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Abstract
Aluminium is the most abundant metal in the Earth’s crust, but its availability depends on soil pH 
reaching toxic levels at pH lower than 5.0. Root-cells plasma membrane, particularly of the root 
apex, seems to be a major target of aluminium toxicity. Organic acids with Al-chelating ability play 
an important role in the detoxification of aluminium both externally and internally. Aluminium is 
detoxified externally by the secretion of organic acids such as citric, oxalic, and /or tartaric acids from 
the root apex. In the present work, the response of Lotus japonicus to aluminium (Al) exposure was 
examined, focusing specifically on low molecular mass organic compounds in roots and exudates. 
Increased content of citric and oxalacetic acid was found in root exudates after Al-treatment, while 
the concentration of tartaric and fumaric acid in the medium remained unchanged. Only very little 
amount of kaempferol glycoside and vestitol was found in root exudates, regardless to the presence of 
Al, neither they accumulated in the root tissue after Al-treatment. The presented results suggested that 
oxalate could be a key compound in Lotus japonicus, which detoxifies Al3+ externally and internally. 
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Úvod
Rastliny si počas evolučného vývoja tvoria sériu adaptívnych mechanizmov, 
ktoré im umožňujú prispôsobiť sa podmienkam životného prostredia. Jedným 
z  významných faktorov pôdneho prostredia je obsah hliníka. Hliník (Al) je jeden 
z najbežnejších prvkov v zemskej kôre, v pôdach môže celkové množstvo Al dosiahnuť 
až 7 % (Marschner, 1995). Napriek tomu sa Al nepovažuje za prvok potrebný pre 
minerálnu výživu rastlín. V  neutrálnom alebo mierne kyslom pôdnom prostredí 
existuje Al vo forme organicko-minerálnych komplexov. V  prípade okyslenia 
pôdy sa Al zmení na  rozpustnú formu [Al(H2O)6

3+], ktorá je najviac toxická pre 
rastliny (Matsumoto 2000). Toxicita hliníka je jedným z  hlavných faktorov, ktoré 
obmedzujú rast rastlín v  kyslých pôdach. Kyslé pôdy sa vyznačujú nadbytkom  
H+ ,Mn2+ , Al3+ , a  súčasným nedostatkom alkalických kovov, ale najmä kovov 
alkalických zemín (Ca2+ ,Mg2+). Fytotoxický účinok hliníka sa prejavuje v poškodení 
bunkovej ultraštruktúry, ktorá zahŕňa zloženie, fyzikálno-chemické vlastnosti, 
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štruktúru plazmatickej membrány (Zhang a  kol., 1997; Ishikawa a  Wagatsuma, 
1998), peroxidáciu lipidov (Yamamoto, 2003), taktiež negatívne vplýva na absorpciu 
iónov Ca2+ (Ryan a  kol., 1997; Liu a  Luan, 2001), udržiavanie rovnováhy vápnika 
a normálne fungovanie signalizačných systémov (Kidd a kol., 2001; Rengel a Zhang, 
2003), dynamické zmeny cytoskeletu, štruktúru DNA alebo mitózu (Pintro a Taylor, 
2004; Sivaguru a kol., 2003).
Najznámejším prejavom toxického účinku hliníka je inhibícia rastu koreňov, ktorá je 
detekovateľná už po 30 minútach aj pri mikromolárnych koncentráciách hliníka (Liu 
a Luan, 2001). Hliník ovplyvňuje rast a vývin buniek rastovej zóny koreňového vrcholu 
a koreňových vláskov (Sivaguru a Horst, 1998). 
Zvýšená odolnosť rastlín voči nadmerným množstvám hliníka v  pôde je spojená 
s  aktívnym uvoľňovaním organických kyselín koreňovým systémom, ktoré majú 
schopnosť chelátovať Al, pričom tvoria stabilné a  netoxické komplexy (Brunner 
a Sperisen, 2013). Uvoľňovanie organických kyselín sa zvyšuje pridaním exogénneho 
hliníka, ku ktorej prispieva aktivácia transporterov pre kyselinu jablčnú (ALMT) alebo 
citrónovú (MATE) (Fukurawa a  kol., 2007; Delhaize a  kol., 2007). Bola zistená 
dobrá korelácia medzi rýchlosťou exudácie a rezistencie v rôznych genotypoch v rámci 
rovnakého druhu, pričom sa predpokladá dôležitá úloha organických kyselín pri 
zmierňovaní toxicity Al3+ (Kinraide a kol., 1998). Koreňový systém rastlín odolných 
voči zvýšenej koncentrácii hliníka uvoľňuje viac organických kyselín ako koreňové 
systémy rastlín citlivých na hliník. V prípade pšenice výsledky experimentov potvrdili 
až 8 násobné zvýšenie exudácie kyseliny citrónovej (Akeson a Munns, 1990). Rastliny, 
ktoré produkujú viac malátu, hromadia menej hliníka v koreňovom vrchole (Delhaize 
a  kol., 1993). V  pletivách koreňového systému môže dochádzať ku chelatácii Al aj 
pomocou tanínov, pričom vzniknuté komplexy sa akumulujú vo vakuolách. Aj iné 
fenolové zlúčeniny, ktoré obsahujú katecholové skupiny majú schopnosť chelátovať ióny 
Al a mohli by prispievať k detoxikácii Al už v malých množstvách, prípadne pôsobiť 
proti oxidatívnemu stresu vyvolanému hliníkom. Tvorba komplexov organických 
kyselín zabraňuje prieniku hliníka do  cytoplazmy koreňových buniek (Bojorquez-
Quintal a kol., 2017).
Keďže na ochranu pred fytotoxickým účinkom hliníka si rôzne rastlinné druhy vyvinuli 
podobné mechanizmy, ktoré sú založené na  schopnosti chelatačných činidiel tvoriť 
komplexné zlúčeniny s hliníkom, v našej práci sme sa zamerali na vplyv Al na tvorbu 
malých organických kyselín a  sekundárnych metabolitov, najmä fenolových látok 
v modelovej rastline pre čeľaď bôbovité (Fabaceae).

