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MECHANIZMY TQLERANCYJNOSC! NA TOKSYCZNE
DZIALANIE JONOW GLINU U ROSLIN WYZSZYCH

Mechanisms of aluminium tolerance in higher plants

Jan J. SLASKI

Summary. Aluminium toxicity is the main plant growth limiting factor in acid soils of pH below 5.0. There are interspecies
as well as intraspecies differences in plant response to aluminium toxicity. In this review mechanisms of aluminium
tolerance in higher plants are presented including: extemal strategies (pH barrier in the rhizosphere, extracellular binding of
Al ions, immobilization on the cell wall, penmeability of plasma membrane) and intemal mechanisms (chelation of Al ions in
the cytosol, interaction with Ca and P, differences in NAD? kinase activity).
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TOKSYCZNOSC GLINU

Skorupa ziemska zawiera ok. 15% glinu w for-
mie tlenkowej i po krzemie metal ten jest drugim
pod wzgledem ilosci pierwiastkiem budulco-
wym litosfery [107]. Glin wyst¢puje gléwnie w
postaci glinokrzemianow potasu (ortoklaz -
K20xA1203x68102), sodowo-wapniowych (al-
bit —~ Na20xAL03x6Si0O2, anortyt — CaO-
xAl03xSi02), a w skatach magmowych i les-
sach w formie tyszczykéw (muskowit —
K20x3A1203x6Si02x2H20 i biotyt -
K20(6MgFe)OxALO3xSi02x2H20) oraz w kli-
macie tropikalnym w formie wodorotlenkowej
(diaspor — AIRO3xH20 i hydrargilit AL2O3)
[179]. Mineraly te wchodzac w skiad skal ma-
cierzystych na skutek ich wietrzenia staja si¢
skladnikami powstajacych gleb.

Dostepnos¢ glinu, ktéry w glebie moze wy-
stepowac jako nieruchomy (silnie zwigzany z

organicznymi ligandami), ruchomy (sorbowany
na nieorganicznych ligandach) i jako polimery-
czny koloid organiczny lub nieorganiczny [51],
zalezy przede wszystkim od odczynu gleby.

Juz na poczatku wieku Hartwell i Pember
[70] stwierdzili, ze giéwna przyczyna spadku
plonowania jeczmienia na glebach zakwaszo-
nych jest nie tyle szkodliwe dziatnie jonéw wo-
doru, co toksycznos$¢ glinu. W latach czterdzies-
tych potwierdzono te spostrzezenia, bo Amon i
Johnson (23] wykazali, ze wigkszo$¢ roslin
uprawnych rosta normalnie w zakresie pH 4.0~
8.0 pod warunkiem wyeliminowania innych
czynnik6w toksycznych, a giéwnie glinu. Do-
piero obnizenie pH pozywki ponizej 3.0 nisz-
czylo korzenie per se. Obecnie toksyczno$¢ gli-
nu jest powszechnie uwazana za podstawowy
czynnik limitujacy plonowanie ro$lin na kwas-
nych glebach mineralnych o pHkC1 5.5 [1, 2, 4,
43, 56, 58,60, 61). Przy pHk 1 zblizonym do 5.0
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glin stanowi 80-95% kwasowo$ci wymiennej
[82, 116], przy czym spadkowi pH o jednostke
towarzyszy tysiackrotny wzrost ilosci aktywne-
go glinu w roztworze glebowym [97]. W zalei-
nosci od odczynu gleby zmienia si¢ nie tylko
ilo$¢ glinu dostepnego, lecz takze jego forma jo-
nowa, z ktéra zwigzana jest toksyczno$¢ tego
metalu dla ro§lin.

Glin moze tworzy¢ polaczenia ligandowe z 6
czasteczkami wody:  Al(H20)6-4(OH), ™,
gdzie n=0 do 6 [97].

Ostatnio przeprowadzone badania w kultu-
rach wodnych wskazuja, Ze wraz ze wzrostem
zakwaszenia wzrasta liczba form monomerycz-
nych glinu AP**, AI(OH)** i AI(OH),, ktérych
suma aktywnosci (ZAl mono) wydaje si¢ by¢
najlepszym wskaznikiem toksycznosci glinu dla
soi, stonecznika, koniczyny i lucerny, podczas
gdy AI(OH)3 i AISO¥ nie byly toksyczne dla
tych gatunkéw roslin [3, 10, 11, 32, 34, 35, 86,
87, 111, 123, 134, 187]. Formy polimeryczne
glinu wystepujace przy wyzszym pH na og6t nie
sa uwazane za toksyczne dla ro§lin, cho¢ istnieja
doniesienia sugerujace ta mozliwos¢ [26, 182,
184]. Parker i wsp. [133] uwazaja, Ze tego rodza-
ju formy, a szczegélnie polimer ,Ali3”
(AlO4A|12(OH)24(H20)127+ moze by¢é wybiér-
czo toksyczny dla roSlin jednolisciennych.

Analizujac zagadnienie toksycznosci po-
szczegblnych form glinu nalezy zwréci¢ uwage
na fakt, ze trudno jest okresli¢ wystepujaca aktu-
alnie forme glinu ze wzgledu na wystepujacy
duzy gradient pH miedzy cytoplazma komorek
korzenia a rizosfera. Stad tez toksyczno$¢ jed-
nych form bedzie dominowala w kwasnym od-
czynie strefy przykorzeniowej, a innych w zbli-
zonym do obojetnego srodowisku cytozolowym
[169, 170].

