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ABSTRACT. 

A t m o s p h e r e s  c o n t a i n i n g  a  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  C02 c a n  

p r e v e n t  l e s i o n  d e v e l o p m e n t  and c o a l e s c e n c e  i n  e t i o l a t e d  

h y p o c o t y  I s  o f  t h e  F r e n c h  bean,' Phase01 us vu  l g a r i s ,  i n f e c t e d  

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

C o l l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m .  The d e g r e e  o f  p r o t e c t i o n  

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

t h e  t i m e  t r e a t m e n t  w i t h  C02 was begun  a n d  o n  t h e  d u r a t i o n  o f  

s u c h  t r e a t m e n t .  The  r a t e  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  c e l  I s  b y  

i n f e c t i o n  h y p h a e  o f  t h e  f u n g u s  was r e d u c e d  i n  15% C02. 

F l e c k s ,  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e s u l t i n g  f r o m  an i n c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t i o n ,  d e v e l o p e d  when t r e a t m e n t  w i t h  15% C02 was begun  

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

t r e a t m e n t  - was ma i n t a  i n e d  u n t  i l symptoms a p p e a r e d .  

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

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

c a r r i e d  o u t  i n  a i r .  A r e s i s t a n t  r e s p o n s e ' w a s  a l s o  o b t a i n e d  

when C02 t r e a t m e n t  was b e g u n  d u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  

p e n e t r a t i o n .  A s u s c e p t i b l e  r e s p o n s e  r e s u l t e d ,  however ,  when 

i n f e c t i o n  h y p h a e  h a d  g r o w n  b e y o n d  t h e  f i r s t  c e l  I c o l o n i z e d  

b y  t h e  t i m e  C02 t r e a t m e n t  was begun.  

T r e a t m e n t  o f  c u l t u r e s  o f  - C. l i n d e m u t h i a n u m  w i t h  15% C02 

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

o f  ge rm t u b e  e l o n g a t i o n ,  and d e l a y e d  s p o r u l a t i o n .  
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T r e a t m e n t  w i t h  15% C02 p r e v e n t e d  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  

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

m e t a b o i  i s m  o f  beans ,  a t  s i t e s  o f  f r e e z i n g  i n j u r y  o n  

e t i o l a t e d  h y p o c o t y l s .  The i n h i b i t o r y  e f f e c t  was p a r t i a l l y  

r e v e r s e d ,  however ,  when i n j u r e d  p l a n t s  w e r e  r e t u r n e d  t o  a i r  

f o l  l o w i n g  C02 t r e a t m e n t .  I n  c o n t r a s t ,  C02 d i d  n o t  a f f e c t  

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

s i t e s .  

The  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  C02 

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

a c t i o n  o n  t h e  p a t h o g e n .  They a l s o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  b i o t i c  

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

d i f f e r  i n  t h a t  t h e  f o r m e r  i s  C 0 2 - i n s e n s i t i v e  and  t h e  l a t t e r  

i s  C 0 2 - s e n s i  t i v e .  
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INTRODUCTION TO THE THESIS 

The  h o s t - p a r a s  i t e  i n t e r a c t  i o n  b e t w e e n  t h e  g r e e n  bean,  

P h a s e o l  us  v u l g a r i s ,  and t h e  a n t h r a c n o s e  f u n g u s ,  

C o l l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m ,  h a s  b e e n  s t u d i e d  e x t e n s i v e l y  

i n  r e c e n t  y e a r s .  Among t h e  a d v a n t a g e s  t h i s  i n t e r a c t i o n  h a s  

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

on n u t r i e n t  m e d i a  and i t  e x i s t s  as s e v e r a l  f a i r l y  s t a b l e  

p h y s i o l o g i c a l  r a c e s ,  e a c h  o f  w h i c h  c a n  p a r a s i t i z e  o n l y  

c e r t a i n  c u l t i v a r s  o f  - P. v u l g a r i s .  

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

p o s t - i n f e c t i o n a l  changes  i n  a  p l a n t  t h a t  a r e  b r o u g h t  a b o u t  

b y  c o n t a c t  w i t h  a p a t h o g e n .  A l l  a v a i l a b l e  e v i d e n c e  

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

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

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

i r r e s p e c t i v e  o f  w h e t h e r  t h e  u l t i m a t e  o u t c o m e  o f  t h e  

i n t e r a c t i o n  i s  o n e  o f  s u s c e p t i b i l i t y  o r  r e s i s t a n c e .  T h a t  

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

f a v o r a b  l e  t o  c u l t  i v a r -  i ncompat  i b  l e  r a c e s  o f  t h e  f u n g u s  i s  

a p p a r e n t  f r o m  t h e  n e c r o s i s  and p l a s m o l y s i s  o f  h o s t  c e l  I s ,  

t h e  p r o d u c t i o n  o f  f u n g i t o x i c  compounds a t  i n f e c t i o n  s i t e s ,  

and  t h e  c e s s a t i o n  o f  g r o w t h  o f  i n f e c t i o n  hyphae ,  a l l  o f  

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

compa t  i b  l e  i n t e r a c t i o n s ,  however ,  t h e  h o s t  e n v i r o n m e n t  

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



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

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

mechan i sm b y  w h i c h  e a c h  c u l t i v a r  o f  - P. v u l g a r i s  

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

o f  t h e  a n t h r a c n o s e  fungus ,  and  s t o p s  t h e  g r o w t h  o f  t h e  

l a t t e r ,  i s  n o t  known. Good. c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  e x i s t s  

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

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

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

o f  s u c h  an i n v o l v e m e n t  i s  l a c k i n g .  

The  o v e r a l  l o b j e c t i v e  o f  t h e  r e s e a r c h  d e s c r i b e d  i n  t h e  

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

i n f o r m a t  i o n  a b o u t  d e f e n s e  m e t a b o l  i s m  o f  b e a n s  d u r i n g  

p a r a s i t i s m  b y  t h e  a n t h r a c n o s e  f u n g u s .  I n  a ! !  e x p e r i m e n t s  

e t i o l a t e d  s e e d l  i n g s  o f  E. v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  w e r e  u s e d .  

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

t o  t h e  gamma r a c e  o f  C. l i n d e m u t h i a n u m .  - 
The p r o j e c t  owes i t s  o r i g i n  t o  w o r k  r e p o r t e d  b y  Rahe 

( 6 2 )  i n  w h i c h  p o d s  o r  e t i o l a t e d  h y p o c o t y l s  o f  P. v u l g a r i s  - 
i n o c u l a t e d  w i t h  a  r a c e  o f  - C. l i n d e m u t h i a n u m  t o  w h i c h  t h e y  

w e r e  s u s c e p t i b l e  f a i  l e d  t o  d e v e l o p  symptoms when k e p t  i n  

s e a  l e d  i n c u b a t  i o n  chambers .  Symptoms d i d  a p p e a r  o n  

i n o c u l a t e d  t i s s u e s ,  however ,  when t h e  s e a l e d  chambers  w e r e  

p r o v l  ded  w i t h  KOH s o  l u t  i o n s .  I t  was s u g g e s t e d  t h a t  an  

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

i n h  i b  i t i n g  symptom d e v e l o p m e n t  i n  s e a l e d  chambers  n o t  



p r o v i d e d  w i t h  a l k a l i n e  s o l u t i o n s .  A l l  t h e  wo rk  o f  t h e  

t h e s i s  has d e r i v e d  f r o m  t h e  i n i t i a l  f i n d l n g  t h a t  t h e  n a t u r e  

o f  t h e  h o s t - p a r a s i  t e  i n t e r a c t i o n  i n  t h i s  s y s t e m  can b e  

changed f r o m  one o f  s u s c e p t i b i l i t y  t o  one o f  r e s i s t a n c e  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  an a tmosphere  c o n t a i n i n g  a h i g h  

c o n c e n t r a t  i o n  o f  C02. 



CHAPTER I 

EFFECTS OF 15% C02 ON THE SUSCEPT 1 B l  L l  TY OF PHASEOLUS 

VULGAR1 S TO COLLETOTR 1 CHUM t l NDEMUTH 1 ANUM 
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ABSTRACT 

Changes i n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  between 

Phaseo lus  v u l g a r i s  and a c o m p a t i b l e  r a c e  o f  C o l l e t o t r i c h u m  

l i nde rnu th ianum were  o b t a i n e d  by t r e a t m e n t  o f  i n o c u l a t e d  

p l a n t s  w i t h  15% C02 i n  a i r .  A s h i f t  t o w a r d s  r e s i s t a n c e ,  

m a n i f e s t e d  by t h e  appearance  o f  f l e c k s  s i m i l a r  t o  t h o s e  

wh i ch  d e v e l o p  i n  a  n a t u r a l  i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n ,  

o c c u r r e d  on p l a n t s  p l a c e d  i n  C02 d u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  

f u n g a l  p e n e t r a t i o n  and m a i n t a i n e d  t h e r e  u n t i l  symptoms 

appeared.  A l m o s t  c o m p l e t e  r e v e r s a l  o f  t h e  i n t e r a q t i o n  was 

o b t a i n e d  when t h e  d e n s i t y  o f  i n f e c t i o n  s i t e s  was 

s u f f i c i e n t l y  g r e a t  t o  g i v e  c o a l e s c e n t  n e c r o s i s  in c o n t r o l s  

t h a t  were n o t  C 0 2 - t r e a t e d .  l n c r e a s i n g  s u s c e p t  i b i  l i t y  

o c c u r r e d  when C02 t r e a t m e n t  was begun a t  l a t e r  s t a g e s  o f  

deve lopment  o f  t h e  i n t e r a c t i o n .  H i s t o l o g i c a l  s t u d i e s  showed 

t h a t  t h e  r a t e  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  c e l l s  by hyphae o f  t h e  

fungus  was reduced  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  15% C02. These 

r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  C02 may change t h e  n a t u r e  o f  t h e  

i n t e r a c t i o n  t o  one o f  r e s i s t a n c e  by s l o w i n g  down t h e  g r o w t h  

o f  t h e  fungus  w h i l e  a l l o w i n g  a  d e f e n s e  response  o f  t h e  h o s t  

t o  d e v e l o p  t o  a  deg ree  where i t  can  p r e v e n t  f u r t h e r  s p r e a d  

o f  f u n g a l  hyphae.  



- 5 -  

l NTRODUCT l ON 

Atmospheres c o n t a i n i n g  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a r b o n  

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

f r u i t s  such  as  s t r a w b e r r i e s  and sweet  c h e r r i e s .  A r e d u c t i o n  

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

have  been commonly o b s e r v e d  unde r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  I n  

a d d i t i o n ,  a  f u n g i s t a t i c  e f f e c t  o f  C02 on  p o s t h a r v e s t  

pa thogens  has  been  d e s c r i b e d .  The l a r g e  vo lume o f  

l i t e r a t u r e  on t h i s  t o p i c  has been r e v i e w e d  b y  S m i t h  (76) and 

by E c k e r t  and Sommer (30). E x p e r i m e n t s  by  Rahe ( 6 2 )  showed 

t h a t  h y p o c o t y l s  o r  pods o f  t h e  bean ( P h a s e o l u s  v u l g a r i s  L.) 

i n o c u l a t e d  w i t h  a  compa t i b  l e  r a c e  o f  t h e  a n t h r a c n o s e  f ungus  

( C o l  l e t o t r i c h u r n  l i ndemuth ianum ( S a c c . E  Magn.) S c r i b n e r )  d i d  

n o t  d e v e l o p  symptoms when m a i n t a i n e d  i n  s e a l e d  i n c u b a t i o n  

chambers u n d e r  c o n d i t i o n s  t h a t  were  d e s c r i b e d  as anaerob  i c .  

Symptoms d e v e l o p e d  more o r  l e s s  no rma l  l y ,  however ,  i f  t h e  

chambers we re  p r o v i d e d  w i t h  a  w i c k  soaked i n  KOH s o l u t i o n ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  absence o f  symptoms i n  s e a l e d  chambers 

n o t  c o n t a i n i n g  KOH was an e f f e c t  o f  an i n c r e a s e  i n  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  C02. The o b j e c t i v e s  o f  t h e  p r e s e n t  

i n v e s t i g a t i o n  were  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  a tmospheres  

c o n t a i n i n g  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C02 c o u l d  i n f l u e n c e  t h e  

i n t e r a c t i o n  be tween  - P. v u l g a r i s  and a c o m p a t i b l e  r a c e  o f  

C. l i n d e m u t h i a n u m  and, i f  so, t o  i n v e s t i g a t e  t h e  mode o f  - 
a c t i o n  o f  C02. 
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MATER I ALS AND METHODS 

G r o w t h  o f  P l a n t s  

Bean s e e d l i n g s  w e r e  g rown  i n  v e r m i c u l i t e  i n  p l a n t  p o t s  

( d i a m e t e r  11.5 cm).  The v e r m i c u l i t e  was m o i s t e n e d  t o  f i e l d  

c a p a c i t y  w i t h  A r n o n  - H o a g l a n d  n u t r i e n t  s o l u t i o n  and 

a u t o c l a v e d  b e f o r e  use.  P o t s  w e r e  c l e a n e d  b y  i m m e r s i o n  i n  

aqueous s o d i u m  h y p o c h l o r i t e  ( c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  I %  

a v a i l a b l e  c h l o r i n e )  and  w e r e  r i n s e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  

Seeds o f  - P. v u l g a r i s ,  cv .  T o p c r o p ,  o f  u n i f o r m  w e i g h t  ( 3 5 0 k 5 0  

mg) w e r e  s u r f a c e  s t e r i  l i z e d  f o r  t h r e e  m i n u t e s  i n  aqueous  

s o d i u m  h y p o c h l o r i t e  ( c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  I% a v a i l a b l e  

c h l o r i n e )  a n d  washed w i t h  s t e r i l e  w a t e r .  Seeds w i t h  s w o l  l e n  

o r  c r a c k e d  t e s t a s  w e r e  r e j e c t e d .  T h e  r e m a i n d e r  were p i a n t e d  

a s e p t i c a l l y  o n t o  t h e  s u r f a c e  o f  3 cm l a y e r s  o f  v e r m i c u l i t e  

i n  t h e  p l a n t  p o t s  and  c o v e r e d  w i t h  4 cm l a y e r s  o f  

v e r m i  c u  l i t e .  P o t s  c o n t a i n i n g  g r o w i n g  p  l a n t s  w e r e  k e p t  i n  

p l e x i g  l a s s  b o x e s  ( 9 0 x 5 0 ~ 3 8  cm) c o v e r e d  w i t h  b l a c k  

p o l  y e t h y  l e n e  s h e e t  p l a s t i c .  The a t m o s p h e r e  i n s i  de  e a c h  b o x  

was s t i r r e d  c o n t i n u o u s l y  b y  means o f  a  m a g n e t i c a l l y  d r i v e n  

fan ,  a n d  was m a i n t a i n e d  a t  h i g h  h u m i d i t y  b y  t h e  e v a p o r a t i o n  

o f  w a t e r  f r o m  a b s o r b e n t  p a p e r  3 h e e t s  w h i c h  w e r e  h u n g  f r o m  a  

f r a m e  w i t h i n  e a c h  b o x .  A i r ,  o r  15% C02 i n  a i r ,  was p a s s e d  

c o n t i n u o u s l y  t h r o u g h  t h e  b o x e s  a t  a f l o w  r a t e  o f  500  m l  p e r  

m i n u t e .  M i x t u r e s  c o n t a i n i n g  15% C02 i n  a i r ,  w e r e  g e n e r a t e d  

f r o m  I n d i v i d u a l  c y l i n d e r s  o f  p u r e  C02 and  c o m p r e s s e d  a i r  



u s i n g  a  p r e c i s i o n  g a s - m i x i n g  pump. ( H .  W o s t h o f f  O.H.G., 

Bochum, W .  Germany, t y p e  N A  18 /3A) .  The  e f f l u e n t  gas  f r o m  

t h e  chambers  was p a s s e d  t h r o u g h  D r i e r i t e  and  i t s  C02 c o n t e n t  

m o n i t o r e d  u s i n g  an i n f  r a - r e d  gas a n a l y z e r  (Beckman, mode l  

2 1 5 ) .  The  m e t h o d s  u s e d  t o  g e n e r a t e  a n d  m o n i t o r  t h e  

C 0 2 - c o n t a i n i n g  a t m o s p h e r e s  used  a r e  d e s c r i b e d  more  f u l  l y  i n  

t h e  a p p e n d i x  t o  t h e  t h e s i s  ( p .  9 0 ) .  

I n o c u l a t i o n  p r o c e d u r e  

The  b e t a  r a c e  o f  c. i i n d e m u t h i a n u m  was g r o w n  a t  2 4  C on 

a g a r  c o n t a i n i n g  35$ b e a n  j u i c e .  F o r  i n o c u l a t i o n  o f  

s e e d l i n g s  a  c o n i d i a l  s u s p e n s i o n  was p r e p a r e d  b y  f l o o d i n g  

1 0 - d a y - o l d  c u l t u r e s  w i t h  w a t e r  a n d  l i g h t l y  r u b b i n g  t h e  

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

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

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

f i l t r a t e  was made u s i n g  a  h e m o c y t o m e t e r .  The v o l u m e  o f  t h e  

s u s p e n s i o n  was a d j u s t e d  b y  a d d i t i o n  o f  w a t e r  t o  g i v e  an 

i n o c u l u m  c o n t a i n i n g  a b o u t  2 x  l o 6  c o n i d i a  p e r  m l .  P l a n t s  

were  i n o c u l a t e d  when t h e  e p i c o t y l  h o o k s  w e r e  b e g i n n i n g  t o  

o p e n  ( a b o u t  10 d a y s  a f t e r  p l a n t i n g ) .  The  i n o c u l u m  was 

s p r a y e d  e v e n l y  a s  a  f i n e  m i s t  o n t o  a1 l p a r t s  o f  t h e  p l a n t s .  
c k  

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

e n v i r o n m e n t  f o r  a b o u t  120 h .  Some p l a n t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  

a  h i g h  h u m i d i t y  a t m o s p h e r e  o f  15% C02 i n  a i r  a t  v a r i o u s  

t i m e s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  



H i s t o l o g y  

Sample  p l a n t s  w e r e  removed f r o m  t h e  i n c u b a t i o n  chambers  

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

d e v e l o p m e n t  o f  t h e  i n t e r a c t  i o n  c o u l d  b e  made. Where 

o b s e r v a t i o n s  f r o m  s e v e r a l  t r e a t m e n t s  h a d  t o  b e  made a t  t h e  

same t i m e ,  t h e  a p p r o p r i a t e  h y p o c o t y l s  w e r e  e x c i s e d  a t  t h e  

c o t y l e d o n a r y  n o d e  and  a t  t h e  m i d - p o i n t ,  and  t h e  e x c i s e d  

segments  w e r e  f i x e d  i n  a s o l u t i o n  o f  3% g l u t a r a l d e h y d e  i n  

0 .05  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7.2. Segments  w e r e  s t o r e d  i n  

t h i s  s o l u t i o n  f o r  p e r i o d s  o f  up t o  12 h  and w e r e  t h e n  washed 

t h r e e  t i m e s  i n  0 .05 M p h o s p h a t e  b u f f e r  i n  p r e p a r a t i o n  f o r  

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

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

e s t i m a t e s  o f  t h e  e x t e n t  o f  f u n g a l  g e r m i n a t i o n  and  

p e n e t r a t i o n  w e r e  d e r i v e d  f r o m  c o u n t s  made i n  a t  l e a s t  70  

random f i e l d s  o f  v i e w  o n  t w o  e p i d e r m a l  s t r i p s  f r o m  each  o f  

t h r e e  r e p l i c a t e  h y p o c o t y l  segments .  I n  a d d i t i o n ,  e s t i m a t e s  

o f  t h e  e x t e n t  o f  h o s t  c e l l  c o l o n i z a t i o n  b y  i n f e c t i o n  h y p h a e  

o f  t h e  f u n g u s  w e r e  made. F o r  t h i s  p u r p o s e  t h e  g r a d i n g  

s y s t e m  shown i n  T a b l e  I .  I was d e v i s e d .  E p i d e r m a l  s t r i p s  

( t w o  f r o m  each  o f  t h r e e  r e p l i c a t e  h y p o c o t y l s )  w e r e  e x a m i n e d  

a t  4 0 0 x  m a g n i f i c a t i o n  and each  p e n e t r a t i o n  s i t e  t h a t  a r o s e  

u n a m b i g u o u s l y  f r o m  a  s i n g l e  a p p r e s s o r i u m  was g r a d e d .  



