de normale (gemiddelde)
concentratie van 5.15 umol g ' DW in wortels (Daucus carota) is hoger dan de concentratie
van 1.53 pmol g ~' DW waarbij in mais (Zea mays L.) toxische symptomen ontstaan.
Daarnaast zijn de relatief grote standaarddeviaties ook een signaal van grote spreiding, en dus
onnauwkeurigheid. De eerder genoemde minimale zinkconcentratie van 0.30 pmol g ' DW is
groter dan de gemiddelde concentratie waarbij deficiéntiesymptomen ontstaan, en lijkt
daarom ondanks de grote spreiding een goede richtlijn. De toxische concentraties kunnen ook
sterk variéren, uit de gegevens blijkt dat een zinkconcentratie van 1.53 pmol g ' DW een
goede richtlijn is om zinktoxiciteit uit te sluiten.

Zinktoxiciteit in planten

Voorkomen en gevoeligheid voor zinktoxiciteit

Zinktoxiciteit in gewassen komt minder algemeen voor dan zinkdeficiéntie. Het komt
voor in bodems die met zink verontreinigd zijn door bijvoorbeeld mijnwerkzaamheden,
rioleringen of andere antropologische activiteiten, maar ook in landbouwgronden die
behandeld zijn met zinkrijke landbouwstoffen (kunstmest, pesticiden). Ook de pH van de
bodem heeft sterke invloed op mogelijke toxiciteit, planten die groeien op zure bodems (lage
pH) krijgen over het algemeen sneller last van zinktoxiciteit dan planten die groeien op
alkalische bodems (Chaney 1993).

De precieze zinkconcentratie in het symplastische plantenweefsel waarbij toxische
symptomen ontstaan is zoals eerder vermeld lastig te bepalen. Dit geldt niet alleen voor
zinkconcentraties tussen plantensoorten, maar ook voor zinkconcentraties binnen een
specifieke soort. Ter verduidelijking, de zinkconcentratie in het blad van radijs waarbij 50%
groeivermindering optreedt varieert van 0.55 tot 15.49 pmol g ~' DW (Broadley 2006).

11




Planten verschillen sterk in hun gevoeligheid voor hoge zinkconcentraties in het milieu
waarin ze groeien. In zure bodems zijn grasachtige soorten over het algemeen minder
gevoelig voor hoge zinkconcentraties dan de meeste dicotyle soorten, terwijl dit omgekeerd is
in alkalische bodems. Naast dicotyle soorten zijn bladrijke groentesoorten, in het bijzonder
spinazie en bieten, sterk gevoelig voor hoge zinkconcentraties, dit vanwege de sterke
opnamecapaciteit van zink door de wortels (Chaney 1993).

Rol van zuurstofradicalen in zinktoxiciteit

De symptomen die planten vertonen door toxische zinkconcentraties zijn vergelijkbaar
met de toxische symptomen van andere zware metalen, zoals door bijvoorbeeld cadmium of
lood. In de meeste gevallen induceren toxische zinkconcentraties een verhoging van de
productie van “reactive O, species” (ROS) door bijvoorbeeld de toename van de activiteit van
NADH oxidase (Fig. 6A). Een verhoging van de ROS-productie heeft schadelijke gevolgen
voor lipiden, eiwitten en DNA. De vorming van thiobarbituric acid-reacting substances
(TBARs) geeft een goede indicatie voor de schade aan lipiden door lipidenperoxidatie, dit als
gevolg van verhoogde ROS-concentraties in planten (Fig. 6B; Wang 2009).

Fig. 6: (A) Effect van verhoogde zinkconcentraties op de NADH oxidase activiteit in
koolzaad (pkat mg ~' eiwit). De toename van de activiteit is significant bij 0.28 - 1.12 mM.
(B) Concentratie van TBARs (indicator voor lipidenperoxidatie; nmol g ~' FW) als gevolg van
verhoogde ROS-concentraties in koolzaad (Wang 2009).
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Zoals eerder genoemd, hebben planten tegen ROS een breed scala aan
verdedigingsmechanismen ontwikkeld. Van de aminozuren die bescherming bieden tegen
ROS is aangetoond dat proline een bijzondere rol speelt in stress als gevolg van zware
metalen. Een zware metalen geinduceerde prolineaccumulatie is gevonden bij verschillende
plantensoorten, waarbij wordt aangenomen dat proline is betrokken bij de opruiming van
radicalen en/of bij het neutraliseren van metaalionen (Andarde 2009).

