
INFORMATION TO USERS

This dissertation was produced from a microfilm copy of the  original document. 
While the  most advanced technological means to photograph and reproduce this 
document have been used, the  quality is heavily dependent upon the quality of 
the original submitted.

The following explanation of techniques is provided to  help you understand 
markings or patterns which may appear on this reproduction.

1. The sign or " ta rget"  for pages apparently lacking from the  document 
photographed is "Missing Page{s)". If it was possible to obtain the 
missing page(s) or section, they are spliced into the film along with 
adjacent pages. This may have necessitated cutting thru an image and 
duplicating adjacent pages to  insure you complete continuity.

2. When an image on the film is obliterated with a large round black 
mark, it is an indication th a t  the  photographer suspected that  the  
copy may have moved during exposure and thus cause a blurred 
image. You will find a good image of the  page in the  adjacent frame.

3. When a map, drawing or chart, etc., was part of the  material being 
p h o to g rap h ed  the  photographer followed a definite method in 
"sectioning" the  material. It is customary to  begin photoing at the  
upper left hand corner of a large sheet and to  continue photoing from 
left to right in equal sections with a small overlap. If necessary, 
sectioning is continued again — beginning below the first row and 
continuing on until complete.

4. The majority of users indicate tha t  the  textual con ten t is of greatest 
value, however, a somewhat higher quality reproduction could be 
made from "photographs" if essential to  the  understanding of the  
dissertation. Silver prints of "photographs"  may be ordered at 
additional charge by writing th e  Order Department, giving the catalog 
number, title, author and specific pages you wish reproduced.

University Microfilms
300 North ZeBb Road
Ann Arbor, Michigan 49106

A Xerox Education  Com pany



73-2841
HENRY, E gb ert W in ston , 1 9 3 1 -

A PHYSIOLOGICAL AND FINE STRUCTURAL STUDY OF 
PEROXIDASES WITHIN CORTICAL CELLS OF THE 
ABSCISSION LAYER OF NICOTIANA TABACUM 

| FLOWER PEDICELS.

, The C ity  U n iv e r s ity  o f  New Y ork, P h . D . ,  1972
Botany

; University Microfilms, A XEROX C o m p a n y , Ann Arbor, Michigan



A PHYSIOLOGICAL AND FINE STRUCTURAL STUDY OF PEROXIDASES 

WITHIN CORTICAL CELLS OF THE ABSCISSION LAYER OF 

NICOTIANA TABACUM FLOWER PEDICELS

b y

EGBERT WINSTON HENRY

A d i s s e r t a t i o n  s u b m i t t e d  t o  t h e  G ra d u a te  

F a c u l t y  i n  B io lo g y  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  

t h e  r e q u i r e m e n ts  f o r  t h e  d e g r e e  o f  D o c to r  o f  

P h i lo s o p h y ,  The C i t y  U n i v e r s i t y  o f  New Y o rk ,

1972



This manuscript has been read and accepted for the Executive 
Committee in Biology in satisfaction of the dissertation 
requirement for the degree of Doctor of Philosophy.

March 27, 1972 
Date

May *f, 1972 
Date

f -
Chairman of Examinffig Committee 
Prof. Jensen^ Lehman College

^  Execut I ve o /f  i ce'r 
Prof. L.G. Moriber

3rof. J. Valdovinos

ProT. J. Goiubow

Lehman College
Inst itut ion 

Lehman College
Inst itution

Inst i tut ion

.. _ _ Brooklyn College_____
l̂ rof./tj/. Wheeler Institution

Boyce Thompson Institute

Prof .  E. Witkus

Inst!tut ion

Fordham University____
Institution

The City University of New York



PLEASE NOTE:

Some pages may have 

indistinct print.

Filmed as received.

University Microfilms, A Xerox Education Company



Abstract

A PHYSIOLOGICAL AND FINE STRUCTURAL STUDY OF PEROXIDASES 

WITHIN CORTICAL CELLS OF THE ABSCISSION LAYER 

OF NICOTIANA TABACUM L*. FLOWER PEDICELS

b y

E g b e r t  W in s to n  H e n ry ‘

A d v iso r*  P r o f e s s o r  Thomas E . J e n s e n

A s tu d y  o f  c o r t i c a l  c e l l s  o f  t h e  a b s c i s s i o n  l a y e r  o f  

to b a c c o  f lo w e r  p e d i c e l s  w as c o n d u c te d  i n  a n  a t t e m p t  t o  

c h a r a c t e r i z e  p e r o x i d a s e  enzym es a t  t h e  s u b c e l l u l a r  l e v e l .

The d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  t e c h n iq u e ,  a d a p te d  t o  t h e  

e l e c t r o n  m ic ro s c o p e  p r o c e d u r e ,  w as u s e d  f o r  l o c a l i z i n g  t h e  

s i t e s  o f  p e r o x i d a s e  a n d  c a t a l a s e  r e a c t i v e  s i t e s  w i t h i n  

c o r t i c a l  t i s s u e ,  C y to c h e m ic a l  s t a i n i n g  o f  a b s c i s s i o n  zo n e  

c o r t i c a l  t i s s u e ,  u s i n g  d ia m in o b e n z id in e ,  r e v e a l e d  t h a t  

c o n t r o l  t i s s u e  h a s  some p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  s i t e s  i n  t h e  

c e l l  w a l l s ,  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s ,  m ic r o b o d ie s ,  a n d  w i t h i n  

t h e  s i n g l e  m em brane-bound  g r a n u l a r  co m p o n en t o f  t h e  c h l o r -  

o p l a s t .  P e r o x id a s e  s t a i n i n g  w i t h i n  t h e  c o r t i c a l  t i s s u e  w as 

a lm o s t  c o m p le te ly  i n h i b i t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 02M 

p o ta s s iu m  c y a n id e ,  a n d  m ic ro b o d y  c a t a l a s e  s t a i n i n g  w as 

i n h i b i t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s p e c i f i c  c a t a l a s e  i n h i b i t o r

3 - a m i n o - l , 2 ,* J ~ t r i a z o l e .  E t h y l e n e - t r e a t e d  a b s c i s s i o n  zo n e  

c o r t i c a l  t i s s u e  show ed a  p r o l i f e r a t i o n  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic

i v



r e t i c u l u m  w i th  p r e o x i d a s e  r e a c t i v e  s i t e s .  T h e re  w as a l s o  

i n c r e a s e d  d e n s i t y  o f  p e r o x id a s e  s t a i n i n g  i n  t h e  G o lg i  

c i s t e r n a e ,  G o lg i  v e s i c l e s ,  p la s m o d e sm a ta , c e l l  w a l l s ,  

m id d le  l a m e l l a ,  a n d  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s ,  i n  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e .  M ito c h o n d r ia  d id  n o t  show  p e r o x id a s e  

s t a i n i n g  s i t e s  w hen t h e  t i s s u e  w as in c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z i d in e  a t  a  pH o f  9 . 0 ;  h o w e v e r , t i s s u e  i n c u b a te d  i n  

d ia m in o b e n z id in e  a t  pH 6 .0  show ed a  p o s i t i v e  s t a i n i n g  f o r  

c y to c h ro m e  o x id a s e  i n  t h e  i n n e r  c r i s t a e  m i t o c h o n d r i a l  mem­

b r a n e s .  Tim e c o u r s e  s t u d i e s  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  

a b s c i s s i o n  zo n e  c o r t i c a l  t i s s u e  r e v e a l e d  t h a t  t h e  a b s c i s s i o n  

zo n e  t i s s u e  h a d  a  p e a k  o f  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  upon  b e in g  

e x p o s e d  t o  e t h y l e n e  f o r  f o u r  h o u r s ,  w i th  t h e  a c t i v i t y  

d e c r e a s i n g  b e tw e e n  f o u r  an d  f i v e  h o u r s .  P ro x im a l  a n d  d i s t a l  

t i s s u e  im m e d ia te ly  a d j a c e n t  t o  t h e  a b s c i s s i o n  zone  h a d  lo w e r  

l e v e l s  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  f o r  t h e  e n t i r e  t im e  c o u r s e  

p e r i o d  o f  f i v e  h o u r s  o f  e th y l e n e  t r e a t m e n t .  P e r o x id a s e  

a c t i v i t y  w as d e te r m in e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  u s i n g  g u a ia c o l  

a s  t h e  s u b s t r a t e .  B r e a k - s t r e n g t h  d e t e r m i n a t i o n s  o f  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  c o r t i c a l  t i s s u e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  w as a  d e c r e a s e  

i n  b r e a k - s t r e n g t h  o b s e r v a b le  a f t e r  t h r e e  h o u r s  o f  a p p l i e d  

e x o g e n e o u s  e t h y l e n e ,  w i t h  a n  a lm o s t  e x p o n e n t i a l  d e c r e a s e  i n  

b r e a k - s t r e n g t h  o c c u r i n g  b e tw e e n  t h r e e  h o u r s  a n d  f i v e  h o u r s ,  

o v e r  t h e  f u l l  t im e  c o u r s e  p e r i o d .  The b e g in n in g  o f  t h e  

d e c r e a s e  i n  b r e a k - s t r e n g t h  c o in c id e d  w i th  t h e  b e g in n in g  o f  

t h e  r i s e  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  ( t h r e e  h o u r s )  i n  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  c o r t i c a l  t i s s u e .  A c ry la m id e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f



c o r t i c a l  a b s c i s s i o n  zone c o n t r o l  an d  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e ,  

e x p o se d  to  t h e  g a s  f o r  tw o , t h r e e ,  f o u r ,  a n d  f i v e  h o u r s  

r e s p e c t i v e l y ,  r e v e a l e d  two b a n d s  t h a t  s t a i n  p o s i t i v e l y  f o r  

p e r o x i d a s e  u s i n g  o - d i a n i s i d i n e  a s  t h e  o x i d i z a b l e  s u b s t r a t e .  

T h e re  w as n o t  a n  o b s e r v a b le  d i f f e r e n c e  i n  t h e  b a n d in g  p a t t e r n s  

o f  t h e  c o n t r o l  a n d  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  o v e r  t h e  f i v e  h o u r  

t im e  c o u r s e  p e r i o d  o f  e th y l e n e  t r e a t m e n t .  E th y le n e  may 

a f f e c t  p e r o x id a s e  l e v e l s  w i t h i n  t h e  t i s s u e  b y  i t s  e f f e c t  on  

l i g n i n  b i o s y n t h e s i s ,  l i g n i n  d e g r a d a t i o n ,  a u x in  d e s t r u c t i o n ,  

a u x in  c o n ju g a t i o n ,  an d  p o s s i b l y  b y  a f f e c t i n g  t h e  am oun t o f  

p e r o x i d a s e  iso z y m e  p r o t e i n  m ade i n  e t h y l e n e - t r e a t e d  to b a c c o  

f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e .
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INTRODUCTION

P e r o x id a s e s  a r e  a  c l a s s  o f  enzym es t h a t  a r e  p r e s e n t  

i n  m o st p l a n t  c e l l s .  P e r o x id a s e s  may e x i s t  e i t h e r  i n  a  

s o l u b l e  fo rm  o r  b o u n d  t o  c e l l  w a l l s  o r  m em branes ( J e n s e n  

e t  a l , ,  I 9 6 0 ;  L i p e t z  an d  G a r ro f 1 9 6 5 ) .  C a t a l a s e  h a s  b e e n  

c h a r a c t e r i z e d  i n  te r m s  o f  i t s  r o l e  i n  c a t a l y z i n g  t h e  

d e g r a d a t i o n  o f  h y d ro g e n  p e r o x id e  i n t o  w a te r  an d  oxygens 

m o re o v e r , t h i s  enzym e c o m p r is e s  t h e  m a jo r  enzym e co m p o n en t 

o f  p l a n t  c e l l  m ic r o b o d ie s  ( T o l b e r t  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  A n o th e r  

p e r o x id a s e  enzym e, i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x i d a s e ,  m e d ia te s  t h e  

d e s t r u c t i o n  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  ( P i l e t  a n d  G a ls to n ,  1 9 5 7 )•  

P e r o x id a s e s  a r e  b e l i e v e d  to  p a r t i c i p a t e  i n  t h y l a k o i d  

f o r m a t io n  w i t h i n  c h l o r o p l a s t s  ( P e l l e g r i n i  a n d  G e ro la ,  1 9 6 9 ) 

an d  in  t h e  p r o c e s s  o f  s e n e s c e n c e  (L e e , 1 9 H »  G ahagan e t  a l . ,  

1968s A d d i c o t t ,  1 9 6 9 )*

I n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  a p p e a r s  t o  c o n s i s t  o f  a  

th e r m o s t a b l e  f r a c t i o n ,  p o s s i b l y  a  p h e n o l i c  p e r o x id a s e  

s u b s t r a t e ,  an d  a  p e r o x i d a s e ,  a s  a  t h e r m o l a b i l e  f r a c t i o n  

(K e n te n , 1 9 5 5 ) .  I n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  may b e  u b iq u -  

t o u s  i n  p l a n t  t i s s u e ,  a s  i s  i n d o l e a c e t i c  a c i d  ( G a ls to n  a n d  

H illm a n , 1 9 6 1 ) ,  S in c e  i n d o l e a c e t i c  a c i d  r e t a r d s  s e n e s c e n c e  

i n  a t t a c h e d  an d  d e ta c h e d  l e a v e s ,  a u x in  d e s t r u c t i o n ,  m e d i­

a t e d  b y  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x i d a s e ,  may o c c u r  i n  a b s c i s s i o n

5
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( A d d i c o t t ,  1 9 6 9 t S c h w e r tn e r  a n d  M organ, 1 9 6 6 ) .

The d e p o s i t i o n  o f  l i g n i n  an d  s u b e r i n  i n  p l a n t  c e l l  

w a l l s  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  (V an F l e e t ,  

1 9 ^ 2 ) ,  A b s c i s s io n  in v o lv e s  a  s e r i e s  o f  d e g r a d a t i v e  

p r o c e s s e s  t h a t  i n c l u d e  t h e  h y d r o l y s i s  o f  p e c t i n  an d  

c e l l u l o s e ,  m o re o v e r ,  e n e r g y - r e q u i r i n g  r e a c t i o n s  may p a r ­

t i c i p a t e  i n  t h e  f o r m a t io n  o f  r i b o n u c l e i c  a c i d  an d  p r o t e i n ,  

t h i s  a l l o w i n g  f o r  t h e  de novo  s y n t h e s i s  o f  new h y d r o l y t i c  

enzym es ( A d d i c o t t ,  1 9 6 9 ) .

P r e v io u s  s t u d i e s  o f  m ic r o b o d ie s  i n  N i c o t i a n a  ta b a c u m  

L . (T h o rn to n  a n d  T h im ann , 1 9 6 ^ )  h a v e  p r o p o s e d  a  h y d r o l y t i c  

r o l e  f o r  t h e  e n z y m e - c o n ta in in g  m ic r o b o d ie s  t h a t  p a r t i c i p a t e  

i n  t h e  c h a n g e s  o c c u r r i n g  i n  t h e  c e l l  w a l l  d u r i n g  a b s c i s s i o n .  

F u r t h e r  s t u d i e s  o n  c o r t i c a l  t i s s u e  o f  N i c o t i a n a  tab acu m  L . 

r e v e a l e d  t h a t  r o u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  i s  i n c r e a s e d  i n  

n a t u r a l  a b s c i s s i o n  ( J e n s e n  a n d  V a ld o v in o s ,  1968} a n d  i n  

e t h y l e n e - t r e a t e d  f l o w e r  p e d i c e l s  ( V a ld o v in o s ,  J e n s e n ,  a n d  

S ic k o ,  1 9 7 1 ) .  E l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  o f  p e r o x i d a s e  

b a n d in g  p a t t e r n s  ( c u l t u r e d  to b a c c o  c e l l s ,  W R-132) a r e  

i n f l u e n c e d  b y  c h a n g e s  i n  t e m p e r a t u r e  (De J o n g  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  

The e x t r a c t s  fro m  c u l t u r e d  to b a c c o  c e l l s  g ro w n  f o r  3 d a y s  

a t  t e m p e r a t u r e s  o f  1 3  d e g re e s  C . f 25 d e g r e e s  C . ,  an d  35 

d e g r e e s  C . ,  h a d  s p e c i f i c  p e r o x i d a s e  a c t i v i t i e s  o f  600 , ^ 2 ,  

an d  2 0 , r e s p e c t i v e l y  (De J o n g  e t  a l , ,  1 9 6 8 ) .  A c ry la m id e  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  l e a f  a n d  s te m  t i s s u e  h o m o g e n a te s  h a s  

b e e n  u t i l i z e d  t o  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  new p e r o x id a s e  

iso z y m e s  a n d /o r  a n y  i n c r e a s e  i n  p r e v i o u s l y  e x i s t i n g
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p e r o x i d a s e s  (S h e e n  an d  R eb ag a y , 1970 )*

E th y le n e  i n c r e a s e s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  d u r i n g  t h e  

a b s c i s s i o n  p r o c e s s  b u t  d o e s  n o t  c a u s e  d e  novo  s y n t h e s i s  o f  

new p e r o x i d a s e s  i n  C o le u s  b lu m e i  B e n th . e x p l a n t s j  h o w e v e r , 

a p p l i e d  e th y l e n e  d o e s  c a u s e  t h e  g e n e s i s  o f  new p e r o x i d a s e  

iso z y m e s  i n  s w e e t  p o t a t o  ( Ipom oea  b a t a t a s  L . L am ,) r o o t  

d i s c s  (G ah ag an  e t  a l , ,  1 9 6 8 ) .  I n  e t i o l a t e d  s e e d l i n g s  o f  

P isum  s a t iv u m  v a r .  A la s k a ,  e t h y l e n e  i s  t h o u g h t  t o  a f f e c t  

t h e  s y n t h e s i s  o f  new p e r o x i d a s e  iso z y m e s  a t  t h e  t r a n s l a t i o n a l  

s t e p  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  (R id g e  a n d  O s b o rn e , 1 9 7 0 ) .  The 

d e v e lo p m e n t o f  t h e  d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  

a l l o w s  o n e  t o  i n v e s t i g a t e  p e r o x i d a s e s  fro m  t h e  s t a n d  p o i n t  

o f  i t s  f i n e  s t r u c t u r a l  l o c a l i z a t i o n .  T h is  w as d o n e  w i t h i n  

t h e  c o r t i c a l  t i s s u e  o f  t h e  a b s c i s s i o n  zone  a r e a s  o f  t h e  

f l o w e r  p e d i c e l s .  An a t t e m p t  w as m ade t o  co m pare  t h e  i n t e n ­

s i t y  o f  p e r o x i d a s e  o r  c a t a l a s e  enzym e a c t i v i t y  s i t e s ,  i n  

f lo w e r  p e d i c e l  a b s c i s s i o n  z o n e  t i s s u e  t r e a t e d  w i th  5/*l / l  o f  

e t h y l e n e ,  a t  v a r i o u s  t im e  i n t e r v a l s  d u r in g  t h e  f i v e  h o u r  

p e r i o d  o f  e t h y l e n e  t r e a t m e n t .

I t  i s  h o p e d  t h a t  t h i s  r e s e a r c h  w i l l  h e lp  t o  e l u c i d a t e  

m ore  a b o u t  t h e  r o l e  o f  p e r o x i d a s e s  i n  c o r t i c a l  t i s s u e  o f  

N i c o t i a n a  ta b a c u m  L . f l o w e r  p e d i c e l s .  The l o c a l i z a t i o n  o f  

t h e  s i t e s  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  w i t h i n  c o r t i c a l  c e l l s  a n d  

t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  l e v e l s  o f  p e r o x i d a s e  

d u r i n g  t h e  t im e  c o u r s e  o f  e th y l e n e  t r e a t m e n t  c o u ld  h e l p  t o  

a s c e r t a i n  w h e th e r  t h e r e  i s  de  novo  s y n t h e s i s  o f  new p e r o x id a s e  

is o z y m e s  d u r i n g  a b s c i s s i o n .  I n  a d d i t i o n ,  i t  c o u ld  h e l p  t o
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d e te r m in e  i f  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e d  m o b i l i z a t i o n  o f  p r e ­

e x i s t i n g  enzym es t h a t  p o s s i b l y  m ig r a te  t o  p a r t i c u l a r  

c e l l u l a r  a r e a s  a s  t h e  s t a g e s  o f  s e n e s c e n c e  a r i s e  d u r in g  

t h e  a b c i s s i o n  p r o c e s s .



LITERATURE REVIEW

H i s t o r y  o f  P e r o x id a s e s

T h e n a rd  (3.818) o b s e r v e d  t h a t  a  s u b s ta n c e  c a l l e d  

h y d ro g e n  p e r o x id e  w as c a p a b le  o f  b e in g  d ecom posed  b y  a n im a l  

t i s s u e s  w i th  t h e  l i b e r a t i o n  o f  g a s e o u s  o x y g e n . I t  was 

im p l i e d  b y  T h e n a rd  t h a t  som e ty p e  o f  c a t a l y s t  w as in v o lv e d  

i n  m e d ia t i n g  t h e  f o l l o w in g  r e a c t i o n s

2H20 2------------ > 2H20 + 0 2

S c h o n b e in  (1 8 5 5 )  d e te r m in e d  t h a t  p l a n t  an d  a n im a l  t i s s u e s  

w e re  c a p a b le  o f  " a c t i v a t i n g "  h y d ro g e n  p e r o x i d e ,  c a u s in g  

t i n c t u r e  o f  g u a ia c o l  t o  b e  o x i d i z e d  and  a ssu m e  a  b lu e  c o l o r ,

Loew (1 9 0 1 ) s u g g e s te d  t h e  enzym e c a t a l a s e  w as r e s p o n s i b l e

f o r  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  h y d ro g e n  p e r o x i d e .  W o lf f  an d  de  S t o e c k l i n

(1 9 1 0 )  p u r i f i e d  a  h e m o g lo b in  f r e e  e r y t h r o c y t e  c a t a l a s e .

B a t t e l l i  a n d  S t e r n  (1 9 0 8 )  w e re  t h e  f i r s t  i n v e s t i g a t o r s

to  s t u d y  e x t e n s i v e l y  t h e  o c c u r r e n c e  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  i n

p a re n c h y m a to u s  c e l l s  o f  a n im a l  o r g a n s .  T hey  fo u n d  t h a t

n e a r l y  a l l  a n im a l  o r g a n  e x t r a c t s  t h e y  e x am in e d  p o s s e s s e d

p e r o x i d a s e  a c t i v i t y *  h o w e v e r , t h e  k id n e y  t i s s u e  h a d  th e

g r e a t e s t  a b i l i t y  t o  c a t a l y z e  t h e  p e r o x i d a t i o n  o f  fo rm ic  a c i d .
9
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F u r t h e r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  c a t a l a s e  w as a c h ie v e d  

w i th  i t s  s u c c e s s f u l  c r y s t a l l i z a t i o n  f ro m  lam b a n d  h o r s e  

l i v e r  b y  D ounce a n d  F ra m p to n  ( 1 9 3 0 ) .  Sum ner an d  G ra le n  

(1 9 3 8 ) p o s t u l a t e d  a  t h e o r e t i c a l  m o le c u la r  w e ig h t  o f

2 4 8 ,0 0 0  f o r  c r y s t a l l i n e  b e e f  l i v e r  c a t a l a s e .  T hey  d e f i n e d  

t h e  p r o s t h e t i c  g ro u p  o f  b o th  m am m alian  c a t a l a s e  a n d  h o r s e ­

r a d i s h  p e r o x i d a s e  a s  b e in g  a  f e r r o p r o t o p o r p h y r i n  o r  h em in  

w i th  t h e  f o l l o w in g  s t r u c t u r e :

R eview  o f  S p e c i f i c  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  V a r io u s  P e r o x id a s e s

I n d o l e a c e t i c  A c id  O x id a se

I n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  w as f i r s t  n o te d  b y  

T him ann (1 9 3 4 )  w hen h e  o b s e r v e d  t h a t  w a te r  e x t r a c t s  o f  

p l a n t s  w e re  a b l e  t o  c a u s e  r a p i d  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  n a t i v e  

a u x in s .  I n  1 9 4 0 , L a r s o n  d e s c r i b e d  a  t h e r m o l a b i l e  i n d o l e ­

a c e t i c  a c i d  o x id a s e  i n  e x t r a c t s  from  p r e s s e d  b e a n  s e e d l i n g s  

(P h a s e o lu s  v u l g a r i s ) a s  b e in g  a b l e  t o  i n a c t i v a t e  i n d o l e ­

a c e t i c  a c i d  fro m  c o rn  ( Z ea  m a y s ) s e e d l i n g s  (L a r s o n ,  1 9 4 0 ) .  

S u b s e q u e n t ly ,  T ang  an d  B o n n e r (1 9 4 7 )  i s o l a t e d  a n  i n d o l e a c e t i c  

a c i d  o x id a s e  fro m  e t i o l a t e d  e p i c o t y l s  o f  P isum  s a t iv u m .

+
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I n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  h a s  s i n c e  "been e x t r a c t e d  fro m  a  

w id e  v a r i e t y  o f  p l a n t s  (H a re , 1 9 6 * 0 . I n  v ie w  o f  t h e  r a t h e r  

u b i q u i t o u s  n a t u r e  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  i n  p l a n t s ,  

G a ls to n  an d  H il lm a n  (1 9 6 1 ) h a v e  p ro p o s e d  t h a t  i t  may o c c u r  

w i t h  a s  m uch f r e q u e n c y  a s  d o e s  i n d o l e a c e t i c  a c i d .

I n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  i s  c h a r a c t e r i z e d  a s  a  

h e m o p r o te in  (H a re , 1 9 6 * 0 . The c e n t r a l  p o r t i o n  o f  t h e  i r o n -  

p o r p h y r in  c o m p lex  may p o s s e s s  a  z e ro  n e t  c h a r g e  a s  i n  heme 

( f e r r o p r o t o p o r p h y r i n ) ,

N N

o r  may h a v e  a  n e t  p o s i t i v e  c h a rg e  a s  i n  h em in  ( f e r r i p r o t o -  

p o r p h y r i n ) .

/ N
FE

/  \
N  N

E l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  i n d o l e a c e t i c  

a c i d  o x id a s e  i s  a  s m a l l  p r o t e i n  p o s s e s s i n g  a  w eak p o s i t i v e  

c h a r g e  ( S t u t z ,  1 9 5 7 ) .  I t  w as f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e d  a s  b e in g  

a  l i g h t - a c t i v a t e d  f l a v o p r o t e i n ,  p o s s i b l y  l i n k e d  w i th  a
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p e r o x id a s e  ( G a ls to n  and  B a k e r ,  1 9 5 1 ) .  F u r t h e r  s t u d i e s  

h a v e  r e v e a l e d  a d d i t i o n a l  e v id e n c e  i m p l i c a t i n g  a  p e r o x i ­

d a s e  p o r t i o n  i n  t h e  m o le c u le  (K e n te n , 1955* Y am azaki an d  

S ouzu , I 9 6 0 ) ,  T he optim um  t e m p e r a tu r e  f o r  i n d o l e a c e t i c  

a c i d  o x id a s e  a c t i v i t y  i n  P isum  s a t iv u m  i s  25 d e g r e e s  C 

(T ang a n d  B o n n e r, 1 9 ^ 7 )  an d  i n  b e a n  (W ag en k n ech t an d  B u r r i s ,  

1 9 5 0 ) i s  b e tw e e n  6 ,2  an d  6 ,7 .  H ow ever, p in e a p p le  i n d o l e ­

a c e t i c  a c i d  o x id a s e  h a s  a  m uch lo w e r  o p t im a l  pH o f  3 .5  t o  

Jj'.O (R ay  an d  T h im an n , 1 9 5 5 ) .

C a ta l a s e

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  b e e f  l i v e r  c a t a l a s e  h a s  a  

m o le c u la r  w e ig h t  o f  2 5 0 ,0 0 0 , a c c o r d in g  to  K i s e l e r  e t  a l ,  

( 1 9 6 7 ) .  C a t a l a s e  i s  com posed  o f  ^  hem e s u b u n i t s  o f  

e q u a l  s i z e ,  w i th  m o le c u la r  w e ig h ts  b e tw e e n  6 0 ,0 0 0  and

6 5 ,0 0 0  (S und  e t  a l . ,  1967* K i s e l e r  e t  a l , ,  1 9 6 7 ) .  T h ese  

d a ta  a r e  i n  a g re e m e n t  w i th  X - ra y  d i f f r a c t i o n  a n d  e l e c t r o n  

m ic r o s c o p ic  s t u d i e s  o f  p u r i f i e d  c r y s t a l s  o f  b e e f  l i v e r  

c a t a l a s e  (R ossm an a n d  L abaw , 1 9 6 7 ) .  The optim um  pH 

f o r  b e e f  l i v e r  c a t a l a s e  i s  7 .0  and  t h e  enzym e i s  s t a b l e  

a t  4- d e g r e e s  Cj f r e e z i n g  a n d  l y o p h i l i z a t i o n ,  h o w e v e r , 

c a u s e  i t  t o  becom e i n a c t i v e  (T a n fo rd  a n d  L o v r ie n ,

1962* D e i s s e r o th  a n d  D ounce, 1 9 6 7 ) .  C a t a l a s e  h a s  

t h e  h i g h e s t  t u r n o v e r  r a t e  o f  a n y  known enzym e, b e in g  

a b le  t o  decom pose  b k , 000 m o le c u le s  o f  h y d ro g e n  p e r  

s e c o n d  (W h ite  e t  a l . ,  1964-, p .  3 5 9 ) .
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H o r s e r a d i s h  P e r o x id a s e

H o r s e r a d is h  p e r o x id a s e  h a s  a  m o le c u la r  w e ig h t  o f

4-0,000 i n  th e  p u r i f i e d  c r y s t a l l i n e  fo rm  (M a eh ly , 1 9 5 5 ) .

E ach o f  t h e  se v e n  d e f i n a b l e  iso z y m e s  p o s s e s s e s  t h e  same 

p r o s t h e t i c  com ponen t (S h an n o n  e t  a l . ,  1 9 6 6 ) ,  w i th  am ino 

an d  n e u t r a l  s u g a r s  c o m p r i s in g  a p p r o x im a te ly  1 8 fo o f  t h e  

c o n t e n t  o f  t h e  enzym e. The a c t i v e  s i t e  o f  t h e  enzym e 

c o n t a i n s  b o th  th e  a p o p r o t e i n  an d  heme p a r t s  o f  t h e  m o le c u le  

(W e iry b , 1 9 6 6 ) .  The enzym e i s  s t a b l e  a n d  t h e  l y o p h i l i z e d  

p ow der c a n  r e t a i n  a lm o s t  c o m p le te  a c t i v i t y  i f  s t o r e d  a t  

5 d e g r e e s  C. H o r s e r a d i s h  p e r o x id a s e  r e a c t s  a s  fo l lo w s *

(1 )  p e r o x i d a s e  + Hg02 ------------^  com pound (co m p lex )

(2 )  com pound (co m p lex ) + AH2 ( d o n o r ) -------------^ p e r o x i d a s e  +

H20 + d o n o r  ( o x i d i z e d )

C y to ch ro m e  O x id a se

C y toch rom e o x id a s e  was p u r i f i e d  an d  c r y s t a l l i z e d  

from  v a r i o u s  a n im a l t i s s u e  b y  Y o n e ta n i  (1 9 6 7 ) .  The 

p r o s t e t i c  g ro u p  o f  c y to c h ro m e  o x id a s e  i s  heme a c c o r d in g  

t o  F r u to n  an d  Simmonds (1 9 5 8 ) .  P u r i f i e d  c y to c h ro m e  o x i ­

d a s e  h a s  t h e  f o l lo w in g  s t r u c t u r e  a c c o r d i n g  to  F r u to n  an d  

Sim m onds (1 9 5 8 ) , p p .  3 5 2 .
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The m o le c u la r  w e ig h t  o f  t h e  c y to c h ro m e  o x id a s e  i s  a p p ro x ­

i m a t e l y  7 5 ,0 0 0 .  C y to ch ro m e  o x id a s e  i s  u n iq u e  i n  t h a t  i t  

c o n t a i n s  som e c o p p e r  i n  a d d i t i o n  to  t h e  i r o n  (B o n n e r an d  

V a r n e r ,  1 9 6 5 , p .  1 0 5 ) .  The u s u a l  r a t i o  o f  c o p p e r  t o  i r o n  i s  

o ne  t o  o n e . T he r o l e  o f  c o p p e r  i n  t h e  r e a c t i o n  o f  c y to c h ro m e  

o x id a s e  w i th  o x y g e n  i s  unknow n (B o n n e r a n d  V a r n e r ,  1 9 6 5 , 

p .  1 0 5 ) ,  T he t h r e e  t y p e s  o f  c y to c h ro m e s , c a l l e d  a ,  b ,  an d  

c ,  c a n  b e  i d e n t i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  a b s o r p t i o n  

m axim a (B o n n e r a n d  V a r n e r ,  1 9 6 5 , p .  1 0 * 0 . The a  c y to c h ro m e s  

p o s s e s s  a lp h a - b a n d  m axim a n e a r  600  mjj, b  c y to c h ro m e s  h a v e  

m axim a n e a r  560 mjj, a n d  c c y to c h ro m e s  h a v e  m axim a n e a r  550 mj| 

(B o n n e r an d  V a r n e r ,  19& 5, p .  10*1-). P l a n t  m i t o c h o n d r i a l  

c y to c h ro m e  c h a s  a  lo w e r  a b s o r b a n c e  r a n g e  (5 1 5  mu, 517 

5*1-7 m ^, a n d  549  mj^) t h a n  m i t o c h o n d r i a l  c y to c h ro m e  c  o f  

a n im a l  o r i g i n  (B o n n e r a n d  V a rn e r ,  1 9 6 5 , p p . 1 0 5 - 1 0 7 ) .

