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Osszefoglalds: Annak ellenére, hogy feltiinden gyors mozgédsa miatt a Mimosa pudica kedvelt kisérleti objek-
tum, mégis sok vele kapcsolatban a megvdlaszolatlan kérdés. Mdig sem sikeriilt megtaldlni azokat a mechano-
receptor sejteket, melyek érzékelik a kiilvildgbdl érkezé mechanikai jeleket és tovabbitjdk a novény felé
(SHIMMEN 2001). Munkank sordn a novény tercier pulvinusdn ilyen mechanoreceptiv sejteket fedeztiink fel.
Megfigyeltiik ezeknek a sejteknek a fény- és elektronmikroszkopos szerkezetét, igyekeztiink felderiteni a

receptor sejtek és az azok kozelében 1évS szomszédos sejtek kozott megléva sejt-sejt kapesolatokat is. Elektro-
fizioldgiai vizsgélataink igazoltdk, hogy az altalunk felfedezett sejtek mechanikai ingerek segitségével ingerii-
letbe hozhatdk, és a keletkez$ akcids potencidlok tovaterjedve alkalmasak a levelek mozgatasat végz6 motor-
sejtek irdnyitdsara.

Bevezetés

A gyors, aktiv mozgdast végz6 novények, mint a kiilonb6z6 Dionaea vagy Mimosa fajok
évszazadok 6ta vizsgalatok alanyai. Francia kutaték mar a 18. szdzadban megfigyelték
a mimodza példdjan, hogy a novényeknek is van bioldgiai érajuk, és ez az igynevezett
cirkadidn 6ra a levelek nasztikus mozgdsanak irdnyitasdban is 1ényeges szerepet tolt be
(BUNNING 1973). Hamarosan arra is fény dertilt, hogy az 4llati mozgasokhoz hasonléan
a novények gyors levélmozgasainak irdnyitdsaban is kulcsfontossaguak lehetnek az elekt-
romos jelek. Az elsé novényi akciés potencidlrdl sz6l6 beszamold 1873-bdl szarmazik
(BURDON-SANDERSON 1973). Tovébbi vizsgalatok azt is igazoltdk, hogy az elektromos
jelek segitségével megvaldsuld jelatviteli lehet6séggel csaknem valamennyi novény
rendelkezik (PICKARD 1973). Ugyanakkor, ahogyan Ueda és Yamamura vizsgéalataibol
kideriil, a kémiai transzmitterek, névényi hormonok, is jelentds szabdlyozé szereppel
birnak a novényi mozgisok szabdlyozdsiban, ahogyan azt a miméza gyors €s lassu
levélmozgdsainak példdja mutatja (UEDA és YAMAMURA 1999a, 1999b, 1999c).

A Mimosa pudica levélmozgdsaival kapcsolatban viszonylag sok adat taldlhaté a
nemzetkozi szakirodalomban, de vannak kérdések, melyekre a mai napig nincs egyértel-
mi védlasz. A mim6za mozgdsiért felel6s képzédmények, pulvinusok anatémiai szer-
kezete és motorsejtjeinek felépitése j6l ismert; a szeizmonasztikus mozgas mechanizmu-
sardl kialakult miikodési modell is kielégité (FLEURAT-LESSARD et al. 1988). A motor-
sejtekre jellemzd kettds vakuolum rendszert (kolloidélis és tannin vakuolum) japan
kutaték mdr az 1960-as évek végén illetve a 70-es évek elején leirtdk (TORIYAMA, SATO

