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3. Sektmn fur Botamk
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Prsident: Prof. Dr.H. WANNER Instltut fur allgememe Botanik,
Kiinstlergasse 16, 8000 Ziirich ’
- Sekretdr: Prof.Dr.H.R. HoHL, Cytologische Abtellung,
Institut fiir allgemeine Botanik, Birchstrasse 95, 8050 Ziirich

~ Samstag, 9.0ktober 1971

I'stsenschaﬁlzche Sitzung ( 1.Teil)
Sektion II: Pflanzenphysiologie (gemeinsam mit der Pflanzen-
physiologischen Gesellschaft)

1. J.S.G.REp und H.MEER (Universitdt Freiburg/Schweiz): Der
Kohlenhydratmetabolismus im keimenden Samen von T rzgonella Jfoenum-
graecum (Leguminosae)

Die meisten als Nahrungsmittel verwendeten Leguminosensamen, wie
Erbsen, Bohnen, Erdniisse usw., sind «exalbuminir», d.h., sie besitzen
kein Endosperm; der Embryo hat dasselbe wihrend der Samenbildung -
vollstandlg resorbiert. Die Reservestoffe dieser «exalbumindren» Legu-
minosensamen (Stirke, Ole, Proteine) sind in den Kotyledonen lokali-
siert. — Es gibt jedoch daneben zahlreiche Leguminosensamen mit einem
deutlich ausgebildeten Endosperm, das als Reservestoff ein ganz spezielles
Polysaccharid, nédmlich ein Galaktomannan, enthilt. Dieses besteht aus
einer linearen Hauptkette von p-1,4-verkniipften Mannoseresten. An
eine Anzahl derselben sind Galaktosereste a-1,6-glykosidisch gebunden.
Das Verhiltnis Galaktose: Mannose variiert bei verschiedenen Arten und
ist von chemotaxonomischer Bedeutung [1]. Im Hinblick auf die land-
wirtschaftliche, industrielle und pharmazeutlsche Bedeutung mancher
endospermhaltiger Legummosensamen wie Klee, Luzerne, Guar, Carob,
Trigonella usw., filhren wir gegenwdirtig einige Untersuchungen durch
iiber deren Galaktomannanmetabohsmus Im folgenden soll iiber den -
Abbau der Galaktomannane und diverser niedermolekularer Reserve-
kohlenhydrate bei der Keimung der Samen von Trigonella foenum-
graecum, dem Bockshornklee, berichtet werden. Es handelt sich dabei um
eine in den Mittelmeerldindern angebaute Medizinalpflanze, deren Samen
vorwiegend als Schlelmdroge verwendet werden.

Das zwischen Samenschale und Kotyledonen des Bockshornsamens
liegende Endosperm wird nach aussen durch die Aleuronschicht abge-
- grenzt. Innerhalb von ihr liegt das Reservegewebe, dessen Zellen voll-
stindig mit Galaktomannan ausgefiillt sind. Die Mobilisation desselben
wurde sowohl mikroskopisch als auch durch chemische Analysen des
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Endosperms und der Embryonen in verschiedenen Keimungsstadien ver-
folgt. Auf Grund unserer Resultate [2] kann der Keimungsprozess in drei
distinkte Phasen unterteilt werden: ;

Phase 1, welche mit dem Austritt der Radicula oder schon etwas vorher

. beginnt, dauert bei einer Temperatur von 24 °C rund 18 h. Wihrend dieser
Zeit ist weder morphologisch noch chemisch eine Verdnderung des
Reservegalaktomannans feststellbar. Hingegen werden bereits in dieser
Phase die niedermolekularen Reservezucker der Raffinose-Stachyose-
Serie mobilisiert, welche sich sowohl im Endosperm als auch in den
Kotyledonen befinden. Die sich an Phase 1 anschliessende Phase 2 dauert
rund 24 h. In dieser Zeit wird das Reservegalaktomannan vollstdndig ab-
gebaut zu freier Galaktose und Mannose. Gleichzeitig erfolgt in den Ko-
tyledonen eine Synthese von Saccharose und Stirke. Morphologisch wird
im Endosperm eine Auflésungszone sichtbar, und am Ende der 2. Phase
sind von den Reservezellen im Endosperm nur noch die diinnen, nicht
abgebauten Primédrwinde sichtbar. — In der folgenden 3. Phase werden
die in den Kotyledonen gebildete Stidrke und Saccharose wieder abgebaut.
Im Endosperm sind keine freien Zucker und kein Galaktomannan mehr
nachweisbar. '

Es kann daraus geschlossen werden, dass die beim Galaktomannan-
abbau entstehende Galaktose und Mannose von den Kotyledonen aufge-
nommen und unmittelbar in Saccharose und Stirke umgewandelt werden.
Logischerweise muss man sich nun die Fragen stellen: Was fiir Enzyme
bewirken den Galaktomannanabbau? Wo werden sie gebildet? Welche
Rolle spielt die Aleuronschicht?

