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- Ber. Schweiz. Bot. Ges. 81, 97-138 (1971)

Histochemische Muster beim Blattfall

Von Peter Hagemann

Institut fiir Allgemeine Botanik der Universitiit Ziirich

Manuskript eingegangen am 10. November 1970
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1 Einleitung

Fiir praktisch alle Pflanzenorgane ist eine gelegentliche und/oder periodische Ab-
trennung beobachtet worden. Dieser Vorgang kann natiirlicherweise oder patholo-
gisch erfolgen. Seine Bedeutung reicht vom Abwurf unniitzer, besonders durch Pa-
rasiten bedrohter Teile (z.B. Borke) iiber Verbreitung von Fortpflanzungskdrpern
bis zu exkretorischen Funktionen. Der letztere Aspekt trifft in erster Linie beim Ab-
stossen alter Blitter zu, in denen sich Exkrete und Rekrete angesammelt haben, die
nun durch die Zersetzung in der Laubstreu dem Néhrstoffkreislauf wieder zugefiihrt
werden.

Die morphologisch orientierte Botanik des 19.Jahrhunderts hat sich vor aiiem
mit den histologisch fassbaren Vorgingen beim Blattfall befasst und hat ein enormes
Tatsachenmaterial zusammengetragen, das im vergleichend-anatomischen Werk von
Pfeiffer (1928) gipfelt. Seit der Entdeckung der Phytohormone hat sich das Interesse
vorwiegend der hormonalen Auslosung und Kontrolle des Blattfalls zugewendet
(z.B. Jacobs, 1955; Rubinstein und Leopold, 1964) und hat einen weiteren Biock
von Kenntnissen erbracht, die besonders durch Addicott (1965) zusammengefasst
worden sind. Neben dem wissenschaftlichen Interesse sind fiir diese Schwerpunkts-
verlagerung in der Blattfallforschung auch 6konomische und militirische Griinde
massgebend gewesen. Ein Beispiel dafiir ist die Baumwolle, wo die ersten Einsitze
von Erntemaschinen stets zu einer Verfirbung der Rohbaumwolle durch den Saft
beschéddigter Blitter fithrten. Erst die kiinstliche Defoliation mit Endothal ermdg-
lichte den Grosseinsatz mechanischer Erntemethoden. Ebenso wichtig sind Defoli-
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antien bei der Kontrolle der Tsetsefliege im tropischen Afrika: Glossina ist ein
stenotherm-stenohygrisches Warmfeuchtluft-Insekt, das in buschigen, schattigen Ha-
bitaten lebt. Durch Anwendung von 2,4,5-T kann das Insekt zwar nicht ausgerottet,
aber wirksam dezimiert werden. Seit den Unruhen in Malaia in den fiinfziger Jahren
haben Defoliantien schliesslich einen Anwendungsbereich gefunden, der gegenwirtig
den Verbrauch fiir alle iibrigen Zwecke weit iibersteigt (Osborne, 1968) und den
synthetischen Phytohormonen zu einer traurigen Berithmtheit verholfen hat: die
Entlaubung des Dschungels in den ostasiatischen Kriegsgebieten zur Entlarvung
gegnerischer Verstecke, die nun seit einigen Jahren in grossem Stil im Vietnam-
Konflikt betrieben wird.

Zwischen einer morphologischen Tatsache und ihrer hormonalen Ursache liegt
ein Bereich von Stoffwechselvorgingen, die beim Blattfall erst wenig bekannt sind
(Addicott, 1965, S.1100). Sie lassen sich gedanklich in zwei Gruppen einteilen,
nimlich einerseits die enzymatischen Prozesse, die zur Zellwandauflosung fithren,
andererseits das Zusammenspiel all jener Faktoren, die ortlich verschiedene Entwick-
lungsbedingungen schaffen (Kiihn, 1965) und so die entsprechenden Funktions-
zustinde von Zellen und Geweben herbeifithren. Das Ziel der Blattfallforschung
muss es sein, diese Korrelationen in molekularen Begriffen kausal erklidren zu konnen.
Aus anderen Bereichen der Biologie liegen bereits vielversprechende Ansétze zur
Analyse solcher Systeme vor: Im Siugerorganismus zum Beispiel konnten mitose-
hemmende, gewebsspezifische Glycoproteide gefunden werden, die sogenannten
Chalone (Bullough, 1967). Der Autor formulierte eine Hypothese (S. 122), wonach
solche Chalone durch Umschalten von einem «mitosis operon» zu einem «ageing
operon» Zellen auf ihren Weg zur aktiven Funktion und schliesslich zum Tod hin-
fithren sollen. Chalone wiren also autoregulative Produkte, Co-Repressoren eines
Mitose-Operons im Sinne von Jacob und Monod. Diese Begriffe liessen sich beim
Blattfall gut auf die Bedeutungsspaltung der Gewebe in der Blattfallzone in Schutz-
schicht und Trennschicht anwenden; dazu fehlen jedoch noch experimentelle Daten.
In der vorliegenden Arbeit wird eine Hypothese iiber eine mogliche Rolle der Per-
oxidase bei der Einstellung der ausschliesslichen Reaktionskompetenz alter Blattfall-
zonen auf Auxin formuliert. Daneben wurden aus der zweiten der angedeuteten
Problemgruppen enzymatische Vorginge und stoffliche Verdnderungen bei der Diffe-
renzierung der Blattfallzone untersucht, wofiir histochemische Methoden in beson-
derem Masse geeignet sind. In dieser Hinsicht konnten Resultate erbracht werden,
die analoge biochemische Untersuchungen (z.B. Morré, 1968) in der topographi-
schen Dimension ergdnzen und prézisieren.

Als Objekt diente in erster Linie Coleus, ein recht bald verholzendes Kraut. Zum
Vergleich wurden Vertreter weiterer Lebensformen herangezogen, so eine immergriine
(Coffea) und eine saisonal laubwechselnde (Annona) Holzpflanze, Phaseolus und
Begonia als ausgesprochene Kriuter, und schliesslich Plumeria als Beispiel einer
pachykaulen, saisonal laubwechselnden Lebensform.

2 Material und Methoden

Pflanzen: Als Objekte dienten ein Klon einer Coleus-Blumei-Hybride (Fig. 1), Phaseolus vulgaris
var. nanus (L.) Aschersh. «Ideal» (Pflanzen mit zwei entwickelten trifoliaten Blittern), Begonia
sanguinea Raddi, Coffea arabica 1. «Bourbon» (4jihrige Bédume), Annona squamosa L. (7jdhrige
Pflanze), Plumeria acutifolia Poir. (4jihrige Pflanzen). Alle Pflanzen wurden im Gewichshaus bei
Tageslicht und 20-25 °C gehalten.
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Figur 1

Coleus. Skizze der Versuchspflanzen mit der verwendeten Bezeichnung der Knoten (veridndert
nach Jacobs, 1955). Massstrich = 2 cm

Schnitte: Um vergleichbare Resultate zu erhalten, wurden alle Untersuchungen an unfixierten
Gefrierschnitten durchgefithrt. Die Schnittdicke betrug bei Coleus 90-120 pm, bei Phaseolus,
Begonia und Plumeria 90 pm, bei Coffea und Annona 60 pm. Diese Werte ergaben sich vor allem
aus der Uberlegung von Arnold (1968), dass ein Schnitt mindestens zwei Zelldurchmesser dick
sein muss, um wenigstens eine Lage unbeschidigter Zellen zu enthalten. Die Schnittrichtung war
fast immer sagittal, und zwar mehr oder weniger median-sagittal. Ausnahmen sind besonders
erwihnt.

Zeichnerische Rekonstruktionen: Die Darstellungen des Leitbiindelverlaufes bei Coleus wurden
mit Hilfe des Perspektomaten hergestellt (Hagemann, 1971) und die Untersuchungen an aufge-
hellten Totalprdparaten (Gurr, 1965, S.299) erginzt.

Zeichnungen; Zellgetreue Zeichnungen wurden mit Hilfe eines Zeiss-Zeichenapparates hergestelit.

Fotografien: Fur die Mikroaufnahmen wurde ein Zeiss-Fotomikroskop eingesetzt. Die Priparate _
wurden unter Verwendung entsprechender Farbfilter auf Orwo NP 15 fotografiert und die Filme
in Microdol-X entwickelt.

Fir die histochemische Arbeit galten allgemein die Kautelen von Arnold (1968). Histochemie -
an unfixierten Gefrierschnitten ist grundsitzlich Gewebshistochemie. Intrazelluldr kann die Loka-
lisation von Stoffen nicht weiter differenziert werden. Neben der fehlenden Fixierung fithrt vor
allem das langsame Einfrieren zu einem schlechten Erhaltungszustand des Plasmas. Unter diesen
Umsténden ist es miissig, irgendwelche gefirbten Kérnchen im kniuelartig deformierten Proto-
plasten etwa als Mitochondrien bezeichnen zu wollen. Solche willkiirlichen Zuordnungen sollen
in der vorliegenden Arbeit vermieden werden; Reaktionsprodukte kénnen entweder im Plasma,
in der Zellwand oder in Interzellularen lokalisiert werden.

Calcium: Calcium wurde nach McGee-Russell (1955) mit Kernechtrot nachgewiesen. Dieses
Reagens. erfasst nur gelostes Ca*t, wiilhrend gebundenes Calcium nicht gefillt wird. Beim Abbau
von Pektinen diirfte das salzartig an die Carboxylgruppen gebundene Calcium in Losung gehen,
so dass eine verstirkte Kernechtrot-Reaktion in der Wand auf Pektinabbau hindeuten kénnte.

