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I’ANALYSE DES CARACTERES
ANATOMOMORPHOLOGIQUES ET LEUR IMPORTANCE
DANS LA CLEF DICHOTOMIQUE DE DETERMINATION

DES ESPRCES SPONTANTKES DE DIANTHUS L.

DE LA FLORE DE LA ROUMANIE

PAR

1. T. TARNAVSCHTI et V. SANDA

In making up the key of determination for the spontaneous species of the Dian-
thus in the Romanian flora, the share of anatomical and morphological characters
was taken into account which, investigated on populations originating in various
biotops, points out their value and contributes to the delimitation of polymor-

phous taxa.

Les recherches de taxonomie végétale intenses dans ’étape actuelle
ont mené, d’une part, & la découverte de nouveaux taxa critiques, surtout
dans le cadre des genres polymorphes, et d’autre part, & une meilleure
connaissance des unités décrites en appelant & plusieurs caracteres, parmi
lesquels un role dominant jouent ceux anatomomorphologiques. Dés le
commencement, il faut souligner que l’absence d’une regle concernant le
volume et importance des caractéres dans la séparation et la détermina-
tion des espéces et des unités infra- et superspécifiques a provoqué plusi-
eurs fois des controverses dans la délimitation et 1’établissement de la
position de certains taxa critiques. Pourtant, en faisant appel de plus en
plus & d’autres caractéres du domaine de la sphere végétative et repro-
ductrice de la plante, et en considérant aussi d’autres critéres, notamment
’écologie et aréallographie de la plante, on a pu mieux délimiter les
unités étroitement liées entre elles. Certes, on peut remarquer actuelle-
ment la tendance de plusieurs taxonomistes, de fractionner et de pulvé-
riser beaucoup les espéces, qui ne sert & rien et en outre, mene & de graves
confusions surtout dans le cadre des genres et des espéces extrémement
polymorphes o, selon chaque feuille, on peut créer une nouvelle unité
taxonomique.

11 ne faut non plus accepter la maniére de certains taxonomistes de
placer la méme plante, suivant les feuilles dans une unité taxonomique
et suivant les fruits, dans une autre.

En discutant la valeur des traits anatomomorphologiques dans la
détermination des espéces analysées par nous, il faut souligner des le
commencement, le caractére relatif de ces traits qui doit étre compris dans
Je sens qu’il y a des cas oll le méme caractére peut avoir une grande valeur
dans la détermination, en se révélant fixé, ou bien peut présenter de
grandes variations et par conséquence sa valeur soit trés réduite,
meéme nulle.

REV. ROUM. BIOL. — BIOL. VEGET., TOME 25, No 2, P. 107116, BUCAREST, 1980
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Le genre Dianthus T.. présente une grande variabilité des caracte-
res taxonomiques, ce qui a empéché les auteurs d’avoir un point de
Vue unanime en ce qui concerne la classification et la délimitation des
espéces critiques [1], [2], [61,:9], [12]. .

La section Armerium Williams du genre Dianthus L. est nettement
séparée des autres sections par ce qu’elle réunit des espéces annuelles ou
bisannuelles.

La forme des cellules épidermales se révele étre un caractére 4 un
grand poids taxonomique dans la section Armerium Williams ot ’on peut
délimiter facilement I’espéce Dianthus pseudarmeria M.B., présentant des
cellules plus ou moins allongées hexagonales, aux parois droites (tig. 1),
de Dianthus armeriastrum Wolfn. dont les parois de cellules épidermales
sont fortement ondulées (fig. 2). La configuration des parois des cellules
de Dianthus armeria L. (fig. 3) ressemble bien & celle de 1. armeriastrum
Wolfn., présentant beaucoup de caractéres communs.

Un autre critére utilisé par nous dans la séparation des espéces de Ia
section Armerium Williams ¢’est la, maniore d’anastomose des nervures de la
lamine des pétales. Ainsi, les nervures de Dianthus armeria L. sont ana-
stomosées au sommet (fig. 4), celle de D. pseudarmeria M. B. sont non
anastomosées au sommet (fig. 5) et celles de D. armeriastrum Woltn. sont
anastomosées sous le sommet (fig. 6).

Dans la taxonomie de la section Carthusiani Boiss. on a utilisé une
série entiére de caracteres avee un grand poids taxonomique. Ainsi, la
gaine des feuilles peut étre gonflée chez la série Capitati Schischlk.
(D. capitatus Balbisi, D. andrzejowskianus (Zapal.) Kulez. ot D. kladovanus
Deg.) qui sépare nettement cette unité taxonomique de la série Carthu-
sianoides Williams dont la gaine n’est pas gonflée, comme d’ailleurs
toutes les autres espéces du genre Dianthus L.

La nervation des feuilles constitue de méme un caractére important
utilisé dans la délimitation des taxa de la section Carthusiani Boiss. Lia

série Macrolepis Williams présente la nervation reticulée, tandis que pour

toutes les autres espéces de la section, la nervation est parallele. Lia lamine
des feuilles de toutes les especes de Dianthus L. est plane, seulement celles
de D. pinifolius Sibth. et Sm. et D. pontederae ssp. vandasii (Vel.) Sanda
sont convolutes, ce qui constitue un critore str de délimitation des autres
espeéces ayant les feuilles sétacées et avec lesquelles elles peuvent étre
confondues en état de végétation (D. giganteus D'Urv. f. setaceus Prod.,
D. carthusianorum L. ssp. alpestris Neilr., ete.). :
Un critére précieux dans la séparation de certaines espéces du genve
Dianthus L. et de la section Carthusiani Boiss. est aussi la forme des dents
du calice. Le taxon Dianthus polymorphus M. B. aux dents du calice au

Sommet rondes-obtuses ou courtement cuspidées-attenuées se détache
nettement des autres espéces de la section.

La forme des écailles involucrales que nous avons analysée pour

toutes les espéces de la section Carthusiani Boiss. [10] nous a montré

Timportance de ce caractere utilisé surtout dans la délimitation des taxa,

rapprochés. .
Dans la section Plumaria (Opiz) A. et G., ayant la lamine des pétales
divisée fimbriatement jusqu’a lacérée. plus rare faiblement crénelée ou
] Jusq . , Plus ¢
presque entiere, la forme des lamines des petales, la présence ou 'absence
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Fig. 1. — Dianthus pseudarmeria M., B. Cellul_es épi'der-
males -+ allongé —hexagonales avec les parois droites.

I'ig. 2. — Dianthus armeriastrum Wolin. Cel-
lules épidermales avec les parois fortement
ondulées.

x 350

fig. 3. — Dianthus armeria 1.. Cellules épit’lermales
avec les parois faiblement ondulées.

50
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des poils a la base de la partie supérieure de celle-ci (fig. 7), ainsi que la
forme des dents du calice, ont été des critéres importants dans la délimi-
tation de la sphére de variabilité de Vespéce Dianthus Kitaibelii Janka
En considérant la forme de la lamine des pétales on suppose que pendant;

VFig. 4. — Dianthus armeria 1.. Les nervures de
la lamine des pétales anastomosées au sommet.

)

N

By

ig. 5. — Dianthus pseudarmeria M. B. Les
mervures de la lamine des pétales non anasto-
mosées au sommet.

B U

Vot

I'ig. 6. — Dianthus armeriastrum Wolfn. Les nervures
de la lamine des pétales anastomosées sous le sommet.

Pévolution, du type ancestral — Dianthus praefibriatus — ayant la
«corole fortement fimbriée, on est arrivé, griace au progres réalisés, par la
concrescence des lobes au type dérivé, caractérisé par une lamine des’pétales
'moing laciniés, en obtenant des formes avec des pétales entiers. Ce pro-
«cessus d’évolution peut étre facilement suivi chez les sous-divisions actuelles
«de D’espéce Dianthus kitaibelii Janka.

Les formes intermédiaires ne permettent pas de composer un tableau
«les relations phylogénétiques des espéces européennes actuelles de la
section Plumaria (Opiz) A. et G. (fig. 8).

5 CARACTERES ANATOMOMORPHOLOGIQUES DETERMINANTES CHEZ DIANTHUS L.1i#

Dans la délimitation des taxa critiques D . pallens Sibth. et Sm. et
D. leptopetalus Willd. de la section Leiopetali Boiss. la section transver-
sale & travers la feuille (fig. 9) met en évidence un trait de différenciation

distinet.

2-ssp. spiculifolius (Schur.) Sanda, f. pseu-

Fig. 7. — La maniére de division de la "\[
Jamine des pétales de Dianthus kitaibelii "})
Janka et de ses infrataxa. 1-ssp. kifaibelii ;- e, ", ) w/
L/
J J 3 J a

- doplumarius (Péterfi) Novak; 3-f. pelraei-

formis (Péterfi) Novak; 4-f. integripetalus

(Schur) Novak ; 5-f. simonkaianus (Péterfi) Y
Novik. /) 2 Q Q
...,,‘ P ean v o sl !
4 4 4 4 6 .4 S5
> Ky : 7 3
Ialveloielole
5 S g ] 5 5 5 F

Dianthus leptopetalus Willd. (A.) présente les nervures (les faisceaux:
conducteurs libre-ligneux) englobées dans le mésophylle de la feuille,
tandis que chez D. pallens Sibth. et Sm. elles sont distinctement proémi-
nentes sur sa partie inférieure. De méme, la forme et la dimension de la.
lamine des pétales (fig. 10) de ces deux espéces constituent un criteére sir
pour les délimiter.

Par conséquent, sans tenir compte du nombre et du volume des
caractéres considérés, ils ont un poids taxonomique limité, qui doit
étre établi d’un cas & ’autre par des analyses et des recherches minuti-
euses. La valeur réduite, méme nulle d'un caractére prouve lorsqu’ik
s’agit d’un cercle réduit de formes voisines, leur origine commune est
incontestable et les tentatives de les séparer selon le critére pris en consi-
dération, ne sont pas justes. Pour éviter les erreurs concernant la dimen-
sion des caractéres examinés, on doit analyser dés le commencement plu-
gieurs exemplaires, résultés de différents biotopes. L’étude des populations:
est un des critéres les plus strs, utilisés de plus en plus par la taxonomie
moderne, dans la délimitation et 1’établissement des limites de variation
de chaque caractére, afin de ne pas créer de formes et des variétés selon des.
exemplaires isolés, développés en conditions extrémes par rapport aux
exigences normales de la station des espéces étudiées.
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Fig. 9. — La forme des nervures en

seclion a travers la feuille de Dianthus

leplopetalus Willd, (A) et D. pallens
J Sibth. et Sm. (B).

D leptopétalus

Fig. 8. — Schéma des relations phy-

logénétiques et des similitudes mor-

phologiques dans la section Plumaria

(Opiz) A. et G. (Selon Novak, modi-
Tiée par Sanda, 1967).

&8 OQQ.oC)

Fig. 10. — La forme de la lamine des pétales de
Dianthus pallens Sibth. et Sm. et D. leptopetalus

Willd. -
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. Plantes annuelles ou bisannuelles . . . . 33 BSIEISE etk ainn 2

Plantes pérennantes Stiiortmenl svait anboaliaat gl Sald
Fleurs groupées en cymes denses, agrégat-fasciculées. Calice presque
glabre. Ecailles involucrales égalant environ le tube du calice.
Gaine des feuilles rougedtre de 2—8 mm. Epiderme des feuilles,
vue au sommet, présentant des cellules |- allongées-hexagonales,
avec les parois droites. Limbe des pétales avec des nervures droites,
non anastomosées au sommet. Graines longues de 2,0—2,2 mm et
lapges dee8n—1 1 mm .\, o s ) pseudarmeria M., B.
Fleurs groupées en cymes fasciculées, plus laxes. Calice pubescent,
rarement glabre. Ecailles involucrales plus ou moins longues que le
calice, rarement égalant la longueur du tube du calice. Gaine des.
feuilles de 1—2 mm, blanchitre. Epiderme des feuilles, vue au
sommet, présentant les cellules avec des parois ondulées. Limbe
des pétales avec des nervures anastomosdes au sommet ou sous le
sommet. Graines longues de 1,0—1,3 mm et larges de 0,7—0,8 mm
Ecailles involucrales ovo‘des, habituellement n’égalant pas le
tube du calice. Ecailles involucrales et calice, rougeitres. Calice
abondamment pubescent, pourvu de poils + longs. Les cellules
de I’épiderme avee les parois fortement ondulées. Limbe des pétales
pourvu de nervures anastomosées sous le sommet . e
e B AT DD SR IRLS IS el D. armeriastrum Wolfn.
Keaille involuerales lancéolées, dépassant le tube du calice, quelques
fois I’égalant ou plus courtes. Calice verdatre, parfois faiblement
rougedtre, toujours court pubescent. Cellules de I’épiderme avee leg
parois faiblement ondulées. Limbe des pétales pourvu de nervures

anastomosées au sommet . . . . . . . . . . D. armeria 1.
Fleurs -+ sessiles, réunies en cymes:'¢apitéers i ipuh ol i g
Fleurs 4- pédonculées, mises au sommet de 1a tige ou des rameaux
latéraux, dichotomiques . . 1126

Lamine des feuilles supérieures de la tige, dilatée vers la base, avec
la gaine gonflée e G e e el L CHBIEDS U AGE F o
Lamines des feuilles de Ia tige, y compris celles supérieures, non
dilatées vers la base, étroitement collées 3 la tige de la manitre que
la gaine ne devienne jamais gonflée . . . . . . . . . ol a8
Tiges minces, ne dépassant 50 cm, feuilles larges de 1—1,5 mm.
Calice long de 8,0—856 mm ... .., . . . D, kladovanus Deg.
Tiges plus grosses, dépassant 50 cm, feuilles larges de 2 mm. Calice
longde10—17mm....................7'
Ecailles involucrales ovoidales, terminées graduellement dang
une arriste qui atteint d’habitude les dents du calice . Tisibo Aans
3o ta a0tIC s i el BaEUOT o goa B e Dgneapitatus) i s Balbisi
Ecailles involucrales égalant la moitié ou deux tiers du tube du
CAlICO v te it e 1 s O TG, Bttt D. andrzejowskianus (Zapal.) Kulez.
Dents du calice au sommet étroit-linéaires, étroites ou ovoidales
lancéolées, acuminées ou arristées, obtuses ou courtement mucro-
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nées, de régle triangulaires. Plantes pour d’autres terrains que ceux

sablonneux . . . .9
4 h. Dents du calice fm %ommet rond obtuses ou court cuspldees at-
ténuées. Plantes de sables . . . . . . . D. polymorphus M.B.
9 a. Feuilles de la tige larg-ovoides- lanceolwq, rétrécies dans le pétiole
et pourvues d’une nervation réticulée . . . . : : s | 1]
9 b. Feuilles de la tige linéaire-lancéolées ou hnceolee%, seqmles pourvues
de nervation paralléle . . . . . S s

10 a. Calice et écailles involucrales Verd@tre% SRl l) barbdtus L.
10 b. Calice et écailles involucrales pourprées-brunes ou bleues foncées
. ) compaetus Kit.

i1 a. Cyme composee de 3 falsceaux, terminés en capitules, de régle
pauciflores. Les capitules peuvent étre : courts, longuement pédon-
culés ou subsessiles . . . . . : . . . D. trifaseieulatus Kit.

I1 b. Cyme capituliforme, pauclﬂore ou plurlflore, fourchée ou corym-
beuse, glomérulaire, composée tout au plus de 2 faisceaux terminaux
a2

12 a, Ecallles anOthI“l]eb du cmhce zwec le bord ev1dent hvahnmem-
braneux. Dents du calice pourvues aussi d’un bord membraneux

; S )

12 h. Dc'ulles 1nvolucrales et dents du cahce sans un bord membraneux
dvident SRHOE  HOHLS Ig. Al e oy I
i3 a. Ecailles involucrales mucronées au sommet, pourvues d’une nervure
medianeseevidentes oy o L T Ty dobrogensis  Prod.

13 b. Ecailles involucrales sans nervure médiane, contractées au sommet;
dans une arriste de 1—2,5 mm . . . D. membranaceus Borbis.

14 a. Ecailles involucrales avec le bord ondulé-froncé . . Lo L
D. banaticus (Heuff.) Borba.q

314 b, ]]c‘lllles 1nv01ucrales sans bord ondulé-froneé . . . ., i A5

15 a. Feuilles radicales et de la tige larges de 0 W—=1L52)mm. . . . . 18
15 b. Feuilles radicales et de la tige plus larges de 2=6mm:; . ol L2
16 a. Teuilles sétacées, convolutes, larges de 1 mm . . . . . . . . . 17
£6 b. Feuilles planes . . . : 18

17 a. Arriste des écailles mvolucrales ev1dente, de la méme longueur que

les écailles . . . . e D. pinifolius Sibth. et. Sm.
17 h. Arriste des écailles 1nvolucrales courte, 4—5 fois plus réduite que

les écailles - D. pontederae Kern. ssp. vandasii (Vel.) Sanda,
18 a. Peiilles larges de. 0:5-—1 tmityn Aigugs] »ifusizeb oi suisy 19
18 h. Feuilles plus larges de 1 mm . . . 20
19 a. Calice de 12—15 mm. Ecailles mvolucmles brunatres, arnsteeq

non émargées . . . D. henteri Heuff.

19 b. Calice plus long de 10 mm. Ecallles mvolucmles brunes foncées ou
11011'es, arrlstees, souvent émargées, surtout celles internes . . .

ik 4 « +« « .« .« v ... D. tenuifolius Schur

20 a. Eeanlles 1nv01ucrales brunatres ou rougeatres, mucronées . . .
scler : .« . . . D. giganteus D'Urv. f. setaceus Prod
20 h. Ecallles mvolucr'lleq noires, brunes, longuement arristées et émar-
gées . . . . . . D. earthusianorum L. mp alpestris Neilr,
21 a. Plantes puberulees DAIESA0 < 800TAITIR 120 BON DT sEraaiasamell 22

ANATOMOMCRPHOLOGIQUES DETERMINANTES CHEZ DIANTHUS L. 1i5
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21 b. Plante entierement glabre . o

22 a. Tige, feuilles, bractés et écailles, pubelule\ 0 eullles de 1a tlg(‘ plus
longues que les entrenceuds . D. puberulus (Simk.) Kern

22 b. Tige et feuilles pubérulées. Feuilles de la tige plus courtes que les

entrenceuds . D. pontederae Kern. var. urziceni (Prod.) Sanda

23 a. Cyme fourchée, pourvue de peu de fleurs. Eeailles involuecrales

externes lancéolées, longuement arristées . . . £Finae

: sl glqlmusculuq (Klt) Borbas.