T a b l e  1 . 1 .  G r a d i n g  s y s t e m  used  f o r  t h e  d e s c r i p t i o n  o f  s t a g e s  

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

P h a s e o l  us v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  i n o c u l a t e d  w i t h  

t h e  b e t a  r a c e  o f  C o l  l e t o t r i c h u m  I i n d e m u t h i a n u m  

( c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n ) .  

.............................................................. 
S t a g e  o f  d e v e l o p m e n t  D e s c r  i p t  i o n  

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

I n f e c t i o n  h y p h a  j u s t  v i s i b l e  b e n e a t h  

a p p r e s s o r i u r n  ( F i g .  ! . l a )  o r  i n  

l o b a t e  f o r m  ( F i g .  I .  l b )  

One c e l l  c o l o n i z e d  a t  i n f e c t i o n  s i t e .  

L a t e r a l  g r o w t h  o f  i n f e c t i o n  h y p h a  

a p p a r e n t  ( F i g s .  I . l c  and J . l d ) .  

Two c e l l s  c o l o n i z e d .  

3 C  T h r e e  c e l  I s  c o l o n i z e d .  

\ 

X More  t h a n  t h r e e  c e l l s  c o l o n i z e d .  
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RESULTS 

D e v e l o p m e n t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  i n  a i r .  

C o n i d i a  o f  C, l i n d e m u t h i a n u m  g e r m i n a t e d ,  b y  f o r m i n g  - 
a p p r e s s o r i a ,  o v e r  a  p e r i o d  o f  s e v e r a l  h o u r s .  A l t h o u g h  t h e r e  

were  l a r g e  d  i f f e r e n c e s  b e t w e e n  e x p e r i m e n t s ,  i n  m o s t  c a s e s  

g e r m i n a t i o n  h a d  b e g u n  b y  6 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  ( F i g .  1.2) 

and  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  p e r i o d  o f  a b o u t  30 h. The 

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

t o  much v a r i a t i o n  among d i  f f e r e n t  e x p e r i m e n t s  ( F i g .  1 . 3 ) .  

The mean v a l u e s  o f  p e r  c e n t  g e r m i n a t i o n  and  p e n e t r a t i o n  f r o m  

F i g s .  1.2 and  1.3 r e s p e c t i v e l y  s u g g e s t  t h a t  a  v i s i b l e  

p e n e t r a t i o n  h y p h a  d e v e l o p e d  a b o u t  24  h a f t e r  i t s  p a r e n t  

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

b y  i n f e c t i o n  h y p h a e  was o b s e r v e d  a s  e a r l y  a s  24 h  a f t e r  

i n o c u l a t i o n  i n  some e x p e r i m e n t s ,  b u t  more  commonly was f i r s t  

s e e n  a t  30 - 3 6  h e  Symptoms became v i s i b l e  o n  t h e  u p p e r  5 

cm o f  h y p o c o t y l s  b e t w e e n  70  and  84 h a f t e r  i n o c u l a t i o n .  

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

h y p o c o t y l s  o f  p l a n t s  w e r e  p r e p a r e d  a t  i n t e r v a l s  b e t w e e n  16 

and  84 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  The  d e v e l o p m e n t  o f  f u n g a l  

h y p h a e  i n  h o s t  c e l l s  a t  e a c h  o f  t h e s e  i n t e r v a l s  i s  d e s c r i b e d  
1 

i n  F i g .  1.4. No p e n e t r a t i o n  h a d  o c c u r r e d  b y  16 h  a f t e r  

i n o c u l a t i o n .  By 40 h, 30% o f  t h e  c o n i d i a  w i t h  a p p r e s s o r i a  

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

t h e  P s t a g e .  T h e r e a f t e r ,  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  c e l  ls was 



F i g .  1.2 G e r m i n a t i o n  o f  c o n i d i a  o f  Co l  l e t o t r i c h u m  

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

Phase01 us v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  ( c o r n p a t i b  l e  

i n t e r a c t i o n ) .  

Means a n d  s t a n d a r d  e r r o r s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  

e i g h t  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .  I n  e a c h  e x p e r i m e n t  . 
e s t i m a t e s  o f  numbers  o f  g e r m i n a t e d  c o n i d i a  w e r e  

o b t a i n e d  as  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  and  M e t h o d s .  



TIME AFTER INOCULATION (HOURS) 



F i g .  1.3 P e n e t r a t i o n  f r o m  a p p r e s s o r i a  o f  C o l  l e t o t r i c h u m  

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

P h a s e o l  us v u  l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  ( c o m p a t i b  l e  

i n t e r a c t i o n ) .  

Means and  s t a n d a r d  e r r o r s  w e r e  d e r i v e d '  f r o m  e i g h t  

s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .  I n  e a c h  e x p e r i m e n t ,  

e s t i m a t e s  o f  numbers  o f  p e n e t r a t i o n  s i t e s  w e r e  

o b t a i n e d  as  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  and  Methods .  
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F i g .  1.4 N a t u r e  o f  symptoms o c c u r r i n g  o n  h y p o c o t y l s  o f  

Phase01 us v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  as  a f f e c t e d  b y  

t r e a t m e n t  w i t h  15% C02 begun  a t  p r o g r e s s i v e l y  

l a t e r  s t a g e s  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  c e l l s  i n  a  

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

C o l  l e t o t r i c h u m  l indernuth  i anum ( c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t  i o n ) .  

A b s c i s s a e : -  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  o f  f u n g a l  h y p h a e  i n  

h o s t  c e l l s .  ( F o r  e x p l a n a t i o n  o f  symbo ls ,  

s e e  T a b l e  1 . 1 ) .  

O r d i n a t e s : -  t h e  number  o f  i n f e c t i o n  s i t e s  a t  s t a g e s  P, 

IC, 2 C ,  e t c . ,  each e x p r e s s e d  a s  a  p e r  c e n t  

o f  t h e  t o t a l  number o f  i n f e c t i o n  s i t e s  a t  

a l l  s t a g e s .  
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r a p i d  and  b y  8 4  h  ( t h e  t i m e  when symptoms w e r e  f i r s t  v i s i b l e  

i n  t h i s  e x p e r i m e n t )  o v e r  60% o f  t h e  p e n e t r a t i o n  s i t e s  h a d  

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

c o a l e s c e d  b y  120 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  and  t h e  p l a n t s  became 

t o t a l l y  r o t t e d  ( F i g .  1 .5) .  

D e v e l o p m e n t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  i n  15% C 0 2  

S e e d l  i n g s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  15% C 0 2  a t  16, 40, 54, 

a n d  60 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  E a r l i e r  e x p e r i m e n t s  showed t h a t  

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

I n  15% C 0 2  i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  By c o n t r a s t  t o  

t h o s e  r e s u l t s ,  c o n i d i a  t h a t  h a d  n o t  g e r m i n a t e d  b y  16 h  i n  

t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t  d i d  g e r m i n a t e  i n  15% C02 a t  a  r a t e  

s i m i  l a r  t o  t h a t  o f  t h e  c o n t r o ! ~ .  P e n e t r a t i o n  h o w e v e r  was 

d e l a y e d  i n  C02 a l t h o u g h  t h e  f i n a l  p r o p o r t i o n  o f  c o n i d i a  w i t h  

a p p r e s s o r i a  t h a t  f o r m e d  p e n e t r a t i o n  s i t e s  was s i m i l a r  i n  C 0 2  

and i n  a i r  ( F i g .  1 .6) .  

T h e  r a t e  o f  h o s t  c e l  l c o l o n i z a t i o n  b y  t h e  f u n g u s  i n  

h y p o c o t y  Is f r o m  e a c h  C02 t r e a t m e n t  was e s t i m a t e d  f r o m  

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

F i g .  1.4. G r o w t h  o f  f u n g a l  h y p h a e  b e t w e e n  40  and  108 h  was 

s t r o n g l y  i n h i b i t e d  i n  s e e d l i n g s  p l a c e d  i n  C 0 2  a t  16 h  a f t e r  

i n o c u l a t i o n .  Symptoms, i n  t h e  f o r m  o f  b r o w n  f l e c k s ,  w e r e  

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

a t  a b o u t  100 h. By 120 h f l e c k s  h a d  more  o r  l e s s  c e a s e d  

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



F i g .  1.5 Symptoms a t  136 h a f t e r  i n o c u l a t i o n  o f  h y p o c o t y l s  

o f  P h a s e o l u s  v u l g a r i s ,  cv .  T o p c r o p ,  w i t h  t h e  b e t a  

r a c e  o f  C o l l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m  ( c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t i o n )  a s  a f f e c t e d  b y  t i m e  o f  b e g i n n i n g  

t r e a t m e n t  w i t h  15% C02. 

P l a n t s  w e r e  p laced  i n  C02 a t  16, 40,  and  5 4  h '  

a f t e r  i n o c u l a t i o n .  Those  w h i c h  r e m a i n e d  i n  a i r  

s e r v e d  as  c o n t r o l s .  





F i g .  1.6 E f f e c t  o f  15$ C02 o n  p e n e t r a t i o n  f r o m  

a p p r e s s o r i a  o f  C o I  I e t o t r i  chum I i n d e m u t h i  anurn 

( b e t a  r a c e )  i n t o  h y p o c o t y  I s  o f  P h a s e o l u s  

v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p  ( c o m p a t i b  l e  i n t e r a c t  i o n ) .  

Means a n d  s t a n d a r d  e r r o r s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  

t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .  I n  each  e x p e r i m e n t ,  

e s t i m a t e s  o f  t h e  numbers  o f  p e n e t r a t i o n  s i t e s  

w e r e  o b t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s .  





F i g .  1.7 N a t u r e  o f  symptotns o c c u r r i n g  on h y p o c o t y l s  o f  

P h a s e o l u s  v u l g a r i s ,  cv .  T o p c r o p ,  a s  a f f e c t e d  b y  

t r e a t m e n t  w i t h  15% C02 begun  a t  p r o g r e s s i v e l y  

l a t e r  s t a g e s  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  c e l l s  i n  a  

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

C o l  l e t o t r i c h u m  l i ndemuth i anum ( c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t  i o n ) .  

A b s c i s s a e : -  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  o f  f u n g a l  h y p h a e  i n  

h o s t  c e l l s .  ( F o r  e x p l a n a t i o n  o f  s y m b o l s ,  

s e e  M a t e r i a l s  and  M e t h o d s ) .  

O r d i n a t e s : -  t h e  number  o f  i n f e c t i o n  s i t e s  a t  s t a g e s  P, 

IC, Z C ,  e t c . ,  each  e x p r e s s e d  as  a p e r  c e n t  

o f  t h e  t o t a l  number o f  i n f e c t i o n  s i t e s  a t  

a l  l s t a g e s .  





l e n g t h  o f  t h e  h y p o c o t y l s  ( F i g .  1 .5) .  F u l l y - d e v e l o p e d  f l e c k s  

were  a p p r o x i m a t e l y  0.5-1.5 rnm i n  l e n g t h  a n d  a b o u t  0.1 mm i n  

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

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

I n c o m p a t i b l e  r a c e  o f  t h e  a n t h r a c n o s e  f u n g u s .  However ,  i n  

common w i t h  a n  i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n ,  i n f e c t i o n  h y p h a e  o f  

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

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

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

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

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

l e v e l  o f  t h e  p h y t o a l e x i n  phase01 t i n .  Th i s  compound 

a c c u m u l a t e s  i n  n a t u r a l  r e s i s t a n t  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  

P, v u l g a r i s  and  C. l i n d e m u t h i a n u m  ( s e e  C h a p t e r  3 ) .  Hence - - 
t h e  a p p e a r a n c e  o f  f l e c k s  r e s u l t i n g  f r o m  C02 t r e a t m e n t  o f  

s e e d l i n g s  w i l l  b e  c a l l e d  a  " r e s i s t a n t  r e a c t i o n "  

When C02 t r e a t m e n t  was begun  a f t e r  p e n e t r a t i o n  b y  

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

o b t a i n e d  p r o v i d e d  a1 l p e n e t r a t i o n  s i t e s  w e r e  s t i  l I a t  t h e  P 

s t a g e  ( 4 0  h  i n  F i g s .  1.4 and  1.5) .  I f  some i n f e c t i o n  s i t e s  

h a d  d e v e l o p e d  t o  a  I C  s t a g e  when C02 t r e a t m e n t  was begun 

( 5 4  h i n  F i g s .  1.4 a n d  1.5) t h e n  a l t h o u g h  m o s t  o f  t h e  

i n f e c t i o n  s i t e s  r e m a i n e d  as  f l e c k s ,  some e n l a r g e d  and f o r m e d  

s m a l l  d e l i m i t e d  l e s i o n s  ( F i g .  1 .5 ) .  F i n a l l y ,  when s e e d l i n g s  

w e r e  m a i n t a i n e d  i n  a i r  u n t i l  g r o w t h  t o  a  2 C  s t a g e  h a d  

o c c u r r e d  a t  some p e n e t r a t i o n  s i t e s  ( 6 0  h  i n  F i g .  1.4) t h e  



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

t h a t  o f  t h e  c o n t r o l s .  

E x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  a  f a s t e r  r a t e  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  

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

r e s u l t s .  An e x a m p l e  i s  shown i n  F i g .  1.7 i n  w h i c h  m o s t  

p e n e t r a t i o n  s i t e s  t iad d e v e l o p e d  t o  a  3C o r  X s t a g e  b y  64  h. 

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

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

o c c u r r e d ,  n o  f u r t h e r  measuremen ts  o f  c o n t r o l s  w e r e  made 

a f t e r  6 4  h. Symptoms, i n  t h e  f o r m  o f  c o a l e s c i n g  l e s i o n s ,  

w e r e  v i s i b l e  i n  t h e  u p p e r  o n e - t h i r d  o f  c o n t r o l  h y p o c o t y l s  by  

70 h. C02 t r e a t m e n t  o f  p l a n t s  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  begun  

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

( 3 0  h  i n  F i g .  1.71, a g a i n  s l o w e d  down t h e  r a t e  o f  g r o w t h  o f  

f u n g a l  h y p h a e .  D e l i m i t e d  f l e c k s ,  i n d i c a t i v e  o f  a  r e s i s t a n t  

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

78 h and  h a d  s p r e a d  t o  t h e  l o w e r  h a l v e s  by  92  h. However,  

b y  c o n t r a s t  t o  t h e  e x p e r i m e n t  d e s c r i b e d  i n  F i g .  1.4, a  

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

c o n t r o l s ,  o c c u r r e d  when C02 t r e a t m e n t  was b e g u n  when a b o u t  

h a l f  t h e  p e n e t r a t i o n  s i t e s  h a d  d e v e l o p e d  t o  I C  s t a g e s  ( 4 0  h  

i n  F i g .  1 .7 ) .  C02 t r e a t m e n t  begun a t  a  s i m i l a r  s t a g e  o f  

d e v e l o p m e n t  i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  ( 5 4  h i n  F i g .  1.4) 

gave  a  r e s i s t a n t  r e a c t i o n  a t  t h e  l a r g e  m a j o r i t y  o f  

p e n e t r a t i o n  s  i t e s .  



I n  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  min imum 

d u r a t i o n  o f  e x p o s u r e  t o  15% C02 r e q u i r e d  t o  c o n v e r t ' t h e  

i n t e r a c t i o n  t o  o n e  o f  r e s i s t a n c e ,  i n o c u l a t e d  s e e d l i n g s  w e r e  

p l a c e d  i n  C02 when p e n e t r a t i o n  o f  t h e  f u n g u s  was f i r s t  

o b s e r v e d  and  some w e r e  removed a t  t e n  h o u r  i n t e r v a l s  u n t i l  

symptoms a p p e a r e d .  I t  was f o u n d  t h a t  i n  o r d e r  t o  g i v e  more 

o r  l e s s  c o m p l e t e  p r o t e c t i o n  i t  was n e c e s s a r y  t o  m a i n t a i n  

s e e d l i n g s  i n  C02 a t  l e a s t  u n t i l  f l e c k s  began  t o  a p p e a r .  

When s e e d l i n g s  w e r e  removed  f r o m  C02 18 and 28  h b e f o r e  

f l e c k s  a p p e a r e d  o n  t h o s e  k e p t  i n  C02, l e s i o n s  d e v e l o p e d  i n  

t h e  u p p e r  1 / 3  - 1 /4  o f  t h e  h y p o c o t y l s  a l t h o u g h  f l e c k s  

p r e d o m i  n a t e d  b e l o w .  Seed I i n g s  removed f r o m  C02 e a r l  i e r  t h a n  

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

I n  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o n i d i a  i n  

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

l e s i o n s  r a t h e r  t h a n  c o a l e s c e n t  n e c r o s i s  i n  c o n t r o l s ,  C02 h a d  

n o  e f f e c t  o n  t h e  o u t c o m e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n .  
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DISCUSSION 

T h r e e  ma in  c o n d i t i o n s  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t i o n  s t u d i e d  h e r e  can be c o n v e r t e d  t o  one o f  

r e s i s t a n c e  by t r e a t m e n t  w i t h  15% C02. F i r s t l y  t h e  d i s t a n c e  

between i n d i v i d u a l  i n f e c t i o n  s i t e s  must  be  s u f f i c i e n t l y  

s m a l l  s o  t h a t  c o a l e s c e n t  n e c r o s i s  o c c u r s  i n  c o n t r o l s  t h a t  

tare m a i n t a i n e d  i n  a i r .  Second ly ,  C02 t r e a t m e n t  s h o u l d  b e g i n  

e i t h e r  b e f o r e  p e n e t r a t i o n  o f  f u n g a l  hyphae has o c c u r r e d  o r  

w h i l e  t h e  p e n e t r a t i o n  hypha a t  each i n f e c t i o n  s i t e  i s  s t i l l  

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

p e n e t r a t i o n .  T h i r d l y ,  p l a n t s  mus t  be  m a i n t a i n e d  i n  C02 

u n t i l  f l e c k s  a r e  a p p a r e n t .  