Materiál a metódy

Rastlinný materiál a podmienky rastu
V  našich experimentoch sme používali modelovú rastlinu Lotus japonicus 
(Regel) K. Larsen, ekotyp Gifu (B-129-S9). Rastliny sme získali z  5 cm dlhých 
stonkových odrezkov, ktoré sme pestovali 30 dní v  hydropónii, pri osvetlení 180  
µmol . m-2 . s-1, svetelnom cykle“, 16/8 hodín, teplote 22 °C a relatívnej vlhkosti vzduchu 
70%. Ako médium sme použili 10x zriedený Hornum (Handberg a  Stougaard, 
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1992) s malými modifikáciami niektorých zložiek (1 mM CaCl2; 0,5 mM KNO3; 0,5 mM 
NH4NO3 a 0,5 mM KCl). Médium sme vymieňali každé tri dni. Na začiatku pokusu sme 
korene rastlín opláchli destilovanou vodou a preniesli do nádob s objemom 1 liter. Hliník 
sme aplikovali do roztoku vo forme AlCl3 s finálnou koncentráciou 0,5 mM. Hodnota 
pH bola upravená pomocou HCl na  hodnotu 5,5 (kontrola) alebo 4,2 (pre rastliny 
ovplyvnené nízkym pH a hliníkom) a ďalej bolo pH udržiavané tak, aby sa od uvedených 
hodnôt neodchýlilo o viac než 0,2. Na vyhodnotenie rastu boli prírastky dĺžky koreňov 
vyhodnotené po 5 dňoch a vyjadrené ako priemerný prírastok dĺžky koreňa v cm za deň.