Oprécz odczynu podioza istotnym czynni-
kiem wplywajacym na toksyczno$¢ glinu jest
stezenie jonéw tego metalu, obecnosé innych jo-
néw oraz temperatura. Przy st¢Zzeniu wyZszym
niz 60 uM nawet w niskim pH wigksza cze$¢
glinu wystepuje w formach polimerycznych
{136]. Dane te potwierdzaja badania przeprowa-

dzone przy uzyciu techniki 2Tl NMR, gdzie
formy monomeryczne istnialy tylko w 10 pM
roztworze AICI3 {33], a Kinraide i wsp. [85] sa
zdania, ze dopiero stezenie 0.1 uM gwarantuje
niska frekwencj¢ form polimerycznych w roz-
tworze wodnym, a zatem precyzyjne okre§lanie
toksycznosci w badaniach fizjologicznych.

Zbyt wysokie stgzenia soli glinowej moze
przyczynic si¢ nie tylko do pojawiania si¢ form
polimerycznych glinu, lecz takze przy obecnosci
innych jonéw (P,Ca) do tworzenia komplekséw
obnizajacych dostepnos¢ glinu [10, 12, 35, 44,
86, 104, 147]. Wystepowanie form monomery-
cznych zalezy takze od temperatury podioza.
Stwierdzono, ze w roztworze soli glinu o tempe-
raturze 25°C i stezeniu 10°M wystepuja co naj-
mniej cztery formy wykazujace toksyczno$¢ dla
roslin [24]. Aniotl [12] donosi, Ze podwyZszenie
temperatury pozywki z 25°C do 30°C powodo-
wato wzrost toksycznosci glinu dla zb6z. Po-
twierdzeniem tej obserwacji sa dane przytaczane
przez Pearsona i wsp. [135] dla bawelny rosna-
cej w warunkach polowych.

OBJAWY TOKSYCZNEGO DZIALANIA GLINU

Objawy toksycznosci glinu wystepuja przede
wszystkim na korzeniach miodych roslin. Zabu-
rzeniu ulega wzrost elongacyjny, a zatem korze-
nie sa skrécone, zgrubiale i skrecone. Przy sil-
niejszym stresie glinowym wierzchotki wzrostu
brunatnieja i zamieraja co prowadzi do wyrasta-
nia korzeni II, III i kolejnych rzedéw, ktére po
pewnym czasie réwniez ulegaja zmianom ne-
krotycznym i obumieraja [11, 12, 55, 56, 61, 78,
80, 96, 155, 174,175, 176, 177]. Obserwacje mi-
kroskopowe ujawniaja dezintegracje rizodermy
oraz rozwarstwienie komérek kory i rdzenia
pierwotnego. Prowadzi to do zahamowania
transportu wody i soli mineralnych oraz czyni
korzenie bardziej podatnymi na wnikanie pato-
genéw co sprawia, ze w warunkach polowych
tak uszkodzone siewki musza zginac [27, 28, 29,
45, 61, 130]. Poniewaz znaczna cz¢$¢ glinu w
komérce zlokalizowana jest w jadrze przypusz-
cza sig¢, ze przyczyna obserwowanego zahamo-
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wania wzrostu korzeni s3 zaki6cenia fazy S mi-
tozy [45, 56, 61, 114]. Niedziela i Aniot [124]
stwierdzili, ze w stezeniu glinu powodujacym
zamieranie korzeni pszenicy nast¢puje relatyw-
ny wzrost poziomu glinu w jadrach komérko-
wych kosztem jego zawarto$ci w cytozolu. Ist-
nieja dowody, Ze glin wigzany jest przez reszty
fosforanowe DNA, a nie przez biatka histonowe,
co prowadzi do usztywnienia podwdjne;j helisy i
zaburzen w replikacji [59, 84, 100, 101, 102,
115, 122]. W regioniec merystematycznym
stwierdzono obecno$¢ dwujadrowych koniuga-
téw, co takze wskazuje na zablokowanie podzia-
16w komérkowych [55]. Zaobserwowano réw-
niez zakl6cong dystrybucje rybosoméw i redu-
kcje syntezy RNA, co w konsekwencji hamowa-
fo syntez¢ bialek [103, 106]. R6wniez kompo-
nenty lipidowe lub bialkowe blon plazmatycz-
nych moga wigza¢ glin. Zmienia si¢ tym samym
ich struktura, co prowadzi do obnizenia prze-
puszczalnosci membran dla wody i soli mineral-
nych i wycieku niekt6érych kationéw z cytozolu
[56, 72, 73, 155, 189]. Ponadto glin zaburza
uklady symbiotyczne zlokalizowane w korze-
niach. Entry i wsp. [53] donosza o toksycznym
dziataniu glinu na ektomikoryze w $wierku bal-
samicznym, natomiast znaczenie rolnicze ma
spadek inicjacji nodulacji i ilo§¢ symbiotycznie
wigzanego azotu w roslinach motylkowych [41,
67, 801, przy czym wydaje sie, Ze rizobia sa bar-
dziej wrazliwe na glin niz ro§lina gospodarza
[139].