Die Fragen nach dem Bildungsort der abbauenden Enzyme und nach
der Funktion der Aleuronschicht kénnen wir auf Grund der folgenden
Versuche bereits beantworten: Aus Aleuronschicht und Reservegewebe
bestehendes Endosperm wurde aus trockenen Samen vom Embryo abge-
trennt und unter Keimungsbedingungen gebracht. Es wurde gezeigt, dass
der Galaktomannanabbau im isolierten Endosperm ohne Embryo genau
gleich erfolgt wie in ganzen Samen. Der Abbau im isolierten Endosperm
konnte durch verschiedene Antimetaboliten beeinflusst werden. So wurde
er vollstindig verhindert durch Zugabe von Cycloheximid, fast vollstindig
durch Dinitrophenol und teilweise durch Actinomycin C. Dies ldsst ver-
muten, dass der Galaktomannanabbau absolut abhéngig ist von Protein-
synthese und ATP-Bildung und moglicherweise auch von der Synthese
von Boten-RNS zu Beginn der Keimung. Da im Endosperm die Aleuron-
zellen die einzigen lebenden Zellen sind, darf als sicher betrachtet werden,
dass der Galaktomannanabbau unbedingt abhidngig ist von der Atmung
und der Synthese von Enzymproteinen in denselben. Die folgenden elek-
tronenmikroskopischen Bilder von Aleuronzellen in den verschiedenen
Phasen der Keimung weisen ebenfalls stark darauf hin, dass zu Beginn der
Phase 2 eine intensive Proteinsynthese stattfinden muss. Die gebildeten
Enzymproteine 16sen dann nicht nur die Galaktomannane der Reserve-
gewebszellen auf, sondern sie greifen zum Teil auch die Zellwdnde der
Aleuronzellen an.
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Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass 1. der Galaktoman-
nanabbau im Endosperm der Trigonella-Samen unabhingig vom Embryo
erfolgt und dass 2. die fiir den Abbau notwendigen Enzyme in den ersten
Keimungsstadien in den Aleuronzellen synthetisiert und ins Reservege-
webe sezerniert werden.
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2. Y.VARDAR and M. AHMED (Department of Botany, Ege University,
Izmir, Turkey): Water relations of Myrtus communis seeds

1. Introduction

The seeds (grains) constitute 80 percent of the worlds food supply and
75 percent of the food directly eaten by man. Seed research, as such, is one
of the most important branches of applied science requiring the services
of geneticists, physiologists, pathologists, entomologists, biochemists and
ecologists. One faces multitudinous problems in seed research. The most
important of all these problems is germination. Various processes are
involved in this phenomenon such as: water absorption leading to
increase in volume, cell enlargement and cell division, increase in enzyme
activity, translocation of food, increase in respiration and finally diffe-
rentiation of tissues and organs. The exact sequence of these steps is not
clear, but with some exception imbibition of water is regarded to be fore-
most in the chain of events leading to seed germination. Keeping this in
view, in the present studies an attempt has been made to assess the water
relations of seeds of Myrtus communis var. melanocarpa and Myrtus com-
munis var.leucocarpa. Both these varieties are economically important
and widely distributed in the West Anatolian part of Turkey.

2. Material and methods

In all experiments air dried seeds—collected from Izmir and its environs
—were used. The osmotic pressure of the NaCl solutions was calculated
from the values given by SHULL (1916) at 23.5 °C and that of sugar
solutions from the data given by GARNER (1929) at 25-30 °C. To determine
the moisture content of soil in terms of its percentage field capacity, soils
from the garden were taken. These were air dried and a weighed quantity
“ placed in the petri-dishes of known weight. The soils were fully saturated
with water and allowed to dry out till they showed water content of
desired field capacity. The latter was maintained by adding water at
regular intervals. In case of germination experiments a seed was classed as
germinated if it developed a distinct radicle.
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3. Results and discussion

3.1 Temperature and moisture intake

One of the most critical factors in determining germination of seeds in
the soil is an appropriate combination of temperature and moisture
(MAYER and MAYBER, 1963). According to BRowN and WORELY (1912)
rate of absorption of water by seeds was an exponential function of the
temperature. On the other hand, SHULL (1920) reported that absorption
rate, while increasing with temperature, was an inverse exponential
function of the amount of water previously absorbed. OHGA (1926)
observed that the rate of water absorption in Nelumbo nucifera seeds was
higher at high temperatures, but the time course of the process was not
affected. PoptzoFF (1932) found that rate of moisture absorption in-
creases at higher temperatures but the total amount absorbed was less.
KAuL (1965) and KouL (1968) propounded that different temperatures
produce a profound effect on the rate as well as total quantity of moisture
intake of seeds. The results obtained during the present investigations
show that although rate of imbibition—in both the varieties of Myrtus
communis—at 30 °C and 21 °C is more rapid than at 5 °C but, the total
percentage moisture absorbed at 5 °C is only slightly less than at 30 °C
and 21 °C (fig. 1a, 1b).
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Fig . 1 —Moisture intake of seeds of(a) MYRTUS COMMUNIS VAR.
MELANOCARPA and(b)MYRTUS COMMUNIS VAR.LEUCOCARPA
at different temperatures.

3.2 Moisture intake from different osmotic solutions

Using the technique put forth by SHULL (1916), KauL (1965) and KouL
(1968) intake of water in different concentrations of NaCl (0.1-saturated)
on an hourly basis was determined. The results are given in table 1.
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Table I

Water intake of Myrtus communis seeds at 25 °C from various osmotic solutions of NaCl
: (Mean value of three observations)

Molar  Variety ,  Moisture intake in % air dry weight : oP
solution 3h 6h 9 h 12h 24h  48h (atm.)
a 1093 2077  23.63  26.81 2837  3L73° n
Water. 1171 17.87  21.89 2541  27.65  33.59 0.8
0.1 M a 8.81 17.56 22.05 24.19 28.08  31.78 3.71
) b 11.97 18.21 19.05 21.93 - 25.31 29.37 )
" a 7.78 13.63 19.13 23.01 24.17 27.39
03M 4 985 1645 18.81 1941 2394 2896 o7
7.03 11.71 15.62 17.93 21.29 27.01
1.0, a :
0.:M b 9.11 “11.88  13.27 19.05 21.75 27.41 3189
a 5.49 8.66 12.09 14.87 18.11 22.33 ,
ShH g 706 791 1096  17.66 1929 2500 122
; . a 473  6.79 . 9.43 13.03 15.70 17.19
oMy, 317 457 709 1179 1767 1703 0192
a 1.89 3.38 5.22 - 8.47 11.81 13.23
4.0 M b 1.43 2.63 2.69 9.03 11.69 11.75 12897
a: Myrtus communis var. melanocarpa " b: Myrtus communis var.leucocarpa
h: Hours OP (atm.): Osmotic pressure in

atmospheres

As is evident from table I, the seeds of Myrtus communis varieties
absorb water from all the concentrations of NaCl solutions. But, as the
concentration of the solute increases, imbibition decreases. This is largely
due to an osmotic effect, because an increased osmotic pressure of the
solvent (due to an increase in the concentration of the solute) decreases
imbibition. In fact the imbibition values at higher concentrations of the
solute are low and would not allow germination under natural conditions.