23 b. C‘Vme capltuhforme, dense ou composée de glomérules, jamais

fourchée. Ecailles involucrales externes, ovoidal-laneéolées ou ovo-

idales, mucronées ou arristées . . . . syinG Bl Bliens: - &

24 a. Ecailles involucrales brunes foncées, émargées, termindes brus-

quement en une arriste de 3—6 mm . D earthusiunorum L.

24 b. Ecailles involucrales rougeatres ou brunes, acuminées ou muecro-

nées, jamais émargées . 2 . 25

25 a. Qalice ayant plus de 15 mm. Dcallles 1nvolucmles e\telne plolon-

gement acuminées, plus petites que celles mtemes terminées par

un mucron. Capitules multiflore (15—50) ..D. giganteus D’ Urv.

25 h. Calice sous 15 mm. Ecailles involucrales 111terne% et externes con-

formes, terminées brusquement en un mucron. Capitules pauci-

flores (jusqu’a 15 fleurs) . . . : D. pontederaec Keri.
26 a. Lamine des pétales fimbrié- dwmee, Jusqu a laeérée, rarement peu
crénelée ou presque entiére . . . iR s BT
26 b. Pétales au bord denté ou falblunent crenelc PR Ry B e, 29

27 a. Lamine des pétales, a beu pres jusqu’a la base, fimbrié-divisée,
blanche ou rose, aymt a la base des poils lilas. Feuilles larges dc

310" "mm » Y cetoa e Rt e o)) superl)us L.
27 b. Lamine des pgtales funbnee tout au plus ]quu a la moitié. Teuil-
les larges jusqu’a 3 mm . . . . Cein v OO0

28 a. Plantes glauces (bleuatres- Veloutees) Dent% du cahec Lomtes rondes
obtuses. Lca,uleb involucrales non arristées, courtement mucronées

! £ .« . . . D. serotinus W. et K.

28 b. Plante\ Verteq nen glauce%centes Dents du calice arristées. Eeailleg
involucrales contractées dans une arriste longue de 1 — 4 mm
st D.  kitaibelii  Janka
29 a. Pétales )dle ]aunatres A i, LEAIlN T SLGMHRSRIE 30
29 b. Pétales rouges, sanguin ou carmin- hlas P |
30 a. Calice de 20—27 mm. Pétales larges de 9 mm. Nervures des feuil-
les distinctement proéminentes sur la partie inférieure de la lamine

W oL mold i el bive el it ideSesininster ey pallens; Sibth. et Sm.

30 h. Calice de 27—33 mm. Pétales larges de 4,5 mm. Nervures des feuil-

les non proéminentes sur la partie inférieure de la lamine . . .
o bk ey v e Do leptopetalig Wl]ld
31 a. Feullles larges de 0,5—1 mm, sétacées et rigides. Plantes touffues,
petites, gris souris glauce R . . . D. nardiformis Janka

31 b. Feuilles plus larges, jamais setacees eb rigides = ol T L L0 02

32 a. Tiges de 30—50 cm, ramifiées & la partie superieure. Calice habi-
tuellement vert, rarement rougeatre . . . . : TheteN - 1
32 b. Tiges de 10—20 e¢m, non ramifiées. Calice pourpre fonce S s
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33 a. Feuilles linéaire-lancéolées, aigudes, plus larges vers la base. Lamine
des pétales prévue & la partie supérieure de taches différemment
COlOTIdes SRR s1i by -+ D. eallizonus Schott et Kotschy

33 b. Feuilles de regle linéaire-spatulées, plus larges vers le sommet,
Lamine des pétales non maculée sur la partie supérieure S
SRR R I e auiiy qldelalis o dfaenke

3% a. Plantes -+ rugueuses, pubescentes. Ecailles involucrales égalant la
moitié du calice ou plus courtes. Racine non épaisse. Lamine de
pétales sans de taches foncées & la base . . . . . . . . . . . 35

34 b. Plantes glabres, tout au plus les feuilles aux bords rugueux. Kcailles
égalant le calice, parfois un peu plus courtes. La base de la lamine
des pétales avec des taches foncées qui §’unissent et forment une
ligne zigzaguée. Racine fusiforme épaisse D. guttatus M.B.

35 a. Beailles involucrales du calice 2, elliptiques et arristées, d’habitude
plus courtes que le calice, rarement I’égalant D. deltoides I..

35 b. Ecailles involucrales du calice 4 — 6, égalant la moitié du calice . 36

36 a. Fleurs courtement pédicellées, réunies en 2 faisceaux terminaux
pauciflores, avec 2—8 fleurs. Ecailles externes membraneuses 3 la
base, contractées au sommet dans un sommet herbacé . . . . . :
D. collinus W. et K.

36 b, Fleurs habituellement solitaires ou & raison de deux, disposées au

- sommet de la tige et des branches, formant une panicule rare. Ecail-
les coriacées, contractées & la base dans un court sommet subulé
-t GV nRE i CLEIGEGE Ho 0100 B canipestris MB.
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 CYTOTAXONOMIC INVESTIGATIONS REGARDING
TWO ENDEMIC SPECIES IN ROMANIAN FLORA

BY

AURICA TACINA

The paper presents the observations made on two species of endemic plants be-

longing to the family Ranunculaceae : Hepalica transsilvanica Fuss. and Aconilum
lasianthum (Rchb) Simk. The two species were analysed in some populations in

Bucegi and Piatra Craiului massifs.

Hepatica transilvanica Fuss. has a diploid set of chromosomes (2n = 16) among

which 4 pairs are metacentrical (1, 4, 6, 7) and 4 pairs submetacentrical (25:3;.5;
8). The pairs 1, 2, 4 and 5 have satellites. The karyotype of the species Hepalica
lransilvanica Fuss. was made and analysed for the first time.

Aconitum lasianthum (Rchb.) Simk. has the chromosomial complement of 2n = 16.

The pairs of chromosomes 1 and 5 are metacentrical, 1, 2, 6, 8, submetacentrical

and 3,4,7 acrocentrical. The analysis of morphotaxonomical statistically checked

and karyological characters supports the ascription of this taxon as an indepen-

dent species, endemic for the Romanian Carpathians. g

The investigations refer to two endemic taxa in the Romanian flors

belonging to the family Ranunculaceae : Hepatica transsilvanica Fuss.
and Aconitum lasianthum (Rchb.) Simk.
! The genus Hepatica Mill. is represented in the flora of our country
[4] by two species Hepatica nobilis Mill. and Hepatica transsilvanica Fuss.
The endemic species Hepatica transsilvanica is of a special interest in
the investigations carried out by us. This taxon represents an element
of the mountains, having a limited area in the Romanian Eastern, South-
i and Western Carpathians [6].

The genus Aconitum L. is represented in the Romanian flora [2]
by 19 species in the sections : Anthora DC., N apellus DC., Cammarum
DC. and Lycoctonum DC., Aconitum lasianthum (Rehb.) Simk. of the
section Lycoctonum DC., represents an interesting endemic taxon in our
investigations. It populates the rocky or covered with grass mountains
or the hilly region of the Carpathians in Romania (Bastern, Southern,
Western Carpathians) [6].

MATERIAL AND METHOD

The investigations were made on some populations of Hepatica
lranssilvanica (Fig. 1) and Aconitum lasianthum (Rehb.) Simk. (Fig. 2)
in the Bucegi and Piatra Craiului massifs. The materials were the meristems
and root apexes of the plants belonging to the two species investigated.
The pretreatment was made with colchicine 0.1 %, the fixation in a
mixture alcohol-glacial acid 3 :1. The hydrolysis took place with HCL IN
at 60°C, followed by staining with the Schiff reagent.

REV. ROUM. BIOL. — BIOL. VEGET. TOME 25, N@ 2, P. 117—~120, BUCAREST ,1980
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The examination of squash samples was made with a microscope
MC,, and the micrographs were obtained at a direct reading (400 X).

Fig. 1. — Hepatica transsilvanica ¥uss.
~ Cumpitul (Sinaia)

Fig. 2. — Aconitum lasianthum (Rchb.) Simk. — Piatra Arsa
(Bucegi).

RESULTS AND} BiSCUSSICNS
1. HEPATICA TRANSSILVANICA FUSS.

A vzluable study on the taxon Hepatica transsilvanica and the
Anemons of section Hepatica Mill. was carried out by E. Pop [5]. Based
on a detailed analysis of the morphological, anatomical and karyological
characters of the two species : Hepatica nobilis Mill. (Anemone hepatica 1..).

Fig. 3

Fig. 4

1 2 3 4 5 7

Figs. 3, 4. — Metaphases with a diploid set of chromosomes 2n
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Tigs. 5, 6. — Metaphases with a set of chromosomes 2n = 16.

CYTOTAXONOMIC INVESTIGATIONS ON TWO ENDEMIC SPECIES 119

v

and  Hepatica  transsilvanica  Fuss. (Anemone transsilvanica (Fuss.)
Heuff.), the presentation of the taxonomical position as well as of the
relationships between the two taxa was possible.

The karyological investigations carried out by us on the taxon
Hepatica transsilvanica corroborate the basic number (n = 8) established
by E. Pop [5]. Based on the analysis of chromosomes morphology, we
could establish the karyotype of this species for the first time. It is formed
of eight pairs of chromosomes (Figs. 3, 4) among which the pairs 2, 3, 5, 8,
of submetacentrical chromosomes. In pairs, 1, 2, 5, 6, we remark the pre-
sence of secondary constrictions. We notice that the aspect of the karyo-
type in species Hepatica transsilvanica is symmetrical, primitive, denoting
in the present case the age of the taxon in discussion.

In Flora Europaea it is wrong given the diploid set 2n =28 for
Hepatica transsilvanice ; this is probably due to the confusion between the
endemic taxon Hepatica transsilvanica and Anemone angulosa Lam. [5].

The basic number (n =8, 2n = 16) is characteristic of the species
Hepatica transsilvanica and, besides the other morphotaxonomical cha-
racters, is a serious argument to support the idea that the species Hepaiica
transsilvanica is not in direct relationship with Hepatica nobilis Mill.,
where n =7 [5], [7]. Although between the two analysed species we
notiee characters of similitude, the existing. differences, among which,
the karyological ones too, confirm some direct relationships.

At last, we may assert that the species Hepatica transsilvanice is a
diploid species (2n =16), an isolated palecoendemism not only spatial
(the areal being restricted to the Romanian Carpathians) but also morpho-
logical and phylogenetical, whose correspondent taxon is Anemone henry
Oliv. and not Hepatica nobilis Mill. [5].

2. ACONITUM LASIANTHUM (RCHB.) SIMK.

Among the species belonging to the section Lycoctonum DC., special
attention was paid to the endemic species Aconitum lasianthum. In some
papers on the Romanian flora [8], Aconitum lasienthum is synonymous
with Aconitum vulparia (Rehb.), within the same section. The careful
analysis of the two taxa points out that although they have a number
of similar characters, Aconitum lasianthum still has some morphotaxonomi-
cal features of clear differentiation from Aconitum vulparia such as:
rich pilosity in the inflorescence, perianth and fruit (spreading villous
ones) including peculiarities of the helmet and the length of stigmata.

In order to point out the morphotaxonomical characteristics of the
two species (Aconitum lastanthum and Aconitum vulpariea ) we analysed
the relationships between the length and breadth of the helmet as well
as the length of stigmata, determining the significance of the difference
by analysing the variance (the Fisher test ). As the value of empirical I
(F' = 41.03) for the relationship between the length and breadth of the
helmet exceeds the theoretical value F at o 19, (F = 7.35), we may afirm
that the difference between the analysed species, regarding this
character, is distinetly significant.

We also applied the calculation of the signification of the difference
(t est I¥) to the length of flower stigma of the two species (Aconitum lasian-
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thym and Aconitum vulparia ). In this case, the value of empirical. I’
(£'=68.00) exceeds the theoretical value ¥ ato 1%, (F=7.33). Therefore,
the difference between the analysed species is distinctly significant with
respect to this character.

Therefore, the two morphological characters, statistically and quan-
titatively analysed, acquire a qualitative diagnostic value significant from
a taxonomical point of view.

From a karyological point of view, for the genus Aconitum L., the
basic number is (n = 8) [1], [7]. ;

Our karyological investigations carried out on the species Aconitum
lasianthum pointed out the fact that the diploid set is 2n = 16 (n =8),
a number that confirms the literature data [1], [7].

The chromosomial complement analysed on this occasion is made of
eight pairs of chromosomes (Figs. 5, 6) among which the pairs 1, 5 are
metacentrical, 2, 6, 8, submetacentrical and 3, 4, 7, acrocentrical *.

The presence of acrocentrical chromosomes in the chromosomial
complement of species Aconitum lasianthum represents a character of
primitivity, an evidence of the early differentiation of the species.

The morphotaxonomical data whose statistical value was checked
by the analysis of variation (the F test) with the karyological study of the
species Aconitum lasianthum, justify its maintenance as an independent
species in the Romanian flora.

Acknowledgements. We are grateful to Prof. Tr. I. Stefureac for the assistance in
the elaboration of this paper.
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* Our investigations, based on the same methodology, are forthcoming for the species
Aconitum vulparia Rchb. too.

iNFLUENCE DE LA NUTRITION AZOTEE NITRIQUE
SUR CERTAINS PROCESSUS PHYSIOLOGIQUES
CHEZ LES PLANTES DE TABAC

PAR

C. VOICA

This paper shows some nutritional aspects of tabacco plant, especially the influence
of nitrogen upon plant growth, the accumulation of net nitrogen and protein
substances as well as some aspects about the plant capacity to recover from the
lack of nitrogen after a period of twenty days.

L’azote représente sans doute I'un des éléments absolument néces-
saires pour les plantes.

I1 est absorbé par les plantes sous différentes formes et réduit ensuite
jusqu’a la fonction NHy, utilisée pour la synthése des acides aminés.

Dans nos expériences nous avons essayé d’¢lucider si les plantes de
tabac peuvent surmonter le defficit d’azote pendant les premiers 20 jours
d’expériences ou apres.

Nous avons tenu compte de quelques processus physiologiques chez
les plantes ayant regu de ’azote tout le temps, chez les plantes qui n’ont
pas recu d’azote et chez les plantes qui ont reeu de ’azote un certain
temps (au début ou en fin d’expériences).

MATERIEL ET METHODES

Les expériences ont été effectuées sur des plantes de tabac de la
variété SPAKA cultivées dans des cristallisoirs contenant de la vermiculite
humectée d’une solution minérale nutritive d’Arnon dont on a supprimé
Pazote les premiers 20 jours (9—28 mai 1979) pour la moitié des plantes.

Apres 20 jours nous avons divisé chaque lot en deux groupes, ayant
finalement les variantes suivantes :

Vish — 4%
Vool o N
N~ N
Vi 45BN

Nous précisons que la vermiculite a été purifiée avec du HCI et
lavée plusieurs fois & ’ean distillée.

Les graines ont germé dans des boites Petri et, aprés germination,
les plantules ont été repiquées dans du sable ou elles ont été maintenues
Jusqu’au moment ot elles atteignirent une hauteur d’environ 3 cm.
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Alors les plantules ont été retirées du sable et mises dans des cristal-
lisoirs contenant de la vermiculite. Une seule plantule a été introduite
dans ehaque vase. Les variantes ont été répétées a quatre reprises.

Les plautes ont été cultivées en laboratoire 3 lumiére naturelle.

Nous avons étudié 'influence exercée par la nutrition azotée sur la
crolssance de la surface foliaire, la hauteur des plantes, la quantité de
substance fraiche et séche, la quantité de chlorophylle, la quantité d’azote
totale et de protéine brute.

La quantité de chlorophylle a été déterminée par la photo-électro-
colorimétrie en utilisant un filtre, de couleur rouge et ’azote total et la
protéine brute en utilisant la méthode de Kjeldahl.

RESULTATS :
A. INFLUENCE DE LA NUTRITION AZOTEE NITRIQUE SUR LA
CROISSANCIEE

1. La hauteur des plantes

Les données relatives & ’influence de la nutrition azotée sur la hau-
teur des plantes sont inserites dans la figure 1 ot ’on remarque que les
plantes les plus hautes sont celles qui ont recu de I’azote tout le temps ef
les plus petites celles qui n’en ont recu du tout.

22 A 2
20 +
4
B} 2 N
Z N
; 16 ZR
2 Z - §
M 8 UZ=y N
S ’ /:? §
o2 N =\
% : N Z=
=210 2 2E\ %
3 1 Z=
S 8 Z:§ N
8 : Z=
0 N ’E §
5 Z= N
= 12 Z= N
57 N N
= 22\ N
Z N
Z N
7 v Z=\ e
16V 26Y v K7 7y
I'ig. 1.— Influence de la nutrition azotée sur la croissance des plantes
de tabac. 1. — — N; 2. + 4 N; 3. + — N; 4. — -+ N.

On remarque aussi que les plantes qui ont recu de azote pendant
les premiers 20 jours de expérience sont bien plus grandes que celles qui
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ont regu de ’azote pendant les derniers 20 jours, bien qu’on y voit un
revirement en comparaison des plantes cultivées tout le temps sans azote.

2. La surface foliaire

Nos données relatives a I'influence de la nutrition azotée sur ’augmen-
tation de la surface foliaire (fig. 2) montrent généralement un comporte-
ment analogue & celui de la hauteur des plantes. Les plantes ayant recu
de I'azote sans interruption ont la surface foliaire la plus grande ct les.
plantes de la variante — — N ont la surface foliaire la plus petite.
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Fig. 2. — Influence de la nutrition azotée sur augmentation de la surface foliaire des plantes-
de tabac. 1. — — N; 2. 4+ 4+ N; 3. + — N; 4. — 4 N.

1]
3. La quantité de substance fraiche et séche

En ce qui concerne la quantité de substance fraiche et séche accu-
mulée dans les différents organes, on peut voir d’aprés les figures n° 3
et 4 qu’elle est plus grande chez les plantes de la variante 2 qui ont recu
tout le temps de ’azote que chez les plantes de la variante 1 qui n’ont
pas regu d’azote.
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Entre les deux autres variantes les différences ne sont pas trés
grandes.
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B. INFLUENCE DE LA NUTRITION AZOTEE SUR LA TENEUR
EN CHLOROPHYLLES

- Ainsi qu’on peut voir dans la figure n° 5, la quantité de chlorophylle
a b, a et b a des valeurs plus grandes chez les plantes de la variante 2
en comparaison des plantes d’autres variantes. Les valeurs les plus petites
se trouvent chez les plantes de la variante 1, qui n’ont pas recu d’azote.