Rol van zinktoxiciteit op de nutriéntenbalans

Het is aangetoond dat zware metalen, zoals bijvoorbeeld cadmium, sterke invloed
hebben op de opname en translocatie van bepaalde nutriénten. Zo zorgt een verhoogde
zinkconcentratie in plantenweefsel voor een sterke afname van de hoeveelheid water. Ook
treedt er verandering op in de beschikbare hoeveelheid fosfor en magnesium. Verstoring in
de balans van nutriénten in een plant is een van de symptomen van zware metalen toxiciteit,
en dus ook van toxische zinkconcentraties in planten. Verhoogde zinkconcentraties
onderdrukken de opname van verschillende metaalionen, dit doordat zink competitie met ze
aangaat. Daarnaast zorgt de door zink verhoogde NADH oxidase activiteit vooral in de
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wortels voor schade, met mogelijk celdood als gevolg. Beschadigde wortels zijn minder goed
in staat om nutriénten op te nemen (Fig. 7 & 8), met de gevonden nutriénten onbalans als
gevolg (Sagardoy 2009; Wang 2009).

Fig. 7. Effect van verhoogde zinkconcentratie in de voedingsoplossing op de concentraties
van verschillende micronutriénten (mg g 71DW) in koolzaad (Brassica napus)(Wang 2009).
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Net als bij andere zware metalen, heeft een te hoge concentratie zink negatieve
gevolgen voor planten. Hoge zinkconcentraties remmen de kieming van zaden, plantengroei
(Fig. 9 & 10), ontwikkeling van de wortels en veroorzaken bladchlorose (Wang 2009).
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Fig. 8: Effect van verhoogde zinkconcentratie in de voedingsoplossing op de macronutriénten

concentratie (in % van het drooggewicht) in spruit (A), hoofdwortel (B) en zijwortel (C) van

suikerbiet (Beta vulgaris L.)(Sagardoy 2009).
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Fig. 9: Effect van zink op de groei van suikerbiet (Beta vulgaris L.), als groei van spruit (A),
hoofdwortel (B) en zijwortel (C) (Sagardoy 2009).
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Van bladchlorose (Fig. 10) wordt aangenomen dat het een gevolg is van door zink
geinduceerde ijzer (Fe) of magnesium (Mg) deficiéntie, en dit als gevolg van het feit de deze
drie metalen gelijkwaardige radius hebben. (Sagardoy 2009).

Fig. 10: Duidelijk zichtbaar verminderde groei en bladchlorose in koolzaad blootgesteld aan
1.12 mM zink (B) in vergelijking met controle (A) (Wang 2009).

Ook kan chlorose door zink worden geassocieerd met de afname van de totale hoeveelheid
chlorofyl (Fig. 11A). Van hoge zinkconcentraties is aangetoond dat deze veranderingen
teweeg brengen in de chloroplasten, met als belangrijkste gevolg een afname in de
hoeveelheid thylakoiden en grana. Daarnaast is zink in hoge concentraties verantwoordelijk
voor de afname van het elektronentransport in de chloroplasten.Toxische zinkconcentraties
beschadigen de chloroplasten, met een afname van de chlorofylgehalte als gevolg, wat
uiteindelijk leidt tot bladchlorose (Wang 2009). Niet alleen het totale chlorofylgehalte, maar
ook de samenstelling van de pigmenten verandert. Zo treedt er verandering op in de chlorofyl
a/b ratio (Fig. 11B). Deze veranderingen zijn waarschijnlijk het gevolg van ROS-activiteit,
aannemend dat er verschil bestaat in stabiliteit van de pigmenten met betrekking tot
zuurstofradicalen (Sagardoy 2009).
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Fig. 11: (A) Chlorofyl a+b gehalte in koolzaad bij verschillende zinkconcentraties (Wang
2009) (B) Het effect van toenemende zinkconcentraties op chlorofyl A/B ratio in de bladeren
van suikerbiet (Beta vulgaris L.) (Sagardoy 2009).
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Bij hoge toxische zinkconcentraties sterven planten geleidelijk af. In suikerbiet vindt er
afsterving plaats als de planten groeien op een medium met een concentratie van 300 uM
zink. Wellicht heeft de verandering in de activiteit van de huidmondjes te maken met de
uiteindelijke afsterving. Zoals in Fig. 12 is weergegeven nemen verschillende
gaswisselingsparameters bij hoge zinkconcentraties drastisch af (Sagardoy 2009).

Fig. 12: De invloed van zink op de gastwisseling in suikerbiet bladeren bij verschillende
zinkconcentraties (Sagardoy 2009).
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Op cellulair niveau zorgt een toxische zinkconcentratie voor een verhoogde mitotische
activiteit, verandering van de membraanintegriteit en permeabiliteit en zelfs voor het
afsterven van cellen (Wang 2009).