C y to ch ro m e  o x id a s e  may r e a l l y  b e  a  c o m p lex  com posed  

o f  c y to c h ro m e  c a n d  a .  The o x i d i z e d  f e r r i c  fo rm  o f  c y t o ­

ch rom e o x id a s e  r e a d i l y  c o m b in e s  w i t h  c y a n id e  (W h ite  e t  a l . f 

1 9 6 4 , p .  3 5 2 ) .

R ev iew  o f  A s sa y  P r o c e d u r e s  f o r  P e r o x id a s e s

E l e c t r o p h o r e s i s

The d e v e lo p m e n t o f  p o ly a c r y la m id e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

m ade p o s s i b l e  t h e  s im u l t a n e o u s  e x p l o i t a t i o n  o f  d i f f e r e n c e s  i n  

c h a r g e  a n d  m o le c u la r  s i z e  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  p r o t e i n  

f r a c t i o n s  ( O m s t e i n ,  1 9 6 4 ) .  T he g e l  p o r e  s i z e  c a n  b e  e a s i l y
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a d j u s t e d  t o  i n s u r e  a  maximum d i s t a n c e  o f  s e p a r a t i o n  b e tw e e n  

a n y  tw o m o le c u la r  s p e c i e s *  a l s o ,  m o le c u le s  o f  v a r i o u s  n e t  

c h a r g e  c a n  b e  s e p a r a t e d  o v e r  a  r a t h e r  w id e  pH r a n g e  o f  

b e tw e e n  3 an d  11  (C hram bach  a n d  R o d b a rd , 1 9 7 1 ) ,  A c ry la m id e  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w as f i r s t  a d a p te d  f o r  p l a n t  s t u d y  t o  

i n v e s t i g a t e  v a r i a t i o n s  i n  s e e d  p r o t e i n s  o f  L e g u m in o se a  

(F ox  e t  a l . ,  1 9 6 4 ) ,  T r i t i c i n a e  ( J o h n s o n  an d  H a l l ,  1 9 6 5 )  a n d  

i n  B r a s s i c a  (V aughan  e t  a l , ,  1 9 6 6 ) ,  L e a f  p r o t e i n  v a r i a t i o n s  

w e re  a l s o  s t u d i e d  i n  C o l l o n s i a  (D e sb o ro u g h  a n d  P e lo q u in ,

1966),

The p o ly a c r y la m id e  g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n iq u e  w as 

u s e d  t o  s t u d y  t h e  ta x o n o m ic  r e l a t i o n s h i p s  w i t h i n  t h e  g e n u s  

N i c o t i a n a ,  w h ic h  c o m p r is e s  64  s p e c i e s  ( H a r t  a n d  B h a t i a ,  1967* 

S m ith  e t  a l , ,  1 9 7 0 ) .  W hitm ore  (1 9 7 1 )  u s e d  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  

s e p a r a t i o n  m e th o d  t o  s t u d y  p e r o x i d a s e  iso z y m e s  i n  w h e a t 

c o l e o p t i l e s .  G e l e l e c t r o p h o r e s i s  w as u s e d  t o  com pare  t h e  

p r o t e i n s  o f  p h o t o p e r i o d i c a l l y  in d u c e d  a n d  v e g e t a t i v e  c o c k le b u r  

p l a n t s  (S herw ood  e t  a l , ,  1 9 7 1 ) .

I n  a c r y la m id e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a s s a y s  o f  p e r o x id a s e  

i s o z y m e s ,  i n d i v i d u a l  p e r o x i d a s e  b a n d s  a r e  d e v e lo p e d  a s  d a r k  

b row n  a r e a s .  T he p e r o x i d a s e  s u b s t r a t e s ,  g u a i a c o l ,  o -  

d i a n i s i d i n e ,  b e n z id in e - 2 H C l ,  p y r o g a l l o l ,  a n d  c a t e c h o l ,  a r e  

u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i th  a d d e d  h y d ro g e n  p e r o x i d e ,  t o  g iv e  

p e r o x i d a s e  b a n d  d e v e lo p m e n t (G o rd o n , 1 9 6 8 ) .  G u a ia c o l  h a s  

b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  s u p e r i o r  t o  b e n z id in e - 2 H C l  f o r  d e v e lo p in g  

p e r o x i d a s e s  i s o l a t e d  fro m  t h e  l e a v e s  o f  N i c o t i a n a  ta b a c u m  L . 

v a r .  "Sam sun NN" (v a n  L o o n , 1 9 7 0 ) ,



17

S n e c tro frh o  tom e t r y

The s p e c t r o p h o t o m e t r i e  m e a su re m e n t o f  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  w as i n v e s t i g a t e d  i n  a n  e f f o r t  t o  d e v e lo p  a n  a c c u r a t e  

t e c h n iq u e  t o  a s s a y  c a t a l a s e  a c t i v i t y  (B e e r s  a n d  S i z e r ,  1 9 5 2 ) .  

C a t a l a s e  a c t i v i t y  i s  m e a s u re d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  

240 nm i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h y d ro g e n  p e r o x id e  a t  25 d e g r e e s  C . 

One u n i t  o f  enzym e a c t i v i t y  w as d e f i n e d  a s  b e in g  e q u i v a l e n t  

t o  t h e  d e c o m p o s i t io n  o f  o n e  m ic ro m o le  o f  h y d ro g e n  p e r o x id e  

p e r  m in u te  a t  25 d e g r e e s  C (B e e r s  a n d  S i z e r ,  1 9 5 2 ) .

One u n i t  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  ( p u r i f i e d  h o r s e r a d i s h  

p e r o x i d a s e )  i s  d e f i n e d  a s  t h e  am oun t o f  enzym e c a p a b le  o f  

d e c o m p o s in g  o n e  m ic ro m o le  o f  h y d ro g e n  p e r o x id e  p e r  m in u te  a t  

25 d e g r e e s  C , i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Q - d i a n i s i d i n e  a s  t h e  h y d ro g e n  

d o n o r  (M aeh ly  a n d  C h a n c e , 1 9 5 4 ) .

P o n t in g  a n d  J o s l y n  ( 1 9 4 8 ) ,  w h i le  s t u d y i n g  a p p le  

t i s s u e  p e r o x i d a s e s ,  m o d i f i e d  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i e  a s s a y  

p r o c e d u r e  u s i n g  g u a i a c o l  a s  t h e  o x i d i z a b l e  s u b s t r a t e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  h y d ro g e n  p e r o x i d e .  R id g e  a n d  O sb o rn e  (1 9 7 0 )  

u s e d  t h e  a b o v e  p r o c e d u r e  t o  i n v e s t i g a t e  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  

i n  F isu m  s a t iv u m  v a r .  A la s k a  s e g m e n ts  a n d  e x p r e s s e d  enzym e 

a c t i v i t y  i n  te rm s  o f  t h e  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  o v e r  t h e  

l i n e a r  p o r t i o n  o f  t h e  c u rv e  (1 0  s e c o n d  r e a d i n g s )  on  a  gram  

p e r  f r e s h  w e ig h t  b a s i s ,

G ahagan  e t  a l .  (1 9 6 8 ) u s e d  a  p r o c e d u r e  s i m i l a r  t o  

t h e  o n e  d e s c r i b e d  a b o v e , e x c e p t  p y r o g a l l o l  w as u t i l i z e d  a s  

t h e  h y d ro g e n  d o n o r  i n  t h e i r  a s s a y  o f  s w e e t  p o t a t o  ( Ppom oea 

b a t a t a s  L . L a m .) r o o t  d i s c  p e r o x i d a s e s .
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The s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y  m ethod  f o r  d e te r m in in g  

p e r o x id a s e  a c t i v i t y  i s  q u i t e  s e n s i t i v e ,  a s  o n e  i s  a b l e  to  

m e a su re  c o n c e n t r a t i o n s  a s  lo w  a s  0 .0 0 1 6  m g/m l o f  p e r o x id a s e  

when p u r i f i e d  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  i s  u s e d  a s  a  s t a n d a r d .

D ev e lo p m en t o f  t h e  F in e  S t r u c t u r a l  L o c a l i z a t i o n  o f  P e r o x id a s e  

A c t i v i t y

D ia m in o b e n z id in e

I t  w as t h o u g h t  t h a t  c a t a l a s e  a c t i v i t y  c o u ld  n o t  b e  

d e t e c t e d  h i s t o c h e m i c a l l y  s i n c e  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  o f  

o x y g en  an d  w a t e r ,  d e r i v e d  fro m  h y d ro g e n  p e r o x i d e ,  a r e  n o t  

c a p a b le  o f  b e in g  v i s u a l i z e d  ( L is o n ,  1 9 5 6 ) .  A l t e r n a t i v e  

m e th o d s  o f  c a t a l a s e  l o c a l i z a t i o n  w e re  p r o p o s e d  b y  M orikaw a 

and  H a ra d a  (1 9 6 8 )  t o  d e v e lo p  s i t e s  o f  c a t a l a s e  a c t i v i t y  w i th  

a n  im m u n o lo g ic  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  t e c h n i q u e .  The f i n e  

s t r u c t u r a l  l o c a l i z a t i o n  o f  p e r o x i d a s e s  w as a d v a n c e d  w hen 

H i r a i  (1 9 6 8 ) c o n f i rm e d  t h a t  t h e  o x i d i z e d  f r e e  r a d i c a l  p r o ­

d u ced  b y  3 ,3 * - d ia m in o b e n z id in e  h a s  a  s p e c i f i c  a f f i n i t y  f o r  

heme enzym es a t  t h e i r  a c t i v e  s i t e s .

A t t h e  l i g h t  m ic ro s c o p e  l e v e l ,  i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  

to  d e m o n s t r a te  c y to c h ro m e  o x id a s e  a c t i v i t y  i n  h e a r t  m u s c le  

w i th  N a d i r e a g e n t s  ( B u r s to n e ,  1 9 5 9 I S a b a t i n i  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) .  

H ow ever, a t  t h e  e l e c t r o n  m ic ro s c o p e  l e v e l ,  a l l  o f  t h e  N ad i 

r e a g e n t s  g a v e  '’d r o p l e t  l o c a l i z a t i o n "  w h ic h  w as r e l a t e d  to  

t h e  m i to c h o n d r ia  o f  h e a r t  m u s c le  b u t  l e s s  p r e v a l e n t  i n  k id n e y  

a n d  l i v e r  (S e l ig m a n  e t  a l . ,  1 9 6 7 ) .
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The N a d i r e a g e n t s ,  N - b e n z y l - p - p h e n y le n e - d ia m in e  an d  

1 - n a p h t h o l ,  fo rm e d  p o s i t i v e  r e a c t i o n  s i t e s  f o r  h o r s e r a d i s h  

p e r o x i d a s e  a t  t h e  e l e c t r o n  m ic ro s c o p e  l e v e l  (S e l ig m a n  e t  a l . , 

1 9 6 7 ) .  H ow ever, t h e  p e r o x id e  s t a i n i n g  r e a c t i o n  p r o d u c t  w as 

s t i l l  i n  t h e  " d r o p l e t  f o r m ,"  The te rm  " d r o p l e t  l o c a l i z a t i o n "  

w as a s c r i b e d  t o  t h e  e l e c t r o n  d e n s e  a r e a s  o f  osm ium  d e p o s i t i o n  

s i t e s  o f  c y to c h ro m e  o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N ad i 

r e a g e n t s  ( S a b a t i n i  e t  a l , ,  1 9 6 3 ) .  The l o c a l i z e d  s i t e s  o f  

c y to c h ro m e  o x id a s e  a c t i v i t y  w e re  n o t  c o m p a c t b u t  w e re  f l a t t e n e d  

a n d  s u r r o u n d e d  b y  a  p e r i p h e r a l  l i g h t e r  zo n e  ( S a b a t i n i  e t  a l . f 

1 9 6 3 ) ,  The ro u n d e d  h a l o - t y p e  o f  l i g h t e r  o u t e r  zo n e  a ro u n d  

t h e  osm ium  b l a c k  r e a c t i o n  s i t e s  w as d e s c r i b e d  a s  " d r o p l e t  

l o c a l i z a t i o n "  b y  S a b a t i n i  e t  a l . ,  (1 9 6 3 ) .

Graham a n d  K a m o v s k y  (1 9 6 5 ) i n t r o d u c e d  t h e  d ia m in o ­

b e n z i d in e  s t a i n i n g  t e c h n iq u e  to  d e m o n s t r a te  p e r o x i d a s e  a c t i v e  

s i t e s .  D ia m in o b e n z id in e  i s  a b l e  t o  u n d e rg o  o x i d a t i o n  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  p e r o x i d a s e  a n d  h y d ro g e n  p e r o x i d e ,  t o  g iv e  a  d a rk  

b row n  o s m i o p h i l i c  r e a c t i o n  p r o d u c t  r e s o l v a b l e  a t  t h e  l i g h t  

m ic r o s c o p e  l e v e l  (G raham  a n d  K a m o v sk y , 1 9 6 5 ) .

A p r o c e d u r e  f o r  s t a i n i n g  r a ic r o b o d ie s  a t  t h e  f i n e  

s t r u c t u r a l  l e v e l ,  b a s e d  o n  t h e  o x i d a t i o n  o f  3 , 3 *- d ia m in o -  

b e n z i d in e  p e r o x i d a s e  s u b s t r a t e ,  w as r e p o r t e d  b y  N o v ik o f f  a n d  

G o l d f i s c h e r ,  19681  H i r a i ,  1 9 681 F a h im i, 1 9 6 9 . N o v ik o f f  a n d  

G o l d f i s c h e r  (1 9 6 8 )  m o d i f ie d  t h e  b a s i c  d ia m in o b e n z id in e  

s t a i n i n g  p r o c e d u r e  to  d e m o n s tr a te  t h a t  m ic r o b o d ie s  s t a i n e d  

m ore i n t e n s e l y  a t  t h e  a l k a l i n e  pH o f  9 .0  w h i l e  m i to c h o n d r ia  

s t a i n e d  b e t t e r  a t  a  pH o f  6 .0 .  Goodman and  T e p h ly  (1 9 6 8 )
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fo u n d  m e th a n o l p e r o x i d a t i c  o x i d a t i o n  b y  r a t  h e p a t i c  

m ic ro b o d y  c a t a l a s e  to  g iv e  maximum d ia m in o b e n z id in e  r e s p o n s e  

a t  pH 8 .3 ,  C h an ce  (1 9 5 2 ) h a d  e a r l i e r  r e p o r t e d  t h a t  t h e  

c a t a l a s e - h y d r o g e n  p e r o x id e  co m p lex  i s  pH d e p e n d e n t .  F a h im i 

(1 9 6 9 ) fo u n d  t h a t  c a t a l a s e  o x i d i z e d  som e s u b s t r a t e s  f a s t e r  

t h a n  o t h e r s  a t  a n  a l k a l i n e  pH. The pH o p t im a  o f  o t h e r  m ic r o ­

b o d y  enzym es h a v e  b e e n  r e p o r t e d *  M a h le r  e t  a l , ,  (1 9 5 5 )  fo u n d  

a  pH v a lu e  o f  9 .0  f o r  u r a t e  o x id a s e *  D ixon  a n d  K le p p e  (1 9 5 5 ) ,  

D -am ino a c i d  o x i d a s e ,  pH 8 .5 *  B la n c h a r d  e t  a l , ,  ( 1 9 ^ 6 ) ,  

L - a lp h a - h y d r o x y  o x i d a s e ,  pH 8 .0 *  a n d  g l y c o l a t e  o x id a s e ,  pH 

8 .8 ,  Kun e t  a l . ,  (1 9 5 * 0 .

The M echanism  o f  A c t io n  o f  D ia m in o b e n z id in e

S e lig m a n  e t  a l . ,  (1 9 6 8 ) p ro p o s e d  a  r e a c t i o n  s e q u e n c e  

f o r  t h e  d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  r e a c t i o n .  The i n i t i a l  

s t e p  i n v o lv e s  t h e  o x i d a t i v e  p o l y m e r i z a t i o n  o f  d ia m in o b e n z id in e  

to  a n  in d a m in e  p o ly m e r . The f i n a l  s t e p  i n  t h e  r e a c t i o n  

s e q u e n c e  i s  t h e  a d d i t i o n  o f  osm ium  t e t r o x i d e  t o  g iv e  t h e  

f i n a l  r e a c t i o n  p r o d u c t  o f  unknow n s t r u c t u r e  c a l l e d  "osm ium  

b la c k "  (S e l ig m a n  e t  a l , ,  1 9 6 8 ) ,  Osmium b l a c k  i s  p r o b a b ly  

n o t  a  s i n g l e  u n ifo rm  com pound a n d  may v a r y  a c c o r d i n g  to  t h e  

num ber o f  s u l f u r - c o n t a i n i n g  o r g a n i c  r e d u c t a n t s  p r e s e n t  w i t h i n  

t h e  m o le c u le  (H a n k e r  e t  a l . ,  1 9 6 7 ) .  T h ese  a u t h o r s  s u g g e s te d  

t h a t  osm ium  b l a c k  m ay b e  com posed  o f  c o o r d i n a t e d  p o ly m e rs  o f  

osm ium , i n c l u d i n g  o r g a n ic  s u l f u r  l i g a n d s  a n d  h y d r a t e d  osm ium  

o x i d e s .  Osmium b l a c k s  a r e  i d e a l l y  s u i t e d  f o r  e l e c t r o n  m ic r o s ­

c o p y  b e c a u s e  t h e y  a r e  u s u a l l y  i n s o l u b l e  i n  t i s s u e  d e h y d r a t io n  

s o l v e n t s  a n d  h a v e  l i g h t  s c a t t e r i n g  p r o p e r t i e s  w h ic h  p ro d u c e



21

h ig h  c o n t r a s t  o n  e l e c t r o n  m ic r o g r a p h s  (H a n k e r e t  a l . ,  

1 9 6 7 ) .

N N H

n hH2

3 -3  *- d ia m in o b e n z id in e

O x id a t iv e  P o ly m e r i z a t io n

The s e c o n d  s t e p  i n  t h e  r e a c t i o n  s e q u e n c e  in v o lv e s  t h e  

a d d i t i o n  o f  q u i n o id  t o  t h e  p r im a r y  a m in e , r e s u l t i n g  i n  

o x i d a t i v e  c y c l i z a t i o n  t o  p h e n a z in e  p o ly m e r .

O x id a t iv e  C y c l i z a t i o n

Osmium B la c k
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I n h i b i t o r s  U sed  i n  t h e  D ia m in o b e n z id in e  S t a i n i n g  R e a c t io n

Amino t r i a z o l e

K e i l i n  a n d  H a r t r e e  ( 1 9 5 * 0  p ro p o s e d  a  s e q u e n c e  o f  

r e a c t i o n s  t o  e x p l a i n  c a t a l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

h y d ro g e n  p e ro x id e *

C a t a l a s e

d2 , d^ ,  d5

Compound I I  
♦

^  Compound I I I

D o

C a t a l a s e  +H20 2----- » C a t a l a s e

N O - f e r r o c a t a l a s e

iclc o
C O - f e r r o c a t a l a s e
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The hydrogen donors are (ascorbate or ferrocyanide),
D2 (phenols), (alcohols or formate), (sodium nitrite), 

(azide or hydroxylamine), and (hydrogen peroxide).
The compound, 3-amino-l,2 , triazole, may be covalently 
bound to a histidyl residue of the enzyme molecule (Agrawal 
and Margoliash, 1 9 &9 ; Margoliash and Agrawal, 1 9 6 9 ) .  Several 
investigators have routinely used 0.02M concentrations of
3-amino-l,2,*(--triazole in the diaminobenzidine staining 
procedure to demonstrate inhibition of catalase activity 
(Novikoff and Goldfischer, 1 9 6 8 ;  Beard and Novikoff, 1 9 68 ?  

Hirai, 1 9 6 8 ;  Fahimi, 1 9 6 8 ;  Vigil, 1 9 &9 i Frederick and Newcomb, 
1 9 6 9 ) .

Potassium Cyanide
Ferroprotoporphyrin, the heme component of peroxidase, 

can combine with cyanide to form cyanide ferroprotoporphyrin 
complex: N

HI
c

N

N

M FE\

FE
N

M

M

Ferroprotoporphyrin
iii
N

Cyanide Ferroporphyrin
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F in e  s t r u c t u r a l  e x a m in a t io n  o f  to b a c c o  l e a v e s  ( N ic o t i a n a  

tab acu m  L . ) b y  F r e d e r i c k  an d  Newcomb ( 1 9 6 9 ) ,  r e v e a l e d  n o n ­

u n i f o r m i t y  i n  t h e  a b i l i t y  o f  p o ta s s iu m  c y a n id e  to  i n h i b i t  

s t a i n i n g  i n  t h e  d ia m in o b e n z id in e  r e a c t i o n  m edium . H ow ever, 

H i r a i  (1 9 6 9 ) a c h ie v e d  c o m p le te  i n h i b i t i o n  o f  r a t  h e p a t i c  

c e l l  p e r o x id a s e  w i th  0 ,02m  p o ta s s iu m  c y a n id e .  F a h im i 

(1 9 6 9 ) fo u n d  p a r t i a l  i n h i b i t i o n  o f  r a t  l i v e r  m ic ro b o d y  

c a t a l a s e  w i th  0.01M  p o ta s s iu m  c y a n id e .  V i g i l  (1 9 7 0 ) 

o b t a i n e d  c o m p le te  i n h i b i t i o n  o f  c a t a l a s e  a c t i v i t y  i n  d ia m in o ­

b e n z i d in e  s t a i n e d  m ic r o b o d ie s .

The d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  i n  t h e  d ia m in o b e n z id in e  

s t a i n e d  p r o c e d u r e  i s  d e p e n d e n t  u p o n  s e v e r a l  v a r i a b l e s ,  

e s p e c i a l l y  t h e  t e m p e r a tu r e  o f  i n c u b a t i o n ,  l e n g t h  o f  i n c u ­

b a t i o n  p e r i o d ,  an d  m o s t im p o r t a n t ,  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  i n ­

h i b i t o r y  a g e n t  t o  f u l l y  p e n e t r a t e  t h e  t i s s u e  ( F r e d e r i c k  

an d  Newcomb, 1969} V i g i l ,  1 9 7 0 ) .

The N o v ik o f f  an d  G o l d f i s c h e r  (1 9 6 8 ) m o d i f i c a t i o n  o f  

Graham an d  K a r n o v s k y 's  (1 9 6 5 ) d ia m in o b e n z id in e  s t a i n  w as 

u s e d  b y  s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  to  s tu d y  t h e  f i n e  s t r u c t u r a l  

l o c a l i z a t i o n  o f  p e r o x i d a s e s  i n  p l a n t  t i s s u e  ( V i g i l ,  1 9 6 9 ; 

F r e d e r i c k  an d  Newcomb, 1969s V i g i l ,  1 9 7 0 ) .

D ia m in o b e n z id in e  S t a i n i n g  o f  T is s u e

A nim al

N o v ik o f f  an d  G o l d f i s c h e r  ( 1 9 6 8 ) m o d i f ie d  t h e  o r i g i n a l  

d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  t o  d e m o n s tr a te  t h a t  r a t
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l i v e r  m ic ro b o d y  c a t a l a s e  s t a i n s  m o s t i n t e n s e l y  a t  a n  

a l k a l i n e  pH o f  9 .0 ,  w h i l e  m i to c h o n d r ia  ( i n n e r  an d  i n t r a ­

m em brane c r i s t a e )  s t a i n  d e e p e s t  a t  a  Ph o f  6 .0 ,

F a h im i (1 9 7 0 ) u t i l i z e d  t h e  d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  

r e a c t i o n  t o  d e m o n s t r a te  t h a t  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  r a t  

l i v e r  K u p f f e r  c e l l s  w as l o c a l i z e d  i n  t h e  c i s t e r n a e  o f  t h e  

e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  a n d  G o lg i  a p p a r a t u s .

A n a to m ic a l  a n d  P h y s i o l o g i c a l  A s p e c ts  o f  A b s c i s s io n  C e l l s  

o f  T obacco  a n d  O th e r  P l a n t  S p e c ie s

*

B om raan e t  a l , ,  (1 9 6 7 ) d e f i n e d  t h e  a b s c i s s i o n  zo n e  

o f  c o t t o n  ( G ossyp ium  h i r s u t u m ) p e t i o l e s  a s  t h e  " . . . z o n e  i n  

w h ic h  m o r p h o lo g ic a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  

w i th  t h e  a b s c i s s i o n  o f  a  p a r t  o r  o r g a n  a r e  c e n t e r e d , "

Bornm an e t  a l . ,  (19& 7) f u r t h e r  d e f i n e d  t h e  s e p a r a t i o n  l a y e r  

o r  a b s c i s s i o n  l a y e r :  " I n  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e , t h e  c e l l s

im m e d ia te ly  i n v o lv e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a  p a r t  o r  o r g a n  

e i t h e r  t h r o u g h  b rea k d o w n  a n d /o r  b y  f r a c t u r e  o f  t h e  t i s s u e  

a c r o s s  t h e  c e l l s  a n d  t h e i r  w a l l s  o r  a lo n g  t h e  common w a l l  

b e tw e e n  a d j a c e n t  c e l l s , "

I n  to b a c c o  f l o w e r  p e d i c e l s ,  t h e  a c t u a l  p r o c e s s e s  o f  

s e p a r a t i o n  o c c u r  b e tw e e n  c e l l s  t h a t  a r e  l o c a t e d  s e v e r a l  t i e r s  

d i s t a l  t o  t h e  c e n t e r  o f  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e  (Y a g e r , 1 9 5 7 ) .

The f i r s t  f i n e  s t r u c t u r a l  e x a m in a t io n s  o f  a b s c i s s i o n  z o n e  

t i s s u e  o f  c o t t o n  ( G ossyp ium  h i r s u t u m ) w e re  m ade b y  L e in w e b e r  

an d  H a l l  (1 9 5 9 )  a n d  b y  Bornm an e t  a l . ,  (1 9 6 7 ) .  The f i r s t
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f i n e  s t r u c t u r a l  e x a m in a t io n s  o f  a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  o f  

to m a to  ( L y c o p e r s ic o n  e s c u le n tu m  M i l l )  an d  to b a c c o  ( N i c o t i a n a  

ta b a c u m  L . ) w e re  m ade b y  J e n s e n  a n d  V a ld o v in o s  (1 9 6 7 ) .

When v ie w e d  u n d e r  t h e  l i g h t  m ic r o s c o p e ,  t h e  to b a c c o  

(N i c o t i a n a  ta b a c u m  L . ) a b s c i s s i o n  zo n e  h a s  a n  i n d e n t a t i o n ,  

m ade u p  o f  e p id e r m a l  t i s s u e ,  w h ic h  d e m a rc a te s  t h e  s e p a r a t i o n  

l a y e r  a n d  p r o j e c t s  i n t o  t h e  p e d i c e l  t i s s u e  ( J e n s e n  a n d  

V a ld o v in o s ,  1 9 6 7 ) .  A t t h e  f i n e  s t r u c t u r a l  l e v e l ,  t h e  in d e n ­

t a t i o n  o f  e p id e r m a l  t i s s u e  c o n t a i n s  b r a n c h e s  t h a t  o c c u r  

p a r a l l e l  t o  t h e  m id d le  l a m e l l a  i n  t h e  a r e a s  b e tw e e n  c e l l  

w a l l s  ( J e n s e n  a n d  V a ld o v in o s ,  1 9 6 7 ) .

The d im e n s io n s  o f  t h e s e  e x te n d in g  b r a n c h e s ,  t h a t  

e m a n a te  from  t h e  m a in  i n d e n t a t i o n ,  m e a su re  a p p r o x im a te ly  

200 mu a t  t h e  w i d e s t  p o i n t s  an d  20 mu n e a r  t h e  e n d s  ( J e n s e n  

an d  V a ld o v in o s ,  1 9 6 7 ) .  The l i n e  o f  i n d e n t a t i o n  i s  v ie w e d  a s  

b e in g  c o n t in u o u s  w i th  t h e  c u t i c l e ,  w h ic h  m e a s u re s  a p p r o x im a te ly  

90 mu i n  t h i c k n e s s ,

P lasm alem m a

The f l o w e r  p e d i c e l  a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  c o n t a i n s  

f r e q u e n t  i n v a g i n a t i o n s  o f  t h e  p lasm a lem m a, f i b r i l l a r  i n  

c o n s i s t e n c y ,  a n d  h a v in g  a  d e n s i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  

c e l l  w a l l  ( J e n s e n  an d  V a ld o v in o s ,  1 9 6 7 ) .

P la sm a d e sm a ta

C e l l  w a l l s  o f  to b a c c o  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  c o n t a i n s  

p la s m o d e s m a ta  t h a t  a r e  n o t  c o m p le te ,  w i th  t h i n  w a l l s ,  fro m
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c e l l  t o  c e l l .  The p la s m o d e sm a ta  m e a su re  a p p r o x im a te ly  

40 mp i n  d ia m e te r  ( J e n s e n  a n d  V a ld o v in o s ,  1 9 6 7 ) .

M ic ro b o d ie s

The a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  o f  to b a c c o  f l o w e r  p e d i c e l s  

c o n t a i n  m ic r o b o d ie s  w i th  c r y s t a l l o i d  c o r e s  m e a s u r in g  b e tw e e n  

900 mp an d  1 ,5 0 0  mp w h i l e  t h o s e  o f  to m a to  p e d i c e l s  a v e r a g e  

b e tw e e n  300 mjj a n d  500 mp i n  s i z e  ( J e n s e n  a n d  V a ld o v in o s ,

1 9 6 7 ) ,  The m ic ro b o d ie a  w e re  s i n g l e  m em brane-bound  an d  

c o n ta in e d  c r y s t a l l o i d  c o r e s .  T h e se  c o r e s  a r e  c u b o id a l  i n  

s h a p e  an d  c o n s i s t  o f  p a r a l l e l  s h e e t s  o f  o s m i o p h i l i c  m a t e r i a l  

( J e n s e n  and  V a ld o v in o s ,  1 9 6 7 ) .

C h l o r o n l a s t s

An a p p r e c i a b l e  num ber o f  c h l o r o p l a s t s  p r e s e n t  i n  

to b a c c o  an d  to m a to  f l o w e r  p e d i c e l s  c o n t a i n  a  g r a n u l a r  

co m p o n en t bound  t o  a  s i n g l e  m em brane. T h e se  c h l o r o p l a s t s  

m e a s u re  a p p r o x im a te ly  2 0 -2 4  mp i n  d i a m e te r .  S t e t l e r  a n d  

L a e t s c h  (1 9 6 9 ) o b s e r v e d  a  g r a n u l a r  co m p o n en t bou n d  t o  a  

s i n g l e  m em brane t o  o c c u r  w i t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t s  o f  l i g h t  

a n d  d a r k  grow n to b a c c o  l e a v e s  a n d  s h o o t  t i s s u e  o f  N i c o t i a n a  

ta b a c u m  L . " M a ry la n d  M ammoth," G e ro la  a n d  D a ssu  ( i 9 6 0 ) 

o r i g i n a l l y  u s e d  t h e  te rm  " o p a q u e  body" t o  d e s c r i b e  t h e  

g r a n u l a r  b o d y  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t s  o f  J e r u s a le m  

a r t i c h o k e  (H e l i a n th u s  t u b e r o u s u s ) .  I s r a e l  a n d  S t e w a r t  (1 9 6 7 ) 

u s e d  t h e  te rm  " p r e t h y l a k o i d  b o d y "  t o  d e s c r i b e  a  s i m i l a r  body  

i n  c u l t u r e d  c e l l s  o f  D aucus c a r o t a . The g r a n u l a r  b o d ie s  w ere
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o b s e rv e d  i n  t h e  c h l o r o p l a s t s  o f  d a rk -g ro w n  m a t e r i a l  when 

th e y  w e re  e x p o se d  to  l i g h t .  F o l lo w in g  t h e  l i g h t  t r e a t ­

m e n t, f r a g m e n ta t i o n  o f  t h e  b o d y  o c c u r r e d ,  w h ich  a p p a r e n t l y  

l e d  to  t h e  f o r m a t io n  o f  t h y l a k o i d s .

S r i v a s t a v a  (1 9 6 6 ) o b s e r v e d  a  g r a n u l a r  co m p o n en t 

bound  to  a  s i n g l e  m em brane w i t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t s  o f  

c a m b ia l  c e l l s  o f  F r a x in u s  a m e r ic a n a . He u s e d  t h e  te rm  

" i n t r a l a m e l l a r  i n c l u s i o n "  t o  d e s c r i b e  t h i s  b o d y  w h ic h  

a p p e a re d  t o  b e  l i p o p r o t e i n  i n  n a t u r e ,  The b o d y  d e s c r i b e d  

b y  S r i v a s t a v a  i s  a p p r e c i a b l y  m ore e l e c t r o n  d e n se  t h a n  th o s e  

r e p o r t e d  i n  o t h e r  s p e c i e s  b y  t h e  i n v e s t i g a t o r s  c i t e d  a b o v e ,  

Newcomb, (1 9 6 7 ) o b s e r v e d  a  g r a n u l a r  co m p o n en t b o u n d  to  a  

s i n g l e  m em brane w i t h i n  t h e  l e u c o p l a s t s  o f  P h a s e o lu s  v u l ­

g a r i s  r o o t  t i p  c e l l s .  The m a t e r i a l  w i t h i n  t h e  s i n g l e  

m em b rane-bound  g r a n u l a r  co m p o n en t o b s e r v e d  b y  J e n s e n  a n d  

V a ld o v in o s  (1 9 6 7 ) i n  to b a c c o  a b s c i s s i o n  zone  t i s s u e  a l s o  

r e s e m b le s  t h e  b o d y  d e s c r i b e d  b y  Newcomb (1 9 6 7 ) ,

S e v e r a l  d i f f e r e n t  f u n c t i o n s  o f  t h e  g r a n u l a r  b o d y  

h a v e  b e e n  s u g g e s t e d ,  M a r in o s  (1 9 6 ? )  c i t e s  fo o d  s t o r a g e  a s  

a  p r i n c i p a l  f u n c t i o n .  I s r a e l  an d  S t e w a r t  (1 9 6 7 ) a n d  G e ro la  

a n d  D assu  ( i 9 6 0 ) r e p o r t  t h a t  t h e  b o d y  b r e a k s  up  i n  d a r k -  

grow n m a t e r i a l  t o  fo rm  t h y l a k o i d s .  S t e t l e r  a n d  L a e ts c h  

(1 9 6 9 ) r e p o r t  t h a t  t h e  b o d y  may h a v e  a  r o l e  l a m e l l a r  fo rm a ­

t i o n .