3.2 Effect of osmotic concentration of the medium on germination

KAUL (1968) while working upon Xanthium seeds found that germina-
tion was well in sugar solutions up to 15 atmospheres osmotic concentra-
tion beyond which there was a decrease in the percentage. At 94 atmo-
spheres the percentage germination was zero. The seeds of Myrtus com-
munis varieties—when soaked in different osmotic solutions of sugar at
25 °C—show that germination is good in solutions up to 27 atmospheres
osmotic concentration (fig. 2). As the strength of solutions increases there
1s a gradual decrease in the percentage germination, so much so that in
solutions with osmotic pressure of 91 atmospheres the germination is
completely inhibited. The germination of Myrtus communis seeds in
solutions up to-27 atmospheres may probably account for the occurrence
of this species along the sea coast in Western Anatolia (AHMED, 1971).
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3.3 Moisture intake and percentage germination in soils at different
moisture percentage field capacities

To assess the moisture intake and percentage germination of the seeds
of Myrtus communis varieties from soils at different percentage field
capacities the seeds were sown at a depth of 2 cm in soils at field capacities
of 15, 30, 45, 60, 75, 100 and 150 percent. The results are given in figure 3.
As is apparent from figure 3, seeds do not absorb much water from soils
up to 45 percent field capacity. At 60, 75 and 100 percent field capacities
moisture intake as well as percentage germination was quite favourable.
The inability of seeds to germinate and imbibe water at 150 percent field
capacity may be attributed to the insufficient aeration in the soil. The
need for higher content of moisture in the soil for germination explains
the proliferous growth of this species in moist and shady localities
(AHMED, 1971). We can conclude from the above findings that seeds of
both the varieties of Myrtus communis require high percentage moisture
during the period of germination.

4. Summary

The present studies throw some light on the water relations of seeds
of the Myrtus communis varieties. The results show that absorption of
water at higher temperatures is rapid than at lower temperatures, but the
total amount absorbed is only slightly less at lower temperatures. With an
increase in osmotic pressure of the solutions imbibition power of the
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seeds decreases. Seeds of both the varieties require higher moisture
content for successful germination. The need for higher moisture content
explains the better growth performance of these plants under moist and
shady conditions and also the germination of these seeds immediately
after dry hot summers. .
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3. G.Franz (Institut fiir botanische Biologie und Phytochemie der
Universitidt Freiburg/Schweiz): Uber die chemotaxonomische Bedeutung
und Physiologie des Trisaccharids Gentianose

Die Familie der Gentianaceen umfasst 70 Gattungen mit etwa 1100
Arten von Kriutern, seltener Halbstriuchern. Enziangewichse sind iiber
die ganze Erde verbreitet und vor allem in gemissigten bis subtropischen
Regionen zu finden.

Den Gentianaceen eng verwandt sind die Menyanthaceen, die ehemals
- als Unterfamilie den Gentianaceen zugeordnet wurden. Bitter schmek-
kende glykosidische Substanzen — Bitterstoffe — sind das chemotaxono-
mische Hauptmerkmal beider Familien. Diese Bitterstoffe oder Amara
bedingen die medizinische Verwendung zahlreicher Gentianaceen.-

Daneben zeichnen sich die Gentianaceen durch das Vorkommen von
Inulin und Gentianose aus, die in Wurzeln und Rhizomen einiger Enzian-
arten die Stidrke als Reservekohlenhydrat zu ersetzen scheinen.

Die Gentianose ist ein Trisaccharid [0-f-D-Glucopyranosyl (1—-6) a-D-
Glucopyranosyl-(1—2)-p-pD-Fructofuranosid], das von BRIDEL (1911) [1]
in den Wurzeln von Gentiana lutea, G.asclepiadea, G.punctata, G. cruciata
und G.purpurea in Mengen bis zu 5%, nachgewiesen wurde. Wihrend
man bislang der Auffassung war, dass dieses fiir die Gentianaceen spezi-
fische Trisaccharid in den vegetativen Speicherorganen gebildet wird,
konnte in der vorliegenden Untersuchung nachgewiesen werden, dass die
Gentianose auch in den Blittern einiger analysierter Arten aus den Gat-
tungen Gentiana und Swertia vorkommt. Die Familie der Menyanthaceae,
die in bezug auf Bitterstoffe chemotaxonomische Verwandtschaft mit den
Gentianaceen zeigt, erwies sich bei den zwei untersuchten Vertretern
Menyanthes und Nymphoides als frei von Gentianose. Allerdings konnte
auch bei der Gattung Centaurium, die zur Unterfamilie der Gentianoideae
gehort, keine Gentianose nachgewiesen werden.