Objawy toksycznego dzialania glinu w czg-
$ciach nadziemnych sa trudne do identyfikacji z
powodu matej ich specyficznoSci i niejedno-
znacznosci, bowiem w wigkszosci gatunkéw ro-
§lin jony tego metalu sa transportowane poza ko-
rzen tylko w niewielkich ilosciach. Sprawia to,
ze o toksycznym dzialaniu glinu mozna wnio-
skowac tylko posrednio. U niekt6rych gatunkéw
roSlin, zar6wno uprawnych jak i drzewiastych
glin powoduje spadek $wiezej masy czesci nad-
ziemnej [144, 176, 177], a sucha masa jest od-
wrotnie proporcjonalna do wzrastajacego steze-
nia jon6éw glinu w podtozu [5]. Okhi [129] przy-
puszcza, ze jedng z przyczyn zahamowania

wzrostu pszenicy i sorga byl spadek zawartosci
chlorofilu oraz intensywnosci fotosyntezy, co
jednak nie bylo skorelowane z iloscia glinu w
blaszce liSciowej z powodu zbyt niskiego stgze-
nia jonéw tego metalu. R6wniez badania prowa-
dzone na wyizolowanych chloroplastach szpina-
ku potwierdzaja hamowanie przez glin foto-
syntetycznego wiazania 14C0; na skutek dezin-
tegracji ostonek chloroplastu [69]. Wedtug Foy-
’a [58] glin czasami moze powodowaé destru-
kcje korzeni nie majaca istotnego wplywu na
mas¢ cze$ci nadziemnej. Dlatego tez lepszym,
choé réwniez niezbyt precyzyjnym wska-
Znikiem toksycznego dziatania glinu sa zmiany
w czesci nadziemnej spowodowane zaburzenia-
mi w Zywieniu mineralnym na skutek interakcji
jonéw tego metalu z innymi jonami w roztworze
glebowym lub pozywce albo antagonizmem jo-
néw na powierzchni korzeni czy tez wewnatrz
ich komérek. Objawy toksycznosci glinu w
cze¢sciach zielonych podobne sa do zmian po-
wodowanych gléwnie przez deficyt wapnia i
fosforu. Z typowych symptoméw braku fosfo-
ru stwierdzono redukcje zawiazkéw liscio-
wych, mniejsza wielkoé¢ nienaturalnie cie-
mnozielonych lici, op6Znienie ich wyksztat-
cania, a takze purpurowienie todyg, zylek li-
$ciowych a czasem calych lisci oraz ich z61k-
nigcie i zamieranie [56, 57, 61, 176]. Do obja-
wow deficytu wapnia powodowanego toksy-
cznoscia glinu zaliczono zwijanie si¢ miodych
lisci, opadanie liScieni i zamieranie wierzchol-
kéw wzrostu pedéw [56, 61].

Pomimo dobrze udokumentowanego to-
ksycznego dzialania glinu na ro§liny oraz bra-
ku potwierdzonego znaczenia fizjologicznego
tego kationu niektorzy autorzy zaobserwowali
stymulacj¢ wzrostu przez niewielkie st¢zenia
jonéw tego metalu, szczegélnie w uprawnych
rodlinach tropikalnych takich jak herbata, ryz,
soja, eukaliptus, a takze kukurydza i pszenica
{59, 119]. Moze by¢ to ttumaczone wptywem
glinu na:

1. wzrost rozpuszczalnosci i dostgpnosci Zelaza
w glebach zasadowych dzigki hydrolizie glinu i
obnizaniu pH roztworu glebowego;
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2. zablokowanie ujemnie natadowanych ladun-
kéw elektrycznych na powierzchni $ciany ko-
morkowej przez co ulatwione jest pobieranie fo-
sforu;

3. zmiane¢ dystrybucji regulatoréw wzrostu w
komérkach korzeni;

4. zahamowanie pobierania nadmiermych ilosci
CuiMn [59].

ZMIENNOSC W REAKCJI ROSLIN NA GLIN

Wsréd roélin istnieje znaczna zmienno$¢ w re-
akcji na toksyczne dzialanie jonéw glinu.
Stwierdzono wystepowanie gatunkéw réznig-
cych si¢ zdolnoscia tolerowania toksycznosci jo-
néw tego metalu w obrebie traw [64], roslin oz-
dobnych [62}, warzyw [108, 109], motylkowych
[48], zb6z (18, 19, 30, 58, 83, 98], a takze wsréd
glon6w i bakterii [58, 42].

Na podstawie wieloletnich do§wiadczeri ro-
$liny zbozowe uszeregowano w miar¢ wzrasta-
jacej tolerancyjnosci: jeczmien, pszenica, pszen-
zyto, owies i zyto [18, 31, 56, 141). Ponadto w
obrgbie gatunkéw pszenicy, jeczmienia, owsa i
pszenzyta dobrze udokumentowane s réwniez
réznice migdzyodmianowe [14, 16, 18, 31 63,
66, 91, 117]. W przypadku pszenic réznice te
zwigzane sa m.in. z miejscem wyhodowania da-
ne¢j odmiany; selekcjonowane na kwasnych gle-
bach Brazylii wykazuja znaczne wyzszg toleran-
cyjnos$¢ od odmian wyhodowanych na glebach o
odczynie zblizonym do obojetnego [37, 56,
167]. Natomiast populacyjne odmiany Zyta nie
réznia si¢ w sposéb istotny tolerancyjnoscia,
lecz okazaly si¢ heterogenne pod wzgledem tej
cechy [15].

