
1388 Specialia EXPI~RIENTIA 30/12 

(0.66 M) buffer ,  p H  4.6, 1500 V, 1.5 h). The  zone on  t he  
e lec t rophores is  p a p e r  co r re spond ing  to a u t h e n t i c  ACh was 
cu t  a n d  Muted w i t h  1 ml  of 0.1 M NaH~PO~ buffer .  Gas  
c h r o m a t o g r a p h y  of t he  e l u a t e  yie lded a p e a k  w i t h  t he  
same r e t e n t i o n  t i m e  as a u t h e n t i c  ACh. These  d a t a  p rov ide  
ev idence  for  t h e  a u t h e n t i c i t y  of t he  c o m p o u n d  in t h e  
p l a n t s  as ACh. No o t h e r  chol ine  es ter  a m o n g  t he  lower 
homologues  of ACh (propionyl- ,  bu ty ry l - ,  vMerylchol ine)  
was  found  in these  p lan t s .  Q u a n t i t a t i v e  e s t i m a t i ons  were 
pe r fo rmed  b y  gas c h r o m a t o g r a p h y  w i t h o u t  pr ior  electro-  
phoresis .  

Results and discussion. ACh could be  de tec ted  in all 
p l a n t s  t e s t ed  (Table).  T h u s  i t  is possible  t h a t  ACh occurs  
ub iqu i t ous ly  in  t he  p l a n t  k ingdom.  The  d i f fe ren t  p l a n t  
organs,  such  as leaves,  s tem,  roots  showed  va r ious  en- 
dogenous  a m o u n t s  of ACh, b u t  t h e  roo t  s y s t e m  a lways  
c o n t a i n e d  less ACh t h a n  t h e  shoot .  As can  be seen f rom the  
Table ,  ACh was no t  de tec ted  in e t io la ted  seedlings.  I n  

ACh content of higher plants 

Plant ACh (nmoI/g fresh weight) 

Phaseolus vulgaris 

stem 7.4 j_ 1.7 (7) 
leaves 2.0 ~ 0.6 (7) 
roots 0.4 (1) 

Pisum sativum (light grown) 
shoot 8.2 • 1.0 (10) 
roots 1.4 4- 0.2 (3) 

Pisum sativum (etiolated) 
shoot nil (<  0.01) (2) 
roots nil (<  0.01) (2) 

Sinapis alba (light grown) 
shoot 1.8 • 0.4 (5) 

Sinapis alba (etiolated) 
shoot n:l (<  0.01) (2) 

Cucurbita pepo 
shoot 10.5 :]= 0.9 (8) 
roots 3.3 ~ 0.3 (6) 

Helianthus annuus 
shoot 7.9 • 2.0 (9) 
roots 3.5 (1) 

Spinacea oleracea 
shoot 6.8 -4- 0.7 (6) 

A maranthus caudatus 
shoot 3.1 ~: 0.4 (4) 

Results are mean -4- SEM of the number of ACh determinations in 
parentheses. The lower limit of sensitivity of the method was about 
0.10 nmol of ACh, which is equivalent to 0.01 nmol/g fresh weight of 
plant tissue. 

a n o t h e r  series of expe r imen t s ,  t he  effect  of l igh t  i n t e n s i t y  
on  t he  ACh c o n c e n t r a t i o n  in peas  (Pisum sativum L.) 
was inves t iga ted .  Af te r  h a v i n g  grown in whi t e  l igh t  of a n  
i n t e n s i t y  of 7.5 J/m2/sec, these  p l a n t s  con t a ined  m u c h  
less ACh (1.5 nmol /g)  t h a n  peas  t h a t  h a d  grown u n d e r  
n o r m a l  l igh t  cond i t ions  (31 ] /m2/sec) .  I n  th i s  p a r t i c u l a r  
expe r imen t ,  t h e  q u a n t i t a t i v e  r e su l t  o b t a i n e d  b y  gas 
c h r o m a t o g r a p h y  was c.ompared w i t h  t h a t  o b t a i n e d  b y  
bioassay.  The  e lua te  f rom e lec t rophores i s  was  assayed  
on  t h e  r a t  b lood p r e s s u r e <  The re  was no dif ference be- 
tween  t he  ACh c o n c e n t r a t i o n  as e s t i m a t e d  b y  gas chro-  
m a t o g r a p h y  or b y  b ioas say  (1.9 nmol /g) .  Our  f ind ings  are 
in  keep ing  w i t h  t he  p rev ious  o b s e r v a t i o n  t h a t  l igh t  ha s  a 
r e g u l a t o r y  effect  on  t he  ACh levels in  p lants3 .  