Pekrin: Gewisse Anhaltspunkte ergaben sich jeweils aus der einfachen Farbung mit Ruthenium-
rot (Jensen, 1962). Bekanntlich handelt es sich aber dabei um ein Gruppenreagens auf saure Poly-
saccharide und nicht um eine spezifische Nachweismethode. Rutheniumrot ist jedoch sehr vertrig-
lich, im Gegensatz zur spezifischen Reaktion mit alkalischem Hydroxylamin (Jensen, 1962), deren
aggressive Reagenzien in manchen Geweben starke Schrumpfungen verursachen. Ungiinstig ist
bei der zweiten Férbung die gelb-rote Farbe des Reaktionsproduktes, die auch bei hohen Pektin-
konzentrationen oft relativ blass bleibt, zumal nur methylierte Pektine nachgewiesen werden.

Cellulose: Chlorzinkjod ergibt nicht nur eine verschiedene Farbung fiir Cellulose und Lignin/
Suberin, sondern erlaubt bei farbfotografischer Protokollierung dank ausgeprigter Metachromasie
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Riickschliisse auf nicht direkt sichtbare Verinderungen der Winde. Frey-Wyssling (1959) disku-
tiert den Mechanismus der Farbung.

Lignin: Wo eine Gelbfirbung mit Chlorzinkjod eintrat, wurde mit Phloroglucin-HC1 zwischen
Suberin und Lignin entschieden.

Lipide: Auch hier ergab stets Chlorzinkjod die ersten Hinweise. Die iiblichen fettlgslichen Dia-
chrome sind zu wenig empfindlich, um beispielsweise die Anfinge von Lipiddepositionen nach-
zuweisen. Besser geeignet ist ammoniakalisches Gentianaviolett nach Strasburger (1913). Die
besten Resultate konnen mit der Methode von Scott (1950) erhalten werden, wobei Schnitte nach
Infiltration in Jod-Jodkali-Losung mit 80 % Schwefelsdure behandelt werden. Der Verlauf des
Verquellens der Winde wird beobachtet, wobei auch diinnste Lipidlamellen gelb hervortreten und
sich vom Blau der Polysaccharide scharf abheben.

Peroxidase: Dieses Enzym wurde meist nach Graham et al. (1965) mit 3-Amino-9-aethylcarbazol
(= AAC, pract. Sigma) nachgewiesen. Alle Nachweise wurden auf eine Inkubationszeit von 10 min
standardisiert, indem die H,0,-Konzentration variiert wurde. Diese musste meist 5- bis 10mal
hoher als in der Originalpublikation gew#hlt werden, da jene Vorschrift auf exogene, injizierte
Peroxidase in wesentlich hoherer Konzentration als die hier nachzuweisende endogene zugeschnit-
ten ist. Zum Vergleich wurde jeweils die Aminmethode nach Burstone (1960) mit 1,4-Amino-
diphenylamin und 1,4-Amino-azobenzol herangezogen. H,0,-Konzentration und Inkubationszeit
waren gleich wie bei AAC. Beide Reaktionen wurden bei Zimmertemperatur in Acetatpuffer
0,05 m von pH 5,0 durchgefiihrt. Die alkalische Nadireaktion und die Benzidinreaktion wurden
wegen ihrer bekannten Nachteile vermieden.

Auch in dieser Arbeit wurden gewisse Lokalisationsunterschiede zwischen AAC und dem Amin-
eagens festgestellt (Nuotcla, 1969), so zwar, dass zum Beispiel bei einem gegebenen Stadium von
Coleus, bei dem AAC eine Lokalisation in der Wand und im Plasma ergab, das Aminreagens
neben dem Plasma nur einzelne Winde anfiirbte. Zwangloser als es Nuotcla mit der Annahme
verschiedener Substratspezifitit tut, kann diese Beobachtung durch folgende Feststellung auf
methodische Gegebenheiten zuriickgefithrt werden:

Das Aminreagens ergibt bedeutend grobkornigere Reaktionsprodukte als AAC. Bei jenem ent-
steht nun offenbar innerhalb der Inkubationszeit in der Zellwand nicht immer geniigend Reaktions-
produkt fiir eine Fillung, und/oder eine solche ist aus rdumlichen Griinden in der Zellwand selbst
gar nicht moglich.

Die genannten Reagenzien kdnnen alle auch durch Cytochromoxidase oxidiert werden. Dieses
Enzym ist indessen viel empfindlicher als Peroxidase und wird unter anderem auch durch Aus-
trocknenlassen inaktiviert (Deane et al., 1960). Es wurden von jedem Objekt einige Kontrollschnitte
erst nach kurzem Austrocknen inkubiert. In keinem Fall wurde die Reaktion dadurch signifikant
beeintrichtigt. Somit wurde sie jedenfalls nicht durch Cytochromoxidase verursacht.

Fine weitere mogliche Fehlerquelle sind Aldehyde, die ebenfalls die Nachweisreagenzien zu
oxidieren vermogen. Auf die Anregung von Reeve (1949) hin wurde folgender Test ausgearbeitet
und damit jedes Objekt iiberpriift:

Ansatz Peroxidase Ansatz Aldehyde
1. — Schnitte in 5 ml Lésung A infiltrieren
2 Schnitte in 10 ml Lésung B infiltrieren 10 ml Lésung B zugeben
3. 5 ml Losung C zugeben 5 ml Losung C zugeben

Lésung A: Essigsidure, 4 m
Losung B: 1,4-Phenylen-diamin, 0,2 m in Acetatpuffer 0,05 m pH 5,0
Losung C: H,0,, 0,2 m

Resultat: Bei positivem Ausfall gelbbraune bis braunschwarze, unldsliche Farbung. Die Unter-
scheidung beruht darauf, dass im Aldehydansatz die Essigsdure (Endkonzentration 1 m, pH 2,3)
das Enzym hemmt, nicht aber die nichtenzymatische Reaktion.

Bei allen Objekten wurde eine positive Aldehydreaktion nur in den verholzten Teilen erhalten,
ausser bei Anrona, wo auch die Blattfallzone schwach reagierte (Abb. 1). Die intensive Peroxidase-
reaktion diirfte aber kaum nur von diesen Aldehyden herriithren.
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Als Kontrollreaktion kommt die klassische Cyanidhemmung eisenhaltiger Enzyme nicht in
Frage, da bei pH 5 das CN— praktisch nicht existenzfihig ist. Natriumazid hemmte weitgehend,
sofern die Schnitte 10 min in einer 0,01 m Lésung priinkubiert wurden und der Hemmstoff auch
im Inkubationsgemisch 0,01 m vorlag. Eine vollstindige Hemmung der Reaktion trat stets ein,
wenn H,O, im Inkubationsgemisch fehlte. Adsorptionsartefakte waren mit den verwendeten Rea-
genzien weniger als beispielsweise mit Nadi zu befiirchten, da ibre Reaktionsprodukte weniger
lipophil sind. Die von Nuotcld (1969) beobachtete Oxidation der Reagenzien durch Chinone
spielte bei den hier untersuchten Objekten keine Rolle, da sich einzig die Schnitte durch Anrnona
spontan etwas bridunen, wihrend bei den anderen Objekten die Schnitte weiss bleiben, also an-
scheinend keine endogenen Chinone aufweisen. Bei Annona wurden vor der Inkubation die braunen
Produkte durch Auswaschen jeweils weitgehend entfernt. Nuotcla (1969) diskutierte weitere mog-
liche Fehlerquellen und machte ihre Unerheblichkeit wahrscheinlich. Schliesslich bleibt zu be-
merken, dass nach Hitzeinaktivierung (10 min in kochendem Wasser) in allen Objekten hochstens
eine geringe Pseudoperoxidaseaktivitit (Deane et al., 1960) auftrat, die keinesfalls fiir die beob-
achteten drastischen Enzymaktivititen aufkommen kann

Die Reaktionsprodukte sind in organischen Lésungsmiitteln 18slich, weshalb die Priparate nicht
entwéssert werden konnen. In Glycerin sind Priparate mit dem Aminreagens recht gut haltbar,
wihrend das Reaktionsprodukt von AAC vielfach nach einiger Zeit in Form von Nadeln und
Nadelbiischeln auskristallisiert.

Cyrochromoxidase: Hier wurde vorwiegend nach der Vorschrift von Burstone (1960) mit
1,4-Amino-diphenylamin und 1,4-Amino-azobenzol gearbeitet. Die Inkubation erfolgte in Phos-
phatpuffer 1/15 m von pH 7,4 wihrend 39 min bei 37 °C. Ein Zusatz von Katalase war unnotig,
da offenbar in keinem Objekt viel endogenes Wasserstoffperoxid vorhanden ist, mit dem die
Peroxidase das Reagens oxidieren konnte. Anfinglich wurde auch das Nadlreagens verwendet
(Arnold, 1968), doch war das Aminreagens an Substantivitit iiberlegen.

Phenoloxidase: Das Enzym EC 1.10.3.1, das iiber ein halbes Dutzend verschiedene Namen
trdgt, wird hier gemeinhin als Phenoloxidase bezeichnet. Es wurde nach Chayen et al. (1969)
mit Dopa oder Brenzkatechin nachgewiesen. DL-Dopa (Hoffmann-La Roche) ergab eine. deutli-
chere Reaktion als Brenzkatechin. Das Substrat war immer 0,01 m in PhospLatpuffer 1/15 m
von pH 7,4. Die Inkubation erfolgte wihrend 3 h bei 37 °C. Eine unvollstindige Hemmung wurde
mit folgender Kontrollreaktion erreicht: 10 min Priinkubation in Natriumdidthyldithiocarbamat
0,01 m mit anschliessender Inkubation in Gegenwart von 0,01 m Hemmstoff,

Phosphatase: Die saure Phosphatase wurde mit der Azofarbstoff-Methode nach Arnold ( 1968)
nachgewiesen. Als Diazoniumsalz wurde Echtblausalz B (Fluka) verwendet.