5 INFLUENCE DE LA NUTRITION AZOTEE NITRIQUE SUR LE TABAC 125
Ffig. 5. — Influence de la nutrition
azotée sur la quantité de chlorophylle
dans les feuilles.
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C. ACCUMULATION DE I’AZOTE TOTAL ET DES SUBSTANCES PROTEIQUES

Les données relatives & 'influence de la nutrition azotée sur la quan-
tité d’azote total et de substances protéiques sont inscrites dans les figu-
res 6 et 7. On remarque que ’azote se trouve en quantité plus grande chez
les plantes de la variante 2 que chez les autres variantes. La plus petite
quantité d’azote total se trouve chez les plantes de la variante 1. Chez
les plantes de la variante n° 3 on voit une croissance de Paccumulation
de I’azote total par suite de administration d’azote dans le milieu de cul-

f

7
€ 3 I
:\; Iig. 6. — Influence de la nutrition azotée
L, sur la quantité d’azote totale.
N,
>
\':
2

7l
=

0 1 ( s s e

==y ++ N +=-N  —~ 4N

ture. Chez les plantes de la variante n® 4 qui ont recu de l’azote seulement
les premiers 20 jours, la quantité d’azote total decroit mais elle reste plus
grande face & la quantité d’azote trouvé chez les plantes de la variante
n° 1 qui n’ont pas recu d’azote.

+ La quantité de substances protéiques (fig. 7) évolue d’une maniére
semblable a celle de la quantité d’azote total.
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, Fig. 7. — Influence de la nutriticn . it 1 . 3
azotée sur la quantité de protéine  onb acquis une quantité d’azote total qui s’approche de la quantité d’azote
% brute. total trouvée chez les plantes de la variante 2.
e D’aprés nos résultats et les résultats d’autres chercheurs [1-—4]
3 on peut conclure que les plantes de tabac peuvent surmonter partielle-
. ment le déficit d’azote maintenu un certain temps (dans nos expé-
3 rienees — 20 jours).
< 20t
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Dans nos expériences nous avons essayé de mettre en évidence I'in-
fluence de 1’azote sur quelques phénomeénes de croissance, a savoir la hau-
teur des plantes, la surface foliaire et la quantité de substance fraiche
et seche.

Nos données au sujet de la hauteur des plantes et I’augmentation
de la superficie foliaire prouvent que les plantes de la variante sans azote
croissent moins par rapport aux plantes qui ont re¢u de 1’azote.

Entre les plantes qui ont re¢u de ’azote les premiers 20 jours et
les plantes qui ont regu de 1’azote pendant les derniers 20 jours il y a une
différence de croissance, pas trop grande, en faveur de ces derniéres.

En ce qui concerne ’accumulation de substance fraiche et seche
pour différents organes et pour les plantes entiéres, les résultats obtenus
montrent une accumulation plus grande chez les plantes qui ont regu
de ’azote tout le temps. On remarque aussi que les plantes qui ont regu
de ’azote pendant les derniers 20 jours sont capables de se redresser eb
atteignent des valeurs trés proches de celles des plantes qui ont regu
de ’azote tout le temps. Les plantes de la variante qui a regu l'azote
pendant les premiers 20 jours seulemens, ont des valeurs plus faibles.

Nos resultats sont en général semblables avec les résultats obtenus
par d’autres auteurs, tels Coic Y. et ses collaborateurs [1, 2], Chauteau J.
[3, 4] et d’autres.

On peut expliquer ces résultats par une activité photosynthétique
plus grande chez les plantes qui ont re¢u de I’azote tout le temps d’expé-
rience en comparaison avec ceux qui ont été privées d’azote une période
de 20 jours ou bien tout le temps.

La teneur en chlorophylles des feuilles des différentes variantes
(fig. b) vienne soutenir cette hypothése. On remarque que les plus grandes
quantités de chlorophylle se trouvent chez les plantes de la variante 2.

Les résultats concernant ’accumulation de 1’azote total nous mon-
trent que les plantes cultivées sans N les premiers 20 jours et qui en ont
recu aprés ces 20 jours ont surmonté le déficit d’azote et finalement elles
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. . MARINE PHYTOPLANKTON PHOTOSYN THESIS
IN THE OFFSHORE ZONE OF CONSTANTA (BLACK SEA)
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DURING JUNE-DECEMBER 1978
BY

ALEXANDRU S. BOLOGA *, PETRE T. FRANGOPOL **, MARIA FRANGOPOL, #*
£ and IANCA STANEF #x ey

The marine phytoplankton photosynthesis data in the offshore zone of Constanta
" on the Romanian Black Sea coast, obtained during June-December 1978 by means
of the *C method using the liquid scintillation counting, are presented. The values
ranged between 4.68-66.92 mg ¢ m—3 day™ (December) and 71.28 —1,162.80 mg
G m™ day™t (July).

The photosynthetic activity of plant organisms, the algae included,
allows the accomplishment of primary production (productivity). Primary
production differs essentially from the other bioproductive modalities by
the fact that it represents the very transformation of mineral substances
into organic matter with the expenditure of a definite quantity of energy.
Aécording to the definitions of the gross and net photosynthesis rates,
gross primary production represents the gross rate of photosynthetic acti-
vity before any correction for respiration, while net primary production
means the net rate of synthesis of the organic components of the plant
tissue ; both are expressed in mg(g) C m~*hour or mg(g) ¢ m “2day 1.
The primary product or standing crop is the instantaneous value of the
living vegetal matter in the aquatic medium and it is expressed in organic
carbon on surface unit (mg(g) C m~2) or volume unit (mg(g) C m™3) [15].
: The notions of primary production and productivity generally
designate the same concept. However, production is considered to mean
the real rate, while productivity is understood as the maximum possible
rate in the same water mass in ideal photic and hydrological conditions [61;
respectively, production = quantity of substance produced in time unit
on surface (or volume) unit — P, and productivity = ratio between pro-
dyetion and an element of the productive ecosystem : biomass B, or free
energy S [8]; or, ina very concise conception, production as reported to
the main agents which determine it constitutes productivity. i

.. The methodology for estimating planktonic primary productivity
offers numerous techniques [11,[9],[16], with various degrees of applica-
bility, among which the C method is preferred at this time in most of
the; major aquatoria. As a result of the introduction of the C method in
the Romanian planktonological research [2], the study of marine phyto-
plankton photosynthesis and planktonic primary productivity, respec-
tively, was continued in the offshore zone of Constanta during June —
December, 1978. v
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MATERIAL AND METHOD

Phytoplankton samples were collected every month in the eastward
section of Constanta (44°10'N) at 5 stations (1 =1 nam., 2 =5 n.m,,
3 = 10 n.m., 4 = 20 n.m., 5 = 30 n.m. offshore) from surface water (0 1m).

The 1C method [14] was used, by liquid scintillation counting [7],
according to the in situ “simulated” variant. Light (2 of each sample)
and dark (1 of each) bottles containing phytoplankton were inoculated
with 1 ml NaH™CO, solution (of indigenous origin *) and introduced into
a basin with continuously circulated water, exposed to natural illumina-
tion. For each sample, 25 uCi (= 925 kBq) NaH"(CO, were used. Experi-
ments on photosynthetic assimilation developed during the second half
of the day, between the culmination and the sun set. At the end of the
exposure period (6—8 hours), the samples were not fixed before filtration.

The content of the bottles was filtered at attenuated light, in vacuum,
on membrane filter Millipore HA 04700 (@ = 0.45 p) without any final
washing.

The filters with the radioactive phytoplanktonic residue were pre-

served in Packard polyethylene vials — with a previously determined low |

background —and their activity measured after the following prescrip-
tion : 3 ml dioxan (for the solubilization of filters) and 5 ml Unisolve®¥)
liquid scintillator.

The measurements were carried out after 24 hours at +5°C with
a Packard Tri-Carb spectrometer model 3385. The counting efficiency
was 859%. Background and quenching corrections were applied to the
obtained results.

Computation of planktonic primary productivity values was carvried
out after Burkaltseva’s formula [3]. In order to determine the total in-
organic carbon content of the sea water,from the modalities of establishing

€0, concentration in the water — dosage, calculation or arbitrary value —

the dosage by total carbonic alkalinity analysis was chosen to be used {17].
The measurement values of the dark (control) bottles were neither sub-
tracted from the photosynthetic assimilation values, nor calculated as
percentage of the latter, but considered as such [13].

RESULTS AND DISCUSSION

The determination of marine phytoplankton photosynthesis w a5 |

earried out with the control of light and temperature (table 1).

The results on planktonic primary productivity during June-De-
cember, 1978, comprise values between 4.68—1,162.80 mg ¢ m™ day 4,
respectively between 62.44—739.34 mg C m=® d~ (June), 71.28 —

—1,162.80 mg Cm~2d! (July) , 44.80—357.00 mg C m2d (August),

38.48 —152.44 mg Cm-=3d1 (October), 17.17—358.11 mgCm= d™*
(November) and 4.68 —66.92 mg C m > d~* (December) (table 2).

* Institute for Physics and Nucl(@r Engineering, Magurele — Bucharest.
* Unisolve Koch-Light Lab. Ltd., a universal liquid scintillator, patented, ready
prepared, a cocklail specially used for aqueous samples.

MARINE PHYTOPLANKTON PHOTOSYNTHESIS
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Table

The experimental conditions during the marine phytoplankton photosynthesis determinations in the offshore zone of Constanta
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Values of marine phytoplankton photosynthesis in the offshore zone of Constanfa during June-December 1978 (mgCm™—3%d—1)
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It follows from the results, which are both spa’oially_ and temporally
variable, that the highest value of the primary productiylty'was recorded
in July at station 2—1,162.80 mg C m~3 d*; this value is higher as com.-
pared to the vwper limit of the primary productivity within the
stretch of Constanta-Agigea in the same month of the previous year
— 825 mg Cm=-3d-! [2]. The lowest value was recorded in December ab
station 1 — 4.68 mg C m~2d 1. The development of the photosynthetic
assimilation and the implicit primary productivity, which is maximum
in summer (July) and minimum in winter (December), follow in close
correlation the evolution of the environment agents, e.g. light and tem-
perature : July = 62,163 lx, 24°C; December = 25123 1x,  119C: :

As specified, the results so far obtained by the C method in front
of the Romanian coast refer only to the upper layer (0 m) and, therefore,
are expressed in volume units (m3). However, the values obtailned on the
water column (m?), in different areas of the Black Sea during é&uglus_t-
October [11], are comparatively shown : 700 —1,200 mg Cm=—=d in
the coastal zone (bays), in the north-western region of the Blazc.k Sea and
by the side of the Danube river mouths ; 300—600 mg € m~ d~ in the
zone of the rotational currents, in the open sea and by the side of the
Kertch Strait; 50200 mg C m~2d! in the centers of the eastern and
western halistatic zones and near the east coast by the side qt Bz.btuml.
According to the data on the primary productivity distribut-mn in the
Black Sea as obtained during August-October, 1961 [12] and in Septem-
ber, 1964 [6], which indicate 5 productive levels — 1,000, 500—_1,0005
200—500, 100—200 and 50 mg Cm 201 — the primary production of
the north-western region of the Black Sea, inch19dmg the Romanian coastal
Wwaters, is ranging between 500—1,000 mg C m d =, with higher values in
the shallow coastal waters of the northern extremity of the httoral:

The interpretation of the results of 1978 requires a comparison be-
tween the main hydrological factors which influence the development of the
marine phytoplankton, especially the thermal regime, the saline regime
and the P—PO, concentration in the reference Yyears 1961 [12] and 1964
[6] as compared with 1978 (table 3).

Table 3

Annual mean values of temperature, salinity and P—-PO,
concentration in_the eastward section of Constanta (30 nm)
at surface (0 m) (cf. [4], [10], [18])

‘ bt Praapo
A o | <
Yeat G E S* 80 [’ (mg 171
|
i
1960 12.50 | 15.39 7 4%
1964 13.:82 16.39 3.6
1978 1.3 15.93 12.3

* P — PO, measured only in the shore area.

As it follows from the dynamics of the annual mean values of the
physico-chemical parameters examined in the offshore zone of Oonstanpfa.,
there is stability in the thermal and saline regime [4], [10], [18]. But in
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contradistinetion with these Lactors, an increase in P—PO, concentration
was noticed in this zone, too. However, this P—PO, enrichment did not
determined a proportional increase in planktonic primary productivity
in the offshore zone of Constanta, at 0 m, within the stretch of 30 n.mn.
from the shore ; nevertheless, the data of 1978 attest the eutrophic feature
of the mentioned sector.

CONCLUSIONS

1. Measurement of 14( was improved ag compared with our previous.
measurements by using dioxan and Unisolve liquid scintillators.

2. For a more accurate calculation of primary productivity, the total
inorganic carbon content of sea water was measured.

3. Primary productivity level in the offshore zone of Constanta
during June-December, 1978, ranged between 4,68 —66.92 mg C m3day 1
in December and 71.28 —1,162.80 mg Cm~* day ! in July.

4. Primary productivity values show both spatial and seasonal vi.-
riations during the period investigated.

5. The data on planktonic primary broductivity attest the eutrophic
feature of the offshore zone of Constanta from the Romanian Black Sea.
coast.
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THE MICROPROPAGATION OF VITIS VINIFERA L.
I. THE INDUCTION AND CHARACTERIZATION
OF CALLUS FROM TISSUES OF SOMATIC ORIGIN

BY

AURELIA BREZEANU, MARGARETA I0RDAN and ANA ROSU

The possibilities for initiation and growth of the callus, in vilro, from explanis.
of somatic origin are presented in the paper, considering 5 cultivars of Vifis
vinifera L., aiming at using it in the experiment of cellular cloning. The cx-
plants of various origins show differentiated capacities to initiate callus, Positive:
results were obtained on Linsmaier and Skoog nutrient media and variants of the
medium Murashige and Skoog which contained 2,4—D in a proportion of 1mgj,
BAP between 0—0.10 mg/l and TAA between 10—20 mg/l, and for growlh on
the Linsmaier and Skoog medium with a double quantity of kinetine and on the
Murashige and Skoog medium to which 2,4—D was substituted with 2 mg/l NAA
and the quantity of IAA was increased as far as 20 mg/l. The calli obtained
show morphological heterogeneity irrespective of cultivar, medium, explant
origin.

One of the important directions in biological research, where the
technique of plant cell and tissue culture has a wide application, is the
vegetative multiplication of many species of plants. The advantage of
this method as compared to the conventional ones (cuttings and graftings)
consists in the possibility of rapid in mass cloning of healthy plants, free
of viroses, with well-preserved genetical characteristics. Among the ways to
multiply the plants by means of cell and tissue cultures, the following are
frequently used : bud culture, meristem culture and plant regeneration
by organogenesis and somatic embryogenesis. Among these possibilities,
the somatic embryogenesis presents the advantages of obtaining a large
number of plants starting from a reduced quantity of callus because of the
plant cells capacity to be totipotent.

Up to the present, Murashige [13] described the possibilities to
perform the somatic embryogenesis starting from the cells of calli of
various origin, for about 30 species of Dicotyledoneae and some Monocoty-
ledoneae.

The information regarding the possibility to induce the somatic
embryogenesis in Vitis vinifera L. is scarce and relatively recent [7]—[11].
The first experiments of multiplication in vitro of this species had in view
the obtaining of plants starting from superficially sterile buds grown in
aseptical conditions in gelled nutrient medium [5], [6]. The method was
intended to obtain vegetal material free of viroses, by thermal treatment,
which must assure the preservation of a collection of healthy plants and
their rapid multiplication by cutting in sterile conditions, followed by a
transter in the field of the obtained clones.

‘REV. ROUM. BIOL: — BIOL. VEGET., TOME 25, NO 2, P, 135~ 142, BUCAREST, 1980
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Later Favre [2], [3] described for a hybrid clone of V. ripria and
V. rupestris, the possibility of cauline buds neoformation, capable to
differentiate a new plant from mesophyll and petiole explants originating
from plants grown in vitro.

_In the same period of time Hirabayashi and collab., [8] obtained
the simultaneous differentiation of roots and structures similar to the
cauline buds, starting from a callus initiated from the anthers of V. thun-
bergii. These two organs were, however, at a distance in various areas
of the mass of callus and did not have the possibility to regenerate a whole
plant.

Recently Krul and Worley [9] have succeeded to obtain the differen-
tiation of adventive embryos, starting with & callus from somatic origin
explants of V. species, Seyval cultivar, which regenerated completely
differentiated plants, with morpho-functional and genetical, well preserved
characteristics.

The results obtained by Krul and Worley were of real interest both
for the contribution brought in the development of fundamentel infor-
mation concerning the micropropagation by somatic embryogenesis in
plants as well as for the applicative aspects.

Our investigations carried out in this respect were intended to test
the possibilities for vegetative multiplication of some valuable varieties of
vine, widely cultivated in our country, using nonconventional techniques,
as well as their advantages.

The paper presents the preliminary results that refer to obtaining
a callus from somatic tissues of various origin, its growth and morpho-
logical characterization in view of using it in the cloning experiments.

MATERIAL AND METHOD
' Shoots of about 15 em length, belonging to the cultivars : Feteasca
regald, Riesling italian, Coarnii neagrii, Ananas and Americana, were
collected during the vegetation period in 10 successive stages between
March and November. A
Fragments of tissues of somatic origin including stem axes (node and
internode regions), leaf, petiole, tendril, axilary buds, inflorescence and
buds in the first weeks after pollination (Pl. 1) were used for inoculations.
The material was superficially sterilized by rapid diving into absolute
ethyl alcohol (3—10 seconds), washing in bromocete 1 9% by shaking for
15—20 minutes (according to the type of tissue), rinsing for a short period
(3—10 minutes) in ethyl alcohol 70 9% and by repeated rinsings in
sterile distilled water (by continuous shaking) for 30 minutes. ;
After sterilization explants of 1 mm thickness and 2—5 mm diameter
were collected for inoculation.

For callus initiation the standard nutritive media were used, e.g.

B; [4], White [16], Murashige and Skoog [4], Linsmaier and Skoog [16]
as well as the Murashige and Skoog (1962) medium modified by a supple-
mentation with 2.4—D (1mg/l), BAP (0—0.1 mg/l), TAA (1—30 mg/)*.

* 2.4-D — dichlorophenoxy acetic acid; IAA-u-indolyl acetic acid; NAA -a-naphthyl
acetic acid ; BAP — benzyl amino purine. . i

THE MICROPROPAGATION OF VITIS VINIFERA 137

Plate 1. — Diagram of the main categories of organs from which explants for
inoculation were taken.

3~ c. 2408




138 AURELIA BREZEANU, MARGARETA IORDAN, ANA ROSU 4

For callus growth and maintenance in cultures in vitro, 10 variants
of the Murashige and Skoog (1962) and Linsmaier and Skoog basal media,
with hormonal modified composition were tested.

The incubation was made at temperatures of 27°C and at the varia-
tions of the luminous intensity of 3,000 and 5,000 lux for 16 hours daily.

The microscopic analysis of the callus cells was made in parallel
on fresh material in direct. light and phase contrast and on a material
fixed at the scanning electronic microscope.

