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Sovirag (Limonium gmelini) prolintermelésének osszefiiggése a
sotartalommal természetes és kontrollalt kornyezetben

MURAKEOZY EVA PATRICIA, NAGY ZOLTAN és TUBA ZOLTAN

Szent Istvan Egyetem, Novénytani €s Novényélettani Tanszek, Godollo

A szant6foldi novénytermesztés legjelentdsebb terméscsokkentd tényezoi a
kiilonb6z6 abiotikus stresszek, melyek kozott vezetd helyen all a szarazsag-
stressz és a sostressz (BOYER, 1982). Magas sotartalmu talajok jellemzik a kon-
tinensek Osszteriiletének 10 %-at (SZABOLCS, 1994), mely talajok a miivelésbol
eleve kiszorulnak. Ezen feliill az intenziv novénytermesztés maga is okozoja le-
het so6felhalmozodasnak, a nem megfeleld 6ntézési technikak révén. Ez az Un.
masodlagos sofelhalmozodas a miivelt teriiletek mintegy 40 %-at sujtja (WYN
JONES & GORHAM, 1986). Hazank teriiletének egytizedét teszik ki a szikes tala-
jok (SzABoOLCS, 1981).

Noha a mezdgazdasagi termesztésben 1évo fajok nem, vagy csak igen kis-
mértékben toleransak a magas sotartalmu kornyezettel szemben, bizonyos no-
vényfajok (az Un. halofitdk) alkalmazkodtak a sos kornyezethez. A kétszikii
halofita és halotolerans névények sos kornyezetben az ozmotikus szabalyozast
elsdsorban ionfelvétel és hajtasba vald transzlokacié révén valositjdk meg
(FLOWERS et al., 1977). Mivel e névények enzimrendszere éppoly érzékeny a
magas sokoncentraciora, mint a nem halofitaké (FLOWERS, 1972; GREENWAY &
OSMOND, 1972), a megfeleld belsé ozmotikus nyomas fenntartasdhoz sziik-
séges sokat a vakuolumba zarja a ndvény, mig a citoplazma és a vakuolum ko-
zOtti vizpotencial-kiilonbséget szerves molekulak akkumulécioja révén egyenliti
ki. Ily médon enzimtoxicitas veszélye nélkiil, kis energia befektetéssel no a bel-
s0 ozmotikus nyomds. A citoplazmaban felhalmozodott szerves molekulak az
enzimmitkodésre még nagy koncentracidban sem karosak (kompatibilis ozmoti-
kumok), segitenek a membranok, fehérjék nativ szerkezetének fenntartasaban
(Low, 1985), s6t, felhalmozasuk bizonyos metabolikus eldnyokkel is jarhat
(HARE et al., 1998).

A kompatibilis ozmotikumok kozott tartjuk szdmon a prolin aminosavat
(YANCEY et al., 1982), melynek specifikus akkumulacidja altalanos jelenség a
vizhianynak kitett sejtekben, baktériumokban, algakban és fejlettebb ndvények-
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ben éppligy, mint allatokban (STEWART, 1981). A magasabb rendli novények-
ben felhalmozasa jellemzo kisérdje a vizhiany-, s6- és hidegstressznek. Szamos
vizsgalatban erds korrelaciot talaltak a megnovekedett sejtbéli prolintartalom és
a sejt szarazsag-, illetve sostressztiird képessége kozott (TAYLOR, 1996). A pro-
lintartalom biologiai markerként szerepelhet a gyakorlati fajtanemesitési kuta-
tasokban; igy a hidegtoleranciara valé nemesitésben 0szi buizdban (DORFLING,
1993) vagy soétoleranciara valé nemesitésben burgonyaban (MARTINEZ et al.,
1996). Mas esetekben viszont a prolintermelés inkabb tekinthetd stressz-szimp-
tomanak (LUTTS et al., 1996, LARHER et al., 1993; IBARRA-CABALLERO, 1987).
Az emlitetteken kiviil a prolinnak valdszinlileg fontos szerepe van a nitrogén-
raktarozasban és nitrogénellatasban a gatolt novekedési folyamatok esetén
(stresszhatas alatt), valamint konnyen metabolizalhaté szén- és nitrogénforrast
jelent a stresszhatds megsziintekor (GREENWAY & MUNNS, 1980). Bizonyitott,
hogy a prolin lebontasa a mitokondriumokban kozvetlen kapcsolatban all a 1ég-
zési elektron transzportlanccal és az ATP-termeléssel (ELTHON & STEWART,
1981), tehat a prolin lebontdsa kdzvetleniil javitja a sejt energiaallapotat.