z z

1971), de annak tényleges miikddésre csak késébb deriilt fény. A tannin vakuolumok
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kalcium raktarként miikodhetnek, mint az izmokban taldlhaté szarkoplazmatikus retiku-
lum (HOLLINS és JAFFE 1997), mig a kolloidalis vakuolum térfogatanak valtozasa az, ami
el6idézi a levelek mozgdsdst (TORIYAMA és SATO 1968). A térfogatvéltozas, a korabbi
kolloidalis elmélettel szemben, valésziniileg a vakuolumokban 1évé kalium sék koncent-
ricidjanak valtozdsa kovetkeztében fellépd turgornyomds véltozds kovetkezménye
(FLEURAT-LESSARD et al. 1997). A kalium kolloidalis vakuolumbdl torténd kidramlasa-
nak szabdlyozasdban, mint masodlagos hirvivének, a kalciumnak lehet fontos szerepe.
A kalcium kozvetleniil, potencidlfiiggd csatorndkon illetve mas jelatvivé molekulakkal
egylitt hatva idézheti el6 a vakuolaris kdlium csatorndk kinyildsat, és a sejtek ozmotikus
viszonyainak megvaltozdsat (SANDERS et al. 2002). Az intracellularis kalcium koncent-
racié emelkedése a sejt kiilsé kornyezetébdl érkezd jel hatdsara jon 1étre, melyet receptor
érzékel. Ez a receptor lehet kiils6 (ioncsatorna, receptor-kindz stb.) vagy bels6 (WHITE
és BROADLEY 2003).

A mim6za mechanikai ingert kovets levélzar6ddsa nagyon hasonlit a gazcserenyila-
sok abszcizinsav fiiggetlen miikodési mechanizmuséra, ahol a kiilvilag fel6l érkezd in-
gert fesziilés fiiggd (stretch aktivalt) ioncsatorndk érzékelik (WARD 1995). Az ionok véan-
dorlasa akci6s potencidlt hoz 1étre, amely az allatokndl ismert ,,minden-vagy-semmi elv”
alapjan terjed, és a levélnyélen a floémben jél mérhetd. Sebzés vagy héhatds okozta
stressz esetén, ami szintén a levelek zarddasat idézi el6, mas lefutdsd, dgynevezett
variaciés potencidl regisztralhaté (FROMM 1991). A kiilonbozd lefutdsu elektromos jel
valdszintileg az egymastdl kiilonbozo inicidcids ttvonalra vezethetd vissza. Az akcids
potencidlok terjedésérél a novények korében is vannak elképzelések (FISAHN et al.
2004), de példaul a mimdza esetén, képz&désiik helyén, a pulvinusokon, mechanoszen-
zitiv sejteket eddig még senkinek sem sikeriilt leirnia (SHIMMEN 2001). Munkank sordn
ilyen, gadzcserenyilds melléksejt eredeti, mechanoreceptiv sejteket figyeltiink meg a
Mimosa pudica tercier pulvinusdnak adaxidlis részén.

Anyag és modszer
Novénynevelés és ,,ex vivo” levelek készitése

A kisérleteket Mimosa pudica L. novényeken végeztiik. A novények magjait gyengén
savanyu kémhatdst term6fold keverékbe (Fléravin B) vetettiik és szobahdmérsékleten,
b6 vizellatassal, természetes megvilagitds mellett neveltiik.

Az elektrofizioldgiai vizsgalatokat ,.ex vivo” leveleken végeztiik. A leveleket a no-
vényrdl torténd levalasztas utdn vizbe helyeztiik. A kisérleteket megel6z&en 2—3 napig
természetes megvilagitas mellett petricsészében tartottuk Sket. A levelek, levélkék ilyen
koriilmények kozott 2-3 hétig életképesek, ingerlés hatdsdra a szeizmonasztikus reakciot
mutatjadk. A mérések elStt 2-3 nap akklimatizici6 sziikséges, hogy a sebzést kovetden

kialakul6 dj ionegyensulyok stabilan bedllhassanak.
Anatémiai modszerek

A morfolégiai vizsgdlatokhoz és a prepardldashoz Zeiss SMX sztereomikroszképot
hasznéltunk.