RESULTS AND DISCUSSIONS

— The initiation of callus from emplants of various origin. The expe-
riments carried out lead to the remark that in case of the species under
study, there is the possibility to obtain callus from all types of the plant
tissues (PL. 1) but, among the various categories of organs there ave sig-
nificant differences both as regards the speed of initiation and the inten-
sity of proliferation. The stem explants taken from both the nodal region
and the internodal one, the petiole ones, tendril and floral axes, are rapid-
ly initiating a callus, the cell proliferation being pointed out only aftor
3—5 days since inoculation. In the first days a hypertrophy of the ino-
culum occurred followed by the appearance of a white-yellow band sur-
rounding the sectioned zone of 2 mm thickness (P12 A). The cells are acti-

vely dividing and after 12 days they cover the explant and exceed several
- times its initial size (Pl. 2 B). ‘

The callus initiation from explants of foliar tissue is much slower
both as initiation and proliferation speed of the cells. After 15—20 days
since inoculation only 10 9% of the rondels of tested foliar tissue present
isolated isles of proliferation in vein regions. Gradually they cover the
whole surface of the explant. The callus growth is gradually performed and,
in the next stages special problems of maintaining it in the culture are
risen. - s
The explants of axilary buds, inflorescences and fruit, manifest an
intermediary position. A viable callus is obtained from them ; it does
not degenerate even after repeated passages but the growth speed is
much slower.

As regards the nutritive media used for the initiation of callus, in
a first stage the standard Bs, White, Murashige and Skoog, Linsmaier and
Skoog media were tested. Among them only the Murashige and Skoog
and Linsmaier and Skoog were satisfactory for all cultivars experimented.

In a second stage 10 variants of media were produced starting from
the Murashige and Skoog (1962) [12] and Linsmaier and Skoog media.
The modifications had in view the hormonal balance and the quantity of
sucrose and to a less extent the vitamins, macro- and microelements.
Among the 10 experimented variants for the callus initiation, very good
results were obtained on two variants of Murashige and Skoog medium
(1962) which contained 2.4-D- 1 mg/l, BAP between 0—0.1 mg/l, IAA
in & concentration of 10 and respectively 20 mg/l.

The calli obtained were periodically transferred at a rate of 3 weeks
on variants of the Linsmaier and Skoog and Murashige and Skoog media
(Table 1). The best results were obtained on two variants of the Linsmaier
and :Skoog medium, namely Linsmaier-Skoog with a double quantity of

-
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kinetine as compared to the standard medium, and Linsmaier-Skoog
with 4 mg/l kinetine and 50 g/l sucrose and on Murashige-Skoog modified

Table 1
The effect of different culture media on the growth of callus
Vi } Sucrose | Vita- | Auxines (mng/l) Cytokinines‘ Effect on o
Ber ©| gl |mins| yAA NAA 24D | BAP K | growth '
Linsmaier- 30 -+ S 2.0 S — 0.5 ++ roots
Skoog i
s —1 30 + — 2.0 — — 10| +4+- roots
” —2 50 + — 2.0 — — 4.0 | +44++
i -3 30 -+ — 2.0 — - 2.0 | +4+
e —4 30 -+ — 1.0 — — 1.0 ++
Mura,shige—
Skoog 30 —+ =X — — = = — —
e —1962 —1 30 -+ 10 — 1.0 01 0.5 | ++ roots
—2 30 -+ 20 — 150, 0.1 0.5 +4+4++
-3 30 + 20-° 2.0 — 0.1t 0,5 ]| 4+ 4| roots
—4 30 -+ = — — 0.1 5.0 +
—5 30 -+ — — — 0.1 10.0 | +
—6 20 — — — — - e

— : inhibition of the callus growth
+ : weak growth
-+ -+ : satisfactory growth
+ 4+ : good growth
-+ -+ -+ : intensive growth

medium in the same manner with that one used by Krul for morphogenesis
induction, at which 2.4—D was substituted with 2 mg/l NAA and the
quantity of TAA increased as far as 20 mg/l. Other variants of the Mura-
shige-Skoog medium with reduced quantities of vitamins, phytohormones
and 20 g/l sucrose, as well as those in which the quantity of kinetine
varied between 0.5 mg —10 mg/1 (Table 1) did not give satisfactory results.
The attempts of sucrose substitution by glucose or fructose were not
successful. Some authors recommend an addition of natural products such
a8 coconut milk for callus growth [11]. In our experiments the use of
natural extracts was not necessary for this stage. The variants of media
used by us with good results are not identical with those deseribed by
other authors in similar experiments [7] — [9], [11]. The fact that va-
rious authors obtained positive results on various types of media may be
due to the specific requirements of the varieties under experiment, to
the tissues chosen as inoculum or to the combined effects of the two
factors. '

; The morphological characteristics of callus. Morphologically speaking,
i the first stages of initiation (3—5 days), the callus is, in all investi-
gated varieties, like an achlorophyllous mass of cells, white-yellowish,
glassy, friable, surrounding the inoculum (Pl. 2 A). Later, zones of intense
proliferation occur in the central area of this mantle, like some protrusions
(arrow) that assure a substantial growth of the cellular mass (Pl. 2 B).
The histological observations carried out in this stage point out an intense
proliferative activity of the cambial cells of the inoculum, leading to the
callus formation (Pl. 1 — double arrow). Further the mass of the callus
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grows by the participation of the parenchymatic cells including both the
xylo-phloem parenchyma cells and the medular ones. :
The callus microscopic analysis, in the first stages of its initiation,
shows cells with an oval oblong shape, of relatively small dimensions ;
they are under active division (Pl. 2 A). The same aspects are remarked
by an analysis of the cells with & scanning electron microscope. Moreover,
a smooth cellular wall is noticed, a typical character of young cells (Pl. 3B).
After about 20 days since inoculation some morphological peculiarities
' oceur according to the cultivar, irrespective of the type of medium, espe-
§ cially as regards ‘the colour of the callus. These are, however, reduced in
l the following successive stages. There are frequent cases, however, when
the same callus has various areas with different colours, namely a basal
white area in direct contact with the medium, an intermed iary violet area
and the central intensely green region, with a more compact consistence.
- The various colours of the same callus may indicate a differentiated
physiological activity of the cells. The microscopical observations on
fresh cells, from variously coloured areas, come to support this idea. The
} cells from thered-violet regionare the larger ones and are predominantly oval
il oblong. They contain little cytoplasm, a parietal nucleus and large vacuoles
full of pigments that give a characteristic colour (Pl. 3 D). The cells from
| the green area are generally cylindrical or oval, with central nuclei, sur-
‘ rounded by numerous amyloplasts (PL. 3 C). The presence of starch grains
i is characteristic and is pointed out by the specific reaction to the Lugol
(}, solution (changes into bright blue).

i The rest of the callus is made of large cells, oval or round, with large

it vacuoles, parietal nucleus and less numerous starch grains.

it : The calli obtained in this way may be preserved for a long time by

It repeated subcultures on fresh media at intervals of three weeks.

i ; After 25 days of maintaining in the culture on the same medium,

| the callus changes its colour into brown, and the proliferation capacity

‘ ‘reduces. 1

’ | , Using this type of callus as an inoculum gave nonsatisfactory re-
sults. After 5 days since inoculation the necrosis of the callus is noticed.

NS i s D 2

The microscopic analysis pointed out cells in various stages of aging. A [f-‘
small number of cells remained viable. It justifies the impossibility of =
| using them as inoculum for further subcultures. We may therefore consi-
it der that the best moment for subcultures is between 10—15 days since

i the last inoculation.

4 — The effect of phenological phase on the callus initiation. The phy-
siological peculiarity of plant at the moment of explants harvesting is an
important factor in the process of initiation and proliferation of callus.
The experiments pointed out that the callus initiation is possible along the
whole year. However, it was noticed that the speed of initiation and growth
is more rapid in the period of April—May. The samples harvested in sum-
mer time (June—dJuly) are characterized by a capacity of active prolife-
ration of cells, assuring a vigorous growth of the callus (Pl. 2 E). Similarly,

after 3—4 Passages, an abundance of aery roots is noticed (Pl. 2 C)_ In Plate 2. — Successive stages of callus proliferation
case of inoculation in autumn time (October) the callus growth is slower fidndplent gage ot inti_tiatign]S(—S s b e Y
| . o B . . . . =24 i c w), ays since 1noculation ;
I and the I'hlZogenesm 18 eVIdent cven since the fH'St stages Of ceus pr Oth' I C— (Z::ﬁissoo;i[éifxﬁ?n%mf‘rgs ;:?(T)lgnt: hsar;\lzrcrslied in sun{mer time ; The differentiation of aery roots is noticed.

E — Morphological characteristics of callus obtained in spring time after 20 days since inoculation.

!
i ration (Pl. 2 D). D — The general characteristics of callus from autumn inoculum with intense and fast rhizogenesis ;
i
|
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In variants where explants in latent stage were used (February)a
more reduced initiation of callus and proliferation of cells was recorded.
The initiation was produced after a longer period — 20 days. Mention
should be made that this callus, after 2—3 passdges on fresh nutrient
medium, shows a higher speed of growth. We consider that these modifi-
cations may be determined by variations in the content of endogenous
hormones, few investigations being carried out in this field. It is necessary
to analyse if there is any direct correlation between the phenological
phase, the high callogenic potential of explants and the embryogenic
capacity of the callus. An increased embryogenic capacity creates the
premise of a rapid regeneration of plants starting from the callus cells.

— The influence of explant age. As regards the age of the organ from
which the explant was taken, the best results were obtained.by using
young tissues for inoculation. In these cases the percentage of contami-
nation is reduced.

The explants from one year old axes have a low proliferation
capacity, but the callus thereby obtained has a normal growth intensity
and is easily preserved in vepeated subcultures. A shortcoming is the fact
that the callus formation takes place only when the section is made in
the node region including also fragments of axilary buds. A high percentage
of contamination with fungi and bacteria of inoculated plates was also
noticed. : : ‘

— The influence of some physical factors. Light is among the impor-
tant physical factors for the callus initiation and growth and for morpho-
genesis induction. In case of analysed species the light was considered
a necessary factor for both initiation and growth. The intensity and dura-
tion of illumination do not represent strictly limitative factors for these
stages. The callus initiation was noticed to be produced both under con-
tinuous light of 3,000 lux and under normal light (8 and 16 hours). respec-
tively at 4,000 and 5,000 lux. However, the best results were obtained for
a daily light period of 16 hours and a luminous intensity between 5,000 and
6,000 lux. The variants incubated only in the dark did not show satis-
factory results. :

The temperature for incubation, besides light, is an important
factor for the callus obtaining and the induction of morphogenesis. In
case of the species under study, some authors [8] recommended for morpho-
genesis induction mainly low temperatures or alternative low and high
temperatures. Still, other authors [9] noticed that both initiation and
morphogenesis take place in good conditions at relatively constant tem-
peratures which should not go beyond 30°C. In our experiment, the best
results were recorded at temperatures between 28 — 30°C. We consider

that these differences are determined by the varieties and the types of
explants chosen for inoculation.

CONCLUSIONS

1. The explants of somatic tissues of various origin from V. vinifera
b show differentiated capacities of initiation and growth of callus. In general
the explants of stem axes, petiole, tendril, buds, initiate much faster a

Plate 3. —

A— Group of young cells as they appear in the phase contrast microscope; (150 x).

B — Young cells pointed out by the scanning electron microscope; x 3,300. e
C — Morphological characteristics of cells from the green colouredzone of the callus; The presence of starch —grainsis
noticed; X 266 . : :
D — General view of the cells from the red-violet zone of the callus, The arrow indicates the cells full of pigments
| giving a characteristic colour, x 274
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callus in comparison with the ones from mesophylle, inflorescence and
fruit ;

2. For initiation and callus growth the analysed varieties of V. vini-
Jera require complex nutrient media which should contain, besides micro
and macroelements, some auxins and cytokinines, vitamins and important
quantities of sugars. The best results for initiation were given by the
Linsmaier-Skoog medium and variants of the medium Murashige—Skoo
medium which contain 2,4—D (1 mg/l), BAP (0—0.1 mg/l) and TAA
(10—20 mg/l), and for growth the Linsmaier-Skoog medium with a double
quantity of kinetine and Murashige and Skoog medium in which 2.4—D
was substituted with 2 mg/l NAA and the quantity of TAA was increased
as far as 20 mg/l.

3. The callus initiation and proliferative speed of the cells are influ-
enced by the physiological state of the plant, depending onthe age and
the phenological phase. The best results were obtained by using the explants

of very young organs harvested in spring time.
: 4. Morphologically speaking, the callus of Vitis vinifera presents

in vitro a great heterogeneity as regards the consistence, colour and micro-
scopical characteristics of cells, even if they belong to the same cultivar,
explant and medium. It is possible that these peculiarities could indicate

a differentiated physiological activity and be correlated with the processes
of morphogenesis.
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THE ULTRASTRUCTURE OF HORMOGONIAL
OBLLS TN BLUE-GREEN ALGA SPIRULINA PLATENSIS
(NORDST.) GEITL.

BY

I1. TITU, G. POPOVICI, O. BOLDOR, IOANA SPIRESCU, DOINA STANCA

T >t 1icroscopic study of Spirulina platensis hormogonia in synchropous

: cltllllf(:llellg(ll;(\nela[l‘eii ne\\¥ data }about the 'ultmstructure of vellulm" ill(‘l}xsl()t);s.

3 The cyanophycin granules are usually striated and are morev numelol‘lsﬂm( ! 10‘
neighbourhood of cross walls. The polyhedral I).O(IICS as well as large ‘uca?
with granular texture are localized in the central region of ghe F:sll. Some scqt}eln
tial changes were noticed at the level of polyphosphate bodies. lhe: polyglucosid c-
like inclusions occupy more than half of the c'ell_conten§ and ale’ f’f two .mam
forms : rods or tubuli and ellipsoidal particles similar t'o glycog.eni The photpgyn—
thetic apparatus is not much developed. Thc.hyp.othesm.1'e:s;a1't}x11g F}le participa-
tion of polyglucoside inclusions to the thylakoid differentiation is emitted.

The electron microscopic investigations pointed out important de-
tails of cellular ultrastructure in numerous blue-green algae, both in free
forms [1], [5], [7], [12], [13], [23], [24], [34] and in llchenlged (}))m;,;s
[8], [4]. These studies facilitated the establishment of correlations % -
ween the frequency of cell organelles and cytoplasmic inclusions, on the
one hand, and the cycle of ontogenetic development, the stage of culture
growth and the ecological factors, on the other hand [20], [32]. :

; In a previous paper [35] we presented some cytological data in the
blue-green alga Spirulina platensis on the polyglucoside-like inclusions
in a rod form, which are abundantly found in those microorganisms madg
of a reduced number of cells. It should be pointed out that we studied the
hormogonial stage which appears following the fragmentation in the ne-
cridial - zones of long spiralized trichomes. The purpose of the present
paper is to continue these investigations in another strain of S. plantensis
in synchronous culture, analysing all inclusions noticed in hormogonial
cells. .

MATERIAL AND METHOD

The object of the study. Between 1978 —1979 we worked with a
strain od Spirulina platensis from the collection of algae of the Institute
of Biological Sciences, Bucharest. The culture was carried out in Erlen-
meyer flasks on a standard Zarrouk medium [38], continuously stlrredr,
under a subnormal illumination of 2 000 lux with an alternating 12 hours
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light and 12 hours dark, at a temperature of 4 30°C. After 4 days from

the inoculum with spiralized trichomes, a synchronous culture was obtai-
ned consisting only of hormogonia made of 12—15 cells.

Transmission electron microscopy. The samples from the culture were
centrifuged at 2 200 g, and the sediment was fixed with 3 9, glutaralde-
hyde in cacodylate buffer 0.1 M, pH 6.8 and postfixed with 1 9, osmium
tetroxide in the same buffer. The dehydration was made in the ethanol
geries and the inclusion in Epon 812. The ultrasections were obtained with

a TESLA BS 490A apparatus, stained with uranyl acetate and lead citrate

[25] and examined with an electron microscope JEM—7.
The chemicals successfully used in this experiment were supplied
by Serva Feinbiochemica, Heidelberg.

RESULTS

Light microscopy. The samples of S. plantensis used as inoculum

were made of 7—10 spires (Iig. 1). After 48 hours since inoculation there

was only a limited growth of the trichome and the occurrence of 2—3 necri-

dia (Fig. 2) was recorded; later on the number of necridia increased lea-
ding to the formation of hormogonia whose number is equal with the con-
stitutive spires of the trichome (Figs. 3, 4). Figure 5 shows the final stage
of this process where we can notice that in place of each necridia breaking

the fibrillar sheath is already formed.

Blectron microscopy. The images obtained from ultrasections have

a round shape in cross section, and a rod, dumbbell and, much seldom,
typical form of hormogonia in mediane longitudinal section. This last
aspect is showed in Fig. 6 which represents an almost entire hormogonium.

The cell wall Figs. 6, 7, CW) is made — according to the terminology
suggested by Jost [20] — of 4 layers : L — electron-transparent, situated
membrane, L, — electron-dense,
Lj — electron-transparent, and L, — somewhat similar to the cytoplas-

mic membrane (Fig. 23). Sometimes, in the apical cells an appreciable

thickness of L, is found. Figure 8 shows one of the two layers of pores

(P) that surround the trichome along the cross walls.

The cell content is almost wholly structured (Fig. 6) pointing out,
first of all, the abundance of protoplasmic inclusions: the cyanophycin
or structured granules (SG), polyglucoside inclusions (PG), the polyphosphate
bodies (PH), the polyhedral bodies or carboxysomes (C), plastoglobuli or
lipid inclusions (L), a.s.0.

The cyanophycin granules have an ovoid or round shape, with a :
diameter of 0.4—0.6 pm, and are generally situated in the peripheral

regions, but they are more abundant near the cross walls ; they are strongly
osmiophilic and sometimes an inner finely granular 01* striated textur
can be decelated (Fig. 12, SG).

ara————

The polyhedral bodws, variable in size (0.2—0.5pum), are located in

the central region of the cell, closely related to the ribosomes and nucleo-
plasmic fibrils. They have a fine granular texture (Figs. 6, 13, C) and,
rarely, the above mentioned inclusions are delimited by a single membrane.
Areas of low density are noticed inside of some polyhedral bodies (Fig. 11,
C, arrow).

T
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Figs.1.—5.— Stages of hormogonia formation in blue-green alga Spirulina platensis. nc, necridia.
The bar represents 30 p.m.