Determinácia organických kyselín v exudátoch a v pletivách koreňov
Korene rastlín sme opláchli destilovanou vodou a preniesli do 15 ml 0,2 mM roztoku KCl 
(bez prítomnosti hliníka) na 3 hodiny. Z roztoku sme odobrali 5 ml a nechali pretiecť cez 
kolónu naplnenú DOWEX-om AG 1-X8 (100-200 mesh). Organické kyseliny vyplavené 
z náplne sme vysušili rotačným vákuovým odparovačom pri teplote 60 °C a opätovne 
rozpustili v  0,5 ml ultračistej vody. Použité korene sme odvážili na  analytických 
váhach. Potom sme korene vysušili za 24 hodín pri teplote 60 °C a nechali v exikátore. 
Na analýzu sme navážili 0,05 g vzorky, ktorú sme homogenizovali a extrahovali v 1 ml 
ultračistej vody. Vzorky sme centrifugovali 5 minút pri 4000 ot./min a prefiltrovali cez 
2µm membránu. Na analýzu extraktov pletív ako aj vzoriek exudátov sme použili HPLC 
zostavu obsahujúcu pumpu ECOM LCD 3001, detektor Hewlett Packard HP 1050, 
kolónu Kromasil C18 250x4,6 mm 5 µm. Analýza prebiehala izokraticky s mobilnou fázou 
25 mM KH3PO4, pH 2,5, pri prietoku 0,7 ml/min. Látky boli detegované pri vlnovej dĺžke 
210 nm. Na identifikáciu sme použili štandardy kyseliny oxaloctovej, vínnej, fumarovej a  
citrónovej (Sigma-Aldrich).

Determinácia flavonoidov v exudátoch a pletivách koreňov
Korene rastlín sme opláchli destilovanou vodou a preniesli do 15 ml 0,2 mM roztoku KCl 
(bez prítomnosti hliníka) na 3 hodiny. Z roztoku sme odobrali 5 ml a nechali pretiecť 
cez SPE kolónu STRATA C18, odkiaľ sme flavonoidy vyplavili metanolom. Vzorky 
sme odparili rotačným vákuovým odparovačom pri teplote 60 °C a opätovne rozpustili 
v 1 ml metanolu. Použité korene sme odvážili na analytických váhach. Potom sme korene 
vysušili za 24 hodín pri teplote 60 °C a nechali v exikátore. Na analýzu sme navážili 0,05 g 
vzorky, ktorú sme homogenizovali a  extrahovali v 1,5 ml 80% metanolu. Vzorky sme 
odcentrifugovali 5 minút pri 4000 ot./min a prefiltrovali cez 2µm membránu. Na analýzu 
extraktov pletív ako aj vzoriek exudátov sme použili HPLC zostavu Agilent 1260 Infinity 
s DAD detektorom a kolónou Kromasil C18 250x4,6 mm 5 µm. Použili sme gradientový 
program s dvoma mobilnými fázami, 5% acetonitrilom s 3% trifluoroctovou kyselinou 
(A) a 80% acetonitrilom (B). Program bol: 0 min. 90:10 (A/B), 5 min. 86:14, 30 min. 76:24, 
35 min. 60:40, 50 min. (0:100), 55 min. (0:100), 60 min. (90:10). Látky boli detegované 
pri vlnových dĺžkach 220 a 350 nm. Na identifikáciu boli použité štandardy kvercetínu 
(Sigma-Aldrich) a  vestitolu (Biorbit). Identifikácia glykozidov kempferolu prebehla 
na základe ich charakteristického UV-spektra porovnaním so štandardom kempferol-
3-O-glukozidu (Extrasynthese) alebo kempferol-3-O-glukozyl-7-O-rhamnozidu, ktorý 
bol predtým izolovaný a identifikovaný pomocou NMR (García-Calderón a kol. 2015).
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Výsledky
Lotus japonicus sme sledovali v troch rôznych podmienkach pri pH 5,5, pH 4,2 a pH 
4,2 s  0,5 mM AlCl3. Za  kontrolné pH sme považovali pH 5,5, pri ktorom skúmaný 
druh vykazoval výrazný rast (s  prírastkom 0,47 ± 0,04 cm/deň) v  podmienkach 
hydropónie so stabilnou hladinou pH. Pri pH 6,5 dochádzalo pri tomto druhu 
k  nestabilitám hodnoty pH v  živnom médiu bez prítomnosti tlmivého roztoku. 
Pri pH 4,2 (s  prírastkom 0,36 ± 0,035 cm/deň) sme sledovali iba vplyv toxicity 
nadmerného množstva protónov, aby sme ho odlíšili od toxicity hliníka. Po vystavení 
rastlín nízkemu pH a  vysokým koncentráciám hliníka rástli korene signifikantne 
menej ako v kontrole (s prírastkom 0,23 ± 0,03 cm/deň). V týchto podmienkach sme 
pozorovali zmeny v  hladinách jednotlivých organických kyselín a  flavonoidových 
zlúčenín v koreňových exudátoch a v pletivách koreňa. Pri analýze exudátov z koreňov  
L. japonicus sme identifikovali štyri organické kyseliny, a to kyselinu oxaloctovú a kyselinu 
fumarovú, ktoré boli zastúpené vo väčšej miere a  v  menších množstvách aj kyselinu 
vínnu a kyselinu citrónovú. Aplikácia hliníka najviac ovplyvnila koncentráciu kyseliny 
oxaloctovej, ktorej exudácia mierne narástla aj vplyvom nízkeho pH, ale vplyvom hliníka 
sa zvýšila až približne štvornásobne (obrázok 1).