Mechanoreceptor sejtek a Mimosa pudica tercier pulvinusdn 293

A transzmissziés elektronmikroszképos vizsgalatokhoz a mintdkat 2,5%-os glutar-
aldehidben fixaltuk, majd pufferes mosas utan 1%-os OsO,-dal utéfixaltuk. A fixalas
folyaman 0,1 M-os K-Na(PO,) puffer segitségével biztositottuk az alland6é pH-t (7,2).
A viztelenitést etilalkohol sorral végeztiik, majd propilén-oxidos intermedier kdzegen
keresztiil (etanol:proilén-oxid 2:1; 1:1; 1:2, 0:1) Durcupan ACM (Fluka) illetve Spurr
(SPI) miigyantaba dgyaztunk be.

A bedgyazott anyag félvékony elémetszését (1-1,5 m) Zeiss Hm 360 kerekes mik-
rotommal végeztik, tiveg kés segitségével. A félvékony metszeteket toluidinkék (pH
4.4) festés mellett vizsgaltuk, Olympus BH-2 fénymikroszképpal, normal és differencidl
kontraszt tizemmddban.

Egyes esetekben a fénymikroszképos vizsgalatok sordn eltértiink a fent leirt elektron-
mikroszképidban szokdsos el6készitéstdl. A tannin vakuolumok vizsgédlatakor a fixalé
elegyhez FeSO, reagenst adtunk, mely sotétkék-fekete szinreakcidt mutat a tanninnal
(RuziN 1999). A prepardtumokat,vagy Zeiss SMX szteromikroszkdéppal, vagy a viztele-
nités utan Historesin (Leica) metakrildt mlgyantdba dgyazva, Zeiss Hm 360 kerekes
mikrotommal, tivegkés segitségével metszve, Olympos BH-2 fénymikroszképpal vizs-
géltuk.

Az ultravékony metszeteket Reichert Ultracut E ultramikrotommal és gyémant késsel
(70, illetve 50 nm), valamint Porter Blum ultramikrotommal és iivegkéssel (90-100 nm)
készitettiik. A mintakat 5%-o0s, metanolban oldott uranil-acetattal és olom-citrattal
(REYNOLDS 1963) kontrasztositottuk. A vizsgdlatokat Hitachi 7100 transzmisszids elekt-
ronmikroszképon végeztiik.

A scanning elektronmikroszképos prepardtumokat szintén 2,5%-os glutdraldehiddel
fixaltuk, K-Na(PO,) puffer (pH 7,2) éltal biztositott kdzegben, majd a transzmisszids
elektronmikroszképos preparatumndl leirt médon viztelenitettiink. Abszoltit alkoholbdl
amil-acetatba vittiik 4t a mintdkat (etanol:amil-acatat 1:1 atmeneten keresztiil). A kriti-
kuspont szaritast, folyékony CO,-ban, Polaron CPD 7501 tipusud kritikuspont szaritd
berendezéssel végeztiik. A szaritott mintdkat Zeiss vakuumg6zolével aranyoztuk, és
Hitachi 2360N scanning elektronmikroszkoéppal vizsgaltuk szekunder elektrondetekta-
lasos tizemmodban.

Elektrofiziologiai médszerek

A membranpotencidl méréséhez iiveg mikrokapilldrist alkalmaztunk, melyet Ag/AgCl
nem polarizalédé mikroelektréddal kapcsoltunk az erdsit6hoz. A mikrokapillarisokat
Sutter P-97 tipusu tihuz6 berendezéssel készitettiik, 1,0 mm kiilsé és 0,75 mm belsd
atmérdji feltoltd szallal ellatott borasilicate kapillarisokbdl. Ezeket 0,1 M-os NaCl
oldattal toltottiik fel. A mérések Faraday-kalitkdaban folytak elSerdsit6é alkalmazasa mel-
lett. A jelek 500x-osra torténd erdsitését SUPERTECH BioAmp tipusu erdsitd berende-
z¢€s segitségével értiikk el. A gorbéket INSTRUTECH VR-10A digitalis adapteren ke-
resztiil, videomagno segitségével rogzitettiik. A mérés folyaman a potencidlvaltozasokat
anal6g oszcilloszképon (TEKTRONIX) kovettiik nyomon.

A mikroelektrédot Mérzhauser mikromanipuldtor segitségével szirtuk a sejtbe. Az
elektrod bevezetését Zeiss SMX sztereomikroszkdppal kovettiik, 100x-os nagyitds mellett.