P e l l e g r i n i  an d  G e ro la  ( 1 9 6 9 ) o b s e r v e d  t h e  l a m e l l a e  

e m a n a tin g  fro m  t h e  o p a q u e  b o d y  o f  p l a s t i d s  i n  b o th  l i g h t  a n d  

d a rk -g ro w n  p l a n t s .  I t  i s  t h e i r  o p i n i o n  t h a t  t h e  o p aq u e  b o d y
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w i t h i n  t h e  p l a s t i d s  o f  e t i o l a t e d  p l a n t s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  

p r o l a m e l l a r  b o d y  o f  e t i o p l a s t s  d e s c r i b e d  i n  J e r u s a le m  

a r t i c h o k e  b y  G e r o la  an d  D assu  ( i 9 6 0 ) .

R ev iew  o f  C y to p la s m ic  C h a n g e s  A ccom pany ing  A b s c i s s io n  

I n  F lo w e r  P e d i c e l s  o f  T o b acco  ( b a s e d  o n  J e n s e n  an d  V a ld o v in o s ,  

1 9 6 8 , e x c e p t  w h e re  o th e r w i s e  s t a t e d ) .

C e l l  W all

D u r in g  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  a b s c i s s i o n ,  t h e  m id d le  

l a m e l l a r  r e g i o n  o f  t h e  c e l l  w a l l  b e g in s  t o  u n d e rg o  c e l l  

s e p a r a t i o n  (b e tw e e n  a d j o i n i n g  c e l l s ) .  As t h e  m id d le  

l a m e l l a r  r e g i o n  b r e a k s  down t h e r e  i s  a l s o  a  p a r a l l e l  

d i s i n t e g r a t i o n  o f  t h e  p r im a r y  w a l l .  As c e l l  w a l l  d i s i n ­

t e g r a t i o n  p r o g r e s s e s ,  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e d  p l a s t i c i t y  a n d  

s w e l l i n g  o f  t h e  c e l l  w a l l .  A ls o ,  a s  c e l l  w a l l  d i s s o l u t i o n  

becom es m ore  a d v a n c e d , som e o f  t h e  c e l l  w a l l s  o f  t h e  

s e p a r a t i n g  c e l l s  c o l l a p s e  t o g e t h e r .

M ic ro b o d ie s

I t  w as fo u n d  t h a t  u n p o l l i n a t e d  f l o w e r s ,  i f  e x am in e d  

t h r e e  d a y s  a f t e r  a n t h e s i s ,  c o n ta in e d  m ic r o b o d ie s  w i th  

c r y s t a l l o i d  c o r e s ,  h a v in g  a  c r o s s - h a t c h e d  a p p e a r a n c e .  A ls o , 

som e r a ic r o b o d ie s  h ad  a  m a t r i x  t h a t  becam e m ore  o s m i o p h i l i c ,  

w h i l e  i n  o t h e r s  t h e  c o n t i n u i t y  o f  t h e  s i n g l e  m em brane d i s a p ­

p e a r e d .  A p o s s i b l e  f u n c t i o n  f o r  t h e  m ic ro b o d y  i n  a b s c i s s i o n  

m ay b e  t o  f u r n i s h  enzym es in v o lv e d  i n  t h e  d i s s o l u t i o n  p r o c e s s e s
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t h a t  acco m p an y  a b s c i s s i o n .

E n d o p la sm ic  R e tic u lu m

As d i s i n t e g r a t i o n  o f  t h e  m id d le  l a m e l l a  r e g i o n  

becom es m ore  a d v a n c e d , t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  

o f  s e g m e n ts  o f  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m .  U n p o l l in a t e d  to b a c c o  

f l o w e r  p e d i c e l s  h a v e  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m .  T h is  

ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  i s  q u i t e  d i f f e r e n t  fro m  t h e  

sm o o th  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  o b s e r v a b l e  i n  a b s c i s s i o n  zone 

t i s s u e  a t  a n t h e s i s  a n d  t h r e e  o r  f o u r  d a y s  a f t e r w a r d s  i f  

p o l l i n a t i o n  h a s  o c c u r r e d .  I t  w as s u g g e s te d  t h a t  t h e  ro u g h  

e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  m ay b e  in v o lv e d  i n  m o v in g  m e t a b o l i t e s  

o u t  o f  t h e  c e l l  d i s s o l u t i o n  a r e a  o r  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  

s y n t h e s i s  o f  enzym es t h a t  p l a y  a n  a c t i v e  r o l e  i n  t h e  a b s c i s ­

s i o n  p r o c e s s .

The N u c le u s

C o r t i c a l  c e l l s  o f  to b a c c o  ( N i c o t i a n a  ta b a c u m  L . ) 

a b s c i s s i o n  z o n e s  h a v e  n u c l e o l i  t h a t  v a r y  i n  s t r u c t u r e ,  i n  

t i s s u e  o b s e r v e d  t h r e e  d a y s  a f t e r  a n t h e s i s ,  w h e re  p o l l i n a t i o n  

h a s  b e e n  p r e v e n t e d .  Some o f  t h e s e  n u c l e o l i  a p p e a r  t o  b e  

c o n d e n se d  w h i l e  o t h e r s  h a v e  o n ly  am o rp h o u s z o n e s  r e m a in in g  

a s  t h e  f i b r i l l a r  an d  g r a n u l a r  p o r t i o n s  h a v e  b e e n  d e g ra d e d .  

T h e se  o b s e r v a t i o n s  a g r e e  w i th  t h o s e  o f  G u esk en s a n d  B e rn a rd  

(1 9 6 6 ) ,  i n  t h a t  t h e  am o rp h o u s p o r t i o n  o f  t h e  n u c l e o l u s  i s  

i n a c t i v e  a n d  t h e  f i b r i l l a r  and  g r a n u l a r  p o r t i o n s  r e p r e s e n t  

a r e a s  o f  RNA s y n t h e s i s .  I n  t h i s  v ie w , t h e  a b s e n c e  o f  t h e  

i n n e r  n u c l e o l a r  e le m e n ts  w o u ld  i n d i c a t e  a  p o s s i b l e  d e c r e a s e
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i n  t h e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  n o r m a l ly  r e q u i r e d  f o r  m a i n t a i n in g  

t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  s e p a r a t i o n  l a y e r .

R ev iew  o f  t h e  E f f e c t s  o f  E th y le n e  o n  A b s c i s s io n

A l a r g e  p o r t i o n  o f  t h e  e v id e n c e  f o r  e th y l e n e  h a v in g  

a  r o l e  i n  t h e  a b s c i s s i o n  p r o c e s s  h a s  come fro m  i n v e s t i g a ­

t i o n s  on  b e a n  (P h a s e o lu s  v u l g a r i s ) e x p l a n t s  ( A d d ic o t t ,  1 9 7 0 ) .  

T h e re  i s  a  su d d e n  r e l e a s e  o f  e t h y l e n e  a f t e r  t h e  e x p la n t s  

h a v e  b e e n  s e v e r e d ,  p o s s i b l y  a s  a  r e s p o n s e  t o  t h e  w o u n d in g  o f  

t h e  p l a n t  t i s s u e  ( R u b in s t e in  a n d  A b e le s ,  1965? J a c k s o n  a n d  

O sb o rn e , 1 9 7 0 ) .  When t h e  a c c u m u la t io n  i s  m e a su re d  on a  

t im e  c o u r s e  p e r i o d ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  e th y l e n e  b u i l d - u p  

a f f e c t s  t h e  t im e  o f  o n s e t  o f  a b s c i s s i o n .  A ls o ,  i t  i s  s u g ­

g e s t e d  t h a t  e th y l e n e  p r o d u c t i o n  o c c u r s  a t  a  p a r t i c u l a r  s t a g e  

o f  c e l l u l a r  s e n e s c e n s e ,  t h e r e b y  i n i t i a t i n g  b io c h e m ic a l  c h a n g e s  

w h ic h  s t a r t  t h e  r e a c t i o n  s e q u e n c e s  o f  t h e  a b s c i s s i o n  p r o c e s s  

( R u b i n s t e i n  a n d  A b e le s ,  1 9 6 5 ; A b e le s ,  1 9 6 7 ; J a c k s o n  a n d  

O s b o rn e , 1 9 7 0 ; D e la  F u e n te  an d  L e o p o ld , 1 9 6 8 ) ,

I n  s t u d i e s  o f  c i t r u s  f r u i t s ,  i t  was fo u n d  t h a t  

d e ta c h e d  f r u i t s  e x h i b i t e d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r e l e a s e  o f  

e th y l e n e  a s  t h e  o n s e t  o f  a b s c i s s i o n  becam e e v id e n t  (L ew is  

e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  J a c k s o n  an d  O sb o rn e  (1 9 7 0 ) h a v e  p r e s e n t e d  

c o n v in c in g  e v id e n c e  t h a t  e th y l e n e  c a n  be  a  n a t u r a l  i n d u c e r  

o f  l e a f  a b s c i s s i o n .

E x o g e n e o u s ly  a p p l i e d  e t h y l e n e  c a n  in d u c e  a n d  a c c e l ­

e r a t e  a b s c i s s i o n  i n  f r u i t s ,  f l o w e r s ,  p e t i o l e s ,  an d  l e a f  b l a d e s
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(B u rg  and  B u rg , 1 9 6 8 ) .  I n  b e a n  e x p l a n t s  t h e r e  a p p e a r  t o  b e  

two s t a g e s  o f  s e n s i t i v i t y  t o  a p p l i e d  e t h y l e n e .  D u r in g  t h e  

f i r s t  s t a g e  t h e  t i s s u e  i s  i n s e n s i t i v e  t o  e th y l e n e  a n d  t h e  

m a jo r  s t a g e s  o f  s e n e s c e n c e  b e g in  t o  o c c u r  i n  t h e  d i s t a l  

p a r t s  o f  t h e  b e a n  e x p l a n t s .  The s e c o n d  s t a g e  b r i n g s  a b o u t  

a  r a p i d  r e s p o n s e  t o  e t h y l e n e ,  e v id e n c e d  b y  a n  a c c e l e r a t i o n  o f  

a b s c i s s i o n .  A ls o ,  w i th d r a w a l  o f  e th y l e n e  d e c r e a s e s  t h e  

a b s c i s s i o n  r a t e  t o  t h a t  o f  th e  c o n t r o l  (D e la  F u e n te  a n d  

L e o p o ld , 1 9 6 8 ) .  P e c t i n a s e  a c t i v i t y  becom es m ore p ro n o u n c e d  

a s  t h e  s e c o n d  s t a g e  p r o c e e d s  (M o rre , 1 9 6 8 ) ,  a n d  t h e r e  i s  a l s o  

a  c o r r e s p o n d in g  r i s e  i n  c e l l u l a s e  a c t i v i t y  (H o r to n  an d  

O s b o rn e , 1 9 6 7 ) .  A f u r t h e r  o b s e r v a t i o n  i s  t h e  r a p i d  d e c l i n e  

i n  b r e a k - s t r e n g t h  a c r o s s  t h e  a b s c i s s i o n  zo n e  a s  s t a g e  two 

c o n t i n u e s  ( C r a c k e r  an d  A b e le s ,  1 9 6 9 ) .

S e v e r a l  s t u d i e s  o f  e x p l a n t s ,  p e t i o l e s ,  a n d  s te m s  o f  

P isu m  s a t iv u m . C o le u s  b lu m e i . a n d  G ossp ium  h i r s u tu m  r e v e a l  

t h a t  e x o g e n e o u s ly  a p p l i e d  e th y l e n e  c a n  i n h i b i t  p o l a r  a u x in  

t r a n s p o r t ,  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  

a c t i v i t y ,  and  b r i n g  a b o u t  a  d e c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  

d i f f u s a b l e  a u x in  (B u rg  a n d  B u rg , 1 9 6 8 ; H a l l  a n d  M organ , 1964* 

M organ e t  a l . ,  1 9 6 8 ; V a ld o v in o s  e t  a l , ,  1 9 6 7 ; O sb o rn e  an d  

M u l l in s ,  1 9 6 9 ; E r n e s t  an d  V a ld o v in o s ,  1 9 7 1 ) ,

V a ld o v in o s  e t  a l . ,  (1 9 7 2 ) d id  t im e  c o u r s e  e x p e r im e n ts ,  

u s i n g  5 ^ j l / l  o f  e x o g e n e o u s ly  a p p l i e d  e th y l e n e  to  t r e a t  

to b a c c o  ( N i c o t i a n a  tab a cu m  L . ) f l o w e r  p e d i c e l s  o v e r  a  f i v e  

h o u r  p e r i o d .  T i s s u e  s a m p le s  w e re  c o l l e c t e d  a t  tw o , t h r e e ,  

a n d  f i v e  h o u r  i n t e r v a l s  f o r  f i n e  s t r u c t u r a l  e x a m in a t io n .
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E th y le n e - e x p o s e d  f lo w e r  p e d i c e l s  r e v e a l  a n  i n c r e a s e d  

a c c u m u la t io n  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  i n  t h e  c o r t i c a l  

t i s s u e  a f t e r  two h o u r s  o f  t r e a t m e n t .  T h e re  i s  a  c o n t i n u a l  

i n c r e a s e  i n  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  o c c u r r i n g  b e tw e e n  

th e  t h i r d  a n d  f i f t h  h o u r s  a f t e r  t r e a t m e n t  (V a ld o v in o s  e t  a l , ,  

1 9 7 1 ) .

A f t e r  f i v e  h o u r s  o f  e t h y l e n e  t r e a t m e n t ,  t h e  s i n g l e  

m em brane-bound  m ic r o b o d ie s  a p p e a r  t o  l o s e  i n t e g r i t y .  T h e re  

d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  a n y  c h a n g e  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  

c r y s t a l l o i d  c o r e s  d u r i n g  t h e  a p p l i e d  e th y l e n e  t im e  c o u r s e  

p e r i o d  (V a ld o v in o s  e t  a l , ,  1 9 7 2 ) .

D u r in g  c e l l  w a l l  d e g r a d a t i o n  s t a g e s ,  t h e r e  i s  a n  

i n c r e a s e  i n  f i b r o u s  m a t e r i a l ,  v e s i c u l a r  s t r u c t u r e s  a n d  

e i t h e r  s t r i a t e d  o r  n o n - s t r i a t e d  e l e c t r o n  d e n s e  b o d ie s  i n  

t h e  w a l l  a r e a s  d u r in g  t h e  e t h y l e n e  e x p o s u re  p e r i o d  (V a ld o v in o s  

e t  a l . f 1 9 7 2 ) .

The a u t h o r s  d i d  n o t  o b s e r v e  a n y  a p p r e c i a b l e  c h a n g e  i n  

t h e  s t r u c t u r e  o f  m i to c h o n d r i a ,  n u c l e i ,  c h l o r o p l a s t s ,  o r  

m ic ro b o d y  c r y s t a l l o i d  c o r e s  d u r i n g  t h e  t im e  c o u r s e  o f  e th y l e n e  

t r e a t m e n t  (V a ld o v in o s  e t  a l , ,  1 9 7 2 ) .

The b r e a k - s t r e n g t h  r e q u i r e d  to  b e n d  t h e  p e d i c e l s ,  

a f t e r  two h o u r s  o f  e th y l e n e  e x p o s u r e ,  d o e s  n o t  c a u s e  b re a k a g e *  

h o w e v e r , t h e r e  i s  a  d e g r e e  o f  b e n d in g  a c r o s s  t h e  s e p a r a t i o n  

l a y e r .  The p e d i c e l s  b e g in  t o  b r e a k  a c r o s s  t h e  a b s c i s s i o n  

l a y e r  a f t e r  2 .5  h o u r s  o f  a p p l i e d  e t h y l e n e  a n d  r e q u i r e  a  

b r e a k - s t r e n g t h  o f  *K) g ram s f o r  b r e a k a g e .  B e tw een  2 .5  a n d  

5 h o u r s  o f  e th y l e n e  t r e a t m e n t ,  t h e  b r e a k - s t r e n g t h  a c r o s s  th e
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s e p a r a t i o n  l a y e r  d e c r e a s e s  e x p o n e n t i a l l y  t o  5 gram s a t  5 

h o u r s  (V a ld o v in o s  e t  a l , ,  1 9 7 2 ) ,

The s p e c i f i c  r o l e  f o r  e th y l e n e  i n  a b s c i s s i o n  h a s  

y e t  t o  b e  c l e a r l y  d e f i n e d .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s te d  t h a t ,  i n  

a  tw o s t a g e  s e q u e n c e ,  t h e  r o l e  o f  a u x in  m ay p r e d o m in a te  i n  

t h e  f i r s t  s t a g e ,  w i t h  e t h y l e n e  a s s u m in g  a  m a jo r  r o l e  i n  t h e  

s e c o n d  s t a g e  ( A d d i c o t t ,  1 9 7 0 ) ,  H ow ever, t h e  p ro b le m  i s  

com pounded b y  t h e  m any d i f f e r e n t  e v e n t s  ( c e l l  w a l l ' d i s s o l u t i o n ,  

i n c r e a s e  i n  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m ,  a n d  t h e  i n c r e a s e  i n  

p e c t i n a s e  a n d  c e l l u l a s e  enzym es) t h a t  o c c u r  d u r in g  t h e  

a b s c i s s i o n  p r o c e s s  ( A d d i c o t t ,  1 9 7 0 ) ,



MATERIALS AND METHODS

P l a n t  G row th  C o n d i t io n s

T o b acco  p l a n t s  ( N i c o t i a n a  tab a cu m  L . c v , " L i t t l e  

T u r k i s h " )  w e re  grow n i n  t h e  g re e n h o u s e  u n d e r  a  n o rm a l  p h o to ­

p e r i o d  o f  1 4  h o u r s  w i t h  minimum t e m p e r a t u r e s  o f  25 d e g r e e s  C 

d u r i n g  t h e  d a y  an d  20 d e g r e e s  C a t  n i g h t .  U n d er n a t u r a l  

s h o r t - d a y  c o n d i t i o n s ,  t h e  p l a n t s  w e re  g row n u n d e r  1 4  h o u r s  

p e r  d a y  o f  l i g h t  fro m  c o o l - w h i t e  f l u o r e s c e n t  a n d  in c a n d e s c e n t  

la m p s  a t  a n  i n t e n s i t y  o f  2 0 ,0 0 0  l u x  an d  a t  a  t e m p e r a tu r e  o f  

25 ±2 d e g r e e s  C.

P r e p a r a t i o n  o f  C o n t r o l  T is s u e  F o r  Tim e C o u rse  S t u d i e s

L e a f y  b r a n c h e d  s te m s  o f  t o b a c c o ,  e a c h  c o n t a i n i n g  t e n  

o r  m ore  f l o w e r  p e d i c e l s ,  e a c h  1 0  mm lo n g ,  w e re  s e v e r e d  fro m  

t h e  m a in  p l a n t  s te m  a n d  r e - c u t  u n d e r  d i s t i l l e d  w a t e r ,  

im m e d ia te ly  p r i o r  t o  b e in g  p l a c e d  i n  500  m l p l a s t i c  b e a k e r s ,  

e a c h  c o n t a i n i n g  150  m l o f  o n e - h a l f  s t r e n g t h  H o a g la n d 's  

n u t r i e n t  s o l u t i o n  (A m o n  an d  H o a g la n d , 1 9 4 0 ) ,

The p l a s t i c  b e a k e r s ,  e a c h  c o n t a i n i n g  s e v e r a l  w h o le  

f l o w e r  p e d i c e l s ,  w e re  p l a c e d  i n  a  S h e r e r  G i l l e t t e  c o n t r o l l e d

35
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e n v iro n m e n t  c h am b er, m o d e l CL25-7HL, c o n t a i n i n g  a  c o n s t a n t  

l i g h t  s o u r c e  o f  in c a n d e s c e n t  a n d  f l u o r e s c e n t  l i g h t ,  g i v i n g  

a  c o n s t a n t  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  2 0 ,0 0 0  l u x ,  50  - 5 ^  r e l a t i v e  

h u m id i ty ,  an d  a  t e m p e r a tu r e  o f  25 d e g r e e s  C . G roups o f  

f l o w e r  p e d i c e l s  w e re  w ith d ra w n  fro m  th e  c o n t r o l  g ro w th  

c h am b er a t  o n e , tw o , t h r e e ,  t h r e e  a n d  o n e - h a l f ,  f o u r ,  f o u r  

a n d  o n e - h a l f ,  a n d  f i v e  h o u r s ,  f o r  u s e  i n  t h e  s u b s e q u e n t  

p h y s i o l o g i c a l  a n d  e l e c t r o n  m ic r o s c o p ic  e x a m in a t io n s .  Some 

f lo w e r  p e d i c e l  s e g m e n ts  (10 mm i n  l e n g t h )  w e re  c o l l e c t e d  

d i r e c t l y  fro m  t h e  g re e n h o u s e  p l a n t s  an d  n o t  p u t  i n t o  t h e  

g ro w th  c h a m b e r .

P r e p a r a t i o n  o f  E th y l e n e - T r e a t e d  T i s s u e  F o r  T im e C o u rse  S t u d i e s

T he f lo w e r  p e d i c e l  t i s s u e  w as p r e p a r e d  i n  t h e  sam e 

m an n e r a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  t h e  c o n t r o l  t im e  c o u r s e  s t u d i e s .  

H ow ever, t h e  e t h y l e n e  t r e a t m e n t  c h am b er w as p r o v id e d  w i t h  a  

c o n t in u o u s  f lo w  o f  a i r  (30  l i t e r / m i n . )  c o n t a i n i n g  l / l  o f  

e t h y l e n e .  The a i r  f lo w in g  th r o u g h  t h e  c h a m b e r w as f i r s t  

p a s s e d  th r o u g h  a n  e th y l e n e  s c r u b b in g  ch am b er d e v ic e .  T he 

s c r u b b i n g  c a n i s t e r  c o n ta in e d  P u r a f i l  w h ic h  i s  com posed  o f  

a c t i v a t e d  AlgO^ im p re g n a te d  w i th  KMnO^ i n  t h e  fo rm  o f  

p e l l e t s  m e a s u r in g  o n e - e i g h t h  i n c h  i n  d i a m e t e r ,  P u r a f i l  w as 

o b t a i n e d  fro m  M arbon D i v i s i o n ,  B o rg -W a m e r C o r p o r a t io n ,  

W a sh in g to n , W est V i r g i n i a .  The c a n i s t e r  w as m ade o f  d e g re a s e d  

g a lv a n iz e d  p ip e  (1 0  b y  40 cm) f i t t e d  w i th  c i r c l e s  o f  s c r e e n  

w i r e  i n  d r i l l e d  p i p e  c a p s  t h a t  w e re  f i t t e d  w i t h  r e g u l a r  g a s
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o u t l e t s .  The t a p e  t h r e a d s  w e re  c o v e r e d  w i th  T e f lo n  r a t h e r  

t h a n  o i l  t o  p r o v i d e  f o r  e a s y  d i s a s s e m b ly  f o r  r e f i l l i n g  a n d  

t o  p r o t e c t  t h e  P u r a f i l  fro m  c o n ta m in a t io n .  T he p l a n t s  w e re

o f  t h e  e x p e r im e n t .  B e a k e rs  c o n t a i n i n g  a t  l e a s t  10  f lo w e r  

p e d i c e l s  w e re  w ith d ra w n  fro m  t h e  e th y l e n e  c h am b er a t  o n e , 

tw o , t h r e e ,  t h r e e  an d  o n e - h a l f ,  f o u r ,  f o u r  a n d  o n e - h a l f ,  an d  

f i v e  h o u r  i n t e r v a l s  f o r  u s e  i n  t h e  s u b s e q u e n t  p h y s i o l o g i c a l  

a n d  e l e c t r o n  m ic r o s c o p ic  s t u d i e s .

P r e p a r a t i o n  o f  T is s u e  F o r  E l e c t r o n  M ic ro s c o p ic  E x a m in a t io n

c a l i b r a t e d  c o n s t a n t - w i d t h  k n i f e ,  com posed  o f  tw o d o u b le -  

e d g e d  r a z o r  b l a d e s ,  f a s t e n e d  t o g e t h e r  w i th  a  2 m i l l i m e t e r  

s p a c e r  b e tw e e n  t h e  b l a d e s ,  w as u s e d  f o r  c u t t i n g  t h e  s e g m e n ts .  

The h a r v e s t e d  t i s s u e  w as im m e d ia te ly  f i x e d  i n  3% g l u t a r a l d e h y d e  

( S a b a t i n i  e t  a l , ,  1 9 6 3 ) i n  0.1M  p h o s p h a te  b u f f e r  a t  a  pH o f

7 .2  f o r  1 h o u r  a t  ^  d e g r e e s  C. The t i s s u e  w as th e n  r i n s e d  

s i x  t im e s  i n  b u f f e r  ( s i x  s e p a r a t e  r i n s e s  o v e r  a  p e r i o d  o f  Zk 

h o u r s ) .  O th e r  s te m  s e g m e n ts  w e re  c o l l e c t e d  a n d  f i x e d  f o r  2 

h o u r s  a t  room  t e m p e r a tu r e  i n  a  m ix tu r e  o f  2% g l u t a r a l d e h y d e  

b u f f e r e d  w i th  0.05M  c o l l i d i n e  p l u s  0 . 0 6m s u c r o s e  a t  pH 7 . 3 - -  

7 . ^ .  The t i s s u e  s e c t i o n s  w ere  t h e n  w ash ed  f o r  1 , 5  h o u r s  i n  

c o l l i d i n e  b u f f e r  (M o lle n h a u e r  a n d  T o t t e n ,  1 9 7 0 ) .

e t h y l e n e  g a s  o v e r  t h e  t im e  c o u r s e  p e r i o d

Two m i l l i m e t e r  l o n g  s e g m e n ts  o f  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  

c o n t a i n i n g  t h e  s e p a r a t i o n  z o n e , w e re  e x c i s e d  ( F ig u r e  1 ) .  A
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F ig .  1 .  A d ia g ra m  o f  p e d i c e l  t i s s u e  o f  N i c o t i a n a  tab a cu m  

L . sh o w in g  t h e  p o r t i o n  o f  t h e  f l o w e r  p e d i c e l  u s e d  i n  t h e s e  

s t u d i e s .  The p o r t i o n  o f  p e d i c e l  u s e d  f o r  e x p e r im e n ts  show n 

i n  F ig u r e  2 c o m p r is e d  a  6 mm l o n g  p e d i c e l  se g m e n t i n c l u d i n g  

d i s t a l  (2  ram), a b s c i s s i o n  zo n e  (2  mm), a n d  p ro x im a l  (2  mm) 

p o r t i o n s .  Two mm se g m e n ts  o f  p r o x im a l ,  a b s c i s s i o n  z o n e , a n d  

d i s t a l  p e d i c e l  t i s s u e  w e re  a s s a y e d  s e p a r a t e l y  f o r  t h e  

e x p e r im e n ts  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e s  3 th r o u g h  8 . Two mm 

se g m e n ts  o f  t h e  p e d i c e l  ( a b s c i s s i o n  z o n e )  w ere  u s e d  f o r  t h e  

f i v e  s t r u c t u r a l  a n d  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s .



FIGURE 1 D I A G R A M  OF P E D I C E L  T I S S U E  OF N I C O T I A N A  T A B f l C U M  L *

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ►  DISTAL ( 2 m m . )

------------------------------*»-ABSCISSION ZONE(2mm.)

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - » * - P i l O X i I j ' A L ( 2 m n i . )

*The 2mm. segment of the pedicel (abscission zone) was used for the fine structural, 
electrophoretic, and spectrophotometric studies. Proximal, distal, and abscission 
zone segments, each 2mm. in length, were used for some spectrophotometric assays.

\
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D ia m in o b e n z id in e  T re a tm e n t  o f  G row th  C ham ber a n d  G re en h o u se  

T is s u e

The N o v ik o f f  a n d  G o l d f i s c h e r  (1 9 6 8 )  i n  s i t u  

d ia m in o b e n z id in e  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  w as u s e d  

i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  E ach  i n d i v i d u a l  2 mm s e c t i o n  o f  

f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  w as c u t  i n t o  f o u r  s m a l l e r  s e c t i o n s  

b e f o r e  t r a n s f e r  t o  t h e  d ia m in o b e n z id in e  i n c u b a t i o n  s t a i n i n g  

m edium . The i n c u b a t i o n  m edium  c o n ta in e d  10  mg o f  3 » 3 '-  

d ia m in o b e n z id in e  t e t r a c h l o r i d e  (DAB) a v a i l a b l e  fro m  th e  

S igm a C h e m ic a l Com pany, S t ,  L o u is ,  M is s o u r i ,  0 .1  m l o f  3?6 

h y d ro g e n  p e r o x i d e  a n d  5 nil o f  2 -a m in o - 2 - m e th y l - 1 , 3 - p r o p a n d io l  

b u f f e r  (0 .05M , pH 9 . 0 ,  S ee  A p p e n d ix  A, S c h e d u le  V ) ,

S e g m en ts  o f  f l o w e r  p e d i c e l s ,  f i x e d  a n d  s l i c e d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e , w e re  i n c u b a te d  f o r  1 h o u r  a t  37 d e g r e e s  C 

i n  ( a ) c o r a p le te  d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  m edium ; (b )c o m p le te  

m edium  w i t h o u t  d ia m in o b e n z id in e ;  a n d  ( c ) c o m p le te  medium 

m in u s  h y d ro g e n  p e r o x i d e .  The t i s s u e  s e c t i o n s  w e re  r i n s e d  

i n  0 .05M  p r o p a n d i o l  b u f f e r ,  pH 9 . 0 .  S eg m en ts  o f  f l o w e r  

p e d i c e l s  w e re  a l s o  i n c u b a te d  i n  t h e  ab o v e  m e n t io n e d  m e d ia  a t  

pH 6 . 0 .  S ee  A p p e n d ix  A, S c h e d u le  V.

I n h i b i t o r s

S e g m en ts  (2  mm l o n g )  o f  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  w e re  

i n c u b a te d  i n  c o m p le te  m edium  f o r  1  h o u r  a t  37 d e g r e e s  C w i th  

e i t h e r  (a )0 ,0 2 M  3 - a m i n o - l , 2 , 4 - t r i a z o l e  ( A l d r i c h  C h e m ica l
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Com pany) o r  (t>) 0.02M p o ta s s iu m  c y a n id e ,  The r e s p e c t i v e  

f l o w e r  p e d i c e l  se g m e n ts  w ere  t h e n  r i n s e d  i n  0.05M  p r o -  

p a n d io l  b u f f e r ,  pH 9 . 0 o S ee  A p p e n d ix  A, S c h e d u le  V,

E m bedd ing  P r o c e d u r e  f o r  E x a m in a t io n  o f  T i s s u e  A t t h e  F in e  

S t r u c t u r a l  L e v e l

A f t e r  t h e  t i s s u e  s e g m e n ts  w e re  i n c u b a te d  i n  t h e  

d i f f e r e n t  d ia m in o b e n z id in e  m e d ia , t h e y  w e re  r i n s e d  b r i e f l y  

i n  0.05M p r o p a n d i o l  b u f f e r ,  pH 9 .0  and  s t a i n e d  f o r  1 h o u r  

a t  ^  d e g re e s  C w i th  2% osmium t e t r o x i d e  i n  0.1M  p h o s p h a te  

b u f f e r ,  pH 7 , 2 .  O th e r  t i s s u e  s e c t i o n s  w e re  p r e - f i x e d  i n  

2fo p a r a f o rm a ld e h y d e  f o r  1 h o u r  a t  ^  d e g re e s  C , r i n s e d  a t  

l e a s t  f i v e  t im e s  w i th  0.1M  p h o s p h a te  b u f f e r ,  pH 7 .2 ,  a n d  

t h e n  f i x e d  i n  Ifo osmium t e t r o x i d e  f o r  2b  h o u r s  a t  b d e g r e e s  

C . The t i s s u e  w as d e h y d r a te d  i n  a  g ra d e d  e t h a n o l  s e r i e s ,  

f o l lo w e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  p r o p y le n e  o x id e ,  a n d  em bedded i n  

E p o n  812 ( L u f t ) ,  1 9 6 1 ) ;  s e e  A p p e n d ix  A, S c h e d u le  IV .