Fiitterungsversuche mit 14C-markierter Glucose und Saccharose an
Waurzelteile von Gentiana lutea zeigten im folgenden, dass diese Zucker
nicht in Gentianose eingebaut wurden. Dies machte wahrscheinlich, dass
die Bildung der Gentianose nicht in den unterirdischen Organen statt-
finden konnte. Durch Photosyntheseversuche mit Enzianpflanzen in
14COq-Atmosphidre wurde nachgewiesen, dass die Bildung in den
oberirdischen Organen stattfinden muss. Schon nach relativ kurzen
Photosynthesezeiten trat in den Blittern radioaktiv markierte Gentianose
auf. Diese wurde dort allerdings nicht akkumuliert, sondern durch die
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Stengelteile in die unterirdischen Speicherorgane abtransportiert, was
durch Pulsmarkierung mit 14COz nachgewiesen werden konnte. In den
Rhizomen stieg bei fortschreitender Nachinkubierung die spezifische
Aktivitdt der Gentianose an, wobei in den teilweise griinen Rhizomen von
Gentiana kochiana eine Neubildung von Gentianose nicht ausgeschlossen
werden kann. Bei lingeren Inkubationszeiten war in den Blédttern Gentio-
biose nachzuweisen, die wahrscheinlich in vivo durch enzymatische Spal-
tung des Trisaccharids entstanden war. In den Stengelteilen konnte Gen-
tiobiose als Transportzucker nicht aufgefunden werden. Dort traten aus-
schliesslich markierte Gentianose und Saccharose und geringe Mengen
von Glucose auf.

Weitere Photosyntheseversuche mit NaH14CO; und isolierten Chloro-
plasten aus Gentiana kochiana-Bléattern nach der Methode von JENSEN und
BassHAM (1966) [2] zeigten, dass die Bildung der Gentianose lichtabhingig
in den Chloroplasten stattfand. Von dort aus erfolgt ein Transport ins
Zytoplasma und weiter an die Orte der Speicherung.

Da bei den Photosyntheseversuchen nachgewiesen werden konnte, dass
vor dem Auftreten von markierter Gentianose radioaktive Saccharose
gebildet wurde, war es naheliegend, anzunehmen, dass Gentianose durch
Ubertragung eines Glucoserestes auf Saccharose entsteht. Um diese
Hypothese zu iiberpriifen, wurde die Verteilung der Radioaktivitit in den
beiden Glucosemolekiilen und der Fructose nach kurzzeitiger Photo-
synthese in 14COgz-Atmosphére untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die
beiden Glucosemolekiile in der Gentianose verschieden starke Markierung
aufwiesen. Die schwichere Markierung wurde bei der endstindigen
Glucose I nachgewiesen. Fructose dagegen wies etwa die gleiche Aktivitit
wie Glucose II auf, was zur Bestitigung der Hypothese beitrug, dass die
Bildung der Gentianose durch Anhidngen eines Glucosemolekiils an
Saccharose erfolgt. Der Unterschied in der Markierung der beiden Glu-
cosereste glich sich auch nach ldngeren Nachinkubationszeiten nicht vol-
lig aus.

Die Ubertragung der terminalen Glucose I auf die Saccharose kann
theoretisch auf mehreren Wegen erfolgen. Glucose kann von einem Zuk-
kernukleotid mittels Glucosyltransferasen auf Saccharose iibertragen wer-
den. Diese Art der Zuckerkettenverlingerung ist die bei weitem am héu-
figsten aufgefundene. Daneben konnte jedoch von TANNER (1970) [3] bei
der Biogenese der Oligosaccharide der Raffinosereihe nachgewiesen wer-
den, dass Glykoside des Myoinosits als Glykosyldonoren dienen konnen.
So wurde die Bildung der Raffinose, Stachyose und Verbascose durch
Ubertragung von jeweils einem Galaktoserest aus Galaktinol (Myoinosit-
Galaktose) auf Saccharose bzw.die ndchst hoheren Oligosaccharide er-
reicht. Als dritte Bildungsmoglichkeit fiir Oligosaccharide kommt die
Ubertragung von Zuckerresten aus anderen Oligosacchariden durch
Transglykosidasen in Betracht. Diese Art der Ausbildung von glykosi-
dischen Bindungen wurde vor allem bei Fructosan-Oligosacchariden
nachgewiesen [4].

Um Aufschluss iiber die Bildungsmoéglichkeiten der Gentianose zu er-
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halten, wurde durch Fiitterungsversuche an Gentiana-kochiana-Blittern
versucht, einen moglichen Precursor fiir die endstidndige Glucose I zu er-
mitteln. Hierbei wurden 4C-markierte Glucose, Saccharose und Uridin-
diphosphat-Glucose durch Aufsaugen mittels der Blattstiele den Bliittern
angeboten. Danach wurde zu bestimmten Zeitintervallen die Einbaurate
der Zucker und des Zuckernukleotids in Gentianose untersucht und durch
selektive Spaltung die Verteilung der Radioaktivitit in den drei Zucker-
bausteinen der Gentianose festgestellt. Hierbei zeigte Saccharose die
hochste Einbaurate, gefolgt von Glucose und UDP-Glucose. Daneben
hatten auch hier die beiden Glucosemolekiile in der Gentianose nicht die
gleiche spezifische Aktivitidt. Hieraus kann geschlossen werden, dass we-
der die freie Glucose noch UDP-Glucose als direkte Vorlidufer fiir den
endstdndigen Glucoserest der Gentianose in Frage kommen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Trisaccharid Gentia-
nose ein fiir die Gattung Gentiana typisches Oligosaccharid ist, das bei
den untersuchten Arten sowohl in Bldttern und Stengeln als auch in unter-
irdischen Speicherorganen (Wurzeln und Rhizom) nachgewiesen werden
konnte. Die Bildung der Gentianose findet in den Blattorganen und dort
in den Chloroplasten statt. Die in den Blittern auftretende und in Wur-
zeln in seltenen Fillen nachweisbare Gentiobiose diirfte als sekundires
Spaltprodukt des Trisaccharids angesehen werden.

