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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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Uvob

Rastliny si pocas evolu¢ného vyvoja tvoria sériu adaptivnych mechanizmov,
ktoré im umoziuju prispdsobit sa podmienkam Zzivotného prostredia. Jednym
z vyznamnych faktorov podneho prostredia je obsah hlinika. Hlinik (Al) je jeden
z najbeznejsich prvkov v zemskej kore, v pddach moze celkové mnozstvo Al dosiahnut
az 7% (MARSCHNER, 1995). Napriek tomu sa Al nepovaZuje za prvok potrebny pre
minerdlnu vyzivu rastlin. V neutrdlnom alebo mierne kyslom pddnom prostredi
existuje Al vo forme organicko-minerdlnych komplexov. V pripade okyslenia
pody sa Al zmeni na rozpustni formu [Al(H,0)*], ktord je najviac toxickd pre
rastliny (MatsumoTo 2000). Toxicita hlinika je jednym z hlavnych faktorov, ktoré
obmedzuji rast rastlin v kyslych pddach. Kyslé pody sa vyznacuji nadbytkom
H* ,Mn*, AP+, a sucasnym nedostatkom alkalickych kovov, ale najmid kovov
alkalickych zemin (Ca** ,Mg”"). Fytotoxicky t¢inok hlinika sa prejavuje v poskodeni
bunkovej ultrastruktiry, ktora zahfiia zlozenie, fyzikdlno-chemické vlastnosti,
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$truktaru plazmatickej membrany (ZHANG a kol.,, 1997; IsHIKAWA a WAGATSUMA,
1998), peroxidaciu lipidov (YamamoTo, 2003), taktiez negativne vplyva na absorpciu
ibnov Ca** (Ryan a kol,, 1997; Liu a LuaN, 2001), udrziavanie rovnovahy vapnika
a normalne fungovanie signaliza¢nych systémov (Kipp a kol., 2001; RENGEL a ZHANG,
2003), dynamické zmeny cytoskeletu, Struktiru DNA alebo mitdzu (PINTRO a TAYLOR,
2004; SIVAGURU a kol., 2003).

Najznamej$im prejavom toxického uc¢inku hlinika je inhibicia rastu korenov, ktora je
detekovatelna uz po 30 minutach aj pri mikromolarnych koncentraciach hlinika (L1u
a Luan, 2001). Hlinik ovplyviuje rast a vyvin buniek rastovej zény koreniového vrcholu
a korenovych vlaskov (StvAGURU a HORsST, 1998).

Zvysena odolnost rastlin vo¢i nadmernym mnozstvam hlinika v pode je spojend
s aktivnym uvolilovanim organickych kyselin korenovym systémom, ktoré maju
schopnost chelatovat Al, pricom tvoria stabilné a netoxické komplexy (BRUNNER
a SPERISEN, 2013). Uvoliiovanie organickych kyselin sa zvy$uje pridanim exogénneho
hlinika, ku ktorej prispieva aktivacia transporterov pre kyselinu jabl¢ntt (ALMT) alebo
citronovid (MATE) (FUKURAWA a kol., 2007; DELHAIZE a kol., 2007). Bola zistena
dobra korelacia medzi rychlostou exudacie a rezistencie v roznych genotypoch v ramci
rovnakého druhu, pricom sa predpokladd dolezita tloha organickych kyselin pri
zmiernovani toxicity AI** (KINRAIDE a kol., 1998). Korenovy systém rastlin odolnych
vo¢i zvysenej koncentracii hlinika uvoltiuje viac organickych kyselin ako korenové
systémy rastlin citlivych na hlinik. V pripade p$enice vysledky experimentov potvrdili
az 8 nasobné zvysenie exudacie kyseliny citrénovej (AKESON a MUNNS, 1990). Rastliny,
ktoré produkuji viac malatu, hromadia menej hlinika v koreniovom vrchole (DELHAIZE
a kol.,, 1993). V pletivach korenového systému moze dochadzat ku chelatécii Al aj
pomocou taninov, pricom vzniknuté komplexy sa akumuluju vo vakuolach. Aj iné
fenolové zluc¢eniny, ktoré obsahuju katecholové skupiny maju schopnost chelatovat iony
Al a mohli by prispievat k detoxikacii Al uz v malych mnozstvach, pripadne posobit
proti oxidativnemu stresu vyvolanému hlinikom. Tvorba komplexov organickych
kyselin zabranuje prieniku hlinika do cytoplazmy korenovych buniek (BojorQUEZz-
QuiNTAL a kol., 2017).