~ Figs. 6 — 27. Ultrastructure of cell content in Spirulina platensis. Infigura 6 the bar represents
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The polyphosphate bodies in S. platensis, as well as in case of other
blue-green algae [32], are more difficult to notice because they are often
disintegrated under the electron beam of the microscope, they being iden-
tified like some electron-transparent vesicles (Fig. 6, arrows), these |
images being typical of the hormogonial cells. Some sequential modifi-
cations of the polyphosphate bodies can be further noticed, appearing
like some areas with moderate density containing granules or fibrils
(Figs. 9, 10) or only one larger osmiophilic body, surrounded by an elec-
tron-transparent halo (Fig. 11). : ; :

The polyglucoside-like inclusions are the most abundant structural
elements and are uniformly distributed in the whole region between the |
nucleoplasm and the cell wall (Fig. 6, PG). The analysis of numerous
ultrasections through various hormogonia revealed a diversity of forms
and sizes of these inclusions that can be grouped into two basic categories.
The first category represents the inclusions in a rod shape, straight or
flexuous, as long as 100 —400 nm, and as thick as 25 nm, packed together
(Figs. 6, 14). Sometimes such inclusions are perpendicular on the plasmatic
membrane and into contact with it. Generally, a regular display of the
constitutive elements in each polyglucoside aggregate is noticed so that
in cross section the inclusions look like ecrystalline granules (Fig. 6, insert,
short arrow, and Fig.15). At higher magnification, and according to the
plane and thickness of sections, a granular substructure of polyglucoside
inclusions can be noticed (Fig. 14). A longitudinal median section through
one polyglucoside element shows that it represents in fact an empty cylin-
der whose axial hole is as large as 10 nm (Fig. 6, insert, long arrow) ; the
axial hole is also pointed out in the cross sections (Fig. 15), but no detail |
could be obtained from ‘the wall of each element separately; therefore, '
we cannot make a comparison between the polyglucoside inclusions of
this category in 8. platensis and the microtubuli in other microorganisms.

~ The second category of polyglucoside inclusions consists of ellipsoidal
granules averaging 60 nm in length and 25 nm in width with a granular |
texture (Fig. 16, insert). Some hormogons consist of cells that contain |
only this type of inclusions similar to the glycogen particles noticed in

PLATE I Figs. (6.—16.)

1 pm; in figure 7 the bar represents 0.5 pm ; in figures 8, 19, 27 the bars represent 0.05 pm;
in figures 9—16, 18, 20—21, 2326 the bars represent 0.1 wm ; in figures 17, 22 the bars
represent 0.2 p.m

Fig. 6. — General view of an important part of the hormogonial fragment. The inset represents high
magnification of polyglucoside-like inclusions marked with a circle. CW, cell wall; C, polyhedral body;
SG, cyanophycin granules; PG, polyglucoside-like inclusions.
Fig. 7. — Polar thickening of cell wall (CW). PM, cytoplasmic membrane; L, plastoglobuli; S, sheath.
Fig. 8. — Cross section of hormogonia showing onc of two layers of pores (P). ]
Figs. 9, 10, 11. — Sequential changes of polyphosphate bodics (PH).

Fig. 12. — Cyanophycin granule (SG) withi striated ap;')ear;mce.

Fig. 12. — Cyanophycin granule (SG) with striated appearance.

Fig. 18. — Polyhedral body (C) with a fine granular ratexture.

Fig. 14. — Aggregate of polyglucoside-like rod inclusions (“botuli”) in longitudinal section (arrows).
Fig. 15. — Cross scction of the polyglucoside-like rod inclusion showing a paracrystalline pattern. ;
Fig. 16. — Glycogen-like particles (G) randomly disposed. The inset shows the substructure of particles at
higher magnification.
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ue-green, algae. We mention that the second category of poly-
clusions never form aggregates similar to a paracrystalline
, clusions of intermediary sizes were noticed, looking like short
£ 80 nm length and 25 nm width, but there is the possibility that
ould result from degradative fragmentatlon of the first category
rolucoside inclusions.

The photosynthetic apparatus is much regressed so that typlca,l
coids with phycobilisomes are never found. In some images only
ipient stages of thylakmds dlfferentlatlon can be seen, cons1st1ng of

canaliculi are genelally crossed by an electron-dense core of 50 A
sting a thylakoid appearing as such only in the negatlve stammg
offect of megative staining of a pack of two thylakoids is noticed in
re 19 ; in this case the electron-transparent areas mentioned above are
sed by a canal looking like a unit membrane. Groups of two or more
braneous formations closed together; they have a sinuous shape
vering large electron-dense areas. This last type of membranes (Figs.
, 25, T) is closer to the granal stiucture than the photosynthetic lamellar
tem endowed with phycobilisomes (Fig. 21, arrows).

The lipid inclusions ¥ig. 7, L) are more frequ(,ntly in the perlphera,l
jons of the cell.

j Nucleoplasm occupies an 1mp0rtant area in the hormogonlal cells
ng situated in their central zone; a peripheral location of the nucleo-
S near the cross walls is also Vlslble in our material suggesting a
e since the last division. A median longitudinal seetion through
onia,‘reveals tha,t there is no rigid delimitation of the 'n‘ucle'dplasm

Jeoplasm Wlth numerous a,nastomozed flbl‘llS, variable in thlckness,
"thm ones being up to 30 A ; the analysed area has a low density in
neral, the fibrillar elements havmg no connection with c¢ytoplasmic
ions.’ Sometimes isolated fibrils, homogeneous in length and thickness,

AR (Flgs 17. —-27)

Figs. 17, 18, 19.— Early stages of thylakoid differentiation (arrows).

Fig. 20. — Grana-like lamellar aggregate (T).

Fig. 21. — Typical thylakoids with phycobilisomes (arrows) in the moculum material w1th splrahzod
trichomes.

Fig. 22, — Early stage in cell division. Septum formation (TW) is accompamed by an equal distribution
of the nucleoplasmic area (N) between future daughter cells.

Fig. 23. — Later stage in cell division. Note thickness of the cell layer L,m the sopum PM cytoplasmlc
 membrane.

' Fig. 24. — Nucleoplasmic area with thin and thick anastomozed DNA-hke fxbrxle ‘The arrow shows the
splitting of thick DNA fibrils. :

Figs. 25, 26, — Portion of the cytoplasm with zones of different den51ty N, typical nucleoplasmic. reglons
+ "thh DNA anastomozed fibrils; isolated straight thin fibrils (arrows) mtempersed among polyglucosnde
granules; areas with fine granular texture crossed by grana-like lamellae (T).

‘Fig. 27. — Fibrillar (short arrow) and membranous structures (long arrow) arc reguhrly found in the
vicinity of nucleoplasmic areas. e ¥
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In spite of the fact that the nucleoplasm electron micrography
analysed on ultrasections are in a way irrelevant to obtain some daty
on the DNA-fibrils molecular structure, the aspects illustrated by figurg
24 somewhat suggest the semiconservative DNA-replication. !

The cell division is carried along the pattern met in other filamentoug
blue-green algae [7]. Figure 22 represents a portion from a longitudinal
section through a hormogonium where it can be noticed that paralle]
with cross wall septum initiation (TW) an almost equal distribution of g
nucleoplasmic region oceurs among the cells regulting from division. The
septum formation begins together with the symmetric invagination of
cytoplasmic membrane and layers I, and L,; in the first stages of thig
process, L, is synthesized differentially (Fig. 23, arrow), and at the end
of division it has the same thickness as in the structure of outside external
walls of mother cells. The layers L, and I, never appear in the structure
of cross walls.

DISCUSSION

Our results on the hormogonial ultrastructure of S. platensis reveal
the general conception regarding the dynamics of cell organelles accor-
ding to the microorganisms stage of development [13], [22]. {

The diversity and abundance of cyanophycin and polyglucoside
granules as well as the polyphosphate and polyhedral bodies reflect the
capacity of hormogonial cells to store in the respective inclusions mineral
elements and enzymes necessary to begin a new cycle of development.
The conclusion also results from a series of previous investigations regar-
ding the structure and chemical composition of the above mentioned in-
clusions. So, as regards the cyanophycin granules [12] or structured gra-
nules [10] it was demonstrated that in Anabaena cylindrica they consist
of polypeptides with a large molecular weight [29] and are more abundant
in the stationary stage; when an old culture is diluted and the growth
begins again, the structured granules are lesser and lesser proving that
these inclusions represent a nitrogen source used in the construction of
new cell organelles [30]. The polyhedral bodies [27], [28], [31], [9] con-
tain ribulose-1,5-diphosphate carboxylase and they have higher fre-
quency in the growth lag phase and the post-exponential phase of the
culture [32]. Modifications of structure and frequency in polyphosphate
bodies were previously described in other blue-green algae [187],[19], [32].
These literature data regarding the higher frequency of cell inclusions in
the phases with halt in the culture growth can be correlated with our
present observations in S. platensis where the hormogonia represent in a
way a latent and a trasition stage at the same time either to a normal
development of the spiralized trichomes or to a degenerative process in
unfavourable conditions of growth. Stewart and coll. [32] mention that
the nitrogen and phosphorus as well as the key Calvin cycle enzyme loca-
ted in the cellular inclusions may play an important role in maintaining
the growth of blue-green algae when the nutrients are limifed and in the
accumulation of nutrients when they are available.
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ommentaries can be made in connection with the }“Od inclu-

n '(SF?iIg-_eli) and ellipsoidal granules similar with glycogen Fig. 16, G),
31(])1_ Se frequency is quite high in 8. platensis. Mention shoqld be made
}77_ (:;Stha,t these inclusions of a polyglucoside nature were _preVlously found
“lrsﬁﬁmerous-blue-green algae, [26], [37], [31], being first called o-gra-
H:ﬂes Giesy [14] is the first who, using tests of ultrastructural cyto-
gheir{istry in Oscillatoria chalybia, establishes the poly.glucols1de nature
of ﬁhese inclusions and that “they vary in number and size with available
nitrogen, light intensity andage of culture”... considering them as food
reserves ; the glycogen granules, of 65 nm 'length and 31 nm width, were
further pointed out by means of differential centrifugation of thehomo-
genates of Nostoc muscorum [8], Synechococeus sp. [11] and in ultrasections
in Aphanizomenon Jlos-aquae [36], a.o. By 1mproYed eytochemlcal methods
[33], other authors [3], [4] detect, in free and lichenized forms of Nostoc,
polyglucoside particles under the shape of short rods of 79 nm 1engt1} and
91 nm width, made up of subunits of 40 A, with random disposition,
with the mention that these inclusmr;s_ are more abundant in _young
gonidia and disappear under the conditions of a long period of darkness.
We mentioned for the first time in ultrasections of 8. platensis,
stained with uranyl acetate and lead eitrate,' el.hpsmdal inclusions of 60 nm
length and 256 nm width, with a structure similar to that of glycogen par-
ticles in the above mentioned blue-green algae. The analysis of some data
in literature shows that the polyglucoside granules are less visible in the
cells- of spiralized trichomes in Spirulina major [16] -and Spirulina strain
6313 [2]; it suggests that a conclusion regarding the absence or presence
of some inclusions can be formulated only when the various phases of
culture growth are analysed. On the other hand, in Anabaena cylindrica,
A. flos-aquae and Microcystis the polyglucoside bodies are more difficult
t0 be observed all stages of culture growth without using methods of
ultrastructural cytochemistry [32]. :

An interesting aspect in our material is offered by polyglucos1dej¢
like inclusions of a rod shape , as long as 100 —400 nm, d_l__spla,yd on a para-
crystalline pattern. This type of inclusiong i r;o’mced in few species of
blue-green algae grouped in the family Oscillatoriaceae. Jost [20 ] remarks
that in Oscillatoria chalybia the inclusions in a rod shape (botuli) are very
niimerous in the hormogonial cells, a fact also confirmed by our investi-
gations.

Summarizing the data obtained by us it results that in 8. platensis
some hormogonia are made of cells where the polyglucoside structures
are similar with the glycogen particles and other hormogonia contain
inclusions in a rod shape. It would be interesting to elucidate if this hetero-
geneity of morphological forms is reflected in the polyglucoside composi-
tion at a molecular level.. Part of these investigation aspects will be

the object of some of our further papers in collaboration.

- At last some speculations regarding the participation_oﬁ polyglu-
coside inclusions met by us in the hormogonial cells in the differentia-
tion of some cell organelles, such as thylakoids generally found at plenty
in mature trichomes [20], [6]. Up to now only in Anabaena sp. [22]a
membraneous network was noticed in a crystalline form of a prolamellar
body. The tubular aspects of polvglucoside inclusions come to support

4—c. 2408 50
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our hypothesis formulated above regarding the possible transfor

of

from the disintegration of cyanophycin granules,
well as the lipids from plastoglobuli are going to part
of complete differentiation of thylakoids.

H. TITU et al.

matioy

some of these inclusions into thylakoids. Part of the proteins resulteg

polyhedral bodies ag
icipate in this procesg
It would be the case of genera]

pattern of membrane biogenesis and, consequently, the complex analysig
the respective phenomenon may reveal new peculiarities of the cel|
biology in blue-green algae.

of
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This work is dedicated with affection and gratitude to Prof. Dr. I. T.
76th anniversary.
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_QHE INFLUENCE OF THE TREATMENT WITH
ALKYLATING AGENTS ON
PAPAVER SOMNIFERUM L. IN M,

BY

FL. GH. FLORIA, G. I. GHIORGHITA

tr nts of Papaver somniferum L. seeds with alkylating agen?s (EMS,
g%esf llgill\}ISn,eMN NG) inlcreased the frequency of the chromosome aberrz‘lt%ons E}llld
induced negative effects on seed germination, p‘lz}nt growth and smv1va1.. 1(;
treatments increased the transpiration, water deficit and water consumptuzln 0o
plants. The soluble sugars and nitrogen contents were more reduced than those

.of the control. eds ’
]o)MS induced more significant seedling injuries than the DES, MNNG and

EMS treatments.

From the category of mutagenic chemical sgbstances, th:} mo‘.\'t
comprising and utilized group in the researches on.hlghelipla‘n'ts is reIFe:—
sented by alkylating agents. Their mut-age_mc capamty gopmstb in trar}s e1:
ring the alkyl radical to the genetic material. This leads to the appea;fapcs
of errors in the replicative biosynthesis of DNA as an effect of modifying
the genetic code [1], [9], [13], [17]. ; :

To deepen our knowledge of how the alkylating agents 1nfluepc§
plants we take for granted the fact that the widening of the investigation

~ area on physiological and biochemical processes brings about more infor-

8589,

ZarroUK C., 1966. Contribution a I’étude d’un Cyanophycéa. Influences de diverses facieurs
physiques et chimiques sur croissance et la photosynthesis Spirulina maxima. Thése de

doctorat des Sciences appliquées, Paris.
Received April 22, 1980 Institute of Biological Sciences,
Department of Cell Biology and
Plant Photobiology,
Bucharest, Splainl Independenfei 29
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mation. This could contribute to a more thorough foundation of some
ﬁ;ag(l)%ﬁeses regarding the action of this category of chemlcal mutagem.

Thus, besides registering the cytogenetic effects induced by muta:
gens on Papaver somniferum, we made investigations at the level of some
physiological and biochemical processes, too.

MATERIAL AND METHODS

In our investigations we have used Papaver sommiferum seeds,
Cluj-A variety. Six hours treatments have been undertaken at a tempera-
ture of 20 to 22°C with water solutions of ethymethansulphonate (EMS),
diethyl sulphate (DES) and dimethyl sulphate (DMS) at .the conf}egtra,-
tions of 0.01—0.05 and 0.20 percent and N-methyl-N-mtroso-ﬂN -nitro-
guanidine (MNNG) at concentrations of 0.625—1.25—2.50—5.00 a,fnd
10.0 mg?9,. After treatment, the seeds have been washed in water for
15 minutes. i .

For the eytogenetic test, the seeds were germinated on filter pa
m:Petri dishes ?a,ndé the plants,were grown in small boxes with earth that

REV. ROUM. BIOL. — BIOL. VEGET., TOME 25, NO 2, P. 151155, BUCAREST, 1980

23




152 FL. GH. FLORIA, G. I. GHIORGHITA

were kept in a climatized room ( temperature 23 —25°C ; relative humidig,
of the air — 75—80% and light intensity — 5000 lux, continuous illum
nation). For cytogenetic analyses the Feulgen method and the “squash)
technique were used. There were registered anaphases and telophase
with fragments, bridges, bridges and fragments, retardatory chromosomey
disorganized anaphases and micro-nuclei in root meristem mytosis.

The rhythm of plants growth, survival, the behaviour of some indicg
of hydric regime, of carbohydrate and protein metabolism were teste
on 30-day-old plants. The methods used to determine the physiologicy
and biochemical indices were presented in another paper [3].

RESULTS AND DISCUSSIONS

One of the basic criteria to appreciate the biological effects induce|
by the alkylating agents is represented by the registering of the injurie
at the chromosome level. The extension of biochemical changes in plauty
treated with chemical mutagens noticed in phenotypic changes depends
on the size of the altered zone, on the type of injuries, on the part played
by the segment of the affected chromosome in the genetic determinism of
different characters, on cell recovering processes, ete. i

Analysing the data in Table 1 one can notice that the frequency of
chromosome aberrations increases with the concentration growth of the 4
mutagens tested. A similar relationship has been obtained by other authory
too after having used alkylating agents on higher- plants [2], [14], [1 9],
The decreasing order of the effectiveness of inducing chromosome aber-
rations is EMS, then DES, DMS and MNNG.

No doubt that one of the most frequently used means to appreciate
the effects of some mutagenic agents is plant growth. Any disturbance
that appears in the behaviour of some physiological and biochemieal
brocesses has repercussions on the processes of seed germination, on growth
and on the survival capacity of plants. ‘

The percentage of germination with poppy seeds was reduced along:
with the growth of mutagens concentration. DMS disturbs the germination
processes more than DMS and especially EMS. The mutagenic action
caused by DES and DMS sided with the toxic effects raused by the acid
products resulted from the hydrolysis of the two mutagens, which takes
place at a much higher speed than in the case of EMS [5], [11]. |

With few exceptions, an inhibition of the plant growth processes:
can be noticed, namely that their size is reduced along with the growih
of mutagen concentration. The depressive effects induced by DMS and
DES are more obvious than in the case of EMS (MNNG being interne-
diary). When analysing the table, one can also notice that the survival
of the treated plants was reduced, as compared to the control, ‘being
dependent on the same factors as in the previous parameter, the variation
being alike. .

.. The test concerning the degree of survival of poppy plants shows.:
the persistency and the aggravation of some injuries induccd by mutagen:
in the period of ontogenetic development of plants. The results obtained
confirm the data given in scientific literature, data concerning the bheha-

INFLUENCE OF ALKYLATING AGENTS ON PAPAVERUM SOMNIFERUM

Table 1

i i 1
The effects of 6 hours treatments with EMS, DES, DMS and MNNG in Papaver somniferum
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viour of the 3 parameters analysed when treated with the same mutagens
[4], [6], 71, [8], [10], [12], [15], [16].