LITERATUR

1. BrRIDEL, M.: J.Pharm.Chim. /0: 62 (1914).

2. JENSEN, R.G., und BassHAM, J. A.: Proc.Natl. Acad.Sci.U.S. 56: 1095 (1966).
3. TANNER, W., LEHLE, L., und KANDLER, O.: Z.Physiol.Chem. 357: 1494 (1970).
4. DEDONDER, R.: Bull.Soc.Chim.Biol. 34: 171 (1952).

4. A.Scumip et H.MEER (Institut de Biologie végétale et de Bio-
chimie, Université, Fribourg): L’influence de I’acide abscissique sur la
rhizogenése de boutures de Populus alba L.

On sait que les représentants de la famille des salicacées, a de rares
exceptions pres, se prétent facilement a la multiplication végétative. Non
seulement le bouturage réussit au moyen de fragments de tiges herbacées,
mais encore par des boutures complétement lignifiées. Des segments de
pousses annuelles de Populus alba, récoltés en mars, prennent encore ra-
cine a 509,. Si on les a traités au préalable par I’acide indolyle-butyrique
(AIB), dans la concentration de 100 mg/l durant 24 h, toutes les boutures
forment des racines.

GEMPERLE [1] a pu démontrer que les boutures de Populus alba dé-
munies de bourgeons perdaient, pour une bonne part, la capacité de
former des racines adventives. Il pouvait donc conclure a la présence, dans
les bourgeons, d’une hormone propice a la rhizogenése. En considération
des résultats obtenus, on peut soupgonner que cette substance promotrice,
localisée dans les feuilles, est de nature auxinique; cela n’est pourtant
nullement prouvé.
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Dans le travail qui fait 'objet du présent rapport, nous avons voulu
étudier l'influence de P’'acide abscissique (ABA) sur les boutures de
Populus alba avec ou sans bourgeons. En méme temps nous voulions
mettre ’ABA en interaction avec I’acide gibberellique (GIB) et la kinétine
(KIN). Les recherches nombreuses, effectuées ces derniéres années, sur
I’ABA ont révélé que le role physmloglque de cette substance ne se limite
pas a Pabscission des feuilles, & la sénescence, a la dormance et aux cor-
rélations de croissance. Déja en 1968, BASU et coll. [2] ont identifié ’ABA
comme stimulateur endogéne principal de la rhizogenése chez Mangifera
indica L. Aussi CHIN et coll. [3] ont pu montrer que PABA stimule la
rhizogenése de Phaseolus aureus Roxb. (mung bean) ainsi que de Hedera
helix L. Indépendamment de ces travaux, nous avons été amenés a appli-
quer ’ABA aux boutures de Populus alba.

Pour ces expériences nous avons utilisé les pousses annuelles de la der-
niére saison, coupées-en hiver. Les parties moyennes de ces pousses ont
été deébitées en segments de 16 cm env.et utilisées comme boutures en
milieu aqueux. Aprés un trempage par la base dans une solution d’AIB
de 50 mg/l, TABA et les autres hormones synthétiques furent appliqués
“en différentes concentrations. Un nombre égal de boutures intactes et de
boutures démunies de bourgeons furent employées pour chaque série.

L’application d’ABA a fortement stimulé la rhizogenése sur les bou-
tures portant leurs bourgeons, avec un effet optimal dans la concentration
de 1 mg/l. 1l est intéressant de constater que I’effet stimulateur de rhizo-
genése n’a pratiquement pas lieu dans les boutures démunies de bourgeons.

Dans la suite, nous avons appliqué ’ABA simultanément avec la GIB.
Il apparait nettement que la GIB neutralise complétement I'influence
favorable que 'ABA est en mesure d’exercer sur les boutures portant des
bourgeons. Si ’ABA est appliqué simultanément avec la KIN, I'influence
de ’ABA se trouve pareillement mise en échec.

Ces expériences démontrent un antagonisme entre ABA et GIB d’une
part, entre ABA et KIN d’autre part. Ceci correspond aux constatations
faites dans d’autres secteurs de la physiologie végétale. Par une expérience
complémentaire nous avons pu démontrer encore ceci: sila GIB et la KIN
ensemble sont mises en interaction avec ’ABA, la GIB et la KIN semblent
se neutraliser mutuellement. L’ABA, alors, reprend son influence sur les
boutures pourvues de bourgeons, comme stimulateur de rhlzogenese

Les constatations principales, faites au courant de ces expériences, nous
semblent étre les suivantes: .

1o I”ABA est un promoteur de la rhizogenése chez Populus alba.

20 Pour pouvoir stimuler la rhizogenése, ’ABA a besoin d’un syner-

giste qui provient des bourgeons.
3° La GIB et la KIN inhibent I’action rhizogénétique de ’ABA.
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- 5. B.CireLI (Department of Botany, Ege University, Izmir, Turkey):
Observations of amino acid changes in young roots after inhibition of
elongation by some agents '

1. Introduction

Investigations carried out under conditions which stimulate and inhibit
root elongation started a considerable time ago. The fact that the speed
of differentiation increases under conditions inhibiting the elongation of
young roots emphasized the importance of work in this field. Various
agents were tried in order to obtain inhibition of elongation in young
roots. Various investigators decapitated the roots, or treated them with
certain concentrations of inhibiting substances such as colchicine, cou-
marin, illuminating gas and subsequent to these treatments studied the
root growth with the employment of different methods.