Obserwowane zréznicowanie pod wzgledem
tolerancyjnosci na toksyczne dzialanie jonéw
glinu jest uwarunkowane genetycznie i odzie-
dziczalno$¢ tej cechy jest duza [39, 40, 94]. Reid
(145] stwierdzil, ze w badanej populacji jecz-
mienia tolerancyjnos¢ jest determinowana przez
jeden giéwny gen dominujacy, natomiast Stolen
i Andersen [162] zlokalizowali ten gen na chro-
mosomie 4. Dziedziczenie tolerancyjnosci u he-
ksaploidalnej pszenicy jest bardziej zlozone.

Wystepuje kilka pozioméw ekspresiji tej cechy
uwarunkowanych réznymi parami genéw. Naj-
nowsze badania prowadzone na liniach diteloso-
micznych $redniotolerancyjnej pszenicy Chine-
se Spring wskazuja, Ze tolerancyjno§¢ jest uwa-
runkowana co najmniej trzema genami giéwny-
mi zlokalizowanymi na krétkim ramieniu chro-
mosomu SA i na diugich ramionach chromoso-
méw 2D i 4D oraz szeregiem genéw modyfika-
toréw [16, 17, 20, 21, 166].

MECHANIZMY TOLERANCYJNOSCI NA GLIN

Stwierdzone wystepowanie genéw kontroluja-
cych rézne poziomy tolerancyjnosci na glin
sklonito badaczy do poszukiwar r6znic w ich
ekspresji fizjologicznej i biochemicznej. Pomi-
mo, Ze istnieja przestanki wskazujace na fun-
kcjonowanie wielu mechanizméw tolerancyjno-
$ci uwarunkowanych ré6znymi genami, to jednak
zaden z nich jak dotad nie zostal w pelni wyjas-
niony. Obecnie postulowne mechanizmy mozna
podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy:

1. zewnatrzkomérkowe — zwiazane z niedopusz-
czaniem do wnikania glinu do wnetrza komorki;
2. wewnatrzkomérkowe — polegajace na zmia-
nach metabolizmu komérek, do ktérych przenik-
nat glin, prowadzace do immobilizacji glinu i je-
go detoksykacji.

MECHANIZMY ZEWNATRZKOMORKOWE

ZMIANY pH RIZOSFERY

Niektére roSliny tolerancyjne sa w stanie pod-
wyzszac pH rizosfery lub pozywki dzigki czemu
spada toksycznos$¢ glinu i to zaréwno z powodu
powstawania form polimerycznych jak i tworze-
nia si¢ poza korzeniem komplekséw z fosforem
[26, 32,85, 168, 169, 171, 182, 188]. U pszenicy
réznice migdzyodmianowe w zdolnosciach do
zmiany odczynu w strefie przykorzeniowej spo-
wodowane s3 réznicami w pobieraniu NH4" i
NOs3. Genotypy wrazliwe pobieraly wigcej azo-
tu w formie amonowej, co powodowato obnize-
nie pH roztworu, natomiast pobieranie tego ka-
tionu przez genotypy tolerancyjne bylo ograni-
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czone [172, 173]. Z drugiej strony stwierdzono,
ze niektdre formy tolerancyjne pszenicy, jecz-
mienia i pszenzyta nie powoduja zmian pH po-
zywki i nie wyst¢puja w nich réznice w pobiera-
niu azotu [118, 183]. Najnowsze badania Miy-
asaka i wsp. [110} powadzone przy uzyciu mi-
kroelektrod mierzacych precyzyjnie pH rizosfe-
ry potwierdzaja przypuszczenie, ze zmiany od-
czynu w niewielkim tylko stopniu sa zwigzane

.ze zréznicowana tolerancyjnoscia na glin u
pszenicy. Autorzy sugeruja, Ze tolerancyjno$é
zwigzana jest raczej ze wzrostem-zdolnosci do
utrzymania potencjatu blonowego i zréwnowa-
zonej wymiany jonowej niz z podwyzszaniem
pH roztworu.

ZEWNATRZKOMORKOWE WIAZANIE GLINU

Inny mechanizm tolerancyjnosci polega na se-
krecji substancji chelatujacych glin, ktére odkla-
dajac si¢ na powierzchni wierzchotkéw wzrostu
korzeni zapobiegaja wnikaniu jonOw tego meta-
lu do wnetrza komérki. Horst i wsp. [76, 77]
stwierdzili, ze usunigcie §luzowatej substancji
skladajacej si¢ gléwnie z polisacharydéw i kwa-
s6w uronowych, ktéra ostania apikalne czesci
korzeni roslin motylkowych z rodzaju Vigna po-
woduje wzrost uszkodzen korzeni przez glin.
Szybsza biosynteza i sekrecja tych substancji
w tolerancyjnej linii Tvu 1190 powodowala
wolniejsze wnikanie glinu do strefy mery-
stematycznej, a polowa glinu obecnego w wie-
rzchotkowych 2 mm byla trwale zwigzana
przez te wydzieliny. W linii wrazliwej akumu-
lacja glinu w komoérkach byla szybsza, co po-
wodowato zahamowanie aktywnosci mitoty-
cznej. Bennet 1 wsp. {27, 28] stwierdzili podo-
bng rol¢ substancji polisacharydowych otacza-
jacych ,ciche centrum” w korzeniach kukury-
dzy poddanych stresowi glinowemu. Tego ty-
pu mechanizm obronny wydaje si¢ by¢ uni-
wersalny, poniewaz u ryb Salmo ssp. odpowie-
dzia na toksyczne dzialanie jonéw glinu w za-
kwaszonych wodach jest powlekanie szcze-
gblnie wrazliwych organéw wechowych po-
dobnymi substancjami mukopolisacharydo-
wymi {88, 156].