The treatment with alkylating mutagens also caused changes in
water behaviour of plants. If the intensity of transpiration and water con-
tent of plants show reduced oscillations at the treatments applied, the
water shortage and the water retaining power of the tissues present evident
changes. With a few exceptions the water retaining power of plasmatic
biocolloids is reduced which leads to an increasing water shortage of plants.
It seems that even the water absorption of roots is influenced, as the water
losses through transpiration cannot be retrieved.

The content of soluble sugars suffered important reductions with
respect to the control, reductions that become more obvious by increasing
the concentration of mutagens. The same relation was obvious for plant
growth, too. This suggests the appearance of profound disturbances in the
synthesis processes of treated plants. It is quite possible that the applied
treatments could have inhibited even the synthesis of assimilatory pig-
ments or could have determined changes in their ratio thus modifying
their share in converting the light energy into chemical one.

A behaviour similar to that of sugars had also the content of total
nitrogen in the treated plants. As in the case of sugars, the most severe
disturbances of the nitrogen metabolism were induced by DMS, and then,
in decreasing order, by DES, MNNG and EMS. The content of free amino
acids slightly oscillated in both directions as compared to the control.
‘Therefore, the alkylating agents affected to a great extent the nitrogen
metabolism, too. The behaviour of carbohydrate and nitrogen metabolism
.28 well as of the hydrie regime in the treatment with alkylating mutagens
supposes quantitative and qualitative enzyme changes.

CONCLUSIONS

1. The frequency of chromosome aberrations induced by EMS, DES,
DMS and MNNG into Papaver somniferum L. increased with the concen-
tration of mutagen solution.

9 "The treatment with alkylating agents reduced the percentage of
seed germination and survival of plants as well as the rhythm of plant
serowth.

‘3. The tested alkylating agents caused important disturbances in
wwater behaviour, sugar and nitrogen metabolism of plants.

4. DMS caused a greater functional deficit to the poppy plants as
«compared to DES, MNNG and especially EMS.

5. (Grenerally, the depressive offects induced by alkylating agents
«©n poppy plants grew along with the concentrations of mutagens.
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SOME ELECTRONMICROSCOPICAL ASPECTS OF HOP
VIRUSES DETECTED IN ROMANIAN HOP PLANTATION

BY

AL. MACOVEI

In this paper some data in connection with different hop viruses are presented..
Based on electronmicroscopical investigations the author describes some morpho-
logical features of the following hop viruses : Hop Mosaic Virus, Necrotic Ring;
Spot Virus, V-246 Hop Virus, Cucumber Mosaic Virus.

The hop (Humulus lupulus L.), dioecious plant, member of the
Cannabinaceae family, is cultivated for the female inflorescences (cones),,
which are used in brewing, where they impart both bitterness and flavour:
to the beer.

Among the different pathogen groups which produce diseases in
hop plants, a great importance present the viruses, investigated in many
countries as well as in Romania [4]. Romanian researches on the biology
of hop viruses [4], [5], included electron microscopy studies too the results.
being presented briefly in this paper.

MATERIAL AND METHODS

Different naturally infected hop plants, from Sighisoara and Cluj
hop plot farms, were . ed as virus sources. The virus identifications were
made by mechanical inoculations on various herbaceous hosts as well as
by cip budding on Petham Golding, Early Prolificand KAV hop indicators.

For electron microscopy studies, the viruses were purified by diffe-
rential ultracentrifugation [97] from experimentally inoculated test plants,,
negative stained by uranyl acetate 19, and examinated at TESLA BS-500.
electron microscope.

RESULTS AND DISCUSSIONS

The electron microscopy of hop viruses emphasized some charac--
teristic features for these pathogens.

HOP MOSAIC VIRUS

It is a latent virus which infects all the commercial growers from
Romanian hop plantations : Northern Brewer, Brewer’s Gola, Hiiller
Bitterer and Record [4]. It can be detected only by indexing on Petham
Golding hop variety and Nicotiana clevelandii, test plant which has a.
specific reaction (Fig. 2).

REV. ROUM. BIOL. — BIOL. VEGET., TOME 25, NO 2, P. 157—159, BUCAREST, 1980 |




458 AL. MACOVEI 2

The electron microscopy of a purified virus shows the flexous rod
particles of 650 nm length (Fig. 1), and at high resolutions even the struc-
ture of protein subunits (Fig. 1a). {

In ultrathin sections of infected leaves of Nicotiana clevelandiz,
the numerous virus particles appear intracytoplasmically located only
in those places corresponding to green-yellow areas of infected leaves
(IFig. 1b).

PRUNUS NECROTIC RING SPOT VIRUS

Reported in hop by Friedlund (1959) and later by Bock (1966), this
wirus was found by us too, in hop plants which manifest different kinds
of symptoms: neecrotic crinkle mosaie, necrotic spot or rings and line
pattern mosaic. Hop strain of Prunus necrotic ring spot virus has two
serotypes : A and C, and can be identified by indexing on Cucumis sativus,
Phaseolus vulgaris and Momordica balsamina [2]. By our investigations
this virus was found in Northern Brewer, Brewer’s Gold, Sighisorean,
Popperinge, FEarly Cluster, Prince of Kent, Belgian and Sunshine hop
wvarieties[4], [5].

The virus, purified from Cucumis sativus (Fig. 3), presents spherical
particles of 28 —30 nm (Fig. 4). :

V-246 ITOP VIRUS

Detected for the first time by us in the Romanian hop hybrid K/31/71,
it has as a characteristic feature the property to induce local necrotic
lesions in all the herbaceous host plants infected as well as in the hop
indicators [6], [7]. The best test plant for its identification is Ocimum
basilicum, which reacts by specific black ring spot symptoms (Fig. 5).

This unusual hop virus has polyhedral outline particles of
32—34nm (Fig. 6) which, at high resolution and magnification, shows
a specific surface structure.

d.— Hop Mosaic Virus particles purified from Nicotiana clevelandii.
a— Same particles photographed in electron microscope at high resolutior
and magnification.
b — Hop Mosaic Virus particles (V) seen in ultrathin sectiens through
Nicotiana clevelandii ieaves.
2. — Nicotiana clevelandii experimentally infected with Hop Mosaic Virus, and
the source of virus for purification and ultrathin sections.
3. Cucamis sativus, experimentally infected with hop strain of Prunus Necrotic
Ring Spot Virus.
-4. Electronmicroscopical aspect of Necrotic Ring Spot Virus, detected in diffe-
rent hop varieties.

5. Specific black ring spot symptoms on Ocimum basilicum, experimentally infect-:

«ed with V-246 Hop Virus.

4. Polyhedral particles of V-246 Hop Virus, isolated from I/31/71 hop hybrid
and purified from Nicotiana megalosiphon.

7. Systemic infection on Cucumis sativus induced by Cucumber Mosaic Virus;
detected in Hiiller Billerer hop variety.

8. Cucumber Mosaic Virus particles purified from Cucumis salivus.
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CUCUMBER MOSAIC VIRUS.

Although the presence of this virus was reported in Humulus scade ns
earlierl[8], we found it in Humulus lupulus (commercial variety Hiil ler
Bitlerer ), which manifests distortions and chlorotic spots on leaves. The
virus particles, puritied from Cucumis sativus (Fig. 7), have polyhedral
outline of 30 nm in diameter (Fig. 8).

Our investigations on the hop viruses point out that the best impor-
tant and dangerous viruses are Hop Mosaic Virus and Necrotic Ring
Spot Virus for the control of which it is necessary to take special measures.
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ETUDE TAXONOMIQUE ET ECOLOGIQUE DE CERTAINS
MICROORGANISMES SPRCIFIQUES DE LA POLLUTION
DE LA RIVIERE DE CRISUL REPEDE
DANS LA ZONE D’ORADEA

PAR

EMILIA NESTORESCU

L’analyse microbiologique effectuée sur une série de prélévements récoltés des
eaux de la riviere de Crisul Repede dans trois périodes différentes (mars, juin,
septembre), a révélé une importante fluctuation qualitative et quantitative de la
microbiocénose, représentée surtout par les bactéries hétérotrophes et les cham-
pignons du groupe des Saprolegniaceae, ce dernier connu pour sa périodicité liée a
la nature et a la quantité du substrat nutritif, a la température et 4 la lumino-
sité du milieu.

~ LI’y a pas longtemps, dans le monde entier, le domaine de la micro-
A biologie des eaux courantes était complétement negligé, ce qui se refléte
dans le nombre extrémement réduit de ce genre de travaux.

. La pollution croissante des rivieres a attiré 'attention sur les impli-

Lions pratiques et théoriques que reléve la connaissance des microbio-
noses aquatiques.
Celles-ci présentent plusieurs aspects :
a. Les microorganismes en tant que polluants (surtout ceux patho-
geénes) des riviéres utilisées comme source d’eau potable ou de
i récréation.

b. Les microorganismes comme consommateurs intensifs de O,,
ayant des conséguences sur les processus d’autoépuration des
rivieres.

¢. Les microorganismes en tant qu’indicateurs du degré et, en une
certaine mesure, de la nature de la source de la pollution.

Dans I’ouvrage que nous présentons nous nous référerons a ce dernier

aspect.

Une riviere représente un biotope complexe dans lequel les facteurs
chimiques influent dans la plus grande mesure sur la composition et sur
le développment de la biocénose respective et inversement.

Cette influence réciproque se manifeste, entre autres, par trois ‘
propriétés importantes des eaux courantes, a savoir.

1. La périodicité (diurne ou annuelle) des propriétés chimique de l’eau I
2. Iautoépuration i
3. L’eutrophisation ou pollution secondaire (K. Wuhrmann—1952). i

La périodicité du chimisme de l’eau est due, d’une part, au débit
non uniforme des impuretés et d’autre part & lactivité métabolique i
de la biocénose. : E

¢

a
¢é
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Pendant la journée, par suite de l'activité photosynthétisante des
organismes autotrophes, se produit une augmentation de l'oxygene dans
l’eau parallélement & la diminution de la teneur en acide carbonique ¢b
en ions bicarbonates.

Par conséquent le pH de 'eau s’aceroit. Au contraire au cours de la
nuit, par la respiration de tous les organizmes de 1’écosysteme, Poxygene
est consommé et le COy est éliminé.

La périodicité diurne de ces variations chimiques est d’autant plus
importante que le parti autotrophe de la biocénose est plus développée
et que ’eau contient moins de substances crganiques.

Dans les eaux aux polluants organiques, les organismes autotrophes
sont remplacés presque entiérement par les organismes hétérotrophes..
En ce cas, les variations dont nous avons parlé sont, elles aussi, différentes,
impliquant la consommation de O, et 1’élimination de CO,, quelles que
soient les conditions de luminosité.

Le développement des organismes hétérotrophes dans les eaux
polysaprobes est considérablement plus grand que celui des organismes.
autotrophes dans les eaux pures.

1ls jouent le réle principal dans les processus d’autoépuration.

Pourtant, il v a extrémement peu de données concernant les types:
de microorganismes impliqués, le nombre et 'intensité de leur métabolisme..
En grandes lignes on peut les diviser en deux catigories :

a. Microorganismes qui vivent libres dans la masse de 'ean (planc:

toniques). ¢

h. Microorganismes fixés & la smiface des macrophytes, des algues

ou des animaux aquatiques, ainsi que a celle des particules miné--
rales ou des restes organiques, chairiés par les eaux et qui consti-
tuent la plupart de la micropopulation d’une riviere.

La premiére catégorie représente moins de 19, du nombre total
(on rencontre des valeurs plus élevées dans les eaux polluées) et par con-
séquent les principales fonctions sont 1éalisées par les microorganismes.
fixes (Geesey G. G.—1977).

La microflore des eaux est, dans la plus grande proportion, alloch-
tone, provenant du sol ou des restes organiques qui arrivent dans les eaux:
et au depens desquels ils se développent abondamment jusqu’a ce qu'ils:
épuisent le substrat. Si les eaux sont polluées avec certaines substances

chimigues, on constate ’apparition, & un moment donné, d'une population
dense de microorganismes spécialisés dans la dégradation du substrat
respectif et qui agissent comme facteur de sélection pour les espeéces qui
Jutilisent & priorité.

MATERIEL ET METHODES

Les analyses ont été effectudes sur des échantillons récoltés de la:
masse de I'eau et de depots fixés sur des pierres, sur de grosses pierres ou
des restes végétaux de la zone des berges, dans quatre endroits dont 1'un.
en amont d’Oradea — noté par nous du chiffre I pour les échantillons de:

e Y
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? 3 e 1, . d ’ v Iy @ . A :
1 t\.;l-}l‘(,lr par 1" pour ceux réeoltés sur les pierres —et {rois en aval d’Orades —
notés par 'le? chiffres 2, 3 et respectivement 4 pour ’eau et 2', 3’ , 4’
paur les dépots sur les pierres. ol
On a effectué trois séries ¢ 8] ¢

rols series de préléevements aux dates sui ‘
: 4 eff S an es  suivantes :
23 mars, 8 juin et 10 septembre. : ;
o L(ts 9challtlllon§ ont été immédiatement analysés sur des prépa-
rations fraiches, de méme que sur des frottis colorés par la méthode Gram.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

S A la:smte des 0bservatipns macroscopiques et surtout des examens
mm;_(}[sctqplqu%s suales écléa.ntlllons analysés on a pu faire des appréciations
qualitatives et mettre en évidence comme pré i ty i :
| _ ] ) > prédominants les types s
de microorganismes : i ghaty

LES ECHANTILLONS DU 23 MARS

Tous les échantillons de rie, a I’ i i
L e o s de cette séue’,l a Pexception de I’échantillon
5 dans une certamne mesure de l’échantillon n° 2, voire méme
a;}z;gn un sominaire examen macroscopique, se sont révélés fortement impu-
rifiés, }tn esentayx_]ft dllvers suspensions et fragments végétaux, des dévelop-
pements massifs de microorganismes insi ;
‘ 1 ganismes, ainsi qu’un 3
Pants: . q e prononcée odeur
]};e; GXa:llllle]]S microscopiques ont mis en évidence :
“chantilon n° 1: de rares cyanobactéri . )
: 8 obactéries du genre Phormidiun
et de rares diatomées : Diatoma et Achnanthes. . o
Eehapl;llm: n° 2 3 d’extrémement rares bactéries libres, mobiles
;;;nqu_lll.llees, (xl'apl negatives. Cyanobactéries des genres Lyngbya e'r’
[ mm}z{-‘admmn.‘ De fréquents protozoaires : Huglena, Paramoecium bursaria
“chantillon n 3°: de nombreux et variés types de bactéries Gram

négatives et Gr sitives., | b )
gatives et Gram positives. Fréquemment Zoogloea ramigera, Spirillum -

SP., Beggzqtoa Sp. ainsi que des bactéries filamenteux, autres que Sphaero-
'tle.us. Cet échantillon est caractérisé par un grand non’lbre de cham pitrnom
microscopiques des genres Achlya (Saprolegniaceae ) Fusarium etpl?luco;‘
racemosus, formant de grandes masses globuleuses, fixées sur divers
ports ou flottant librement dans la masse de I’eau., : ; A
Dans le 1'é§ea11 formé par les hyphes entremélées on observe de
nmnpreux organismes : bactéries, algues, protozoaires, rotiféres, repré-
sentés par .des types indicateurs d’eaux polvsaprobes’ il
Echantillon n°4 : de méme qu’y I'echantillon n° 3..

LES ECHANTILLONS DU 8 JUIN

. Comme aspect microscopi s echanti s d’ S 0
T e }()1 o secsoscoplque, les'ccha,ntll%onb d’eau et les dépots

be se sont présentés incomparablement plus purs que
ceux de mars, c’est-3-dire : ceux de ’eau (n° 1, 2, 3, 4) eclairs, avec un déq ot
fin sablonneux au fond des récipients ou ils ont été récolt’éﬁ Les dé Iit;
réduits comme dimensions et variété d’organismes. ottt i
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-A D’examen microscopique se sont révélés : '

Echantillon n°® 1: de rares bactéries photosynthétisantes veértes
( Chlorcbacteriaceae ), de méme que de tres rares diatomées : Navicula,
Cymbella. ; 2 Hie : g e

tchantillon n° 2: de trés rares bactéries libres, mobiles, certaines
spiralées. Diatomées : Diatoma, Cymbellay Navicula, Pinnularia, Synedra
ulna. De rares petits flocons, bruns, formés par les hyphes des chal.nplgnoi,s
du genre Achlya, parmi lesquels on rencontre divers types de diatomées.

Echantillon n°2’ : de nombreuses bactéries, dont : e-peces de Pseudo-
monas, Bacillus, Pelogloea, Spirillum, Beggiatoa. Relativement, de fré-
quentes petites colonies d’Achlya. Des diatomées extrémement nombreuses
et variées : Tabellaria, Navicula viridula, Nitzschia pclea, Pinnularia,
Fragillaria. De rares protozoaires de l'espéce Amoeba proteus. i

Echantillen 1° 3: comme au n° 2. En outre, plus.de protozoaires
et en particulier des amibes : Amoeba proteus, Actinosphaerium, ainsi que
des ciliés : Aspidisca costatla. - 7

Echantillon n°3 : de fréquentes bactéries des genres : Pseudomonas,
Arthrobacier, Pelogloea et Spirillum. Relativement, dc fl_’équen'tvs chan:; I
gnons du genre Achlya. De trés nombreuses et variées diatoniées : I'rayii-
laria, Nitzschia palea, Synedra ulna. ke e oy

Echantillon n° 4: Le frottis cffectvé du sédiment trés fin déponé
au fond du flacon, reléve de nombreuses diatomées et algues vertes unicel-
lulaires indicateures des eaux pures. £

LES ECHANTILLONS DU 10 SEPTEMBRE

»

A Dexamen microscopique tous les quatre é(fha‘ntilllons_réqoltés a
cette date présentent les caractéristiques de Peau pure. Les frottis etf;eqtuc'a
du sédiment fin, & prédominance miné:ale, dép?sgs dans les récipients
contenant les échantillons 1, 2, 3 et 4, out mis en évidence _de nombreuscs
et variéos espéces de diatomée repiésentées dans la majorité des cas par
des types B — mésosaprobes.

Echantillon n° 1 : De rares diatomées : Cymbella, Ta.bellao:iafevwstmt(- -
Navicula ; relativement, de fiéquents protozoaires de Despece : Amoebe
p10t6u]§.ﬁhmllill(}n n® 2: De rares cyanobactéries du genre Oscillatoric.
Extrémement rares, des diatomées parmi-lcsquelles on rencentre  plus
fréquemment Nitzschia acicularis ; de rares protozoaires Amoeba prote,@.{if{,

Echantillon n° 2’ : De fréquentes cyanobactéries du genre Oscillatoria
et diatomées : Nitzschia palea, N. acicularis, Syncdra ulna.