Pektinase: Mit Pektinase wurden einige Simulationsversuche durchgefiihrt. Das Enzym (purum,
Fluka) wurde in einer Konzentration von 2 mg/ml in Acetatpuffer 0,1 m von pH 4,0 verwendet.
Die Inkubationszeit betrug 1 h bei 37 °C.

Die Préparate wurden mit Ausnahme derjenigen mit Chlorzinkjod in Glycerin eingeschlossen.
Wegen ihrer beschrinkten Haltbarkeit wurde eine Sammlung von Belegaufnahmen auf farbigem
Diapositivfilm angelegt, die auch die Kontrollreaktionen der Enzymnachweise enthilt. Sie ist im
Institut fir Allgemeine Botanik der Universitit Ziirich deponiert.

3 Untersuchungen an Coleus Blumei

3.1 Anatomische Untersuchungen
Frithere Arbeiten (Pfeiffer, 1928; Myers, 1940) haben drei Fragen offengelassen:

— Steht der Leitbiindelverlauf im Zusammenhang mit Lage und Orientierung der
Blattfallzone ?

— Handelt es sich beim «Blattfallgewebe» um ein priméres oder um ein sekundires
Meristem ?

—~ Wo und wie beginnt der Trennungsprozess ?

3.1.1 Der Leitbiindelverlauf im jungen Knoten

Als Arbeitshypothese gelte, dass die spezifische Anordnung der Leitbiindel an der
Blattstielbasis Ort und Gestalt der Anlage des «Blattfallgewebes» bedinge.
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Der Querschnitt durch den krautigen Stengel des Internodiums A-B zeigt vier
kriftige Kantenleitbiindel und in der Mitte der Stengelseiten je ein geringer ent-
wickeltes Flichenleitbiindel. Mit zunehmender Dicke des Stengels differenzieren sich
akzessorische Stringe (oft xylemfrei), und zwar jeweils mitten zwischen zwei be-
stehenden Biindeln. 40 Messungen an den Internodien A-B, B-C, C-D ergaben fiir
den Zwischenraum zwischen zwei Leitbiindeln einen Wert von 245 +46 um. Obwohl
im untersuchten Bereich der Umfang des Stengels von ca. 6,4 mm auf das Doppelte
zunimmt, bleibt der durchschnittliche Zwischenraum zwischen zwei Leitbiindeln
konstant. Offenbar hemmen die bestehenden Leitbiindel in einem bestimmten Um-
kreis die Anlage von weiteren. Sobald jene durch das Streckungswachstum {iiber die
Hemmdistanz hinaus voneinander entfernt werden, kommt es zur Bildung akzesso-
rischer Biindel. Unterhalb der Knoten D bzw. E schliesst sich das Kambium zum
Ring und leitet das sekundire Dickenwachstum ein.

Die Blattspuren laufen bis etwa zur Mitte des nichstunteren Internodiums lédngs
der Kantenbiindel hinunter, bevor sie ganz mit diesen verschmelzen (Fig. 2, 3, 4).
Wenige Millimeter unterhalb ihres Knotens wenden sich beidseits die je 2 Spur-
stringe spitzbogenformig einander zu. Mit ihnen vereinigen sich das dazwischen lie-
gende Flichenleitbiindel und allfillige akzessorische Biindel in der Knotenebene zu
einer breiten Platte (Fig. 3), die nun briisk im rechten Winkel nach aussen biegt.
Bereits auf der Hohe der Stengeloberfliche, also nach wenigen Zehntelsmillimetern,
teilt sich die Platte in die beiden Hauptstringe des Blattstiels auf. Die Platte dient
anscheinend nur der Neuverteilung der drei Spurstringe auf die beiden Hauptleit-
biindel des Blattstiels. Obwohl nicht jede Siebrohre und jedes Geféss verfolgt werden
konnten, ist wohl die Annahme erlaubt, dass die urspriinglichen Lagebeziehungen
erhalten bleiben, das heisst, dass keine Uberkreuzungen stattfinden. Kaum sind die
beiden Blattstielleitbiindel gebildet, gliedern sie gegen oben und aussen je einen
Teilstrang ab, der sich bald zweiteilt. Im Blattstiel liegen definitiv zwei Hauptleit-

Figur 2

Figur 3

Figur 2

Coleus. Knoten A, rechte Hilfte. Betrachtungswinkel 20°. Massstrich = 1 mm

Figur 3

Coleus. Knoten B, zeichnerisch in Blécke zerlegt. Betrachtungswinkel 20°. Massstrich = 1 mm
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biindel (zentral, abaxial) vor, die beidseits von je 2 bis 3 diinneren Stringen begleitet
werden. Das «Blattfallgewebe» wird stets im Bereich zwischen der beschriebenen
Platte und dem Abzweigen der akzessorischen Stielleitbiindel angelegt (Fig. 5).
Selten werden die letzteren durch die Narbe angeschnitten. Beim Blattfall werden
die Leitbiindel mechanisch abgeschert. Dies ist fiir 2 basal im Blattkissen liegende
Stringe leichter moglich als fiir die Vielzahl der Leitbiindel im Blattstiel, die iiber
den ganzen Querschnitt verteilt sind. Dass das Abscheren der Leitbiindel an einer
strukturell schwachen Stelle erfolgt, erklidrt aber noch nicht, dass schon weit vor
der Beendigung der Blattdifferenzierung ein «Blattfallgewebe» an ebendieser Stelle
angelegt wird.

Figur 4

Coleus. Knoten F, rechte Halfte. Hinzugekommen ist die Leitbiindelversorgung des Seitenzweiges,
der sich aus der Achselknospe entwickelt hat. Betrachtungswinkel 20°. Massstrich = 1 mm

Figur 5

Coleus. Knoten B, Narben nach induziertem Blattfall. Betrachtungswinkel 20°. Massstrich = 1 mm

3.1.2 Morphologische Natur der Schutzschicht

Die Interpretation von Tabelle 1 erlaubt folgende Feststellungen:

— Im Knoten A sind keinerlei Gestalt- oder Grossenunterschiede zwischen Zellen
in der prospektiven Blattfallzone und den angrenzenden Geweben zu erkennen.
Die beiden Schichten der Blattfallzone gehen aus einem einheitlichen Parenchym
hervor. Diese Bedeutungsspaltung wird in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 durch
histochemische Befunde genauer belegt.

—~ Im Knoten B zeigt es sich, dass alle Zellen in alle Richtungen gleichméssig ge-
wachsen sind. Dieses Streckungswachstum wird bis zu den &ltesten Stadien an-
halten. Die direkte mikroskopische Untersuchung lisst einzelne Querteilungen in
der Subepidermis erkennen.

— Das «Blattfallgewebe » Pfeiffers (1928), von dem noch oft in Lehrbiichern die
Rede ist, entspricht der prospektiven Schutzschicht (Gawadi und Avery, 1950).
Es handelt sich um ein interkalares Meristem im Sinne von Esau (1965). Blattfall
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Tabelle 1

Coleus. Zelldimensionen auf Sagittalschnitter: verschiedenen Alters. « Linge» ist die Ausdehnung
i Richtung des Blattstieles. Messstellen gemdéss Figur 6. * im Bereich der prospektiven Schutz-
schicht. (Mittelwerte aus jeweils 10 Messungen)

Knoten
Ausdehnung in #m (Lédnge X Breite) an den Messstellen:
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11

A 83 x23 74 22 26 X 55 36 x60

B 113 x33 121 %32 45 x 83 49 x 72

C 146 x38 27 x40 126 x 38 33 x36 52 x105 . 53 %92

D 141 x41 29 x41 135 x 46 39 x40 66 <128 63 x105 45 <87 94 X116
E 24 x 49 56 X139 57 x108 35 x80 89 x 146

G 118 x57 36 x50 124 x49 77 x61 25x56 59 x175 33 x 151 55128 85x119 27 x77 93 x132

* * * *

Figur 6

Coleus. Skizze eines Sagittalschnittes durch die Hilfte des Knotens D. Massstrich = 1 mm
Eingetragen sind die Messstellen fiir Tabelle 1:

1,2 adaxial, subepidermal
3,4, 5 abaxial, subepidermal
6,7, 8 adaxial, Grundgewebe
9, 10, 11 abaxial, Grundgewebe

bedeutet also hier — wie iibrigens in den meisten anderen Féllen auch — die Anlage
einer gut sichtbaren prospektiven Schutzschicht, gefolgt von der Differenzierung
einer Trennschicht distal von jener. Die Bildung der Trennschicht ist wenig
augenfillig (vgl. aber die histochemischen Kriterien im Abschnitt 3.2.2) und erfolgt
erst kurz vor dem Blattfall, so dass friiher vielfach angenommen wurde, die Tei-
lungstitigkeit des «Blatifallgewebes» fithre zur Separation.
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— Bis zum Knoten C sind in die meisten subepidermalen Zellen 3 bis 4 Querwiéinde
eingezogen worden (Messstellen 2 und 5). Bereits treten nun auch im anschlies-
senden Grundgewebe einzelne Querteilungen auf, die sich allerdings in den Zahlen-
werten noch nicht manifestieren. i

— Auf der Hohe des Knotens D ist im abaxialen Parenchym durchschnittlich eine
Querwand eingezogen; im adaxialen Parenchym hebt sich die prospektive Schutz-
schicht noch nicht ab.