Innym rodzjem zwiazkéw wydzielanych
pozakomodrkowo, ktére moga wiaza¢ glin s3
kwasy organiczne. Ojama i Ohira [127, 128}
stwierdzili, Ze tolerancyjne linie marchwi ho-
dowane in vitro wydzieiaja wigcej kwasu cy-
trynowego i jabtkowego niz linie wrazliwe.
Potwierdzeniem tych obserwacji sa prace pro-
wadzone na pszenicy przez Ownby i Pophama
[131], kt6rzy dodajac do pozywki kwasy orga-
niczne w st¢zeniu 2 mM stwierdzili istotny
wzrost tolerancyjno$ci na glin mierzony tem-
pem wzrostu korzeni, z tym, Ze cytrynian byt
znacznie wydajnieszy od jablczanu. Nalezy
podkresli¢, ze poprzez wydzielanie zewna-
trzkomérkowe substancji chelatujacych nie
mozna wytlumaczy¢ specyficzno$ci tego me-
chanizmu w stosunku do glinu, bowiem w ten
spos6b moga by¢ wiazane jony innych metali
[54]. Ponadto substancje polisacharydowe od-
kiadane na powierzchni korzeni mogga ulegac
degradacji mikrobiologicznej, co obniza efe-
ktywnos¢ takiego mechanizmu i wymusza
zwigkszenie nakladéw energetycznych rosliny
na wytworzenie odpowiedniej puli ligandéw
[169, 171]. '

WIAZANIE GLINU PRZEZ SCIANE KOMORKOWA

Sciana komérkowa uwazana jest za kolejna
potencjalna bariere chroniaca rosliny przed to-
ksycznym dzialaniem jonéw glinu [168, 169,
171]. Jednakze grupy karboksylowe kompo-
nentéw $cian komérkowych jako ligandy wy-
daja si¢ mie¢ wigksze znaczenie ochronne w
przypadku innych jonéw, giéwnie cynku i
miedzi [178, 185], bowiem tolerancyjnos¢ na
glin jest w wielu wypadkach ujemnie skorelo-
wana z kationowa pojemnoscia wymienng
(skrét ang. CEC) korzeni. Mugwira i Elgawha-
ry [118] wykazali, ze tolerancyjne formy psze-
nicy charakteryzuja si¢ mala pojemnoscia wy-
mienna. Zapewnia to obniZzenie wiazania jo-
néw glinu do komponentéw $cian, co z kolei
jest pierwszym krokiem do wnikania tego jonu
do symplastu. Z drugiej strony nizsze pobiera-
nie kationéw niz anionéw zmniejsza zakwa-
szenie rizosfery i w rezultacie redukuje doste-
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pno$¢ glinu. Pomimo, Ze przekroczenie progu
wysycenia CEC powoduje gwaltowny wzrost
toksycznosci glinu co stwierdzono u ryzu, ogor-
ka i prosa [181], to jednak panuje poglad, ze
przy niskich st¢zeniach glinu synteza nowych
$cian komérkowych w mlodych, rosnacych ko-
rzeniach moze petni¢ pewng rol¢ ochronng [168,
169, 180].

UDZIAL PLAZMALEMMY W MECHANIZMIE
TOLERANCYJNOSCI

Plazmalemma bedaca bariera pomiedzy $rodo-
wiskiem zewnetrznym a cytoplazmg moze by¢
istotnym czynnikiem w mechanizmie toleran-
cyjnosci. Przypuszcza sie, ze wzrost tolerancyj-
nosci zwiazany jest ze zmianami zachodzacymi
w blonach pod wplywem jonéw wapnia. Pobie-
ranie glinu przez dwie odmiany pszenicy byto
zalezne od obecnosci jonéw wapnia i magnezu
w podiozu, a dziesigciokrotny wzrost stezenia
Ca w pozywce obnizal toksyczny wptyw glinu o
60%, podczas gdy jony jednowartosciowe
(K,Na) nie przejawialy dzialania ochronnego
[12, 124]. Wapn wiazac si¢ z kwasnymi fosfo-
lipidami membran powoduje ich przegrupowa-
nie, w wyniku czego enzymy zwigzane z biona-
mi np. ATPazy sa ochraniane przed toksycznym
dziataniem glinu [71]. Glin dziatajac na biony w
spos6b przeciwstawny do wapnia powoduje
wzrost przepuszczalnosci dla nieelektrolitéw
(mocznik, metylomocznik), a spadek przepusz-
calnos$ci dla wody i lipidéw w korzeniach dgbu
Quercus rubra [189]. Natomiast Siegel i Haug
[157] stwierdzili, Ze jony tego metalu powodu-
ja spadek potencjatu blonowego we frakcji mi-
krosomalnej izolowanej z korzeni jeczmienia.
Przypuszcza si¢ takze, ze mechanizm toleran-
cyjnosci moze polega¢ na indukcji syntazy
(1,3) B-glukanu na skutek zmian wlasciwosci
plazmalemmy wywolanych przez glin [186].
Ten zwiazany z btonami enzym powodowat
wzrost syntezy kalozy, ktéra odkladata si¢ na
powierzchni komdrek zewnetrznej warstwy
kory w korzeniach soi poddanych dzialaniu
AICI3 w stezeniu 93 uM.