KedZe na ochranu pred fytotoxickym u¢inkom hlinika si rdzne rastlinné druhy vyvinuli
podobné mechanizmy, ktoré st zaloZzené na schopnosti chelata¢nych ¢inidiel tvorit
komplexné zlic¢eniny s hlinikom, v nasej praci sme sa zamerali na vplyv Al na tvorbu
malych organickych kyselin a sekundarnych metabolitov, najmé fenolovych latok
v modelovej rastline pre ¢elad bdbovité (Fabaceae).

MATERIAL A METODY

Rastlinny material a podmienky rastu

V naSich experimentoch sme pouzivali modelovi rastlinu Lotus japonicus
(Regel) K. Larsen, ekotyp Gifu (B-129-S9). Rastliny sme ziskali z 5cm dlhych
stonkovych odrezkov, ktoré sme pestovali 30 dni v hydropénii, pri osvetleni 180
pumol . m?. s, svetelnom cykle®, 16/8 hodin, teplote 22 °C a relativnej vlhkosti vzduchu
70%. Ako médium sme pouzili 10x zriedeny Hornum (HANDBERG a STOUGAARD,
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1992) s malymi modifikdciami niektorych zloziek (1mM CaCl,; 0,5mM KNO,; 0,5mM
NH,NO, a 0,5mM KCI). Médium sme vymienali kazdé tri dni. Na zaciatku pokusu sme
korene rastlin oplachli destilovanou vodou a preniesli do nadob s objemom 1 liter. Hlinik
sme aplikovali do roztoku vo forme AICI, s findlnou koncentraciou 0,5mM. Hodnota
pH bola upravena pomocou HCI na hodnotu 5,5 (kontrola) alebo 4,2 (pre rastliny
ovplyvnené nizkym pH a hlinikom) a dalej bolo pH udrziavané tak, aby sa od uvedenych
hodnét neodchylilo o viac nez 0,2. Na vyhodnotenie rastu boli prirastky dizky koreiiov
vyhodnotené po 5 diioch a vyjadrené ako priemerny prirastok dizky korefia v cm za den.

Determinicia organickych kyselin v exudatoch a v pletivach korenov

Korene rastlin sme oplachli destilovanou vodou a preniesli do 15ml 0,2mM roztoku KCI
(bez pritomnosti hlinika) na 3 hodiny. Z roztoku sme odobrali 5ml a nechali pretiect cez
kolénu naplnent DOWEX-om AG 1-X8 (100-200 mesh). Organické kyseliny vyplavené
z néplne sme vysusili rotatnym vakuovym odparovacom pri teplote 60 °C a opétovne
rozpustili v 0,5ml ultracistej vody. Pouzité korene sme odvazili na analytickych
vahach. Potom sme korene vysusili za 24 hodin pri teplote 60 °C a nechali v exikétore.
Na analyzu sme navazili 0,05g vzorky, ktorti sme homogenizovali a extrahovali v 1ml
ultracistej vody. Vzorky sme centrifugovali 5 mintt pri 4000 ot./min a prefiltrovali cez
2um membranu. Na analyzu extraktov pletiv ako aj vzoriek exudatov sme pouzili HPLC
zostavu obsahujucu pumpu ECOM LCD 3001, detektor Hewlett Packard HP 1050,
kolénu Kromasil C18250x4,6 mm 5 um. Analyza prebiehala izokraticky s mobilnou fazou
25mM KH,PO,, pH 2,5, pri prietoku 0,7 ml/min. Létky boli detegované pri vinovej dizke
210 nm. Na identifikaciu sme pouzili standardy kyseliny oxaloctovej, vinnej, fumarovej a
citrénovej (Sigma-Aldrich).