— Erst im Knoten E und den élteren Stadien ist auch im adaxialen Parenchym
durchwegs mindestens eine Querwand pro Zelle eingezogen. Im abaxialen Paren-
chym sind es 2 bis 3 Querwinde, in den subepidermalen Schichten nach wie vor
3 bis 4. Die Zone der Teilungen reicht abaxial bis zum Leitgewebe, adaxial bleiben
2 bis 3 Zellschichten lings des Leitbiindels unberiihrt. Leitbiindel und Stérke-
scheide werden auch in keinem spiteren Stadium bis zum Blattfall von morpho-
logisch sichtbaren Verdnderungen betroffen.

— In der Epidermis treten erst in den iltesten Stadien (F, G) einzelne Querteilungen
auf. Deshalb ist die Epidermis wie auch das Leitgewebe in der Tabelle weggelassen.

— Die beschriebenen Ereignisse liefen stets in derselben Reihenfolge ab; das chrono-
logische und in einem gewissen Masse auch das physiologische Alter, in dem ein
bestimmter Entwicklungsstand erreicht ist, variiert stark und ist vor allem saiso-
nalen Schwankungen unterworfen.

3.1.3 Histologische Analyse des Trennungsprozesses

Untersucht wurden Knoten E, also Knoten mit ausgewachsenen Bldttern und
wohldifferenzierter, auch dusserlich erkennbarer Blattfallzone. Der Blattfall wurde
durch Entfernen der Spreite induziert. Nach 24 h zeigen sich in den subepidermalen,
abaxialen Schichten die ersten deutlichen Interzellularen. Die angrenzenden Zellen
zeigen bald Eindellungen und runden sich ab (Abb. 2). Diese Interzellularen ent-
stehen schizolytisch im Sinne von Pfeiffer (1928); es konnten in keinem Falle Zell-
triimmer als Reste einer histolytischen oder rhexolytischen (durch Zerreissen) Ent-
stehung beobachtet werden. Neben einer lokalen Auflésung der Mittelschicht ist an
der Bildung und Ausweitung dieser Spaltriume eine Verminderung des Turgors in
den angrenzenden Zellen und deren entsprechende Schrumpfung beteiligt (Myers,
1940). Ein analoges Stadium bei Coffea zeigt Abbildung 3. Etwa um diese Zeit, also

Figur 7

Coleus. Knoten E. Spaltbildung 36 h nach Entfernung der Spreite. Massstrich = 100 g
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deutlich spéter als abaxial, treten auch auf der adaxialen Seite in den subepidermalen
Schichten Spaltrdume auf. Abaxial und adaxial dehnt sich nun der Spalt schizo-
lytisch nach beiden Seiten aus. Bald wird auch die Epidermis aufgetrennt. Auch
wenn beidseits der Spalt in der Epidermis und den #dusseren Rindenschichten weit
klafft, hat er die inneren Rindenschichten noch nicht erreicht (Fig. 7). Im weiteren
Verlauf des Prozesses schreitet die Spaltbildung einerseits nach innen weiter vor,
andererseits werden die bereits geschaffenen Spaltrinder durch Aufldsung angren-
zender Mittellamellen stark zerkliiftet (Fig. 8). Schliesslich erreicht der abaxiale und
kurz darauf der adaxiale Spalt die Stdrkescheide des Leitbiindels. Wie bereits er-
wihnt, treten hier keine sichtbaren Verdnderungen auf, und nach kurzer Zeit wird
das Leitbiindel mechanisch abgeschert.

»

Figur 8

Coleus. Knoten E. Distaler, abaxialer Spaltrand 48 h nach Entfernung ‘der Spreite. Epidermis
aufgeworfen, weitgehende Isolation der an den Spaltrand grenzenden Zellen. Massstrich = 50 u

Figur 9

Coleus. Knoten B. Interzellularenbildung 48 h nach Entfernung der Spreite ohne Ausbildung einer
Schutzschicht. Massstrich = 100 u

Mit diesen Beobachtungen beim induzierten Blattfall stimmt der Verlauf des na-
tiirlichen Blattfalls vollig iiberein. Ein anderes Bild zeigt sich jedoch, wenn man bei
Jungen, noch nicht ausdifferenzierten Blittern durch Entfernen der Spreite den Ab-
wurf des Stiels anregt: Nach einer Anlaufsphase von 48 h, wihrend der keine histo-
logischen Verdnderungen zu beobachten sind, setzt abaxial auf breiter Front eine
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Interzellularenbildung in Subepidermis und anschliessendem Grundgewebe ein. Eine
prospektive Schutzschicht wird nicht ausgebildet (Fig. 9). Wenig spéter finden die-
selben Vorginge auch adaxial statt. Nach 60 h klafft beidseits ein tiefer Spalt (Fig.
10). Der weitere Verlauf der Trennung ist derselbe wie oben beschrieben. Von der
Bedeutung dieser Beobachtung wird im nichsten Abschnitt die Rede sein. -

Figur 10

Coleus. Knoten B. Spaltbildung 60 h nach Entfernung der Spreite ohne Ausbildung einer Schutz-
schicht. Massstrich = 100 u

3.1.4 Ergebnisse und Probleme der anatomischen Untersuchungen

1. Die Blattfallzone besteht aus einer prospektiven Schutzschicht — einem inter-
kalaren Meristem — und der Trennschicht, die hier unmittelbar distal angrenzt. Die-
selben Verhiltnisse wurden von Gawadi und Avery (1950) fiir Poinsettia beschrieben.
In dieser bedeutungsvollen Arbeit beweisen die Autoren, dass das «Trenngewebe»,
auf dem die ausfiihrliche Klassifikation von Pfeiffer (1928) aufbaut, in Tat und
Wabhrheit die Anlage einer Schutzschicht darstellt. Pfeiffer klassifizierte vor allem
Holzpflanzen. Er bemerkte indessen (S. 33), dass die meisten dikotylen Kréuter ver-
mutlich ein sekundires Meristem (s) aus tafelférmigen Zellen (t) mit Cellulosewénden
(z) als Trennungsgewebe entwickelten, schematisch also s-t-z. Diese Gewebe-
beschreibung trifft in der Tat fiir Coleus zu, nur ist eben dieses Meristem kein Tren-
nungsgewebe, sondern vielmehr ein sekundires Abschlussgewebe, das fiir die Ver-
narbung angelegt wird. .

2. Der Beweis dafiir, dass dieses Meristem nichts mit der Trennung zu tun hat,
wird durch die Untersuchung junger Blitter erbracht: Diese weisen noch keine
meristematischen Querwinde auf, fallen aber nach Entfernen der Spreite prompt ab.
Sie holen dabei die Querteilungen nicht etwa vor dem Abfallen schnell nach, sondern
bilden erst nachher eine Narbe aus.

3. Der Ort der Blatifallzone ist streng mit dem Leitbiindelverlauf korreliert, so
zwar, dass die Blattfallzone immer an der strukturell schwichsten Stelle der Blatt-
basis angelegt wird, wo die Leitbiindel zu einer Platte vereinigt sind.

4. Zum Zeitpunkt der Anlage der prospektiven Schutzschicht stehen die Blatt-
stiele steil aufrecht; die Schicht wird rechtwinklig zur Stielachse angelegt und ist
also um ca. 60° zur Stengelachse nach abwirts geneigt. Ein stengelseitiger morpho-
genetischer Einfluss wire somit geometrisch schwer zu verstehen. Vielmehr muss das
teilungsauslosende Hormon in Form einer Front durch das Parenchym des Stiels
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basalwirts wandern. Nur so ldsst sich die Anlage der prospektiven Schutzschicht
als Scheibe quer zur Lingsachse des Blattstiels verstehen. Weshalb dieses Gewebe
allerdings mit der beobachteten Prizision an stets derselben Stelle angelegt wird, ist
ein noch vollig offenes Problem. Dariiber hinaus hat diese Schutzschicht eine di-
stinkte Form: Sie zeigt stets eine charakteristische Verwerfung, indem sie abaxial
0,3-0,4 mm proximaler liegt als adaxial. Kausaldeterministisch heute noch nicht er-
kldrbar ist schliesslich die Tatsache, dass die prospektive Schutzschicht bereits an-
gelegt wird, wenn das Blatt erst zur Hilfte ausgewachsen ist.

5. Die Trennschicht schliesst unmittelbar distal an die Schutzschicht an. Dafiir,
dass sie trotzdem das Resultat eigener ortsbestimmender Einfliisse ist, sprechen die
Versuche mit jungen Blittern, wo die Trennschicht auch beim Fehlen einer Schutz-
schicht stets an der «richtigen» Stelle ausgebildet wurde. Andererseits deuten die
beobachteten Schrumpfungen auf Wasserknappheit im Grundgewebe hin, was eine
Interpretation der Schutzschicht als physiologische Barriere und Induktor der Vor-
génge in der Trennschicht nahelegt. Auch Pfeiffer (1928) spricht von einer «Verschie-
bung des Betriebswasser-Gleichgewichts als causa morbi» (S. 3). Indessen konnten
keine Thyllen gefunden werden wie etwa bei Phaseolus (Scott et al., 1964).