The first investigation related to the effect of decapitation on the young
roots was carried out by WIESNER at 1884. Later, CHOLODNY (1926) and
BUNNING (1928) put forward new ideas in this field. More recently
Younis (1954) on Vicia faba, BARA (1957) on Vicia faba and Lens culinaris,
and VARDAR and TOzUN (1958) on Vicia faba and Lens culinaris, studied
the various aspects of decapitation. They observed that decapitation
caused the inhibition of elongation, but stimulated the thickening of
young roots. Likewise, it has been reported that colchicine, coumarin,
and illuminating gas treatments brought about the same sort of modifi-
cations in the roots. ‘

Aupus (1948), GoopwiN and TAvVEs (1950), SAN ANTONIO (1952),
ToRREY (1953), and BURSTROM (1956) studied the effects of coumarin on
the root growth of Pisum sativum and Lepidium sativum, Avena, Melilotus
alba, Pisum sativum, and Triticum seedlings, respectively.

The various aspects of effects of colchicine on young root, which is also
an inhibitor of root elongation, has been investigated by some workers.
GARRIGUES (1940), LeviN and LeIN (1941), DavipsoN (1965, 1969)
emphasized the effects of colchicine on the root growth of Vicia faba,
Allium cepa, and Vicia faba, respectively. NORTHEN (1950) studied the
modifications in structural viscosity of protoplasm after colchicine
treatment; and SEDAR and WILsON (1951) investigated the mitotic
appearances in the root tip cells of colchicine-treated and untreated
Allium cepa roots with the employment of electron microscope.

Illuminating gas is also an inhibitor of elongation of young roots, like
colchicine and coumarin. Back at 1911 NerLjuow found that the
elongation of the different organs of the plants kept in laboratory
atmosphere decreased, while their thickening was found to have in-
creased. Later, CROCKER, HiTCHCOCK and ZIMMERMAN (1935), BORG-
STROM (1939), VARDAR (1957), VARDAR and BARA (1959) investigated the
effects of illuminating gas on the various organs of plants.

WRisHER (1960) studied the effects of carbon dioxide and nitrogen
gases on the root tips of Elodea canadensis and Sinapis alba, and DOLZ-
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MAN and ULLRICH (1966) investigated the effects of nitrogen dioxide on
the Phaseolus vulgaris leaves in regard to ultrastructure.

CireLi (1965), CireLi and VARDAR (1969) treated the young Lens
culinaris and Vicia faba roots with these four above-mentioned agents.
They observed, along with the stimulation of thickening of roots,
typical increases in volumes of epidermal and cortical cells and their
nuclei.

CireLi (1970) investigated the ultrastructural differentiation in the
cortical cells of the roots treated in the above-mentioned manner and
made comparisons with the normal root cortical cells. The organelles of
the cells belonging to the treated roots appeared to be of very different
types in comparison with the untreated cells.

The aim of the present work has been to obtain some evidence on the
problem of the possible modifications in the amino acid contents of roots
of which the elongation has been inhibited and thickening has been
stimulated by various inhibiting substances.

2. Material and method

Experimental objects used were young Lens culinaris and Vicia faba
roots.

In order to obtain homogenous material to serve our purpose, Lens
culinaris was treated according to VARDAR and T6zUN (1958), and Vicia
faba was treated according to Younis (1954).

Lens culinaris seedlings with 9 mm long roots and Vicia faba seedlings
with 12 mm long roots were selected and divided into five groups. The
plants in the first group remained untreated. The roots of those in the
second group were decapitated, that is, 1 mm from the tip of Lens culinaris
roots and 2 mm from the tip of Vicia faba roots were discarded.

The 1 mm portion of the root tips of Lens culinaris and 2 mm portion
of Vicia faba root tips in the third group were treated for 3 h with 1/40000
conc. of colchicine according to the method of GEISSLER (1950). In the
fourth group the same portions of the root tips of Vicia faba and Lens
culinaris seedlings were treated with coumarin according to BURSTROM
(1956). The roots in the fifth group were likewise treated with 0.02%, conc.
of illuminating gas in a gasometer.

Treated and untreated roots were kept in a moist chamber made of
glass during the experiments. v

At the end of the experiments, the undecapitated, colchicine, coumarin,
and illuminating gas-treated Lens culinaris and Vicia faba roots were
decapitated 1 mm and 2 mm from the root tip, respectively, so that the
regions to be investigated of all the above-mentioned roots were at the
same level as those of the decapitated ones. After this decapitation pro-
cess 5 mm tip portions of roots were taken and dried in an incubator at
60 °C for 3 h. After this, material was powdered, and hydrolized in
accordance with the method of LINSER, RIEHLE and NEUMANN (1966). The
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amino acid contents of the hydrolisates were measured with special
resined 120 B Beckman amino acid analyser in accordance with MOORE
and STEIN (1964). The total nitrogen contents of dry matter of which the
amino acid contents were determined with amino acid analyser were
measured with KJELDAHL method.

3. Results and discussion

Table I shows the total N contents of experimental material. Here a
decrease in the total N contents of decapitated Lens culinaris roots

TABLE_I_ The effect of decapitation colchicine,coumarin and illuminating
gas-treatments on the Nconcents (after Kjeldahl) of Lens
culinaris and Vicia faba roots (Mgr N/g dry matter)

Lens culinaris Vicia faba

TOTAL (1) (2) |Resutt [ (1) (2) |Result

ﬂUndec apitated | 590 615 602 64,3 576 609

IDecapitated 56,9 595 582 602 | 598 | 600

IColchicine 81 519 500 581 60,1 59.1

”

Coumarin 501 54,7 524 572 533 | 552

4 /

lllurg?sating 584 589 586 575 604 58.9

compared to those of undecapitated roots can be seen. This decrease is
more marked with colchicine, coumarin, and illuminating gas-treated
roots. In Vicia faba roots, this decrease in the total N contents of treated
plants has been found to be less than that in Lens culinaris roots.

Table II shows the comparative amino acid contents of the roots which
were treated in different ways, and of the untreated ones.