MECHANIZMY WEWNATRZKOMORKOWE

WEWNATRZKOMORKOWE WIAZANIE GLINU

Glin moze by¢ wiazany nie tylko zewnatrzko-
morkowo, istnieja bowiem przestanki wskazuja-
ce na obecno$¢ cytoplazmatycznych ligandéw
redukujacych toksyczno$§¢ monomerycznych
form glinu. Juz w roku 1961 Jones [81] postawit
hipotezg, ze kwasy organiczne wystepujace w
korzeniach ro$lin tolerancyjnych moga we-
wnatrzkomérkowo chelatowac glin i w ten spo-
s6b obnizaé jego toksycznosé. Pojemnosé deto-
ksyfikacyjna kwaséw organicznych uzalezniona
jest od wzglednej pozycji grup OH/COOH w
gléwnym taricuchu weglowym, a zatem prefero-
wane jest tworzenie stabilnych 5 lub 6 wigzanio-
wych struktur posrednich z glinem [78]. Ozna-
cza to, ze zdolnosci chelatowania glinu przez
poszczegllne kwasy beda rézne, a kwas cytry-
nowy powinien by¢ najwydajniejszy. Dane eks-
perymentalne potwierdzaja te przypuszczenia.
Barlett i Riego [26] wykazali, ze u kukurydzy to-
ksyczno$¢ glinu byla obnizona dzi¢ki komple-
ksowaniu tego metalu przez cytrynian. Podobne-
go zdania sa Klimashewskji i Chernysheva [89],
ktdrzy stwierdzili, ze tolerancyjne odmiany gro-
chu, jeczmienia i kukurydzy zawieraly wigcej
kwasu cytrynowego niz odmiany wrazliwe. Z
drugicj strony Foy i wsp. [65] donosza, ze glin w
stezeniu 55 i 110 pM obnizat stezenie kwasu cy-
trynowego i bursztynowego w korzeniach wra-
zliwej odmiany Keamey, podczas gdy w tole-
rancyjnym Daytonie zmian nie obserwowano.
Autorzy sa zdania, ze dzigki zdolnosci do utrzy-
mania niezmienionego st¢zenia kwaséw organi-
cznych pod wplywem stresu glinowego Dayton
posiada wickszy potencjat detoksyfikacyjny niz
Keamey. Podobne zaleznosci obserwowali Lee i
Foy [95] badajac zawarto$¢ kwaséw organicz-
nych w korzeniach fasoli poddanej stresowi gli-
nowemu. Mechanizm detoksyfikacji zdaniem
tych autoréw sprowadzaltby si¢ do genotypo-
wych réznic we wrazliwosci na glin ukladéw
enzymatycznych bioracych udzial w syntezie
kwaséw organicznych. Natomiast Cambraia i
wsp. [38] sa zdania, ze oprécz kwasu cytryno-
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wego takze kwas t-akonitowy i jablkowy moga
wigzad glin w korzeniach sorga. Ponadto stwier-
dzili oni, ze odpowiedzia form tolerancyjnych
na toksyczne st¢zenie jonéw glinu byla akumu-
lacja cukréw i aminokwaséw zdolnych réwniez
do chelatowania tego metalu. Istnieja bowiem
przypuszczenia, ze oprécz kwaséw organicz-
nych istotng rol¢ w detoksyfikacji glinu moga
petni¢ biatka. Aniot {13] wykazal istnienie me-
chanizmu indukcji tolerancyjnosci przez zasto-
sowanie niskich dawek glinu u dwéch odmian
pszenicy réznigcych si¢ tolerancyjnoscia, przy
czym ten blokowany przez cykloheksymid
wzrost replikacji DNA i syntezy biatka byt wie-
kszy u odmiany tolerancyjnej. Bazujac na
wczesniejszych pracach Aoyagi i wsp. {22], kt6-
rzy stwierdzili u bakterii wystgpowanie bialek
specyficznie wiazacych glin mozna przypusz-
czad, ze podobny mechanizm wystepuje takze w
ro§linach wyzszych lub, ze indukowane przez
glin biatka moga petni¢ rol¢ nosnika umozliwia-
jacego transport tego metalu do wakuoli, gdzie
jony te mogq by¢ neutralizowane [13]. Jednakze
nalezy zauwazy¢, ze rola tego mechanizmu wy-
daje si¢ by¢ ograniczona ze wzglgdu na staba
wakuolizacje komoérek merystematycznych
{45].

ROLA FOSFORU W TOLERANCJI NA GLIN

Tolerancyjnos$¢ na glin moze by¢ takze zwigza-
na z wigksza zdolnoscia do wykorzystywania
fosforu podczas stresu glinowego. Z jedne;j stro-
ny formy tolerancyjne charakteryzuja si¢ mniej-
szymi wymaganiami w stosunku do fosforu [61,
90], a z drugiej strony zwigzanie glinu przez
kwasy organiczne zapobiega tworzeniu si¢ kom-
pleks6w P-Al co powoduje wzrost dost¢pnosci
fosforu w komérkach korzeni [81]. Natomiast
Pettersson i wsp. [137, 138] w oparciu o zdolno-
§ci wigzania glinu przez fosfor zaproponowali
mechanizm detoksyfikacji glinu polegajacy na
tworzeniu nierozpuszczalnych granul glinowo-
polifosforanowych u bakterii Anabena cylindri-
ca. W podobnych strukturach zwigzany byt glin

przez bakteroidy w brodawkach korzeniowych
soi [151].