P r e p a r a t i o n  o f  T is s u e  S e c t i o n s  f o r  E l e c t r o n  M ic ro s c o p y

C o r t i c a l  t i s s u e  fro m  s e v e r a l  d i f f e r e n t  d e p th s  o f  t h e  

a b s c i s s i o n  z o n e  w ere  c o l l e c t e d  f o r  s e c t i o n i n g .  A D upon t 

d iam o n d  k n i f e  w as u s e d  t o  c u t  s i l v e r - g r e y  s e c t i o n s  o f  a p p ro x ­

im a t e l y  0 .05/*  i n  t h i c k n e s s  o n  a  LKB ju l t r a m ic r o to m e .  The 

s e c t i o n s  w e re  c o l l e c t e d  o n  c l e a n  300-m esh  c o p p e r  g r i d s .  Some 

u n s t a i n e d  s e c t i o n s  w ere  v ie w e d  a n d  p h o to g r a p h e d  w i th  t h e
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e l e c t r o n  m ic ro s c o p e  to  d e te r m in e  t h e  a c t u a l  i n t e n s i t y  o f  

i n  s i t u  s t a i n i n g  an d  o t h e r  s e c t i o n s  w e re  s t a i n e d  w i th  e i t h e r  

l e a d  s a l t s  ( M i l l i n o g ,  1961* K a m o v sk y , 1961* Y /a tson , 1 9 5 8 ) 

o r  u r a n y l  a c e t a t e  i n  m e th a n o l  (S tem p ak  a n d  W ard, 1 9 6 4 ) ,  

e i t h e r  t o g e t h e r  o r  s e p a r a t e l y ,  A H i t a c h i  1 1  E e l e c t r o n  

m ic ro s c o p e  w as u s e d .  The m ic r o g ra p h s  w e re  t a k e n  i n  t h e  

m a g n i f i c a t i o n  r a n g e  o f  2 ,0 0 0  to  2 2 ,0 0 0 X  o n  K odak c o n t r a s t  

p l a t e s .  The n e g a t i v e s  w e re  r o u t i n e l y  e n l a r g e d  to  2 .8  t o

4 .2  t im e s  u s i n g  K odak F - 3 ,  F -4 ,  o r  F -5  K od ab ro m id e  p a p e r ,

S p e c t r o p h o to m e t r i c  A ssa y  f o r  P e r o x id a s e

G roups o f  10 t i s s u e  s e c t i o n s  (2  mm l o n g )  w e re  

c o l l e c t e d  fro m  t h e  c o n t r o l  a n d  e th y l e n e  t r e a t m e n t  c h a m b e rs .

A s e p a r a t e  g ro u p  o f  6 mm f lo w e r  p e d i c e l  s e g m e n ts  w e re  

f u r t h e r  s u b d iv id e d  i n t o  t h r e e  e q u a l  p a r t s ,  r e p r e s e n t i n g  

p r o x im a l ,  d i s t a l ,  a n d  a b s c i s s i o n  zone  s e g m e n ts .  A f t e r  

e x c i s i o n  fro m  t h e  f l o w e r  p e d i c e l s ,  t h e  t i s s u e  w as w e ig h e d  

a n d  im m e d ia te ly  p u t  i n t o  p r e - c h i l l e d  m o r t a r s  a t  4  d e g r e e s  C, 

The t i s s u e  s a m p le s  w e re  g ro u n d  w i t h  a  m o r ta r  a n d  p e s t l e  a t  

4  d e g r e e s  C f o r  a n  a v e r a g e  o f  f i v e  m in u te s  i n  4  ml o f  0.01M  

p h o s p h a te  b u f f e r ,  pH 6 . 0 .  The t i s s u e  h o m o g e n a te s  w e re  

c e n t r i f u g e d  a t  2 ,0 0 0  g  f o r  10  m in u te s  a t  4  d e g r e e s  G t o  

rem o v e  c e l l u l a r  d e b r i s .  The r e s p e c t i v e  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n s  

w e re  u s e d  f o r  t h e  p e r o x i d a s e  a s s a y s  (R id g e  a n d  O sb o rn e , 1 9 7 0 ) ,  

O th e r  t i s s u e  s a m p le s  w e re  t a k e n  fro m  g r e e n h o u s e  p l a n t s  t o  

a s s a y  t h e  p e r o x i d a s e  l e v e l s  i n  p l a n t s  g row n u n d e r  n o rm a l
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g re e n h o u s e  c o n d i t i o n s .

S p e c t r o p h o to m e t r ic  d e t e r m i n a t i o n s  w ere  m e a su re d  a t  

a  w a v e le n g th  o f  ^60 nm, u s i n g  a  Beckm an m odel DU s p e c t r o ­

p h o to m e te r .  The s t a n d a r d  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  o f  1 ,3  m l o f  

0 .1N  h y d ro g e n  p e r o x id e  a n d  1 ,3  ml o f  0 ,0 5 #  g u a ia c o l  p l u s  

0 .8  ml o f  d i s t i l l e d  w a te r  (R id g e  a n d  O sb o rn e , 1 9 7 0 ) .  The 

e x p e r im e n ta l  s o l u t i o n  c o n ta in e d  1 ,3  m l o f  0 , 05#  g u a ia c o l  

p l u s  0 .8  m l o f  enzym e s u p e r n a t a n t  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  

a b o v e  (R id g e  a n d  O sb o rn e , 1 9 7 0 ) .  S ee  A p p e n d ix  A, S c h e d u le  V I.

The D e te r m in a t io n  o f  P e r o x id a s e  A c t i v i t y

T he enzym e s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  w as a d d e d  a t  t im e  

z e ro  a n d  t h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  w as r e a d  a t  f i v e  s e c o n d  

i n t e r v a l s ,  o v e r  a  p e r i o d  o f  t h r e e  m in u te s .  The l i n e a r  

p o r t i o n  o f  t h e  c u rv e  w as o v e r  t h e  r a n g e  b e tw e e n  70 a n d  

150 s e c o n d s  a n d  t h e  f i n a l  r e l a t i v e  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  

w as e x p r e s s e d  i n  te rm s  o f  u n i t s  p e r  gram  f r e s h  w e ig h t  o f  

t i s s u e  (R id g e  an d  O s b o rn e , 1 9 7 0 ; G ahagan  e t  a l , f 1 9 6 8 ) ,

S ee  A p p e n d ix  A, S c h e d u le  IX .

S o lu b le  P r o t e i n  D e te r m in a t io n

The s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n s  fro m  t h e  r e s p e c t i v e  t i s s u e  

h o m o g e n a te s , p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e , w e re  u s e d  f o r  t h e  

p r o t e i n  a s s a y .  The m e a su re m e n t o f  p r o t e i n  c o n te n t  o f  t h e  

t i s s u e  h o m o g e n a te  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n s  was d e te rm in e d  b y
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t h e  L ow ry  m e th o d  (L ow ry e t  a l . ( 1 9 5 1 ) .  u s i n g  b o v in e  se ru m  

a lb u m in  a s  a  s t a n d a r d ;  s e e  A p p e n d ix  A, S c h e d u le  V I I .

E l e c t r o p h o r e s i s

A b o u t 250  s e g m e n ts  w e re  p o o le d  to  g iv e  g ro u p s  o f  

^0 s e g m e n ts  o f  f l o w e r  p e d i c e l s  (2  mm lo n g )  o f  N i c o t i a n a  

ta b a c u m  L . w h ic h  w e re  c o l l e c t e d  f ro m  c o n t r o l  a n d  e t h y l e n e  

c h a m b e rs  a t  tw o , t h r e e ,  f o u r ,  a n d  f i v e  h o u r  i n t e r v a l s .  The 

r e s p e c t i v e  t i s s u e  s a m p le s  w e re  im m e d ia te ly  p u t  i n t o  a  p r e ­

c h i l l e d  m o r ta r  a t  4  d e g r e e s  C. T he i n d i v i d u a l  t i s s u e  s a m p le s  

w e re  g ro u n d  w i t h  m o r ta r  a n d  p e s t l e  a t  4- d e g r e e s  C i n  1  ml o f

0.8?S so d iu m  c h l o r i d e  a n d  0 ,1 % so d iu m  n i t r a t e ,  pH 5 .9  (S m ith  

e t  a l . ,  1 9 7 0 ) ,  The s e p a r a t e  h o m o g e n a te s  w e re  c e n t r i f u g e d  a t  

k  d e g r e e s  C f o r  o n e  h o u r  a t  5 .0 0 0  g t o  rem o v e  c e l l u l a r  d e b r i s .  

The r e s p e c t i v e 1 s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n s  w e re  u s e d  f o r  t h e  

e l e c t r o p h o r e t i c  a s s a y s .

A C a n a lc o  v e r t i c a l  p o ly a c r y la m id e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

a p p a r a t u s  (C a n a lc o  Com pany, R o c k v i l l e ,  M a ry la n d )  w as u s e d  i n  

t h i s  s t u d y .  E l e c t r o p h o r e t i c  g e l  o r  s e p a r a t i n g  g e l  ( s e e  

A p p e n d ix  A, S c h e d u le  V I I I ) ,  u s i n g  ammonium p e r s u l f a t e  a s  a  

c a t a l y s t ,  was a d d e d  t o  a  t u b e  h e i g h t  o f  1 2 ,0  cm. A 7 .5 #  

s t a c k i n g  g e l ,  u s i n g  r i b o f l a v i n  a s  a  c a t a l y s t ,  w as a d d e d  t o  a  

tu b e  h e i g h t  o f  1 3 ,5  cm. T he sa m p le  g e l  i n  t h e  r e m a in d e r  o f  

th e  t u b e ,  u s i n g  r i b o f l a v i n  a s  a  c a t a l y s t ,  c o n ta in e d  0 .2  ml o f  

enzym e s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n .  T he g e l s  w e re  r u n  i n  0.1M  

T r i s - G l y c i n e  b u f f e r ,  pH 8 . 5 ,  f o r  o n e  an d  o n e - h a l f  h o u r s ,  w i th
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a  c u r r e n t  o f  5 m i l l ia m p s  p e r  tu b e  (S h e e n , 1 9 7 0 ) .  S e e  

A p p e n d ix  A, S c h e d u le  V I I I .

F lo w e r P e d i c e l  B r e a k - S t r e n g th  A ssa y

F lo w e r  p e d i c e l s  w e re  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  

c o n t r o l  a n d  e th y l e n e  g ro w th  ch am b er t r e a t m e n t s .  S te m s , 

c o n t a i n i n g  10  o r  m ore p e d i c e l s  e a c h ,  w e re  w ith d ra w n  from  t h e  

c o n t r o l  a n d  e t h y l e n e  t r e a t m e n t  c h a m b e rs  a t  i n t e r v a l s  o f  tw o , 

t h r e e ,  t h r e e  a n d  o n e - h a l f ,  f o u r ,  f o u r  a n d  o n e - h a l f ,  an d  f i v e  

h o u r s .  E ac h  a v e r a g e  m e a su re m e n t r e p r e s e n t s  t h e  b r e a k -  

s t r e n g t h s  o f  t e n  s e p a r a t e  f l o w e r  p e d i c e l s .  I n d i v i d u a l  b r e a k  -  

s t r e n g t h  d e t e r m i n a t i o n s  w e re  m ade w i th  a  f l o w e r  p e d i c e l  

e x c i s e d  5 mm p r o x im a l  t o  t h e  s e p a r a t i o n  l a y e r .  T he b r e a k -  

s t r e n g t h  i s  d e f i n e d  a s  t h e  am oun t o f  f o r c e ,  i n  g ra m s , 

n e c e s s a r y  to  c a u s e  c o m p le te  s e p a r a t i o n  o f  t h e  c e l l  l a y e r s  

c o m p r i s in g  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e . ( D e la  F u e n te  an d  L e o p o ld ,

1 9 6 8 ) ,  The f o r c e ,  i n  g ra m s , r e q u i r e d  t o  c a u s e  c o m p le te  

s e p a r a t i o n  a c r o s s  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e , w as m e a s u re d  w i th  a  

l a b o r a t o r y  b a la n c e  b y  h o l d i n g  t h e  p r o x i m a l . end  o f  t h e  f l o w e r  

p e d i c e l  ( s e v e r e d  1 mm fro m  t h e  s te m )  a g a i n s t  t h e  p a n  o f  t h e  

b a la n c e  a n d  p r e s s i n g  t h e  d i s t a l  p o r t i o n  o f  t h e  f l o w e r  p e d i c e l  

a g a i n s t  t h e  b a la n c e  p a n  a t  a  4 5 °  a n g l e .  T he am oun t o f  f o r c e  

r e q u i r e d  t o  c a u s e  c o m p le te  b r e a k a g e  a c r o s s  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e  

w as e x p r e s s e d  i n  g ra m s . T en  f l o w e r  p e d i c e l s  w e re  u s e d  f o r  

e a c h  r e s p e c t i v e  d e t e r m i n a t i o n  w i th  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  i n d i ­

c a t e d  b y  t h e  u n c o lo r e d  c i r c l e s  s u p e r im p o s e d  o n  t h e  v e r t i c a l



l i n e  th r o u g h  e a c h  datu ra  p o i n t

D e te r m in a t io n  o f  S ta n d a r d  E r r o r

The s t a n d a r d  d e v i a t i o n  w as d e te r m in e d  f o r  e a c h

e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  t i s s u e  sa m p le  o v e r  t h e  t im e  

c o u r s e  p e r i o d  o f  t h e  e x p e r im e n t ,  e a c h  d e t e r m i n a t i o n  r e p r e ­

s e n t i n g  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  e x p r e s s e d  

i n  te rm s  o f  r e l a t i v e  u n i t s  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  p e r  g ,  

f r e s h  w e ig h t  ( t e n  s e p a r a t e  t i s s u e  s a m p le s  f o r  e a c h  r e s p e c t i v e  

t im e  a n d  t r e a t m e n t  p e r i o d ) .  The s t a n d a r d  d e v i a t i o n  f o r  e a c h  

t im e  i n t e r v a l  a n d  t r e a t m e n t  p e r i o d  w as c a l c u l a t e d  a s  f o l lo w s *

1 .  T he a r i t h m e t i c a l  m ean (x )  w as d e te r m in e d  b y  a d d in g  a l l  o f  

t h e  i n d i v i d u a l  o b s e r v a t i o n s  (X ^) an d  d i v i d i n g  t h e  t o t a l  b y  

t h e  num ber o f  i n d i v i d u a l  s a m p le s  (N) ,
** 22 .  The i n d i v i d u a l  d e v i a t i o n  fro m  t h e  m ean (X ^ -x )  w as 

c a l c u l a t e d .
“ 23* E a c h  i n d i v i d u a l  d e v i a t i o n  fro m  t h e  m ean (X ^ -x ) w as 

s q u a r e d  so  t h a t  p o s i t i v e  v a l u e s  c o u ld  b e  o b t a i n e d .

4-. The sum o f  t h e  s q u a r e d  d e v i a t i o n s  fro m  t h e  m ean w as 

o b t a i n e d  ( S tX ^ - x ) 2 ) .

5 .  The s t a n d a r d  d e v i a t i o n ( s )  o f  t h e  sa m p le  w as c a l c u l a t e d ,  

u s i n g  t h e  fo r m u la  ______

The s t a n d a r d  d e v i a t i o n  e n a b l e s  o n e  to  m e a s u re  t h e  p o s s i b l e  

e r r o r  o f  t h e  e s t i m a t e .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t o  e s t i m a t e
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t h e  s a m p le  m ean b y  a n  i n t e r v a l ,  T he v a lu e  s  i s
~ w m~

t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  s a m p le  m ea n . The e t h y l e n e -  

t r e a t e d  p l a n t s  w e re  co m p ared  w i t h  t h e  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  

f o r  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y ,  m e a s u re d  i n  r e l a t i v e  u n i t s  p e r  

g .  f r e s h  w e i g h t .  T he s t a n d a r d  e r r o r  w as c o m p u te d  f o r  

e a c h  t i s s u e  s a m p le  ( r e p r e s e n t i n g  t e n  s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n s ) .  

I n  f i g u r e s  s h o w in g  t h e  r e s u l t s  i n  g r a p h  fo rm , t h e  c o n ­

f i d e n c e  i n t e r v a l  i s  r e p r e s e n t e d  b y  u n c o lo r e d  c i r c l e s  

s u p e r im p o s e d  o n  e a c h  b a r  ( M a c h l i s ,  L . ,  an d  J . G .  T o r r e y ,

P l a n t s  I n  A c t i o n . W.H. F reem an  a n d  Com pany, S a n  F r a n ­

c i s c o .  1 9 5 6 , p p .  1 1 1 - 1 ^ 5 ) .



RESULTS AND OBSERVATIONS

E x p o s u re  o f  f l o w e r  p e d i c e l s  t o  o f  e th y l e n e  o v e r

a  p e r i o d  o f  f i v e  h o u r s ,  r e v e a l e d  t h a t  t i s s u e  h o m o g e n a te s  o f  

a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  s e c t i o n s  h a d  a n  i n c r e a s e  i n  p e r o x id a s e  

a c t i v i t y ,  s t a r t i n g  a t  t h r e e  h o u r s ,  w i t h  th e  p e a k  o f  a c t i v i t y  

o c c u r r i n g  a t  t h e  f o u r  h o u r  p e r i o d ,  f o l lo w e d  b y  a  c o n t i n u a l  

d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  b e tw e e n  f o u r  a n d  f i v e  h o u r s  ( F ig u r e  2 ) ,  

The p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  o f  c o n t r o l  t i s s u e  h a s  a  p r o f i l e  v e r y  

s i m i l a r  t o  t h a t  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  b e tw e e n  one  an d  

th r e e  h o u r s  (F ig u re  2 ) ,  The c o n t r o l  t i s s u e  show s a  s m a ll  

i n c r e a s e  i n  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  b e tw e e n  t h r e e  a n d  f o u r  h o u r s ,  

w ith  a  s l i g h t  d e c r e a s e  b e tw e e n  f o u r  a n d  o n e - h a l f  a n d  f i v e  

h o u r s .  An e x a m in a t io n  o f  t h e  c o n t r o l  c u rv e  i n d i c a t e s  t h a t  

th e r e  i s  n o t  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  

i n  c o n t r o l  t i s s u e  b e tw e e n  one  a n d  t h r e e  h o u r s  ( F i g u r e  2 ) ,

A c o m p a r is o n  o f  t h e  l e v e l s  o f  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  i n  

e th y le n e  a n d  n o n - e t h y l e n e - t r e a t e d  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  

( d iv id e d  i n t o  a b s c i s s i o n  z o n e , d i s t a l ,  and  p r o x im a l  s e g m e n ts ) ,  

i n d i c a t e s  t h a t  th e  p e a k  l e v e l  o f  a c t i v i t y  o c c u r s  i n  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  a b s c i s s i o n  z o n e  t i s s u e  a t  f o u r  h o u r s ,  f o l lo w e d  b y  a  

d rop  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  b e tw e e n  t h r e e  an d  f i v e  h o u r s  

(F ig u re  3 )*  The a m o u n ts  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e

48
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P ig ,  2 . Tim e c o u r s e  s t u d y  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  an d  c o n t r o l  

f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  ( i n c l u d i n g  p r o x im a l  (2  mm), d i s t a l  

(2  mm), a n d  a b s c i s s i o n  zo n e  (2  mm) s e g m e n t s ) ,  A c o m p a r is o n  

o f  c o n t r o l  a n d  e t h y l e n e - t r e a t e d  p e d i c e l  t i s s u e  (c o m p r is e d  o f  

p ro x im a l  (2  mm), a b s c i s s i o n  zo n e  (2  mm), an d  d i s t a l  (2  mm) 

s e g m e n ts )  f o r  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 y q l / l  

o f  e x o g e n e o u s ly  a p p l i e d  e th y l e n e  g a s  o v e r  a  f i v e  h o u r  t im e  

c o u r s e  p e r i o d .
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F ig .  3 . Time c o u r s e  s t y d y  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  

f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  (2 mm se g m e n ts  o f  a b s c i s s i o n  zone 

t i s s u e  i l l u s t r a t e d  i n  F ig u r e  1 ) ,  A c o m p a r is o n  o f  c o n t r o l  

a n d  e t h y l e n e - t r e a t e d  p e d i c e l  t i s s u e  (2  mm se g m e n ts  o f  

a b s c i s s i o n  zone  t i s s u e  i l l u s t r a t e d  i n  F ig u r e  1 )  f o r  p e r o x id a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 ^ | l / l  o f  e x o g e n e o u s ly  a p p l i e d  

e th y l e n e  g a s  o v e r  a  f i v e  h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d .
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a b s c i s s i o n  z o n e  i s  a p p r e c i a b l y  l a r g e r  t h a n  t h e  am ount o f  

a c t i v i t y  i n  t h e  d i s t a l  p o r t i o n  o f  t h e  p e d i c e l  ( t i s s u e  

a d j a c e n t  t o  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e , b e tw e e n  t h e  a b s c i s s i o n  

z o n e  an d  t h e  f l o w e r  p e d i c e l ) .  T he p r o f i l e  o f  t h e  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  d i s t a l  t i s s u e  i s  q u i t e  s i m i l a r  to  t h a t  o f  t h e  a b ­

s c i s s i o n  z o n e  t i s s u e  e x c e p t  t h a t  t h e  l e v e l s  o f  p e r o x id a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  d i s t a l  t i s s u e s  a r e  m uch lo w e r  a t  a l l  t im e  

i n t e r v a l s  o f  t h e  sam e t im e  c o u r s e  p e r i o d  ( F ig u r e  k ) . The 

d i s t a l  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  a l s o  show s a  d e c r e a s e  i n  

p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  b e tw e e n  t h r e e  a n d  f i v e  h o u r s  ( F ig u r e  

* 0 .  A c o m p a r is o n  o f  t h e  p r o f i l e s  o f  t h e  e t h y l e n e - t r e a t e d  

d i s t a l  t i s s u e  ( F ig u r e  r e v e a l s  a  s i m i l a r i t y  i n  p r o f i l e s  

b e tw e e n  t h e  tw o r e s p e c t i v e  s a m p le s ,  w i th  t h e  am oun t o f  

p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  b e i n g  a p p r e c i a b l y  g r e a t e r  i n  th e  

a b s c i s s i o n  z o n e  t i s s u e  o v e r  t h e  t im e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r ­

im e n t .  The e t h y l e n e - t r e a t e d  p ro x im a l  t i s s u e  h a s  a  v e r y  

lo w  l e v e l  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y ,  w i th  o n ly  a  r e l a t i v e l y  

s m a l l  p e a k  o b s e r v a b l e  a t  t h e  f o u r  h o u r  s t a g e  ( F ig u r e  4-).

I f  t h e  p r o f i l e  o f  t h e  e t h y l e n e - t r e a t e d  p r o x im a l  t i s s u e  i s  

c o m p ared  to  t h e  p r o f i l e s  o f  t h e  e t h y l e n e - t r e a t e d  d i s t a l  

( F ig u r e  5 )  a n d  a b s c i s s i o n  zone  t i s s u e  ( F ig u r e  3 ) ,  i t  i s  

a p p a r e n t  t h a t  t h e  p r o x im a l  t i s s u e  h a s  a  m uch lo w e r  am ount 

o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  t h a n  t h e  o t h e r  two t i s s u e  s e c t i o n s  

o f  t h e  p e d i c e l .



5^

F ig .  Time c o u r s e  s t u d y  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l

f lo w e r  p e d i c e l  t i s s u e  (2  mm d i s t a l  s e g m e n ts  a s  i l l u s t r a t e d  

i n  F ig u r e  1 ) .  A c o m p a r is o n  o f  c o n t r o l  a n d  d i s t a l  p e d i c e l  

t i s s u e  (2  mm d i s t a l  s e g m e n ts  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F ig u r e  1 )  

f o r  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 o f

e x o g e n e o u s ly  a p p l i e d  e th y l e n e  g a s  o v e r  a  f i v e  h o u r  t im e  

c o u r s e  p e r i o d .
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P ig .  5 . Tim e c o u r s e  s tu d y  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  

f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  (2  mm p ro x im a l  s e g m e n ts  a s  i l l u s t r a t e d  

i n  F ig u r e  1 ) .  A c o m p a r is o n  o f  c o n t r o l  an d  p r o x im a l  t i s s u e  

(2  mm se g m e n ts  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F ig u r e  1 )  f o r  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 J]l / l  o f  e x o g e n e o u s ly  a p p l i e d  

e t h y l e n e  g a s  o v e r  a  f i v e  h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d .
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E l e c t r o p h o r e s i s

Enzyme s a m p le s  ( t h e  s u p e r n a t a n t  p o r t i o n )  w e re  

c o l l e c t e d  fro m  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  t i s s u e ,  a t  

tw o , t h r e e ,  f o u r ,  a n d  f i v e  h o u r  i n t e r v a l s .  The e l e c t r o ­

p h o r e t i c  g e l s  o f  e a c h  r e s p e c t i v e  enzym e sa m p le  r e v e a l e d  

t h e  p r e s e n c e  o f  two w e l l - d e f i n e d  b a n d s  o f  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  ( F ig u r e  1 0 ) ,  T h e re  w as no c h a n g e  i n  t h e  b a n d in g  

p a t t e r n  b e tw e e n  t h e  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  t i s s u e  

w h ic h  i n d i c a t e s  t h a t  t h e r e  i s  n o t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  t o t a l  

n u m b er o f  p e r o x i d a s e  is o z y m e s  o v e r  t h e  f i v e - h o u r  e t h y l e n e  

e x p o s u r e  p e r i o d .

S o l u b l e  P r o t e i n

When t h e  am oun t o f  t i s s u e  p r o t e i n ,  e x p r e s s e d  a s  

m i l l i g r a m s  p e r  gram  f r e s h  w e ig h t ,  i s  c o m p ared  i n  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  v e r s u s  c o n t r o l  a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e ,  t h e r e  i s  a  

r e l a t i v e l y  c l o s e  p a r a l l e l  c o r r e l a t i o n  b e tw e e n  t h e  tw o 

r e s p e c t i v e  s a m p le s  o v e r  t h e  f i v e  h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d  

( F i g u r e  6 ) ,  T h e re  i s  a  d e c r e a s e  i n  p r o t e i n  c o n t e n t  b e tw e e n  

f o u r  a n d  f o u r  a n d  o n e - h a l f  h o u r s ,  i n  b o th  t h e  c o n t r o l  a n d  

e t h y l e n e - t r e a t e d  a b s c i s s i o n  zo n e  s a m p le s  ( F ig u r e  6 ) ,  The 

a m o u n t o f  t i s s u e  p r o t e i n  i s  h i g h e s t  a t  f i v e  h o u r s ,  f o r  

b o th  c o n t r o l  a n d  e t h y l e n e - t r e a t e d  a b s c i s s i o n  zone  t i s s u e  

( F ig u r e  6 ) ,  T h e re  i s  a  v e r y  c l o s e  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  t h e  

p r o f i l e s  o f  t h e  c o n t r o l  a n d  e t h y l e n e - t r e a t e d  a b s c i s s i o n  zone
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F ig .  1 0 , E l e c t r o p h o r e t i c  g e l s  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  

a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e .  A c o m p a r is o n  o f  c o n t r o l  a n d  

a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  w i t h  r e s p e c t  t o  b a n d in g  p a t t e r n s  

o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y .  The t i s s u e  w as t r e a t e d  w i th  

5/)lA  o f  e t h y l e n e  g a s  o v e r  a  f i v e  h o u r  t im e  c o u r s e  

p e r i o d .
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F ig .  6 . T im e c o u r s e  s t u d y  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  an d  

c o n t r o l  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  (2 mm s e g m e n ts  o f  a b s c i s s i o n  

zone t i s s u e  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F ig u re  1 ) ,  A c o m p a r is o n  o f  

c o n t r o l  an d  a b s c i s s i o n  zone t i s s u e  (2  mm se g m e n ts  a s  

i l l u s t r a t e d  i n  F ig u r e  1 )  w i t h  r e s p e c t  t o  s o l u b l e  p r o t e i n

c o n te n t  o f  t i s s u e  t r e a t e d  w i t h e t h y l e n e  g a s  o v e r

a  f i v e  h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d .
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c u r v e s  from  t h r e e  t o  f i v e  h o u r s  ( F ig u r e  6 ) .  B e tw een  one  a n d  

t h r e e  h o u r s ,  t h e  e t h y l e n e - t r e a t e d  a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  show s 

a  s l i g h t  r i s e  i n  p r o t e i n  b e tw e e n  o n e  a n d  two h o u r s ,  f o l lo w e d  

b y  a  p e r c e p t i b l e  d ro p  i n  p r o t e i n  b e tw e e n  o n e  a n d  t h r e e  h o u r s  

( F ig u r e  7 ) .  The e t h y l e n e - t r e a t e d  d i s t a l  t i s s u e  h a s  a  v e r y  

lo w  am ount o f  p r o t e i n  b e tw e e n  t h r e e  a n d  f o u r  h o u rs *  h o w e v e r, 

t h e r e  i s  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  d i s t a l  t i s s u e  p r o t e i n  

b e tw e e n  f o u r  a n d  f o u r  an d  o n e - h a l f  h o u r s ,  w i th  t h e  p e a k  

b e in g  r e a c h e d  a t  f o u r  a n d  o n e - h a l f  h o u r s  ( F ig u r e  7 ) .  T h e re  

i s  a  f a l l i n g - o f f  i n  t h e  am oun t o f  d i s t a l  t i s s u e  p r o t e i n  

b e tw e e n  f o u r  a n d  o n e - h a l f  a n d  f i v e  h o u r s ,  i n  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e  ( F ig u r e  7 ) .  The c o n t r o l  d i s t a l  t i s s u e  h a s  a  

v e r y  lo w  am o u n t o f  t i s s u e  p r o t e i n ,  b e tw e e n  o n e  a n d  t h r e e  

h o u r s ,  f o l lo w e d  b y  a n  i n c r e a s e  b e tw e e n  t h r e e  a n d  f o u r  h o u r s  

( F ig u r e  7 ) .  T h e re  i s  a  d e c r e a s e  o f  c o n t r o l  d i s t a l  t i s s u e  

p r o t e i n  b e tw e e n  f o u r  a n d  f o u r  a n d  o n e - h a l f  h o u r s ,  f o l lo w e d  

b y  a n  i n c r e a s e  b e tw e e n  f o u r  a n d  o n e - h a l f  an d  f i v e  h o u r s  

( F ig u r e  7 ) .  The am o u n t o f  d i s t a l  t i s s u e  p r o t e i n  a t  f o u r  

a n d  o n e - h a l f  h o u r s  i s  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  

c o n t r o l  ( F i g u r e  7 ) •

T he p r o f i l e  o f  t h e  e t h y l e n e - t r e a t e d  p r o x im a l  t i s s u e  

i n d i c a t e s  t h a t  t h e r e  i s  a  s h a r p  r i s e  i n  t h e  am o u n t o f  t i s s u e  

p r o t e i n  b e tw e e n  t h r e e  a n d  o n e - h a l f  a n d  f o u r  h o u r s  ( F ig u r e  8 ) .  

The am oun t o f  d e t e c t a b l e  p r o t e i n  a t  f o u r  h o u r s ,  i n  t h e  

e t h y l e n e - t r e a t e d  p r o x im a l  t i s s u e ,  i s  m a rk e d ly  h i g h e r  t h a n  

t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  e i t h e r  e t h y l e n e - t r e a t e d  a b s c i s s i o n  

zo n e  ( F ig u r e  6 ) o r  d i s t a l  t i s s u e  ( F ig u r e  7 ) ,  T h e re  i s  a



F ig .  7 .  Time c o u r s e  s t u d y  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  an d  

c o n t r o l  f lo w e r  p e d i c e l  t i s s u e  (2  mm s e g m e n ts  o f  d i s t a l  

t i s s u e  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F ig u r e  1 ) .  A c o m p a r is o n  o f  c o n t r o l  

an d  d i s t a l  t i s s u e  (2  mm s e g m e n ts  o f  d i s t a l  t i s s u e  a s  i l l u s ­

t r a t e d  i n  F ig u r e  1 )  w i th  r e s p e c t  t o  s o l u b l e  p r o t e i n  c o n t e n t  

o f  t i s s u e  t r e a t e d  w i th  5 o f  e th y l e n e  g a s  o v e r  a  f i v e

h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d .
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P ig .  8 . Time c o u r s e  s t u d y  o f  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  

c o n t r o l  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  (2  nan s e g m e n ts  o f  p ro x im a l  

t i s s u e ) ,  A c o m p a r is o n  o f  c o n t r o l  a n d  p r o x im a l  t i s s u e  (2  mm 

se g m e n ts  o f  p ro x im a l  t i s s u e  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F ig u r e  1 )  w i th  

r e s p e c t  t o  s o l u b l e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t i s s u e  t r e a t e d  w i th

e th y l e n e  g a s  o v e r  a  f i v e  h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d
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FIGURE 8

P R O T E I N - P R O X I M A L
©  E T H Y L E N E  ( 5 | i l / ! )
A C O N T R O L
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d e c r e a s e  i n  p r o t e i n  c o n t e n t  i n  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  

b e tw e e n  f o u r  a n d  f o u r  a n d  o n e - h a l f  h o u r s ,  f o l lo w e d  b y  a  

s m a l l  r i s e  b e tw e e n  f o u r  a n d  o n e - h a l f  a n d  f i v e  h o u r s  (F ig u re

8 ) ,  The c o n t r o l  p ro x im a l  t i s s u e  d e m o n s tr a te s  a  r e l a t i v e l y  

s m a l l  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  c o n te n t  b e tw e e n  one a n d  t h r e e  

h o u r s ,  f o l lo w e d  b y  a  d e c r e a s e  from  t h r e e  th ro u g h  f o u r  h o u rs  

( F ig u r e  8 ) ,  T h e re  i s  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  th e  a m o u n t o f  

c o n t r o l  p r o x im a l  t i s s u e  p r o t e i n  b e tw e e n  f o u r  an d  f i v e  h o u rs  

( F ig u r e  8 ) ,

B r e a k - S t r e n g th  D e te r m in a t io n s

A m e a s u re  o f  t h e  b r e a k i n g  f o r c e  r e q u i r e d  t o  r u p t u r e  

t h e  a b s c i s s i o n  z o n e , f o r  e a c h  d e t e r m i n a t i o n  o f  b r e a k - s t r e n g t h ,  

r e p r e s e n t s  t h e  t e s t i n g  o f  10  s e p a r a t e  p e d i c e l s .  T h e  s ta n d a r d  

e r r o r  o f  t h e  m ean  f o r  e a c h  p l o t  i s  r e p r e s e n t e d  b y  a  v e r t i c a l  

l i n e  th r o u g h  e a c h  p o i n t .  T he f l o w e r  p e d i c e l s  w e re  e x p o sed

o f  t h e  e x p e r im e n t .