6. Es gilt nun mit histochemischen Methoden abzukliren:

— worin die physiologischen Korrelate zu den beobachteten histologischen Vorgingen
in Schutzschicht und Trennschicht bestehen, und
— wie eine hormonale Kontrolle wirksam werden kann.

3.2 Histochemische Untersuchungen
3.2.1 Die Bildung der Schutzschicht vor dem Blattfall

Parallel zur histologischen Analyse wurden die Knoten von unbehandelten Pflan-
zen in bezug auf Verteilung und Reaktionsintensitit von Peroxidase, Phenoloxidase,
Cytochromoxidase, Pektin, Calcium und Suberin untersucht.

In den Knoten A und B ldsst sich aus der Verteilung aller untersuchten Enzyme
und Substanzen die Anlage der zukiinftigen Blattfallzone noch nicht erkennen
(Abb. 4 als Beispiel fiir Peroxidase). Die Peroxidaseaktivitit zeigt folgende histo-
logische Differenzierung: Sie ist am stiirksten im Leitgewebe und in allen Meristemen
(z.B. Achselknospe in Abb. 4), etwas schwicher in der Epidermis, ist aber auch in
jeder parenchymatischen Zelle in geringem Masse nachweisbar. Eine Phenoloxidase-
reaktion tritt mit derselben Verteilung, aber quantitativ schwiicher auf. Uber die
Cytochromoxidase bemerkt van Fleet (1962): «Cytochrome oxidase is clearly one
of the first of many enzymes in the sequence of conversion of resting cells to dividing
cells.» Im vorliegenden Stadium ist die Reaktion sehr stark im Phloem und beson-
ders im Xylem, bedeutend schwiicher in der Epidermis, wihrend in allen iibrigen
Zellen uniform eine sehr geringe Grundaktivitit festzustellen ist. Die Erwartung,
dass am Ort der prospektiven Schutzschicht schon vor dem Beginn der Querwand-
bildung gesteigerte Cytochromoxidaseaktivitit herrscht, trifft also nicht ein. Zellulir
kommen alle drei Enzyme im Plasma vor. Peroxidase kann mit AAC stets, mit dem
Aminreagens teilweise auch in der Zellwand und in kleinen Interzellularen nach-
gewiesen werden. Die Pektinréaktion mit Hydroxylamin ist bei diesem Objekt nicht
sehr signifikant, da sich die diinnen, braunrot gefirbten Zellwiinde schlecht abheben.
Mit Rutheniumrot weicht die Fiarbung der Winde in der zukiinftigen Schutzschicht
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in keinem Stadium von der des anschliessenden Gewebes ab. Dasselbe gilt fiir Cal-
cium. Lignin- und Suberinnachweis fallen stets negativ aus.

Mit der vom Knoten C an einsetzenden Differenzierung der prospektiven Schutz-
schicht schiebt sich auf dem ganzen Umfang des Blattstiels eine schmale, keilformige
Zone erhohter Peroxidaseaktivitit vom Rand her gegen das Zentrum vor (Abb. 5).
Mit der Verbreiterung des Meristemringes ist eine Zunahme der peroxidasepositiv
reagierenden Zone korreliert, wobei freilich stets zunichst die Teilungen erfolgen
und erst mit einer gewissen Verzogerung die Aktivitdt lokal ansteigt (Abb. 6). Bald
erfasst die gesteigerte Peroxidaseaktivitdt scheibenformig die ganze Blattfallzone
(Abb. 7). Charakteristisch ist nicht nur fiir die Peroxidase, sondern auch fiir die
beiden anderen Enzyme, dass sich der Aktivititsanstieg iiber eine breite, unscharf
begrenzte Zone proximal und auch etwas distal der eigentlichen Blattfallzone er-
streckt, wobei allerdings ein deutliches Maximum auf die prospektive Schutzschicht
fillt. Die Aktivititszunahme der Phenoloxidase im Verlauf der Bildung der pro-
spektiven Schutzschicht erfasst besonders die distalsten Zellen dieser Schicht. Sie ist
auch in den éltesten Stadien auf etwa den halben Durchmesser der Blattfallzone
und besonders die Epidermis in diesem Bereich beschrinkt (Abb. 8). Dieses Enzym
~ hinkt also noch weiter hinter den morphologisch fassbaren Vorgidngen nach, wih-
rend sich die Cytochromoxidase etwa gleich wie die Peroxidase verhilt (Abb.9, 10).
Die zelluldre Lokalisation aller drei Enzyme erfdhrt wihrend der Bildung der Schutz-
schicht keine Anderungen.

Die untersuchten Substanzen zeigen keine Korrelation mit der Aktivitdtszunahme
der Enzyme. Daraus muss geschlossen werden, dass diese an deren Stoffwechsel
nicht direkt beteiligt sind.

Ebensowenig sind die Enzyme offenbar am Cellulosestoffwechsel der neu einge-
zogenen Querwiénde beteiligt, da ja das charakteristische Nachhinken ihrer Aktivitéits-
zunahme gegeniiber den histologischen Vorgingen zu beobachten ist. Die mogliche
Natur der tatsdchlich in Frage kommenden Substrate und Reaktionen wird weiter
unten diskutiert werden.

3.2.2 Die Trennschicht

Die auffilligste histologische Beobachtung ist die Bildung von Interzellularen als
Einleitung des Trennungsprozesses. Sind physiologische Korrelate dieses Vorganges
histochemisch zu erfassen ?

Lipide: Interzellularenbildung bedeutet die Exposition zusdtzlicher Zelloberflichen
an die Luft. Nach Scott et al. (1948) und besonders Scott (1950) sind alle Zell-Luft-
Grenzen mit einer diinnen Cutin- bzw. Suberinlamelle iiberzogen. Scott deutet diese
Tatsache als Wundreaktion auf das Zerreissen von Plasmodesmen bei der Inter-
zellularenbildung. Als Arbeitshypothese wurde hier angenommen, dass eine Cutin-
ausscheidung direkt als Ursache von Interzellularenbildung und schliesslich Blattfall
zu betrachten sein konnte. Scott (1950) stellte ndmlich fest, dass in alten Bléttern
die ganze Zellwand samt Mittellamelle mit Lipiden impréigniert ist. Eine lokal for-
cierte Lipidausscheidung konnte die Mittellamelle schmierig werden lassen und damit
der Abrundungstendenz der angrenzenden Zellen Raum geben.

Es wurden Schnitte durch Knoten E zu verschiedenen Zeiten nach Entfernung der
Spreite mit der empfindlichen Methode von Scott (1950) untersucht. Intakte Blatt-

109



fallzonen zeigen keine Spur von Lipiden in oder an den aufgequollenen Winden.
Das Plasma der prospektiven Trennschicht fillt durch stark positive Lipidreaktion
auf, die wohl als primortale Lipophanerose gedeutet werden darf. Im ganzen Verlauf
des Trennprozesses konnte in keinem Gewebe weder in den Interzellularen noch in
der Mittellamelle Cutin bzw. Suberin einwandfrei nachgewiesen werden. Gelegent-
lich wurden zwar Perlschniire aus gelben, stirker lichtbrechenden Koérnchen in der
Mittellamelle angetroffen. Da sie jedoch nicht regelmissig auftraten, diirfte es sich
um verschlepptes Material aus den angeschnittenen Zellen handeln. Den normalen
Habitus eines frischen Spaltrandes zeigt Abbildung 11, wihrend Abbildung 12 das
Gewebe einige Zellschichten proximal vom Spalt wiedergibt.

Pektine: Die Zellwinde ergeben mit Hydroxylamin in allen Knoten einer unbe-
handelten Pflanze eine gleichmissig positive Reaktion. Es kann infolge ihrer geringen
Dicke keine Schichtung festgestellt werden. Nach Induktion des Blattfalls sind zu-
néchst keine Verdnderungen zu beobachten. Erst mit der Interzellularenbildung ver-
armen die unmittelbar beteiligten Zellen an Pektin (Abb. 13). Der aufklaffende Spalt
grenzt mit 1 bis 2 Schichten pektinfreier, abgerundeter Zellen an die Luft (Abb. 14).
In diesem Fall zeigt die Fotografie weniger als die direkte Beobachtung: Damit die
beschriebenen, farblosen Zellen iiberhaupt abgebildet werden, ist eine starke Ab-
blendung erforderlich, wodurch der Grauwertunterschied zu den pektinpositiv rea-
gierenden anschliessenden Zellen trotz entsprechender Lichtfilterung zu gering aus-
fallt.

Calcium: Fiir den sehr geringen nachweisbaren Calciumgehalt trifft sachlich und
methodisch das fiir Pektin Gesagte ebenfalls zu. In den letzten Stadien des Blatt-
fallprozesses verarmt die Trennschicht also ginzlich an Calcium. Frey-Wyssling
(1959) vermutet, dass eine solche Entfernung des Kations aus dem Calciumpektat
eine Voraussetzung fiir die Schizolyse darstelle. Weitere Versuche im Abschnitt 3.5
sollen die Frage nach der Kausalitit dieses Calciumschwundes abkliren.

Lignin: In keinem Stadium konnte eine Lignifizierung festgestellt werden.