JAI~FE 3, YU~GHANS and  JAFFE 6 sugges ted  t h a t  ACh 
m a y  ac t  as a p e r m e a b i l i t y  r egu l a to r  or as a local ho rmone ,  
b o t h  in p l a n t s  and  in animals .  The  ques t ions  as to  t he  s i te  
of syn thes i s  and  func t i on  of ACh ill p l a n t s  r e m a i n  
obscure  ~-1~ The  effect  of l igh t  m i g h t  be  to  increase  t he  
r a t e  of syn thes i s  of ACh, poss ib ly  b y  a c t i v a t i n g  t h e  en- 
zymes  respons ib le  for b iosyn thes i s .  

The  answer  to  t h i s  ques t ion  depends  on  a b e t t e r  
u n d e r s t a n d i n g  of h o w  b iosyn thes i s  of ACh occurs  in  
p lan t s .  A bas is  for i n t e r p r e t a t i o n  is i n fo rma t ion ,  essen- 
t ia l ly  b iochemica l  in  na tu re ,  a b o u t  the  e n z y m e  of synthes is ,  
i ts  p roper t i e s  a n d  in t r ace l lu la r  loca t ion  a n d  i ts  f unc t iona l  
b e h a v i o u r  in  r e l a t i on  to  o t h e r  m e t a b o l i c  sys tems  of t he  
p l a n t  celllL 

Zusammen/assung.  Der  A C h - G e h a l t  ve r sch iedene r  h6he-  
rer  P f l anzen  wurde  m i t  e iner  g a s c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  
Methode  b e s t i m m t .  Die Iden t i f i z i e rung  des in  den  
P f l anzen  v o r k o m m e n d e n  ACh erfolgte  d u r c h  h o c h s p a n -  
n u n g s e l e k t r o p h o r e t i s c h e  A u f t r e n n u n g  des p f l anz l i chen  
E x t r a k t e s  und  nach fo lgende r  Gas -Chromatograph ie .  Der  
Spross en th / i l t  m e h r  ACh als die Wurzel .  I n  e t io l ie r ten  
P f l a n z e n  war  kein  ACh nachwe i sba r .  Es  wi rd  v e r m u t e t ,  
dass  der  endogene  A C h - G e h a l t  d u r e h  L ich t  regul ie r t  wird. 
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Sur  les  re la t ions  entre  la p r o d u c t i o n  d ' h e x o s a m i n e s  et d ' h y d r o x y p r o l i n e  de la part  
de f i b r o b l a s t e s  cul t iv~s  in v i tro  dans  dif f~rentes  c o n c e n t r a t i o n s  d '02  

Lecol lag6ne ,  a s s o c i 6 a u x m u c o p o l y s a c c h a r i d e s , c o n s t i t u e  Dans  des t r a v a u x  pr6c6dents ,  nous  avons  6tudi6 la 
le c o m p o s a n t  le plus  i m p o r t a n t  de la subs t ance  in te r -  morphologie ,  l ' a c t iv i t6  enzyma t ique ,  le m6 tabo l i sme  du 
cellulaire e t  des d i f f6rents  t ypes  de t i ssus  conjonct i fs .  Ces D N A  et  la p r o d u c t i o n  d ' h e x o s a m i n e s  de la p a r t  des 
deux  subs t ances  son t  p rodu i t e s  p r i n d p a l e m e n t  p a r  les f ib rob las tes  cul t iv6s  in  v i t ro  en  di f f6rentes  concen t r a t i ons  
f ibroblas tes ,  d'O~ 1-4. I1 nous  a p a r u  i n t6 re s san t  d ' 6 t u d i e r  dans  les 



15.12. 1974 Specialia 1389 

m~mes conditions exp~rimentales les relations qui 
existent entre la production des hexosamines et de 
l 'hydroxyproline; ces m~tabolites ont en effet une 
importance fondamentale pour le tissu conjonctif. 