Determinacia flavonoidov v exudatoch a pletivach korenov

Korene rastlin sme oplachli destilovanou vodou a preniesli do 15ml 0,2mM roztoku KCI
(bez pritomnosti hlinika) na 3 hodiny. Z roztoku sme odobrali 5ml a nechali pretiect
cez SPE kolénu STRATA C18, odkial sme flavonoidy vyplavili metanolom. Vzorky
sme odparili rota¢nym vakuovym odparova¢om pri teplote 60 °C a opétovne rozpustili
v 1 ml metanolu. Pouzité korene sme odvazili na analytickych vahach. Potom sme korene
vysusili za 24 hodin pri teplote 60 °C a nechali v exikatore. Na analyzu sme navazili 0,05 g
vzorky, ktorti sme homogenizovali a extrahovali v 1,5ml 80% metanolu. Vzorky sme
odcentrifugovali 5 minut pri 4000 ot./min a prefiltrovali cez 2um membranu. Na analyzu
extraktov pletiv ako aj vzoriek exudétov sme pouzili HPLC zostavu Agilent 1260 Infinity
s DAD detektorom a kolénou Kromasil C18 250x4,6 mm 5 um. Pouzili sme gradientovy
program s dvoma mobilnymi fdzami, 5% acetonitrilom s 3% trifluoroctovou kyselinou
(A) a80% 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). Latky boli detegované
pri vinovych dizkach 220 a 350 nm. Na identifikaciu boli pouzité $tandardy kvercetinu
(Sigma-Aldrich) a vestitolu (Biorbit). Identifikdcia glykozidov kempferolu prebehla
na zaklade ich charakteristického UV-spektra porovnanim so $tandardom kempferol-
3-O-glukozidu (Extrasynthese) alebo kempferol-3-O-glukozyl-7-O-rhamnozidu, ktory
bol predtym izolovany a identifikovany pomocou NMR (Garcia-Calderon a kol. 2015).
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VYSLEDKY

Lotus japonicus sme sledovali v troch réznych podmienkach pri pH 5,5, pH 4,2 a pH
4,2 s 0,5mM AICL,. Za kontrolné pH sme povazovali pH 5,5, pri ktorom skiimany
druh vykazoval vyrazny rast (s prirastkom 0,47 + 0,04 cm/deil) v podmienkach
hydropénie so stabilnou hladinou pH. Pri pH 6,5 dochddzalo pri tomto druhu
k nestabilitim hodnoty pH v Zivhom médiu bez pritomnosti tlmivého roztoku.
Pri pH 4,2 (s prirastkom 0,36 + 0,035 cm/deil) sme sledovali iba vplyv toxicity
nadmerného mnozstva proténov, aby sme ho odlisili od toxicity hlinika. Po vystaveni
rastlin nizkemu pH a vysokym koncentracidm hlinika rastli korene signifikantne
menej ako v kontrole (s prirastkom 0,23 + 0,03 cm/den). V tychto podmienkach sme
pozorovali zmeny v hladinidch jednotlivych organickych kyselin a flavonoidovych
zlicenin v korenovych exudatoch a v pletivach korena. Pri analyze exudatov z korerov
L. japonicus sme identifikovali $tyri organické kyseliny, a to kyselinu oxaloctovti a kyselinu
fumarovu, ktoré boli zastipené vo vicSej miere a v mensich mnozstvach aj kyselinu
vinnu a kyselinu citrénovt. Aplikacia hlinika najviac ovplyvnila koncentraciu kyseliny
oxaloctovej, ktorej exudacia mierne naréstla aj vplyvom nizkeho pH, ale vplyvom hlinika
sa zvysila aZ priblizne $tvornasobne (obrazok 1).
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Obrazok 1. Vplyv nizkeho pH a hlinika na rychlost uvolnovania organickych kyselin
z korenov. Zobrazené hodnoty st priemery troch biologickych opakovani + strednd
chyba priemeru. Symboly pismen oznacuju vysledky 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 porovnani s kyselinou oxaloctovou hladina kyseliny fumarovej uvolnenej
z korenov nebola vyraznejsie ovplyvnena hlinikom. Hladina kyseliny citrénovej
vplyvom Al signifikantne stapla na priblizne dvojnasobnt hodnotu v porovnani
s kontrolnymi podmienkami, na druhej strane celkové mnozstvo kyseliny citrénovej
bolo ovela mensie nez kyseliny oxaloctovej a fumarovej (obrazok 1). V exudatoch
sme v stopovych mnozstvach zaznamenali aj kyselinu vinnu, ktorej obsah sa vo
vSetkych podmienkach menil minimélne.