T he p u r p o s e  o f  t h i s  a s s a y  i s  t o  d e te rm in e  w h en  th e r e  

i s  a  p e r c e p t i b l e  c h a n g e  i n  th e  b r e a k - s t r e n g t h  d u r i n g  th e  

t im e  c o u r s e  o f  e th y l e n e  t r e a t m e n t  ( F i g u r e  9 ) .  F lo w e r  

p e d i c e l s  a b l e  t o  w i t h s t a n d  a  b r e a k  f o r c e  o f  45 g ra m s  w i l l  

n o t  b r e a k  a c r o s s  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e  (F ig u re  9 ) .  A d ro p  o f  

2 g ram s i n  t h e  b r e a k - s t r e n g t h  from  45  gram s to  l e s s  th a n  5 

g ram s r e s u l t s  i n  b r e a k a g e  a c r o s s  t h e  a b s c i s s i o n  l a y e r ,  i n  

f lo w e r  p e d i c e l s  e x p o se d  t o  e th y l e n e  f o r  t h r e e  h o u r s  (F ig u re

h o u r  tim e  c o u r s e  p e r io d
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P i g .  9 . Tim e c o u r s e  s t u d y  o f  b r e a k - s t r e n g t h  a n d  p e r o x i ­

d a s e  a c t i v i t y  i n  e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  f lo w e r  

p e d i c e l  t i s s u e  ( i n c l u d i n g  p ro x im a l  (2  mm), d i s t a l  (2  mm), 

a n d  a b s c i s s i o n  zo n e  (2  mm) s e g m e n ts  a s  i l l u s t r a t e d  i n  

F ig u r e  1 ) .  A c o m p a r is o n  o f  t h e  b r e a k - s t r e n g t h  a n d  p e r -

l e n e  g a s  o v e r  a  5 h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d  i n d i c a t e s  t h a t  

t h e  p e d i c e l s  o n ly  b e n d  a n d  do n o t  b r e a k  d u r in g  t h e  f i r s t  

3 h o u r s  o f  e t h y l e n e  t r e a t m e n t .  Prom 3 i  t o  5 h o u r s  o f  

e t h y l e n e  t r e a t m e n t ,  t h e  p e d i c e l s  b r e a k  w i th  t h e  am ount 

o f  b r e a k - f o r c e  n e c e s s a r y  t o  c a u s e  b r e a k a g e  ( i n  g r )  d e c r e a s i n g  

b e tw e e n  3w a n d  5 h o u r s .  The c o n t r o l  p e d i c e l s  n e v e r  b r e a k  

a n d  o n ly  b e n d  o v e r  t h e  e n t i r e  5 h o u r  t im e  c o u r s e  (45  g r ) .

The p o r t i o n  o f  t h e  p e d i c e l  u s e d  f o r  t h e  p e r o x i d a s e  a s s a y  

in c l u d e d  p r o x im a l  (2  mm), d i s t a l  (2  mm), an d  a b s c i s s i o n  

z o n e  (2 mm) s e g m e n ts  o f  t i s s u e  ( F ig u r e  l j  F ig u r e  2 ) .  The 

e t h y l e n e - t r e a t e d  p e d i c e l s  b e g in  t o  b r e a k  (b e tw e e n  3 an d  

3jk h r )  a t  a  s i m i l a r  t im e  ( a f t e r  3 h r s . )  when p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  b e g in s  t o  show a n  i n c r e a s e .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  

d e c r e a s e  i n  b r e a k - s t r e n g t h  o c c u r s  c o n c o m i t a n t ly  o r  v e r y  

c l o s e  t o  t h e  s t a r t  i n  t h e  r i s e  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  

( b o th  o c c u r r i n g  a f t e r  3 h r s ,  o f  e th y l e n e  t r e a t e m e n t ) .

o x id a s e  a c t i v i t y  i n  t i s s u e  t r e a t e d  w i th
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9 ) .  B e tw een  t h r e e  a n d  f i v e  h o u r s ,  t h e r e  i s  a  u n i fo r m  

d e c r e a s e  i n  b r e a k i n g  f o r c e  r e q u i r e d  t o  r u p t u r e  t h e  a b ­

s c i s s i o n  z o n e , r e p r e s e n t i n g  a  d e c r e a s e  fro m  h j  g ram s a t  

t h r e e  h o u r s ,  t o  o n e  gram  a t  f i v e  h o u r s  ( F i g u r e  9 ) .  A com­

p a r i s o n  o f  b r e a k - s t r e n g t h  w i th  l e v e l s  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  

o v e r  t h e  f i v e - h o u r  t im e  c o u r s e  p e r i o d  show s t h a t  t h e  b r e a k -  

s t r e n g t h  b e g in s  t o  d e c r e a s e  a t  t h r e e  h o u r s  a n d  t h e  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  a l s o  s t a r t s  t o  r i s e  a t  t h r e e  h o u r s  ( F i g u r e  9 ) .

C y to c h e m ic a l  L o c a l i z a t i o n  o f  P e r o x id a s e s

F ig u r e  12 i s  a  p i c t u r e ,  a t  t h e  l i g h t  m ic r o s c o p e  

l e v e l ,  o f  t h e  c e l l s  c o m p r i s in g  t h e  a b s c i s s i o n  zo n e  o f  

N i c o t i a n a  tab a cu m  L . T h is  v ie w  o f  a b s c i s s i o n  zo n e  c o n t r o l  

t i s s u e  show s t h e  a c t u a l  i n d e n t a t i o n  o f  g ro o v e  w i th  t h e  

o p e n in g  m ak in g  up  t h e  g r o o v e ,  e x te n d in g  down th r o u g h  a n  

a r e a  c o m p r i s in g  s e v e r a l  t i e r s  o f  c o r t i c a l  c e l l s  ( F ig u r e  1 2 ) .

A l i g h t  m ic ro s c o p e  v ie w  o f  t h e  a c t u a l  s e p a r a t i o n  

t h a t  i s  o c c u r r i n g  i n  t h r e e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  f l o w e r  

p e d i c e l  t i s s u e  i s  i n d i c a t e d  ( a r r o w s )  i n  F i g u r e  1 3 . As t h e  

a b s c i s s i o n  p r o c e s s  c o n t i n u e s ,  t h e  num ber o f  t i e r s  o f  c e l l s  

i n v o lv e d  i n  t h e  zo n e  o f  s e p a r a t i o n  i n c r e a s e s .

C e l l  W a lls

N o n - a b s c i s in g  c o r t i c a l  t i s s u e  d e m o n s t r a t e s  p e r o x id a s e  

r e a c t i v e  s i t e s  th r o u g h o u t  t h e  c e l l  w a l l  a r e a s ,  w i t h  p a r t i c u ­
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l a r l y  i n t e n s e  e l e c t r o n  d e n s e  d e p o s i t s  i n  t h e  i n t e r c e l l u ­

l a r  s p a c e s  o f  th e  c e l l  w a l l  a r e a s  b e tw e e n  a d j a c e n t  c e l l s  

( F ig u r e  1 4 ) .  T h e re  a r e  p e r o x i d a s e  r e a c t i v e  s i t e s  i n  t h e  

c e l l  w a l l s  o f  a l l  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e ,  w i th  s t a i n i n g  

i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  w a l l s  i n  e t h y l e n e - t r e a t e d  

t i s s u e  ( F ig u r e  1 5 ) ;  h o w ev er, i n  a b s c i s i n g  c e l l s ,  t h e  p e r ­

o x id a s e  a c t i v i t y  i s  p r i m a r i l y  c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  m ore 

c e n t r a l  a r e a s  o f  th e  c e l l  w a l l  ( F ig u r e  1 6 ) .  T h e re  i s  

d ia m in o b e n z id in e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  

s p a c e s  o f  c e l l  w a l l s  o f  n o n - e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  b u t  

t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i s  m uch l e s s  i n t e n s e  t h a n  i n  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  p e r o x id a s e  r e a c t i v e  

s i t e s  i s  m o s t i n t e n s e  i n  t h e  m id d le  l a m e l l a r  a r e a  o f  

a b s c i s i n g  c e l l s  i n  f i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  

( F ig u r e  1 7 ) .  A l l  o f  th e  c o r t i c a l  c e l l s  o f  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e  do n o t  show t h e  sam e d e g re e  o f  p e r o x id a s e  

l o c a l i z a t i o n  i n  t h e  m id d le  l a m e l l a r  r e g i o n .  Some o f  th e  

c o r t i c a l  c e l l s  h a v e  m ore p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  i n  t h e  i n t e r ­

c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  c e l l  w a l l s  w h e re  t h e  c e l l s  a r e  

u n d e r g o in g  s e p a r a t i o n ,  w h i le  o t h e r  c e l l s  h a v e  t h e  enzyme 

r e a c t i o n  p r o d u c t  c o n c e n t r a t e d  m ore  i n  t h e  m id d le  l a m e l l a r  

r e g i o n  o f  t h e  c e l l  w a l l s .  The d e t e c t i o n  o f  e i t h e r  o f  

t h e s e  t y p e s  o f  c e l l  s t a i n i n g  i s ,  i n  some m e a s u re ,  d e p e n d e n t  

u p o n  t h e  random  o c c u r r e n c e  o f  c o r t i c a l  c e l l s  a s  t h e y  a r e  

o b t a i n e d  i n  t h e  s e c t i o n i n g  o f  a  p a r t i c u l a r  t i s s u e  s a m p le .

P o ta s s iu m  c y a n id e ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .02M , 

p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  c e l l  w a l l  s t a i n i n g  i n  d ia m in o b e n z i -
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d i n e - t r e a t e d  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  t h a t  w as n o n - e t h y l e n e -  

t r e a t e d  ( F ig u r e  1 8 ) .  The d a r k e n in g  i n  t h e  c e l l  w a l l  

a r e a  may b e  due t o  u r a n y l  a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  P o ta s s iu m  

c y a n id e  d o e s  n o t  a p p r e c i a b l y  i n h i b i t  c e l l  w a l l  s t a i n i n g  

i n  t h r e e  a n d  f i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  ( F ig u r e  

19A; F ig u r e  1 9 B ).

M ic ro b o d ie s

The s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  m ic r o b o d ie s  h a v e  p e r o x i ­

d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d ia m in o b e n z id in e  

( F ig u r e  2 0 ) .  H ow ever, t h e  enzym e l o c a l i z e d  i n  t h e  m ic ro b o d y  

i s  c a t a l a s e  an d  n o t  a  p e r o x i d a s e ,  s i n c e  t h e  d ia m in o b e n z id in e  

s t a i n i n g  r e a c t i o n  i s  i n h i b i t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a m in o - 

t r i a z o l e  ( F ig u r e  21A; F ig u r e  2 1 B ). The m ic r o b o d ie s  do n o t  

s t a i n  p o s i t i v e l y  f o r  p e r o x id a s e  o r  c a t a l a s e  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  d ia m in o b e n z id in e  an d  p o ta s s iu m  c y a n id e  ( F ig u r e  1 9 B ).

The t y p i c a l  m ic ro b o d y  o f  t h e  a b s c i s s i o n  t i s s u e  h a s  a  

c r y s t a l l o i d  c o r e  com posed  o f  p a r a l l e l  s h e e t s  o f  o s m i o p h i l i c  

m a t e r i a l  a n d  d o e s  n o t  h a v e  c o r e s  w i th  a  c r o s s - h a t c h e d  

a r r a n g e m e n t .  E t h y l e n e - t r e a t m e n t  o f  c o r t i c a l  t i s s u e  d o e s  

n o t  a l t e r  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  c r y s t a l l o i d  c o r e s  o f  t h e  

m ic r o b o d ie s .  T h e re  i s  no d e t e c t a b l e  c h a n g e  i n  t h e  i n t e n ­

s i t y  o f  t h e  c a t a l a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  m ic r o b o d ie s  o f  

a b s c i s s i o n  t i s s u e  t r e a t e d  f o r  f i v e  h o u r s  w i th  e h ty l e n e  

( F ig u r e  25A ). The m ic r o b o d ie s  o f  t h e  f i v e - h o u r  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e  a p p e a r  to  e x h i b i t  l e s s  c o n t i n u i t y  i n  th e
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i n  t h e  m em brane e n c i r c l i n g  t h e  m ic ro b o d y  m a t r i x  ( F ig u r e  2 0 ) ,  

T h is  o b s e r v a t i o n  i s  i n  a g re e m e n t  w i th  t h o s e  made b y  V a ld o v in o s ,  

J e n s e n ,  a n d  S ic k o  (1 9 7 1 ) .

E n d o p la sm ic  R e tic u lu m

S m ooth  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  i s  fo u n d  i n  c o n t r o l  

t i s s u e  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  c e l l  w a l l s  ( F ig u r e  2 3 A ), The 

s e g m e n ts  a r e  r e l a t i v e l y  s h o r t  a n d  do n o t  s t a i n  w hen i n c u b a te d  

i n  d ia m in o b e n z id in e  ( F ig u r e  2 3 B ) . H ow ever, t h e  e n d o p la s m ic  

r e t i c u l u m  o f  c o n t r o l  t i s s u e  i s  w e a k ly  s t a i n e d  f o r  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  a n d  h a s  n o t  p r o l i f e r a t e d  o r  s p r e a d  th r o u g h o u t  t h e  

c y to p la s m  o f  t h e  c e l l  ( F ig u r e  23A j F ig u r e  2 3 B ), T he t h r e e  

a n d  f i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  e x h i b i t s  m ore  ro u g h  

e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  n e a r  t h e  c e l l  w a l l  a r e a s  a n d  t h e  p e r ­

o x id a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i s  m o re  i n t e n s e  o n  t h e  e n d o p la s m ic  

r e t i c u l u m  ( F ig u r e  2 4 ) .  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  a s c e r t a i n  i f  

t h e r e  i s  a  g r e a t e r  d e g re e  o f  p r o l i f e r a t i o n  an d  s t a i n i n g  i n  

t h e  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  o f  t h e  two a n d  t h r e e  h o u r  

e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  c o m p ared  to  t h e  f i v e  h o u r  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e  ( F i g u r e  2 5 B ). H ow ever, c o n t r o l  t i s s u e  ro u g h  

e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  ( F ig u r e  25A) d o e s  n o t  s t a i n  f o r  

p e r o x i d a s e  w h e re a s  t h e  f i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  ro u g h  e n d o ­

p la s m ic  r e t i c u l u m  ( F i g u r e  25B) i s  i n t e n s e l y  s t a i n e d  f o r  

p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t .



75

M ito c h o n d r ia

I n  t h e  to b a c c o  f l o w e r  p e d i c e l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  

d ia m in o b e n z id in e  a t  t h e  a l k a l i n e  pH o f  9 . 0 ,  m i to c h o n d r ia  

do n o t  s t a i n  p o s i t i v e l y  f o r  p e r o x id a s e  o r  c y to c h ro m e  o x i ­

d a s e  a c t i v i t y  ( F ig u r e  1 5 ) .  H ow ever, t i s s u e  in c u b a te d  a t  an  

a c i d i c  pH o f  6 ,0  d e m o n s t r a te s  p o s i t i v e  c y to c h ro m e  o x id a s e  

s t a i n i n g  o n  t h e  i n n e r  m i to c h o n d r i a l  a n d  i n t r a c r i s t a e  mem­

b r a n e s  ( F ig u r e  26A; F ig u r e  26 b ) .  A c c o rd in g  to  N o v ik o f f  an d  

G o l d f i s c h e r  (1 9 6 8 ) ,  m i to c h o n d r ia  ( a n im a l)  s t a i n  f o r  c y to c h ro m e  

o x id a s e  a c t i v i t y  o n ly  w hen in c u b a te d  a t  lo w e r  pH o f  6 ,0 ,

C h l o r o p l a s t s

Many o f  t h e  c h l o r o p l a s t s  o b s e r v e d  i n  to b a c c o  (N ic o -  

t i a n a  tab a cu m  L . ) a b s c i s s i o n  zone  t i s s u e  c o n t a i n  a  s i n g l e  

m em brane-bound  g r a n u l a r  co m p o n en t ( F ig u r e  2 7 ; F ig u r e  3 3 ) .  

D ia m in o b e n z id in e  s t a i n e d  t i s s u e  r e v e a l s  t h a t  t h i s  g r a n u l a r  

co m p o n en t s t a i n s  f o r  p e r o x i d a s e  w ith  a b o u t  t h e  sam e e l e c t r o n  

d e n s i t y  a s  do t h e  m ic r o b o d ie s  (com pare  F ig u r e  2 0 ) ,  The 

p e r o x id a s e  s t a i n i n g  r e a c t i o n  w i t h i n  t h e  g r a n u l a r  co m p o n en t 

i s  s l i g h t l y  i n h i b i t e d  b y  a m i n o t r i a z o l e  ( F ig u r e  2 8 ) ,  The 

s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  g r a n u l a r  com ponen t o f  c h l o r o p l a s t s  w as 

p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  b y  p o ta s s iu m  c y a n id e  ( F ig u r e  1 8 ;  F ig u r e  

22 ) s i n c e  t h e r e  i s  s t i l l  a  s m a l l  am ount o f  d e n s i t y  p r e s e n t .

T h is  i n d i c a t e s  t h a t  p e r o x id a s e  i s  t h e  m a jo r  enzym e 

c o n ta in e d  w i t h i n  t h i s  b o d y  ( F ig u r e  2 0 ) .  The s i n g l e  m em brane-
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b ou n d  g r a n u l a r  co m p o n en t o f  c h l o r o p l a s t s  w as p a r t i a l l y  

i n h i b i t e d  b y  p o ta s s iu m  c y a n id e  ( F ig u r e  1 8 ) .  The c h l o r o p l a s t  

t h y l a k o i d s  do n o t  a p p e a r  t o  b e  m ore  e l e c t r o n  d e n s e  i n  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e  t h a n  i n  c o n t r o l s  ( F ig u r e  1 5 j F ig u r e  2 3 B ), 

M o re o v e r , n e i t h e r  a m i n o t r i a z o l e  n o r  p o ta s s iu m  c y a n id e  a f f e c t s  

t h e  e l e c t r o n  d e n s i t y  o f  t h e  d i a m i n o b e n z i d i n e - t r e a t e d  t i s s u e  

( F ig u r e  2 9 ) .  T h e re  w e re  no s i g n i f i c a n t  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  

o b s e r v e d  w i t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t s  n o r  w as t h e r e  v a r i a t i o n  i n  

t h e  e l e c t r o n  d e n s i t y  o f  t h e  p e r o x id a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  

b e tw e e n  e t h y l e n e - t r e a t e d  an d  c o n t r o l  t i s s u e  ( F ig u r e  1 5 ) .  

C o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  d ia m in o b e n z id in e  a t  a n  a c i d i c  

pH o f  6 .0  a l s o  show s a  w eak d e g re e  o f  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  i n  

t h e  t h y l a k o i d s  ( F ig u r e  2 6 B ). A g r e a t  num ber o f  c h l o r o p l a s t s ,  

b o th  i n  c o n t r o l  a n d  e t h y l e n e - t r e a t e d  p e d i c e l  t i s s u e ,  c o n t a i n  

a g g r e g a t i o n s  o f  p h y t o f e r r i t i n - 1 i k e  p a r t i c l e s  w i t h i n  t h e  

c y to p la s m ic  m a t r i x  ( F ig u r e  2 1 B ).

G o lg i  A p p a r a tu s

T he G o lg i  a p p a r a t u s  o f  c o n t r o l  a b s c i s s i o n  zone  c o r t i c a l  

t i s s u e  d o e s  n o t  s t a i n  p o s i t i v e l y  f o r  p e r o x i d a s e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  d ia m in o b e n z id in e  ( F ig u r e  3 0 ) .  The G o lg i  a p p a r a t u s  

o f  a b s c i s s i o n  t i s s u e  o f  f l o w e r  p e d i c e l s  t r e a t e d  f o r  tw o h o u r s  

w i th  e t h y l e n e  s t a i n  m ore  i n t e n s e l y  f o r  p e r o x i d a s e  t h a n  do 

t h o s e  o f  c o n t r o l s  ( F ig u r e  3 1A ), T he f i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  

t i s s u e  r e v e a l s  t h a t  t h e  G o lg i  a p p a r a t u s  i s  m ade u p  o f  s m a l l e r  

v e s i c l e s  ( F ig u r e  3 1 B ). The G o lg i  v e s i c l e s  a p p e a r  t o  s t a i n  f o r
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p e r o x i d a s e  w hen t h e y  a r e  l o c a t e d  i n  c l o s e  a p p r o x im a t io n  

to  t h e  m em braneous c r i s t a e  o f  t h e  G o lg i  a p p a r a t u s .  F iv e  

h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  c o r t i c a l  t i s s u e  show s p o s i t i v e  

d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0.02M  am in o ­

t r i a z o l e  ( F ig u r e  32A* F ig u r e  32B | F ig u r e  32C* F ig u r e  32D ).



DISCUSSION

The S i g n i f i c a n c e  o f  D ia m in o b e n z id in e  S t a i n i n g  I n  The C o r t i c a l  

C e l l s  o f  The A b s c i s s io n  L a y e r  o f  T o b acco  F lo w e r  P e d i c e l s

C h l o r o p l a s t s

D i a m in o b e n z id in e - s t a in e d  c o n t r o l  t i s s u e  h a s  m any 

c h l o r o p l a s t s  w i t h  a  d e e p ly  s t a i n e d  s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  

g r a n u l a r  c o m p o n en t ( F ig u r e  1 4 ; F ig u r e  2 0 ; F ig u r e  2 7 ; F ig u r e  

3 3 ) .  The e l e c t r o n  d e n s i t y  o f  t h e  g r a n u l a r  co m p o n en t ( F i g u r e  

2 0 ) i s  o f  t h e  sam e o r d e r  a s  t h a t  o f  t h e  m ic r o b o d ie s .

P o ta s s iu m  c y a n id e  i n h i b i t s  t h e  s t a i n i n g  o f  t h e  g r a n u l a r  

c o m p o n en t ( F ig u r e  1 8 ) w h e re a s  a m i n o t r i a z o l e  o n ly  c a u s e s  

p a r t i a l  i n h i b i t i o n  o f  t h e  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  ( F i g u r e  

2 8 ) ,  A c c o rd in g  to  N o v ik o f f  a n d  G o l d f i s c h e r  (19& 9) an d  

F a h im i (1 9 6 9 )* c o m p le te  i n h i b i t i o n  o f  t h e  d ia m in o b e n z id in e  

s t a i n i n g  r e a c t i o n  b y  t h e  s p e c i f i c  c a t a l a s e  i n h i b i t o r ,  3 -  

a m in o - 1 ,2 , 4 - t r i a z o l e ,  i s  p o s i t i v e  c o n f i r m a t i o n  t h a t  t h e  

enzym e b e in g  l o c a l i z e d  i s  c a t a l a s e  r a t h e r  t h a n  a  p e r o x i d a s e .

I n  a  s t u d y  o f  s e v e r a l  p l a n t  s p e c i e s  f o r  p e r o x id a s e  

enzym e c o n t e n t ,  T o l b e r t  e t  a l . ,  ( 1 9 6 8 ) fo u n d  to b a c c o  l e a f  

c h l o r o p l a s t  f r a c t i o n s  t o  b e  d e v o id  o f  c a t a l a s e  a c t i v i t y .

Any d e t e c t a b l e  c a t a l a s e  i n  t h e  w h o le  c h l o r o p l a s t  f r a c t i o n  i s  

a t t r i b u t e d  t o  c o n ta m in a t io n  b y  t h e  b r o k e n  ra ic ro b o d y  f r a c t i o n
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( T o l b e r t  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) ,  D e i s s e r o th  a n d  D ounce ( 1 9 6 7 ) 

s u g g e s t  t h a t  c a t a l a s e  may b e  e x p e c te d  t o  b e  p r e s e n t  w h e re  

t h e r e  i s  a n  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  sy s te m *  h o w e v e r, t h e y  c i t e  

no e v id e n c e  f o r  t h i s  phenom enon i n  p l a n t  t i s s u e .  The 

g l y c o l a t e - g l y o x y l a t e  p a th w a y  p ro p o s e d  b y  T o l b e r t  e t  a l . ,

( 1 9 6 8 ) i s  v ie w e d  a s  o c c u r r i n g  i n  a l l  p h o t o r e s p i r i n g  p l a n t s  

( F ig u r e  1 1 ) .  I n  t h i s  sch em e , g l y o x y l a t e  i s  r e d u c e d  t o  

g l y c o l a t e  b y  t h e  c h l o r o p l a s t s ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l i g h t  

(K e a rn e y  an d  T o l b e r t ,  1 9 6 2 ) .  A f t e r  t h e  g l y c o l a t e  p a s s e s  

fro m  t h e  c h l o r o p l a s t s  o u t  i n t o  t h e  c y to p la s m , a  s p e c i f i c  

c y to p la s m ic  g l y c o l i c  a c i d  o x id a s e  o x i d i z e s  g l y c o l a t e  b a c k  

i n t o  g l y o x y l a t e  (K e a rn e y  a n d  T o l b e r t ,  1 9 6 2 ) .  The tw o c a rb o n  

g l y o x y l a t e  c a n  now r e - e n t e r  t h e  c h l o r o p l a s t  t o  b e  r e d u c e d  

t o  g l y c o l a t e  b y  g l y o x y l i c  a c i d  r e d u c t a s e  (K e a rn e y  a n d  T o l b e r t ,  

1 9 6 2 ) .  T hus t h e  p r e s e n c e  o f  p e r o x i d a s e  w i t h i n  t h e  g r a n u l a r  

co m p o n en t o f  t h e  c h l o r o p l a s t  m ay p o s s i b l y  in v o lv e  p e r o x id a s e  

i n  t h i s  c y c l e .  H ow ever, a s  m o s t c h l o r o p l a s t s  l a c k  a  g r a n u l a r  

co m p o n en t w i t h  a  s i n g l e  m em brane t h i s  s u g g e s t s  t h a t  su c h  

in v o lv e m e n t  m ay n o t  n e c e s s a r i l y  b e  t h e  c a s e .  I t  c o u ld  a l s o  

b e  t h a t  t h e  s i n g l e  m em brane-bound  g r a n u l a r  co m p o n en t o f  t h e  

c h l o r o p l a s t  i s  in v o lv e d  i n  t h y l a k o i d  f o r m a t io n .  The 

p o s s e s s i o n  o f  t h e  s i n g l e  m em brane-bound  o r g a n e l l e  b y  t h e  

c h l o r o p l a s t ,  c o n t a i n i n g  a  s u p p ly  o f  p e r o x i d a s e ,  c o u ld  h e lp  

to  m ake t h e  c h l o r o p l a s t  a  m ore s e l f - s u f f i c i e n t  o r g a n e l l e  

c a p a b le  o f  c o n t r o l l i n g  t h e  f o r m a t io n  o f  t h y l a k o i d s .  A n o th e r  

p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  s t a i n i n g  o f  t h e  d e n s e  g r a n u l a r  

co m p o n en t i s  t h a t  c y to c h ro m e  o x id a s e  may b e  r e a c t i n g  w i th  t h e
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F ig .  1 1 .  R e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  p h o t o s y n t h e s i s  an d  p e ro x is o m a l  

r e s p i r a t i o n . *

( ♦ T o l b e r t ,  N .E . ,  an d  R .K . Y am azak i, 1 9 6 9 )



FIGURE 11

R E L A T I O N S H I P  B E T W E E N  P H O T O S Y N T H E S I S  A N D  P E R O X I S O M A L  R E S P I R A T I O N  *
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*TOLBERT, N.E., and R.K. YAMAZAKI, 1969
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d ia m in o b e n z id in e .  N o v ik o f f  an d  G o l d f i s c h e r  (1 9 6 9 )  i n d i c a t e  

t h a t  r a t  l i v e r  m i to c h o n d r ia  do n o t  show p o s i t i v e  s t a i n i n g  f o r  

c y to c h ro m e  o x i d a s e  a t  a  pH o f  9 .0  a n d  have  d e c id e d  t h a t  

c y to c h ro m e  o x i d a s e  i s  d e t e c t a b l e  w i t h  th e  d ia m in o b e n z id in e  

s t a i n i n g  t e c h n iq u e  o n l y  a t  a  pH o f  6 ,0 ,  H ow ever, i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  i n  to b a c c o  t i s s u e  c y to c h ro m e  o x i d a s e  i n  t h e  

t h y l a k o i d s  may b e  d e t e c t e d  a t  t h e  h i g h e r  pH o f  9 . 0 .

The p a r t i c u l a r l y  h eav y  d e p o s i t s  o f  p e r o x i d a s e  

r e a c t i o n  p r o d u c t ,  p r e s e n t  i n  t h e  m id d le  l a m e l l a r  a r e a  o f  

a b s c i s i n g  c e l l s ,  m ay h a v e  i t s  g e n e s i s  from  tw o p o s s i b l e  

a r e a s *  ( 1 )  m ovem ent from  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  o f  th e  c e l l  

w a l ls *  an d  (2 )  c y to p la s m ic  s y n t h e s i s  and  s u b s e q u e n t  m ovem ent 

o f  t h e  enzym es i n t o  t h e  m id d le  l a m e l l a r  a r e a .  The i n t e r ­

c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  c e l l  w a l l s  b e tw e e n  a d j a c e n t  c e l l s  a r e  

c o n s i s t e n t l y  s t a i n e d  f o r  p e r o x i d a s e s ,  w ith  t h e  s t a i n i n g  

b e in g  m ore  i n t e n s e  i n  t h e  t h r e e  a n d  f i v e  h o u r  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  t i s s u e .  I t  i s  t r a n s p o r t e d  o u t  i n t o  t h e  m id d le  

l a m e l l a r  r e g i o n  a s  a b s c i s s i o n  p r o c e e d s  d u r in g  t h e  f i v e  h o u r  

t im e  c o u r s e  p e r i o d .  The se c o n d  c o n s i d e r a t i o n  t a k e s  i n t o  

a c c o u n t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  c y to p l a s m i c  s y n t h e s i s  o f  new 

enzym e p r o t e i n ,  w h ic h  s u b s e q u e n t ly  i s  t r a n s p o r t e d  o u t  o f  

t h e  c y to p la s m  i n t o  t h e  c e l l  w a l l  w h e re  i t  w o u ld  th e n  p a r ­

t i c i p a t e  i n  t h e  c e l l  w a l l  d i s s o l u t i o n  t h a t  o c c u r s  a s  

a b s c i s s i o n  t a k e s  p l a c e .
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E n d o p la sm ic  R e tic u lu m

D ia m in o b e n z id in e - s t a in e d  c o n t r o l  t i s s u e  d o e s  n o t  

show d e e p  s t a i n i n g  i n  t h e  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  ( F ig u r e  

23A; F ig u r e  2 3 B ). The s t r a n d s  a r e  n o t  u n u s u a l ly  lo n g  

( F ig u r e  23A ). T h is  w ou ld  i n d i c a t e  t h a t  i n  n o n - a b s c i s i n g  

c o n t r o l  t i s s u e  t h e r e  i s  l i t t l e  s y n t h e s i s  o f  new p r o t e i n s  

o c c u r r i n g  i n  a s s o c i a t i o n  w i th  t h e  ro u g h  e n d o p la s m ic  

r e t i c u l u m .  H ow ever, i n  t h e  t h r e e  and  f i v e  h o u r  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  f lo w e r  p e d i c e l  t i s s u e ,  t h e r e  i s  m ore i n t e n s e  

d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  o f  t h e  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u ­

lum , p a r t i c u l a r l y  a t  f i v e  h o u r s  ( F ig u r e  24? F ig u r e  2 5 B ).

The ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  o f  t h e  f i v e  h o u r  t i s s u e  

a l s o  i s  com posed o f  u n u s u a l ly  lo n g  s t r a n d s  i n  c l o s e  p r o x ­

i m i t y  t o  t h e  c e l l  w a l l s  ( F ig u r e  2 5 B ). The ro u g h  e n d o p la s ­

m ic  r e t i c u l u m  s t a i n i n g  i s  i n h i b i t e d  b y  0 ,0 2 m p o ta s s iu m  

c y a n id e  ( F ig u r e  2 9 ) b u t  n o t  b y  a m i n o t r i a z o l e  ( F ig u r e  2 8 ) .