Noha a prolinvalasz majdnem 50 éve a novényi stresszélettani kutatasok
homlokterében all, pontos szerepe a magasabb rendi névényekben mindmaig
tisztazatlan és a kutatasi eredmények nemegyszer ellentmondasosak. Jelen mun-
ka a prolin felhalmozasanak ¢€s a talaj sotartalmanak kapcsolatat vizsgalja a ha-
zai szikesek egyik legszebb halofita ndvényében, a soviragban (Limonium
gmelini subsp. hungarica), természetes és kontrollalt kdrnyezetben.

Anyag és modszer

Mintavétel természetes novénytarsuldasbol — A mintavételi terlilet a Kiskun-
sagi Nemzeti Park teriiletén, Fiilopszallas kozségtol 4 km-re keletre, a Borda-
tanya kozelében talalhatd. A Limonium gmelini subsp. hungarica névényfaj
egyedeit Limonio-Artemisietum santonici tarsulasbol valasztottuk. Mintavétel
két idopontban (1999. marcius és 1999. julius, 12 és 13 o6ra kdzott) tortént, egy
kb. 5 m? nagysagu, novényzete alapjan homogén teriiletrol, 10-10 véletlensze-
rien kivalasztott egyed leveleinek begylijtésével. A leveleket a levélrozetta ko-
zepérol valasztottuk (8—10 cm levélhossz) és a helyszinen folyékony nitrogén-
ben azonnal fagyasztottuk. Talajmintat a kivalasztott novények kozelébol, a no-
vények f6 felszivasi zonajanak megfelelden, a felszint6l szamitott 15-20 cm-es
rétegbdl vettliink. A mintavétel 3-3 pontbol tortént, az egyes mintakat Ossze-
vontan vizsgaltuk. A talajmintat miianyag tasakban taroltuk mérésig.

Novénynevelés kontrolldlt koriilmények kozott — A leirt mintavételi teriileten
gyljtott Limonium gmelini subsp. hungarica magokat Petri csészében, desztil-
lalt vizzel atitatott papiron, szobahOmérsékleten csiraztattuk. 10 nap elteltével a
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csirandvényeket milanyag tenyészedényekbe (40x40x20 cm) iiltettiik, aprd sze-
mi kavicsbol és perlitb6l allo kdzegbe. A perforalt alji tenyészedényeket kii-
l6n-kiilon egy—egy tapoldatot tartalmazo masik edénybe helyeztiik. Minden ke-
zelésbol két tenyészedény volt, egyenként 12 ndvénnyel. A Hoagland tapoldat-
hoz (HOAGLAND & ARNOLD, 1950) a sokezelések esetében négyféle koncentra-
cioban (20, 40, 60 és 100 mmoél.dm™) NaCl-ot adtunk. A névényeket fitotron-
ban neveltiik (Conviron E-15), a nappali/éjszakai (16 h/8 h) hémérséklet
24 °C/15 °C (a homérséklet-valtozas rataja 2 °C/ora), a megvilagitas erdssége
kb. 300 pmol'm™s” fotoszintetikusan aktiv sugarzas (PhAR) volt, melyet flu-
oreszcens lampak biztositottak. A tapoldatot hetente egyszer cseréltiik. A sofel-
halmozodas elkeriilése végett 4-hetente a tenyészedényeket feliilrol desztillalt
vizzel atmostuk. A 15 hetes kort névényekrdl a prolintartalom meghatarozasa-
hoz kezelésenként 5-5 db levelet levalasztottunk, a szabadfoldi mintavételhez
hasonl¢ eljarassal. A mintavételre 13 orakor keriilt sor.