V pletivach korena sme sa snazili ndjst rovnaké latky ako v korenovych exudatoch.
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Obrazok 2. Vplyv nizkeho pH a hlinika na akumuladciu organickych kyselin
v pletivach korena. Zobrazené hodnoty st priemery troch biologickych opakovani +
stredna chyba priemeru. Symboly pismen oznacuju vysledky signifikancie (P<0.05,
ANOVA s post hoc Tukey testom).

Figure 2. Effect of low pH and aluminijum 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 porovnani s exudatmi sme v koreni vobec nezaznamenali akumulaciu kyseliny
citronovej v kontrolnych ani v stresovych podmienkach. Po pdsobeni hlinika
na korene rastlin sa koncentracie kyseliny oxaloctovej a fumarovej mierne zvysili, ale
tento ndrast nebol signifikantny (obrazok 2).

Kyselina vinna bola pritomna v pletivach korenov, podobne ako aj v exudétoch, len
v malom mnozstve a jej obsah sa signifikantne nemenil.

Okrem organickych kyselin sme sa v exudatoch snazili identifikovat aj flavonoidy.
Z flavonoidov sme v exudatoch nali len jeden glykozid a to kempferol-3-O-glukozyl-
7-O-ramnozid, ktorého sa z korenov uvolnilo len priblizne 0,7 nmol.g".h" a vplyvom
nizkeho pH a Al nemenilo. Vestitol, patriaci medzi izoflavonoidy, sa v kontrolnych
podmienkach z korenov neuvolnioval, ale objavil sa v stopovom mnozstve v exudatoch
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z rastlin vplyvom nizkeho pH v mnozstve 0,41 nmol.g".h" a vplyvom Al v mnozstve
0,46 nmol.g".h™'. V podobnom mnozstve sa uvolnovala z korenov este jedna latka s UV
spektrom velmi podobnym ako ma vestitol.
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Obrazok 3. Vplyv nizkeho pH a hlinika na akumulaciu flavonoidovych zlicenin
v pletivaich korena. Kempferol-gly 1 a 2 oznacuju blizSie neurcené glykozidy
kempferolu. Zobrazené hodnoty su priemery troch biologickych opakovani + stredna
chyba priemeru. Symboly pismen oznacuju vysledky 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 korenovych pletivich sme hladali latky Strukturalne podobné latkam, ktoré sme
identifikovali v exudatoch. Zaznamenali sme pritomnost dvoch kempferolovych
glykozidov, aglykénu kvercetinu a vestitolu. Hlinik obsah tychto latok v pletivach
vyrazne neovplyviloval. Nizke pH sposobilo skor ich pokles (obrazok 3), ktory vsak
bol signifikantny oproti kontrole len v pripade jedného z dvoch identifikovanych
glykozidov kempferolu.

DiskusiA

Toxicita hlinika je dolezity faktor, ktory obmedzuje rast rastlin najmd v kyslych
podach pri pH 5,0 alebo niz§om. V rastlinach sa prejavuje jasne identifikovatelnymi
morfologickymi a fyziologickymi symptémami (RouTt a kol., 2000). Existuju dva
sposoby tolerancie rastlin voci hliniku. Jeden je zalozeny na zabranovani vstupu
hlinika do apexu korena a druhy umoziuje rastlindm tolerovat akumulaciu hlinika