Due t o  t h e  d eep  s t a i n i n g  f o r  p e r o x id a s e  i n  t h e  ro u g h  e n d o ­

p la s m ic  r e t i c u l u m  o f  t h e  t h r e e  an d  f i v e  h o u r  e t h y l e n e -  

e x p o se d  t i s s u e ,  i t  i s  s u g g e s te d  t h a t  i n c r e a s e d  p e r o x id a s e  

an d  p e r h a p s  o t h e r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a r e  o c c u r r i n g  d u r in g  

t h i s  p e r i o d .  T h e se  f i n d i n g s  i n  r e g a r d  to  ro u g h  e n d o p la s m ic  

r e t i c u l u m ,  a r e  i n  a g re e m e n t  w i th  th o s e  o f  V a ld o v in o s  e t  a l . ,  

(1 9 7 1 ) w h e re in  a  m ark ed  i n c r e a s e  i n  ro u g h  e n d o p la s m ic  

r e t i c u l u m  w as o b s e r v e d  i n  t h e  t h r e e  and  f i v e  h o u r  e t h y l e n e -  

t r e a t e d  f lo w e r  p e d i c e l s .
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G o lg i  A p p a ra tu s

The G o lg i  a p p a r a t u s  o f  d i a m i n o b e n z i d i n e - t r e a t e d  

c o n t r o l  t i s s u e  a r e  n o t  s t a i n e d  d e e p l y  f o r  p e r o x i d a s e  ( F i g ­

u r e  3 0 ) .  The i n t e n s i t y  o f  t h e  d ia m in o b e n z id in e  r e a c t i o n  

w i t h i n  t h e  G o lg i  a p p a r a t u s  i s  n o t  a p p r e c i a b l y  a l t e r e d  b y  

p o ta s s iu m  c y a n id e  o r  a m i n o t r i a z o l e  ( F ig u r e  31Aj F ig u r e  32Ar 

F ig u r e  32B; F ig u r e  32C; F ig u r e  32 D ). T h e re  i s  no i n d i c a t i o n  

t h a t  t h e  c o n t r o l  t i s s u e  h a v e  G o lg i  u n d e r g o in g  i n c r e a s e d  

s y n t h e t i c  a c t i v i t y .  The G o lg i  a p p a r a t u s  o f  t h e  f i v e  h o u r  

e t h y l e n e - t r e a t e d  p e d i c e l s  a r e  m ore  i n t e n s e l y  s t a i n e d  f o r  

p e r o x id a s e  t h a n  a r e  t h e  c o n t r o l s  ( F ig u r e  3 1 B ), H ow ever, t h e  

G o lg i  v e s i c l e s  a r e  m ore  c o m p ac t a n d  t h e  c i s t e r n a e  a p p e a r  

t o  b e  u n i f o r m l y  s t a i n e d  ( F ig u r e  3 1 B ).

The d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  i s  e s p e c i a l l y  i n t e n s e  

i n  t h e  G o lg i  c i s t e r n a e  w i th  some s t a i n i n g  o c c u r r i n g  i n  t h e  

v e s i c l e s  ( F ig u r e  3 1 B ). T h e re  a p p e a r s  to  b e  a  h e ig h te n e d  

n e e d  f o r  p e r o x i d a s e  s y n t h e s i s  a n d / o r  m o b i l i z a t i o n  o c c u r r i n g  

i n  t h e  G o lg i  a r e a s  d u r i n g  t h e  t h r e e  t o  f i v e  h o u r  i n t e r v a l  

o f  a p p l i e d  e t h y l e n e .  T he d ia m in o b e n z id in e  s t a i n i n g  o f  t h e  

G o lg i  i n d i c a t e s  t h a t  t h e y  a r e  in v o lv e d  i n  t h e  m ovem ent o f  

p e r o x i d a s e s  fro m  t h e  c y to p la s m  o f  t h e  c e l l  o u t  i n t o  t h e  c e l l  w a l l s .

The s i g n i f i c a n c e  o f  P e r o x i d a s e s  i n  A b s c i s s io n  P r o c e s s e s

S p e c t r o p h o to m e t r i c  m e a s u re m e n ts  i n d i c a t e  t h a t  a p ­

p l i e d  e th y l e n e  c a u s e s  a  c h a n g e  i n  t h e  l e v e l s  o f  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  i n  a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  o v e r  a  f i v e  h o u r  t im e
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c o u s e  p e r i o d  ( F ig u r e  2 ) .  The r i s e  i n  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  

b e g in s  a f t e r  t h r e e  h o u r s ,  r e a c h i n g  a  p e a k  a t  f o u r  h o u r s ,  

w i th  a n  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  b e tw e e n  f o u r  an d  f i v e  h o u rs  

( F ig u r e  2 ) .  The p r e s e n t  e x p e r im e n ts  show  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  

t o  p e a k  a f t e r  t h e  c o r t i c a l  t i s s u e  h a s  b e e n  e x p o s e d  to  e t h y ­

l e n e  f o r  f o u r  h o u r s  ( F ig u r e  2 ; F ig u r e  3 ) ,  I t  i s  i n t e r e s t i n g  

t o  n o t e  t h a t  t h e r e  i s  a  g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v ­

i t y  b e tw e e n  t h r e e  an d  f o u r  h o u r s  c o r r e s p o n d in g  t o  t h e  t im e  

p e r i o d  w h e re  t h e  c e l l s  a c r o s s  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e  b e g in  t o  

r e q u i r e  l e s s  b r e a k - s t r e n g t h  ( F ig u r e  9 ) ,  The i n c r e a s e  i n  p e r ­

o x id a s e  a c t i v i t y  an d  t h e  c o n c o m ita n t  d e c r e a s e  i n  b r e a k -  

s t r e n g t h ,  b o th  a t  t h r e e  h o u r s ,  im p ly  t h a t  p e r o x i d a s e  p a r t i c i ­

p a t e s  i n  t h e  c h e m ic a l  e v e n t s  in v o lv e d  i n  t h e  r u p t u r i n g  o f  t h e  

c e l l s  i n  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e . I t  i s  d i f f i c u l t  t o  a s c e r t a i n  

w h e th e r  t h e  a c t u a l  b u i ld u p  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  o r e c e d e s  

t h e  s t a r t  o f  t h e  d e c r e a s e  i n  b r e a k - s t r e n g t h ,  a s  t h e r e  may b e  

e n z y m a tic  s y n t h e s i s  w h ic h  o c c u r s  p r i o r  t o  t h r e e  h o u r s ,  b u t  

becom es d e t e c t a b l e  o n ly  i n  t h e  t h r e e  h o u r  t i s s u e  s a m p le s .  I f  

t h e  r i s e  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  a c t u a l l y  p r e c e d e s  th e  f a l l  i n  

b r e a k - s t r e n g t h ,  t h e n  p e r o x i d a s e  m ay p a r t i c i p a t e  i n  t r i g g e r i n g  

t h e  o n s e t  o f  a b s c i s s i o n ,  a c c o r d in g  t o  L ew is  a n d  V a rn e r  (1 9 7 0 ) .  

H ow ever, i f  t h e  r i s e  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  p a r a l l e l s  t h e  

b e g in n in g  o f  t h e  d e c r e a s e  i n  b r e a k - s t r e n g t h ,  a s  a p p e a r s  t o  b e  

t h e  c a s e  i n  t h e  p r e s e n t  s t y d i e s ,  p e r o x i d a s e  m ay p a r t i c i p a t e  

i n  t h e  c e l l  w a l l  d i s s o l u t i o n  phenom ena  w i th o u t  h a v in g  b e e n  

r e s p o n s i b l e  f o r  a c t u a l l y  t r i g g e r i n g  t h e  s t a r t  o f  a b s c i s s i o n .  

The m ark ed  i n c r e a s e  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y ,  o b s e r v a b le  a f t e r  

f o u r  h o u r s  o f  e t h y l e n e  t r e a t m e n t ,  m ay b e  due t o t  (1 )  de novo
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s y n t h e s i s  o f  new p e r o x i d a s e  is o z y m e s ;  (2 )  am i n c r e a s e  i n  

t h e  m o b i l i z a t i o n  o f  p r e v i o u s l y  i n a c t i v e  p e r o x i d a s e s  t h a t  

a r e  a c t i v a t e d  b y  t h e  a p p l i e d  e t h y l e n e ;  o r  (3 )  a  t r a n s l a t i o n  

o f  e x i s t i n g  m e s s e n g e r  RNA. W ith  r e s p e c t  to  de novo  p e r ­

o x id a s e  s y n t h e s i s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i t  may be  o c c u r r i n g  

a t  t h e  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  a r e a s  w i th  s u b s e q u e n t  

p a c k a g in g  a t  t h e  G o lg i  a p p a r a t u s ,  f o l lo w e d  p o s s i b l y  b y  

t r a n s l o c a t i o n  o f  t h e  enzym es i n t o  t h e  r e g i o n s  o f  t h e  c e l l  

w a l l s .  E x p e r im e n ts  sh o w in g  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  num ber o f  

p e r o x i d a s e  is o z y m e s , a f t e r  e x p o s u re  t o  e th y l e n e  (G ah ag an  

e t  a l , t 1 9 6 8 ; Im a s e k i  e t  a l . ,  1 9 6 8 ; R id g e  an d  O sb o rn e ,

1 9 7 0 ) , i n d i c a t e d  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  de  novo  s y n t h e s i s  o f  

new p e r o x id a s e  is o z y m e s .  A ls o ,  de novo s y n t h e s i s  i s  f u r t h e r  

i n d i c a t e d  a s  t h e  i n c r e a s e  i n  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  was i n h i b ­

i t e d  by  b o th  a c t in o m y c in  D a n d  C y c lo h e x im id e  (G ahagan  e t  

a l . ,  1 9 6 8 ; Im a s e k i  e t  a l . ,  1 9 6 8 ; R id g e  an d  O sb o rn e , 1 9 7 0 ) .  

G ahagan e t  a l , ,  (1 9 6 8 )  fo u n d  t h a t  C y c lo h e x im id e  w as m ore 

e f f e c t i v e  th a n  a c t in o m y c in  D i n  i n h i b i t i n g  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y .

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ,  w hen t h e  f l o w e r  p e d i c e l  w as 

d iv id e d  i n t o  p r o x im a l ,  d i s t a l ,  a n d  a b s c s i s s i o n  zo n e  s e g m e n ts ,  

t h e  a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  s t i l l  p o s s e s s e d  t h e  g r e a t e s t  

am oun t o f  p e r o x id a s e  a c t i v i t y  ( F ig u r e  3 ) .  T he d i s t a l  t i s s u e  

h a d  t h e  n e x t  h i g h e s t  am oun t o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  ( F ig u r e  

*4-), w i th  t h e  p r o x im a l  s e g m e n ts  sh o w in g  t h e  l o w e s t  am ount o f  

p e r o x id a s e  a c t i v i t y  ( F ig u r e  5 ) .  The p e a k  o f  p e r o x id a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e  an d  d i s t a l  s e g m e n ts  o c c u r s 1 

a f t e r  f o u r  h o u r s  o f  e x p o s u re  o f  t h e  t i s s u e  t o  e t h y l e n e .
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T h is  i n d i c a t e s  t h a t  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  p e r o x id a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  a b s c i s s i o n  zo n e  t i s s u e  a n d  a  p o s s i b l e  c o r r e ­

l a t i o n  b e tw e e n  t h i s  p e a k  l e v e l  o f  p e r o x i d a s e  a n d  t h e  

d e c r e a s e d  r e q u i r e m e n t  o f  b r e a k - s t r e n g t h  (26.** g ra m s ) .

A g ro u p  o f  com pounds known a s  p h e n o l i c s  ( c a f f e i c  

a c i d ,  c h lo r o g e n ic  a c i d ,  an d  2 , * * - d ic h lo r o p h e n o l ) may b e  

in v o lv e d  i n  t h e  a b s c i s s i o n  p r o c e s s  b y  s e r v i n g  a s  i n h i b i t o r s  

o r  p ro m o to r s  o f  t h e  c e l l  d i s s o l u t i o n  t h a t  i s  a n  a c t i v e  p a r t  

o f  a b s c i s s i o n  (S c h w e r tn e r  a n d  M organ , 1 9 6 6 ) .  The p h e n o l i c s  

m ay a l s o  b e  in v o lv e d  i n  t h e  g e n e s i s  o f  p e r o x i d a s e s  a n d  t h e i r  

s u b s t r a t e s  a n d  t h e r e f o r e  may b e  c o n s i d e r e d  a s  p o s s i b l e  

p r e c u r s o r s  o f  p e r o x i d a s e  (T om aszew ska, 196**j S c h w e r tn e r  an d  

M organ , 1 9 6 6 ) .

T om aszew ska (196**) r e p o r t e d  t h a t  p h e n o l i c  com pounds 

r e g u l a t e  a b s c i s s i o n  i n  L e u t z i a  w i l s o n i i  a n d  S c h w e r tn e r  a n d  

M organ (1 9 6 6 )  i n d i c a t e  a  r o l e  f o r  p h e n o l i c s  i n  c o t t o n  

( G ossypium  h i r s u t u m ) a b s c i s s i o n .  H ow ever, i n  a n  e x a m in a t io n  

o f  b e a n  ( P h a s e o lu s  v u l g a r i s ) a n d  C o le u s  b lu m e i  e x p l a n t s ,  

G ahagan  e t  a l . ,  (1 9 6 8 )  fo u n d  no e v id e n c e  w h ic h  i n d i c a t e d  

p h e n o l i c s  t o  h a v e  a n  e f f e c t  o n  a b s c i s s i o n .  T h e re  a r e  c o n ­

f l i c t i n g  r e p o r t s  o n  t h e  e f f e c t s  o f  p h e n o l i c  com pounds o n  

c o t t o n  a b s c i s s i o n .  G r e e n b l a t t  (1 9 6 5 )  s t u d i e d  th e  e f f e c t s  

o f  d i c h l o r o p h e n o l , c a f f e i c  a c i d ,  a n d  c a t e c h o l ,  o n  c o t t o n  

a b s c i s s i o n .  He fo u n d  t h a t  a b s c i s s i o n  w as a c c e l e r a t e d  b y  

c a f f e i c  a c i d  a n d  c a t e c h o l  b u t  w as n o t  a f f e c t e d  b y  m an g a n ese  

i o n  a n d  d i c h l o r o p h e n o l .  S c h w e r tn e r  an d  M organ  (1 9 6 6 ) fo u n d  

t h a t  c a f f e i c  a c i d  a n d  c a t e c h o l  d i d  n o t  a c c e l e r a t e  c o t t o n
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a b s c i s s i o n .  T he p r e c i s e  m echan ism  o f  p h e n o l i c s  i n  c o t t o n  

a b s c i s s i o n  r e m a in s  to  b e  c l a r i f i e d .  G ahagan  e t  a l , f (1 9 6 8 ) 

a d d e d  i n d o l e a c e t i c  a c i d  t o  C o le u s  b lu m e i  e x p l a n t s ,  p r e ­

t r e a t e d  w i th  p h e n o l i c  com pounds ( e i t h e r  c a f f e i c  a c i d ,  p -  

c o u m a r ic  a c i d ,  o r  d i c h l o r o p h e n o l ) .  T he fo u n d  t h a t  t h e  

p r e s e n c e  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  c o f a c t o r s ,  d i c h l o r o ­

p h e n o l  an d  p - c o u m a r ic  a c i d ,  d id  n o t  a c c e l e r a t e  a b s c i s s i o n  

o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d - t r e a t e d  C o le u s  b lu m e i  e x p la n t s  (G ahagan  

e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  I f  a d d e d  i n d o l e a c e t i c  a c i d  c a u s e s  a n  i n c r e a s e  

i n  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  w i t h i n  C o le u s  b lu m e i  e x p l a n t s ,

G ah ag an  e t  a l . ,  (1 9 6 8 ) r e a s o n e d  t h a t  a n y  com pound t h a t  w ould  

d e c r e a s e  t h e  l e v e l  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  w o u ld  i n h i b i t  

a b s c i s s i o n  a n d  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  e t h y l e n e  e v o l u t i o n  

(G a h ag a n  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  T he  r e s u l t s  w e re  c o n f l i c t i n g  a s  i t  

w as o b s e r v e d  t h a t  c a f f e i c  a c i d  i n h i b i t e d  a b s c i s s i o n  b u t  d id  

n o t  p ro m o te  t h e  e v o l u t i o n  o f  e th y le n e  (G ahagan  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  

G ahagan  e t  a l . ,  (1 9 6 8 ) r u l e  o u t  a  r o l e  f o r  i n d o l e a c e t i c  a c i d  

o x id a s e  i n  a b s c i s s i o n  o f  C o le u s  b lu m e i e x p l a n t s .

The r o l e  o f  e th y l e n e  i n  a f f e c t i n g  t h e  mode o f  a u x i n ’ 

a c t i o n  may b e  th r o u g h  a  d i r e c t  e f f e c t  o f  a p p l i e d  e t h y l e n e  on 

d i f f u s a b l e  a u x in  l e v e l s  (B u rg  an d  B u rg , 1 9 6 8 ; H a l l  a n d  M organ, 

1 9 6 ^ ;  M organ e t  a l . ,  1 9 6 8 ; O sb o rn e  a n d  M u l l in s ,  1 9 6 9 ; 

V a ld o v in o s  e t  a l . ,  1 9 6 7 ) .  I t  i s  a l s o  a  p o s s i b i l i t y  t h a t  

a p p l i e d  e t h y l e n e  may i n f l u e n c e  t h e  l e v e l s  o f  a u x in  c o n ju g a t i o n  

( C r a c k e r  e t  a l . ,  1 9 7 0 ; E a rn e s t an d  V a ld o v in o s ,  1 9 7 1 ) .  I n  t h e  

e x p e r im e n t  o f  C r a c k e r  e t  a l . ,  (1 9 7 0 ) i n d o l e a c e t i c  a c i d  was 

a p p l i e d  f o r  o n e  h o u r  t o  b e a n  (P h a s e o lu s  v u l g a r i s ) e x p l a n t s
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an d  a b s c i s s i o n  was i n h i b i t e d  d u r in g  a n  e i g h t  h o u r  a g in g  

p e r i o d .  When i n d o l e a c e t i c  a c i d — -^C  w as u s e d ,  i t  w as

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a p p l i e d  i n d o l e a c e t i c  a c i d  becam e c o n ju ­

g a t e d ,  w h ic h  p re s u m a b ly  a c c o u n t s  f o r  t h e  d e c r e a s e d  a b i l i t y  

o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  t o  i n h i b i t  a b s c i s s i o n  l o n g e r  t h a n  e i g h t  

h o u r s  ( C r a c k e r  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  A p p l i c a t i o n  o f  i n d o l e a c e t i c  

a c i d  i n h i b i t e d  a b s c i s s i o n  f o r  t h e  e n t i r e  e i g h t  h o u r  p e r i o d  o f  

t h e  e x p e r im e n t  a f t e r  a  o n e  h o u r  a p p l i c a t i o n  ( C r a c k e r  e t  a l . ,  

1 9 7 0 ) .  I t  w as s u g g e s te d  t h a t  i n d o l e a c e t i c  a c i d  c a n  i n h i b i t  

t h e  l o s s  o f  b r e a k - s t r e n g t h  i f  i t  i s  a v a i l a b l e  t o  t h e  p l a n t  

a t  a n y  t im e  b e f o r e  t h e  p r o c e s s e s  o f  d e la y e d  a g in g  a r e  c o m p le te d  

i n  t h e  e x p l a n t  t i s s u e  ( C r a c k e r  e t  a l , ,  1 9 7 0 ) .  T h e se  a u th o r s  

s u g g e s t  t h a t  a b s c i s s i o n  i s  n o t  due  t o  a u x in  t r a n s l o c a t i o n  o r  

a u x in  d e s t r u c t i o n ,  b u t  t o  i n c r e a s e d  a u x in  c o n j u g a t i o n  

(C r a c k e r  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  A u x in  c o u ld  s im p ly  b e  u n a v a i l a b l e  to  

a c t  t o  p r e v e n t  a b s c i s s i o n  ( C r a c k e r  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  I n  t h i s  

v ie w , i n d o l e a c e t i c  a c i d  d e s t r u c t i o n  i s  r e g a r d e d  a s  m e r e ly  one  

o f  t h e  p a r t i c i p a t i n g  f a c t o r s  i n  a g in g  (C ra c k e r  e t  a l , ,  1 9 7 0 ) .  

G a ls to n  a n d  B a k e r  (1 9 5 1 ) s u g g e s t  t h a t  i n d o l e a c e t i c  a c i d  

o x id a s e  i s  m ade up o f  a  c o m b in a t io n  o f  enzym es: a  l i g h t -

a c t i v a t e d  f l a v o p r o t e i n  o x y g e n a s e  c a p a b le  o f  p r o d u c in g  

h y d ro g e n  p e r o x id e  from  som e unknow n s u b s t r a t e ,  p l u s  a  

p e r o x i d a s e  w h ic h  c a n  u s e  o x y g e n  from  t h e  p e r o x id e  f o r  t h e  

o x i d a t i o n  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d .  S i e g e l  an d  G a ls to n  (1 9 5 5 ) 

s u g g e s t  t h a t  i n d o l e a c e t i c  a c i d  i t s e l f  m ay b e  t h e  a c t u a l  

p e r o x i d a s e  s u b s t r a t e  a n d  t h e r e b y  p r o v i d e  a  p e r o x i d a s e  s o u r c e  

f o r  i t s  own d e s t r u c t i o n ,  P i l e t  an d  G a ls to n  (1 9 5 7 )  s t u d i e d
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i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  a c t i v i t y  i n  m e r i s t e m a t i c  t i s s u e  

o f  l e n t i l  r o o t s  a n d  fo u n d  t h a t  t h e  enzym e a c t i v i t y  was 

l i m i t e d  b y  a  p h e n o l i c  c o f a c t o r .  The a u th o r s  s u g g e s t  t h a t  

t h e  c o f a c t o r  m ay c o n t r o l  t i s s u e  r e s p o n s e  t o  a u x in  a n d  th u s  

q u a l i f y  a s  a  t r u e  " a g in g  f a c t o r "  ( P i l e t  a n d  G a l s to n ,  1 9 5 7 ) ,

I n  t h i s  v ie w , t h e  o l d e r  t i s s u e s  h a v e  a  h i g h e r  c o f a c t o r  

c o n c e n t r a t i o n ,  c a u s i n g  i n c r e a s e d  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  

a c t i v i t y ,  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  a n y  r e s p o n s e  to  i n d o l e a c e t i c  

a c i d ,  an d  t h e s e  f a c t o r s  l e a d  t o  i n c r e a s e d  a g in g  o f  t h e  c e l l s  

( P i l e t  an d  G a l s to n ,  1 9 5 7 ) .  S in c e  you n g  c e l l s  do n o t  p o s s e s s  

t h e  c o f a c t o r  a n d  a r e  u n a b le  t o  p r o d u c e  p e r o x id e ,  i n d o l e a c e t i c  

a c i d  c a n  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  g e n e s i s  o f  p e r o x i d e ,  w h ic h  

m eans t h a t  i t  m ay b e  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  p e r o x id e  t h a t  i s  

i n v o lv e d  i n  i t s  own d e s t r u c t i o n  ( P i l e t  a n d  G a l s to n ,  1 9 5 7 ) .  

T h is  i n t e r p r e t a t i o n  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  a c t i o n  d o e s  

n o t  t a k e  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  t h e  p o s s i b l e  e f f e c t  o f  a p p l i e d  

e th y l e n e  o n  t h e  mode o f  a c t i o n  o f  t h e  enzym e (G ah ag an  e t  a l , ,  

1 9 6 8 ) ,  G a l s to n  e t  a l , ,  (1 9 5 0 )  i n d i c a t e  t h a t  i n d o l e a c e t i c  

a c i d  d o e s  g iv e  r i s e  t o  t h e  p e r o x id e  r e q u i r e d  f o r  i t s  own 

d e s t r u c t i o n *  t h e y  s u g g e s t  t h a t  s c o p o l e t i n ,  b y  i t s  own a u x i n -  

s p a r i n g  a c t i o n ,  s t i m u l a t e s  a u x in ,  t h e r e b y  i n h i b i t i n g  g ro w th  

a t  lo w  l e v e l s  a n d  p r o m o tin g  g ro w th  a t  h ig h  c o n c e n t r a t i o n s  

( G a ls to n  e t  a l , ,  1 9 5 0 ) .  H ow ever, t h e  mode o f  a c t i o n  o f  

i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x id a s e  a n d  i t s  r e l a t i o n s h i p  t o  p e r o x i d a s e  

m ay n o t  n e c e s s a r i l y  b e  a t  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o r  t r a n s l a t i o n a l  

l e v e l .

The p r e s e n t  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  i s  a  m ark e d
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i n c r e a s e  i n  s o l u b l e  p r o t e i n  i n  t h e  p r o x im a l  a b s c i s s i o n  zone

8 ) ,  The l e v e l s  o f  s o l u b l e  p r o t e i n  i n  a b s c i s s i o n  zone  t i s s u e  

( F i g u r e  6 ) a n d  i n  d i s t a l  t i s s u e  ( F i g u r e  7 )  u n d e r  t h e  sam e 

c o n d i t i o n s ,  a r e  m uch l o w e r .  T h e re  a p p e a r s  t o  b e  a  t r a n s ­

l o c a t i o n  o f  s o l u b l e  p r o t e i n  o u t  o f  t h e  a b s c i s s i o n  zone  w i th  

m ovem ent i n t o  t h e  p r o x im a l  t i s s u e  a s  t h e  p r o c e s s e s  o f  

a b s c i s s i o n  o c c u r ,  S c o t t  a n d  L e o p o ld  (1 9 6 6 ) s u g g e s t  t h a t ,  

i n  e x c i s e d  b e a n  (P h a s e o lu s  v u l g a r i s ) p e t i o l e s ,  t h e  m o b i l i ­

z a t i o n  o f  p r o t e i n  fro m  t h e  d i s t a l  t o  t h e  p r o x im a l  p o r t i o n  

o f  t h e  p e t i o l e  m ay t r i g g e r  t h e  d e v e lo p m e n ta l  p r o c e s s e s  o f  

a b s c i s s i o n .  A t t h e  p r e s e n t  t im e ,  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  no new p e r o x i d a s e  iso z y m e s  i n  a b s c i s s i o n  c e l l s  h a s  n o t  

b e e n  f u l l y  c l a r i f i e d  a n d  w a r r a n t s  f u r t h e r  s t u d y .

t i s s u e  w i th  f o u r  h o u r s  o f  e th y l e n e



SUMMARY

The p r e s e n t  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  p e r o x id a s e  i s  

l o c a l i z e d  i n  c e r t a i n  a r e a s  o f  t h e  a b s c i s i n g  and  n o n ­

a b s c i s i n g  c o r t i c a l  c e l l s  o f  to b a c c o  ( i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  

a n d  m id d le  l a m e l l a r  a r e a s  o f  t h e  c e l l  w a l l s ,  ro u g h  e n d o ­

p la s m ic  r e t i c u l u m ,  an d  G o lg i a p p a r a t u s ) .  The l o c a l i z a t i o n  

o f  p e r o x i d a s e  i n  t h e s e  p a r t i c u l a r  c e l l u l a r  a r e a s  s u g g e s t s  

t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  d e  novo  p e r o x i d a s e  s y n t h e s i s  i s  o c c u r r i n g  

a t  t h e  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  s i t e s  w i th  s u b s e q u e n t  

p a c k a g in g  a t  t h e  G o lg i  a p p a r a t u s ,  f o l lo w e d  p o s s i b l y  b y  

m ovem ent o f  t h e  enzym es i n t o  t h e  a r e a s  o f  t h e  c e l l  w a l l s .

The p e r o x i d a s e  may t h e n  s e r v e  i n  some m an n e r to  b e g in  t h e  

p r o c e s s e s  o f  c e l l  d e g r a d a t i o n  a n d  d i s s o l u t i o n  t h a t  a r e  to  

o c c u r  i n  t h e  a b s c i s i n g  c e l l s .

T h e re  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  a  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  

i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  m i to c h o n d r i a ,  c h l o r o p l a s t s ,  an d  n u c l e i  

d u r i n g  t h e  f i v e  h o u r s  o f  e th y l e n e  t r e a t m e n t — in  te r m s  o f  

p e r o x i d a s e  a c t i v i t y — i n  c o m p a r is o n  to  u n t r e a t e d  c o n t r o l s .

The s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  g r a n u l a r  co m p o n en t o f  t h e  

c h l o r o p l a s t s ,  t h e  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m ,  th e  G o lg i ,  

a n d  t h e  m id d le  l a m e l l a r  r e g i o n  o f  t h e  c e l l  w a l l s ,  show  

p o s i t i v e  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d ia m in o -  

b e n z i d i n e .  H ow ever, t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  p e r o x id a s e

92
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s t a i n i n g  i n  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  i s  p a r t i c u l a r l y  

i n t e n s e  i n  t h e  t h r e e  a n d  f i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e .  

T he c e l l  w a l l  m id d le  l a m e l l a r  a r e a  an d  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  

o f  t h e  c e l l  w a l l  s t a i n  m ore i n t e n s e l y  f o r  p e r o x i d a s e  i n  

t h r e e  an d  f i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  t i s s u e  t h a n  i n  u n t r e a t e d  

c o n t r o l s .  E x a m in a t io n  o f  t h e  m i c r o tu h u l e s  a n d  p la sm o d e sm a ta  

d o e s  n o t  r e v e a l  a  d i f f e r e n c e  "betw een e t h y l e n e - t r e a t e d  a n d  

u n t r e a t e d  c o n t r o l s  ( T a b le  1 ) ,

When a  c o m p a r is o n  i s  m ade b e tw e e n  t i s s u e  s t a i n e d  i n  

d ia m in o b e n z id in e  a t  t h e  u s u a l  pH o f  9 .0  a n d  t h e  a c i d i c  o n e  

o f  6 ,0 ,  t h e  o n l y  o b s e r v a b l e  c h a n g e  a t  t h e  lo w e r  pH i s  t h e  

p o s i t i v e  c y to c h ro m e  o x id a s e  s t a i n i n g  o f  t h e  i n t r a c r i s t a e  

m i t o c h o n d r i a l  m em b ran es . I n  a d d i t i o n ,  t h e  lo w e r  pH m i t o ­

c h o n d r i a  show  s t r u c t u r a l  a l t e r a t i o n s  i n  a b n o rm a l s w e l l i n g  

a n d  d i s t r u b a n c e s  i n  t h e  c r i s t a e  a r r a n g e m e n t .  W h ile  t h e  

e l e c t r o p h o r e t i c  d a t a  s u g g e s t  t h a t  e th y l e n e  t r e a t m e n t  d o e s  n o t  

n e c e s s a r i l y  c a u s e  t h e  i n d u c t i o n  o f  new p e r o x i d a s e  is o z y m e s , 

e th y l e n e  m ay c a u s e  de  novo  s y n t h e s i s  a n d  e n h a n c e  t h e  am oun t 

o f  p e r o x i d a s e  iso z y m e s  o r i g i n a l l y  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  t i s s u e ,  

S p e e t r o p h o to m e t r i c  s t u d i e s  i n d i c a t e  a n  i n c r e a s e  i n

p e r o x id a s e  a c t i v i t y  b e tw e e n  t h r e e  an d  f i v e  h o u r s  a f t e r

t r e a t m e n t  o f  p e d i c e l s  w i t h  e t h y l e n e .  A c o m p a r is o n  o f  t h e  

b r e a k - s t r e n g t h  d a t a  a n d  p e r o x id a s e  l e v e l s  i n  e t h y l e n e - t r e a t e d  

c o r t i c a l  t i s s u e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  i n i t i a l  i n c r e a s e  i n  p e r o x i ­

d a s e  a c t i v i t y  m ay n o t  s i g n i f i c a n t l y  p r e c e d e  t h e  o n s e t  o f  t h e  

d e c l i n e  i n  b r e a k - s t r e n g t h .  T hus a  t r i g g e r i n g  r o l e  c a n n o t  b e  

d e f i n i t e l y  a s c r i b e d  t o  p e r o x i d a s e ,  b u t  t h e  i n c r e a s e  i n

p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  b e tw e e n  t h r e e  an d  f i v e  h o u r s  i n d i c a t e s
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TABLE 1

C o n tr o l  a n d  e t h y l e n e - t r e a t e d  c o r t i c a l  t i s s u e  w as s t a i n e d  

i n  f i v e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  m e d ia :  (1 )  DAB; (2 )  DAB w /o

HgOgt (3 )  d o m p le te  m edium  w /o DAB; (*t-) DAB p l u s  KCN; an d  

(5 )  DAB p l u s  a m i n o t r i a z o l e ,  T he r e s p e c t i v e  t i s s u e  s a m p le s  

w e re  e x am in ed  f o r  s t a i n i n g  i n t e n s i t y  a t  2 , 3 , a n d  5 h o u r s .  

I n c u b a t io n s  w ere  a t  pH 9 ,0  a n d  6 ,0  r e s p e c t i v e l y .

L eg en d  f o r  f i g u r e s  u s e d  i n  T a b le  1 :

M b --— — ------------------------- m ic ro b o d y

C h. M e m .--  ---------— — c h l o r o p l a s t  m em brane

C h, G r. C o m p ,-— - — - - s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  g r a n u l a r  com ponen t 

Cw------------------------------------ c e l l  w a l l

HER--------— — — ------ - — — ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m

Go-------------------------------- - — G o lg i

M i— ------------— -------------- — m i to c h o n d r i a

P I -------------------------------   p i  asmo de sm a ta

AT—  —  ----------------am ino t r i a z o l e

C—————————————————————c o n t r o l e  t i s s u e

2 ,3 ,  an d  5 h o u r s

o f  e th y l e n e



TABLE 1. DIAMIHGBENZiDINE STAINING INTENSITY OF CELLULAR COMPONENTS IN CORTICAL TISSUE OF NICOTIRNA TABACUM L
p H  9 . 0  

T i m e  ( h r s . )  
D A B  

D A B
w / o  H2 0 2

C o m p l e t e  
M e d i u m  - 
w / o  D A B

D A B
p l u s  K C N  

D A B
p l u s  A T

p h  6 . 0

D A B

D A B
w / o  H 2 0 2

C o m p l e t e  
M e d i u m  
w / o  D A B
D A B
p l u s  K C N  _
p l u s  A T

M b .