On a cultiv6 des fibroblastes d 'embryon de poulet de 
9 jours (500000 cellules/ml) pendant 3 jours dans le 
milieu suivant: TC 199 (Difco) 90%, s~rum de cheval 
10%. On remplace ensuite le milieu par du TC Eagle 
(Difco), e t l e s  cultnres sont mists dans des atmospheres 
gazeuses contenant les concentrations d'O~ suivantes: 
80%, 20%, 7%, 5%, 2% et anoxie. Le pourcentage de 
CO S est identique pour toutes les atmosph6res gazeuses: 
5%. On compl[te & 100% chaque atmosph&re gazeuse 
avec du N~ (Carba, 99,99%). Les cellules vivent  darts ces 
diff6rentes concentrations d'O, pendant 3 jours; ensuite 
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Fig. 1. Quantit4s d'hexosamines et d'hydroxyproline trouv6es dans 
ies cellules (Aet B) et darts le milieu de culture (C et D), exprim6es 
respectivement, en mg par million de cellules et en mg par ml de 
milieu de culture. Chaque colonne correspond h la moyenne des 
valeurs trouv6es pour chaque concentration d'oxyg&ne (2%, 5%, 
7%, 20%, 80%). 

le milieu est pr61ev6 et lyophilis6, les cellules sont aussi 
pr~lev~es et centrifug~es pendant 10 min & 3000 tours/min. 
Les hexosamines et l 'hydroxyproline sont d6termin6es 
s6par6ment dans le milieu et dans les cellules ;les premieres 
selon la m6thode de BoAs 5, la seconde selon la m6thode 
de NEUMAN et al.S. On a aussi suivi la production des 
mueopolysaccharides sulfat6s en incubant les eellules, 
la fin de la p6riode exp6rimentale, & 37 ~ pendant 1 h, 
avec 0, 5 ~Ci de Na~3sSO~ par ml de milieu, selon la m6thode 
d6crite pr&cSdemment (GOTZOS et al. v). 

Le graphique A de la Figure 1 montre que la plus 
grande quantit6 d'hexosamines a 6t6 trouv6e dans les 
cellules maintenues dans une atmosph6re de 5% d'O~, 
la plus basse dans celles maintenues dans 80% d'O 2. A la 
concentration de 7% et 20% d'O2, la quantit~ d'hexosa- 
mines diminue de mani6re significative par rapport 
celle de 5% d'O3; cette diminution est moins importante 
que celle observ6e pour les cellules maintenues dans une 
atmosph6re de 2% d'O 2. La quantit6 d'hydroxyproline 
des cellules augmente avec l 'augmentation de la concen- 
tration d'O 2 jusqu'& 20% (Figure 1, ]3) ; mats dans la forte 
hyperoxie (80% d'O~), elle diminue par rapport & celle 
des cellules cultiv4es en pr6sence de 5%, 7% et 20% 
d'O 2. Dans le milieu de culture (Figure 1, C), comme dans 
les cellules, la plus grande quantit6 d'hexosamines a 6t6 
trouv6e & la concentration de 5% d'O~. A la concentration 
de 2% d'O~, les hexosamines du milieu sont en quantit6 
inf6rieure & celles de 5% d'O2, mats sup6rieure & celles de 
7% et 20% d'O 2. Ce r6snltat est l ' inverse de ce qu'on a 
trouv6 pour les cellules. Nous pensons qu'il  s 'agit l& d'une 
contradiction apparente des r6sultats. Elle peut s'expli- 
quer, ~ notre avis, en admettant  que la condition de tr6s 
forte hypoxie au niveau cellulaire est plus difficile & se 
r6aliser et demande un laps de temps plus long. A la 
concentration de 80% d'O2, la quantit4 d'hexosamines 
diminue de mani6re significative par rapport &tontes les 
autres concentrations d'O 2. La quantit6 d'hydroxyproline 
dans le milieu de culture aux diff6rentes concentrations 
d'O 2 (Figure 1, D) montre le m~me comportement que 
celui trouv6 dans les cellules :elle augmente avec l 'augmen- 
ration de la concentration d 'O 2 jusqu'~ 20%; dans une 
forte hyperoxie (80% d'O2), elle diminue 16g6rement. En 
ce qui concerne l ' incorporation du 3sSO4, & savoir la syn- 
th6se des mucopolysaccharides sulfat6s (MPS-sulfat6s), les 
cellules montrent que leur capacit6 optimale de synth6se 
se situe & ]a concentration de 5% d'O 2 (Figure 2). Entre les 
conditions exp6rimentales d'hyperoxie (80% d'O2) et 
d'anoxie, on ne note pas de diff4rence significative; 
mais dans ces 2 conditions la synth&se est fortement 
r~duite. A la concentration de 20% d'O=, les fibroblastes 
poss~dent 6galement une bonne capaci% de synth~se. 