Tenslotte treden er ook op moleculair niveau veranderingen op, hoge zinkconcentraties
zorgen voor een toename van genexpressie. Recentelijk zijn er verschillende regulatiegenen
geidentificeerd in Arabidopsis thaliana die een rol spelen bij het omgaan met toxische zink
concentraties. De gevonden genen zijn betrokken bij verschillende biologische processen,
waaronder de biosynthese van lignine. Veel van deze genen zijn waarschijnlijk betrokken bij
het omgaan met de gevolgen van oxidatieve stress (Van Mortel 2006). Daarom bestaat het
vermoeden dat er een interactie bestaat tussen door zink-geinduceerde verandering van
genexpressie en door ROS-geinduceerde antioxidatieve verdedigingsgenen. Deze interactie is
slechts een onderdeel van een complex mechanisme dat door een plant is ontwikkeld om te
kunnen omgaan met de toxische gevolgen van zink. De functies van de meeste van deze
genen zijn nog niet bekend en de werking van het mechanisme in planten om te kunnen
omgaan met zinktoxiciteit is nog niet volledig begrepen (Wang 2009).
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Invloed van schimmels op zinktoxiciteit bij planten

De interactie met andere organismen, zoals bijvoorbeeld met schimmels, kan een sterke
invloed hebben op de tolerantie van planten voor toxische zinkconcentraties. Zo bestaat er een
vorm van zinkbarriere in Pinus sylvestris, waarbij bepaalde soorten ectomycorrhizale
schimmels het grootste gedeelte van het zink in hun mycelium opslaan, met een soort van
“zinktolerantie” als gevolg. Ook is aangetoond dat de besmetting met ectomycorrhiza een
gunstig effect heeft op de groei en de ontwikkeling van pecan bomen. Deze schimmels zijn
soortspecifiek gespecialiseerde parasieten zonder dat er schadelijke gevolgen zijn voor de
wortels van planten. Ze vormen een symbiose met planten, waarbij de schimmel nutriénten
ontvangt in ruil voor een gunstige effect door de zinkbarriere om de wortels van de plant
(Barker 2006).

Arbusculaire mycorrhizae schimmels (AMS) zijn goed in staat tot de vorming van
mutualistische symbiose met de wortels van verschillende plantensoorten. Ze zorgen ervoor
dat een plant optimaal mineralen en water kan opnemen, met als belangrijkste mineraal fosfor.
Daarnaast is aangetoond dat AMS ook bescherming bieden tegen biotische en abiotische
stressfactoren. Hierdoor zijn AMS-gekoloniseerde planten in het algemeen beter in staat om te
groeien onder stressfactoren dan niet-AMS-gekoloniseerde planten van hetzelfde soort. Ze
zijn in staat om metaalionen te immobiliseren door ze in hun intracellulaire compartiment op
te slaan, en ze zorgen voor de aanmaak van eiwitten die de metaalionen kunnen neutraliseren,
zoals bijvoorbeeld glomaline. Er is echter een sterke controverse in het waarom AMS-
gekoloniseerde planten beter in staat zijn stressfactoren te weerstaan: komt het door
verbetering van de nutriéntenstatus, of komt het door de schimmel-geinduceerde fysiologische
veranderingen (Andrade 2009).

In zwaardbonen is aangetoond dat AMS-gekoloniseerde planten relatief beter groeien op
bodems met een verhoogde zinkconcentratie tot 300 mg kg™, terwijl bekend is dat toxische
symptomen in zwaardbonen normaal gesproken verschijnen bij bodemconcentraties van 15-
150 mg kg'. AMS zorgde er namelijk voor een sterke verhoging van essentiéle nutriénten, en
dan met name van fosfor (P) (Fig. 13; Andrade 2009).