Stdrke: Im allgemeinen ist die Schutzschicht arm an Stidrke, wihrend in der Trenn-
schicht in den letzten Stadien vor der Separation oft auffallend Stirke akkumuliert
wird (Addicott, 1965). In der Tat fehlt bei Coleus Stirke in der prospektiven Schutz-
schicht vollig; erntet man jedoch Blitter der Knoten G oder H am Abend und direkt
im Gewdéchshaus, so konnen oft bedeutende Stirkekonzentrationen in der Trenn-
schicht beobachtet werden (Abb. 15). Induziert man in solchen Fiillen den Blattfall,
so bleibt diese Stdrke in den dussersten, sich abrundenden Zellen liegen (Abb. 16).
Diese Beobachtung ist ein Indiz fiir die eingangs erwihnte Vermutung, die prospek-
tive Schutzschicht sei schon frith als physiologische Scheide fiir gewisse Stoffe an-
zusehen.

Pektinase: Es ist noch kein histochemischer Pektinasenachweis bekannt. Aus Mo-
dellversuchen sind immerhin gewisse Hinweise auf die physiologische Wirkung des
Enzyms zu erwarten. Schnitte durch unbehandelte Knoten A bzw. F wurden in Pek-
tinase inkubiert. Nach der Inkubation hatte das jiingere Objekt zwar seine dussere
Gestalt noch beibehalten, die Zellwidnde waren jedoch gequollen, weitgehend auf-
gelost und hoben sich kaum mehr von den Protoplasten ab. Das Gewebe glich einem
uniformen Brei. Beim &lteren Objekt bliecben die Zellwinde deutlich erkennbar; sie
waren ebenfalls stark gequollen und hatten an Kontrast gegeniiber den Protoplasten
verloren. Bei vielen Zellen war eine Abrundung und Interzellularenbildung zu be-
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obachten (Abb. 17). Dieser Modellversuch zeigt also, dass junge Zellen mit noch
geringer Celluloseeinlagerung in der Sekundidrwand ein gegeniiber dem physiologi-
schen abweichendes Verhalten zeigen. Bei dlteren Zellen, die ohnehin zum baldigen
Blattfall disponiert sind, weisen Modellversuch und tatsdchlicher Blattfall eine bes-
sere Ubereinstimmung auf. Aber auch hier fehlt beim tatsichlichen Blattfall die auf-
fallige Zellwandquellung des Modellversuchs. Diese Beobachtungen sind ein Hinweis
dafiir, dass am natiirlichen Trennvorgang Pektinase wohl beteiligt sein diirfte, ihre
Wirkung aber durch andere Faktoren modifiziert wird.

Mit exogener Pektinase ist es ausserdem moglich, die Wirkung des Pektinabbaues
auf die Calciumfreisetzung zu priifen. Im Abschnitt 2 wurde die Erwartung formu-
liert, dass bei Pektinhydrolyse auch das salzartig gebundene Calcium abgespalten
wiirde. Das miisste zu einer Zunahme der freien Calciumionen fiihren, die mit Kern-
echtrot spezifisch nachweisbar sind. Schnitte durch den Knoten E wurden 30 min
in Kernechtrot bzw. 1 h in Pektinase und anschliessend 30 min in Kernechtrot bzw.
1 h in einer Losung aus gleichen Teilen Pektinase und Kernechtrot inkubiert. Er-
wartungsgemaiss stellte sich im ersten Ansatz eine schwache Férbung ein, die der
geringen Menge an freiem Calcium im unbehandelten Gewebe entspricht. Eine kraf-
tige Fiarbung war im dritten Ansatz zu beobachten, wihrend die Intensitéit im zweiten
Ansatz intermediidr war. Dieses Resultat entspricht der Erwartung. Dass im Ansatz
mit nachtriglicher Calciumfillung eine geringere Firbungsintensitit als in jenem mit
gleichzeitiger Féllung auftrat, erkldrt sich daraus, dass bei sukzedaner Fillung ein
Teil der freigesetzten Ionen vor der Reaktion mit Kernechtrot bereits ausgewaschen
worden war.

Cytochromoxidase: Die Aktivitit dieses Enzyms ist in der Trennschicht &lterer,
unbehandelter Knoten (Abb. 10) sowie nach Induktion des Blattfalls deutlich er-
hoht. Die Lokalisation ist rein plasmatisch; weder in Zellwdnden noch Interzellu-
laren konnte das Enzym gefunden werden. Nach erfolgtem Blattfall zeigte sich eine
besondere Aktivitit im Plasma der nun exponierten Zellen der Trennschicht.

Phenoloxidase: Die ganze Blattfallzone weist eine gegeniiber der Umgebung er-
hohte Aktivitdt mit unscharfer Begrenzung auf. Die Lokalisation der stidrksten Re-
aktion in der Schutzschicht wurde dort beschrieben. In fliessendem Ubergang nimmt
die Aktivitit distalwirts ab. Am Ende des Trennungsprozesses verarmt die Trenn-
schicht an Enzym, so dass die abgerundeten Zellen der frischen Narbe praktisch
phenoloxidasefrei sind (Abb. 18). Das Enzym ist stets plasmatisch lokalisiert.

Peroxidase: Eine analoge Entwicklung wie die Phenoloxidase macht die Peroxidase
durch: Breite Aktivititszunahme in der ganzen Blattfallzone wéhrend deren Ent-
wicklung mit einem Maximum in der Schutzschicht, Aktivititsabnahme in den letz-
ten Phasen des Trennprozesses, so dass die exponierten Zellen an Peroxidase verarmt
erscheinen (Abb. 19). Die Lokalisation des Enzyms ist in der Trennschicht gleich
wie in der Schutzschicht, also hauptsidchlich im Plasma, aber auch in der Wand und
in den sich bildenden Interzellularen. In grosseren Interzellularen fehlt es. Etwa 5 %
aller Zellen der Trennschicht weisen enorm gequollene Winde mit starker Peroxidase-
aktivitit auf (Abb. 20). Wegen ihrer Seltenheit kann diese Erscheinung nicht fiir
den entscheidenden Prozess bei der Separation angesehen werden, was die Richtig-
keit der Lockerungshypothese von Nuotcla (1969) bestdtigen wiirde.

Die abgefallenen Blattstiele verdorren bald. Summarisch seien einige Beobachtun-
gen an frisch gefallenen Stielen erwéhnt:
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Mit Rutheniumrot kann auch hier eine totale Verarmung an Pektin in den #dusser-
sten Zellen festgestellt werden. Mit dem Aufklaffen des Spaltes hatte sich unmittel-
bar unter der Trennschicht durch Einziehen von Querwinden ein schmales Wund-
meristem gebildet. Auch im Stiel ist diese Differenzierung mit gesteigerter Peroxidase-
aktivitdt verbunden, wobei das Enzym ebenfalls nicht nur im Plasma, sondern auch
in Mittellamelle und Interzellularen nachgewiesen werden kann (Abb. 21). Wie im
Blattkissen erscheinen auch im Stiel die exponierten, abgerundeten Zellen an Peroxi-
dase verarmt (Abb. 19).

Blattstielnarbe und Blattkissennarbe weisen also im Moment des Blattfalls ein
spiegelbildliches histochemisches Muster auf. Das bestitigte auch ein einzelner Test
auf saure Phosphatase, der in beiden Fillen folgende Lokalisation ergab: Wihrend
pie prospektive Schutzschicht eine stark erhohte Enzymaktivitit aufweist, die nach
droximal fliessend abnimmt, erscheint die Trennschicht vollig an Enzym verarmt
(Abb. 22). Die Lokalisation ist stets ausschliesslich plasmatisch.

3.2.3 Vernarbung

Bei einer Anzahl von Versuchspflanzen wurde im Frithsommer durch Entfernen
der Spreite aller Blédtter A—F der Blattfall ausgeldst und die Vernarbung induziert.

Bald nach erfolgter Trennung setzen in den jiingeren Knoten wenige Zellschichten
unter der Narbe Teilungen ein. Mit diesem Einziehen von Querwinden wird also
ein Vorgang nachgeholt, der in den &lteren Knoten schon lange vor der Trennung
abgelaufen war. Dasselbe Verhalten beschrieben Gawadi und Avery (1950) fiir
Poinsettia. Mit der Querwandbildung ist eine Zunahme der Peroxidaseaktivitiit kor-
reliert, wie dies fiir die normale Ausbildung der prospektiven Schutzschicht bereits
beschrieben worden ist. Damit weisen alle Narben histologisch uniforme Verhilt-
nisse auf. In allen greifen nun Verkorkungsvorginge Platz, die nach ca. zwei Wochen
abgeschlossen zu sein scheinen (Abb. 23, 24). Der erste Nachweis einer Verkorkung
gelingt einige Tage nach der Trennung. Mit Phloroglucin kann gezeigt werden, dass
keine Lignifizierung stattfindet. Peroxidase ist unveridndert stark aktiv in der Schutz-
schicht. Trotzdem kann das Enzym kaum fiir die Adkrustation verantwortlich ge-
macht werden, da es ja bereits im unbehandelten Knoten Wochen vor der Verkor-
kung mit erhohter Aktivitdt nachzuweisen ist. Interessant ist auch, dass in den ge-
schrumpften Zellen der ehemaligen Trennschicht immer noch eine positive Peroxi-
dasereaktion zu beobachten ist (Abb. 25). Die scheinbar sogar verstirkte Aktivitit
in diesem Bereich riihrt daher, dass infolge der Austrocknung der Vakuolen nun
pro Volumeneinheit eine viel grossere Menge von positiv reagierendem Plasma vor-
handen ist.