After the above-mentioned treatments, although the total amino acid
contents of treated roots were found to be less than those of undecapitated
roots, an increase was observed in the amounts of some individual
amino acids. This increase was more obvious with lycine and asparagin
acid, and less marked with histidine and thereonine. On the other hand,
a decrease was observed in arginine, glutamin acid, alanine, and phenyl-
alanine contents.

As is depicted by the results, there are differences in total N and amino
acid amounts between treated and untreated roots. Hence there must be a
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TABLO IL_The amino acid contents bf undecapited , decapitated, colchicin, coumarin, and
‘ itluminating gas-treated Lens culinaris and Vicia faba roots (N content of

each amino acid in total % N content)

Lens culinaris ' ‘ Vicia faba

Amino acid |UNDECAPi |pEcAPi | COLCH. fcoumarin | IIL.gas [uNpECAPn [[DECAP | colch. jcoumariN (TLL. gas
| Lysine % |ss  |we  [w2  ue a7 [e® 39 |99 98
Histidine [93 93 |ee 90 90 sz [ss 56 61 55
Arginine 108 83 96 83 89 140 128 96 106 105
AsparagnA [13s  [19  [m3  [ws  [me a2 57 %2 |as 133
Threonine | 36 47 a1 |39 45 42 @ 49 49 49
Serine TR A 0 3 48 45 40 50 40
GlutamicA | 95 81 92 |8 19 12 101 89 g1 m
Proline 36 34 4 59 |42 34 v 30 50 1A
Glycine 43 59 57 51 50 57 §2 . |60 61 60
Alanine 64 59 98 45 %9 16 70 69 69 (3]
Cystine 07 05 g6 08 10 il 09 iy 08 17
Valine - | 53 43 56 57 59 g 53 49 55 A
Methionin a5 | @5 06 08 10 08 Q9 |07 08 08
{soleucine | 42 42 (40 37 4 38 kT 33 | 39
Leucine 59 53 53 46 49 53 55 49 57 3
Tyrosine 07 g6 06 |43 a7 22 1% 26 23 9
Phenylalanine | 1 B 15 8 |18 % Y 2 19 1%

difference between the protein synthesis mechanisms of these roots.
Because, according to LEVINE and LEIN (1941), colchicine has catalytic
effects on the metabolic activities of the cells and causes modifications in
the structure of protoplasm along with its inhibitive effects on the
elongation of the roots. NORTHEN (1950), observing a decrease in the
structural viscosity of the protoplasm after treatment with colchicine,
likewise proposed that some protein dissociations caused the disruption
of the order in metaphase.
AuDUS (1948), who worked with Lepidium and Pisum roots, reported
that coumarin, along with its inhibiting effect on root elongation,
probably caused the accumulation of some metabolites—e. g. some amino
acids. According to this investigator, this accumulation reaches to a
~ toxic level. Also DEXHEIMER (1966) reported that, with the effect of chlor-
amphenicol, the peptid bond structure was inhibited hence leading to
~cessation of protein synthesis and to accumulation of amino acids in
cytoplasm. According to above-mentioned two authors, this accumula-
tion was seen to reach to a toxic level, depending on the time. In our
opinion, those four amino acid types—lycine, asparagine, histidine,
thereonine—of which a decrease was observed in our work are the pre-
cursors of the amino acids of which the accumulation leads to a toxic level.
This our view has been strenghtened by our previous ultrastructural
observations (CIReLI, 1970, unplublished). In the root cells subjected to
above-mentioned four treatments, we observed the degenerated wall,
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endoplasmic reticulum, golgi, mitocondrium, and nucleus types which
were different from those of untreated cells. It is already known that
amino acids, by virtue of the activities of nucleus, nucleolus and endo-
plasmic reticulum, play an important role in the protein synthesis within
the cell.

In the view of these results, there seems to be a partial relationship
between a disturbance in the balance of amino acids in the cell and cell
expansion.

4. Summary

1. The present work has been carried out in order to investigate the
modifications in the amino acid contents of young roots subjected to
treatments—decapitation, colchicine, coumarin, illuminating gas—which
inhibit their elongation.

2. Amino acid contents of the hydrolisates prepared from the test
material have been determined with 120 B Beckman amino acid analyser.

3. In the experiments, young roots of 16-hour-old Lens culinaris and
30-hour-old Vicia faba seedlings have been used as the test objects.

4. At the end of the investigations, total nitrogen and amino acid
contents of the treated roots have decreased, whereas some individual
amino acids have been found to have markedly increased, in comparison
with the control roots.

5. A possible and partial role of a disturbance in the amino acid content
of the cell on the cell expansion has been suggested.
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6. J.C.FREDERIKS (Ziirich): Uber L(+)-Fusarinolsiure, ein neues Stoff-
wechselprodukt von Fusarien

Die Fusarien bilden mit ihren 65 Grundarten, 55 Varietidten und 22 For-
men eine sehr umfangreiche Pilzgattung. In drei von den 16 Gruppen
von Fusarien der systematischen Einteilung von WOLLENWEBER und
REINKING (1935) werden fusarinsdurebildende Fusarien angetroffen.
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In der Gruppe Elegans kommen verschiedene Krankheitserreger vor,
die in die Leitungsgefidsse der Wirtspflanze — z. B. Tomate, Baumwolle,
Erbse - eindringen und eine Welke auslésen. Die Gruppe Discolor beher-
bergt das Fusarium heterosporum Nees, ein als unbedeutender Saprophyt
und unspezifischer Parasit weltweit verbreiteter Pilz, aus dessen kiinstli-
cher Kultur die erste Fusarinsidure isoliert wurde (YABUTA, KAMBE und
HAvaAsHI, 1934). In der Gruppe Liseola ist die Gibberella Fujikuroi (Saw.)
Woll. anzutreffen, aus deren kiinstlicher Kultur neben Fusarinsdure auch
Dehydrofusarinsdure isoliert wurde (SToLL, 1954 ; STOLL und RENZ, 1957).
Auch aus Fusarium lycopersici Sacc., dem Erreger der Tomatenwelke,
wurde neben Fusarinsdure Dehydrofusarinsdure isoliert (STOLL, RENZ
und GAUMANN, 1956). Erwdhnenswert ist noch die Gruppe Martiella,
weil die Stengel- und Wurzelfdule erregenden Fusarien dieser Gruppe
nachgewiesenerweise keine Fusarinsdure synthetisieren (NISHIMURA,
1957, 1958; KerN und NAEr-ROTH, 1965), sondern rot und orange ge-
farbte Toxine mit Naphtazarinstruktur.