A vizallapot jellemzése névényben és talajban — A nedvességtartalom meg-
hatarozasa a friss tomeg (FT) és a szaritas utan mért tomeg (SZT) alapjan tor-
tént: (FT-SZT)/FT*100. A relativ viztartalom meghatarozasa: (FT-SZT)/(TTT-
SZT)*100, ahol TTT a teljes turgorban mért tdmeg. A ndvényi mintak szaritisa
liofilizalassal (24 o6ra id6tartam), a talajmintdk szaritasa szaritoszekrényben,
tomegallandosagig (kb. 36 ora) torténd szaritassal tortént. A tdmegmérésekhez
analitikai gyorsmérleget (BOSCH SAE200) alkalmaztunk.

Talaj EC, pH és pNa meghatdrozdsa — A talaj vezetoképességét (dS.cm™),
valamint az oxoniumionok (pH) és a natriumionok (pNa) aktivitasat 1:2,5 tér-
fogataranyu talajszuszpenzioban hataroztuk meg TOTH (1994) szerint. A telitett
talajoldat kozelitd koncentracioja az 1:2,5 térfogataranyu talajszuszpenziéo EC-
értékébol, Ilaco, valamint Buzas et al. (cit. in TOTH (1994)) alapjan kerilt ki-
szamitasra.

Vizpotencial meghatarozasa — A ndvények vizpotencialjanak meghatarozasa
Scholander nyomaskamraban tortént, egész levelek felhasznalasaval. A talaj
vizpotencidljat nyomdas—viztartalom gorbe alapjan hataroztuk meg, Wescor
HR33T termoelemes mikrovoltméter és a hozza csatlakoz6 Wescor C-52 minta-
kamra segitségével. A mikrovoltmétert harmatpont {izemmodban hasznaltuk.

Ozmotikus potencial meghatdrozdsa levélben — Az ozmotikus potencial
meghatarozasa paranyomas ozmométer (Wescor 5500) segitségével, 0,8 cm at-
méréji, teljes turgorban 1évo levélkorongokon tortént, 3 ismétlésben. A teljes
turgor eléréséhez a levélkorongokat 8 o6ran keresztiil, 4 °C-on, sotétben, desztil-
lalt vizen tartottuk. (A teljes turgor eléréséhez sziikséges id6tartamot fiiggetlen
mérésben allapitottuk meg.) Mérés el6tt a levélkorongok feliiletérdl a vizet ita-
tospapirral leitattuk. A mintatart6 kiivettaba helyezett levélkorongot folyékony
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nitrogénben tartottuk 1 percig, ezt kovetéen szobahdmérsékleten 5 percig, majd
megismételtiik a folyamatot. A prolin ozmotikus nyomasanak kiszamitasa kon-
centracié—ozmotikus nyomas gorbe (LEPORT, 1992) felhasznalasaval tortént. A
tapoldatok ozmotikus potencialjat az oldatok mért molalitdsa és a Van't Hoff
egyenlet (NOBEL, 1991) alapjan szamitottuk ki, 20 °C-ra.

Prolintartalom meghatarozasa — A prolintartalom meghatarozasahoz 50 mg
elporitott levélmintat 1,5 ml 3 % szulfoszalicilsav-oldatban (J. T. Baker in:
IBARRA-CABALLERO et al., 1987) homogenizaljuk, majd 12 6rén at 4 °C-on
tartjuk. Ezt kdvetéen az extraktumot centrifugalassal (9000 rpm, 10 perc) kii-
lonvalasztjuk a nem oldéd6 maradéktol. A prolintartalom meghatarozasa BATES
és munkatarsai (1973) alapjan, 150 ul extraktumbdl tortént. Standardként L-

srer

sav-oldatban elkészitett oldatait hasznaltuk, kiilonb6zo higitasokban.