Fiinf Wochen nach dem Blattfall sind an der Narbe keine Anderungen gegeniiber
den eben beschriebenen Verhiltnissen eingetreten, obwohl die Peroxidaseaktivitit
nach wie vor erhoht ist. Dagegen treten im Stengel jetzt sekundires Dickenwachstum
und Verholzung auffiiiig in Erscheinung. Die Verholzung verschont unter der Blatt-
basis und dem Ansatz des Achselsprosses eine im Querschnitt mandelférmige Blatt-
liicke, deren Gestalt durch den Verlauf von Blatt- und Seitensprossleitbiindeln be-
stimmt wird (Fig. 2-4). Darum herum sind besonders die seitlichen verholzten Rin-
der nach aussen aufgewolbt, wodurch sie sich bis auf zirka 20-30 Zellschichten der
Narbe nédhern. Peroxidaseaktivitit ist auffallig unmittelbar innerhalb des Kambiums
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in den jungen, sich differenzierenden Elementen sowie in einzelnen grosseren Ge-
fassgruppen des sekundiren Xylems (Abb. 26). Die Aktivitit ist in den Zellwdnden
lokalisiert. ; ;

Im folgenden Monat ergreift die Verholzung auch die erwdhnte Blattliicke, wobei
das interfaszikulire Kambium wie ein Zirkuszelt an den beiden Hauptleitbiindeln
des ehemaligen Blattstiels iiber die Liicke gespannt wird, das heisst, es beriihrt an
der Durchtrittsstelle dieser Leitbiindel nahezu die Narbe und weicht gegen die Rén-
der von dieser zuriick. Mit dieser Anordnung wird die Narbe in den Stengel integriert
und wird auch von dessen Dilatationswachstum betroffen. Die Narbe zerreisst, und
eine zweite Schutzschicht wird durch erneute, unmittelbar darunter liegende Quer-
und einzelne Liangsteilungen gebildet. Dieser Prozess ist begleitet von einer Verar-
mung der urspriinglichen Schutzschicht an Peroxidase und einer starken Aktivitéits-
zunahme des Enzyms im Bereich der neuen Schutzschicht (Abb. 27). Wiederum ist
Peroxidase in charakteristischer Weise in den kleinen Interzellularen und im Plasma
lokalisierbar, wihrend das Enzym in der Wand selbst nur teilweise gefunden werden
kann (Abb. 28).

Damit erscheint nach rund drei Monaten die definitive Ausgestaltung der Narbe
erreicht zu sein; weitere Untersuchungen 15 und 20 Wochen nach dem Blattfall er-
gaben keine Verdnderungen gegeniiber den beschriebenen Verhéltnissen.

3.3 Experimentelle Beeinflussung des Blattfalls

Calcium: Wenn Calcium tatsichlich der entscheidende Faktor fiir den Zusammen-
halt von Zellen ist, so muss sich durch eine Entfernung dieses Kations der Blattfall
vorzeitig induzieren bzw. durch Calciumzufuhr verhindern lassen. Dass Calcium in
der Trennschicht bei der Separation abnimmt, wurde im Abschnitt 3.2.2 beschrieben.

In einer ersten Versuchsreihe wurde Calciumnitrat unter Zusatz von 0,1 % Triton
X-100 &usserlich auf Blattfallzonen appliziert und der Blattfall durch Entfernen der
Spreite induziert. Die Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefasst werden: !

1. Bei einer Dauer bis zum Blattfall von 4 ¥4 d verzogert Ca*t* um durchschnittlich
% d.

2. Nur 0,1 m Losungen sind wirksam. Stirker konzentrierte wirken toxisch,
schwiichere sind unwirksam. :

3. Die Behandlung ist nur dann erfolgreich, wenn die erste Applikation einige
Stunden vor der Entfernung der Spreite erfolgt und wenn sie mehrmals wiederholt
wird, bis die Stielstiimpfe schliesslich abfallen.

Damit wird evident, dass Zufuhr von Calcium zwar einen geringen verzdgernden
Einfluss hat, dass es aber keineswegs von entscheidender Bedeutung fiir den Trenn-
vorgang sein kann.

Immerhin sollte kontrolliert werden, ob etwa mangelhaftes Eindringen nur zu der-
art schwacher Wirkung gefiihrt hat. Mittels einer feinen Injektionsnadel wurden je'
10 pl Calciumnitrat 0,1 m bzw. Wasser direkt in die Blattfallzonen injiziert. Es er-
gaben sich folgende Resultate:

1. Alle Injektionsversuche, sei es mit Aqua dem. oder mit der Calciumlésung,
filhrten zu einer Verzdgerung des Blattfalls von 20-40 % gegeniiber den Kontroll-
pflanzen, deren Spreite gleichzeitig entfernt worden war. Dabei wirkte Wasser eher
stiarker als Calcium.
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2. Anscheinend wird also die tatsdchliche, aber schwache Calciumwirkung durch
Einfliisse des Wundreizes iiberlagert und verdeckt.

In einer dritten Versuchsreihe wurde schliesslich der Einfluss einer vermehrten
Entfernung von Calcium durch Oxalat (Ammoniumoxalat 0,2 m unter Zusatz von
0,1 9% Triton X-100) gepriift (Frey-Wyssling, 1959). Die Versuchsanordnung war
dieselbe wie bei den ersten Versuchen mit Calciumzufuhr. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen Versuch und Kontrolle.

Alle diese Hinweise erlauben den Schluss, dass Calcium keinesfalls ein kausales
Agens des Blattfalles sein kann. Vielmehr ist sein Schwund als Folge des Pektin-
abbaues zu interpretieren.

Peroxidase: Wenn Peroxidase tatsichlich das Enzym der Matrixlockerung im
Sinne von Nuotcla (1969) wire, dann miisste eine Hemmung des Enzyms den Blatt-
fall verzogern.

Es wurde an Knoten E und F gleichzeitig mit der Entfernung der Spreite Woll-
fettpaste auf die Blattfallzone aufgebracht, die emulgiert Natriumazid enthielt. Wie
aus Figur 11 hervorgeht, vermag diese Behandlung den Blattfall nicht signifikant zu
verzogern. Dieses Resultat unterstiitzt die Vorstellung, dass Peroxidase nicht direkt
in den Trennprozess eingreift. Vielmehr muss geschlossen werden, dass das Enzym
wohl in einer initialen Phase (z.B. bei der Bildung der Schutzschicht) eine Rolle
spielt, beim eigentlichen Trennvorgang aber funktionslos ist, so dass seine Hemmung
irrelevant ist.

Wollfett NaN; 0,01 m

o] emulgiert in Wollfett
8
7
| 6
5
. . T Y . ;
10 5 Anzahl Fille 5 10
Figur 11
Coleus. Dauer in Tagen (Ordinate) bis zum Blattfall nach Entfernung der Spreite bei Knoten D
und E

3.4 Vorliufige Diskussion

Diese Diskussion hat den Zweck, das als unwahrscheinlich Erkannte auszuscheiden
und jene Befunde herauszuarbeiten, die durch weitere Untersuchungen an anderen
Objekten genauer zu belegen sind. Sie basiert auf der qualitativen Zusammenfassung
der bisherigen Ergebnisse (Fig. 12). Aus dieser Figur wird deutlich, dass Schutz-
schicht und Trennschicht aus urspriinglich identischer Anlage eine divergente Ent-
wicklung erleben. Wihrend mit der Differenzierung der Blattfallzone in ihrer ganzen
Ausdehnung ein allgemeiner Aktivitdtsanstieg aller Enzyme einhergeht, zeigen die
letzten Stadien vor dem Blattfall (Knoten F, G) eklatante Unterschiede zwischen
Schutzschicht und Trennschicht. Diese Beobachtungen konnen so interpretiert wer-
den, dass die Schutzschicht juvenilisiert wird, wahrend die Trennschicht beschleunigt
altert. Die Lokalisation der sauren Phosphatase unterscheidet besonders klar zwi-
schen den meristematischen Zellen der Schutzschicht und den alternden Zellen der
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Trennschicht (Abb. 22). Ebenso lassen sich die Beobachtungen an der Cytochrom-
oxidase am besten mit diesem Konzept erklidren: Die auffillige Zunahme in der
Trennschicht gegen Ende des Trennvorganges beruht wohl auf einem progressiven
Zerfall der Mitochondrien, wie er von Spencer (1965) in alternden Apfelzellen nach-
gewiesen werden konnte. Ohne die hemmenden Membranen tritt die Aktivitdt des
Enzyms stdrker in Erscheinung (vgl. Diskussion tiber Enzymaktivitdt kontra Struk-
turerhaltung bei Chayen et al., 1969, S. 14).