Ces r~sultats nous montrent que 1'optimum de la 
production des hexosamines ne concorde pas avec celui 
de l 'hydroxyproline en rapport avec les diff6rentes 
concentrations d'Oe. En effet la meilleure productio~ des 
hexosamines a lieu & la concentration de 5% d'O2, et leur 
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p r o d u c t i o n  est  moins  touch6e  d a n s  des cond i t ions  
d ' h y p o x i e  t r6s  pouss6e (2% d'O~) que dans  celles de t r6s  
for te  hype rox i  e (80% d'Oz). Ce n ' e s t  pas  le cas p o u r  
l ' h y d r o x y p r o l i n e :  nous  a v o n s  l ' o p t i m u m  de sa p r o d u c t i o n  
5. la c o n c e n t r a t i o n  de 20~ d'O 2, et  la  for te  hype rox i e  (80% 
d'O~) se r6v61e moins  nocive  que  l ' h y p o x i e  t r6s  pouss6e 
(2% d'Oa). 

Sur  la  base  de ces r4sul ta ts ,  on  p e u t  conclure  que  la 
p r o d u c t i o n  d ' h y d r o x y p r o l i n e  n6cessi te  une  q u a n t i t 6  d 'O  2 
sup4rieure  5  ̀celle des hexosamines .  Ces derni6res  p e u v e n t  
pa r t i c ipe r  5. la f o r m a t i o n  des d i f f6rentes  macromol6cu les  

de la s u b s t a n c e  f o n d a m e n t a l e  du  t i ssu  con jonc t i f  (MPS 
acides sulfat6s, M P S  aeides, glycoprot6ines ,  etc.). Dans  
no t r e  cas, si nous  m e t t o n s  ell r a p p o r t  la syn thgse  des M P S  
sulfat6s avec  la  p r o d u c t i o n  des  hexosamines ,  nous  pou-  
vons  observer  que les f ib rob las tes  s y n t h 6 t i s e n t  in  v i t ro  
des M P S  sulfat6s avec  le m~me r y t h m e  k 5% et  5. 20% 
d'02, t a n d i s  que  la p r o d u c t i o n  des hexosamines  baisse 
f o r t e m e n t  5. des c o n c e n t r a t i o n s  d 'Oz sup6rieures  5. 5%.  

Cet te  donn6e  nous  sugggre t ' h y p o t h 6 s e  s u i v a n t e :  les 
hexosamines  p rodu i t e s  en  g rande  q u a n t i t 6  /~ 5% d ' Q  
ne son t  pas  celles des M P S  sulfat6s,  ma i s  des hexosamines  
li6es 5. d ' a u t r e s  subs t ances  (MPS acides, g lycoprot6ines ,  
etc.). 
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Fig. 2. Pourcentage de cellules marqn6es (+) et non marqu6es (--) 
par le 95SO4 darts les cultures de fibroblastes eultivfs en diff6rentes 
concentrations d'oxyg6ne (5%, 20%, 80%) et en anoxie. 

Summary.  Studies  a n d  compar i son  of t h e  h e x o s a m i n e  
and  h y d r o x y p r o l i n  p r o d u c t i o n  b y  f ib rob la s t s  c u l t i v a t e d  
in v i t ro  a t  d i f fe ren t  oxygen  concen t r a t i ons .  The  resu l t s  
show t h a t  t h e  h ighes t  h e x o s a m i n e  p r o d u c t i o n  occurs  a t  a 
low oxygen  c o n c e n t r a t i o n  (5%).  The  h ighes t  h y d r o x y -  
p ro l in  p r o d u c t i o n  occurs  a t  20% O~; t h i s  oxygen  con- 
c e n t r a t i o n  is cons idered  as a n  hype rox i c  one for I ibro-  
b las t s  c u l t i v a t e d  in  v i t ro .  Besides  i t  has  been  asce r t a ined  
t h a t  t he  h ighes t  s u l p h a t e d  M P S  p r o d u c t i o n  occurs  
be tween  5 and  20% oxygen  w i t h o u t  a n y  s ign i f ican t  
va r i a t ion .  

V. GOTZOS, M. LASZLO B. et  B. CAPPELLI-GoTzos 

Institut d'Histologie et d'Embryologie gdndrale de 
l' Universitd de Fribourg, CH-7 700 Fribourg (Suisse), 
7 ]uillet 7974. 