Az elektréd sejtbe juttatdsakor Polan-Jenner szdloptikas megvildgitast alkalmaztunk.
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A mintdk kiszaradasanak elkeriilése érdekében viz perfiziét biztositottunk a mérési
kamraban. A folyadék dramlasat Pharmacia perisztatikus pumpa segitségével allitottuk
eld, az dramldasi sebesség kb. 1 ml/perc volt. A levélkék allandé megvildgitasat 40 W-os
Tungsram (Tungsraflex R63) reflektorizzé szolgéltatta. Az ingerlés sordn a mechanikai
ingert szintén tiveg kapillaris biztositotta.

A rogzitett adatokat az Experimetria Intrasys szoftvere segitségével digitalizaltuk, és
Microcal Origin 4.1 szoftverrel dolgoztuk fel.

Eredmények és megvitatasuk
Sztereomikroszkoéppal végzett vizsgalatok
A Mimosa pudica harmadlagos pulvinusdnak adaxialis oldalan festetleniil élénkvoros
szin, sztoma zarésejtekhez hasonld sejtek figyelhetéek meg (1. dbra). Ezek a sejtek szi-

niiket tekintve is kiilonlegesek, mert amennyiben ezek egyszer(i zardsejtek lennének,
akkor zoldnek, és nem voros szintieknek kellene lenniiik.

1. dbra Voros, gazeserenyilds zasosejtekre hasonlitd receptorsejtek a Mimosa pudica
harmadlagos pulvinusdn. A nyilak a receptorsejtekre mutatnak.
Figure 1 Red receptor cells on tertiary pulvinus of Mimosa pudica look like as stomatal
guard cells. Arrows show these cells.

A voros sejtek mechanoszenzitiv voltara eldszor akkor deriilt fény, mikor a tercier
pulvinus ezen teriiletét mikromanipuldtor tlivel mechanikailag stimuldltuk ,.ex vivo”
leveleken. A vords sejteket is tartalmazé régidban, a sz6rok és az egyszer( epidermisz
sejtek nem mutattak kompetencidt a mechanikai inger felvételére és tovabbitasara, ugyan-
akkor, ha a mar emlitett kiilonleges sejtek kaptdk a mechanikai stimulust, a levél szeiz-
monasztikus mozgassal bezarult. Ez a megfigyelés tette sziikségessé a tovabbiakban el-
végzett vizsgélatokat, hiszen arra utalt, hogy sikeriilt megtaldlni egyet a mimdza isme-
retlen receptor sejtjei koziil.



Mechanoreceptor sejtek a Mimosa pudica tercier pulvinusdn 295

Félvékony metszetek és a scanning elektronmikroszképia eredményei

A félvékony metszetekbdl €s a scanning elektronmikroszképos képekbdl egyértelmiien
kideriilt, hogy a voros sejtek nem gazcserenyilds zar6-, hanem gazcserenyilas mellék-
sejtek (2-3. dbra) A fenti felismerésnek a jelentGsége 6riasi lehet, hiszen kéztudomasu,
hogy azoknal a novényeknél, ahol gazcserenyilds melléksejtek vannak jelen, azok a

sz6mak mozgatasanak szabdlyozasaban toltenek be kulcsfontossigu szerepet (SQUIRE és
MANSFIELD 1972).

2. dbra A harmadlagos pulvinuson taldlhat6 receptor komplexum fénymikroszképos képe.
Jol 1atszik a melléksejt eredetii receptorsejt (nyil) illetve a zardsejt (csillag) maradvanya.
Figure 2 Receptor complex on the tertiary pulvinus of mimosa by light microscope.
Arrows point to receptor cells, originate from stomatal subsidiary cells and stars
show guard cells between the receptor cells.