The f i n d i n g  t h a t  a  r e s i s t a n t  r e a c t i o n  i n  15; COZ was 

o b t a i n e d  o n l y  a t  h i g h  i n f e c t i o n  s i t e  d e n s i t i e s  i s  c o n s i s t e n t  

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

h y p o c o t y l s  were  i n o c u l a t e d  w i t h  a  d i l u t e  s u s p e n s i o n  o f  

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

The f l e c k s  fo rmed were  n o t i c e a b l y  l a r g e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  

a t  h i g h  i n f e c t i o n  s i t e  d e n s i t i e s  and some approached t h e  

s i z e  range  o f  t h e  d e l i m i t e d  l e s i o n s  t h a t  o c c u r  i n  a  

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

( u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  These o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  

t h e r e  may b e  s h o r t - r a n g e  i n t e r a c t  i o n s  be tween i n f e c t  i o n  

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

deg ree  o f  r e s i s t a n c e  o b s e r v e d  w i t h  h i g h  d e n s i t y  



i n o c u l a t i o n s .  Such i n t e r a c t i o n s  c o u l d  b e  medi  a t e d  b y  t h e  

d i f f u s i o n  o f  a  f u n g i t o x i c  s u b s t a n c e  f r o m  i n f e c t i o n  s i t e s  

i n t o  t h e  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  h e a l t h y  t i s s u e ,  A t  h i g h  

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

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

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

h y p h a e  do  n o t  g row o u t  o f  t h e  few c e l l s  f i r s t  c o l o n i z e d .  

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

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

o f  f u n g i  i n  - i n  v i t r o  a s s a y s  ( 1 7 )  and  a c c u m u l a t e s  i n  t h e  

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

c o m p a t i b l e  a n d  i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n s  ( 6 4 ) .  

The  r a t e  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  c e l l s  b y  i n f e c t i o n  

h y p h a e  o f  t h e  f u n g u s  w a s  r e d u c e d  i n  C02. The s i m p i e s t  

e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  f i n d i n g  i s  t h a t  C02 a c t s  d i r e c t l y  o n  

t h e  f u n g u s  t o  i n h i b i t  i t s  r a t e  o f  g r o w t h  r a t h e r  t h a n  

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

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

e x p e r i m e n t s  c o n c e r n i n g  t h e  e f f e c t  o f  15% C02 on 

C. l i n d e m u t h i a n u m  g r o w i n g  i n  p u r e  c u l t u r e .  An i n h i b i t o r y  - 
e f f e c t  o n  g e r m i n a t i o n ,  germ t u b e  e l o n g a t i o n ,  and  s p o r e  

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

C h a p t e r  2. T h e  d a t a  r e p . o r t e d  h e r e  a l s o  s u g g e s t  t h a t  

i n f e c t i o n  h y p h a e  o f  t h e  f u n g u s  a r e  s e n s i t i v e  t o  C02 o n l y  i n  

t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  g r o w t h .  Once i n f e c t i o n  h y p h a e  h a v e  

g r o w n  b e y o n d  t h e  f i r s t  c e l l  p e n e t r a t e d  b y  t h e  t i m e  C02 



t r e a t m e n t  i s  b e g u n  t h e i r  s u b s e q u e n t  g r o w t h  r a t e  i s  r a p i d  a n d  

C02 e x e r t s  a  s m a l l e r  i n h i b i t o r y  e f f e c t .  

A s i m i l a r  i n t e r r u p t i o n  o f  p a t h o g e n e s i s  h a s  been  

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

i n t e r a c t i o n s  o f  c o t t o n  i n f e c t e d  w i t h  V e r t i c i l l i u m  a l b o - a t r u m  

(6,7) a n d  i n  t h e  b e a n  a n t h r a c n o s e  i n t e r a c t i o n  ( 6 3 ) .  

T r e a t m e n t  o f  i n f e c t e d  b e a n  h y p o c o t y l s  f o r  15 h  a t  36 C was 

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

h y p h a e  h a d  c o l o n i z e d  1-10 c e l l s  a t  i n d i v i d u a l  i n f e c t i o n  

s i t e s .  I n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  above  f o r  

C02 i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  h e a t  t r e a t m e n t  i s  more  e f f e c t i v e  i n  

c h a n g i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  t o  r e s i s t a n c e .  

C u l t u r e s  o f  - C. l i n d e m u t h i a n u m  o n  b e a n  j u i c e  a g a r  medium 

c e a s e  g r o w t h  when h e a t e d  a t  36 C f o r  15 h .  By c o n t r a s t  15% 

C02 s l o w s  down, b u t  does n o t  s t o p ,  germ t u b e  e l o n g a t i o n  o f  

t h e  f u n g u s  g r o w i n g  o n  bean  j u i c e  a g a r .  T h i s  d i f f e r e n t i a l  

s e n s i t i v i t y  p r o b a b l y  e x p l a i n s  why C02 t r e a t m e n t  m u s t  b e g i n  

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

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

o f  p r o t e c t  i o n .  

Thus  i t  seems l i k e l y  t h a t  C02 r e t a r d s  d e v e l o p m e n t  o f  

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

d e v e l o p e d  t o  an e x t e n t  w h e r e  i t  c a n  c o n t a i n  t h e  f u n g u s .  I t  

seems i m p r o b a b l e  t o  t h i s  a u t h o r  t h a t  t h e  f u n g u s ,  u n d e r  

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

i n d u c e  a r e s i s t a n t  r e a c t i o n .  R a t h e r ,  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  



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

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

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

o f  f o r e i g n  m e t a b o l i t e s  i n t o  t h e  h o s t  t i s s u e .  C02, b y  

s l o w i n g  down t h e  g r o w t h  o f  t h e  f u n g u s ,  c o u l d  i n h i b i t  i t s  

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



CHAPTER 2 

E F F E C T S  OF 15: C 0 2  ON G E R M I N A T I O N ,  GERM T U B E  ELONGATION,  

AND S P O M U L A T I O N  I N  CULTURES OF C O L L E T O T R I C H U M  L I N D E M U T H I A N U M "  
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A B S T R A C T  

G e r m i n a t i o n  o f  c o n i d i a  i n  c u l t u r e s  o f  t h e  b e t a  and 

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

j u i c e  a g a r  was d e l a y e d  i n  15% C 0 2 ,  t h o u g h  t h e  p r o p o r t i o n  o f  

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

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

m a i n t a i n e d  i n  a i r .  Germ t u b e  e l o n g a t i o n  i n  C 0 2  was 

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

v e g e t a t i v e  g r o w t h  was u l t i m a t e l y  s t i m u l a t e d  u n d e r .  t h e s e  

c o n d i t i o n s .  S p o r u l a t i o n  o f  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  i n  C 0 2  was 

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

m a i n t a i n e d  i n  a i r .  

The  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  i s  a n  interrelationship 

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

i m p l i c a t i o n s  o f  t h e s e  r e s u l t s  t o  p r e v i o u s  w o r k  on t h e  

e f f e c t s  o f  15$ C 0 2  o n  t h e  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  

l i n d e m u t h i a n u m  a n d  P h a s e o l  us  v u l g a r i s  a r e  a l s o  d i s c u s s e d .  
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l NTRODUCT 1 ON 

F u n g i  h a v e  o f t e n  b e e n  d e s c r i b e d  a s  a e r o b i c  o r g a n i s m s  

w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  r e q u i r e m e n t s  f o r  g r o w t h  and  

d e v e l o p m e n t  0 , 1 3 , 3 2 ) .  However ,  many f u n g i  c a n  grow i n  low 

c o n c e n t r a t  i o n s  o f  o x y g e n  an\d a  few h a v e  b e e n  shown t o  be  

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

f a c t o r s  a r e  p r o v i d e d  (5,33). The v e r y  e x t e n s i v e  l i t e r a t u r e  

c o n c e r n i n g  t h e  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  g a s e o u s  e n v i r o n m e n t s  o n  

t h e  g r o w t h  and  m e t a b o l  i sm o f  f u n g i  h a s  b e e n  r e v i e w e d  b y  

Tabak  and  Cooke ( 8 1 ) .  These  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t ,  a l t h o u g h  

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

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

r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e  t o  changes  i n  o x y g e n  c o n c e n t r a t i o n  

o v e r  a  w i d e  r a n g e .  

The  e f f e c t  o f  t r e a t m e n t  w i t h  15% C02 i n  a i r  o n  t h e  

compa t  i b  l e  i n t e r a c t  i o n  b e t w e e n  Phase01 us v u l g a r i s ,  c v ,  

T o p c r o p ,  a n d  t h e  b e t a  r a c e  o f  t h e  a n t h r a c n o s e  f u n g u s ,  

C o l l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m ,  h a s  been  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  

I .  The r a t e  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  c e l l s  b y  h y p h a e  o f  t h e  

f u n g u s  was r e d u c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C02, a n d  u n d e r  c e r t a i n  

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

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

seems t o  b e  t h a t  C02 a c t s  d i r e c t l y  o n  t h e  f u n g u s  t o  r e d u c e  

i t s  r a t e  o f  g r o w t h ,  t h u s  a1 l o w i n g  t h e  p l a n t  t o  u n d e r g o  an  

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



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

i n v e s t i g a t i o n  d e s c r i b e d  h e r e  was c a r r i e d  o u t  i n  o r d e r  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  g r o w t h  o f  C. l i n d e m u t h i a n u r n  i n  p u r e  - 
c u l t u r e  i s  s e n s i t i v e  t o  15% C02. 



MATERIALS AND METHODS 

S m a l l  P e t r i  p l a t e s  ( 6 0 x 1 5  mm, " I n t e g r i  d" t y p e )  

c o n t a i n i n g  b e a n  j u i c e  a g a r  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  an aqueous  

s u s p e n s i o n  o f  c o n i d i a  o f  C. l indernuth ianurn  ( b e t a  o r  gamma 

r a c e ) .  S u s p e n s i o n s  o f  c o n i  d i a  were  p r e p a r e d  f r o m  1 0 - d a y - o l d  

c u l t u r e s ,  un l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  Each p l a t e  was 

i n o c u l a t e d  w i t h  a b o u t  5 x 1 0 ~  c o n i d i a  c o n t a i n e d  i n  0.05 m l  o f  

s u s p e n s i o n .  Some o f  t h e  p l a t e s  were  t r a n s f e r r e d  t o  a  g l a s s  

c y l i n d e r ,  c a p a c i t y  1.2 l i t e r s ,  t h r o u g h  w h i c h  15% C02 i n  a i r  

was p a s s e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  80 m i  p e r  m i n u t e ,  

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

t h r o u g h  w h i c h  a i r  was p a s s e d  a t  t h e  s a n e  f l o w  r a t e .  Some o f  

t h e s e  l a t t e r  p l a t e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  C 0 2 - c o n t a i n i n g  

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

r e m a i n i n g  i n  a i r  s e r v e d  as  c o n t r o l s .  A t  i n t e r v a l s  a f t e r  

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

m a r k e d  s q u a r e s  o f  e a c h  i n t e g r i d  p l a t e  w e r e  measured.  T h i s  

t e c h n i q u e  made i t  p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  t h e  l e n g t h s  o f  germ 

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

s a m p l i n g .  I t  was c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y  t o  do  t h i s ,  b e c a u s e  

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

g e r m i n a t i o n  w o u l d  h a v e  c a u s e d  a n  i n c r e m e n t  o f  s h o r t  ge rm 

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

c a l c u l a t i o n s  o f  mean germ t u b e  l e n g t h s  i n  t h e  C02 

t r e a t m e n t s .  M e a s u r e m e n t s  w e r e  made a t  125x m a g n i f i c a t i o n  



u s i n g  a  compound m i c r o s c o p e  f i t t e d  wi-lh a  c a l i b r a t e d  

e y e p i e c e  m i c r o m e t e r .  A l l  o p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  

l a m i n a r  f l o w  chamber  t o  a v o i d  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e s  

d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s .  

S p o r u l a t i o n  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  p l a t e s  

i n o c u l a t e d  a n d  t r e a t e d  as  above .  P l a t e s  w e r e  f l o o d e d  w i t h  

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

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

was r e p e a t e d  f o u r  t i m e s  t o  e n s u r e  a s  c o m p l e t e  a  r e m o v a l  o f  

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

s u s p e n s i o n s  w e r e  made up t o  a  known v o l u m e  w i t h  w a t e r .  The 

number  o f  c o n i d i a  p e r  m l  o f  s u s p e n s i o n  was c a l c u l a t e d  f r o m  

t h e  mean o f  t h e  number  i n  each  o f  t w e n t y  10 p1 d r o p s  o f  t h e  

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

o b t a i n e d  was t h e n  m u l t i p l i e d  b y  t h e  t o t a l  v o l u m e  o f  t h e  

s u s p e n s i o n  t o  g i v e  an - e s t i m a t e  o f  t h e  number  o f  c o n i d i a  p e r  

c u l t u r e .  
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RESULTS 

E f f e c t  o f  15% C02 o n  g e r m i n a t i o n  o f  c o n i d i a .  

G e r m i n a t i o n  o f  c o n i d i a  o f  b o t h  t h e  b e t a  a n d  gamma r a c e s  

o f  C. l i n d e m u t h i a n u m  was d e l a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  15; C02. - 
T a b l e  2.1 shows t h e  r e s u l t s  o f  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  

c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  b e t a  r a c e  and  o n e  w i t h  t h e  gamma r a c e  

o f  C. l i n d e m u t h i a n u m .  - I n  a l  I cases ,  C02 d e l a y e d  t h e  

g e r m i n a t i o n  o f  c o n i d i a ,  t h o u g h  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  was 

v a r i a b l e .  O b s e r v a t i o n s  made a t  t i m e s  l a t e r  t h a n  12 h  a f t e r  

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

g e r m i n a t e d  r e a c h e d  90 -95% i n  b o t h  C02 and  a i r .  E x p e r i m e n t  

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

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

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

2 1 - d a y - o l d  c u l t u r e .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  i n h i b i t i n g  

e f f e c t  o f  C02 was g r e a t e s t  w i t h i n  t h e  f i r s t  12 h  a f t e r  

i n o c u l a t i o n  ( F i g .  2 .1 ) .  A t  t i m e s  a f t e r  12 h  t h e  p r o p o r t i o n  

o f  c o n i d i a  t h a t  h a d  g e r m i n a t e d  i n c r e a s e d  t o  r e a c h  a maximum 

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

38 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  



T a b l e  2.1. E f f e c t  o f  15% C02 o n  t h e  g e r m i n a t i o n  o f  c o n i d i a  o f  

C o l  l e t o t r i c h u m  l i n d e r n u t h i a n u m  ( b e t a  and gamma 

r a c e s )  o n  b e a n  j u i c e  a g a r  a t  12 h o u r s  a f t e r  

i n o c u l a t i o n .  

A i r  C02 A i r  C 0 2  A i  r C02 



F i g .  2.1 E f f e c t  o f  15$ C02 on t h e  g e r m i n a t i o n  o f  c o n i d i a  

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

l i n d e r n u t h i a n u m  g r o w i n g  on b e a n  j u i c e  a g a r .  
c, 

The d a t a  d e r i v e s  f r o m  e x p e r i m e n t  2, T a b l e  2.1. 
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E f f e c t  o f  15% C 0 2  on germ t u b e  e l o n g a t i o n  

o f  g e r m i n a t i n g  c o n i d i a  

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

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

o f  g r o w t h  i n  C02 was o b s e r v e d .  However  t h e  i s o l a t e s  o f  t h e  

t w o  r a c e s  w e r e  n o t  e q u a l  l y  s e n s i t i v e  t o  C 0 2 .  R e s u l t s  a r e  

p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2.2. Germ t u b e  e l o n g a t i o n  i n  c u l t u r e s  o f  

t h e  b e t a  r a c e  o f  t h e  f u n g u s  was u n a f f e c t e d  by  C02 d u r i n g  t h e  

f i r s t  12 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  The r a t e  o f  g e r m  t u b e  

e l o n g a t i o n  a f t e r  12 h  was r e d u c e d  b y  C02 when t r e a t m e n t  was 

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

f o l l o w i n g  a  12 h  p e r i o d  i n  a i r .  An a p p a r e n t  s t i m u l a t i o n  i n  

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

p l a c e d  i n  15% C02 a t  2 4  h a f t e r  i n o c u ! a t l o n .  A f t e r  a b o u t  32 

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

measuremen ts  w e r e  n o t  p o s s  i b  I e. However ,  v i s u a l  c o m p a r i s o n  

o f  a i r -  and  C 0 2 - t r e a t e d  c u l t u r e s  d u r i n g  t h e  s u b s e q u e n t  10 

days  showed t h a t  c o n s i d e r a b l y  d e n s e r  h y p h a l  m a t s  w e r e  

p r o d u c e d  i n  C02 t h a n  i n  a i r ,  e v e n  i n  t h o s e  c u l t u r e s  t h a t  h a d  

b e e n  p l a c e d  i n  C02 i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n o c u l a t i o n  o r  a t  12 h. 

Germ t u b e  e l o n g a t i o n  i n  c u l t u r e s  o f  t h e  gamma r a c e  o f  

C. l i n d e r n u t h i a n u r n  showed a  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  t o  C02 - 
a p p l i e d  f o l l o w i n g  a  12 h p e r i o d  i n  a i r .  However ,  i n  

c o n t r a s t  t o  b e t a ,  t h e  yarnma r a c e  was a l s o  s e n s i t i v e  t o  C02 

d u r i n g  t h e  f i r s t  12 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  2 . 2 ) .  

B e c a u s e  t h e  i s o l a t e  o f  t h e  gamma r a c e  g rew f a s t e r  t h a n  t h a t  



o f  t h e  b e t a  r a c e ,  measuremen ts  o f  ge rm t u b e  l e n g t h s  c o u l d  

o n l y  b e  made up t o  2 4  h o u r s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  However ,  

c u l t u r e s  k e p t  i n  C02 p r o d u c e d  d e n s e r  h y p h a l  m a t s  i n  t h e  

p e r i o d  f r o m  4 t o  10 days  a f t e r  i n o c u l a t i o n  t h a n  d i d  

c o n t r o l s .  

Thus, C02 seems t o  i n h i b i t  germ t u b e  e l o n g a t i o n  o n l y  

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

s t i m u l a t e s  l a t e r  s t a g e s  o f  v e g e t a t i v e  g r o w t h .  To t h e  

a u t h o r ' s  k n o w l e d g e  a  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  o f  C02 o n  g e r m  t u b e  

e l o n g a t i o n  o f  f u n g i  d e p e n d e n t  on  t h e  s t a g e  o f  d e v e l o p m e n t ,  

I i k e  t h a t  d e s c r i b e d  above,  h a s  n o t  b e e n  r e p o r t e d  e l s e w h e r e .  

E f f e c t  o f  15% C02 o n  s p o r u l a t i o n .  

S p o r u l a t i o n  o f  c u l t u r e s  o f  t h e  b e t a  and  gamma r a c e s  o f  

t h e  f u n g u s  was d e l a y e d  i n  C 0 2 ,  and  t h e  maximum number  o f  

c o n i d i a  p e r  c u l t u r e  p r o d u c e d  i n  C02 was l e s s  t h a n  i n  con -  

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

C. l i n d e m u t h i a n u m  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g .  2.2. M i c r o s c o p e  - 
o b s e r v a t i o n s  o f  t h e  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  i n  a i r  showed t h a t  

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

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

v i s i b l e  a t  t w o  days .  S p o r u l a t i o n  i n  c u l t u r e s  o f  t h e  b e t a  

r a c e b e g a n  b e t w e e n  2 and 3 d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  and 

c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  7 days ,  a f t e r  w h i c h  t h e  number o f  

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



S p o r u l a t i o n  b y  c u l t u r e s  o f  t h e  b e t a  . r a c e  t h a t  w e r e  

m a i n t a i n e d  i n  1 5 %  C 0 2  d i d  n o t  o c c u r  u n t i l  9 -10 d a y s  a f t e r  

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

p r o f u s e  a e r i a l  m y c e l i u m  ( F i g .  2 . 3 ) .  C o l l a p s e  o f  t h i s  a e r i a l  

g r o w t h  a t  9 -10  d a y s  c o i n c i d e d  w i t h  s p o r u l a t i o n .  Once t h e  

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

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

b u t  r e m a i n e d  e s s e n t i a l l y  c o n s t a n t  i n  t h e  p e r i o d  f r o m  I I  - 15 

days,  ( F i g .  2 .2 ) .  