Fig. 13: Het effect van zink op de fosforconcentratie in spruiten en wortels van AMS-
gekoloniseerde planten (Andrade 2009).
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Niet alle positieve effecten van AMS zijn te verklaren door een verbeterde
nutriéntenstatus of door de natuurlijke barriere die de schimmel rond de wortels vormt. Indien
men kijkt naar de totale hoeveelheid zink die wordt geaccumuleerd in de wortels en spruiten
van zowel AMS-planten als controles, vindt men gelijkwaardige waarden, met zelfs relatief
hogere accumulaties in AMS-planten (Fig. 14; Andrade 2009).
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Fig. 14: Zinkaccumulatie in de bladeren, stengels en wortels van controle (C) en AMS-planten
(AMS)(Andrade 2009).
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AMS planten accumuleren ook hoge zinkconcentraties, maar er is een duidelijk verschil
met de controleplanten. De planten die groeien op 300 mg kg accumuleren zinkconcentraties
die normaal gesproken phytotoxische effecten induceren. De symptomen van phytotoxiciteit
zijn dan ook zichtbaar in controleplanten, maar AMS-planten daarentegen vertonen geen
symptomen. De stressresponse in beide groepen planten wordt bepaald door de
prolineconcentratie en de concentratie van opgeloste aminozuren. Proline en opgeloste
aminozuren nemen in beide groepen planten evenredig toe met de zinkconcentratie, AMS-
planten zijn echter in staat om hun proline en opgeloste aminozuurconcentraties relatief laag
te houden. Als je al deze resultaten analyseert, is het waarschijnlijk dat een andere AMS-
geinduceerde fysiologische aanpassing een belangrijke rol speelt in de verbeterde omgang
van AMS-planten met zinktoxiciteit. Vergeleken met controleplanten, bevatten AMS-planten
een relatief hoge concentratie van het niet-eiwit-aminozuur GABA. Zelfs als AMS-planten
niet blootgesteld worden aan verhoogde zinkconcentraties is de concentratic GABA relatief
hoog. Het lijkt erop dat GABA in AMS-planten een belangrijke rol speelt in de tolerantie voor
toxische zinkconcentraties. Hiervoor is nog wel verder onderzoek nodig (Andrade 2009).
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Conclusies/Discussie

Zinktoxiciteit is een toenemend probleem voor planten wereldwijd. Dit komt vooral
door de toenemende antropologische zinkinput in het milieu. Indien de antropologische
zinkinput ook in de toekomst in stand blijft (of zelfs toeneemt), kan dit nog ongekende
gevolgen hebben voor planten (en indirect ook voor mensen).

De precieze schadelijke zinkconcentraties in en voor planten zijn zeer lastig te bepalen.
Er bestaat namelijk een sterke natuurlijk variatie van de zinkconcentraties in planten, niet
alleen tussen, maar ook binnen een plantensoort. Dit maakt het nog lastiger om de gevolgen
van zinktoxiciteit te begrijpen.

Zinktoxiciteit heeft verschillende schadelijke gevolgen voor kruidachtige planten. Het is
echter lastig te bepalen wat precies de oorzaken en wat de gevolgen zijn van zinktoxiciteit.
Uiteindelijk leidt zinktoxiciteit tot verstoring van de fotosynthese door onder ander afbraak
van chlorofyl en vermindering van de transpiratie. Minder fotosynthese leidt tot verminderde
koolstoffixatie, waardoor een plant minder goed in staat is om te groeien.

De gevolgen van zinktoxiciteit zijn waarschijnlijk een combinatie van drie aspecten;
verstoring van de nutriéntenbalans, verhoogde productie van zuurstofradicalen en het falen
van de fysiologie van planten om te kunnen omgaan met de phytotoxische gevolgen.

Verhoogde zinkconcentraties onderdrukken de opname van andere essentiéle nutriénten
door planten. De nutriéntenimbalans die daarbij ontstaat heeft negatieve effecten voor de
ontwikkeling van planten. Zinktoxiciteit leidt ook tot een sterke toename van de vorming van
door NADH-oxidase-geproduceerde zuurstofradicalen. Dit heeft vooral schadelijke gevolgen
voor wortelcellen die zelfs kunnen gaan afsterven, waardoor de wortels minder nutriénten
kunnen opnemen, met een versterking van de nutriéntenimbalans tot gevolg.

Verhoogde vorming van zuurstofradicalen heeft daarnaast ook grote gevolgen voor de
spruit van kruidachtige planten, en dan met name voor de chloroplasten. Pigmenten worden
door de zuurstofradicalen afgebroken, met grote gevolgen voor de fotosynthese en
koolstoffixatie. Zuurstofradicalen hebben daarnaast ook schadelijke gevolgen voor het DNA
van plantencellen, met zelfs apoptose tot gevolg. Een andere sterke aanwijzing voor de rol die
zuurstofradicalen spelen in zinktoxiciteit, is dat de meeste genen die tot expressie komen bij
toxische zinkconcentraties juist een rol spelen in het omgaan met de schadelijke gevolgen van
zuurstofradicalen.

Interacties met schimmels leert ons dat het herstel van de nutriéntenbalans en omgaan
met de phytotoxische gevolgen van zuurstofradicalen niet voldoende is om te kunnen omgang
met toxische zinkconcentraties. Ook door de schimmelgeinduceerde fysiologische
verandering (met name de verhoogde productie van GABA) speelt een belangrijke rol in de
omgang met de toxische gevolgen.

Om erachter te komen wat het precieze aandeel is van de drie aspecten in toxische
zinkconcentraties is verdere onderzoek noodzakelijk.
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