3. dbra A harmadlagos pulvinus mechanoreceptoranak scanning elektronmikroszkopi képe,
melyen a receptorok (nyilak) és a zardsejtek (csillag) is megfigyelhetSk.
Figure 3 Receptor complex with the receptor subsidiary cells (arrows) and guard cells (stars)
by scanning electron microscope.
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Ahhoz, hogy igazoljuk, a mechanoreceptiv sejtek valéban gazcserenyilds melléksejt
eredetfiek, és nem csak kifejlett allapotban tinnek annak, megfigyeltiik fejlédésiiket.
Bizonyos fejletségi stidiumban, mikor a levelek mar érzékelik az érintést, de a furcsa
voros sejtek még 100x-os nagyitdsndl, szterteomikroszképpal nem figyelhet6k meg,
fénymikroszképpal szabalyos paracitikus melléksejtekkel rendelkezé sztomak lathatok,

z 7

de a melléksejtek mar ekkor is voros elszinez&déstiek (4. dbra). Az elszinez6dés igazolja,
hogy ezek azok a sejtek, melyek kés&bb receptor funkcidval birnak és egynittal igazoljak
a sejtek eredetét is, ami megmagyarazhatja, hogy mért ezek a sejtek valtak a szisztémas
mozgés egyik irdnyit6java. Evolicids szempontbdl logikusnak tlinik, hogy a motoros
sejtek irdnyitasdhoz olyan sejt szolgéltatja a jelet, ami minden egyéb esetben hasonld
jelet szolgaltat a sztémdknak, hasonlé kornyezeti inger hatdsara.

4. drba Fiatal receptorok, ahol még konnyen felismerhets, hogy a voros sejtek
paracitikus melléksejtektdl (nyilak) szarmaznak.
Figure 4 Young receptor cells (arrows) show paracytical stomatal structure.

Elektrofiziologiai vizsgalat és a voros szin valészinii szerepe

Allitasunk igazoldsdhoz, miszerint a vords sejtek mechanoreceptorként funkcionalnak,
azt kell belatnunk, hogy mechanikai stimulus hatdsara olyan jelet képeznek, mely a no-
vény tobbi része szamara érzékelhetd. A kisérlet elvégzéséhez €16, kapcsolatokkal ren-
delkezé sejtekre van sziikség, de in vivo a mérés technikai okok miatt nem végezhetd el,
ezért ex vivo levélkéket haszndltunk.

A mérdelektddot a voros sejtekbe szirtuk, majd egy tiveg kapillarissal mechanikai tton
ingereltiik a levelet, és a sejt membranpotencialjat mértiik egy kiilsé referencia elekt-
rédhoz képest. A membranon, az ingerlési miitermék mogott, el6szor hiper- majd depo-
larizacié kovetkezett be, amit repolarizacié kovetett (5. dbra). Az eredményt az ismétlé-
sek sordn tobbszor is sikeriilt reprodukalnunk. A technikai korldtok miatt, sajnalatos mé-
don csak az akcids potencidl lefutdsdnak menetét tudtuk megéllapitani, mindez mégis
elegendd ahhoz, hogy igazoljuk, a voros sejtek ingerlés hatasara olyan receptorpotencialt
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generalnak, mely akcids potencidlként tovabbterjedve eldidézheti a levelek zarédasat és

a novény szisztémas valaszat.

Erdekes kérdés, hogy van e jelentSsége a receptorsejtek jellegzetes szinének? A kér-
dés eldontéséhez el6szor azt kellett tisztaznunk, hogy mi lehet az a szinanyag, ami meg-
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festi ezeket a sejteket. A kérdés eldontéséhez
FeSO,-0s citokémiai festést alkalmaztunk.
A festés hatdsdra a sejtek megfeketedtek
(6. dbra), ami tannin tartalomra utal. Figyelem-
be véve, hogy a tannin vakuolumok nagy val6-
szinliséggel a Ca™ raktdrozédsiban toltenek be
szerepet (HOLLINS és JAFFE 1997) illetve hogy
anodvények esetében a K* és H* ionok mellett a
Ca™ ionoknak kulcsfontossdgu szerepe van az
akciéspotencidlok kialakuldsdban (SHEPHERD
et al. 2001) arra a kdvetkeztetésre jutunk, hogy
a tannin voros szine és jelenléte kalcium rakta-
rozdsra, és ezen keresztiil a receptor funkcidra
utal.