S p o r u l a t i o n  i n  c u l t u r e s  o f  t h e  gamma r a c e  o f  t h e  f u n g u s  

a l s o  b e g a n  a t  2-3  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  The number  o f  

c o n i d i a  p e r  c u l t u r e  h a d  r e a c h e d  a  maximum o f  3.5k0.26 x l o 7  

a t  a b o u t  9 d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  S p o r u l a t i o n  i n  c u l t u r e s  

o f  t h e  gamma r a c e  t h a t  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  1 5 %  C02 began  a t  

6 -7  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  The number  o f  c o n i d i a  p e r  

c u l t u r e  h a d  r e a c h e d  a  maximum o f  5.3 + 0.9 x l o 6  b y  a b o u t  9 

d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  





F i g .  2.2 E f f e c t  o f  15$ C 0 2  on s p o r u l a t i o n  i n  c u l t u r e s  o f  

C o l l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m  ( b e t a  r a c e )  g r o w i n g  

o n  b e a n  j u i c e  a g a r .  

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

t h e  means, o b t a i n e d  as d e s c r i b e d  i n   ater rials a n d  

M e t h o d s .  



TIME AFTER lNOCULATlON (DAYS) 



F i g .  2.3 E f f e c t  o f  15% C02 o n  t h e  m o r p h o l o g y  o f  c u l t u r e s  o f  

Cot l e t o t r i c h u m  l i nde rnu th ianurn  ( b e t a  r a c e )  g r o w i n g  

on b e a n  j u i c e  a g a r .  

C u l t u r e s  w e r e  p h o t o g r a p h e d  a t  9 days  a f t e r  

i n o c u l a t i o n .  
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D l  SCUSS l ON 

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

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

c o n c e n t r a t i o n s  o f  02 and  C02. These  i n c l u d e  t e m p e r a t u r e ,  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  g r o w t h  medium, l i g h t ,  a n d  pH. T h e r e  a r e  

a l s o  l a r g e  d i f f e r e n c e s  i n  s e n s i t i v i t y  t o  c h a n g e s  i n  02 and 

C02 l e v e l s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s p e c i e s .  B e c a u s e  o f  t h e s e  . 

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

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

w i l l  b e  d rawn  o n l y  when d i f f e r e n c e s  a p p e a r  t o  b e  marked .  

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

C. I i n d e m u t h i a n u m  g r o w i n g  o n  b e a n  j u i c e  a g a r  w e r e  r e d u c e d  i n  - 
155 C02. C o n i d i a  b e g a n  g e r m i n a t i o n  l a t e r  i n  C02 t h a n  i n  

a i  r, b u t  t h e  s u b s e q u e n t  r a t e s  o f  gerrn i  n a t i o n  w e r e  comparab l e  

a n d  t h e  same p r o p o r t i o n  e v e n t u a l l y  g e r m i n a t e d  i n  b o t h  

e n v i r o n m e n t s .  The  f i n d i n g s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  e f f e c t s  o f  

C02 on g e r m i n a t i o n  seem t o  b e  i n  c o n t r a s t  t o  m o s t  e x i s t i n g  

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

s p e c i e s  o f  f u n g i  ( 8 1 ) .  M o s t  commonly, C02 c o n c e n t r a t i o n s  

above  t h e  r a n g e  1-5% n o t  o n l y  d e l a y  g e r m i n a t i o n  b u t  r e d u c e  

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

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

i n  15$ C02 was r e d u c e d  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s  d u r i n g  t h e  f i r s t  

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

i n  C02 f o r  s e v e r a l  days  a f t e r  t h e  p r o c e s s  h a d  c e a s e d  i n  

c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  i n  a i r .  The  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  i s  



an i n t e r r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  v e g e t a t i v e  g r o w t h  a n d  s p o r e  

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

w e r e  m a i n t a i n e d  i n  a i r  began  t o  p r o d u c e  c o n i d i a  a t  2-3 days  

a f t e r  i n o c u l a t i o n  a n d  v e g e t a t i v e  g r o w t h  o f  t h e  m y c e l i u m  

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

s p o r u l a t i o n  a t  9 - 1 0  days  i n  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  i n  15% C02 

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

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

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

o c c u r r e d  i n  C02 was a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

s p o r u l a t i o n .  

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

P. v u l g a r i s  b y  i n f e c t i o n  h y p h a e  o f  C-. l i n d e m u t h i a n u m  i n  t h e  - 
p r e s e n c e  o f  15s C02 h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  I .  The 

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

d e v e l o p m e n t  o f  i n f e c t i o n  h y p h a e  i n  h o s t  c e l l s ,  and  was 

g r e a t e r  when C02 t r e a t m e n t  was begun  b e f o r e  o r  s o o n  a f t e r  

p e n e t r a t i o n  h a d  o c c u r r e d .  Once i n f e c t i o n  h y p h a e  h a d  g r o w n  

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

t h e i r  s u b s e q u e n t  r a t e s  o f  g r o w t h  i n  C02 w e r e  s i m i l a r  t o  

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

s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  e f f e c t s  o f  C02 o n  t h e  f u n g u s  

g r o w i n g  i n  c u l t u r e  a n d  i n  c e l l s  o f  - P.  v u l g a r i s  l e n d  s u p p o r t  

t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  o u t c o m e  o f  t h e  h o s t - p a r a s i t e  

i n t e r a c t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C02 i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  an 

i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  C02 on t h e  f u n g u s .  



C H A P T E R  3 

E F F E C T S  OF 1 5 %  C 0 2  ON T H E  A C C U M U L A T I O N  OF 

T H E  P H Y T O A L E X I N  P H A S E O L L I N  I N  P H A S E O L U S  V U L G A R I S  

I N  RESPONSE T O  M E C H A N I C A L  l N J U R Y  AND T O  

I N F E C T I O N  B Y  C O L L E Y O T R I C H U M  L I N D E M U T H I A N U M  
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ABSTRACT 

A c c u m u l a t i o n  o f  p h a s e o l l i n  a t  s i t e s  o f  p o i n t - f r e e z i n g  

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

o c c u r r e d  i n  a i r  b u t  was p r e v e n t e d  when s e e d l i n g s  w e r e  p l a c e d  

i n  a i r  c o n t a i n i n g  15% C02 i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n j u r y .  The 

i n h i b i t o r y  e f f e c t  was p a r t i a l l y  o v e r c o m e  when C 0 2 - t r e a t e d  

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

15% C02 d i d  o c c u r ,  however ,  when i n j u r e d  s e e d l i n g s  w e r e  

m a i n t a i n e d  i n  a i r  f o r  3-9 h  b e f o r e  b e i n g  t r a n s f e r r e d  t o  C02 

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  s e n s i t i v i t y  t o  C02 l i e s  a t  an e a r l y  

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

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

P. v u l g a r i s  b y  an i n c o m p a t i b l e  r a c e  o f  C o l l e t o t r i c h u m  - 
l i n d e m u t h i a n u m  was n o t  i n h i b i t e d  b y  15% C02. T h e s e  r e s u l t s  

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

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

s i t e s  may b e  r e g u l a t e d  d  i f f e r e n t  l y e  



INTRODUCTION 

The e f f e c t s  o f  e l e v a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a r b o n  

d i o x i d e  on a  c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  P h a s e o l u s  

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

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  I .  The r a t e  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  h o s t  

c e l l s  b y  i n f e c t i o n  h y p h a e  o f  t h e  f u n g u s  was r e d u c e d  i n  15% 

C02, a n  e f f e c t  a c c o m p a n i e d  b y  a change  i n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

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

The g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  C .  l i n d e r n u t h i a n u m  i n  c u l t u r e  - 
was a l s o  i n h i b i t e d  b y  15% C02 ( s e e  C h a p t e r  2 ) .  T h e s e  

r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  C02 d u r i n g  a  

c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n  may b e  due p r i m a r i l y  t o  i t s  e f f e c t  o n  

t h e  p a t h o g e n ,  However ,  t h e r e  c a n  be  i i t t i e  d o u b t  t h a t  t h e r e  

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

t r e a t m e n t  w i t h  15$ C02. Such c h a n g e s  c o u l d  a f f e c t  t h e  

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

may i n  t u r n  i n f l u e n c e  t h e  o u t c o m e  o f  a  h o s t - p a r a s i t e  

i n t e r a c t  i o n ,  

The p r e s e n t  c h a p t e r  d e s c r i b e s  t h e  e f f e c t  o f  15% C02 o n  

o n e  such  p l a n t  m e t a b o l i c  p r o c e s s ,  name ly  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  

t h e  p h y t o a l e x i n  phase01  t i n  i n  e t i o l a t e d  h y p o c o t y l s  o f  

P.  v u l g a r i s  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  i n j u r y  a n d  t o  - 
i n f e c t i o n  b y  a n  i n c o m p a t i b l e  r a c e  o f  C. l i n d e r n u t h i a n u m .  - 
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MATER 1 ALS AND METHODS 

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

i n f e c t i o n  s i t e s .  

The  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  I w e r e  u s e d  f o r  

g r o w i n g  and  i n o c u l a t i n g  s e e d l i n g s  and  f o r  p r o d u c i n g  h i g h - C 0 2  

a t m o s p h e r e s .  S e e d l  i n g s  o f  - P. v u  l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  w e r e  

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

C. l i n d e m u t h i a n u m  when t h e  e p i c o t y l  h o o k s  w e r e  b e g i n n i n g  t o  

open  ( a b o u t  10 d a y s  a f t e r  p l a n t i n g ) .  I n o c u l a t e d  s e e d l i n g s  

were  m a i n t a i n e d  i n  a i r  a t  h i g h  h u m i d i t y .  A t  16 h  a f t e r  

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

h u m i d i t y  a t m o s p h e r e  o f  15% C02 i n  a i r  and  m a i n t a i n e d  u n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s  f o r  a  f u r t h e r  120 h .  T h e  r e m a i n i n g  

s e e d l i n g s  ( c o n t r o l s )  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  a i r  a t  h i g h  h u m i d i t y  

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

were  removed f r o m  each  o f  t h e  a i r -  a n d  C 0 2 - c o n t a i n i n g  

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

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

and f o r  e t h a n o l  e x t r a c t l o n s .  

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

o u t  o n  t w o  3 cm segments ,  c u t  a t  4 -7  and  9-12 cm f r o m  t h e  

c o t y l e d o n a r y  node  o f  t h e  h y p o c o t y l  o f  e a c h  o f  t h e  f o u r  

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

t r e a t m e n t .  The e i g h t  segments  b e l o n g i n g  t o  e a c h  t r e a t m e n t  

were  e x t r a c t e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  b o i l i n g  9 5 %  e t h a n o l .  The 



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

d r y n e s s  u n d e r  vacuum a t  4 0  C. The r e s i d u e  was e x t r a c t e d  

w i t h  f o u r  s u c c e s s i v e  2 m l  vo lumes o f  e t h y l  a c e t a t e ,  The 

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

u n d e r  vacuum a t  2 4  C. The  r e s i d u e  was d i s s o l v e d  i n  150 PI  

o f  n - p r o p a n o l  and  s t o r e d  i n  a  m i c r o v i a l  ( 2 5 0 - 3 0 0  P I  v o l u m e )  

w h i c h  was c l o s e d  w i t h  p a r a f i l m  and c a p p e d  w i t h  a  s e r u m  

s t o p p e r .  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s e s  o f  p h a s e o l l i n  i n  t h e  

p r o p a n o l  s o l u t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  as d e s c r i b e d  b y  Rahe 

( 6 4 ) .  The d e n s i t y  o f  p e n e t r a t i o n  s i t e s  i n  t h e  h y p o c o t y l  

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

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

i n t e r v e n i n g  2 cm segments  ( 7 - 9  cm f r o m  t h e  c o t y l e d o n a r y  

n o d e s ) .  T h r e e  2 cm s t r i p s  were  t a k e n  f r o m  e a c h  o f  f o u r  2 c m  

segments .  The d e n s i t y  o f  p e n e t r a t i o n  s i t e s  o n  e a c h  segment  

was c a l c u l a t e d  f r o m  30 random f i e l d s  o f  v i e w  ( 0 . 2 5  mrn2) on 

t h e  t h r e e  s t r i p s  o b t a i n e d  f r o m  t h a t  segment .  Thus t h e  

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

p h a s e o l l i n  a n a l y s i s  was e s t i m a t e d  f r o m  t h e  mean o f  t h e  

d e n s i t y  o n  f o u r  2 cm segments  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  

t i s s u e  e x t r a c t e d ,  



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

S e e d l  i n g s  o f  P. v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  w e r e  g r o w n  as  - 
d e s c r i b e d  above ,  l n j u r i e s  w e r e  made b y  t o u c h i n g  smal  I 

p i e c e s  o f  d r y  i c e  t o  t h e  h y p o c o t y l s  f o r  a b o u t  0.5 s e c .  

The I n j u r i e s  w e r e  s p a c e d  a b o u t  1.5 cm a p a r t  i n  a  s i n g l e  

v e r t i c a l  l i n e  down e a c h  h y p o c o t y l .  A f t e r  i n j u r y ,  s e e d l i n g s  

w e r e  k e p t  i n  an  a t m o s p h e r e  o f  a i r  o r  15% C02 a s  d e s c r i b e d  

above.  I n j u r y  s i t e s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  e x c i s e d  s o  as  t o  

i n c l u d e  a t  l e a s t  I mm o f  h e a l t h y  t i s s u e  a r o u n d  each  i n j u r y  

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

t h e  p i t h  c a v i t y .  E x c i s e d  i n j u r y  s i t e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  

t h r e e  s e p a r a t e  15 m l  vo lumes  o f  b o i  l i n y  9 5 %  e t h a n o l .  

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

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

above,  
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RESULTS 

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

i n f e c t i o n  s i t e s .  

T r e a t m e n t  o f  i n o c u l a t e d  s e e d l i n g s  w i t h  1 5 $  C02 was 

begun 16 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  By  t h i s  t i m e  a p p r o x i m a t e l y  

502 o f  t h e  c o n i d i a  v i s i b l e  on e p i d e r m a l  p e e l s  t a k e n  f r o m  

s e l e c t e d  s e e d  l i ngs h a d  g e r m i  n a t e d  and  f o r m e d  a p p r e s s o r i  a. 

However,  n o  p e n e t r a t i o n  b y  i n f e c t  i o n  h y p h a e  h a d  o c c u r r e d .  

P e n e t r a t i o n  was f i r s t  s e e n  i n  c o n t r o l s  a t  30 h a f t e r  

i n o c u l a t i o n .  The  number  o f  p e n e t r a t i o n  s i t e s  p e r  mm 2 

i n c r e a s e d  f r o m  2.6 a t  3 b  h  t o  6.9 a t  4 8  h  a n d  t h e r e a f t e r  

r e m a i n e d  e s s e n t i a l l y  c o n s t a n t  ( T a b l e  3 .1 ) .  P e n e t r a t i o n  i n  

C02 o c c u r r e d  a  few h o u r s  l a t e r  t h a n  I n  a i r  a n d  d i d  n o t  r e a c h  

a  maximum u n t i l  7 2 - 7 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  3 . 1 ) .  

P h a s e o l  l i n  was f i r s t  d e t e c t e d  i n  e x t r a c t s  f rom 

s e e d l i n g s  t h a t  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  a i r  ( c o n t r o l s )  a t  66  h  

a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  and  i n  e x t r a c t s  f r o m  C 0 2 - t r e a t e d  

s e e d l  i ngs  a t  78  h. The d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  t h e  

d e t e r m i n a t i o n s  a t  6 6  and  72 h  i n  t h e  s a m p l e s  f r o m  

C 0 2 - t r e a t e d  p l a n t s  was a b o u t  0.6 x 1 0 ' ~  p g  p e r  i n f e c t i o n  

s i t e .  The  a p p e a r a n c e  o f  p h a s e o l  l i n  c o i n c i d e d  w i t h  

d e v e l o p m e n t  o f  t h e  f i r s t  h y p e r s e n s i t i v e  f l e c k s  i n  b o t h  

c o n t r o l -  and  C 0 2 - t r e a t e d  s e e d l i n g s .  T h e r e a f t e r  p h a s e o l  l i n  

a c c u m u l a t e d  a t  a  s i m i l a r  r a t e  i n  b o t h  a i r  a n d  C02, r e a c h e d  a  

maximum l e v e l  a t  a b o u t  112 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  and  



T a b l e  3.1. E f f e c t  o f  t r e a t m e n t  w i t h  15$ C02, b e g u n  a t  16 h  

a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  on  p e n e t r a t i o n  o f  i n f e c t i o n  

h y p h a e  i'n t h e  i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  

C o l l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m  (gamma r a c e )  and 

P h a s e o l  us v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p .  



F i g .  3. 1 E f f e c t  o f  1 5 %  C02 on t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  

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

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  C o l  l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m  

(gamma r a c e )  and  P h a s e o l u s  v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p .  - 



PHASEOLLIN PER INFECTION SITE (ng) 



s u b s e q u e n t l y  d e c l  i n e d  ( F i g .  3. I ) .  A l o w e r  l e v e l  o f  

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

t h a t  w e r e  t r a n s f e r r e d  f r o m  C 0 2  t o  a i r  a t  7 2  h. I n  a d d i t i o n ,  

t h  i n - l  a y e r  c h r o m a t o g r a m s  o f  e x t r a c t s  f r o m  t h e s e  s e e d  I i ngs  

showed a t  l e a s t  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  i n  o t h e r  componen ts  

when t h e  e x t r a c t s  w e r e  compared w i t h  t h o s e  f r o m  s e e d l i n g s  

t h a t  w e r e  m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  i n  a i r  o r  15% C 0 2  ( F i g .  

3 . 2 ) .  However ,  t h e  s e e d l  i n g s  t h a t  w e r e  t r a n s f e r r e d  f r o m  C 0 2  

t o  a i r  a t  72 h  c l o s e l y  r e s e m b l e d  t h e  c o n t r o l s  i n  b o t h  s i z e  

and  d e n s i t y  o f  i n f e c t i o n  s i t e s  ( F i g .  3 . 3 ) .  H y p o c o t y l s  o f  

s e e d l  i n g s  t h a t  r e m a i n e d  i n  C 0 2  f o r  120 h  d e v e l o p e d  a  

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

f I e c k s ,  e s p e c i a l  l y  i n  t h e  a r e a s  w h e r e  t h e r e  was a  h i g h  

d e n s i t y  o f  f l e c k s .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  b r o w n  c o l o r e d  

m a t e r i a l s  o f  t h e  h y p e r s e n s i t i v e  f l e c k s ,  t h  i s  c o l o r a t  i o n  was 

n o t  removed b y  b o i  I i n g  9 5 %  e t h a n o l .  T r a n s v e r s e  s e c t i o n s  c u t  

w i t h  a  r a z o r  b l a d e  and  e x a m i n e d  w i t h  a  m i c r o s c o p e  showed 

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

c o r t i c a l  c e l l s  i n  t h e s e  h y p o c o t y l s  ( F i g .  3 . 4 b ) .  C o n t r o l  

h y p o c o t y l s ,  i n  w h i c h  a  g o l d e n - y e 1  low c o l o r a t i o n  was a b s e n t ,  

l a c k e d  a  c o m p a r a b l e  d e p o s i t  o f  t h i s  m a t e r i a l  ( F i g .  3 . 4 a ) .  