M o r p h o l o g i c a l  A s p e c t s  of  the  Nuc l e i  in Mature  Ar t i cu la ted  Lat ic i fers  of  Calystegia soldanella 

A sa l ien t  cha rac te r i s t i c  of a r t i cu l a t ed  la t ic i fers  is t he  
d e v e l o p m e n t  of a m u l t i n u c l e a t e  p r o t o p l a s t  f rom a cha in  
of l ong i tud ina l  cells whose  t r a n s v e r s e  walls  are e i the r  
p a r t i a l l y  or comple te ly  resorbed.  The  func t iona l  signifi-  
cance  of these  coenocyt ic  s t ruc tu res ,  cha rac t e r i zed  b y  
i n t e rna l  secret ion,  is s t i l l  u n k n o w n ,  even  t h o u g h  n u m e r o u s  
s tud ies  dea l ing  w i t h  t h e  f ine s t r u c t u r e  and  t he  compos i t i on  
of t he  l a t ex  h a v e  been  conduc t ed  1-~. The  morpho log ica l  
aspec t  of t h e  nuclei  d u r i n g  t he  d i f f e ren t i a t ion  of t h e  
a r t i cu l a t ed  la t ic i fers  is poor ly  unders tood ,  on  t h e  one 
h a n d  because  of t h e  l imi t ed  re sea rch  on t h i s  sub jec t  a n d  
on  t he  o t h e r  h a n d  because  of t he  cons iderab le  t echn ica l  
diff icul t ies  i nvo lved  in f i xa t i on  a n d  s ta ining.  I t  h a s  been  
observed ,  however ,  t h a t  in  Taraxacum kok-saghyz, t h e  
n u m b e r  and  size of t he  nucle i  v a r y  accord ing  to  t h e  age 
of t he  t i ssue  ~, a n d  t h a t  in  t he  la t ic i fers  of t h e  seconda ry  
s t em of Hevea brasiliensis and  of Manihot glazovii, t h e  
nucte i  unde rgo  a degene ra t i ve  process  fol lowing nuc leo la r  
ex t ru s ion  7, 9. 

Based  u p o n  these  ind ica t ions ,  t he  purpose  of t h i s  
s t u d y  is to  con t r i bu t e ,  us ing  r ecen t ly  acqu i red  t echn iques  
of e m b e d d i n g  and  s ta in ing,  to  t he  knowledge  of t h e  
morpholog ica l  aspec ts  of t he  nucle i  c o n t a i n e d  in t he  
syncy t i a l  m a t u r e  la t ic i fers  of C. soldanella. 

Segmen t s  of t he  second i n t e r n o d e  of y o u n g  s t ems  of 
Calystegia soldanella R. Br.  (Convolvulaceae) ,  5 m m  
long, were  f ixed in 10% n e u t r a l  fo rma l in  for  24 h a n d  
t h e n  e m b e d d e d  in a m e t h y l - b u t y l m e t h a c r y l a t e  mix tu re .  
The  l ong i t ud ina l  sect ions  in  sets, 7 ~m th ick ,  w h i c h  were 
cu t  us ing  a L K B  P y r a m i t o m e  were  h y d r a t e d  b y  m e a n s  of 
a decreas ing  alcoholic  series a n d  t h e n  were p laced  in a 
ci t r ic  a c i d - N a H P O  4 buf fe r  so lu t ion  (pH 4.1; 0.06 M)  for 

5 min .  N e x t  t he  sec t ions  were s t a ined  for 15 m i n  w i t h  
acr id ine  o range  (AO), d issolved a t  a c o n c e n t r a t i o n  of 
10 .4 M in t he  buf fe red  solut ion.  Af te r  a r ap id  d e h y d r a t a -  
t i on  in t e r t i a r y  b u t y l  alcohol,  t he  sect ions  were e m b e d d e d  
in a non- f luorescen t  m e d i u m  (Ente l l an ,  Merck).  The  
use of acr id ine  o range  as a I luo rochrome  is jus t i f ied  
because  of i ts  d e m o n s t r a t e d  r a p i d i t y  in  abso rp t ion ,  i t s  
i n t ense  c h r o m a t i s m  even  a t  low concen t r a t i on ,  a n d  i ts  
specific cha rac t e r i s t i c  of l ink ing  w i t h  nucleic  acids 9-12. 
The  use of th i s  dye  is pa r t i cu l a r l y  i n t e r e s t i ng  in la t ic i fer  
s tud ies  because  i t  offers, a t  t h e  same t ime,  the  poss ib i l i ty  
to  s t a in  t h e  cell wal l  also, the re fore  p e r m i t t i n g  an  abso lu te  
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