21



Biodiversity & Environment, Vol. 12, No.1 Presov 2020

v pletivach (TAYLOR, 1991). Mnohé s$tudie potvrdili, Ze Al - tolerantné genotypy
psenice, kukurice, soje a fazule st schopné vylucovat organické kyseliny do prostredia
korena, ktoré dokazu chelatovat hlinik (LopEz — Bucio a kol., 2000; Ma, 2000;
L1akol. 2000; WATANABE a OsAKI, 2002). Produkcia organickych kyselin je suc¢astou
mechanizmu detoxikacie hlinika. Z organickych kyselin ma najvyssiu vizbovu afinitu
ku hliniku kyselina citréonovd, schopnostou viazat hlinik sa dalej vyznac¢uju aj kyselina
jablénd a kyselina oxaloctova, pripadne aj kyselina jantdrova (HUE a kol., 1986;
BRUNNER a SPERISEN, 2013). Na zmiernenie Al toxicity $pecificky uvoliuju kyselinu
citronovu napriklad korene ryze (YANG a kol., 2006), korene kukurice (PINEROS
a KocHIaN, 2001) a tiez strukovin (YANG a kol., 2000). V pripade psenice dochadza
k exudacii kyseliny jablénej (ZHANG a kol., 2001), kyselina oxaloctvé je exudovana
napr. korenmi rastlin Fagopyrum esculentum (Ma a kol., 1997) a tiez Colocasia
esculenta (Ma a M1YASAKA, 1998). Komplexy kyseliny citrénovej a oxaloctovej s Al
boli tieZ najdené v xyléme a v pletivach korenov ¢ajovnika (MoRITA a kol., 2004;
MoriTA a kol., 2008). Po aplikacii hlinika na korene rastlin Lotus corniculatus bol
zaznamenany signifikantny narast exudacie kyseliny citronovej aj kys. oxaloctovej,
ale miera exudacie kyseliny citréonovej bola vyrazne vy$sia ako oxalocotvej
(PArovE-BALANG a kol, 2012). V pripade blizko pribuzného modelového druhu
L. japonicus, ktorému sme sa venovali v tejto praci, sme zaznamenali pritomnost
viacerych organickych kyselin v pletivich aj v exudatoch korenov, a to najma
kyseliny oxaloctovej a kyselin fumarovej a citrénovej. Vplyvom hlinika dochadzalo
vL.japonicuskovelavyraznej$iemuzvy$eniuexudaciekyselinyoxaloctovejakokyseliny
citronovej. Na rozdiel od L. corniculatus sme v L. japonicus zaznamenali v exudatoch
aj vacsie mnozstvo kyseliny fumarovej, hoci jej koncentracia sa vplyvom Al nemenila.
V L. japonicus ma zrejme v obrane voli vysokym koncentracidm hlinika
najvyznamnejsiu tlohu kyselina oxaloctova, naopak v druhu L. corniculatus kyselina
citrénova.

Stresové faktory, medzi ktoré patri aj vplyv tazkych kovov na rastliny, vyvolavaju
v rastlindch podobny typ odpovede, a tou je tvorba reaktivnych foriem kyslika (ROS)
(MITTLER a kol, 2004; MITTLER, 2006), ktoré poskodzuji bunky. Akumuldcia
flavonoidov sa povazuje za vyznamny sposob obrany proti ROS. Je znamych viacero
flavonoidov s vyraznou antioxida¢nou schopnostou, ako aj schopnostou chelatovat
iony toxickych kovov (BRown a kol., 1998; MELIDOU a kol., 2005; HERNANDEZ a kol.,
2009; Agat1 a TarTINI, 2010). Vyborné antioxida¢né schopnosti maju fenolové
zliCeniny s dihydroxy-substituovanymi aromatickymi kruhmi ako su kyselina
kavova a kvercetinové alebo luteolinové glykozidy (Agarr a kol., 2012).