Obrázok 1. Vplyv nízkeho pH a hliníka na rýchlosť uvoľňovania organických kyselín 
z koreňov. Zobrazené hodnoty sú priemery troch biologických opakovaní + stredná 
chyba priemeru. Symboly písmen označujú výsledky signifikancie (P<0.05, ANOVA 
s post hoc Tukey testom).
Figure 1. Effect of low pH and aluminium on the organic acids exudation rate from 
roots. The values are the means of three biological replicates + standard error. Letter 
symbols indicate significance (P <0.05, ANOVA with post hoc Tukey test).
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Naopak v porovnaní s kyselinou oxaloctovou hladina kyseliny fumarovej uvoľnenej 
z  koreňov nebola výraznejšie ovplyvnená hliníkom. Hladina kyseliny citrónovej 
vplyvom Al signifikantne stúpla na  približne dvojnásobnú hodnotu v  porovnaní 
s kontrolnými podmienkami, na druhej strane celkové množstvo kyseliny citrónovej 
bolo oveľa menšie než kyseliny oxaloctovej a  fumarovej (obrázok 1). V exudátoch 
sme v  stopových množstvách zaznamenali aj kyselinu vínnu, ktorej obsah sa vo 
všetkých podmienkach menil minimálne. 
V pletivách koreňa sme sa snažili nájsť rovnaké látky ako v koreňových exudátoch.

Obrázok 2. Vplyv nízkeho pH a  hliníka na  akumuláciu organických kyselín 
v pletivách koreňa. Zobrazené hodnoty sú priemery troch biologických opakovaní + 
stredná chyba priemeru. Symboly písmen označujú výsledky signifikancie (P<0.05, 
ANOVA s post hoc Tukey testom).
Figure 2. Effect of low pH and aluminium on the accumulation of organic acids in 
root tissue. The values are the means of three biological replicates + standard error. 
Letter symbols indicate significance (P <0.05, ANOVA with post hoc Tukey test).

V  porovnaní s  exudátmi sme v  koreni vôbec nezaznamenali akumuláciu kyseliny 
citrónovej v  kontrolných ani v  stresových podmienkach. Po  pôsobení hliníka 
na korene rastlín sa koncentrácie kyseliny oxaloctovej a fumarovej mierne zvýšili, ale 
tento nárast nebol signifikantný (obrázok 2). 
Kyselina vínna bola prítomná v pletivách koreňov, podobne ako aj v exudátoch, len 
v malom množstve a jej obsah sa signifikantne nemenil.
Okrem organických kyselín sme sa v  exudátoch snažili identifikovať aj flavonoidy. 
Z flavonoidov sme v exudátoch našli len jeden glykozid a to kempferol-3-O-glukozyl-
7-O-ramnozid, ktorého sa z koreňov uvoľnilo len približne 0,7 nmol.g-1.h-1 a vplyvom 
nízkeho pH a  Al nemenilo. Vestitol, patriaci medzi izoflavonoidy, sa v  kontrolných 
podmienkach z koreňov neuvoľňoval, ale objavil sa v stopovom množstve v exudátoch 
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z rastlín vplyvom nízkeho pH v množstve 0,41 nmol.g-1.h-1 a vplyvom Al v množstve 
0,46 nmol.g-1.h-1. V podobnom množstve sa uvoľňovala z koreňov ešte jedna látka s UV 
spektrom veľmi podobným ako má vestitol. 