C  [ 2  |  3  |  5  

4 4  4  4

4  4  4  4

0 0 0 0

1 1 1 1

0 0 0 0

3  3  3  3

3 3  3  3

0 0 0 0

1 1 1 1

0 0 0 0

Ct i .  M e m .
C  [ 2  1 3  1 5  

1 1 2  3

1 1 2  3

1 1 1 1

2 1 1 2

1 1 2  3

C h . ' G r . C o m p .
C  | 2  3  | T  
4 4  4  4

4  4  4  4

0 0 0 0

1 0  1 1

4  4  4  4

C. W
C I 2  I 3  [ 5  
2  2  3  3

2  2  3  4

0 0 0 0

1 1 1 1

2  2  3  3

1 1 1 1

1 1 1 1

0 0 0 0

1 1 0  1

1 r  1 i

1 1 1 1
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t h a t  p e r o x id a s e  i s o z y m e s  may i n  som e way p a r t i c i p a t e  i n  

t h e  c e l l  w a l l  d i s s o l u t i o n  p r o c e s s e s  t h a t  a c c o m p a n y  a b ­

s c i s s i o n ,  E th y l e n e  in d u c e d  a b s c i s s i o n  i n  t o b a c c o  may 

i n v o l v e  a l t e r a t i o n  o f  th e  m o v em en t o f  a u x in  ( i n c r e a s e d  

c o n j u g a t i o n  a n d  m o b i l i z a t i o n ) ,  c o n c o m i ta n t  w i t h  t h e  i n c r e a s e d  

s y n t h e s i s  an d  r e l e a s e  from  i n h i b i t i o n ,  o f  t h e  p e r o x i d a s e  

is o z y m e s  t h a t  a r e  t h o u g h t  to  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  r u p t u r e  o f  

c e l l s  c o m p r i s in g  t h e  a b s c i s s i o n  z o n e .

The p r e s e n t  r e s e a r c h  s u g g e s t s  s e v e r a l  f u r t h e r  a r e a s  

o f  i n v e s t i g a t i o n .  I t  i s  i m p o r t a n t  to  e x a m in e  t h e  p o s s i b l e  

r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  l i g n i n  a n d  p e r o x i d a s e .  P r e v i o u s  r e ­

s e a r c h  h a s  i m p l i e d  t h a t  p e r o x i d a s e - l i k e  p h e n o l i c s  a r e  i n ­

v o l v e d  i n  l i g n i n  b i o s y n t h e s i s  ( S i e g e l ,  1 9 5 3 )*  h o w e v e r , i n  

l i g n i n  b rea k d o w n  a n d  c e l l  w a l l  d i s s o l u t i o n ,  t h e  r o l e  o f  

p e r o x i d a s e s  h a s  y e t  t o  be  c l a r i f i e d .  I t  i s  w o r th w h i le  t o  

e x a m in e  t h e  r o l e  o f  e th y l e n e  i n  l i g n i n  b i o s y n t h e s i s  s i n c e  

e t h y l e n e  c a n  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  a n d  

m ay th e r e b y  e x e r t  a n  i n d i r e c t  e f f e c t  on l i g n i f i c a t i o n  b y  

e n h a n c in g  t h e  l e v e l s  o f  p h e n o l i c s  a n d  p e r o x i d a s e s .  L a s t l y ,  

f u r t h e r  s t u d y  i s  n e e d e d  to  i n v e s t i g a t e  t h e  r o l e  o f  p e r o x i ­

d a s e s  su c h  a s  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x i d a s e  i n  t e r m s  o f  t h e  

a b i l i t y  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  o x i d a s e  to  r e g u l a t e  t h e  l e v e l s  

o f  e n d o g e n e o u s  a u x i n .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  som e o f  t h e  

m e t a b o l i c  e f f e c t s  a t t r i b u t e d  t o  p e r o x i d a s e  m ay in d e e d  

i n v o l v e  a l t e r a t i o n  o f  th e  l e v e l s  o f  a u x in  t h r o u g h  a u x in  

d e s t r u c t i o n ,  c o n j u g a t i o n ,  o r  s p a r i n g  m e c h a n is m s . I n h e r e n t  i n  

a l l  o f  th e  s u g g e s t e d  a v e n u e s  f o r  f u r t h e r  r e s e a r c h  i s  t h e  n e e d
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t o  a t t e m p t  t o  c l a r i f y  t h e  m an n e r i n  w h ic h  e th y l e n e  i n t e r a c t s  

w i t h i n  t h e  t i s s u e .  T he e x a c t  r o l e  o f  e t h y l e n e  i n t e r a c t i o n  

i n  r e l a t i o n  t o  a u x in  l e v e l s ,  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  l i g n i n  

b i o s y n t h e s i s ,  and  p e r o x i d a s e  e n z y m a tic  a c t i v i t y  i s  s t i l l  

u n c l e a r .  F u r t h e r  c l a r i f i c a t i o n  o f  t h e  a f o r e m e n t io n e d  

s u g g e s t e d  a r e a s  f o r  f u t u r e  r e s e a r c h  w i l l  h e lp  t o  e x p l a i n  

t h e  p h y s i o l o g i c a l  a n d  f i n e  s t r u c t u r a l  a l t e r a t i o n s  t h a t  

o c c u r  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  a b s c i s s i o n .
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P h y s i o l o g y . 4 l :  1 5 1 3 - 1 5 1 9 .

S c o t t ,  P .C . ,  a n d  A .C . L e o p o l d .  1 9 6 6 .  A b s c i s s i o n  a s  a

m o b i l i z a t i o n  phenom enon . P l a n t  P h y s i o l o g y .  2 6 :  1 8 9 - 9 1 .

S e l ig m a n ,  A .M ., P l a p i n g e r ,  R . E . , W a s s e r k r u g ,  H . L . ,  a n d  J . S .  

H a n k e r .  1 9 6 7 .  U l t r a s t r u e t u r a l  d e m o n s t r a t i o n  o f  

c y to c h r o m e  o x i d a s e  a c t i v i t y  b y  t h e  N ad i  r e a c t i o n  w i t h  

o s m i o p h i l i c  r e a g e n t s .  J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y .

3^ : 7 8 7 .

S e l ig m a n ,  A .M .,  K a rn o v sk y ,  M . J . ,  W a s s e r k ru g ,  H . L . ,  a n d  J . S ,  

H a n k e r .  1 9 6 8 ,  N o n d r o p l e t  u l t r a s t r u c t u r a l  d e m o n s t r a ­

t i o n  o f  c y to c h ro m e  o x i d a s e  a c t i v i t y  w i t h  a  p o l y m e r i z i n g  

o s m i o p h i l i c  r e a b e n t ,  d i a m i n o b e n z id i n e  (DAB). The 

J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y . , 381 1 - 1 4 .

S h a n n o n ,  L . N . , K a y , E . , a n d  J .Y ,  Lew. 1 9 6 6 ,  P e r o x i d a s e  

i s o z y m e s  f ro m  h o r s e r a d i s h  r o o t s .  I .  I s o l a t i o n  a n d  

p h y s i c a l ,  p r o p e r t i e s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y . 

241: 2 1 6 6 .

S h e e n ,  S . J .  1 9 7 0 .  P e r o x i d a s e s  i n  t h e  g e n u s  N i c o t i a n a . 

T h e o r e t i c a l  A p p l ie d  G e n e t i c s . 4 0 :  1 8 - 2 5 .

S h e e n ,  S . J . ,  a n d  G.R. R e b a g a y .  1 9 7 0 .  On t h e  l o c a l i z a t i o n  and  

t i s s u e  d i f f e r e n c e  o f  p e r o x i d a s e s  i n  N i c o t i a n a  ta b a c u m  

and  i t s  p r o g e n i t o r  s p e c i e s .  T he B o t a n i c a l  G a z e t t e .

131* 2 9 7 - 3 0 4 .

S h e rw o o d ,  S . B . ,  E v a n s ,  J . O . ,  a n d  C. R o s s .  1 9 7 1 .  Gel e l e c t r o ­

p h o r e s i s  s t u d i e s  o f  p r o t e i n s  f ro m  l e a v e s  o f  p h o t o p e r i o d -
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i c a l l y  i n d u c e d  a n d  b e g e t a t i v e  c o c k l e b u r  p l a n t s .

P l a n t  a n d  C e l l  P h y s i o l o g y . 1 2 i 1 1 1 - 1 1 6 .

S i e g e l ,  S .M . 1 9 5 3 .  On t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  l i g n i n .  P h y s i o -  

l o g i a  P l a n t a r u m . 6 :  1 3 4 - 3 9 .

S i e g e l ,  S .M .,  a n d  A.W. G a l s t o n ,  1 9 5 5 .  P e r o x i d e  g e n e s i s  i n  

p l a n t  t i s s u e s  a n d  i t s  r e l a t i o n  t o  i n d o l e a c e t i c  a c i d  

d e s t r u c t i o n .  A r c h iv e s  o f  B i o c h e m i s t r y  a n d  B i o p h y s i c s . 

5 ^ :  1 0 2 - 1 1 3 .

S m i th ,  H .H . , H a m i l l ,  D . E . , W eaver, E .A . ,  a n d  K .H . Thom pson. 

1 9 7 0 .  M u l t i p l e  m o l e c u l a r  fo rm s  o f  p e r o x i d a s e s  a n d  

e s t e r a s e s  among N i c o t i a n a  s p e c i e s  a n d  a m p h i p l o i d s .  

J o u r n a l  o f  H e r e d i t y . 6 1 :  2 0 3 -2 1 2 .

S r i v a s t a v a ,  L .M . 1 9 6 6 , On t h e  f i n e  s t r u c t u r e  o f  t h e  cambium 

o f  F r a x i n u x  a m e r i c a n a  L . The J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y . 

3 1 :  7 9 - 9 3 .

S t a f f o r d ,  H .A . ,  a n d  A.W. G a l s t o n ,  1 9 7 0 .  O n to n g e n y  a n d  

h o rm o n a l  c o n t r o l  o f  p o l y p h e n o l o x i d a s e  iso z y m e s  i n  

t o b a c c o  p i t h .  P l a n t  P h y s i o l o g y . 4 6 :  7 6 3 0 7 6 7 .

S te m p a c k ,  J . G . ,  a n d  R .T .  W ard. 1 9 6 4 .  An im p ro v e d  s t a i n i n g  

m e th o d  f o r  e l e c t r o n  m ic r o s c o p y .  J o u r n a l  o f  C e l l  

B i o l o g y .  2 2 :  6 9 7 - 7 0 1 .

S t e t l e r ,  D .A . ,  a n d  W.M. L a e t s c h .  1 9 6 9 . C h l o r o p l a s t

d e v e lo p m e n t  i n  N i c o t i a n a  ta b a c u m  '’M a ry la n d  Mam­

m o th . "  A m e ric a n  J o u r n a l  o f  B o ta n y .  5 6 :  2 6 0 -2 7 0 .

S t u t z ,  R .E .  1 9 5 7 .  The i n d o l e - 3 - a c e t i c  a c i d  o x i d a s e  o f  

L u n in u s  a l b u s  L . P l a n t  P h y s i o l o g y . 3 2 :  3 1 - 3 9 .
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Sum ner, J . B . ,  a n d  N, G r a l e n .  1 9 3 8 .  The m o l e c u l a r  w e i g h t  

o f  c r y s t a l l i n e  c a t a l a s e .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  

C h e m i s t r y . 1 2 5 :  3 3 - 3 6 .

Sund , H . , W eber, K . f a n d  E . T o l b e r t .  1 9 6 7 .  D i s s o c i a t i o n  

d e r  R i n d e r l e b e r - K a t a l a s e  i n  i h e r  U n t e r e i n h e i t e n .

E u ro p e a n  J o u r n a l  o f  B i o c h e m i s t r y . 1 :  4 0 0 - 4 1 0 .

T a n f o r d ,  D . , a n d  R, L o v r i e n .  1 9 6 2 .  D i s s o c i a t i o n  o f  c a t a l a s e  

i n t o  s u b u n i t s . J o u r n a l  o f  t h e  A m e ric a n  C h e m ic a l  

S o c i e t y . 8 4 :  I 8 9 2 - I 8 9 6 .

T ang , Y .W ., a n d  J .  B o n n e r .  1 9 4 ? ,  The e n z y m a t ic  i n a c t i v a t i o n  

o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d .  I .  Some c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  

enzym e c o n t a i n e d  i n  p e a  s e e d l i n g s .  A r c h iv e s  o f  B i o ­

c h e m i s t r y . 13* 1 1 - 2 5 .

T h e n a rd ,  L . J .  1 8 1 8 .  I n :  A. W h i te ,  P .  H a n d l e r ,  and  E .L ,

S m i th ,  e d s . ,  P r i n c i p l e s  o f  B i o c h e m i s t r y . 3 r d  e d .  

M c G ra w -H il l ,  New Y ork  ( 1 9 6 4 ) .  p p .  3 5 7 .

T h im ann , K .V . 1 9 3 4 .  S t u d i e s  o n  t h e  g ro w th  ho rm one  i n  p l a n t s .  

V I .  The d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  g ro w th  s u b s t a n c e  i n  p l a n t  

t i s s u e s .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  C h y s i o l o g y . 1 8 :  2 3 - 3 4 .

T h o r n to n ,  R .M .,  and  K .V . T h im an n . 1 9 6 4 .  On a  c r y s t a l -  

c o n t a i n i n g  b o d y  i n  c e l l s  o f  t h e  o a t  c o l e o p t i l e .

J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y . 2 0 :  3 4 5 -3 5 0 .

T o l b e r t ,  N .E . ,  O e s e r ,  A . ,  K i s a k e ,  T . ,  Hageman, R .H . , a n d  

R.K. Y am azak i.  1 9 6 8 ,  P e r o x i s o m e s  f ro m  s p i n a c h  

l e a v e s  c o n t a i n i n g  enzym es r e l a t e d  t o  g l y c o l a t e  m e ta b o ­

l i s m .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y . 2 4 3 :  5 1 7 9 -5 1 8 4 .
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T o l b e r t ,  N .E . ,  a n d  R .K . Y am azak i.  1 9 6 9 .  L e a f  p e r o x i s o m e s  

a n d  t h e i r  r e l a t i o n  t o  p h o t o r e s p i r a t i o n  a n d  p h o t o ­

s y n t h e s i s .  A n n a ls  o f  The New York Academy o f  S c i e n c e s . 

1 6 8 : 2*f4-26^ .

T om aszew ska, E, 1 9 6 ^ ,  P h e n o l s  a n d  a u x i n  a s  i n t e r n a l  f a c t o r s  

c o n t r o l l i n g  l e a f  a b s c i s s i o n .  B u l l e t i n  o f  The Academy 

o f  P o l i t i c a l  S c i e n c e .  S e r .  S c i e n c e  B i o l o g y . 1 2 :  5 ^ 1 - ^ 5 .

V a l d o v in o s ,  J . G . ,  E r n e s t ,  L . C . ,  an d  E .W ..H e n ry ,  1 9 6 ? .  E f f e c t  

o f  e t h y l e n e  a n d  g i b b e r e l l i c  a c i d  o n  a u x i n  s y n t h e s i s  i n  

p l a n t  t i s s u e .  P l a n t  P h y s i o l o g y . *f-2: 1 8 0 3 -1 8 0 6 .

V a ld o v in o s ,  J . G . ,  a n d  T .E .  J e n s e n ,  1 9 6 8 , P i n e  s t r u c t u r e  o f  

a b s c i s s i o n  z o n e s .  I I .  C e l l - w a l l  c h a n g e s  i n  a b s c i s i n g  

p e d i c e l s  o f  t o b a c c o  a n d  to m a to  f l o w e r s .  P l a n t a  ( B e r l . ) . 

8 3 :  2 9 5 - 3 0 2 .

V a l d o v in o s ,  J . G , ,  J e n s e n ,  T . E . ,  a n d  L.M. S i c k o .  1 9 7 1 .

E t h y l e n e - i n d u c e d  r o u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  i n  

a b s c i s s i o n  c e l l s .  P l a n t  P h y s i o l o g y . ^ 7 :  1 6 2 - 1 6 3 .

V a l d o v in o s ,  J . G , ,  J e n s e n ,  T . E . ,  and  L.M. S i c k o .  1 9 7 2 .  P i n e  

S t r u c t u r e  o f  A b s c i s s i o n  Z ones IV . E f f e c t s  o f  e t h y l e n e  

on  t h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  a b s c i s s i o n  c e l l s  o f  t o b a c c o  

f l o w e r  p e d i c e l s ,  P l a n t a  ( B e r l . ) . 1 0 2 :  3 2 ^ -3 3 3 .

Van F l e e t ,  D .S , 1 9 ^ 2 .  The s i g n i f i c a n c e  o f  o x i d a t i o n  i n  t h e  

e n d o d e r m is .  A m e r ic a n  J o u r n a l  o f  B o ta n y . 2 9 :  7 ^ 7 - 7 5 5 .

v a n  L oon , L .C .  1 9 7 0 .  T o bacco  p o l y p h e n o l o x i d a s e s : a  s p e c i f i c

s t a i n i n g  m e th o d  i n d i c a t i n g  n o n - i d e n t i t y  w i t h  p e r o x i ­

d a s e s .  P h y t o c h e m i s t r y . 10* 5 0 3 - 5 0 7 .
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V aughn, J . G . ,  W a i te ,  A , ,  B o u l t e r ,  D . , a n d  S , W a i t e r s ,

1 9 6 6 , C o m p a ra t iv e  s t u d i e s  o f  t h e  s e e d  p r o t e i n s  o f  

B r a s s i c a  c a m p e s t r i s . B r a s s i c a  o l e r a o e a . a n d  B r a s s i c a  

n i g r a .  J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  B o ta n y . 1 ? :  3 3 2 - 3 4 3 .

V i g i l ,  E .L .  1 9 6 9 .  I n t r a c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  o f  c a t a l a s e

( p e r o x i d a t i v e )  a c t i v i t y  i n  p l a n t  m i c r o b o d i e s .  J o u r n a l  

o f  H i s t o c h e m i s t r y  a n d  C y t o c h e m i s t r y . 1 7 :  4 2 5 - 4 2 8 .

V i g i l ,  E .L .  1 9 7 0 .  C y to c h e m ic a l  a n d  d e v e lo p m e n ta l  c h a n g e s  

i n  m ic r o b o d i e s  (g ly o x y s o m e s )  a n d  r e l a t e d  o r g a n e l l e s  

o f  c a s t o r  b e a n  e n d o sp e rm . J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y .

4 6 :  4 3 5 .

W a g e n k n e c h t ,  A .C . ,  a n d  R.H. B u r r i s .  1 9 5 0 .  I n d o l e a c e t i c  

a c i d  i n a c t i v a t i n g  enzym es from  b e a n  r o o t s  a n d  p e a  

s e e d l i n g s .  A r c h iv e s  o f  B i o c h e m i s t r y . 2 5 :  3 0 - 5 3 .

W atso n , M .L. 1 9 5 8 .  S t a i n i n g  o f  t i s s u e  s e c t i o n s  f o r  e l e c t r o n  

m ic r o s c o p y  w i t h  h e a v y  m e t a l s .  J o u r n a l  o f  B i o b h y s i c a l  

a n d  B io c h e m ic a l  C y t o l o g y . 4 :  4 7 5 - 4 7 8 .

W e iry b ,  I .  1 9 6 6 . The b e h a v i o r  o f  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  

a t  h i g h  h y d r o g e n  p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n s .  B iochem ­

i s t r y . 5 :  2 0 0 3 .

W h i te ,  A , ,  H a n d l e r ,  P . ,  a n d  E .L .  S m i th .  P r i n c i p l e s  o f

B i o c h e m i s t r y . 3 rd  e d .  M c G ra w -H il l ,  New York ( 1 9 6 4 ) ,

W h itm o re ,  F.W. 1 9 7 1 .  E f f e c t  o f  i n d o l e a c e t i c  a c i d  and  h y d r o x y -  

p r o l i n e  o n  is o z y m e s  o f  p e r o x i d a s e  i n  w h e a t  c o l e o p t i l e s .  

P l a n t  P h y s i o l o g y . 4 7 :  1 6 9 - 1 7 1 .

W o l f f ,  J , ,  a n d  E. d e  S t o e c k l i n .  1 9 1 0 ,  The p e r o x i d a s e  p r o p e r ­

t i e s  o f  o x y h e m o g lo b in .  Com ptes R endus Academy o f
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S c i e n c e . P a r i s ,  S e r i e s  D.

Y a g e r ,  R .E . 1 9 5 7 ,  The m echan ism  o f  f l o r a l  a b s c i s s i o n  i n  

N i c o t i a n a .  D o c t o r a l  D i s s e r t a t i o n .

Y am azak i,  I . ,  a n d  H. S o u z u .  i 9 6 0 . The m ech an ism  o f  i n d o l e ­

a c e t i c  a c i d  o x i d a s e  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  b y  t u r n i p  

p e r o x i d a s e .  A r c h iv e s  o f  B i o c h e m i s t r y  a n d  B i o p h y s i c s . 

8 6 :  2 9 ^ - 3 0 1 .

Y o n e t a n i ,  T . 1 9 6 ? .  S t u d i e s  on  c y to c h ro m e  c p e r o x i d a s e .

X. C r y s t a l l i n e  a p o - a n d  r e c o n s t i t u t e d  h o lo e n z y m e s .  

J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y . 2*1-2: 5 0 0 8 -5 0 1 3 .



APPENDIX A

ELECTRON MICROSCOPIC, ELECTROPHORETIC,

AND SPECTROPHOTOMETRIC ASSAY PROCEDURES

S c h e d u le  I .  G l u t a r a l d e h y d e  F i x a t i o n

1 .  P h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2

O.IM KHgPO^ 13  m l .

0.1M NagHPO^ 3? m l .

2 .  One a n d  o n e - h a l f  m l .  o f  50f° g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n  

i s  a d d e d  t o  2 3 .5  m l .  o f  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2  t o  

g i v e  a  f i n a l  s o l u t i o n  o f  Jfc g l u t a r a l d e h y d e .

3 . P l a n t  t i s s u e  was c o l l e c t e d  a n d  i m m e d ia t e l y  im m ersed  

i n  3^ g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n  f o r  1 h o u r  a t  ^  d e g r e e s  

C.

Two mm t i s s u e  s e c t i o n s  w e re  s e c t i o n e d  i n t o  f o u r  

s m a l l e r  p i e c e s  a n d  r i n s e d  s i x  s e p a r a t e  t im e s  w i t h

O.IM p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2 ,  i n  o r d e r  t o  c o m p l e t e l y

rem ov e  a l l  o f  t h e  g l u t a r a l d e h y d e  from  t h e  t i s s u e .

S c h e d u le  I I .  Osmium F i x a t i o n

1 .  Two p e r c e n t  osmium t e t r o x i d e  was p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g

a  4?S osmium t e t r o x i d e  s o l u t i o n  one  t o  o n e  w i t h  O.IM 

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2 .
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2 . The t i s s u e  s e c t i o n s  w ere  i n c u b a t e d  i n  t h i s  s o l u t i o n  

f o r  1 h o u r  a t  *4- d e g r e e s  C.

S c h e d u le  I I I .  D e h y d r a t i o n

1 .  The t i s s u e  s e c t i o n s  w ere  re m o v e d  fro m  t h e  2% osmium 

t e t r o x i d e  s o l u t i o n  and  p u t  i n t o  50% e t h a n o l  f o r  5 

m i n u t e s .

2 .  The t i s s u e  s e c t i o n s  w ere  s u b s e q u e n t l y  i n c u b a t e d  a s  

f o l l o w s :

Time I n c u b a t i o n  Medium

5 m in u te s  

5 m in u te s  

5 m in u te s

5 m in u te s  

5 m in u te s

5 m in u t e s

?0% e t h a n o l  

95% e t h a n o l  

100%  e t h a n o l  

100% e t h a n o l  

100% e t h a n o l

p r o p y l e n e  o x id e

(Do n o t  u s e  n e a r  o p e n

f l a m e - - u s e  when c o l d )

5 m in u te s  

5 m in u te s

p r o p y l e n e  o x i d e  

p r o p y l e n e  o x id e

S c h e d u le  IV . Epon E m bedding

1 . P r e p a r a t i o n  o f  m i x t u r e  A:

62 c c  o f  Epon 812

10 0  c c  o f  d o d e c a n y l  a n h y d r i d e
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2 , P r e p a r a t i o n  o f  m i x t u r e  Bj 

100  c c  o f  Epon 812

89  c c  o f  n a d i c  m e th y l  a n h y d r i d e

3 . Mix 3 p a r t s  A w i t h  2 p a r t s  B a n d  s t i r  t h o r o u g h l y .

*f. Add 0 .2  ml o f  dim e t h y l  am ino  p h e n o l  (DMP-30) p e r  10 ml

o f  Epon m i x t u r e .

5 .  Mix t h o u r o u g h l y ,  p r e f e r a b l y  i n  a  room  w i t h  v e r y  lo w

h u m i d i t y  a n d  s t o r e  a t  if d e g r e e s  C, u n t i l  r e a d y  f o r  u s e .

S c h e d u le  V. D ia m in o b e n z id in e  ( DAB) S t a i n i n g  P r o c e d u r e

1 .  D i a m in o b e n z id in e  medium :

10  mg o f  3 *3 *- d i a m i n o b e n z i d i n e  t e t r a c h l o r i d e

0 .1  ml o f  3?S 2 - a m in o - 2 - m e t h y l - l , 3 - p r o p a n d i o l  b u f f e r ,

pH 9 .0  o r  pH 6 . 0  f o r  i n c u b a t i o n s  a t  t h e  l o w e r  pH.

2 .  The 0 .1  ml o f  3% h y d r o g e n  p e r o x i d e  i s  a d d e d  j u s t  b e f o r e  

t i s s u e  s e c t i o n s  a r e  t o  b e  i n c u b a t e d ,

3 . T i s s u e  s e c t i o n s  a r e  i n c u b a t e d  a t  37 d e g r e e s  C f o r  

1 h o u r .

if. O t h e r  t i s s u e  s e c t i o n s  w e re  i n c u b a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  

m e d iu m s :

a )  C o m p le te  DAB medium w i t h o u t  h y d r o g e n  p e r o x i d e

b )  C o m p le te  medium w i t h o u t  DAB

c )  C o m p le te  DAB medium c o n t a i n i n g  0.02M 3 - a m i n o - l , 2 , i f -  

t r i a z o l e

d )  C o m p le te  DAB medium c o n t a i n i n g  0.02M p o t a s s i u m  

c y a n id e

5 .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  t i s s u e  s e c t i o n s  w e re  c a r r i e d  

t h r o u g h  t h e  osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n ,  d e h y d r a t i o n ,
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a n d  Epon e m b e d d in g  p r o c e d u r e s ,

S c h e d u le  V I, S p e c t r o p h o t o m e t r i c  A s sa y  f o r  P e r o x i d a s e

1 .  S t a n d a r d  c u v e t t e  s o l u t i o n *

1 . 3  ml o f  0 .1 N  h y d r o g e n  p e r o x i d e

1 . 3  ml o f  0 . 5 #  g u a i a c o l

0 , 8  ml o f  d i s t i l l e d  w a t e r

2 .  E x p e r i m e n t a l  c u v e t t e i

1 . 3  ml o f  0 .1 N  h y d r o g e n  p e r o x i d e

1 . 3  ml o f  0 , 5 #  g u a i a c o l

0 . 8  ml o f  enzym e s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n

3. H yd ro g en  p e r o x i d e  i s  a d d e d  j u s t  b e f o r e  o p t i c a l  d e n s i t y  

r e a d i n g s  a r e  t o  b e  m ade.

O p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g s  a r e  p e r f o r m e d  a t  ^60 nm 

w i t h  c o l o r  d e v e lo p m e n t  m e a s u re d  a t  5 s e c o n d  i n t e r v a l s  

f o r  3 m in u te s  p e r  i n d i v i d u a l  enzyme s a m p le .

S c h e d u le  V I I ,  P r o t e i n  D e t e r m i n a t i o n

1 .  R e a g e n t  Ai

2 p e r c e n t  Na2C0^ i n  0 ,1 N  NaOH

2. R e a g e n t  B :

0 . 5  p e r c e n t  C uS0^.5H 20 i n  1 p e r c e n t  sod ium  o r  p o t a s s i u m  

t a r t r a t e ,

3 .  R e a g e n t  C j

A l k a l i n e  c o p p e r  s o l u t i o n - m i x  50 ml o f  r e a g e n t  A w i t h  

1 ml o f  r e a g e n t  B. D i s c a r d  a f t e r  1 d a y .

R e a g e n t  Ej 

IN  F o l i n  r e a g e n t
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5 .  S t a n d a r d  Curve*

0 . 2  m l o f  b o v i n e  se ru m  a lb u m in  ( p r e p a r e d  i n  d i l u t i o n s  

f ro m  1 0  t o  350  gamma a t  10  gamma i n t e r v a l s )

1 , 0  m l o f  r e a g e n t  C

Mix a n d  l e t  s t a n d  10 m i n u t e s  a t  room  t e m p e r a t u r e

6 .  Add 0 . 1  ml o f  r e a g e n t  E (IN  F o l i n )  a n d  m ix  r a p i d l y  

i n  2 s e c o n d s  a n d  l e t  s t a n d  f o r  30 m i n u t e s

7 .  The s t a n d a r d  c u r v e  f o r  b o v i n e  se ru m  a lb u m in  was made 

o v e r  a  r a n g e  f ro m  10  t o  350  gamma o f  p r o t e i n .

E x p e r i m e n t a l  P r o t e i n  D e t e r m i n a t i o n

1 .  C u v e t t e  c o n t a i n s  0 . 2  ml o f  enzyme s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  

p l u s  1 . 0  ml o f  r e a g e n t  C . Mix a n d  l e t  s t a n d  f o r  10 

m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .

2 .  Add 0 . 1  m l o f  r e a g e n t  E (IN  P o l i n ) ,  m ix  r a p i d l y  i n

3 s e c o n d s  an d  l e t  s t a n d  f o r  30 m i n u t e s .  S am p le  i s  

r e a d y  t o  b e  r e a d  i n  s p e c t r o p h o t o m e t e r .

3 .  B la n k  c u v e t t e  c o n t a i n s  0 . 2  ml o f  d i s t i l l e d  w a t e r  i n s t e a d  

o f  t h e  enzyme s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n .

C o l o r  c h a n g e  i s  r e a d  a t  750  nm o n  a  Beckman m o del 

DU s p e c t r o p h o t o m e t e r ,

5 .  The o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g s  from  t h e  sa m p le  c u v e t t e

w as c o m p a re d  t o  t h e  s t a n d a r d  b o v i n e  se ru m  a lb u m in

c u r v e  t o  g i v e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t e r m s  o f  mg 

o f  p r o t e i n  p e r  g ram  f r e s h  w e i g h t  o f  t i s s u e .
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S c h e d u le  V I I I ,  E l e c t r o - p h o r e s i s

1 .  S o l u t i o n  A*

IN HG1 2k  ml

THIS 1 8 .1 5  gm

TEMED 0 .1 2  ml

Add d i s t i l l e d  w a t e r  t o  50 m l.

2 .  S o l u t i o n  Bt

IN  HC1 2 k  ml

TRIS 2 .9 9  gm

TEMED 0 .2 3  ml

Add d i s t i l l e d  w a t e r  t o  50 m l .

3 . S o l u t i o n  C j

A c r y la m id e  5 gm

BIS 0 . 3 6 ^  gm

Add d i s t i l l e d  w a t e r  t o  50 m l.  

ii-. S o l u t i o n  D:

A c r y la m id e  5 gm

BIS 1 . 2 5  gm

Add d i s t i l l e d  w a t e r  t o  50 m l,

5 .  S o l u t i o n  E:

R i b o f l a v i n  2 mg

Add d i s t i l l e d  w a t e r  t o  50 m l,

6 .  S o l u t i o n  Fi

S u c r o s e  8 gm

Add d i s t i l l e d  w a t e r  t o  20 m l,

7 .  S o l u t i o n  o f  ammonium p e r s u l f a t e  1

O . l ^  gm o f  ammonium p e r s u l f a t e  w i t h  a d d i t i o n a l  d i s t i l l e d
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w a t e r  t o  100  m l .

S e p a r a t i n g  G e l :

S o l u t i o n  A 1 p a r t

S o l u t i o n  C 2 p a r t s

D i s t i l l e d  w a t e r 1 p a r t

Ammonium p e r s u l f a t e  s o l u t i o n 4 p a r t s

S p a c in g  G e l :

S o l u t i o n  B 1 p a r t

S o l u t i o n  D 2 p a r t s

S o l u t i o n  E 1 p a r t

S o l u t i o n  F 4 p a r t s

1 0 .  T r a c k i n g  Dye:

5 mg b ro m o p h e n o l  p lu 3  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  100 ml

1 1 .  Gel S t a i n s : .  O - d i a n i s i d i n e

O r t h o - d i a n i s i d i n e  ( 3 , 3 ' - d i m e t h o x y b e n i d i n e )  250 mg

95# e t h y l  a l c o h o l  140 mg

A c e t a t e  b u f f e r ,  pH 4 ,7  (0 .88M  sod ium  a c e t a t e

and  0 ; 62M g l a c i a l  a c e t i c  a c i d )  20 m l

36 ml o f  d i s t i l l e d  w a t e r

Add 5 m l o f  3# h y d ro g e n  p e r o x i d e  j u s t  b e f o r e  im m e rs in g  

g e l s  i n  s t a i n  f o r  20 m i n u t e s .  T r a n s f e r  g e l s  to  

d i s t i l l e d  w a t e r .

1 2 .  B u f f e r ,  pH 8 , 5

TRIS 6 . 0  gm

G ly c in e  2 8 . 9  gm

Add d i s t i l l e d  w a t e r  t o  2 l i t e r s .  A d j u s t  t o  pH 8 . 5 .
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S c h e d u le  IX , S p e c t r o n h o t o m e t r i c  P e r o x i d a s e  A s sa y

1 ,  The r e a c t i o n  i n v o l v e s  t h e  o x i d a t i o n  o f  g u a i a c o l  i n

t h e  p r e s e n c e  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,

2 ,  The i n c r e a s e  i n  i n t e n s i t y  o f  t h e  b row n r e a c t i o n  p r o d u c t

c a n  b e  f o l l o w e d  i n  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  k60 ran,

3 , 1 , 3  m l o f  0 , IN h y d r o g e n  p e r o x i d e  i s  a d d e d  t o  t h e  c u v e t t e

c o n t a i n i n g  t h e  enzym e s u p e r n a t a n t  a n d  o p t i c a l  d e n s i t y  

r e a d i n g s  a r e  t a k e n  a t  5 s e c o n d  i n t e r v a l s .