5. dbra A voros mellléksejtben mechanikai ingerlés utin
mért receptor potencidl (sziirke) és annak extrapolalt
képe (fekete).

Figure 5 The measured receptor potential in the red
subsidiary cells after mechanical stimulation (grey) and
its extrapolation (black).

6. dbra A FeSO,-gyel végzett citokémiai reakcio a receptor sejteknél fekete elszinez6dést
okozott (nyilak), ami tannin jelenlétére utal.
Figure 6 Fixation in the presence of FeSO, caused black discolouration (arrows)
on red receptor cells which suggest that these cells contain tannin.
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Ultrastrukturalis vizsgalatok eredménye és kovetkezményei:

Miutan sikertilt igazolnunk, hogy a felfedezett, médosult gazcserenyilds melléksejtek a
mechanikai inger hatdsara receptor potencidlt generdlnak, mely lefutasa alapjan alkal-
mas a mozgast végzd motorsejtek vezérlésére, még igazolnunk kellett, hogy val6ban van
a receptor és az effektor sejtek kozott olyan kapcsolat, ami lehet&vé teszi akcids poten-
cidl terjedését.

Miéta 1879-ben Tangl felfedezte a plazmodezmaékat, azéta tudjuk, hogy a magasabb
rendli novények csak szupracellularis €161ényként kezelhetSek, ugyanis ezeken a csator-
ndkon keresztiil a novény sejtjei a szimplazmatikus tton keresztiil kapcsolatban vannak
egymadssal (BALUOKA et al. 2004). Bizonyos az is, hogy csak egyes specidlis esetekben
hidnyoznak a plazmodezmads kapcsolatok. Ilyen hidny 4ll fenn az érett sztéma zardsejtek
és kornyezetiik illetve az epidermisz és az alatta 1év6 parenchima sejtek kozott (CSEH
2003). Ahol viszont a plazmodezmads kapcsolat jelen van, ott az dllati idegrendszerbdl is-
mert médon szinapszisként miikodhet (BALUOKA et al. 2003) , rajta keresztiil az elektro-
mos jelek, akcids potencidlok tovabb terjedhetnek.

Az elektronmikroszképos vizsgéalatok soran sikertilt plazmodezmés kapcsolatot talal-
nunk a receptor melléksejtek, és az irodalombdl ismerten ingerlékeny (FEURAT-LESSART
et al. 1997) motoros sejtek kozott (7. abra), ami pedig azt jelenti, hogy a voros sejtekben
keletkezd receptor potencidl valéban el tud jutni a motorsejtekhez, tehat valoban betolt-
hetik a tercier pulvinuson a mechanoreceptor feladatat.

-

T R T

7. dbra Plazmodezma (nyil) elektronmikrosz6pi képe a receptor sejt (R)
és az ingerlékeny motoros sejt (M) kozott
Figure 7 Plasmodesmata (arrow) between the receptor cell (R)
and the excitable motor cell (M) by transmission electron microscope.
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Summary: Sensitive plant (Mimosa pudica L.) is famous for its rapid leaf movements, so there are several of
scientific essays about this plant in the international literature. Nowadays the mechanism of leaf dropping is
well-known, but there are a lot of questions which are unanswered. One of these unanswered questions is how
this plant can feel mechanical stimuli. The mechanoreceptor cells have not been identified (Shimmen 2001).
In this article some mechanoreceptive cells are described on tertiary pulvini of mimosa. As
electrophysiological studies show, these excitable cells produce receptor potentials which can control the leaf
movements through the action of motor cells. During the electronmicroscopic observation, plasmodesmata
were found between that receptor cells and excitable ‘motos cells’, which contain double vacuole system, so
action potential can pass down from receptors to pulvinar motor cells, which means that these cells can be
functional mechanoreceptors on tertiary pulvini.