Vizsgalati eredmények

Prolintartalom ésszefiiggése a sotartalommal természetes koriilmények kozott
¢élo Limonium gmelini egyedek levelében

A talaj vezetOképessége a L. gmelini vizsgalt élohelyén, a 15-20 cm-es
mélységben 2,1 és 1,1 dS.m™ kozott valtozott (1:2,5 szuszpenzidban mérve) a
vizsgalt id6szakban (1. tablazat). Ez az értéktartomany kozelitéleg megfelel a

1. tablazat
Limonium gmelini subsp. hungarica levelének viztartalma (LVT) és él6helyének
talajviztartalma (TVT), vezet6képessége (c), pH és pNa értékei 1:2,5
szuszpenziéban mérve, 1998. marcius 18. és oktober 10. kozott

Idépont . LVT | TVT EC pH pNa ¢

(% friss talaj) (dSm™) (mmél.dm™)
marc. 18. | 71,4448 | 14,1 2,10 10,08 1,77 28
apr. 1. 755430 | 152 1,80 10,03 1,83 24
maj. 15. 80,5+3,8 10,0 1,36 9,50 2,00 18
jal. 24. 767410 | 9,0 1,10 9,60 1,90 15
aug. 3. 74,6433 9.8 1,92 9,87 1,81 26
okt. 10. | 80,0429 | 18,0 1,16 9,42 1,85 16

A talajoldat koncentracidjanak (c) kozelitdé kiszamitasa a telitett talajoldat vezetd-
képessége alapjan (in: TOTH, 1994) tortént. A mintavétel helye: Kiskunsagi Nemzeti
Park, Fiilopszallas kozségtdl 4 km-re, Limonio-Artemisietum santonici névénytarsulas-
bol
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és pNa érték (1. tablazat) alapjan a vizben oldhaté sok jelentés hanyadat
Na,CO; és NaHCO; alkotja. Mind a talaj vezetoképessége, mind a talaj pH és
pNa értéke két csticsot mutat a vizsgalt idészakban, az els6t marciusban, a ma-
sodikat augusztusban.
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1. abra
Szikes talaj viztartalom—nyomas gorbéje, a Kiskunsagi Nemzeti Park teriiletén, Fiilop-

szallas kozség kozelében talalhaté Limonio-Artemisietum santonici ndvénytarsulasbol,
a felszint6l szamitott 15-20 cm mélységbdl

A talaj nyomas—viztartalom gorbéjének felvétele lehet6vé teszi, hogy a talaj
aktualis nedvességtartalmanak ismeretében megadjuk a talaj vizpotencialjat. A
vizsgalt L. gmelini populaci6 él6helyérol, a felszint6l szamitott 15-20 cm mély-
ségben a marciusi és augusztusi mintavételi idépontokban a talaj szamitott viz-
potencial értéke -0,74 MPa, illetve -1,24 MPa volt (1. &bra).

Erdekes modon, a novények prolintartalma nem mutatott szoros dsszefiig-
gést a kornyezet ozmotikus koriilményeivel vagy soétartalmaval (2. abra).
Ugyancsak nem tapasztaltunk prolinfelhalmozast levélviztartalom-csokkenés
eredményeként (1. tiblazat). A kora tavaszi magas prolintartalom (65 pumol.g”
SZT) aprilis elejére haromnegyedére csokkent, mig majus kdzepén mar csak 2,5
umol.g™” SZT volt a levelek prolintartalma, amely érték nyér folyaman alig val-
tozott. Amennyiben a kora tavaszi erételjes prolinakkumulacio a talaj magas
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(natrium)-ion-tartalmaval fiigg 6ssze, gy hasonld prolinfelhalmozast kellene
tapasztalnunk jalius és augusztus honapokban is, amikor a talaj pNa értéke
szintén alacsony. Mivel ilyet nem tapasztaltunk, kontrollalt koriilmények kozott
is megvizsgaltuk a natriumionok hatasat L. gmelini prolinakkumulaciojara.
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2. abra

Limonium gmelini subsp. hungarica levelének prolintartalma ¢€s a talaj vizpotencial
érteke 1998. marcius 18 és oktober 10 k6zott, 6 idépontban mérve. A mintavétel helye:
lasd 1. tablazat

Prolintartalom kontrollalt koriilmények kozott nevelt Limonium gmelini egye-
dek levelében