Kipp a kol. (2001) vo svojej studii uviedli, Ze kukuri¢né rastliny osetrené kremikom
uvolnuju patnastkrat viac fenolovych zlticenin (katechinu akvercetinu) ako neosetrené
rastliny kukurice. Tieto fenolové zluceniny tiez vykazovali silnt schopnost chelatovat
iény Al a mohli by potencidlne detoxikovat Al. V korenoch kukurice sa ukazalo, ze
posobenie hlinika moze vyvolavat zvy$ent akumulaciu taxifolinu a v tolerantnej
odrode aj pentahydroxyflavonolu a katechinu, pri¢om ochranna tloha tychto latok je
pripisovana ich schopnosti viazat Al a antioxida¢nym t¢inkom (ToLRA a kol., 2009).
V nasom pripade sme velké zmeny v hladinach fenolovych zlucenin v exudatoch
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aj v pletivach korenov L. japonicus po aplikacii Al nezaznamenali. Vyraznejsi
vplyv na akumuldciu fenolov malo skor nizke pH, pri ktorom sa koncentricie
zlicenin znizovali. Nepotvrdilo sa teda, Ze by identifikované flavonoidy mohli
mat va¢$i vyznam v obrane voci Al toxicite. V pribuznom druhu L. corniculatus
dochddza ku chelatovaniu Al pomocou taninov a naslednému ukladaniu tychto
komplexov do vakuol (STouTjESDIK a kol. 2001; PALOVE - BALANG a kol., 2012).
L. japonicus v$ak produkuje taniny len v stopovych mnozstvach, ktoré boli na hranici
detegovatelnosti (P. PALOVE-BALANG, nepublikované vysledky). V tomto druhu
vyznamnej$iu ulohu zohravaju pravdepodobne organické kyseliny, z ktorych sa
uvoliiuje najma kyselina oxaloctova. Uvedend kyselina bude mat zrejme hlavnu
ulohu v chelatacii Al vo vonkajsom prostredi, kde zabranuje vstupu Al do korena,
pripadne moze mat podobnu funkciu aj vo vndtri pletiv korenov.

LITERATURA

AGATI, G. - AZARELLO, E. — POLLASTRI, S. — TATTINI, M., 2012. Flavonoids as antioxidants in plants:
Location and functional significance. Plant Sci., 196: 67-76.

Agarti, G. - TATTINT, M., 2010. Multiple functional roles of flavonoids in photoprotecion. New Phytol.,
186: 4.

AKESON, M.A. - Munns, D.N,, 1990. Uptake of aluminum into root cytoplasm; predicted rates for
important solution complexes. J. Plant Nutrition, 13: 467-484.

BoOjorRQUEZ - QUINTAL, E., ESCALANTE - MAGANA, C., ECHERARRIA - MACHADO, 1., MARTINEZ -
ESTEVEZ, M., 2017. Aluminum, a friend or foe of higher plants in acid soils. Front. Plant Sci., 8:
Article 1767.

BrROWN, J. E. - KHODR, H. - HIDER, R. C. & RICE - Evans, C. A., 1998. Structural dependence of flavonoid
interactions with Cu2+ ions: implication for their antioxidant properties. Biochem. J., 330, 1173
-1178.

BRUNNER, . - SPERISEN, CH., 2013. Aluminum exclusion and aluminum tolerance in woody plants. Front.
Plant Sci., 8: Article 172.

DELHAIZE, E. - CRAIG, S. - BEATON, C. D. - BENNET, R. J. - JAGADISH, V. C. - RANDALL, P. J., 1993.
Aluminum tolerance in wheat (Triticum aestivum L.). Uptake and distribution of aluminum in root
apices. Plant Physiol., 103: 685-693.

DELHAIZE, E. - GRUBER, B. D., - RyaN, P. R,, 2007. The roles of organic anion permeases in aluminium
resistance and mineral nutrition. FEBS Lett., 581: 2255-2262.

FURUKAWA, J. — YAMAJI, N. — WANG, H. — MITANI, N. - MURATA,Y. - SaTO, K., 2007. An aluminum-
activated citrate transporter in barley. Plant Cell Physiol., 48: 1081-1091.

GARCfA-CALDERON, M. — PONS-FERRER, T. — MRAZOVA, A. - PAL'OVE-BALANG, P. - VILKOVA, M. -
P£REZ-DELGADO, C.M. - VEGA, ].M. - ELIASOVA, A. — REPCAK, M. - MARQUEZ, A.]. - BETTI M.,
2015. Modulation of phenolic metabolism under stress conditions in a Lotus japonicus mutant
lacking plastidic glutamine synthetase. Front. Plant Sci., 6: 760.

HANDBERG, K. - STOUGAARD, ., 1992. Lotus japonicus, an autonomous, diploid legume species for
classical and molecular genetics. Plant J., 2: 487-496.

HERNANDEZ, I. - ALEGRE, L. - VAN BREUSEGEM, F. - MUNNE-BOSCH, S., 2009. How relevant are flavonoids
as antioxidant in plants? Trends Plant Sci., 14: 125-132.