Obrázok 3. Vplyv nízkeho pH a  hliníka na  akumuláciu flavonoidových zlúčenín 
v  pletivách koreňa. Kempferol-gly 1 a  2 označujú bližšie neurčené glykozidy 
kempferolu. Zobrazené hodnoty sú priemery troch biologických opakovaní + stredná 
chyba priemeru. Symboly písmen označujú výsledky signifikancie (P<0.05, ANOVA 
s post hoc Tukey testom).

Figure 3. Effect of low pH and aluminium on the accumulation of flavonoid compounds 
in root tissue. Kempferol-gly 1 and 2 refer to unspecified keampferol glycosides. The 
values are the means of three biological replicates + standard error. Letter symbols 
indicate significance (P <0.05, ANOVA with post hoc Tukey test).

V  koreňových pletivách sme hľadali látky štrukturálne podobné látkam, ktoré sme 
identifikovali v  exudátoch. Zaznamenali sme prítomnosť dvoch kempferolových 
glykozidov, aglykónu kvercetínu a  vestitolu. Hliník obsah týchto látok v  pletivách 
výrazne neovplyvňoval. Nízke pH spôsobilo skôr ich pokles (obrázok 3), ktorý však 
bol signifikantný oproti kontrole len v  prípade jedného z  dvoch identifikovaných 
glykozidov kempferolu. 