ROLA WAPNIA W TOLERANCJI NA GLIN

Wizualne objawy toksycznosci glinu wskazuja-
ce na zaklécenia w pobieraniu wapnia, a takze
znaczne zmniejszenie toksycznego dziatania jo-
néw glinu w pozywce pod wplywem Ca [12, 79]
sklonily do przypuszczen, Ze tolerancyjno$€ na
glin moze polega¢ na r6znicach w transporcie i
pobieraniu wapnia. Foy [57] stwierdzil, ze tole-
rancyjna odmiana fasoli zawierala wig¢cej wa-
pnia we frakcjach mitochondrialnej i cytozolo-
wej korzeni niz odmiana wrazliwa, w ktérej
znajdowano wigcej wapnia gdy nie wystepowt
stres glinowy. Z drugiej strony, podobnie jak w
przypadku fosforu, tolerancyjne odmiany pomi-
dora, jeczmienia i Tsuga heterophylla charakte-
ryzuja si¢ mniejszymi wymaganiami w stosunku
do wapnia [59, 60, 61]. Horst [75) obserwowat
dodatnia korelacj¢ migdzy tolerancyjnoscia na
glin i efektywnoscia wykorzystania dostarczo-
nego wapnia w kulturach wodnych roslin z ro-
dzaju Vigna. Przypuszcza on, ze efektywno$c ta
jest warunkiem wstepnym wysokiej tolerancyj-
nosci, cho¢ sama przez si¢ jej nie gwarantuje.
Mechanizm tolerancyjnosci na glin funkcjonuja-
cy w oparciu o efektywne wykorzystanic wapnia
moze mie¢ duze znaczenie w zwiazku ze szcze-
g61na rola jaka ten jon petni w metabolizmie ko-
moérkowym. W ostatnich latach stwierdzono, ze
jony wapnia, oprécz cAMP, dwuacyloglicerolu i
tréjfosforanu inozytolu pelnia rol¢ przekaZnika
II. rzedu w komérkach ro§linnych. OdpowiedZ
komorek na zewnetrzny bodZec 1. rz¢du (chemi-
czny, elektryczny, $wietlny, mechaniczny itp.)
moze dokonywac si¢ poprzez sygnal wapniowy.
W stanie spoczynku komoérki stezenie jonéw
wapnia w cytoplazmie jest niskie, rzedu 1078 M.
Pod wptywem bodZca 1. rzedu nast¢puje prze-
mieszczanie wapnia z przestrzeni mi¢dzykomor-
kowych przez kanat wapniowy w plazmalemmie
do wnetrza komorki, tak, Ze jego st¢zenie osiaga
warto§¢ 1075 M [142, 143]. W roslinach wy-
iszych regulacja proces6w metabolicznych
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przez jony wapnia opiera si¢ przede wszystkim
na ich zwigzaniu przez cytoplazmatyczne recep-
tory wapniowe lub biatka wiazace wapn (skrét
ang. CaBP) [93]. Bialka tego rodzaju po zwigza-
niu wapnia w specjalnych domenach ulegaja
zmianom konformacyjnym i przyjmuja forme
aktywna. Kompleks Ca-CaBP moze by¢ bezpo-
$rednio odpowiedzialny za zmiany fizjologiczne
komdrki lub moze aktywowac biatka struktural-
ne i enzymy i w ten sposéb bra¢ udziat w regula-
cji metabolizmu [68, 152, 143]. Obecnie zna-
nych jest wiele homologicznych biatek wigza-
cych wapri (parwalbuminy, kinazy lekkich lafi-
cuch6w miozyny, troponina C, kalmodulina),
lecz w komérkach roélinnych do tej pory ziden-
tyfikowano tylko kalmoduline [49, 52, 148,
149]. Stwierdzono, ze to kwasne, niskoczgstecz-
kowe bialko o masie ok. 17 kDa uczestniczy w
regulacji aktywnosci: syntazy B-glukanu [132],
kinazy asparaginianowej [153], glioksalazy I
[25, 47], reduktazy azotanowej [187], fosfolipa-
zy A2[112, 113, 161], kinaz biatkowych [74, 99,
146, 140, 142], Ca-Mg ATPaz (36, 50, 125, 126,
150] i kinaz NAD".

ODZIALYWANIE GLINU NA KALMODULINE

Wedtug Haug’a [71] utrata wlasciwosci regu-
latorowych kalmoduliny moze nastgpowacé w
nastepstwie zmian strukturalnych powodowa-
nych przez przylaczenie si¢ do tego biatka jo-
néw glinu. Autor ten postawil hipoteze, ze kal-
modulina jest gléwnym obiektem toksycznego
dzialania glinu na terenie komérki. Glin jest
wigzany do kalmoduliny stechiometrycznie.
Zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej i
dichroizmu kolowego pozwolilo na stwierdze-
nie, z¢ zwiazanie glinu do kalmoduliny w sto-
sunku molowym 2:1 powoduje wzrost powie-
rzchni hydrofobowej i spadek zawartosci o-
spirali [158, 159]. Istnieja trzy specyficzne
miejsca wigzania glinu, ktére czesciowo moga
si¢ pokrywa¢ z domenami wapniowymi, lecz
takze obejmowac inne fragmenty biatka. Miej-
sca te charakteryzuja si¢ wysokim powino-
wactwem do jonéw glinu, a wigzanie Al-CaM