F i g .  3.2 O c c u r r e n c e  o f  f l u o r e s c i n g  s u b s t a n c e s  i n  e x t r a c t s  

f r o m  a i r -  a n d  C 0 2 - t r e a t e d  h y p o c o t y l s  o f  P h a s e o l u s  

v u l g a r i s ,  cv .  T o p c r o p ,  i n f e c t e d  w i t h  t h e  gamma 

r a c e  o f  C o l  l e t o t r i c h u m  l i nde rnu th  ianum ( i ncom- 

p a t i b  l e  i n t e r a c t i o n ) .  

E x t r a c t s  w e r e  s e p a r a t e d  on s i  l i c a  g e l  t h i n  

l a y e r s  u s i n g  b e n z e n e  : e t h y l  f o r m a t e  : 

f o r m i c  a c i d  ( 7 5  : 2 4  : 1 ,  v / v / v )  as  

d e v e l o p i n g  s o l  v e n t .  Components  w e r e  

v i s u a l i z e d  w i t h  u l t r a - v i o l e t  r a d i a t i o n  

( 3 4 0  nm) and  p h o t o g r a p h e d  i m m e d i a t e l y  

a f t e r  d e v e l o p m e n t .  



A I R  0 -16 h C 0 2  16-72h 
A I R  0 - 1 3 6 h  C 0 2  16-136 h A I R  72-136 h 

A 

T I  M E  AFTER I N O C U L A T I O N  (HOURS) 



F i g .  3.3 A p p e a r a n c e  o f  h y p o c o t y l s  o f  P h a s e o l u s  v u l g a r i s ,  

c v .  T o p c r o p  a t  IGO h a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  t h e  

gamma r a c e  o f  Col  l e t o t r i c h u r n  I i ndemuth ianurn  

( i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n ) .  S e e d l i n g s  w e r e  g i v e n  

t h e  f o l  l o w i n g  t r e a t m e n t s :  

( a )  a i r  0-IGO h. 

( b )  a i r  0 - I G  h, 15% C02 16-72 h, a i r  72-160 h. 

(c) a i r  0 -16 h ,  15% C02 16-160 h .  





F i g .  3.4 T r a n s v e r s e  s e c t i o n s  o f  h y p o c o t y l s  o f  P h a s e o l u s  

v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p  a t  160 h a f t e r  i n o c u l a t i o n  

w i t h  t h e  gamma r a c e  o f  C o l  l e t o t r i c h u m  

l i n d e m u t h i a n u m  ( i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n ) .  

Seedl i n g s  w e r e  t r e a t e d  i n  ( a )  a i r  0 -160  h  

( b )  a i r  0 -16 h, C02 16-160 h. 





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

No p h a s e o l  l i n  was d e t e c t e d  when i n j u r y  s i t e s  w e r e  

e x c i s e d  a n d  e x t r a c t e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e  i n j u r i e s  were  

made, T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  t h i s  d e t e r m i n a t i o n  was a b o u t  

I x  pg p e r  i n j u r y  s i t e .  l n c r e a s  i n g  amoun ts  o f  

p h a s e o l  l i n  p e r  i n j u r y  s i t e  were  f o u n d  when t h e  e x t r a c t i o n  

was c a r r i e d  o u t  a t  l a t e r  t i m e s .  The amount  r e a c h e d  a  

maximum a t  2 4 - 3 0  h a f t e r  i n j u r y  a n d  d e c r e a s e d  d u r i n g  t h e  

p e r i o d  f r o m  a b o u t  4 8 - 7 2  h ( F i g .  3 .5 ) .  15% C02, a p p l i e d  

i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n j u r y  o r  f o l l o w i n g  a  3 h  l a g  p e r i o d  i n  

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

o n  t h e  u p p e r  h a l v e s  o f  h y p o c o t y l s  f o r  p e r i o d s  up t o  72 h  

a f t e r  i n j u r y  ( F i g s .  3.5 and 3 . 6 ) .  T h e s e  i n j u r y  s i t e s  

r e m a i n e d  w h i t e  i n  c o l o r  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  i n  

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

a b o u t  12 h  a f t e r  i n j u r y  i n  a i r .  When t h e  l e n g t h  o f  t h e  l a g  

p e r i o d  i n  a i r  was i n c r e a s e d  t o  6 o r  9 h  some p h a s e o l l i n  ( 6  

and  21% r e s p e c t i v e l y  o f  t h e  c o n t r o l  v a l u e s )  was p r e s e n t  a t  

24  h  a f t e r  i n j u r y  ( F i g .  3 . 6 ) .  No i n h i b i t i o n  o f  p h a s e o l l i n  

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

12 h p r e c e d i n g  t r e a t m e n t  w i t h  15% C02. 

I n  c o n t r a s t ,  p h a s e o l l i n  a c c u m u l a t i o n  a t  i n j u r y  s i t e s  o n  

t h e  b o t t o m  h a l v e s  o f  h y p o c o t y l s  was l e s s  s e n s i t i v e  t o  C02. 

Some p h a s e o l l i n  h a d  a c c u m u l a t e d  b y  2 4  h  a t  t h e s e  s i t e s  when 

s e e d l i n g s  w e r e  p l a c e d  i n  15% C02 i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n j u r y  

( F i g .  3 .6) .  A l s o ,  t h e s e  s i t e s  d e v e l o p e d  a  b r o w n '  



F i g .  3.5 E f f e c t  o f  15% C02  on t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  

p h a s e o l l i n  a t  i n j u r y  s i t e s  on t h e  u p p e r  h a l v e s  o f  
l (, 

h y p o c o t y  I s  o f  P h a s e o l  us v u  l g a r i s ,  cv .  T o p c r o p .  



a- 
@ AIR 

O- 015% 1202 

T I M E  AFTER INJURY (HOURS) 



F i g .  3.6 O c c u r r e n c e  a n d  l e v e l s  o f  p h a s e o l l i n  a t  i n j u r y  

s  i t e s  on h y p o c o t y  l s  o f  P h a s e o  l us  v u  l g a r  i s, 

cv, T o p c r o p ,  i n  r e l a t i o n  t o  t i m e  o f  b e g i n n i n g  

t r e a t m e n t  w i t h  15% C02. 
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o l o  



F i g .  3.7 O c c u r r e n c e  and  l e v e l s  o f  phase01  I i n  a t  i n j u r y  

s i t e s  o n  h y p o c o t y  l s o f  P h a s e o l  us v u  l g a r i s ,  

c v .  T o p c r o p ,  f o l  l o w i n g  i n c r e a s i n g  l e n g t h s  o f  

t r e a t m e n t  w i t h  15$ C 0 2 .  



1-1 e . .  

* : o r .  

DURATION OF TREATM ENT IN C O ~ / A I R  (HOURS) 



d i s c o l o r a t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l s .  However ,  a  

9 h  p e r i o d  i n  a i r  b e f o r e  b e g i n n i n g  C02 t r e a t m e n t  was 

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

i n  2 4  h e q u a l  l e d  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l s .  

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  

C02 i s  r e v e r s i b l e  o r  n o t ,  s e e d l  i n g s  were  p l a c e d  i n  15% C02 

i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n j u r y ,  k e p t  t h e r e  f o r  3, 12, o r  2 4  h, 

and  then .  r e t u r n e d  t o  a i r .  The amoun ts  o f  p h a s e o l l i n  t h a t  

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

h y p o c o t y l s  i n  t h e  2 4  and  4 8  h  p e r i o d s  f o l l o w i n g  C02 

t r e a t m e n t  w e r e  m e a s u r e d  f o r  e a c h  o f  t h e  t h r e e  t r e a t m e n t s .  A 

s e p a r a t e  c o n t r o l  was s e t  up f o r  e a c h  C02 t r e a t m e n t .  

I n j u r i e s  w e r e  made o n  e a c h  s e t  o f  c o n t r o l  s e e d l i n g s  a t  t h e  

t i  me t h e  a p p r o p r i a t e  C 0 2 - t r e a t e d  s e e d  l i ngs  w e r e  r e t u r n e d  t o  

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

c o n t r o l s  i n  t h e  24 and  48  h p e r i o d s  a f t e r  i n j u r y  were  

measured .  R e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g .  3.7. A 3 h  

e x p o s u r e  t o  C02 a f t e r  i n j u r y  had  n o  e f f e c t  o n  t h e  s u b s e q u e n t  

a c c u m u l a t i o n  o f  p h a s e o l l i n .  The  12 and  2 4  h  C02 t r e a t m e n t s ,  

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

p h a s e o l l i n  t h a t  a c c u m u l a t e d  i n  t h e  s u b s e q u e n t  2 4  a n d  4 8  h  

p e r i o d s .  



DISCUSSION 

D e s p i t e  t h e  l a r g e  amount  o f  w o r k  t h a t  h a s  b e e n  d o n e  o n  

t h e  p h y t o a l e x i n  p h a s e o l l i n ,  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n i t i a l  

s t i m u l u s  w h i c h  t r i g g e r s  i t s  a c c u m u l a t i o n  i s  n o t  known, n o r  

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

o u t ,  T h e r e  e x i s t s  good  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  f o r  an 

i m p o r t a n t  r o l e  o f  phase01 l i n  i n  d e f e n s e  m e t a b o l  i s m  o f  

P. v u l g a r i s  ( 1 7 ) .  - Rahe and  A r n o l d  ( m a n u s c r i p t  i n  

p r e p a r a t i o n )  h a v e  s t u d i e d  t h e  accurnu l a t i o n  o f  phase01 l i n  a t  

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

h y p o c o t y  I s  . I t  was s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  

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

r e s p o n s e  t o  t h e  i n j u r y  a  f u n g u s  mus? make ~ v h e n  i t  p e n e t r a t e s  

t h e  c e l l  w a l l s  a n d  membranes o f  i t s  h o s t s .  I f  p h a s e o l l i n  i s  

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

beans,  i t  f o l l o w s  t h a t  a  s u c c e s s f u l  b e a n  p a t h o g e n  w o u l d  h a v e  

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

n o n - s p e c i f i c a l l y  i n d u c e s ,  

T h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  f i n d i n g  i n  t h i s  c h a p t e r  i s  t h a t ,  

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

i n h i b i t e d  b y  C02, i t s  a c c u m u l a t i o n  a t  i n c o m p a t i b l e  i n f e c t i o n  

s i t e s  i s  C 0 2 - i n s e n s i t i v e .  The d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  a t  

i n j u r y  s i t e s  depends  o n  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  i n j u r i e s ,  t h o s e  

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

t o  C02, and  o n  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  t h e  s e e d l i n g s  r e m a i n  i n  



a i r  a f t e r  i n j u r y .  The r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  C02 t r e a t m e n t  

m u s t  b e g i n  s o o n  a f t e r  i n j u r y  i n  o r d e r  t o  g i v e  a  h i g h  d e g r e e  

o f  i n h i b i t i o n  o f  phase01 l i n  a c c u m u l a t i o n .  I n  t h e  

i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n ,  C02 t r e a t m e n t  was b e g u n  a b o u t  14 h  

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

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

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

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

i s  a n  e v e n t  c o n n e c t e d  w i t h  p e n e t r a t i o n  h a s  b e e n  o b t a i n e d  

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

w i t h  t h e  c o r n  p a t h o g e n  H e l m i  n t h o s p o r i  urn c a r b o n u m  ( 6 6 ) .  T h i s  

f u n g u s  c a u s e s  a  h y p e r s e n s i t i v e  r e s p o n s e  i n  beans .  However,  

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

h o s t ,  n o r  does i t  c a u s e  t h e  accumulation o f  p h a s e o !  l i n .  The 

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

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

p r o b a b l y  more  c o m p l e x  t h a n  a  d i r e c t  r e s p o n s e  t o  c e l  I damage 

a s s o c i a t e d  w i t h  p e n e t r a t i o n ,  t h o u g h  s u c h  a  r e s p o n s e  may 

s t i  I l b e  an i m p o r t a n t  p a r t  o f  t h e  w h o l e  s t i m u l u s .  

C o n s i d e r a b l y  l e s s  phase01 l i n  a c c u m u l a t e d  a t  

i n c o m p a t i b l e  i n f e c t i o n  s i t e s  o n  s e e d l i n g s  removed  f r o m  C02 

a t  7 2  h  t h a n  o n  s e e d l i n g s  t h a t  were  m a i n t a i n e d  i n  C02 o r  i n  

a i r  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  The  r e a s o n  f o r  t h i s  

d i f f e r e n c e  i s  n o t  known. Some q u e s t i o n s  c a n  b e  r a i s e d  as t o  

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

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



i n h i b i t  t h e  f u n g u s  i n  an  - i n  v i t r o  - a s s a y .  S i n c e  t h e s e  

i n f e c t i o n  s i t e s  r e m a i n e d  as  d i s c r e t e  f l e c k s  i n  w h i c h  t h e  

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

q u e s t i o n  n e e d i n g  c l a r i f i c a t i o n  i n  f u t u r e  w o r k .  

The d a t a  d o  n o t  p e r m i t  more  t h a n  s p e c u l a t i o n  a b o u t  t h e  

mechan ism o f  t h e  i n h i b i t o r y ,  e f f e c t  o f  C02 o n  p h a s e o l l i n  

a c c u m u l a t i o n  a t  i n j u r y  s i t e s .  O f  i n t e r e s t  i n  t h i s  r e g a r d  i s  
'\ 

t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  C02 does  n o t  i n h i b i t  p h a s e o l l i n  

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

h y p o c o t y l s  d u r i n g  a  12 h  p e r i o d  o f  t r e a t m e n t  f o l l o w i n g  12 h  

i n  a i r  ( F i g .  3 .6) .  The  d a t a  i n  F i g .  3.5 i n d i c a t e  t h a t  75% 

o f  t h e  amount  o f  p h a s e o l  t i n  p r e s e n t  a t  2 4  h  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s  m u s t  h a v e  a c c u m u l a t e d  d u r i n g  t h e  12 h p e r i o d  i n  

C02. Hence  i t c a n  b e  c o n c ! u d e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  

o f  C02 i s  e x e r t e d  a t  a  r e l a t i v e l y  e a r l y  s t a g e  i n  t h e  p r o c e s s  

l e a d i n g  t o  p h a s e o l  l i n  accurnu l a t i o n .  A more  t h o r o u g h  

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

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

a c c u m u l a t i o n  i n  a  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n  and  o f  t h e  

p a t h w a y  o f  i t s  s y n t h e s i s .  



CHAPTER 4 

L I T E R A T U R E  SURVEY AND CONCLUS l ONS 



T h i s  c h a p t e r  w i 1 I g i v e  an a c c o u n t  o f  t h e  r e c e n t  

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

p r e v i o u s  c h a p t e r s  o f  t h i s  t h e s i s ,  and w i l l  a t t e m p t  t o  i n t e r -  

r e l a t e  t h o s e  f i n d i n g s  w i t h  t h e  work  o f  o t h e r s  i n  t h e  f i e l d .  

D u r i n g  c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n s  between Phaseo lus  

v u l g a r i s  and C o l l e t o t r i c h u m  l indemuth ianum,  h o s t  c e l l s  and 

f u n g a l  i n f e c t i o n  hyphae a p p a r e n t l y  c o e x i s t  f o r  2 - 3  days 

a f t e r  I n o c u l a t i o n .  A f t e r  t h i s  t i m e  c o l o n i z e d  h o s t  c e l l s  

become n e c r o t i c  and t h e  c h a r a c t e r i s t i c  a n t h r a c n o s e  l e s i o n s  

a r e  p roduced.  I n  c o n t r a s t ,  i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n s  a r e  

c h a r a c t e r i z e d  by d e a t h  and n e c r o s i s  o f  h o s t  c e l l s  soon a f t e r  

p e n e t r a t i o n  has o c c u r r e d .  The means by w h i c h  i n t e r a c t i o n  

t y p e  i s  d e t e r m i n e d  i n  t h i s  sys tem i s  n o t  known, t h o u g h  i t  

has been t h e  s u b j e c t  o f  a  c o n s i d e r a b l e  amount o f  r e s e a r c h  

and s p e c u l a t i o n .  A l l  a v a i l a b l e  e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  

i n i t i a l  e n v i r o n m e n t  e n c o u n t e r e d  when an i n f e c t i o n  hypha 

p e n e t r a t e s  f r o m  an a p p r e s s o r i  um i s  equa I l y  f  avo rab  l e  

i r r e s p e c t i v e  o f  w h e t h e r  t h e  u l t i m a t e  outcome o f  t h e  

i n t e r a c t i o n  i s  one  o f  r e s i s t a n c e  o r  o f  s u s c e p t i b i l i t y .  

Hence, emphasis  has  been p l a c e d  on p o s t - i n f e c t i o n a l  changes, 

and p a r t i c u l a r l y  on t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  f u n g i t o x i c  

i n f e c t i o n  hyphae have become m e t a b o l i t e  p h a s e o l l i n  a f t e r  

e s t a b l i s h e d  i n  h o s t  c e l l s .  

The c o n c e p t  t h a t  p o s t - i n  

m i g h t  be  t h e  b a s i s  o f  d i s e a s e  

by M; l l e r  and i3;rger ( 5 9 )  

f e c t  

r e s  

who 

i o n a t  f u n g i t o x i c  s u b s t a n c e s  

i s t a n c e  was f o r m a l l y  s t a t e d  

c a l l e d  such  s u b s t a n c e s  



" p h y t o a  l e x i  ns t t .  They d e f i n e d  a p h y t o a l e x i  n  a s  a  compound 

p r o d u c e d  o n l y  when l i v i n g  c e l  I s  o f  t h e  h o s t  u n d e r g o  n e c r o s i s  

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

has  b e e n  shown t h a t  some p h y t o a l e x i n s  may a c c u m u l a t e  i n  

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

q u a n t i t i e s  i n  r e s p o n s e  t o  a b i o t i c  s t i m u l i .  Hence  K U ~  h a s  

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

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

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

a c c u m u l a t i o n  ( 5 5 ) .  An e v e r - i n c r e a s i n g  l i s t  o f  compounds f r o m  

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

d e f i n i t i o n  and  h a s  been  t h e  s u b j e c t  o f  s e v e r a l  r e v i e w s  i n  

r e c e n t  y e a r s  (22,23,49,50,55). 