Diskusia
Toxicita hliníka je dôležitý faktor, ktorý obmedzuje rast rastlín najmä v  kyslých 
pôdach pri pH 5,0 alebo nižšom. V rastlinách sa prejavuje jasne identifikovateľnými 
morfologickými a  fyziologickými symptómami (Rout a  kol., 2000). Existujú dva 
spôsoby tolerancie rastlín voči hliníku. Jeden je založený na  zabraňovaní vstupu 
hliníka do apexu koreňa a druhý umožňuje rastlinám tolerovať akumuláciu hliníka 
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v  pletivách (Taylor, 1991). Mnohé štúdie potvrdili, že Al – tolerantné genotypy 
pšenice, kukurice, sóje a fazule sú schopné vylučovať organické kyseliny do prostredia 
koreňa, ktoré dokážu chelátovať hliník (Lopéz – Bucio a  kol., 2000; Ma, 2000;  
Li a kol. 2000; Watanabe a Osaki, 2002). Produkcia organických kyselín je súčasťou 
mechanizmu detoxikácie hliníka. Z organických kyselín má najvyššiu väzbovú afinitu 
ku hliníku kyselina citrónová, schopnosťou viazať hliník sa ďalej vyznačujú aj kyselina 
jablčná a  kyselina oxaloctová, prípadne aj  kyselina jantárová (Hue a  kol., 1986; 
Brunner a Sperisen, 2013). Na zmiernenie Al toxicity špecificky uvoľňujú kyselinu 
citrónovú napríklad korene ryže (Yang a  kol., 2006), korene kukurice (Pineros 
a Kochian, 2001) a  tiež strukovín (Yang a kol., 2000). V prípade pšenice dochádza 
k exudácii kyseliny jablčnej (Zhang a kol., 2001), kyselina oxaloctvá je exudovaná 
napr. koreňmi rastlín Fagopyrum esculentum (Ma a  kol., 1997) a  tiež Colocasia 
esculenta (Ma a Miyasaka, 1998). Komplexy kyseliny citrónovej a oxaloctovej s Al 
boli tiež nájdené v  xyléme a  v  pletivách koreňov čajovníka (Morita a  kol., 2004; 
Morita a kol., 2008). Po aplikácii hliníka na korene rastlín Lotus corniculatus bol 
zaznamenaný signifikantný nárast exudácie kyseliny citrónovej aj kys. oxaloctovej, 
ale miera exudácie kyseliny citrónovej bola výrazne vyššia ako oxalocotvej 
(Paľove-Balang a  kol., 2012). V  prípade blízko príbuzného modelového druhu 
L. japonicus, ktorému sme sa venovali v  tejto práci, sme zaznamenali prítomnosť 
viacerých organických kyselín v  pletivách aj v  exudátoch koreňov, a  to najmä 
kyseliny oxaloctovej a kyselín fumarovej a citrónovej. Vplyvom hliníka dochádzalo  
v L. japonicus k oveľa výraznejšiemu zvýšeniu exudácie kyseliny oxaloctovej ako kyseliny 
citrónovej. Na rozdiel od L. corniculatus sme v L. japonicus zaznamenali v exudátoch 
aj väčšie množstvo kyseliny fumarovej, hoci jej koncentrácia sa vplyvom Al nemenila.  
V  L. japonicus má zrejme v  obrane voči vysokým koncentráciám hliníka 
najvýznamnejšiu úlohu kyselina oxaloctová, naopak v druhu L. corniculatus kyselina 
citrónová.
Stresové faktory, medzi ktoré patrí aj vplyv ťažkých kovov na  rastliny, vyvolávajú 
v rastlinách podobný typ odpovede, a tou je tvorba reaktívnych foriem kyslíka (ROS) 
(Mittler a  kol., 2004; Mittler, 2006), ktoré poškodzujú bunky. Akumulácia 
flavonoidov sa považuje za významný spôsob obrany proti ROS. Je známych viacero 
flavonoidov s výraznou antioxidačnou schopnosťou, ako aj schopnosťou chelátovať 
ióny toxických kovov (Brown a kol., 1998; Melidou a kol., 2005; Hernandéz a kol., 
2009; Agati a  Tattini, 2010). Výborné antioxidačné schopnosti majú fenolové 
zlúčeniny s  dihydroxy-substituovanými aromatickými kruhmi ako sú kyselina 
kávová a kvercetínové alebo luteolínové glykozidy (Agati a kol., 2012). 
Kidd a kol. (2001) vo svojej štúdii uviedli, že kukuričné rastliny ošetrené kremíkom 
uvoľňujú pätnásťkrát viac fenolových zlúčenín (katechínu a kvercetínu) ako neošetrené 
rastliny kukurice. Tieto fenolové zlúčeniny tiež vykazovali silnú schopnosť chelátovať 
ióny Al a mohli by potenciálne detoxikovať Al. V koreňoch kukurice sa ukázalo, že 
pôsobenie hliníka môže vyvolávať zvýšenú akumuláciu taxifolínu a  v  tolerantnej 
odrode aj pentahydroxyflavonolu a katechínu, pričom ochranná úloha týchto látok je 
pripisovaná ich schopnosti viazať Al a antioxidačným účinkom (Tolrá a kol., 2009).
V  našom prípade sme veľké zmeny v  hladinách fenolových zlúčenín v  exudátoch 
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aj v  pletivách koreňov L. japonicus po  aplikácii Al nezaznamenali. Výraznejší 
vplyv na  akumuláciu fenolov malo skôr nízke pH, pri ktorom sa koncentrácie 
zlúčenín znižovali. Nepotvrdilo sa teda, že by identifikované flavonoidy mohli 
mať väčší význam v  obrane voči Al toxicite. V  príbuznom druhu  L. corniculatus 
dochádza ku chelátovaniu Al pomocou tanínov a  následnému ukladaniu týchto 
komplexov do vakuol (Stoutjesdijk a kol. 2001; Paľove – Balang a kol., 2012).  
L. japonicus však produkuje taníny len v stopových množstvách, ktoré boli na hranici 
detegovateľnosti (P.  Paľove-Balang, nepublikované výsledky). V  tomto druhu 
významnejšiu úlohu zohrávajú pravdepodobne organické kyseliny, z  ktorých sa 
uvoľňuje najmä kyselina oxaloctová. Uvedená kyselina bude mať zrejme hlavnú 
úlohu v chelatácii Al vo vonkajšom prostredí, kde zabraňuje vstupu Al do koreňa, 
prípadne môže mať podobnú funkciu aj vo vnútri pletív koreňov.
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