Hug, N. V. - CrADDOCK, G. R. - Apams, E 1986. Effect of organic acids on aluminum toxicity in
subsoil. Soil Sci.Soc.Am J., 50: 28-34.

IsHIKAWA, S. - WAGATsuMa, T., 1998. Plasma membrane permeability of root-tip cells following
temporary exposure to Al ions is a rapid measure of Al tolerance among plant species. Plant Cell
Physiol., 39: 516-525.

Kipp, P. - LLUGANY, M. — POSCHENRIEDER, C. GUNSE, B. - BARCELO, J., 2001. The role of root exudates
in aluminum resistance and silicon-induced amelioration of aluminum toxicity in tree varietis of

23



Biodiversity & Environment, Vol. 12, No.1 Presov 2020

maize (Zea mays L.) . Exp. Bot., 52: 1339 - 1352.

KINRAIDE, T.B. - YERMIYAHU, U. - RyTwo, G., 1998. Computation of surface electrical potentials of plant
cell membranes. Correspondence to published zeta potentials from diverse plant source. Plant
Physiol., 118: 505—512.

Ly, X. E - M4, J. E - HIRADATE, S. - Matsumoro, H., 2000. Mucilage strongly binds aluminum but does
not prevent roots from aluminum injury in Zea mays. Physiol. Plantarum, 108: 152-160.

Liu, K. - LuaN, S., 2001. Internal aluminium block of plant inward K+ channels. Plant Cell, 13: 1453—
1465.

LopEz - Bucio, J. - NiETO-JACOBO, M.E. - RAMIREZ-RODRIGUEZ, V. - HERRERA-ESTRELLA, L., 2000.
Organic acid metabolism in plants: from adaptive physiology to transgenic varieties for cultivation
in extreme soils. Plant Sci., 160: 1-13.

Ma, J. E, 2000. Role of organic acids in detoxification of aluminum in higher plants. Plant Cell, 41: 383
390.

Ma, Z. - MIYASAKA, S. C., 1998. Oxalate exudation by taro in response to Al. Plant Physiol., 118: 861-865.

MaTtsumoto H., 2000. Cell biology of aluminum toxicity and tolerance in higher plants. International
Review of Cytology, 200: 1-47.

MARSCHNER, H., 1995.Mineral Nutrition of Higher Plants. - London: Acad. Press, 889.

MELIDOU, M. — RIGANAKOS, L. - GALARTIS, D., 2005. Protection against nuclear DNA damage offered by
flavonoids in cells exposed to hydrogen peroxide: the role of iron chelation. Free Radic. Biol. Med.,
39: 1591-1600.

MITTLER, R. - VANDERAUWERA, S. - GOLLERY, M. - VAN BREUSEGEM, E, 2004. The reactive oxygen gene
network in plants. Trends Plant Sci., 9(10): 490-498.

MITTLER, R., 2006. Abiotic stress, the field environment and stress combination. Trends Plant Sci., 11(1):
15-19.

MORITA, A. - HORIE, H. - Fuyti, Y. - TAKATSU, S. - WATANABE, H. - YAGI, A. - YOKOTA, H., 2004. Chemical
forms of aluminum in xylem sap of tea plants (Camellia sinensis L.). Phytochemistry. 65: 2775-
2780.

MORITA, A. - YANAGISAWA, O. — MAEDA, S. - HIRADATE, S., 2008. Mechanism for the detoxification of
aluminum in roots of tea plant (Camellia sinensis (L.) Kuntze). Phytochemistry. 69: 147-153.

PALOVE-BALANG, P. — CIAMPOROVA, M. — ZELINOVA, V. - PAVLOVKIN, J. - GURINOVA, E. - MISTRIK, L.,
2012. Cellular responses of two Latin-American cultivars of Lotus corniculatus to low pH and Al
stress. Cent. Eur. J. Bot., 7(6): 1046 — 1054.

PINEROS, M. A. - KocHIAN, L. V,, 2001. A patch-clamp study on the physiology of aluminum toxicity
and aluminum tolerance in maize. Identification and characterization of Al®"-induced anion
channels. Plant Physiol., 125: 292-300.