The p h y t o a l e x i n  c o n c e p t ,  a t  l e a s t  i n  t h e  more  

r e s t r i c t i v e  s e n s e  d e f i n e d  b y  Mu1 l e r ,  i s  v e r y  much b o u n d  up 

w i t h  t h e  c o n c e p t  o f  h y p e r s e n s i t i v i t y .  Ward ( 8 8 )  a n d  S takman  

( 7 9 )  d e s c r i b e d  a  r a p i d  n e c r o s i s  and d e a t h  o f  c e l  I s  o f  w h e a t  

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

P u c c i n i a  g r a m i n i s  and  - P. r e c o n d i t a .  T h e i r  w o r k  l e d  t o  t h e  

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

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

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

p a r a s i t e s ,  b y  d e f i n i t i o n ,  c a n  o n l y  grow and r e p r o d u c e  i n  

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

how t h e  h y p e r s e n s i t i v e  d e a t h  o f  c e l l s  came t o  b e  r e g a r d e d  as 

an e f f e c t i v e  r e s i s t a n c e  mechan ism. However  t h e  



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

i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  f a c u l t a t i v e  p a r a s i t e s  and  

t h e i r  h o s t s .  H e r e  t h e  r o l e  o f  h y p e r s e n s t i v i t y  p e r  s e  i n  - -  
l i m i t i n g  s p r e a d  o f  a  p a t h o g e n  i s  l e s s  o b v i o u s  s i n c e  t h e s e  

p a t h o g e n s  c a n  g row r e a d i  l y  on  t i s s u e s  k i  l l e d  i n  o t h e r  ways 

( 9 2 ) .  The f i n d i n g  t h a t  f u n g i t o x i c  " p h y t o a l e x i n s "  a c c u m u l a t e d  

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

a  means o f  e x p l a i n i n g  how s u c h  a  r e s p o n s e  m i g h t  b e  c a p a b l e  

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

r e s i s t a n t  h o s t s .  

I n  many c a s e s  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  p h y t o a l e x i n s  i s  

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

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

D e v e r a i  l ( 3 )  showed a  p r o g r e s s i v e  i n c r e a s e  i n  t h e  amoun ts  

o f  phase01 I i n  e x t r a c t e d  f r o m  b e a n  h y p o c o t y l  t i s s u e  a t  t i m e s  

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

r a c e s  o f  C o l  l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m .  The  amount  r e a c h e d  

a  maximum when a l l  p e n e t r a t e d  c e l l s  h a d  become b rown .  

H i s t o l o g i a l  s t u d i e s  o f  t h i s  i n t e r a c t i o n  b y  S k i p p  and 

D e v e r a l  l ( 7 5 )  showed t h a t  v e r y  l i t t l e  g r o w t h  o f  i n f e c t i o n  

h y p h a e  o c c u r r e d  i n  b r o w n  c e l l s ,  and t h a t  h y p h a e  d i d  n o t  g row 

o u t  o f  c e l l s  w h i c h  h a d  become b rown .  Rahe ( 6 4 )  r e p o r t e d  t h a t  

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

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

i n f e c t e d  w i t h  an i n c o m p a t i  b  I e r a c e  o f  C. I i ndemuth  i anum. 

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



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

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

S a t o ,  K i t a z a w a  a n d  Tomiyama ( 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  r i s h i t i n  was 

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

i n o c u l a t e d  2 4  h  a f t e r  c u t t i n g  t h a n  i n  t h o s e  i n o c u l a t e d  

i m m e d i a t e l y  a f t e r  c u t t i n g .  They f u r t h e r  showed t h a t  t h e  

t i m e  t h a t  e l a p s e d  b e t w e e n  t h e  d e a t h  o f  a b o u t  20% o f  i n f e c t e d  

c e l l s  and i n i t i a t i o n  o f  r i s h i t i n  f o r m a t i o n  was t h e  same 

( a b o u t  8-9 h  1 i n  b o t h  t r e a t m e n t s ,  and s u g g e s t e d  t h a t  c e l l  

d e a t h  m i g h t  b e  a  t r i g g e r  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  r i s h i t i n .  The 

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

i n c o m p a t i b l e  r a c e s  o f  - P. i n f e s t a n s  w e r e  s i m i l a r  u n t i l  

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

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

t h a t  r i s h i t i n  may p l a y  an i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e s i s t a n t  

r e s p o n s e .  

W h e t h e r  a  t e m p o r a  l a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  

h y p e r s e n s i t i v e  r e s p o n s e  and c e s s a t i o n  o f  g r o w t h  o f  a 

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

s u g g e s t e d  b y  T o m i y a m a f s  g r o u p  ( 7 2 )  i s  a  s u b j e c t  o f  d e b a t e .  

~i r b l y ,  B a r n a ,  a n d  i r s e k  (53) a p p l  i e d  c h l o r a m p h e n i c o l  t o  

p o t a t o  t u b e r  t i s s u e  b e f o r e  o r  1-2 h a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  

a  c o m p a t i b l e  r a c e  o f  E. i n f e s t a n s .  A t y p i c a l  h y p e r s e n s i t i v e  

r e s p o n s e  was o b t a i n e d  and r i s h  i t  i n  was p r o d u c e d .  

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

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



b u t  o n l y  when t h e  g r o w t h  o f  t h e  f u n g u s  was i n h i b i t e d  b y  
< 

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

t h a t  i n  a n  i n c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n  some unknown f a c t o r  

s t o p s  t h e  g r o w t h  o f  t h e  p a t h o g e n ,  and t h a t  t h e  

h y p e r s e n s i t i v e  r e s p o n s e  i s  n o  more t h a n  an i n e v i t a b l e  r e s u l t  

o f  t h i s  i n h i b i t i o n .  

\ \, O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  p h y t o a  I e x i n  

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

w i t h  h y p e r s e n s i t i v i t y .  R a t h m e l l  and  B e n d a l l  ( 6 8 )  showed 

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

expansum l e d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  p h a s e o l l i n  and  t o  t h e  

s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  i s o f i a v o n o i d  c o u m e s t r o l .  O n l y  s m a l l  

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

w e r e  d e t e c t e d ,  h o w e v e r .  L a t e r  w o r k  b y  Rathme l l ( 6 7 )  i n  

w h i c h  h y p o c o t y l s  o f  P. v u l g a r i s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  a - 
c o m p a t i b l e  r a c e  o f  C. l i n d e m u t h i a n u m  g a v e  s i m i l a r  r e s u l t s .  

The a u t h o r s  c o n c l  uded ( 6 8 , 6 7 1  t h a t  p h a s e o l  l i n  p r o d u c t i o n  

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

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

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

a s s o c i a t e d  w i t h  c e l l  n e c r o s i s .  S t h o l a s u t a  e_t ( 8 0 )  

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

i n  w h i c h  P. v u l g a r i s  was i n o c u l a t e d  w i t h  a v i r u l e n t  r a c e s  o f  - 
Pseudomonas SPP* Ps. p h a s e o l  i c o l a  c a u s e d  b o t h  a - 
h y p e r s e n s i t i v e  r e s p o n s e  and a c c u m u l a t i o n  o f  p h a s e o l l i n .  



Ps. mors -p runorum,  however ,  c a u s e d  a  - h y p e r s e n s  i t i  ve  

r e s p o n s e ,  b u t  n o  p h a s e o l  l i n  was d e t e c t e d .  T h e  a u t h o r s  

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

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

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

a  h y p e r s e n s i t i v e  r e s p o n s e .  Work o f  C r u i c k s h a n k  and  P e r r i n  

' 6  a l s o  s u p p o r t s  t h i s  h y p o t h e s i s .  They f o u n d  t h a t  

m o n i l i c o l i n  A, a  p o l y p e p t i d e  i s o l a t e d  f r o m  M o n i l i n i a  

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

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

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

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

I n  some o f  t h e  s y s t e m s  w h e r e  p h y t o a l e x i n s  h a v e  b e e n  s t u d i e d ,  

i t  h a s  b e e n  f o u n d  p o s s i b l e  t o  make a  good  case ,  b a s e d  o n  

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

compounds i n  d e f e n s e  m e t a b o l  i s m  ( 17,721. Based  o n  

i n v e s t i g a t i o n s  o f  p i s a t i n  p r o d u c t i o n  i n  P i s u m  s a t i v u m ,  

Hadw i g e r  a n d  Schwochau (37) p r o p o s e d  an i n d u c t  i o n  h y p o t h e s i s  

i n  w h i c h  t h e y  s t a t e d  t h e i r  b e 1  i e f  t h a t  a  r e s i s t a n t  r e s p o n s e  

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

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

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

h y p o t h e s i s ,  v i r u l e n c e  i n  a  p a t h o g e n  o f  P. s a t i v u m  w o u l d  

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

f r o m  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  d e f e c t i v e  i n d u c e r .  H a d w i g e r '  and 

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



t h a t  p i s a t i n  and p h a s e o l l i n  c o u l d  be induced ,  i n  pea and 

bean t i s s u e  r e s p e c t i v e l y ,  by  m i c r o b i a l  m e t a b o l i t e s  and by 

compounds known t o  complex  w i t h  DNA o r  t o  i n t e r f e r e  w i t h  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  (34,35,38,39,41,73,74). F o r  example,  

Schwochau and Hadw ige r  ( 7 4 )  r e p o r t e d  t h a t  i n c r e a s e s  i n  RNA 

and p r o t e l n  s y n t h e s i s  were o b s e r v e d  i n  pea pods d u r i n g  t h e  

e a r l y  s t a g e s  o f  p i s a t i n  i n d u c t i o n  by low c o n c e n t r a t i o n s  o f  

a c t i n o m y c i n  D, ( 1 0  p g  p e r  m l ) .  They a l s o  f o u n d  t h a t  p i s a t i n  

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

be  i n h i b i t e d  by a p p l y i n g  h i g h e r  l e v e l s  o f  t h e  same 

a n t i b i o t i c  ( 4 5 0  p g  p e r  m l )  e a r l y  i n  t h e  i n d u c t i o n  p e r i o d ,  

a l t h o u g h  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  was l e s s  p ronounced when t h e  

a n t i b i o t i c  a t  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  was a p p l i e d  a t  l a t e r  

t i m e s .  The a u t h o r s  i n f e r r e d  t h a t  p i s a t i n  i n d u c t i o n  was 

dependent  on -- de novo  RNA s y n t h e s i s  and t h a t  t h e  i n d u c t i o n  

mechanism i n v o l v e d  gene a c t i v a t i o n .  Hadwiger  and Schwochau 

( 3 7 )  a l s o  p roposed  t h a P  t h e  s u g g e s t e d  mechanism f o r  

i n d u c t i o n  o f  a d e f e n s e  response  i s  n o t  l i m i t e d  t o  t h o s e  

sys tems i n  w h i c h  p h y t o a l e x i n s  can  b e  i m p l i c a t e d  as 

components o f  d e f e n s e  me tabo l i sm ,  b u t  t h a t  i t  a p p l i e s  

g e n e r a l  l y  t o  " e v e r y  t y p e  o f  r e s i s t a n c e  response" .  I n  

c o n t r a s t  t o  t h e  r e s u l t s  o f  Scwochau and Hadwiger  (741, B i g g s  

( 8 )  f ound  no e v i d e n c e  o f  an i n c r e a s e d  f o r m a t i o n  o f  any 

s p e c i f i c  RNA f r a c t i o n  i n  bean endocarp  t i s s u e  t r e a t e d  w i t h  

a c t i n o m y c i n  D (25-30  pg p e r  m l ) ,  a l t h d u g h  t h e  a n t i b i o t i c  a t  

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

These r e s u l t s  can  n o t  r e a d i l y  be  i n t e r p r e t e d  i n  t e r m s  o f  



k 

a  mechan ism f o r  p h y t o a l e x i n  p r o d u c t i o n  i n v o l v i n g  gene  

a c t i v a t i o n .  

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

r e s i s t a n c e  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  Van D i j k m a n  and S i j p e s t e i j n  

( 8 6 ) .  T h e s e  a u t h o r s ,  i n  a  s t u d y  o f  c o m p a t i b l e  and  

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

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

f u l v u m ,  showed a  good  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  o c c u r r e n c e - f j o f  

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

3 2 ~ - l a b e l l e d  compounds f r o m  i n f e c t e d  l e a f  d i s k s .  I n  a l l  t h e  

c a s e s  t e s t e d ,  l e a k a g e  o c c u r r e d  when t h e  p l a n t  was r e s i s t a n t  

t o  t h e  r a c e  o f  C. f u l v u m  used  a n d  d i d  n o t  o c c u r  i n  - -- 
s u s c e p t  i b  l e  comb i n a t  i o n s .  The a u t h o r s  p r o p o s e d  t h a t  each  

p h y s i o l o g i c a !  r a c e  o f  - C. f u i v u n ~  p r o d u c e s  o n e  o r  more  

m e t a b o l  i t e s ,  e a c h  o f  w h i c h  i s  t o x i c  o n l y  t o  t o m a t o  v a r i e t i e s  

w h i c h  c a r r y  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s i s t a n c e  g e n e ( s 1 .  Thus,  i n  

t h i s  s y s t e m ,  i t  i s  p r o p o s e d  t h a t  r e s i s t a n c e  i s  i n d u c e d  b y  

s p e c i  f i c  t o x i n s  w h i c h  c h a n g e  t h e  permeab i I i t y  p r o p e r t i e s  o f  

h o s t  c e l l  membranes. U n t i l  t h e s e  t o x i n s  a r e  i s o l a t e d  and  

t h e i r  p r o p e r t i e s  s t u d i e d ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  say  w h e t h e r  

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

p r o p o s e d  b y  H a d w i g e r  and  c o - w o r k e r s .  

I n  c o n t r a s t  t o  t h e s e  r e s u l t s ,  a  s i m i l a r  l e a k a g e  s t u d y  

b y  L u k e  e t  - a1 - ( 5 7 )  s u g g e s t s  an ' i n d u c e d  s u s c e p t i b i l i t y 1  

mechan ism.  T h e s e  a u t h o r s  t r e a t e d  o a t s  w i t h  v i c t o r i n ,  t h e  

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

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



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

t o  E. v i c t o r i a e .  I t  w i 1 l b e  o f  i n t e r e s t  t o  s e e  whe-fher 

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

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

T h e r e  I s ,  i n  t h e  m i n d s  o f  some i n v e s t i g a t o r s ,  a  

f u n d a m e n t a l  o b j e c t i o n  t o  t h e  i n d u c t i o n  h y p o t h e s i s .  Does 

e a c h  m i c r o o r g a n i s m  have,  c o d e d  i n  i t s  genome, t h e  

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

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

w h i c h  t h a t  m i c r o o r g a n i s m  i s  a  n o n - p a t h o g e n ?  As r e s i s t a n c e  

i s  t h e  r u l e  i n  n a t u r e ,  t h a t  w o u l d  seem t o  b e  a  t a l  l o r d e r .  

P r o o f  o f  t h e  h y p o t h e s i s  w o u l d  r e q u i r e  t h e  i s o l a t i o n  o f  a n  

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

gene  f o r  a v i s u ! e n c e  i n  a p a t h o g e n ,  and t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  

o f  a  gene  f o r  r e s i s t a n c e  i n  t h e  h o s t  w h i c h  i n t e r a c t s  w i t h ,  

o r  f o r m s  a  p r o d u c t  w h i c h  i n t e r a c t s  w i t h ,  t h e  i n d u c e r  ( 2 1 ) .  

N e i t h e r  o f  t h e s e  h a s  y e t  b e e n  a c h i e v e d .  

An a l t e r n a t i v e  h y p o t h e s i s ,  f o r  w h i c h  t h e r e  i s  some 

e v i d e n c e ,  p r o p o s e s  t h a t  when a m i c r o o r g a n i s m  p e n e t r a t e s ,  o r  

a t t e m p t s  t o  p e n e t r a t e  t h e  c e l  I s  o f  a  p l a n t ,  i t  

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

i n t r o d u c t i o n  o f  f o r e i g n  m e t a b o l i t e s  and  ( o r )  b y  p h y s i c a l  

damage a s s o c i a t e d  w i t h  p e n e t r a t i o n .  O n l y  t h o s e  

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

r e s p o n s e  o f  a g i v e n  p l a n t  w i l l  b e  a b l e  t o  p a r a s i t i z e  t h a t  



p l a n t .  Tomiyama ( 8 2 )  i n o c u l a t e d  p o t a t o  p e t i o l e  t i s s u e  w i t h  

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

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

a  p e r i o d  o f  2 days .  A f t e r  t h i s  t i m e ,  c e l l  d e a t h  a n d  

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

t i s s u e  w i t h  a n  i n c o m p a t i b l e  r a c e  o f  P. i n f e s t a n s  r e s u l t e d  i n  - 
t h e  n e c r o s i s  a n d  d i s o r g a n i z a t i o n  o f  some h o s t  c e l l s  w i t h i n  

10 m i n  o f  p e n e t r a t i o n .  M o s t  p e n e t r a t e d  c e l  I s  h a d  become 

n e c r o t i c  b y  40-60 m i n u t e s  ( 8 3 ) .  I n  a  d o u b l e  i n f e c t i o n  

e x p e r i m e n t ,  Tomiyama ( 8 2 )  i n o c u l a t e d  p o t a t o  p e t i o l e  t i s s u e  

w i t h  a  c o m p a t i b l e  r a c e  of E. i n f e s t a n s  a n d  t h e n ,  a f t e r  a  

d e l a y  o f  s e v e r a l  h o u r s ,  he r e i n o c u l a t e d  w i t h  an i n c o m p a t i b l e  

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

h y p e r s e n s  i t i ve  manner  t o  t h e  s e c o n d  i n o c u  l a t  i o n  when t h e  

t i m e  i n t e r v a l  b e t w e e n  t h e  t w o  i n o c u l a t i o n s  was 5-6 h. When 

t h i s  i n t e r v a l  was i n c r e a s e d  t o  15 h, however ,  t h e  h o s t  

c e l l s  d i d  n o t  r e s p o n d  i n  a h y p e r s e n s i t i v e  manner  t o  t h e  

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

o c c u r .  H o w e v e r  a  h y p e r s e n s i t i v e  r e a c t i o n  t o  a n  i n c o m p a t i b l e  

r a c e  o f  t h e  f u n g u s  was o b s e r v e d  when t h e  t u b e r s  h a d  b e e n  

i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  same i n c o m p a t i b l e  r a c e  15-20 h  e a r l i e r .  

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

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

p r e s e n c e  o f  t h e  c o m p a t i b l e  r a c e .  They w i l l  b e  d i s c u s s e d  

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

h y p o t h e s i s  s u g g e s t e d  b y  D a l y  ( 1 8 ) .  