jest o jeden rzad silniejsze od wigzania wapnia, z
tym Ze pierwszy mol glinu wiazany jest z naj-
wigksza sila (-3.9 kcal/mol) [160]. Przy stosun-
ku molowym [Al}/[CaM] wynoszacym 3:1
zaobserwowano spadek potencjalu blonowego
w jeczmieniu wywolany 95% zahamowaniem
aktywnosci ATPazy zaleinej od kalmoduliny
[157). Natomiast przy stosunku molowym 4:1
zachodzi catkowita utrata zdolnosci regulatoro-
wych kalmoduliny mierzona zdolnoscia do akty-
wowania fosfodwuesterazy, a zawarto$¢ a-spi-
rali w budowie czasteczki spada o 30% [158].
Wydaje si¢, ze zmiany powodowane przez
monomeryczne formy glinu sa wysoce specy-
ficzne, bowiem tréjwartosciowe jony terbu i
galu wptywaja na konformacj¢ kalmoduliny w
analogiczny sposéb jak wapn [158, 159].
Zmiany strukturalne kalmoduliny wywolane
zwigzaniem glinu moga by¢ znoszone przez
dodanie nadmiaru cytrynianu, ktéry powoduje
usuwanie jonéw glinu z biatka i przywraca w
znacznej czesci wlasciwa konformacije, a za-
tem i wlasnosci regulatorowe [163, 164].

WPLYW JONOW GLINU NA AKTYWNOSC
KINAZY NAD*

Jednym z najlepiej poznanych enzyméw za-
leznych od kalmoduliny jest kinaza NAD*
(ATP:NAD 2’-fosfotransferaza E.C.2.7.1.23.),
ktora jest jedynym znanym dotychczas enzy-
mem katalizujacym fosforylacje NAD" w obe-
cnosci ATP [105], a zatem pelni ona wazng ro-
le w metabolizmie komérki, poniewaz regulu-
je syntez¢ nukleotydéw  pirydynowych
(NAD", NADP), ktére sa kofaktorami w wielu
kluczowych reakcjach enzymatycznych [7].
Poczatkowo przypuszczano, Zze enzym ten jest
prawie catkowicie zalezny od wapnia i kalmo-
duliny [46, 120]. Jednakze dokladniejsze ba-
dania prowadzone w ostatnich latach wykaza-
ly, ze w ros§linach wystepuje nie jedna - jak
przypuszczano wczesniej - lecz dwie formy
kinazy NAD": zalezna i niezalezna od kalmo-
duliny [6, 92, 121, 165, 166]. Stwierdzono, ze
pod wplywem jonéw glinu aktywnos$¢ catko-
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wita kinazy NAD" w wierzchotkach korzeni
jednolisciennych ro§lin zbozowych wzrasta, z
tym, ze indukcja ta jest 3-krotna w tolerancyj-
nym owsie i 2-krotna w innych gatunkach
zb6z. Natomiast udziat formy kinazy NAD*
zaleznej od kalmoduliny obniza si¢ w gatun-
kach tolerancyjnych (zyto, owies) pod wply-
wem stresu glinowego, a wzrasta we wrazli-
wych (jeczmien, pszenica). W roslinach mo-
tylkowych stres glinowy powoduje spadek
aktywnosci catkowitej kinazy NAD* w mery-
stemach wierzchotkowych korzeni, natomiast
zmiany aktywnosci formy zaleznej od kalmo-
duliny sa analogiczne do obserwowanych u
jednolisciennych tzn. spadek udzialu w gatun-
ku tolerancyjnym (tubin), a wzrost we wrazli-
wym (groch) {166]. Powyzsze dane pozwalajq
przypuszczaé, ze mechanizm tolerancyjnosci
na glin polega na wycofywaniu z metabolizmu
komérkowego pod wplywem stresu glinowego
kinazy NAD" zaleznej od kalmoduliny, a wiec
tej formy, ktéra jest obiektem toksycznego
dzialania jonOw glinu, i zast¢powanie jej przez
formg niezalezng od tego biatka [165, 166].

PODSUMOWANIE: JEDEN CZY WIELE
MECHANIZMOW TOLERANCYJNOSCI

Mimo, ze postulowanych jest wiele mechani-
zmoéw tolerancyjnosci na glin, to jednak zaden z
nich nie wyja$nia w pelni wystepujacych wsréd
rodlin wyzszych r6znic mi¢gdzygatunkowych, a
nawet miedzyodmianowych, bo jak dotychczas
poszczegblne przejawy tolerancyjnosci rozpa-
trywane sq kazdy z osobna, bez uwzgl¢dniania
wzajemnych powiazan oraz podloza genetycz-
nego.

Glin moze przejawiaé swoje toksyczne dzia-
fanie wobec wielu proceséw komoérkowych, a
zatem nalezy oczekiwad, Ze tolerancyjnos¢ da-
nego genotypu musi by¢ warunkowana nie przez
jeden, lecz przez kilka funkcjonujacych réwno-
cze$nie i uzupelniajacych si¢ mechanizméw
tolerancyjnosci, kontrolowanych przez rézne
geny.
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