A natriumion prolintartalomra gyakorolt specifikus hatasat kontrollalt koriil-
mények kozott, kiilonbozé NaCl-koncentraciok mellett vizsgaltuk, melyek oz-
motikusan nem, vagy alig fejtettek ki hatdst. Mar 20 mmol.dm™ NaCl jelenlété-
ben is prolinfelhalmozast tapasztaltunk, a kontrollhoz képest tobb mint négy-
szeresére nétt a levelek prolintartalma (3. dbra). 100 mmol.dm™ NaCl hataséara a
prolin koncentraciéja elérte a 70 umol.g” SZT mennyiséget, azaz a kontroll
prolintartalmanak 11-szeresét. A levelek mért ozmotikus potencialjabol ekkor a
prolin részesedése 5 % kortiili volt. (A Cl-ionok jelenlétének specifikus szerepét
nem vizsgaltuk.)
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3. abra
Limonium gmelini subsp. hungarica kontrollalt koriilmények kozott nevelt egyedek
levelének prolintartalma és a tapoldat ozmotikus potencialja. A novények csirakoruktol
NaCl-kezelést kaptak, 0, 20, 40, 60 és 100 mM koncentracioban a tapoldattal egyiitt.
Meéréskor a névények 15 hetesek voltak

Eredmények értékelése

Szamos mérés azt mutatja, hogy az ozmotikus stressz a levél meghatarozott
vizallapotanak elérésekor valt ki prolin-akkumulaciot. Lucernaban ez a kiiszob-
értek -2,1 MPa levél vizpotencial (IRIGOYEN et al., 1992), mig kukoricaban
83 % levél viztartalom (IBARRA-CABALLERO, 1987). L. gmelini—ben sem termé-
szetes, sem kontrollalt koriilmények kdzott nem figyeltiik meg a prolin-akkumu-
lacionak adott levél-vizallapot mellett bekovetkez6 kivaltodasat, noha nem zar-
hat6 ki, hogy nagyobb mértékii ozmotikus stressz esetén ilyen valasz megnyil-
vanul.

Mivel mindkét esetben olyan novényeket vizsgaltunk, amelyek hosszu ideje
voltak sos komyezetnek kitéve, a prolin specifikus akkumulacidja valosziniileg
adaptiv valaszt jelent. Ez az adaptiv szerep valdszinilileg nem az ozmotikus sza-
balyozas, hiszen a prolin ozmotikus szerepe a NaCl-dal kezelt névényekben el-
hanyagolhat6 volt (2. tablazat), és nem fiiggdtt a levél viztartalom valtozasatol
(1. tablazat).

Szoros Osszefiiggést mutat a léghdmérséklet és a prolintartalom (MURA-
KEOZY et al., 1999) L. gmelini-ben. Hideg altal kivaltott prolinfelhalmozast
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2. tablazat
Limonium gmelini subsp. hungarica kontrollalt koriilmények kozott nevelt
egyedek tapoldatinak ozmotikus potenciilja (¥ ¢p), valamint a névények
leveleinek relativ és tényleges viztartalma, vizpotencialja (¥y.,) és
ozmotikus potencialja (¥ ey)

Wero!
, \PI'I tap RVT VT lIIlev ‘PH \PPro Pro
Kezelés Y
-MPa % -MPa %

Kontroll 0,07 85,8+1,8 | 78,3+0,9 | 0,82+0,4 | 2,1£0,1 | 0,019+0,008 0,9

20 mM 0,14 82,0+3,1 | 80,7+0,6 | 1,00+0,2 2,8+0,1 | 0,092+0,018 33
40 mM 0,29 81,7429 | 78,4+0,4 | 1,01+0,2 2,1+0,2 | 0,101£0,013 4,8
60 mM 0,55 79,8+2 77,5+0,6 | 1,44+0,3 2,9+0,2 | 0,118+0,010 4,1