1960 beschrieb BRAUN ein als Substanz H bezeichnetes Umwandlungs-
produkt der Fusarinsiure, das durch abgetrenntes und gewaschenes
Myzel (sog. «resting cells ») von Fusarium lycopersici in steriler, physio-
logischer Kochsalzlésung gebildet wurde. Die verabreichte Fusarinsdure
war radioaktiv markiert, und die Umwandlungsprodukte konnte er mit
Hilfe der Autoradiographie nachweisen. Die gleichen Umwandlungspro-
dukte (Substanz H = Hauptumwandlungsprodukt) erhielt er, wenn er
Myzel von Gibberella Fujikuroi oder andere Fusarien verwendete. Auch
Nicht-Fusarienarten aus den Pilzgattungen Leucostoma, Penicillium und
Asperdillus sowie eine Hefe (Saccharomyces cerevisiae) zeigten die Um-
wandlung.

Im Verlaufe der Versuche mit Gibberella Fujikuroi, die am Institut fiir
spezielle Botanik der ETH zur Gewinnung von Fusarinsdure und De-
hydrofusarinsdure durchgefiihrt wurden, konnte ich feststellen, dass
dieses Umwandlungsprodukt, das auf Grund der Ergebnisse von BRAUN
(1960) ein Stoffwechselprodukt von Gibberella Fujikuroi sein musste, in
erheblichen Mengen im Kulturfiltrat anzutreffen war. Der Nachweis ge-
lang in iiberzeugender Weise, indem das Kulturfiltrat direkt, also ohne
Reinigung von den noch verbleibenden Nihrsalzen mit Rf-Werten nied-
riger als 0,3, papierchromatographisch untersucht wurde. Als Lauf-
mittel diente sekunddres Butanol-Ameisensdure-Wasser (75:15:10). Das
Sichtbarmachen der Stoffwechselprodukte (Substanz H: Rf-Wert 0,50;
Fusarinsdure: Rf-Wert 0,79; Dechydrofusarinsdure: Rf-Wert 0,77 und
noch einige andere Substanzen) geschah durch Besprithen mit 0,1-n-
Silbernitrat. Wenn man das Chromatogramm nur kurz dem Tageslicht
aussetzt und fiir die iibrige Zeit im Dunkeln aufbewahrt, erscheinen die
organischen Stoffwechselprodukte als rehbraune Flecke. Substanzen an-
organischen Ursprungs weisen andere Farbnuancen auf. Erfahrungs-
gemiss kann man mit Silbernitrat praktisch alle Substanzen sichtbar
machen. Das fiir identisch mit Substanz H gehaltene Stoffwechselprodukt
konnte, nachdem es weitgehend gereinigt war, am Institut fiir organische
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Chemie der ETH Ziirich isoliert und als L+ )-Fusarinolsdure identifiziert
werden (GRAF, 1965 ; STEINER, GRAF und HARDEGGER, im Druck)

Uber die Substanz H berlchtete BRrRAUN (1960) als von einer Substanz,
die nur durch eine hydrophile Gruppe von Fusarinsiure abweichen
musste. Diese Angabe und der Umstand, dass zwischen Fusarinsiure
und Substanz H ein einfacher Zusammenhang bestehen musste, hat stark
dazu beigetragen, dass die chemische Struktur des Umwandlungsproduk-
tes mit Hilfe der NMR-Spektra relativ schnell gefunden wurde. Die
absolute Konfiguration, die nicht aus dem NMR-Spektrum hervorgeht,
wurde durch eine stereochemische Beweisfithrung aufgeklirt.

Es muss angenommen werden, dass L(+ )-Fusarinolsiure von simtli-
chen Pilzen, die Fusarinsiure produzieren, gebildet wird. Auch werden
Fusarlnsaure Dehydrofusarinsdure und L(+ (-Fusarinolsiure als Stoffe
mit sehr kleinen chemischen Strukturunterschieden enzymatisch eng
zusammenhidngen. Thr Vorkommen scheint jedoch nicht auf welke-
erregende Pilze beschrinkt zu sein, wie ihre Isolierung aus Gibberella
Fujikuroi (einem Pilz, der durch die Abscheidung von gibberellinartigen
Substanzen der Reispflanze ein abnormales Lingenwachstum verschafft)
beweist. Weil mit der Isolierung und Identifizierung des Stoffwechselpro-
duktes L(+)-Fusarinolsdure die Identitit mit dem Umwandlungsprodukt
Substanz H wohl wahrscheinlich, jedoch noch nicht bewiesen ist, wird
erst die Isolierung der Substanz H Auskunft iiber diese Identitit geben
Uber die Ergebnisse dieser Versuche, die eine Wiederholung der Um-
wandlungsversuche von BRAUN voraussetzen, wird an anderer Stelle be-
richtet werden. Vorerst wurde festgestellt, dass kiinstlich hergestellte,
razemische Fusarinolsdure sich papierchromatographisch vollstindig mit
dem Umwandlungsprodukt zur Deckung bringen liess. :
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