Rehantillon n° 3 : De rares bactéries pédonculées du genre Caulo-
bacter fixées sur les particules minérales qui forment le sédiment.

Echantillon n° 3’ : Qualitativement similaire, mais plus riche que
I’échantillon n° 2. En plus, de nombreuses bactéries mobiles, n011sp01'u1§§gs,
‘Gram négatives et spirilles ; fréquentes cyanobactérles du genre OSG"L.l[,a,-—
toria et Spirulina. Parmi les diatomées : Closterium acerosum et Cosmariwm
zotrytis. De nombreuses algues vertes unicellulaires et de rares proto-
boaires : Paramoecium bursaria.
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CONSIDERATIONS ECOLOGIQUES CONCERNANT LES GROUPES ET LES TYPES
DE MiCROORGANISMES DECELES

En examinant les listes des microorganismes rencontrés dans les

trois séries d’échantillons récoltés aux mémes endroits de la riviere de-

Crisul Repede a différentes dates, on constate de grandes variations quali-
tatives entre la premiére série d’échantillons (sourtout celles des points 3
et 4) et les deux dernicres.

La caractéristique la plus importante des premiers, ¢’est ’abondance
des bactéries et particuliérement des champignons, organismes sy éei-
fiques des milieux fortement chargés organiquement. L’analyse chimique
de l'eau & cette date indique d’ailleurs une teneur élevée des composées
organiques, surtout polysaccharides. Il est intéressant de remarquer le
fait que dans aucun des échantillons examinds nous n’avons rencontré
les bactéries du genre Sphaerotilus connues comme indicatrices d’eaux
polysaprobes. Ce fait, apparemment paradoxal pourrait avoir plusieurs
explications — la plus possible pourrait étre la nature des polluants —
inaccessibles, ou ne convenant pas & ces bactéries qui, on le sait, consument
aisément et de préférance des sacchares simples.

: La présence en abondance des champignons du groupe des sapro-
legniacées, connues & leur tour pour leur faculté d’utiliser des substances
complexes : cellulose, lignine, chitine, pesticides, phenols et d’autres com-
posées aromatiques, en éliminant ainsi par concurrence les espéces inca-
pables de les utiliser — représentent une preuve de plus pour cette
hypothese.

Les grandes concentrations de polluants organiques pourraient reyré-
senter une autre explication pour I'absence de bactéries Sph erotilus dans
les eaux analysées, étant connu que cettes bactéries préferent les milieux
a concentrations modérées de substances organiques, condition dans laguelle
elles ont a affronter une moindre concurrence de la part d’autres orga-
nismes (Wuhrmann, 1964).

On a montré que, parmi les champignons, le groupe le mieux repré-
senté est celui des Saprolegniaceae. Lies données de la littérature de spé-
cialité (N. Toma, 1976) attestent que la distribution et le développement
des saprolegniacées sont en étroite corrélation avec les suivants facteurs
du milieu : la nature du substrat, la température, le régime et la profondeur:
de l'eau, la luminosité, le pH, la concentration des ions minéraux, la
quantité de O, et la structure des biocénoses dont elles font partie.

Parmi tous les facteurs énumérés ci-dessus la relation la plus serrée
et la plus évidente est celie établie avec le substrat nutritif. La nature du
substrat — plus que tout autre facteur du milieu, détermine des change-
ments essentiels et irréversibles, tant dans la morphologie que dans la
biologie de ces champignons.

La température de I'eau détermine une distribution numérique et
qualitative inégale des saprolegniacées au cours de l’année, une periodi-
cité saisonniére dans leur développement. D’apres leur températures opti-
male et la période de développement, les espéces de saprolegniacées ont
été classifibes en trois groupes: criophiles (hibernales), thermophiles
(estivales) et indifférentes. Les criophiles se développent abondamment
pendant les périodes froides de 1’année, lorsque la température de 1’eau
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ou du sol ne dépasse pas +10°C. Les thermophiles se développent dans les
périodes et les biotopes o la température dépasse +15°C. Sont considérées
indifférentes les espéces dépourvues de périodicité, qui se développent
de maniere é2ale pendant tout le cours de année.

Bien que l'existence d’une dynamique saisonniere des saprolegnia-
«cées en corrélation avee la température soit incontestable, le phénomene
est encore insuffisamment expliqué, puisque outre la température tout
une gérie d’autres facteurs écophysiologiques y concourent. Parmi ceux-ci,
on a prouvé que lintensité lumineuse a un rdle inhibiteur important.

Si la premiere série d’échantillons (mars) se caractérise par ’abon-
dance des champignons, les deux derniéres (juin, septembre) et surtout les
(épdts de la zones des rivages, abondent en diatomées, dans leur grande
majorité des types B — mésosaprobes dont la présence est normale pour
Jla zone et la période analysée.
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CONSEQUENCES KECOLOGIQUES DES MONOCULTURES
FORESTIERES DANS LA ZONE MONTAGNEUSE
DE LA ROUMANIE

PAR

‘CONSTANTIN BINDIU et NICOLAE PATRASCOIU

A cause des coupes a blanc étoc éffectuées sur de grandes surfaces un demisiécle:
auparavant, beaucoup de nos pessiéres ont perdu leur équilibre naturel, dévenant
trés vulnérables aux facteurs biotiques et abiotiques défavorables (vent, insectes,-
champignons, pourriture, etc.) Un autre écosysteme profondément transformé-
par I'hcmme sont les hétraies ot on introduit des coniféres, spécialement I’épicea,.
avec des conséquences négatives pour la stabilité des peuplements (monocul--
tures hors de I’aréal).

Pour 'espace géographique de la Roumanie, la zone forestiére mon--
tagneuse occupe une position de plus grande importance & cause non seule--

ment de sa grande surface par rapport aux zones collinaires et de plaine,
mais plut6t du réle qu’elle joue dans 1’équilibre écologique et la protection
de Penvironnement. Ce réle est complexe et s’exerce sur la répartition

des précipitations, la genese et 1’évolution du réseau hydrographique, la.

réduction de 1’érosion du sol et du transport du matériel solide, la protec-

tion des sources des eaux minérales, potables et industrielles, la purifica-

tion de 'eau et de 'air, la production du bois et sur d’autres fonctions spé-
cifiques & la végétation forestiere. Il suffit pour démontrer le réle hydrolo-
gique de mentionner que les foréts montagneuses assurent 66%, du débit

des eaux fluviatiles et que seules ces foréts protégent les grands lacs d’accu-
mulation d’eau pour I’énergie électrique. La zone montagneuse occupe:

219, de la surface totale du pays et présente un degré de boissement de 609,.

La présence des monts dans le centre du pays fait que les conditions-
orographiques, climatiques, hydrologiques et biotiques soient distribuées-

par des étages altitudinales, qui correspondent successivement aux pessi-

eéres, aux mélanges d’épicea, sapin et hétre et aux hétraies, la derniére

formation végétale qui appartienne & la zone montane. Chaque étage
présente des conditions écologiques spécifiques et bien délimitées dans
Pespace, qui correspondent aux exigences des espéces zonales. Ces espéces

sont arrivées & une structure naturelle relativement stable, en équilibre:
dynamique avec lenvironnement. La correspondance entre la zonalité:

géographique, bioclimatique et de végétation est tres étroite.

Suite & Pactivité de I'homme, la plupart des biocénoses naturelles:

sont transformées aujourd’hui en biocénoses de culture. La surface des

foréts naturelles est de plus en plus moindre et presque seules les réser:

vations naturelles conservent 1’écofond originaire et non altéré des

foréts de Roumanie [3]. Les transformations ont affecté tant ’étage:

des. pessiéres que 1’étage des hétraies, mais d’une fagon différente..

REV. ROUM. BIOL. — BIOL. VEGET., TOME 25, N0 2, P. 167—171, BUCAREST, 1988
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A. DANS LES PESSIERES

Le processus de transtormation est trés long et commence au XIX®
siecle. Il consiste spéeialement dans I’élargissement des surfaces avec peu-
plements équiennes et monodominants au détriment des peuplements
du type mélangé et plurien. Quoique cette action soit initiée et promovée
par la sylviculture autrichienne, dans les provinces de PEmpire des Habs-
bourg (Bucovine et Transylvanie), elle a continué jusqu’a présent, malgré
les nombreuses implications négatives d’ordre écologique. La cause est
bien connue et s’explique par les pressions économiques exercitées par la
société humaine contre les foréts, qui doivent fournir plus de bois & 'indus-
trie, plus de services utilitaires, sans tenir compte de leur potentiel silvo-
productif réel. Une cause pareille a conduit, on le sait bien, & la transforma-
tion presque totale des foréts mélangées allemandes (feuillus et résineux)
en foréts pures d’épicea.

En Roumanie, aussi bien que dans autres pays, extension des mono-
cultures d’épicea est réalisée par des coupes rasés sur des grandes surfaces,
qui ont atfecté profondément I’équilibre écologique [4]. En termes cyber-
nétiques on peut dire quela quantité d’information existente dans I’écosys-
teme a été réduite, 'entropie s’accrue et que la capacité fonctionnelle e,
Phiérarchie structurelle sont devenues moins fortes. En termes biophysiques
on peut dire encore que les circuits biogéochimiques sont dérangés, le type
d’humus est changé (de mull & moder, de moder & humus brut), conco-
mitent avec la déviation du type de pédogénese. Les substances nutritives,
Phumus et méme le sol fertil sont lavées par les eaux de préeipitations,
spécialement sur les grandes pantes. On peut parler encore de la dégrada-
tion des facteurs climatiques, ce qui contribue & ’abaissement de la limite
supérieure de la végétation forestiére et aux nombreux échecs en ce qui
concerne les reboisements. C’est pourquoi pour régénérer la forét des
hautes montagnes sont nécessaires beaucoup d’efforts, non seulement
financiaires mais surtout d’intelligence humaine.

Un autre effet négatif des monocultures d’épicea, signalé par la
littérature de spécialité, sont les chablis, qui provoquent périodiquement
de grandes impacts sur les foréts, ménacant leur stabilité et leur équilibre
écologique [5]. Au chablis on vient ajouter d’autres calamités naturelles,
telles que les ruptures des couronnes et des trones par la neige, les préju-
dices provoqués par les effectives surnombreuses de la faune cinégétique
herbivore, les attaques des insectes nuisibles, ete. On peut signaler un seul
exemple édificateur : pendant une période de 31 ans (de 1947 jusqu’a 1978)
on connait dans le cantonnement sylvique de Stulpicani 11 chablis de
grande proportion et 3 autres calamités naturelles (neiges, insectes),
qui ont affecté sérieusement la structure des peuplements, leur pouvoir de
production et leur capacité fonctionnelle [6]. Il faut mentionner que
les neiges lourdes, les insectes et les animaux sauvages ont rompu en parti-
culier les arbres fort détériorés par le vent.

On a établi avee certitude que les plus fréquentes chablis et ruptures
de neige se sont produits dans les pessiéres équiennes, d’origine artificielle,
ayant une productivité supérieure. I’altitude de ces foréts est inférieure

2 1000 m et varie avec I’exposition du versant : plus bas sur le versant
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sud, plus haqt sur le versant nord. Les peuplements & structure plurienne
(naturelle), ainsi blejn que les peuplements mélangés (épicea, sapin, méléze,
hétre, pin), ont été moins affectés.

B. DANS LES HETRAIES

Apres les pessicres, les hétraies occupent la place la plus importante
dans Péconomie forestiére nationale, étant donnée leur grande surface
(presque 2 millions ha) et la valeur particuliere du bois, qui est utilisé
dans Pindustrie en grande proportion.

~ L’intérét aceru pour les foréts de hétre a eu comme résultat la dimi-
nution progressive des peuplements naturels & structure plurienne et non
altérée et Iextension des peulements équiennes, monoétagés. De plus, a
cause des pressions économiques de conjoncture plusieurs hétraies de grande
production ont été remplacées par des monocultures des résineux, spéciale-
ment par des pessiéres.

Le manque d’intérét pour mentenir et conserver les peuplements
natgrels ’hétre a été bien remarqué par le professeur M. Dricea, il v a
6 décennies auparavant : « La génération antérieure et celle d’aujourd’hui
se sont délectées en exploitant les foréts de chéne de la plaine et celles des
1',esineux. Nous et ceux qui nous suivront, nous sommes la génération de
I'hétre ». Bt cette génération a remplacé en grande proportion les fortés
plurlem}es par des foréts monoétagées d’hétre, en appliquant des traite-
ments a courte période de régéneration, y compris les coupes a blane
¢toc. On procede & présent & Pextension i large echelle des résineux
en une proportion qui, conformément au « Programme national pour la
conservation et le développement du patrimoine forestier jusqu’en 2010 »
doit arriver a 409, de la surface totale des foréts. !

Les conséquences de ce mode de gestion économique des foréts ne
sont pas difficile & prévoir si ’on a en vue Pexpérience homologue effectuée
a Péchelle nationale dans les pays de I’Europe centrale. Quoiqu’elles ne
solent pas visibles & présent, elles seront strement troés bien marquées
au future, par suite de ’accumulation progressive des effets négatifs. On
sait que les hétraies, surtout celles pluriennes ont d’importante: et multi-
ples fonctions protectives. Leur capacité de conserver le milieu [1] dépasse
celle des résineux de plus de 409, (dans des stations équivalentes). Leur
protection est réalisée par la conservation de la fertilité des sols, assurance
de I’équilibre hydrologique, la défense contre Pérosion, le maintien et la
remise progressive des substances nutritives dans le ecircuit biogéochi-
mique, la réduction & minimum des dégats causés par les calamités natu-
relles : vent, neige, insectes phytofages, sécheresse, gibier, etc. Méme 3
la pollution, les hétraies s'aveérent assez résistantes [2517].

Strement, le remplacement de certaines hétraies par des résineux
surtout par des cultures d’épicea, est justifié du point de vue économique,
blen‘ qlll’qn.ne puisse pas demander le retour & la forét spontanée. La foréé
cultivée doit, évidemment, s’adapter aux lois du développement écologique
pour gagner la stabilité et la rentabilité. Les lois du développement é'jcono3
mique ne sont et ne doivent pas étre en contradiction avee les lois de la

conservation de I’environnement. On doit tenir compte des intéréts les
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plus généraux de la société humaine, de I’évolution a long terme de 'espace
géographique. A la base de la stratégie humaine on doit poser la stra-
tégie de la nature [3]. C’est la seule modalité de maintenir ’équilibre
naturel et de recouvrir en méme temps les demandes de bois et des services
utiles pour ’homme. C’est-a-dire, on doit adopter des structures et des
compositions & méme d’éliminer les échecs et d’assurer a la fois 'accomplis-
sement de toutes les fonctions des foréts a éfficience maxima.

Les différences entre la stratégie de la nature et celle humaine sont
d’autant plus grandes que les modifications des écosystémes naturels sont
plus fortes. La nature présente une diversité maxima, de nombreuses
chaines trophiques, trés variées et tres longues, une grande structuration
et une organisation optimale (entropie minima). Ce sont des avantages
importantes qui ne sont pas rencontrés dans la forét cultivée, ot sont
nécessaires beaucoup d’interventions humaines et des soins permanents.
A cause des chaines trophiques trés courtes et treés réduites, la forét cul-
tivée d’épicea par exemple s’approche beaucoup de la structure et du
caractére des agrobiocénoses.

Ces cultures, difficilement maintenues en équilibre avec 'environ-
nement, deviennent aisément dégradables, en nécessitant une surveillance
permanente. Seulement apparemment elles sont rentables, vu qu’on ne
tient pas compte des conséquences écologiques & longue durée. Nos recher-
ches, effectudes dans des pessiéres pures plantées dans des biotopes d’hétre
ont démontré que celles-ci sont bien exposées aux conséquences néfastes
des sécheresses, ayant besoin d’une plus grande quantité d’eau pour la
transpiration (10—159%), le sol devient plus intensivement séché dans
la zone du maxima développement des racines (humidité plus réduite a
12—159%,), évaporation directe des précipitations est plus grande (inter-
ception 20—259,, par rapport & 10—159%, aux hétraies). Aux coséquences
hydrologiques négatives on doit ajouter 'impact sur les chaines trophiques
(changement de la microflore et de la microfaune) et le retardement
de la décomposition de la litiére (index Jenny 10—159%,, par rapport
4 35—509,), avec le changement du type d’humus et la fort réduction
du potentiel trophique, spécialement sur substratum acide. Bien qu’on
puisse remarquer certaines réussites (sur les substratums enrichis en cal-
cium surtout), 'introduction des résineux dans les hétraies reste une action
sans justification écologique, comportant de nombreux et graves risques.

Pour illustrer cette idée, on peut remarquer les grandes dégats causés
par le vent, ainsi bien que Peffet désastreux des grandes neiges, les dépéris-
sement en masse des arbres & cause de la pourriture rouge, les attaques
cryptogamiques, etc. Ces faits démontrent que dans laréal des hétraies,
les monocultures d’épicea ne sont pas aptes pour une évolution positive,
ayant un grand degré d’instabilité et un niveau d’organisation biologique
inférieure (entropie élevée). Ces désavantages sont d’autant plus grands
que le cycle de production est plus court (dans les cultures spéciales pour
cellulose) et, la seule solution possible de pallier aux inconvénients est
de concilier les intéréts économiques de la société humaine (de circonstance)
avec les demandes écologiques et les lois du développement des foréts.

Par conséquence, on doit éviter les monocultures et adopter des solu-
tions rationnelles, pour assurer tant la production du bois en quantité
appropriée que la polyfonctionnalité maxima des foréts. On peut réaliser
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ce but par une combinaison judicieuse des especes, de maniére d’assurer
powr chacune d’elle un randement maximum et par ’application du prin-
cipe de la conservation du milieu. Il faut créer des mélanges bien propor-
tionnées, tels que feuillus et résineux, dans une succession d’iges plus
variée. Selon nous, le pourcentage maximum des résineux ne doit pas
dépasser 359, et cela seulement dans des certaines hétraies, qui ont une
stabilité plus grande. '

On doit mentionner que la production du bois ne peut pas étre
séparée & présent du principe de la conservation de la nature. Ce principe
demande un cadre d’application plus grand, loin des intéréts égoistes
«e branche, qui n’ont pas le droit de décider & leur faveur dans un processus
de longue durée, qui concerne 'intérét et la pérennité de la nation entiére.
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LE PROFESSEUR OCTOGENAIRE EMILIAN TOPA

Le prof. dr. doc Em. Topa s’inscrit parmiles botanistes roumains d’une belle longévité, qui
déploient une longue et féconde activité scientifique, d’organisation et civique ininterrompue.