Enzyme a c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  t h e  i n c r e a s e  

i n  a b s o r b a n c e  u n i t s  p e r  t e n  s e c o n d s  o v e r  t h e  l i n e a r  

p o r t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  c u r v e  on  a  gram  p e r  f r e s h  

w e i g h t  b a s i s .  The l i n e a r  p o r t i o n  o f  t h e  r e s p e c t i v e  

r e a c t i o n  c u r v e s  w as c h o s e n  b e tw e e n  70  a n d  150 s e c o n d s .



EXPLANATION OP FIGURES

C h l o r o p l a s t  

C e l l  w a l l  

C y to p la s m

E n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  

G o l g i  c i s t e r n a e  

G o l g i  a p p a r a t u s  

G r a n u l a r  co m p o n en t 

G o l g i  v e s i c l e  

I n t e r c e l l u l a r  s p a c e  

M ic r o b o d y  

M i t o c h o n d r i o n  

M id d le  l a m e l l a  

- M ic ro  t u b u l e  

N u c l e o l u s  

N u c l e a r  m em brane 

N u c le u s  

P h y t o - f e r r i t i n  

P la sm o d e sm a  

- P l a s m a  membrane 

-R o u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  

R ib o so m e  

- S t a r c h  b o d y  

- T h y l a k o i d  

V a c u o le
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P i g ,  1 2 ,  A l i g h t  m i c r o s c o p i c  v ie w  o f  t i s s u e s  c o m p r i s i n g  

t h e  r e g i o n  o f  t h e  p e d i c e l  w h e re  s e p a r a t i o n  o c c u r s  d u r i n g  

a b s c i s s i o n .  An i n d e n t a t i o n  o f  e p id e r m a l  t i s s u e  d e l i n i a t e s  

t h e  a b s c i s s i o n  z o n e .  The s e p a r a t i o n  p r o c e s s e s  t h a t  t a k e  

p l a c e  d u r i n g  a b s c i s s i o n  o c c u r  b e tw e e n  c e l l s ,  6 - 8  t i e r s  i n  a  

d i s t a l  d i r e c t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  c e n t e r  o f  t h e  a b s c i s s i o n  

z o n e .  The c o r t i c a l  c e l l s  o f  t h e  a b s c i s s i o n  l a y e r  a r e  s m a l l e r  

i n  s i z e  t h a n  c o r t i c a l  c e l l s  on  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  l a y e r .  

N o n - e th y l e n e  a n d  n o n - d i a m i n o b e n z i d i n e - t r e a t e d  c o n t r o l  t i s s u e ,  

f i x e d  i n  Jfo g l u t a r a l d e h y d e  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2  an d  

s t a i n e d  w i t h  osmium t e t r o x i d e .  A p p r o x im a te ly  X 3 ,0 0 0 .
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F i g .  1 3 .  A l i g h t  m i c r o s c o p i c  v ie w  o f  a b s c i s s i o n  

zone  c o r t i c a l  t i s s u e  sh o w in g  t h e  a r e a  o f  s e p a r a t i o n  

( a r r o w s )  w i t h  c o r t i c a l  c e l l s  on  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  

s e p a r a t i o n  a r e a .  T h re e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  

p e d i c e l  t i s s u e ,  f i x e d  i n  3% g l u t a r a l d e h y d e  ( p h o s ­

p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2 )  an d  s t a i n e d  w i t h  osmium. 

A p p r o x im a te ly  X 2 ,5 0 0 ,



t Z9



129

P i g .  1 ^ .  C o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  f i x e d  i n  p a r a f o r r a a l d e h y d e -  

osmium t e t r o x i d e - a n d  i n c u b a t e d  i n  d i a m i n o b e n z i d i n e .  T h i s  

n o n - a b s c i s i n g  t i s s u e  sh ow s p e r o x i d a s e  r e a c t i v e  s i t e s  t h r o u g h o u t  

t h e  c e l l  w a l l  (CW) a r e a ,  w i t h  p a r t i c u l a r l y  d e n s e  c o n c e n t r a ­

t i o n s  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  c e l l  w a l l s .  The 

m i t o c h o n d r i a  (MI) do n o t  show c y to c h r o m e  o x i d a s e  s t a i n i n g  

s i t e s .  The s i n g l e  m em b ran e -b o u n d  g r a n u l a r  co m p o n en t  (GR) o f  

t h e  c h l o r o p l a s t  (CH) show p o s i t i v e  d i a m i n o b e n z i d i n e  s t a i n i n g  

f o r  p e r o x i d a s e .  No p o s t - s t a i n i n g .  A p p r o x im a te ly  X 2 5 ,0 0 0 .
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F i g .  1 5 .  D ia m in o b e n z id in e  s t a i n e d  c o r t i c a l  t i s s u e  p r e ­

r e a c t i o n  p r o d u c t  i s  p a r t i c u l a r l y  d e n s e  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  

s p a c e s  ( IN )  o f  t h e  c e l l  w a l l s  (CW). The m i t o c h o n d r i a l  m em branes 

(MI) do n o t  s t a i n  f o r  c y to c h ro m e  o x i d a s e .  The e n d o p la s m ic  

r e t i c u l u m  (ER) i s  n o t  a p p r e c i a b l y  s t a i n e d  f o r  p e r o x i d a s e .

Two d i v i d i n g  c h l o r o p l a s t s  (CH) c o n t a i n  t h y l a k o i d s  (TH) t h a t  

a p p e a r  t o  be  m o d e r a t e l y  d e n s e .  The c y to p la s m  (CY) d o e s  n o t  

s t a i n  f o r  p e r o x i d a s e .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h  u r a n y l  

a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p r o x im a te ly  X 5 1 .0 0 0 .

t r e a t e d  w i t h h o u r s .  The p e r o x i d e
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F i g .  1 6 .  A p o r t i o n  o f  c o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  f o r  t h r e e  

h o u r s  w i t h  5 j4 l/ l  o f  e t h y l e n e  p r i o r  t o  b e i n g  i n c u b a t e d  i n  

d i a m i n o b e n z i d i n e .  The p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i s  s p r e a d  

t h r o u g h o u t  t h e  c e l l  w a l l  (CW) a r e a  w i t h  h e a v y  g r a n u l a r  c o n c e n ­

t r a t i o n s  i n  t h e  m id d le  l a m e l l a r  (ML) r e g i o n  o f  t h e  c e l l  w a l l .  

M i t o c h o n d r i a  (MI) a r e  l o c a t e d  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) n e a r  t h e  

c e l l  w a l l  b u t  do n o t  s t a i n  f o r  c y to c h ro m e  o x i d a s e  i n  e i t h e r  

t h e  i n n e r  o r  o u t e r  m em branes a s  t h e  t i s s u e  was i n c u b a t e d  a t  

t h e  u s u a l  a l k a l i n e  pH o f  9 . 0  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h ­

o u t  u r a n y l  a c e t a t e  o r  l e a d  c i t r a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p r o x i m a t e l y  

X 55.50O .
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F i g ,  1 7 ,  F i v e  h o u r  e t h y l e n e - t r e a t e d  c o r t i c a l  t i s s u e  

show s i n t e n s e  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  a b s c i s i n g  

c e l l .  The p e r o x i d a s e  s t a i n  i s  c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  m id d le  

l a m e l l a r  (ML) a r e a  o f  t h e  c e l l  w a l l  (CW) u n d e r g o i n g  d i s s o ­

l u t i o n  a s  a b s c i s s i o n  o c c u r s .  The p la s m a  m em brane (PM) i s  

s t i l l  i n t a c t  a n d  d o e s  n o t  show p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  s i t e s .  

The m i t o c h o n d r i a l  m em branes  (MI) do n o t  show p o s i t i v e  

r e a c t i o n  s i t e s  f o r  c y to c h r o m e  o x i d a s e  a c t i v i t y .  The c y t o ­

p la s m  (CY) d o e s  n o t  show  e v id e n s e  o f  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  

s i t e s .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h o u t  p o s t - s t a i n i n g .  

A p p r o x im a te ly  X 6 3 ,0 0 0 .

%
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F i g .  1 8 .  C o n t r o l  t i s s u e  i n c u b a t e d  i n  d i a m i n o b e n z i d i n e  

w i t h  0 ,0 2 m p o t a s s i u m  c y a n i d e .  The c h l o r o p l a s t  (CH) c o n ­

t a i n s  a  s i n g l e  m em b rane-bou nd  g r a n u l a r  com p onen t (GR) t h a t  

i s  n o t  a p p r e c i a b l y  i n h i b i t e d  by  p o t a s s i u m  c y a n i d e .  S e v e r a l  

t h y l a k o i d s  (TH) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  a r e  s i t u a t e d  c l o s e  t o  

t h e  s i n g l e  m em b ran e -b o u n d  g r a n u l a r  co m p o n e n t  (GR). The 

t h y l a k o i d  (TH) m em branes a p p e a r  t o  b e  c o n t i n u o u s  w i t h  t h e  

s i n g l e  m em brane s u r r o u n d i n g  t h e  g r a n u l a r  c o m p o n e n t .  O n ly  

a  p o r t i o n  o f  t h e  c e l l  w a l l  (CW) i s  v i s i b l e  due t o  s e c t i o n  

a n g l e .  The c y to p la s m  d o e s  n o t  s t a i n  f o r  p e r o x i d a s e .  

P o ta s s iu m  c y a n i d e  d o e s  n o t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t  t h e  f o r m a t i o n  

o f  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  c e l l  w a l l  (CW). Os­

mium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  

A p p r o x im a te ly  X ? l ,5 0 0 .
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F ig .  19A . C o r t i c a l  t i s s u e  o f  t h e  a b s c i s s i o n  zo n e  t r e a t e d

i n  d ia m in o b e n z id in e  w i th  0.02M  p o ta s s iu m  c y a n i d e .  The c e l l  

w a l l  (CW) a r e a  s t a i n i n g  f o r  p e r o x i d a s e  i s  n o t  a p p r e c i a b l y  

i n h i b i t e d  b y  p o ta s s iu m  c y a n id e .  The n u c le u s  (NU) an d  n u c l e a r  

m em brane (NM) a r e  v i s i b l e  i n  t h e  c e l l .  The m i to c h o n d r i a  

(M I) i n  t h e  c y to p la s m  (CY) do n o t  s t a i n  f o r  c y to c h ro m e  

o x i d a s e .  A v a c u o le  (VA) i s  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l .  Osmium 

t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  no p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  

X 6 ? ,5 0 0 .

F ig .  19B , C o r t i c a l  t i s s u e  o f  t h e  a b s c i s s i o n  zo n e  t r e a t e d

i n  d ia m in o b e n z id in e  w i th  0.02M  p o ta s s iu m  c y a n id e .  P o ta s s iu m  

c y a n id e  d o e s  n o t  a p p r e c i a b l y  i n h i b i t  c e l l  w a l l  (CW) s t a i n i n g  

f o r  p e r o x i d a s e .  A c h l o r o p l a s t  (C H ), m ic ro b o d y  (MB), a n d  

ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER). a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o ­

p la sm  (C Y ), The ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  i s  p a r t i a l l y  

i n h i b i t e d  b y  p o ta s s iu m  c y a n i d e .  The p la s m a  m em brane (PM) 

i s  v i s i b l e  a lo n g  t h e  c e l l  w a l l  (CW). The m ic ro b o d y  (MB) 

d o e s  n o t  show  a p p r e c i a b l e  s t a i n i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p o ta s s iu m  

c y a n id e .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n ,  U ra n y l a c e t a t e  p o s t -  

s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X 6 7 ,5 4 0 ,

w i th h o u r s ,  f o l lo w e d  b y  i n c u b a t i o n

w i th h o u r s ,  f o l lo w e d  b y  i n c u b a t i o n
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F i g ,  2 0 . D ia m in o b e n z id in e - s t a in e d  p o r t i o n  o f  n o n - a b s c i s i n g

c o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  d e m o n s t r a t i n g  i n t e n s e  p o s i t i v e  

d ia m in o b e n z id in e  r e a c t i o n  p r o d u c t  w i t h i n  t h e  g r a n u l a r  com­

p o n e n t  (GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (CH) a n d  w i t h i n  t h e  m ic r o ­

b o d i e s  (MB). The c h l o r o p l a s t  (CH) c o n t a i n s  t h y l a k o i d s  (TH) 

w h ic h  a r e  l e s s  d e n s e  t h a n  t h e  g r a n u l a r  co m p o n en t (G R ). The 

m ic ro b o d y  c o r e s  (MB) show g r a n u l a r i t y  a n d  t h e  c y to p la s m  (CY) 

h a s  a  g r a n u l a r  c o n s i s t e n c y .  The m i t o c h o n d r i a l  m em branes (M I) 

do n o t  s t a i n  p o s i t i v e  f o r  c y to c h ro m e  o x i d a s e .  The c e l l  w a l l  

(CW) show s a  s m a l l  am oun t o f  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t .  

P h y t o - f e r r i t i n  g r a n u l e s  (PF ) a r e  s i t u a t e d  w i t h i n  t h e  m a t r ix  

o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (C H ). Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h o u t  

p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X 4 3 ,5 0 0 .
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Fig#  21A. A p o r t i o n  o f  c o n t r o l  c o r t i c a l  c e l l  t i s s u e  

i n c u b a te d  i n  d ia m in o b e n z id in e  medium c o n t i a n i n g  0,02M  3 -  

a m in o - 1 ,2 , t r i a z o l e ,  The tw o c l o s e l y  o p p r e s s e d  m ic r o ­

b o d ie s  (MB) d e m o n s t r a te  t h e  l a c k  o f  p o s i t i v e  d ia m in o b e n z id in e  

s t a i n i n g  w h ic h  i n d i c a t e s  s u p p r e s s io n  o f  c a t a l a s e  a c t i v i t y .

The m ic ro b o d y  c o r e s  (MB) a p p e a r  d a rk  a n d  t h e  l a c k  o f  g r a n u ­

l a r i t y  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  n e g a t i v e  d ia m in o b e n z id in e  

r e a c t i o n .  The m em branes o f  t h e  m ic r o b o d ie s  (MB) a r e  incom ­

p l e t e  a n d  t h i s  c o n d i t i o n  i s  d u e  to  s e c t i o n  a n g l e .  M ito ­

c h o n d r ia  (M I) s i t u a t e d  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) do n o t  s t a i n  

f o r  c y to c h ro m e  o x i d a s e .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  

u r a n y l  a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X 6 1 .0 0 0 .

F ig .  21B . C o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z id in e  w i th  3 -a m in o - 1 , 2 , 4 - t r i a z o l e .  The m ic ro b o d y  (MB) 

w i t h i n  t h e  c y to p la s m  (CY) i s  a lm o s t  c o m p le te ly  i n h i b i t e d  f o r  

c a t a l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a m i n o t r i a z o l e ,  A 

c h l o r o p l a s t  (CH) i s  v i s i b l e  w i t h  t h y l a k o i d s  (T H ), a  s t a r c h  

b o d y  (S B ), an d  g r a n u l e s  o f  p h y t o - f e r r i t i n  (PF ) w i t h i n  th e  

m a t r ix  p o r t i o n  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  

w i th  no p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X 6 l ,0 0 0 .



m
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F ig .  2 2 . C o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z i d i n e  w i th  0.02M  p o ta s s iu m  c y a n id e .  The s im g le  m em brane- 

b o u n d  g r a n u l a r  co m p o n en t (GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (CH) i s  n o t  

a p p r e c i a b l y  i n h i b i t e d  f o r  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  r e a c t i o n .  

T h y la k o id s  (TH) a n d  o s m i o p h i l i c  d r o p l e t s  (OD) a r e  p r e s e n t  i n  

t h e  m a t r i x  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  M i to c h o n d r ia  (M I) a r e  p r e s e n t  

i n  t h e  c y to p la s m  (CY) a n d  do n o t  s t a i n  p o s i t i v e l y  f o r  c y t o ­

ch rom e o x i d a s e .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  no p o s t -  

s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X ? 0 ,0 0 0 .



m



F ig .  23A. A p o r t i o n  o f  c o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e ,  in c u b a te d  

i n  c o m p le te  medium  m in u s  d ia m in o b e n z id in e ,  show s t h e  a b s e n c e  

o f  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  r e a c t i o n  p r o d u c t  w i t h i n  t h e  s i n g l e  

m em b rane-bound  g r a n u l a r  com ponen t (GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  

(C H ). A s t a r c h  b o d y  (S B ), t h y l a k o i d s  (T H ), an d  o s m i o p h i l i c  

d r o p l e t s  (OD) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  m a t r i x  p o r t i o n  o f  t h e  

c h l o r o p l a s t .  S eg m en ts  o f  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (ER) a r e  

p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  c e l l  

w a l l  (CW), A v a c u o le  (VA) i s  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  

(CY) o f  t h e  c e l l .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  no p o s t -  

s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  6 1 ,0 0 0 .

F ig ,  23B , C o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z i d i n e .  The s i n g l e  m em b rane-bound  g r a n u l a r  co m p o n en t 

(GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (CH) s t a i n s  w e a k ly  f o r  p e r o x i d a s e .  

The s i n g l e  m em brane i s  n o t  v i s i b l e  o v e r  t h e  e n t i r e  c i r c u m ­

f e r e n c e  o f  t h e  g r a n u l a r  co m p o n en t (GR) d u e  t o  s e c t i o n  a n g l e .  

G r a n u la r  d e p o s i t s  o f  p h y t o - f e r r i t i n  (PF) a n d  t h y l a k o i d s  

(TH) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  m a t r i x  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  M o d e ra te  

p e r o x id a s e  s t a i n i n g  o c c u r s  th r o u g h o u t  t h e  c e l l  w a l l  (CW) 

a r e a .  M i to c h o n d r ia  (M I) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (CY).

A s m a l l  m ic ro b o d y  (MB) i s  p r e s e n t  n e a r  a  c h l o r o p l a s t  (CH) 

an d  s t a i n s  p o s i t i v e  f o r  c a t a l a s e .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  

w i th  u r a n y l  a c e t a t e  a n d  l e a d  c i t r a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x ­

i m a t e l y  X 6 l ,0 0 0 ,
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F i g ,  2 4 , C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i th  5 ^ l / l  o f  e th y l e n e  

f o r  f i v e  h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  d ia m in o b e n z id in e .  The 

ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) s t a i n s  p o s i t i v e  f o r  p e r o x i  

d a s e  a c t i v i t y  a lo n g  t h e  l e n g t h  o f  t h e  s e g m e n ts .  C o n c e n t r a ­

t i o n s  o f  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l  

w a l l  (CW) a n d  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  (IN ) o f  t h e  c e l l  w a l l s .  

The m i t o c h o n d r i a l  m em branes (M I) do n o t  s t a i n  p o s i t i v e  f o r  

c y to c h ro m e  o x i d a s e .  Rough e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) an d  

G o lg i (GO) s t a i n  p o s i t i v e  f o r  p e r o x i d a s e ,  A n u c le u s  (NU), 

n u c l e o lu s  (NL) a n d  d o u b le  n u c l e a r  m em brane (NM) do n o t  show 

p o s i t i v e  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t .  Osmium t e t r o x i d e  

f i x a t i o n  w i th  u r a n y l  a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  

X 27 ,0 0 0 .
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F ig .  25A. C o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  in c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z i d i n e .  T he s i n g l e  m em b ran e -b o u n d  g r a n u l a r  c o m p o n e n t 

(GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (CH) s t a i n s  f o r  p e r o x i d a s e .  O sm io- 

p h i l i c  d r o p l e t s  (OD) a n d  t h y l a k o i d s  (TH) a r e  p r e s e n t  i n  th e  

m a t r ix  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  Rough e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) 

and  m i t o c h o n d r i a  (MI) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) o f  

t h e  c e l l .  S e v e r a l  s e g m e n ts  o f  ro u g h  e n d o p la sm ic  r e t i c u l u m  

(RER) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) n e a r  t h e  c e l l  w a ll  

(CW) an d  do n o t  show a p p r e c i a b l e  p e r o x i d e  s t a i n i n g  r e a c t i o n  

p r o d u c t .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  and  

l e a d  c i t r a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X 7 3 .5 0 0 ,

F ig ,  25B. C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i th  5 ^ l / l  o f  e th y l e n e  

p r i o r  t o  d ia m in o b e n z id in e  i n c u b a t i o n .  T h ere  i s  a  p r o l i f e r a ­

t i o n  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) a f t e r  f i v e  h o u rs  o f  

e th y l e n e  e x p o s u r e .  R ib o so m e s  (R I) a r e  v i s i b l e  a l o n g  th e  

s e g m e n ts  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER). T h e  seg m en ts  

o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) a p p e a r  to  b e  l o n g e r  i n  

e t h y l e n e - t r e a t e d  th a n  i n  n o n - e t h y l e n e - t r e a t e d  p e d i c e l  t i s s u e .  

M i to c h o n d r ia  (M I) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) o f  th e  

c e l l .  A c h l o r o p l a s t  (CH) w i t h  o s m i o p h i l i c  d r o p l e t s  (OD) i n  

t h e  m a t r i x  p o r t i o n  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  i s  v i s i b l e  i n  t h e  c e l l .  

Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h  no p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  

X 7 3 .5 0 0 .
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P i g .  26a . C o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z i d in e  m edium  a t  pH 6 .0 .  The m i t o c h o n d r i a l  m em branes (M I) 

show  p o s i t i v e  r e a c t i o n  s i t e s  f o r  c y to c h ro m e  o x id a s e  a c t i v i t y .  

T h e re  i s  a l s o  a p p r e c i a b l e  p e r o x id a s e  s t a i n  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  

s p a c e s  ( I N ) ,  S eg m en ts  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) 

a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (C Y ). A p o r t i o n  o f  t h e  n u c le u s  

(NU) and  n u c l e a r  m em brane (NM) a r e  v i s i b l e  an d  do n o t  show 

p o s i t i v e  p e r o x i d a s e  r e a c t i v e  s i t e s .  Osmium t e t r o x i d e  

f i x a t i o n  w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  

X ^ ( 0 0 0 .

F i g ,  26B. C o n t r o l  . . c o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z i d in e  m edium  a t  a n  a c i d i c  p h  o f  6 . 0 .  T h e re  i s  d e ep  

c y to c h ro m e  o x id a s e  s t a i n i n g  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  i n n e r  

a n d  i n t r a c r i s t a e  m em branes o f  t h e  m i to c h o n d r ia  (M I). The 

s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  g r a n u l a r  co m p o n en t (GR) o f  t h e  c h l o r o ­

p l a s t  (CH) d o e s  n o t  s t a i n  p o s i t i v e  f o r  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y .

A d e p o s i t  o f  p h y t o - f e r r i t i n  (P F ) i s  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  

o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  T he t h y l a k o i d s  (TH) o f  t h e  c h l o r o p l a s t s  

do n o t  s t a i n  p o s i t i v e l y  f o r  p e r o x i d a s e .  Osmium t e t r o x i d e  

f i x a t i o n  w i t h  no p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X ^5v000.
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F i g .  2 7 . D ia m in o b e n z id in e  s t a i n e d  c o r t i c a l  t i s s u e  show s

i n t e n s e  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  s i n g l e  m em brane- 

b o u n d  g r a n u l a r  co m p o n en t (GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (C H ). 

S e g m en ts  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l a  (RER) a r e  v i s i b l e  i n  

t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  c e l l  w a l l  (CW ). The m i t o c h o n d r i a l  

m em branes (M I) do n o t  a p p e a r  t o  s t a i n  p o s i t i v e  f o r  c y to c h ro m e  

o x i d a s e ;  h o w e v e r , i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p o s t - s t a i n i n g  h a s  

r e n d e r e d  t h e  m em branes d a rk  a n d  t h e  p o s t - s t a i n i n g  e n h a n c e d  

d a r k e n in g  c o u ld  m ask a n y  s t a i n i n g  due  t o  d ia m in o b e n z id in e .

The c h l o r o p l a s t  t h y l a k o i d s  (TH) a p p e a r  t o  h a v e  a n  e l e c t r o n  

d e n s i t y  s i m i l a r  t o  t h e  g r a n u l a r  co m p o n en t (G R ). Osmium 

t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  u r a n y l  a c e t a t e  a n d  l e a d  c i t r a t e  

p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X 2 9 ,0 0 0 ,
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F i g .  2 8 , C o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  i n  d ia m in o ­

b e n z i d in e  w i th  0.02M  3 - a m i n o - l ,2 ,4 —t r i a z o l e .  The d e v e lo p in g  

g r a n u l a r  com ponen t (GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (CH) i s  n o t  com­

p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  a m i n o t r i a z o l e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  p e r o x i d a s e  

i s  t h e  enzym e b e in g  l o c a l i z e d .  G r a n u la r  d e p o s i t s  o f  p h y t o -  

f e r r i t i n  (P F ) and t h y l a k o i d s  (TH) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  m a t r i x  

o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  M ic ro  t u b u l e s  (MT) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  

c y to p la s m  (CY) n e a r  t h e  c e l l  w a ll- . S t a r c h  b o d i e s  (SB) a r e  

p r e s e n t  i n  t h e  m a t r i x  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  T he g r a n u l a r  

a p p e a r a n c e  o f  t h e  s t a r c h  b o d ie s  (SB) i s  due  t o  t h e  u r a n y l  

a c e t a t e  p o s t - s t a i n .  P o r t i o n s  o f  a  n u c le u s  (NU) w i th  a  

d o u b l e - s t r a n d e d  n u c l e a r  m em brane (NM) a r e  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  

t o  t h e  c h l o r o p l a s t .  S eg m en ts  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  

(RER) a r e  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) n e a r  t h e  c e l l  w a l l  (CW) a r e a s .  

Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  u r a n y l  a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  

A p p ro x im a te ly  X 6 3 ,0 0 0 .
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P ig .  2 9 . C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i t h  ^ 1 / 1  o f  e th y l e n e  

f o r  f i v e  h o u r s  p r i o r  to  i n c u b a t i o n  i n  d ia m in o b e n z id in e  w i th  

0.02M  p o ta s s iu m  c y a n id e .  O s m io p h i l ic  d r o p l e t s  (OD), 

t h y l a k o i d s  (T H ), an d  a  s t a r c h  b o d y  (SB) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  

m a t r i x  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (C H ). The s i n g l e  m em brane-bound  

g r a n u l a r  co m p o n en t (GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  i s  n o t  i n h i b i t e d  

b y  p o ta s s iu m  c y a n id e  an d  s t i l l  s t a i n s  p o s i t i v e l y  f o r  p e r o x i ­

d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t .  S e g m e n ts  o f  ro u g h  e n d o p la s m ic  

r e t i c u l u m  (RER) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (C Y ). The c e l l  

w a l l  (CW) h a s  a  m o d e ra te  am o u n t o f  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  

p r o d u c t .  A p o r t i o n  o f  a  v a c u o l e  (VA) i s  a l s o  p r e s e n t .

Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  

A p p ro x im a te ly  X ? 8 ,0 0 0 .



w m

m tM

jam s



l6l

F ig .  3 0 , D ia r a in o b e n z id in e - s t a in e d  c o r t i c a l  t i s s u e  sh o w in g  

t h e  p r e s e n c e  o f  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  m id d le  

l a m e l l a r  an d  a d j a c e n t  p o r t i o n  o f  t h e  c e l l  w a l l  (CW), The 

p la s m a  m em brane i s  p r e s e n t  a lo n g  t h e  c e l l  w a l l  (CW). The 

G o lg i (GO) i s  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (C Y ), The G o lg i  (GO), 

G o lg i  v e s i c l e s  (G V ), a n d  G o lg i  c i s t e m a e  (GC) do n o t  s t a i n  

f o r  p e r o x i d a s e .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  u r a n y l  

a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  X ? 8 ,0 0 0 ,
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P i g .  31A. C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i th  5h 1 /1  o f  e th y l e n e

f o r  two h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  d ia m in o b e n z id in e  w i th  

0.02M  p o ta s s iu m  c y a n id e .  The i n h i b i t o r  d o e s  n o t  c o m p le te ly  

m ask  t h e  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  G o lg i v e s i c l e s  

(GV) a n d  i n  t h e  G o lg i  c i s t e m a e  (G C). A m ic r o tu b l e  (MT) i s  

p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) n e a r  t h e  p la s m a  m em brane (PM) 

o f  t h e  c e l l  w a l l  (CW). Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  u r a n y l  

a c e t a t e  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x im a te ly  6 ? ,5 0 0 .

f o r  f i v e  h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  d ia m in o b e n z id in e .  The 

G o lg i  (GO) i n  t h e  c y to p la s m  (CY) h a v e  p e r o x id a s e  r e a c t i o n  

p r o d u c t  i n  b o th  v e s i c u l a r  m em branes (GV) a n d  c i s t e r n a e  (GC). 

Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  n o  p o s t - s t a i n i n g .  A p p ro x i­

m a t e l y  X ^ 7 ,5 0 0 .

F ig .  31B. C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i th e th y l e n e
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F i g .  32A, C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  f o r  f i v e  h o u r s  w i th  5j\l / l  

o f  e th y l e n e  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  d ia m in o b e n z id in e  (DAB) w i t h  

0.02M  a m i n o t r i a z o l e  (A T ). G o lg i  (GO) com posed  o f  G o lg i  

c i s t e r n a e  (GC) and  G o lg i  v e s i c l e s  (GV) a r e  s i t u a t e d  i n  t h e  

c y to p la s m  (C Y ), AT d o e s  n o t  i n h i b i t  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g .  

A p p ro x im a te ly  X 6 9 .5 0 0 ,

f o r  f i v e  h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  DAB w i th  0.02M  AT. 

T h e re  i s  no  i n h i b i t i o n  o f  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  b y  AT i n  t h e  

G o lg i  (G O ), G o lg i  c i s t e r n a e  (G C), G o lg i  v e s i c l e s  (GV), o r  

c y to p la s m  (C Y ). A p p ro x im a te ly  X I4 -9 ,0 0 0 .

F i g .  32C. C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i t h  5 ^ l / l  o f  e t h y l e n e  

f o r  f i v e  h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  DAB p l u s  0.02M  AT. AT 

d o e s  n o t  i n h i b i t  G o lg i  (GO), G o lg i  c i s t e r n a e  (G C ), G o lg i  

v e s i c l e s  (G V ), o r  c y to p la s m  (CY ). A p p ro x im a te ly  X l^ .O O O .

f o r  f i v e  h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  DAB w i th  0.02M  AT. AT 

d o e s  n o t  i n h i b i t  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  i n  t h e  G o lg i  (G O ), G o lg i  

c i s t e r n a e  (G C ), G o lg i  v e s i c l e s  (G V ), o r  c y to p la s m  (C Y ). Osmium 

t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h o u t  p o s t - s t a i n i n g  i n  F i g u r e s  32A— 32D. 

A p p ro x im a te ly  XI 0 0 0 .

F i g .  32B. C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i th

F i g .  32D, C o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i th





F i g .  3 3 . A p o r t i o n  o f  c o n t r o l  c o r t i c a l  t i s s u e  i n c u b a te d  

i n  d ia m in o b e n z id in e .  T he s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  g r a n u l a r  

co m p o n en t (GR) o f  t h e  c h l o r o p l a s t  (CH) s t a i n s  p o s i t i v e  f o r  

p e r o x i d a s e .  T h e re  i s  p o s i t i v e  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  

i n  t h e  c e l l  w a l l s  (CW) a n d  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  ( IN ) .  

A n u c le u s  (NU) i s  p r e s e n t  w i th  a  n u c l e o lu s  (N L ), T h e re  a r e  

s e v e r a l  m i to c h o n d r i a  (M I) th r o u g h o u t  t h e  c y to p la s m  (C Y ). 

P la sm o d e s m a ta  (PL) a r e  v i s i b l e  a t  s e v e r a l  p l a c e s  a lo n g  t h e  

c e l l  w a l l s .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i t h o u t  p o s t - s t a i n i n g .  

A p p ro x im a te ly  X 15»000.
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P i g .  3*K A p o r t i o n  o f  c o r t i c a l  t i s s u e  t r e a t e d  w i th  5 j\L /l  

o f  e th y l e n e  f o r  f i v e  h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  i n  d ia m in o -  

b e n z i d i n e .  S e v e r a l  p la s m o d e s m a ta  (PL ) c r o s s  t h e  c e l l  w a l l  

(CW) a t  d i f f e r e n t  p l a c e s .  T h e re  i s  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  i n  

t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  (IN ) o f  t h e  c e l l  w a l l .  P h y to -  

f e r r i t i n  g r a n u l e s  (P F ) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  m a t r i x  o f  t h e  

c h l o r o p l a s t  (CH ). A s i n g l e  m em b ran e-b o u n d  g r a n u l a r  com ponen t 

(GR) a n d  t h e  t h y l a k o i d s  (TH) d e m o n s t r a te  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  

p r o d u c t .  R ough e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) a n d  m i to c h o n d r ia  

(M I) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (C Y ). The n u c l e a r  m em brane 

(NM) i s  v i s i b l e  s u r r o u n d i n g  t h e  n u c l e u s  (NU),  G o lg i  (GO) 

a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y to p la s m  (CY) .  The G o lg i (GO) an d  ro u g h  

e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  (RER) show  e v id e n s e  o f  d a r k e n in g  b u t  

t h e  p o s t - s t a i n i n g  m ay b e  p a r t i a l l y  f o r  some d e g r e e  o f  

d a r k e n in g .  Osmium t e t r o x i d e  f i x a t i o n  w i th  u r a n y l  a c e t a t e  

p o s t - s t a i n i n g .  A p p r o x im a te ly  X 3 1 .0 0 0 .
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