PINTRO, J.C. - TAYLOR, G.]., 2004. Effects of aluminum toxicity on wheat plants cultivated under conditions
of varying ionic strength. J. Plant Nutr., 27(5): 907—919.

RENGEL, Z. - ZHANG, W,, 2003. Role of dynamics of intracellular calcium in aluminum toxicity syndrome.
New Phytol., 159: 295-314.

RoOUT, G. - SAMANTARAY, S. — Das, P, 2001. Aluminium toxicity in plants: a review. Agronomie, EDP
Sciences, 21(1): 3 - 21.

RyaN, PR. - SKERRETT, M. - FINDLAY, G.P. - DELHAIZE, E. ~TYERMAN, S.D., 1997. Aluminum activates
an anion channel in the apical cells of wheat roots. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 94: 6547—6552.

SIVAGURU, M. - BALUSKA, E. - VOLKMANN, D. - FELLE, H.H. - HorsT, W], 1999. Impacts of aluminum on
the cytoskeleton of the maize root apex. Short term effects on the distal part of the transition zone.
Plant Physiol., 119: 1073—1082.

SIvAGURU, M. — HorsT, W], 1998. The distal part of the transition zone is the most aluminum sensitive
apical root zone of maize. Plant Physiol., 116: 155—163.

SIVAGURU, M. - PIKE, S. - GASSMANN, W. - BaskiN, T., 2003. Aluminium rapidly depolymerizes cortical
microtubules and depolarizes the plasma membrane: Evidence that these responses are mediated
by a glutamate receptor. Plant Cell Physiol., 44: 667-675.

24



VPLYV NIZKEHO PH A HLINIKA NA EXUDACIU ORGANICKYCH KYSELIN A FLAVONOIDOV
v LOTUS JAPONICUS

STOUTJESDIJK, PA. — SALE, PW,, LARKIN, PJ.,, 2001. Possible involvement of condensed tannins in
aluminium tolerance of Lotus pedunculatus. Aust. J. Plant Physiol., 28: 1063-1074.

TAYLOR, G. J., 1991. Current views of the aluminum stress response; the physiological basis of tolerance. J.
Plant Biochem. Physiol., 10: 57 - 93.

TOLRA, R. P. - BARCELO, J. - POSCHENRIEDER, C., 2009. Constitutive and aluminium-induced patterns of
phenolic compounds in two maize varieties differing in aluminium tolerance. J. Inorg. Biochem.,
103: 1486-1490.

VITORELLO, V. — CAPALDL E. - STEFANUTO, V., 2000. Recent advances in aluminum toxicity and resistance
in higher plants. Braz. J. Plant Physiol., 17: 129—143.

WATANABE, T. & OsaAki, M. 2002. Mechanisms of adaptation to high aluminum condition in native plant
species growing in acid soils: A review. Commun. Soil Sci. Plan., 33:1247-1260.

YaMAMOTO, Y. - KoBavasHI, Y. - Devi S.R. — RikiisHI, S. - MaTsumoro, H., 2003. Oxidative stress
triggered by aluminum in plant roots. Plant and Soil, 255: 239—243.

YANG, J. L. - ZHENG, S. J. - HE, Y. E - You, J. E - ZHANG, L. - Yu, X. H., 2006. Comparative studies
on the effect of a protein-synthesis inhibitor on aluminium induced secretion of organic acids
from Fagopyrum esculentum Moench and Cassia tora L. roots. Plant, Cell Environ., 29: 240-246 .

YANG, Z.M. - SIVAGURU, M. — HOrsT, W.J. - MaTsumoTo, H., 2000. Aluminium tolerance is achived by
exudacion of citric acid froom roots of soybean (Glycine max). Plant Physiol., 110: 72-77.

ZHANG, G.C. - SLASKI, J.J. - ARCHAMBAULT, D.J. - TAYLOR, G. J., 1997. Alteration of plasma membrane
lipids in aluminum resistant and aluminum sensitive wheat genotypes in response to aluminum
stress. Plant Physiol., 99: 302—308.

ZHANG, W. - RYAN, P. - TYERMAN, S., 2001. Malate-permeable channels and cation channels activated by
aluminum in the apical cells of wheat root roots. Plant Physiol., 125: 1459-1472.

25