: La célébration de son 80-éme anniversaire a eu lieule 9 février 1980 au Jardin botanique
de "Université «Al: 1. Cuza» de Jassy, le plus grand et le plus jeune jardin botanique univer-
sitdire de Roumanie, dont il fut le fondateur,

Né a Cuciurul Mic, en Bucovine (le 9 février 1900), Em. Topa suit les cours du Iycée et les.
cours universitaires a Cerniuti, ayant comme professeurs des personnalités scientifiques, telles
M. Gusuleac, IZ. Botezat, F. Netolitzky, A. Penecke et autres. 3

= Aprés une spécialisation: en phytosociologie, en France, a I’Institut S.I.GM.A. de
Moutpellier (1938—1939) avec le prof. J. Braun-Blanquet, il passa son doctorat a I’'Université
de Cernduti (1939) avec un valeureux ouvrage concernant la végétation halophile de Roumanie.
«ie i Observateur et expérimentateur attentif, Em. Topa étudie assidiment la flore et la
végétation de la Roumanie, participant activement aux manilestations scientifiques. 4 carac-
tere itinérant, de méme qu’aux sessions scientifiques organisées dans différents centres botani-
ques, de Roumanie., o P

... Bon connaisseur des langues étrangéres et des littératures spécialisées, Em. Topa a assi-
milé un large horizon biologique, sous I’aspect théorique et pratique et a accumulé une multi-
tude de données et de faits représentant une riche et vive source d’information pour’ces’
traviux. A id

“** Son activité didactique, dans P’enscignement secondaire et universitaire, a contribué'é}
la formation de nombreux enseignants et chercheurs. ;

" L’activité soutenue et compétente du prof. Em. Topa se concrétise surtout dans P’organi-
sation bien méritante des jardins botaniques universitaires a Cerndufi, Bucarest, Cluj et
Jassy ; directeur du premier et des deux derniers, il fait publier des guides, des catalogues de
semences et de nombreux:articles et a organisé¢ d’admirables expositions florales.
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Il a entrepris des voyages d’études en France, en Bulgarie, en Pologne et en Podolie,
en Hongrie, en Autriche et dans d’autres pays et a envoyé un ouvrage au symposium sur le
genre Iris, a Florence.

Son large ¢échange de publications, avec de nombreuses personnalités et institutions lui
permet d’organiser une valeureuse bibliothéque, de contribuer substantiellement & 'enrichisse-
ment des collections d’herbiers et d’exiccata, etc.

On lui est redevable d’avoir continué I'édition du Bulletin du Jardin botanique et du
Musée botanique de Cluj avec «Contributions botaniques », d’avoir organisé¢ et édité
Pexiccata de Moldavie et de Dobroudja (au Jardin botanique de Jassy), de faire construir ies
serres monumentales de Cluj et de Jassy, ainsi que d’avoir organis¢ des jardins scolaires.

Son activité féconde et multilatérale, particulicrement prolifique, de plus d’un demi-
siccle (1928 —1980) dans le domaine dela botanique, s’étend, sous divers aspects, sur les discipli-
nes de biologie végétale, théorique et appliquée : taxonomie, écologie, corologie, phylogénic,
phytocénologie, génétique, phénologie, terratologie, agronomie, sylviculture, horticulture,
apiculture, phytopatologie, phytotérapie, ethnobotanique, protection de la nature, histecio-
graphie. Il a collaboré¢ a des dictionnaires, des comptes rendus, etc. Son activité s’est con-
crétisée aussi dans la publication d’environ 300 travaux, parus dans 43 périodiques de Rou-
manie el dans 3 étrangers.

1l déerit de nouveaux taxons: X Aesculus hemiacantha, X Sparganium tardivam, Ribes
heleromorphum, Iris pallida « Racovilzae » ainsi que de nombreux infrataxons dans le cadre de
la variabilité des espéces : Scorzonera auslriaca, Arachis hypogea, Euonymus nanus, europucus,
radicans, Elatine alsinastrum, Gentiana verna, Lunaria annua, Buxus sempervirens, Callitriche
verna, Rhododendron kolsckyi, Hippophaé rhamnoides ssp. carpatica, Potamogelon crispus,
Najas graminea et autres, insérés aussi dans les volumes de la «Flora R.P.R.-R.S. Roménia ».

Parmi les nouveaux taxons signalés par Em. Topa pour la flore de la Roumanie, il ¥ a
certains Cormophytes : Aspidium [alcalum, Armeria maritima, Bidens vulgata, Boussin-
gaultia cordifolia, Cyclamen europaeum, Euphorbia nulans, Hablitzia tamnoides, Helianthus deca-
pelalus, Iva xanthiifolia, Laburnum anagyroides, Muscari armeniaca, Narcissus intermedius,
Nelumbo nucifera, Panax ginseng, Populus bolleana, Pyrus salicifolia, Sagiltaria latifolia, Sedum
sieboldii, Ulricularia inlermedia et autres, de méme que de nombreuses formes de culture
et parmiles Micophytes : Seploria eyclaminis, Claviceps wilsonii.

En phytocénologie remarquons surtout ses études sur la végétation halophile de Roumanie
a partir de la theése « La végétation des halophytes de Roumanie en relation avec celle du reste
du pays » (1939), ¢’st une premicre monographic de ce genre, ou il décrit de nouveaux ceno-
taxons : Puccinellio-Salicornietea, Camphorosmetum annuae, Camphorosmetum monspeliacae var.
pilosa, Leuzea salina cum Oenanlhe silaiefolia, Agrostidelo-Beckmannietum, Juncetum gerardi,
Astero tripolii-Triglochinetum maritimi, Stalicelo-Artemisietum monogynae et en continuant avec
d’autres travaux sur ces formations «La végétation sur les terrains salins de la Roumauie »
(1954), sur ceux du département de Maramures (1971), de Biile Turda (1965) ouvrage présenté
au symposium « Flora europaea » (1963, en Roumanie).

Bien nombreuses sont ses considérations écologiques-biologiques et corologiques se rile-
rant 4 une série de plantes spontanées indigénes et exotiques, cultivées et acclimatées dans des
jardins botaniques et dans leurs serres, telles que: Ophioglossum vulgatum, Anemone transsiiva-
nica, Solanum alatum, Trifolium neglectum, Loranthus europaeus, Carex humilis, Apios americuita,
Tetragonolobus purpureus, Langerstroemia indica, Victoria amazonica, etc.

Dans le cadre de la « Flora R.P.R. — R.S.Romania vol. I--XII, (1952--1972), Em. Topa
a le grand mérite d’avoir analysé 37 familles (Ptéridophyles et Angiospermes), de méme que piu-
sieurs genres d’autres familles (Fabaceae ).

En collaborant a presque tous les volumes de cette ceuvre botanique contemporaine, it
contribue avec une séri¢ d’observations et précisions critiques, ayant de nouveaux caracidres
en diagnoses et les clés dichotomiques.

Ses travaux ont été fréquemment cités en Roumanie par : Borza, Gusuleac, Savulescu
Prodan, Pop, Nyérady, Buia, Grinfescu aussi bien qu’a I'étranger, par Braun-Blanquet, Téxen,
Scamoni, Oberdorfer, Gajewski, ‘Wendelberger,

Le prof. 1. Prodan lui dédie les taxons : Centaurea lzopae, X Dianthus {zopae, Iris brand-
zae . tzopae.

Un autre aspect de sa riche activité : il a attiré P’attention sur les plantes utiles de la
flore spontanée et cultivée, en ce qui concerne la valorisation rationnelle de celles-ci, en tant
que plantes industrielles, médicinales, melliféres, tinctoriales, & tanin, ornementales et autves,
de méme que sur celles nuisibles et vénéneuses.
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i Ilim. Topa apport.e de nombreuses contributions critiques a la flore de Roumanie
\L. 52, 1972), des suggestions concernant I’exploration méthodique de la flore et de la végéta
. “l . E 27 . . ’ . . £ %
ion de la Rour_nar‘ue, ainsi qu’a la délimitation et la dénomination des provinces géobotaniqu
de 1a Roumanie (1963). = ol
‘i alf;g(z;}fe;l'lfmtt valeul‘.euses sont ses nombreuses contributions en ethnobotanique, ayant
! i (?}en es provinces de Roumanie ; il est aussi collaborateur au Dictionnaire ethnuobo—
tanique publié par Al. Borza (1968).
o '1'H depv1.01e une intense 'activité quant a la protection et la conservation de la nature
n. ieu en\'lronnant en publiant de nombreux, travaux, des guides avec des directives métho-,
d()loglquS visant surtout les prés séculaires au voisinage de Suceava
=) . A 5 () ) ul - . . 3 ” 5
e IE)n c(eia qui concerne Phistoire de la botanique, il évoque les mérites des botanistes : Porcius,
0 za, Prodan, Pop, Buia, Gusuleac, Coman, Al. Popovici, R. Popovici, Brandza, Procopianu-
Procopovici, Baumgarten, Oescu et autres. , o oy
S il deP101e une large act.ivité de vulgarisation des sciences biologiques en publiant divers
}QC; 1i:s, lpalt.cr\ex}lplc s:lr !a’vle des plantes, la lutte contre les superstitions, la nature comme
!( .e r cons itutif .de I’'unité du peuple roumain, la bibliographie des manuels roumains de
botanique et en faisant de nombreuses conférences.
o tLe prof. 1<:m. Topa a le mérite d’avoir édifié une ample et valeureuse ceuvre botanique
a 3 7 . % . . 2
aisant preuve d’une impressionnante et exemplaire force de travail, appliquée avec une créa-
tivité prolifique rarement rencontrée. -
dévoueCes qualités le consacrent comme une autorité scientifique remarquable, mise avec un
o _m(.zntbconst.ant, une noble Dpassion, un attachement illimité et des sacrifices au service
‘ .i.sggnces. ota)mq.ues, au progreés et au prestige de la biologie en Roumanie. Il poursuit son
activité aujourd’hui encore, avec la méme persévérance, ténicité et élan.
s ]A cette occasion solennelle, les botanistes roumains souhaitent au professeur Emilian
Popa bonne santé, longue vie et la réalisation de toutes ses aspirations.

Prof. dr. doc. Traian I. Stefureac




LE CENTIEME ANNIVERSAIRE DE LA NAISSANC}E
DU SAVANT ROUMAIN PETRE ENCULESCU (1879—1957)

v

Le 6 février 1980 on a célébré a Bucarest, sous I’égide de 1I’Académie de la P'\épubliqt@
Socialiste de Roumanie et de I’Institut central de biclogie, le centenaire de la naissance du
savant roumain, le prof. univ. dr. Petre IEnculescu. g R ‘

A cette m’anifestation scientilique, présidée par I'académicien pro[..;\. balagcanu, on a
évoqué la vie et I'ceuvre du prof. P. Enculescu, ses recherches dans le domaine de la ])Olalllqlvlﬁ
en général (prof. dr. doc. Tr. I. Stefureac) et de la géobotanique (conf. dr. D. Ivan) Ay
bien que dans celui de la pédologie (prof. dr. doc. C. Chirita et dr. C. Oancea) et de la carto-
sraphie (dr. ing. N. Donild). ) - i :
iy Sa personnalité scientifique a été évoquée aussi a Jassy, le_ll)fey11e1_19§0, par le
prof. dr. doc. Tr. I. Stefureac dans le cadre de la Faculté de biologie-géographie-géologie de
I’Université ¢« Al. 1. Cuza ». j gL T :

A ces manifestations avec une large participation publique, ont été présentés ses tra-
vaux scientifiques (monographies et articles, cartes, documents, manuscrits, bloc-notes, photos,.
des objets utilisés sur le terrain et autres). '

P. Enculescu est né le 16 octobre 1879 a Bucarest, ot il a fait ses études secondq;rgs
et universitaires (Faculté des Sciences). [in 1913 —1914 il participa. a.la campagne ‘de B_llllg:duc
et ensuite a la Pemiére Guerre mondiale (1916—1918) ou il se fit distinguer. En 1920, i ; rs:)u—
tient sa theése de doctorat a Cluj, devant le prof. Al. Borza. Son ouvrage «Les zones (le végéta-
tion ligneuse de Roumanie par rapport aux conditions oro-hydrographiques, Clllllfltel'l(].lles, dul
sol et du sous-sol » (1924), d’une remarquable valeur, le consacre sur le plm} scientifique. Il
suit deux stages de spécialisation en France et visita plusieurs capitales européennes. :

A la fin de ses études, il fut engagé (1906 —1947) a I’'Institut Géologique de Ronmz}me,
aprés la retraite, il travailla quelque temps au ministére de I’Agriculture, aux problemes
d’irrigation, de dessechement et autres.

2 TG ; VIE SCIENTIFIQUE 177

P. Enculescu déploya une méritoire activité didactique et d’organisation dans le domaine
de la botanique et de l'agrogéologie, enrichissantles collections nécessaires a I'cnseignement
-agricole. C’est lui qui jeta les bases d’un herbier a I'Institut géologique.

Sa formation scientifique est trés vaste et il se remarque, dans son ceuvre, comme bota-
niste-phytogéographe et écologiste, géobotaniste, pédologiste et cartographe.

S’appuyant sur une conception avancée, P. Enculescu, précurseur de la géobolanique
moderne, a le grand mérite d’avoir considéré, en tant que premier botaniste roumain de

maniére intégrée, les processus et les phénomenes de la nature en analysant le rapport détermi-

Exposition des travaux scientifiques du Pr. P. Enculescu

nant entre climat-sol-eau-flore et végétation. Cela a constiu¢, dans ses préoccupations persévé-
rantes et passionnantes, la caractéristique essentielle de I'ccuvre de toute sa vie. Ses études,
basées sur de longues explorations détaillées en terrain nous permettent de souligner le fail
que dans sa pensée el dans ses réalisations, devenait concréte des lors, fondamentalement,
Pintuition de ce que Ion sait aujourd’hui sur la conception des écosystémes terrestres, domaine
ou P. Enculescu est vraiment un meéritoire pionnier roumain.

Dans ses recherches, P. Enculescu ne s’est pas limité, en écologie, a des déductions
simplistes, mais, s’appuyant sur Uenregistrement des facleurs ¢cologiques, sur les analyses
physiques et chimiques de nombreux profils de sols, sur I’étude des systéme radiculaire des
plantes comme sur la connaissance de leur aréal, il a judicieusement expliqué les rapports el
les connexions entre climat-sol-plante ; pour cela, il a décelé les plantes les plus caractéris-
tiques, ligneuses et herbacées, indicatrices de divers types de sol, surtout de la flore et de la
végétation de steppe de Roumanie.

Ses premiéres études botaniques ont un caractere floristique, se référant aux espéces :
Rhus cotinus, Legousia speculum-veneris, Caragana [rutex et autres; ont suivi de nombreuses
contributions a la flore de Dobroudja, avee des recherches détaillées sur les espéces Carpinus
orienlalis, Fagus sylvalica — velictaire ct aultres.

Sous l'aspect phytogéographique, il utilise, avec prudence, pourla flore du pays, au.
lien d’éléments méditerranés, Pexpression sculement d’éléments a nuance méditlerranéenn e-

Dans ses études de synthése sur la végétation de Roumanie, P. Enculescu se fait reniar-
quer par les ouvrages : « Les zones de végétation ligneuse de Roumanie. . . » (1924) en établis-
sant les aspects différentiels de Pavant-steppe (la steppe a foréts) et de la sylvosteppe, probléme
dont il s’est occupé surtout aussi dans d’autres travaux ; « Parallélisme entre le climat, le sol
et la végétation de Roumaie » (1925), avec Pinterprétation réaliste des relations des écosystémes.
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dans le cadre des formations variées de végétation; «Le sol et la végétation spontanée de
Roumanie » (1929), qui constitue la premicre réalisation contenant de nouvelles données con-
cernant ce genre de travaux pour notre pays; « Contribution a I’étude de la tourbe et des
tourbiéres de Roumanie » (1916) en raison desquels P. Enculescu est considéré comme pré-
curseur de la pallinologie en Roumanie. 11 a effectué les premiéres analyses sporopolliniques,
en classifiant, par rapport a D’altitude, les tourbiéres de notre pays et en établissant, selon le
type de la végétation, les catégories de tourbe de Roumanie; il s’occupe aussi de la végeéta-
tion des terrains salins de la Vallée du CiAlm&tui (1941) et présente des données sur I’écologie
des plantes des associations halophiles et autres.

En cartographie, P. Enculescu, a le mérite d’avoir édité (1938), de manitre détaillée
«La carte des zones de végétation de Roumanie par rapport au sol » (1 :1500 000) ¢t «La carte
des zones de végétation ligneuse de Roumanie » (1914) (1 :1500 000),ainsi que, seul et en colla-
boration, de nombreuses cartes agrogéologiques, y compris la carte du quaternaire de Roumanie.

Ses études floristiques, géobotaniques et agrogéologiques ont un prégnant caractere
pratique-économique, concernant la zonation des cultures agricoles, des plantations foresticres
( Robinia pseudacacia Jet autres. Il a participé 2 de nombreuses conférences internationales
d’agrogéologie, de pédologie, etc.

Dans bon nombre de ses travaux, il apporte une contribution de valeurs & l'action de
protection et de conservation de la flore, de la végétation, du sol, ainsi que de la protection
de Fenvironnement.

La personnalité scientifique du prof. dr. P. Enculescu s’imposait par la modestie, la
sobriété et la capacité créatrice. Son activité est bien connue et ses travaux sont unanimement
appréciés.

Ils excellent en priorités dans la création avec des résultat concrets, fréquemment
citées chez nous et 4 I’étranger, dans des monographies et encyclopédies, dans des traités et
manuels de botanique, pédologie, agrobiologie, sylviculture, géographie, économie et autres.

L’étude plus approfondie encore de son ceuvre pourra découvrir aussi d’autres idées et
conceptions qui, étant mises en valeur A la lumi¢re de P'actualité, vont contribuer, dans la
suite, au progrés continu des sciences naturelles en Roumanie.

Pour conserver I’héritage scientifique du prof. dr. P. Enculescu et honorer, par dela
les générations, sa mémoire —avec des mérites particuliers pour les recherches fondamentales
el applicables — de laborieux devancier dans la connaissance de la nature de la Roumanie
et pour sa contribution méritoire dans le travail d’organisation de la recherche et de l’ensei-
gnement, y compris celui civique, civil et militaire, nous proposons que certaines chambres de
sa maison de Bucarest ot il a habité et a créé deviennent des chambres mémoriales Petre
IEnculescu et que sur cet immeuble soit fixée — & I'occasion du premier centenaire de sa nais-
sance — une plaque commémorative.

' Prof. dr. doc. Traian I. Stefureac
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