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

P. i n f e s t a n s ,  r e i n o c u l a t i o n  w i t h  an i n c o m p a t i b l e  r a c e  o f  t h e  - 
f u n g u s  12 h  l a t e r  d i d  n o t  c a u s e  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  

p h y t o a l e x i n s  r i s h i t i n  and p h y t u b e r i n .  The h y p e r s e n s i t i v e  

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

t r e a t m e n t  o f  t u b e r  t i s s u e  w i t h  s o n i c a t e d  hornogenates  o f  

e i t h e r  r a c e  o f  t h e  f u n g u s .  P r e i n o c u l a t i o n  o f  t h e  t i s s u e  

w i t h  a  c o m p a t i b l e  r a c e  o f  - P .  i n f e s t a n s  s u p p r e s s e d  t h e  

r e s p o n s e s  t o  t h i s  s t i m u l  us a l s o ,  s u g g g e s t i n g  t h a t  

s u s c e p t i b i  I i t y  may b e  t h e  r e s u l t  o f  s u p p r e s s i o n ,  b y  

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

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

O t h e r  e v i d e n c e  w h i c b  i s  d i f f i c u l t  t o  r e c o n c i  i e  w i t h  an 

i n d u c t i o n  h y p o t h e s i s  he15 r e s u l t e d  f r o m  e x p e r i m e n t s  w i t h  

s e v e r a l  d i f f e r e n t  h o s t - p a r a s  i t e  s y s t e m s .  B a i  l e y  a n d  lngham 

( 4 )  r e p o r t e d  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  phase01  l i n  i n  l e a v e s  and  

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

t r e a t m e n t  w i t h  a  s u s p e n s  i o n  o f  t o b a c c o  n e c r o s  i s  v i  r u s  (TNV) . 
I t  i s  m o s t  u n l i k e l y  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  o f  p h a s e o l l i n  r e s u l t s  

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

v i r u s .  B a i l e y  and  lngham s u g g e s t  t h a t  i t s  f o r m a t i o n  may b e  

c l o s e l y  l i n k e d  w i t h  g e n e r a l  c h a n g e s  i n  m e t a b o l i s m  t h a t  

accompany c e  l l n e c r o s  i s. More  r e c e n t  l y, Ba i I e y  and B u r d e n  

( 2 )  i d e n t i f i e d  f o u r  compounds w i t h  f u n g i t o x i c  p r o p e r t i e s  I n  

e t i o l a t e d  b e a n  h y p o c o t y l s  i n f e c t e d  w i t h  TNV. T h e s e  w e r e  



phase01 l i n ,  p h a s e o l l i d i n ,  phase01 l i n i s o f  l a v a n ,  and 

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

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

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

f r o m  s u b s e q u e n t  f u n g a l  a t t a c k  (40,901.  P h y t o a l e x i n  

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

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

t h e  i n d u c t i o n  h y p o t h e s i s .  Thus, p i s a t i n  f o r m a t i o n  c a n  b e  

s t i m u l a t e d  b y  e t h y l e n e  ( 1 2 1 ,  p h a s e o l l i n  b y  p o i n t - f r e e z i n g  

i n j u r y  ( 6 5 )  a n d  h y d r o x y p h a s e o l l i n ,  t h e  p h y t o a l e x i n  f r o m  

s o y b e a n s  ( G l y c i n e  s), by  m e c h a n i c a l  i n j u r y  (52 ,541.  

S t u d i e s  o n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  p h a s e o l l i n  i n  - P. v u l g a r i s  i n  

r e s p o n s e  t o  C. l i n d e m u t h i a n u m  b y  B a i l e y  and. D e v e r a l l  ( 3 )  and  

b y  Rahe ( 5 4 )  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  t i m i n g  o f  p r o d u c t i o n  o f  

p h a s e o l l i n ,  r a t h e r  t h a n  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  amoun ts  o f  t h e  

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

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

an I n t e r a c t  i on.  

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

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

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

d e t o x i f y i n g  t h e  p h y t o a l e x i n .  Thus,  s p e c i f i c i t y  o f  

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

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

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

t h e  i n t e r a c t i o n .  D e v e r a l l  and Vessey ( 2 4 )  h a v e  i n v e s t i g a t e d  



p h y t o a l e x i n  p r o d u c t i o n  i n  b r o a d  b e a n s  ( V i c i a  - f a b a )  - in 

r e s p o n s e  t o  p a r a s i t i s m  b y  U o t r y t i s  f a b a e  -- and g. c i n e r e a .  

The f o r m e r  c a u s e s  s p r e a d i n g  l e s i o n s  and w i d e s p r e a d  n e c r o s i s  

w h e r e a s  t h e  l a t t e r  c a u s e s  s m a l l  l i m i t e d  l e s i o n s .  The  

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

t h e  a b i l i t y  o f  6. f a b a e  t o  d e g r a d e  t h e  p h y t o a l e x i n  w y e r o n e  - - 
a c i d .  S i m i l a r l y ,  H i g g i n s  and  M i l l a r  (42,431,  w o r k i n g  w i t h  

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

t h a t  S t e m p h y l i u m  b o t r y o s u m  ( p a t h o g e n i c )  d e g r a d e d  m e d i c a r p i n  

t o  t w o  p h e n o l i c  compounds t h a t  w e r e  n o t  i n h i b i t o r y  t o  g e r m  

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

t u r c i  cum ( n o n - p a t h o g e n  i c )  d  i d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  

a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  p h y t o a l e x i n .  Some p a t h o g e n s  o f  peas  c a n  

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

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

( 2 5 ) .  Phase01 l i n  c a n  b e  d e t o x i f i e d  b y  F u s a r i u m  s o l a n i  f . s p .  

p h a s e o l i  i n  an  o x i d a t i v e  p r o c e s s  b e l i e v e d  t o  i n v o l v e  an 

i n d u c i b l e  enzyme s y s t e m  ( 8 5 ) .  

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

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

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

r o l e  i n  h o s t  d e f e n s e  m e t a b o l i s m  a g a i n s t  p a t h o g e n i c  a t t a c k .  

Such p r o o f  c o n t i n u e s  t o  b e  e l u s i v e .  D a l y  ( 1 8 )  h a s  d e s c r i b e d  

t h e  b a s i c  d i f f i c u l t i e s .  These  may b e  summar i zed  a s  

f o l  l o w s : -  



I .  I t  h a s  n o t  b e e n  foun 'd  p o s s i b l e  To d e t e r m i n e  t h e  

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

w h e r e  t h e y  a r e  p resumed t o  a c t .  E s t i m a t e s  o f  t h e  

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

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

o r g a n i c  s o l v e n t s  and  q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  a m o u n t s  i n  some 

c o n v e n i e n t  u n i t  p e r  g ram f r e s h  w e i g h t  o r  d r y  w e i g h t  o f  

t i s s u e .  Then  o n  t h e  b a s i s  o f  a s s u m p t i o n s  a b o u t  t h e  

l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  compound c o n c e r n e d ,  c a l c u l a t i o n s  o f  t h e  

amoun ts  t h a t  m i g h t  b e  p r e s e n t  a t  i n f e c t i o n  s i t e s  a r e  made. 

2. Many o f  t h e  compounds i m p l i c a t e d  i n  d e f e n s e  

m e t a b o l  i s m  a r e  s p a r i n g l y  s o l u b l e  i n  w a t e r  s o  t h a t  i t  i s  

n e c e s s a r y  t o  emp l o y  s p e c i a l  s o l  ub i I i z a t i o n  p r o c e d u r e s  i n  

o r d e r  t o  e x p e r i m e n t a l  I y  d e t e r m i n e  ED52 v a l u e s  i n  i n  v i t r o  - -  
a s s a y s  ( 1 4 ) .  B e c a u s e  o f  t h e i r  s o l  u b i  I i t y  c h a r a c t e r i s t i c s ,  

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

r e t a i n e d  w i t h i n  s p e c i f i c  c e l l  o r g a n e l l e s  o r  membranes and  

t h u s  r e m a i n  s e p a r a t e d  f r o m  a  p a t h o g e n  g r o w i n g  i n  t h e  aqueous  

c y t o p l a s m  a n d  v a c u o l e s  o f  t h e  h o s t  c e l l s .  

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

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

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

n o t  i n  d i s p u t e .  B u t  w h e t h e r  t h e s e  compounds a r e  p r i m a r y  

d e t e r m i n a n t s  o f  i n t e r a c t i o n  t y p e  i s  n o t  c l e a r ,  and  some o f  



t h e  e v i d e n c e  i s  c o n t r a d i c t o r y .  F o r  examp le ,  w o r k  b y  

Tomiyama (51,72,82,83)  h a s  shown t h a t  t h e  p h y t o a l e x i n  

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

i n o c u  l a t e d  w i t h  an i n c o m p a t i b  l e  r a c e  o f  P h y t o p h t h o r a  

i n f e s t a n s  u n t i l  a t  l e a s t  12 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  and  does 

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

u n t i  l 48-72 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  Y e t  c e l l  n e c r o s i s ,  

commonly t a k e n  t o  b e  a  s i g n  o f  a  r e s i s t a n t  r e a c t i o n ,  

o c c u r r e d  b e t w e e n  30 m i n  and  3 h a f t e r  i n o c u l a t i o n .  

S i m i l a r l y  Rahe ( 6 4 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  p h a s e o l l i n  i s  

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

t h e  a n t h r a c n o s e  d i s e a s e  o f  beans,  b u t  t h a t  i t  may b e  a  

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

I n t e r a c t i o n ,  a n d  t h u s  may s t i l l  p l a y  an i m p o r t a n t  r o l e  i n  

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

P r o p o s a l s  f o r  a l t e r n a t i v e  mechan isms o f  r e s i s t a n c e  i n  

p l a n t s  h a v e  come f r o m  s t u d i e s  on t h e  p o s s i b l e  r o l e s  o f  

e t h y l e n e  and  o f  t h e  enzyme p e r o x i d a s e  i n  h o s t - p a r a s i t e  

i n t e r a c t i o n s .  E t h y l e n e  i s  known t o  e x e r t  an i n f l u e n c e  on 

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

a l l  p l a n t s  a n d  p l a n t  t i s s u e s .  The l i t e r a t u r e  o n  t h e  

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

e t h y l e n e  o n  p l a n t  g r o w t h  h a s  b e e n  r e v i e w e d  b y  P r a t t  and  

G o e s c h l  ( 6 1 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  e t h y l e n e  may b e  

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

a s s o c i a t e d  w i t h  p a r a s  i t  i s m  b y  m i c r o o r g a n i s m s .  T h e r e  a r e  a 



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

enzymes,  i n c l u d i n g  p h e n y l a l a n i n e  a m m o n i a - l y a s e  (58 ,701  

t y r o s i n e  a m m o n i a - l y a s e  ( 5 8 )  p e r o x i d a s e  (31,69,78)  a n d  

p o l y p h e n o l o x i d a s e  ( 7 8 ) .  S i n c e  t h e s e  enzymes a r e  o f t e n  

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

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

i n t e r a c t i o n  t y p e  c a n  b e  p r o p o s e d .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  a r e  

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

i n j u r e d  t i s s u e  t h a n  i n  h e a l t h y  t i s s u e  (10,47,48)  a n d  t h a t  a  

l a r g e  number  o f  b a c t e r i a  a n d  f u n g i  p r o d u c e  r e l a t i v e l y  l a r g e  

q u a n t i t i e s  o f  t h i s  gas  i n  c u l t u r e  (10,461. 

D u r i n g  s t u d i e s  on c r o s s - p r o t e c t i o n  i n  s w e e t  p o t a t o  r o o t  

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

C e r a t o c y s t i s  f i m b r i a t a ,  S tahmann et ( 7 8 )  showed t h a t  

p r i o r  e x p o s u r e  o f  r o o t  t i s s u e  t o  low c o n c e n t r a t i o n s  ( 8 - 1 5 0  

ppm) o f  e t h y l e n e  i n d u c e d  r e s i s t a n c e  t o  i n f e c t i o n  b y  a  

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

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

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

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

n o n - p a t h o g e n  i c  r a c e  o f  C. f  i r n b r i a t a  w h i c h  i n d u c e s  r e s i s t a n c e  

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

w i t h  t h e  n o n - p a t h o g e n i c  C. m i n o r  w h i c h  d o e s  n o t  i n d u c e  

r e s i s t a n c e  t o  p a t h o g e n i c  r a c e s  o f  C .  f i m b r i a t a .  M o s t  o f  t h e  - 
e t h y l e n e  p r o d u c e d  a p p e a r e d  t o  b e  o f  h o s t  o r i g i n ,  t h o u g h  t h e  

f u n g u s  d o e s  p r o d u c e  t h e  gas i n  c u l t u r e  (10,471.  Stahrnann 



and  c o - w o r k e r s  s u g g e s t e d  t h a t  e t h y l e n e  m i g h t  b e  o n e  o f  t h e  

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

a d j a c e n t  a r e a s  w h e r e  t h e  i n i t i a t i o n  o f  m e t a b o l i c  changes  
I r 

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

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

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

i n o c u l a t e d  w i t h  n o n - p a t h o g e n i c  r a c e s  o f  C. f i m b r i a t a .  - 
These  r e s u l t s  h a v e  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  some 

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

c h a r a c t e r i s t i c  o f  many h o s t - p a r a s  i t e  i n t e r a c t i o n s ,  b u t  t h e  

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

e t h y l e n e  t o  d i s e a s e  r e s i s t a n c e  i s  n o t  c l e a r .  C h a l u t z  a n d  

DeVay ( 1 0 )  f o u n d  t h a t ,  i n  c o n t r a s t  t o  d a t a  b y  Stahmann e t  a l  

( 7 8 1 ,  b l a c k  r o t  d e v e l o p m e n t  i n  s w e e t  p o t a t o  r o o t  t i s s u e  was 

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

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

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

r a t e s  a n d  amoun ts  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n ,  s o  t h a t  a d e q u a t e  

c o n t r o l s  w e r e  d i f f i c u l t  t o  d e v i s e .  

S i n c e  e t h y l e n e  s t i m u l a t e s  t h e  a c t i v i t y  o f  p h e n y l a l a n i n e  

a m m o n i a - l y a s e  i t  i s  p e r h a p s  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  i n c r e a s e s  i n  

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

t r e a t m e n t .  Thus,  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  o f  c a r r o t  r o o t  and  pea  

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

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

, I 2  A t t e m p t s  t o  i m p l i c a t e  e t h y l e n e  a s  a t r i g g e r i n g  



a g e n t  f o r  p h y t o a l e x i n  p r o d u c t i o n  a r e  hampered,  however ,  b y  

t h e  f a c t  t h a t  many c h e m i c a l  and  p h y s i c a l  a g e n t s  s t i m u l a t e  

p r o d u c t i o n  o f  p h y t o a l e x i n s .  I n  a d d i t i o n ,  e t h y l e n e  i s  

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

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

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

p e r o x i  dase  t h a t  f r e q u e n t l y  o c c u r  f o l  l o w i n g  t r e a t m e n t  o f  

p l a n t  t i s s u e  w i t h  e t h y l e n e .  The f i n d i n g s  o f  S tahmann e t  a_! - 
(781 ,  d e s c r i b e d  above ,  s u g g e s t e d  t o  t h e m  t h a t  p e r o x i d a s e  

m i g h t  b e  i n v o l v e d  i n  r e s i s t a n c e  mechan isms.  However ,  

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

u n i v e r s a l  phenomenon. No s u c h  s t i m u l a t i o n  was f o u n d  when 

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

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

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

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

o f  t h e  i n t e r a c t i o n  i n  t e r m s  o f  i t s  r e s i s t a n c e  o r  

s u s c e p t i b i l i t y  ( 4 4 ) .  

C r i t i c a l  e v i d e n c e  a g a i n s t  a  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

e t h y l e n e ,  p e r o x i d a s e  and  d i s e a s e  r e s i s t a n c e  h a s  come f r o m  

t h e  w o r k  o f  D a l y  and  c o - w o r k e r s  ( 2 0 )  who h a v e  s t u d i e d  

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

c a r r y i n g  t h e  S r G  a n d  s r 6  a l l e l e s .  T h i s  g e n e  i s  

t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e ,  s u c h  t h a t  p l a n t s  p o s s e s s i n g  t h e  

d o m i n a n t  a l l e l e  a r e  r e s i s t a n t  t o  r a c e  56 o f  t h e  s t e m  r u s t  

f u n g u s ,  P u c c i n i a  g r a m i n i s  t r i t i c i ,  a t  20 C, b u t  s u s c e p t i b l e  



a t  26  C ( 5 6 ) .  I n c r e a s e s  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  p e r o x i d a s e  w e r e  

f o u n d  i n  r e s i s t a n t  l i n e s  o f  w h e a t  i n f e c t e d  w i t h  r a c e  56 o f  

t h e  f u n g u s  o r  t r e a t e d  w i t h  e t h y l e n e .  However,  when l e a v e s  

f r o m  a  l i n e  s u s c e p t i b l e  t o  r a c e  56 w e r e  t r e a t e d  w i t h  

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

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

a d d i t i o n ,  w h e a t  l e a v e s  c a r r y i n g  t h e  r e s i s t a n c e  g e n e  S r 6  

became s u s c e p t i b l e  t o  s t e m  r u s t  a t  20 C a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  

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

were  i n d u c e d .  D a l y  ( 2 0 )  e t  a1 c o n c l u d e d  t h a t  any  - - 
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  e t h y l e n e  and  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  was 

n o t  r e l a t e d  t o  d i s e a s e  r e s i s t a n c e  i n  t h i s  s y s t e m .  

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

c a r r y i n g  t h e  S r 6  a l l e l e  s u g g e s t e d  to D a l y  and  h i s  c o - w o r k e r s  

t h a t  p e r h a p s  i t  i s  s u s c e p t  i b  i l i t y ,  r a t h e r  t h a n  r e s i s t a n c e ,  

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

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

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

make t h e  n e c e s s a r y  a d j u s t m e n t s  m i g h t  c a u s e  d e a t h  o f  t h e  

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

common l y  i n t e r p r e t e d  a s  " d e f e n s e  r e a c t  i o n s " .  Day ( 2  1 ) h a s  

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

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

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

a m m o n i a - l y a s e - i n a c t i v a t i n g  s y s t e m s  i n  p e a  s e e d l i n g s  ( 4 5 )  and  

i n  p o t a t o  t u b e r s  and X a n t h i u m  l e a v e s  ( 9 4 ) .  



S u s c e p t i b i l i t y  c o u l d  b e  " i n d u c e d "  by  a  f a c t o r  w h i c h  s h i f t s  

t h e  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  s y n t h e s i s  and i n a c t i v a t i o n  o f  key  

enzymes c o n t r o l  I  i ng  d e f e n s e  r e a c t i o n s  i n  f a v o u r  o f  

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

enzymes h a s  b e e n  c l a i m e d  by  P i t t  and Coombes (60). These  

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

t i s s u e  and  d e s c r i b e d  t h e  r e l e a s e  o f  h y d r o l y t i c  enzymes ( a c i d  

p h o s p h a t a s e s ,  r i  b o n u c l e a s e s ,  and p r o t e a s e s 1  f r o m  t h e s e  

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

t u b e r - r o t t i n g  f u n g i .  The p r e s e n c e  o f  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  

i n  p o t a t o  p e t i o l e  c e l l s ,  o b s e r v a b l e  w i t h i n  m i n u t e s  o f  i n j u r y  

o r  i n f e c t i o n  b y  an i n c o m p a t i b l e  r a c e  o f  P h y t o p h t h o r a  

i n f e s t a n s ,  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  b y  Tomiyama ( 8 4 ) .  I t  h a s  been  

s u g g e s t e d  ( 2 1 )  t h a t  t h e  a v i r u l e n t  p a t h o g e n  m i g h t  t r i g g e r  t h e  

r e l e a s e  o f  h y d r o l y t i c  enzymes f r o m  l ysosomes .  These  enzymes 

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

o f  p h y t o a l e x i n s  i n  t h e  a d j a c e n t  h e a l t h y  t i s s u e .  A summary 

o f  t h e  e v i d e n c e  f o r  a  r o l e  o f  l ysosomes  i n  h o s t - p a r a s i t e  

i n t e r a c t i o n s  i s  a v a i l a b l e  i n  a  r e c e n t  r e v i e w  b y  W i l s o n  ( 8 9 ) .  