100 mM 0,92 74,9458 | 72,9+1,5 | 2,01+0,5 | 2,9+0,2 | 0,160+0,011 55

Megjegyzés: A levelek prolintartalmanak szamitott ozmotikus potencialja (‘\Pp,,), vala-
mint ennek részesedése az dsszes mért ozmotikus potencialbol (Wp,/'VY11) ugyancsak fel
van tlintetve. A novények csirakoruktol NaCl-kezelést kaptak, 0, 20, 40, 60 és 100 mM
koncentracioban, a tapoldattal egyiitt. Méréskor a ndvények 15 hetesek voltak

mutattak ki szdmos mas ndvényfajban (STEWART, 1981) is. XIN és BROWSE
(1998), valamint IGARASHI és munkatarsai (1997) szerint az alacsony homér-
séklet jelentdsen fokozza a prolin bioszintéziséért felelés PSCS enzim expresz-
szidjat, ami azt bizonyitja, hogy az alacsony homérséklet nem csupan fiziolo-
giai szarazsag eldidézésén keresztiil valt ki prolin-akkumulaciot. Bizonyitottak
azt is, hogy a prolin krioprotektiv hatasi a novényi sejtekben (WITHERS &
KING, 1979). Erdemes megfontolni azonban azt is, milyen metabolikus els-
nyOkkel jarhat a kora tavaszi prolin-akkumulacié a természetes koriilmények
kozott €16 soviragban. A szikesek rossz vizgazdalkodasi tulajdonsagai kovet-
keztében kora tavasszal a novények gyakran hipoxias vagy anoxias stressznek
vannak kitéve. ZUDE-SASSE és LUDDERS (2000) bizonyitotta, hogy anoxias ko-
rilmények kozott mangd levelében és gyokerében is redukalt koenzimek
(NADH, NADPH) halmozodnak fel. HARE és munkatarsai (1998) szamos érvet
sorakoztatnak fel amellett, hogy a prolin részt vesz a sejt redox-allapotanak sza-
balyozasaban. A prolin termelése dsszességében NADPH-t fogyaszt (SAMARAS
et al., 1995). Elképzelhetd tehat, hogy a prolin szintézisén keresztiil gondos-
kodik a ndvény az oxidalt koenzimek megfeleld aranyarol, melynek hianyaban
a fotoszintetikus rendszer oxidativ stresszt szenvedne. Ennek eldontésére to-
vabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Osszefoglalas

Noha szamos adat gytilt 0ssze az elmult 6tven évben a prolin specifikus
sejtjeiben még ma sem vilagos.

A hazai szikesek pannoniai endemikus faja, a Limonium gmelini subsp. hun-
garica specifikus prolinfelhalmozasat vizsgaltuk a sostresszel 6sszefiiggésben, a
marciustél oktoberig terjedd id6szakban. Igen magas prolintartalmat (65
umol.g’ SZT) figyeltiink meg kora tavasszal, mely egybeesett a talaj vezetd-
képességének és Na-tartalmanak elsd csucsdval. A marciusi magas prolintar-
talom a kés6bbiekben fokozatosan csokkent és alacsony értéken (2,5-5 pmoél.g™”
SZT) stabilizalodott. Nem kovetkezett be prolinfelhalmozas a nyar kozepén,
julius és augusztus honapokban, holott a talaj vizpotencialja ekkor -1,5 MPa ko-
rili értékre csokkent (a 15-20 cm-es talajmélységben), és a talaj sokoncentra-
cioja a kora tavaszihoz hasonléd értéket mutatott. Kontrollalt koriilmények ko-
z0Ott nevelt, hossz tdvon (15 hét) sohatasnak kitett L. gmelini ndvények igen
érzékenyen reagaltak a so jelenlétére. Mar 20 mmol.dm™ NaCl specifikus
prolin-akkumulaciét valtott ki a levelekben (39 pmoél.g” SZT), és a sokoncent-
racio novelésével a prolinfelhalmozas fokozddott. A vizsgalt koncentracidtar-
tomanyban a NaCl ozmotikus hatasa elhanyagolhaté vagy kicsi volt, a levelek
viztartalmaban nem mutatkozott 1ényeges csokkenés. A levelek ozmotikus po-
tencialjanak kialakitdsdban a prolin kb. 3—5 %-kal részesedett a kiilonb6zd so-
kezelésekben. Mindez azt tamasztja ala, hogy a prolinfelhalmozas szerepe L.
gmelini-ben elsésorban nem az ozmotikus szabalyozas.
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