The d a t a  o f  Torniyarna (82,831,  as  d e s c r i b e d  above,  c o u l d  

b e  i n t e r p r e t e d  t o  mean t h a t  b o t h  i n d u c e d  r e s i s t a n c e  and 

i n d u c e d  s u s c e p t i b i l i t y  c o u l d  o p e r a t e  i n  t h e  same sys tem.  I t  

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

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

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



b y  a  s e c o n d  i n o c u l a t i o n  w i t h  a v i r u l e n t  r a c e  ' c a r r i e d  o u t  

15-20 h  l a t e r ,  ( " i n d u c e d  r e s i s t a n c e " ) .  I f  t h e  t u b e r s  

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

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

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

g i v e n  15-20 h l a t e r  ( " i n d u c e d  s u s c e p t i b i l i t y " ) .  However,  

as  d e s c r i b e d  above, i t  i s  p o s s i b l e  t o  i n t e r p r e t  b o t h  t h e s e  

f i n d i n g s  i n  t e r m s  o f  a  n o n - s p e c i f i c  t r i g g e r i n g  o f  d e f e n s e  

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

f o l l o w e d  b y  s p e c i f i c  b l o c k a g e  o f  d e f e n s e  m e t a b o l i s m  b y  t h e  

v i r u l e n t  r a c e .  

F i n a l l y ,  m e n t i o n  s h o u l d  b e  made o f  a  h y p o t h e s i s  w h i c h  

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

a  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n  i s  t h e  d e g r e e  o f  a n t i g e n i c  

d i s p a r i t y  b e t w e e n  h o s t  and  p a t h o g e n  (26,271.  I n  g e n e r a l ,  i t  

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

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

p a t h o g e n .  D o u b l y  e t  - a l  - ( 2 8 )  showed t h a t  s u s c e p t i b i  l i t y  o f  

f l a x  t o  f l a x  r u s t  (Me la rnpsora  l i n i )  was c o r r e l a t e d  w i t h  a  - 
r e l a t i v e l y  h i g h  t i t e r  o f  r u s t  a n t i s e r u m  w i t h  f l a x  a n t i g e n s ,  

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

l i n e s  o f  f l a x .  W i m a l a j e e w a  and DeVay ( 9 1 )  f o u n d  common 

a n t i g e n s  b e t w e e n  c o r n  and a1 l t e s t e d  I i n e s  o f  t h e  s m u t  

f u n g u s  U s t i  l a g o  m a y d i s .  E v i d e n c e  was p r e s e n t e d  t h a t  t h e  

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



r i b o s o m e s  o f  b o t h  t h e  h o s t  and t h e  f u n g u s .  A n t i g e n i c  

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

o r g a n i s m s  as  a  h i g h e r  p l a n t  and  a  f u n g u s  a r e  v e r y  

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

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

DNA o f  t h e  c r o w n  g a l  1 b a c t e r i  urn A g r o b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s  

i n t o  t o b a c c o  c e l l s  a t  g a l l  t u m o r  s i t e s  ( f o r  example ,77)  

s u g g e s t s  o n e  p o s s i b l e  mechanism. 

OBSERVATIONS CONCERNING DEFENSE METABOLISM OF BEANS 

I N  THE PRESEI4CE OF 15% C02. 

A c o n v e r s i o n  o f  s u s c e p t i b i l i t y  t o  r e s i s t a n c e  when 

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

compa t  i b  l e  r a c e  o f  C o l  l e t o t r i c h u m  l i ndemuth  i anum a n d  

m a i n t a i n e d  i n  15% C02 was r e p o r t e d  i n  C h a p t e r  I .  E v i d e n c e  

f r o m  t h i s  s t u d y ,  and  f r o m  t h e  e f f e c t  o f  15% C02 on t h e  

f u n g u s  i n  c u l t u r e  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, s u g g e s t  t h a t  

t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  C02 d u r i n g  a  c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n  

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

( 6 4 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  m o s t  o b v i o u s  d i f f e r e n c e ,  w i t h  r e s p e c t  

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

r e s i s t a n t  r e a c t i o n  was i n  t h e  t i m i n g  o f  a p p e a r a n c e  o f  t h e  

p h y t o a l e x i n .  P h a s e o l  l i n  was f i r s t  d e t e c t e d  a t  t h e  t i m e  o f  

a p p e a r a n c e  o f  n e c r o t i c  f l e c k s  i n  a n  i n c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t i o n ,  b u t  was n o t  d e t e c t e d  i n  a  c o m p a t i b l e  i n t e r a c t o n  

( o f  low i n f e c t i o n  s i t e  



d e n s i t y )  u n t i l  t h e  i n d i v i d u a l  i n f e c t i o n  s i t e s  became 

d e l i m i t e d .  K i r a ' l y  e t  - - a l  (53) h a v e  a r g u e d  t h a t  a  

h y p e r s e n s i t i v e  r e s p o n s e  may b e  n o  more  t h a n  an i n e v i t a b l e  

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

i n  an i n c o m p a t  i b  l e  i n t e r a c t  i o n .  P e r h a p s  t h e  c o n v e r s i o n  t o  a  

r e s i s t a n t  r e a c t i o n  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  I  i s  I i k e w i s e  an 

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

C02. 

As d e s c r i b e d  i n  t h e  d i s c u s s i o n  s e c t i o n  o f  C h a p t e r  I, i t  

seems u n l i k e l y  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  C02 c o u l d  c a u s e  t h e  

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

d e f e n s e  r e s p o n s e .  To t h a t  e x t e n t  t h e  d a t a  may b e  s a i d  t o  

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

r e s u ! i  o f  t h e  a c t i o n  o f  C02 i n  s i o w l n g  down i h e  g r o w t h  and, 

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

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

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

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r o c e s s  o f  p e n e t r a t i o n .  D a t a  p r e s e n t e d  

i n  C h a p t e r  3 show t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  15% C02 does n o t  

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

i n f e c t i o n  s i t e s .  Hence,  i f  p h a s e o l l i n  h a s  an i m p o r t a n t  r o l e  

i n  d e f e n s e  m e t a b o l i s m  o f  beans,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  C02 

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

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

t h u s  s h i f t i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  i n  f a v o u r  o f  

i n c r e a s e d  r e s i s t a n c e .  



The s e n s i t i v i t y  t o  C02 o f  t h e  p r o c e s s  l e a d i n g  to 

p h a s e o l l i n  p r o d u c t i o n  a t  s i t e s  o f  p o i n t - f r e e z i n g  i n j u r y  i s  

o f  i n t e r e s t ,  e s p e c i a l l y  when c o m p a r e d ' w i t h  t h e  l a c k  o f  s u c h  

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

i n f e c t i o n  s i t e s .  C l e a r l y  t h e r e  a r e  m a j o r  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

n a t u r e  o f  t h e  i n i t i a l  s t i m u l u s  i n  t h e  t w o  c a s e s .  The b i o t i c  

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

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

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

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

hyphae .  By t h i s  means an i n h i b i t o r y  z o n e  o f  c e l l s  a r o u n d  

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

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

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

c e l l s  a t  e a c h  i n j u r y  s i t e  t h a t  a r e k i l l e d m o r e o r l e s s  

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

i n t e r e s t i n g  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  e t h y l e n e  m i g h t  p l a y  a  

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

a s  C02 h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  a c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  o f  

e t h y l e n e  a c t i o n  i n  many p r o c e s s e s  i n  w h i c h  t h e  l a t t e r  i s  

i m p l i c a t e d  as  a  p l a n t  hormone ( 9 ) .  E t h y l e n e  h a s  been  shown 

t o  p r o m o t e  p h y t o a l e x i n  p r o d u c t i o n  i n  peas ( 1 2 )  and  i n  

c a r r o t s  ( 1 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  e t h y l e n e  i s  i t s e l f  p r o d u c e d  i n  

many h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n s  and i n  r e s p o n s e  t o  i n j u r y  o f  

p l a n t  t i s s u e s  (10,47,48,70,71,78). I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

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



p o i n t - f r e e z i n g  i n j u r y  may b e  m e d i a t e d  v i a  t h e  r e l e a s e  o f  

e t h y l e n e  f r o m  c e l l s  a d j a c e n t  t o  t h o s e  k i l l e d  b y  t h e  i n j u r y .  

T h i s  w o u l d  e x p l a i n  why C 0 2  a p p l i e d  s o o n  a f t e r  i n j u r y  
, 

i n h i b i t s  p h a s e o l l i n  a c c u m u l a t i o n ,  and why t h e  p r o c e s s  i s  n o  

l o n g e r  s e n s i t i v e  t o  C02 i f  i n j u r e d  p l a n t s  a r e  m a i n t a i n e d  i n  

a i r  f o r  a b o u t  12 h  a f t e r  i n j u r y  and  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  C 0 2 .  

I n  o t h e r  w o r d s ,  t h e  i n i t i a l  s t i m u l u s  f o r  phase01 l i n  

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

C 0 2  w h e r e a s  t h e  a c t u a l  m e t a b o l i c  r e a c t i o n s  l e a d i n g  t o  

p h a s e o l l i n  p r o d u c t i o n  a r e  n o t  a f f e c t e d  b y  C 0 2 .  However ,  t h e  

l a c k  o f  s e n s i t i v i t y  t o  C02 o f  t h e  p r o c e s s  a t  i n c o m p a t i b l e  

i n f e c t i o n  s i t e s  i n d i c a t e s  t h a t  e t h y l e n e  i s  n o t  e s s e n t i a l  t o  

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

h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n .  
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SUMMARY O F  THE THESIS 

I. The c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  P h a s e o l u s  

v u l g a r i s ,  c v .  T o p c r o p ,  and t h e  b e t a  r a c e  o f  Cot  l e t o t r i c h u m  

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

t r e a t m e n t  w i t h  15$ C02. I n  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d ,  

t r e a t m e n t  was m o s t  e f f e c t i v e  

( a )  i f  i t  was begun  b e f o r e  p e n e t r a t i o n  b y  h y p h a e  o f  t h e  

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

s i t e  was i n  t h e  l o b a t e  f o r m  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  e a r l y  

s t a g e s  o f  p e n e t r a t i o n ;  

( b )  when i n f e c t i o n  s i t e s  w e r e  s u f f i c i e n t l y  c l o s e  t o  

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

t h a t  w e r e  n o t  t r e a t e d  w i t h  C 0 2 ;  

( c )  when p l a n t s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  1.5% C02 a t  l e a s t  

u n t i  I n e c r o t i c  f l e c k s ,  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a  r e s i s t a n t  

r e a c t  i o n ,  began  t o  a p p e a r .  

2 .  15% C02 d e l a y e d  g e r m i n a t i o n ,  ge rm t u b e  e l o n g a t i o n  

and  s p o r u l a t i o n  i n  c u l t u r e s  o f  C. l i n d e m u t h i a n u m  ( b e t a  and - 
gamma r a c e s ) .  The  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  e f f e c t s  o f  15% 

C02 on t h e  b e t a  r a c e  o f  t h e  f u n g u s  i n  c u l t u r e  and i n  t h e  

c o m p a t i b l e  i n t e r a c t i o n  w i t h  P. v u l g a r i s  ( d e s c r i b e d  i n  I .  - 
a b o v e )  l e n d  s u p p o r t  t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  ou tcome o f  

t h e  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C02 i s  a  

c o n s e q u e n c e  o f  an  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  C02 o n  t h e  f u n g u s .  



3. I t  seems i m p r o b a b l e  t o  t h i s  a u t h o r  t h a t  t h e  fungus ,  

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

a c t i v e l y  i n d u c e  t h e  r e s i s t a n t  r e a c t i o n  d e s c r i b e d  above.  To 

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

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

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

o f  p e n e t r a t i o n .  C02, b y  s l o w i n g  down t h e  g r o w t h  o f  t h e  

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

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

4. 15$ COZ i n h i b i t e d  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  p h y t o a l e x i n  

p h a s e o l  l i n  a t  s i t e s  o f  p o i n t - f r e e z i n g  i n j u r y  o n  h y p o c o t y  I s  

o f  P .  v u l g a r i s ,  cv .  T o p c r o p ,  b u t  n o t  a t  s i t e s  o f  i n f e c t i o n  - 
b y  t h e  gamma r a c e  o f  - C. l i n d e m u t h i a n u m  ( i n c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t i o n ) .  T h e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  p r o c e s s e s  l e a d i n g  

t o  p h a s e o l l i n  a c c u m u l a t i o n  a t  i n j u r y  s i t e s  and  a t  

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

t h a t  i t s  a c c u m u l a t i o n  i n  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n s  i s  n o t  

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

p e n e t r a t i o n .  



SUGGESTIONS FOR FUTURE WORK. 

I ,  C h a p t e r  3 d e s c r i b e s  a  r e d u c e d  a c c u m u l a t i o n  o f  

phase01 l i n  a t  i n c o m p a t i b l e  i n f e c t i o n  s i t e s  on h y p o c o t y l s  o f  

P h a s e o l u s  v u l g a r i s  t h a t  w e r e  t r a n s f e r r e d  f r o m  15% C02 t o  a i r  

a b o u t  6 h o u r s  b e f o r e  n e c r o t i c  f l e c k s  began  t o  a p p e a r  o n  

p l a n t s  w h i c h  r e m a i n e d  i n  C02. .It w o u l d  b e  m o s t  i n t e r e s t i n g  

( a )  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p h y s i o l o g i c a l  and  b i o c h e m i c a l  

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

( b )  t o  r e p e a t  t h e  e x p e r i m e n t  and c a l c u l a t e  t h e  amount  

o f  p h a s e o l l i n  p e r  u n i t  c e l l  v o l u ~ e  on t h e  b a s i s  o f  

a s s u m p t i o n s  a b o u t  t h e  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  p h y t o a l e x i n .  The  

c a l c u l a t e d  v a l u e  c o u l d  t h e n  b e  compared  w i t h  p u b l i s h e d  ED50 

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

t h a t  h a v e  b e e n  d e r i v e d  f r o m  in v i t r o  a s s a y s .  

2. D e t e r m i n e  w h e t h e r  e t h y  l e n e  a f f e c t s  

( a )  t h e  n a t u r e  o f  t h e  c o m p a t i b l e  and i n c o m p a t i b l e  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  P. v u l g a r i s  and C. I i n d e m u t h i a n u m ,  and  - ,  - 
b )  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  p h a s e o l l i n  a t  i n j u r y  s i t e s  and 

i n c o m p ' a t i b  l e  i n f e c t i o n  s i t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  and  a b s e n c e  o f  

d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C02 ( a  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  o f  

e t h y l e n e  a c t i o n ) .  



APPENDIX 

Methods  u s e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  and measuremen t  

o f  h i g h - C 0 2  a t m o s p h e r e s .  

T r e a t m e n t  o f  p l a n t s  w i t h  a t m o s p h e r e s  c o n t a i n i n g  15% 

C02, 85% a i r ,  was c a r r i e d  o u t  i n  a  p l e x i g l a s s  g r o w t h  chamber 

( i n t e r n a l  d i m e n s i o n s ,  90  x  50 x 3 8  cm t h r o u g h  w h i c h  t h e  

m i x e d  gas  was p a s s e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  500 m l  p e r  m i n u t e .  

T h i s  was f o u n d  t o  b e  t h e  min imum f l o w  r a t e  w h i c h  w o u l d  

p r e v e n t  an i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  C02 due t o  

r e s p i r a t i o n  b y  p l a n t s  m a i n t a i n e d  i n s i d e  t h e  g r o w t h  chamber .  

T h e  a t m o s p h e r e  i ns  i de t h e  chamber  was s t  i r r e d  c o n t i n u o u s  l y  

b y  mesas of a m a g f i e t i c a l  l y  d r i v e n  f a n .  

M i x t u r e s  o f  C02 and  a i r  w e r e  g e n e r a t e d  f r o m  i n d i v i d u a l  

c y l i n d e r s  o f  c o m p r e s s e d  a i r  and  p u r e  C02 u s i n g  a 

h i g h - p r e c i s i o n  gas  m i x i n g  pump (H. W o s t h o f f  O.H.G., Bochum, 

W .  Germany. T y p e  NA 18 /3a )  f i t t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  

g e a r s .  The m a n u f a c t u r e r ' s  s p e c i f i c a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

pump, when o p e r a t e d  w i t h  g e a r  r a t i o s  o f  15:85 ( a s  used  

h e r e ) ,  m a i n t a i n s  a c o n s t a n t  o u t p u t  o f  15 2 0.01% C02. T h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  C02 i n  t h e  a t m o s p h e r e  i n  t h e  g r o w t h  chamber  

was m o n i t o r e d  b y  p a s s i n g  t h e  e f f l u e n t  f r o m  t h e  chamber  

t h r o u g h  an i n f r a - r e d  gas a n a l y z e r  (Beckman Model  2 1 5 )  f i t t e d  

w i t h  a  s h o r t - p a t h  c e l  l ( b a s i c  r a n g e  0-5% C 0 2 ) .  D r y  

n i t r o g e n ,  a s  a z e r o - C 0 2  r e f e r e n c e  gas,  was p a s s e d  



c o n t i n u o u s l y  t h r o u g h  t h e  r e f e r e n c e  c e l l s  o f  t h e  a n a l y z e r .  

The a p p a r a t u s  u s e d  i s  shown i n  d i a g r a m m a t i c  f o r m  i n  F i g .  

A.  I .  

The  gas a n a l y z e r  was c a l i b r a t e d  o v e r  t h e  r a n g e  10-25% 

C02 ( b a l a n c e  a i r )  u s i n g  gas m i x t u r e s  g e n e r a t e d  b y  t h e  m i x i n g  

pump ( F i g .  A.2). Assuming  t h e  e r r o r  i n  r e a d i n g  t h e  s c a l e  on 

t h e  a n a l y z e r  t o  b e  a t  t h e  m o s t  t 0.5 m ic roamps ,  t h e  l i m i t  o f  

a c c u r a c y  i n  t h e  measuremen t  o f  C02 c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  

r a n g e  10-20: was a b o u t  2 0 . 5 % .  

A t  t h e  s t a r t  o f  each  e x p e r i m e n t ,  p l a n t s  w e r e  p l a c e d  

i n s i d e  t h e  g r o w t h  chamber  and t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  C02 i n  

t h e  a t m o s p h e r e  i n s i d e  t h e  chamber  was i n c r e a s e d  as  q u i c k l y  

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

C02 a t  a  f l o w  r a t e  o f  500 m l  p e r  m i n  i n t o  t h e  chamber  u n t i l  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  C 0 2  i n  t h e  e f f  l u e n f  r e a c h e d  15 t 0.5% 

( a b o u t  35  m i n ) .  The  a t m o s p h e r e  i n s i d e  t h e  chamber  was t h e n  

m a i n t a i n e d  a t  a  c o n s t a n t  c o m p o s i t i o n  ( 1 5  t 0.01% C02, 

b a l a n c e  a i r )  u s i n g  t h e  gas  m i x i n g  pump as  d e s c r i b e d  above.  

Each t i m e  t h e  g r o w t h  chamber  was o p e n e d  f o r  t h e  r e m o v a l  o f  

s a m p l e  p l a n t s ,  t h e  C02 c o n t e n t  o f  t h e  a t m o s p h e r e  i n s i d e  t h e  

chamber  was r e s t o r e d  t o  5  u s i n g  p u r e  C02 a s  d e s c r i b e d  

above.  



F i g ,  A. I D i a g r a m  o f  t h e  a p p a r a t u s  u s e d  f o r  t r e a t m e n t  o f  

p l a n t s  w i t h  15% C02 ( b a l a n c e ,  a i r ) .  
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F i g .  A.2 C a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  i n f r a - r e d  g a s  a n a l y z e r  i n  

t h e  r a n g e  10-25% C02 ( b a l a n c e ,  a i r ) .  
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