Peroxidase

........... Cy tochromoxidase

_____ Phencloxidase

~—.—— Pektin

— —..— Calcium

b
@
O
o
m
-
(2]

Figur 12

Coleus. Qualitatives Schema der histochemischen Muster beim Blattfallprozess. Reaktionsinten-

sitdt (Ordinate) in den Stadien A-G (Abszisse). Bedeutungsspaltung zwischen Schutzschicht

(unten) und Trennschicht (oben). Der Vergleich bezieht sich auf die Schnittpunkte der Null-Linien
durch die topographischen Skizzen

Die Beobachtung, dass die Peroxidaseaktivitit vor dem Blattfall in der Schutz-
schicht wie in der Trennschicht, also in zwei Geweben von durchaus verschiedener
prospektiver Bedeutung, erhoht ist, fithrte zur «Cutinhypothese». Danach wiirde
Peroxidase in den Stoffwechsel der Oxyfettsiuren eingreifen und in der Schutzschicht
zu einer frithzeitigen Suberinadkrustation fithren. Derselbe Reaktionsschritt in der
Trennschicht wiirde zu einer Cutinexkretion fiihren, die Mittellamelle schmierig
machen und damit die Trennung einleiten. Es steht fest, dass Peroxidase eine be-
deutende Rolle im Cutinstoffwechsel spielt (Heinen und van den Brand, 1963 ; Heinen,
1963; Crisp, 1965, nach Martin und Juniper, 1970). Freilich ist das. Enzym bisher
ausschliesslich beim Abbau von Cutin nachgewiesen worden. Beim Aufbau dagegen
wurde die Verbindung von Fettsdureketten iiber Peroxidbriicken durch Lipoxidase -
als entscheidende Vorstufe der Polymerisation erkannt (Heinen und van den Brand,
1963). Peroxidase konnte hier durch Spaltung der Peroxidbriicken allenfalls eine re-
gulatorische Funktion haben. Experimentell konnte indessen weder in der Trenn-
schicht (Abb. 11) noch in der Schutzschicht (Abb. 12) vor der Separation ein posi-
tiver Lipidnachweis erbracht werden. Die angedeutete « Cutinhypothese » muss somit
verworfen werden. Abbildungen 11 und 12 sind Ausschnitte aus demselben Priparat,
die unmittelbar nacheinander fotografiert wurden. Aufféllig ist, dass die gequollene
Zellwand in Abbildung 12 zirka 5mal dicker ist als in Abbildung 11, ein Hinweis
auf den weitgehend erfolgten Abbau von Wandpolysacchariden in der Trennschicht.
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Eine Bestitigung erfihrt die Vorstellung von der Rolle der Peroxidase bei der
Ligninbildung durch folgende Beobachtungen: Zellen im Zustand des Verholzens
(z.B. Sklerenchymfasern, sekundires Xylem) zeigen auf der ganzen Dicke der Zell-
wand eine intensive Peroxidaseaktivitit (Abb. 26, 29). Im sekundiren Xylem reagiert
eine Zone sich differenzierender Holzelemente unmittelbar innerhalb des Kambiums
positiv. Innerhalb dieser zirka 6-8 Zellen breiten Zone ist die Lignifikation abge-
schlossen (Freudenberg und Neish, 1968, S. 98, Fig. 1), und die Peroxidasereaktion
f#llt negativ aus. Positiv reagieren weiterhin einzelne grosse Gefésse, in denen offen-
bar die Inkrustation fortgesetzt wird (Abb. 26). Analoge Befunde sind von Nuotcla
(1969) unnotig kompliziert gedeutet worden: Peroxidase konne deshalb nicht an der
Ligninsynthese beteiligt sein, sondern nur eine vorgingige Lockerung der Matrix
bewirken, weil an Stellen intensiver Peroxidasereaktion die Phloroglucinfdrbung
schwach ausfillt. Bekanntlich lduft die Kondensation von Phloroglucin an Koni-
ferylaldehyd nicht stereotyp ab, sondern nur unter spezifischen, im einzelnen noch
ungeklirten Bedingungen, die im Moment der Biosynthese offenbar nicht gegeben
sind. Auch bei anderen Objekten versagt Phloroglucin oft ganz unerkldrlich. Seit
der erstmaligen Veroffentlichung der angedeuteten Vorstellungen von der Lignin-
biosynthese durch Siegel (1953) konnte wiederholt gezeigt werden, dass fertig ligni-
fizierte Zellen peroxidasefrei sind, ihre unmittelbaren ontogenetischen Vorldufer aber
starke Aktivitidt zeigen. Es scheint in der Tat eine der Funktionen von Peroxidase
zu sein, Koniferylalkohol zu dehydrogenieren und damit die freien Radikale zu
schaffen, die sich dann nichtenzymatisch zum Polymer verbinden (Neish, 1965).

Beim vorliegenden Objekt scheint also die Rolle der Peroxidase beim Blattfall vor
allem im Zusammenhang mit der Bildung der Schutzschicht zu stehen. Diese Vor-
stellung soll an einigen anderen Objekten verifiziert werden. Die Lokalisation von
Enzymen und Substanzen im Bereich von Zellwdnden und Interzellularen kann licht-
mikroskopisch bei Coleus nicht weiter vorangetrieben werden, da die Wénde diinn,
die Interzellularen spérlich sind. EM-optisch liegt die histochemische Untersuchung
von Bornman (1967) vor, die bei Coleus den Abbau von Pektin in der Mittellamelle
unter Bildung von lysigenen Spaltriumen belegt. Fiir die weiteren Untersuchungen
wurden deshalb teilweise Objekte mit dicken Zellwdnden ausgewdhlt, um auch licht-
mikroskopisch einen gewissen Einblick in schizolytische Vorginge zu erhalten.

4 Versuche an weiteren Objekten

4.1 Coffea arabica

Bei Coffea ldsst sich der Blattfall durch Entfernen der Spreite nur unzuverlissig
induzieren. Fast alle Stielstiimpfe verbleiben einige Tage unverindert am Zweig und
verdorren dann allmihlich, wihrend das Blattkissen eine normale Narbe ausbildet.
Die nachstehenden Versuche beziehen sich alle auf unbehandelte Zweige; sie geben
die Verinderungen in den Blattfallzonen als Funktion des physiologischen Alters
wieder.

Unter den vorhandenen Bedingungen bildet eine 3- bis 4jdhrige Pflanze jedes Jahr
etwa drei Blattpaare pro Zweig aus. In der folgenden Vegetationsperiode verholzt
das betreffende Zweigstiick, und in ihrem dritten Altersjahr vergilben die Blitter
und fallen ab. Eine Blattfallzone ist dusserlich bereits vor Beginn der Verholzung

116



deutlich erkennbar. Die Verholzung erfasst das Blattkissen nicht, so dass nach dem
Blattfall die Narbe auf einem griinen Hocker sitzt. Dieser wird spiter «abgeschlif-
fen», wie dies Pfeiffer (1928) fiir viele Holzgewichse nachgewiesen hat. Die beiden
interpetiolaren Nebenblitter jedes Knotens laufen als hdutiger Kragen zwischen
Achselknospe und Blattbasis rings um den Stengel herum. Sie sind auf Abbildungen
31 bis 33 im Langsschnitt zu erkennen. Mit zunechmendem Alter fiillen Klumpen
von Kristallsand eine immer grossere Zahl von Parenchymzellen in Blattstiel und
Stengelrinde. Dieses Material konnte als Calciumoxalat identifiziert werden.

Der junge Knoten ldsst keine histologische noch histochemische Differenzierung
an der Stelle der prospektiven Blattfallzone erkennen. Chlorzinkjod firbt uniform
schwarzviolett. Die Pektinreaktion ist gleichmiissig im ganzen Parenchym der Blatt-
basis (Abb. 30), dasselbe gilt vom Calciumnachweis. Die Phenoloxidasereaktion ist
uniform positiv (Abb. 31). Die Aktivitdt ist im Plasmawandbelag lokalisiert, Zell-
wiinde und Interzellularen bleiben ungefirbt. Dieselben Feststellungen gelten fiir die
Peroxidase.

Diese Beobachtungen treffen auch fiir die zweite Vegetationsperiode zu, ja in
mancher Hinsicht sogar fiir das vergilbende Blatt der dritten Vegetationsperiode
(Abb. 32). Selbst an einem fast vollig vergilbten Blatt zeigen sich histologisch keine
Anzeichen des bevorstehenden Blattfalls, das heisst, es treten weder Querteilungen
noch Interzellularenbildung ein, noch konnen im Leitgewebe etwa Thyllen beob-
achtet werden. Die Reaktion mit Chlorzinkjod ergibt eine uniforme Violettfirbung
Uber die ganze prospektive Blattfallzone hinweg. Die Phenoloxidaseaktivitit ist stir-
ker als im jungen Organ, aber nach wie vor nur im Plasma lokalisiert. Auch diese
Reaktion fdllt im Parenchym der ganzen Blattstielbasis uniform aus. Fin ebenso
gleichmiissiges Bild ergeben die Pektinnachweise. Einzig Peroxidase zeigt im Blatt-
stiel eine etwas hohere Aktivitit als im Blattkissen, wo die Reaktion gleich wie im
jungen Blatt ausfillt. Der Ubergang ist fliessend. Das Enzym ist unverindert plas-
matisch lokalisierbar.

Erst wenn das Blatt an den Rindern zu verdorren beginnt, werden histologische
und histochemische Verinderungen gegeniiber den jugendlichen Verhiltnissen deut-
lich: Zuerst zeigt sich in einem etwa 10 Zellen breiten Ring an der prospektiven
Blattfallzone eine Ausdiinnung der Ca-Oxalat-Massen (Abb. 33). Sie kommt da-
durch zustande, dass in der dritten Vegetationsperiode lokal eine weitere Exkretion

unterbleibt. Im selben Bereich tritt eine auffilllige Verarmung an Peroxidase ein
(Abb. 34).

In diesen Zellwédnden sind Tiipfel zu erkennen, die von Plasmodesmen mit posi-
tiver Peroxidasereaktion durchzogen werden (Abb. 35). Solche Tiipfel sind indessen
auch im angrenzenden Parenchym vorhanden, doch fallen sie dort infolge der starken
Allgemeinreaktion nicht auf. Einzelne Interzellularen kénnen sowohl in der Blatt-
fallzone wie auch im Nachbargewebe beobachtet werden. Sie sind stets peroxidase-
frei (Abb. 3). In der Trennschicht fallen nun Pektin- und Ca-Nachweis negativ aus
(Abb. 36). Die Pektinausdiinnung beginnt zentral, wobei manche Zellwinde eine
gewisse Schwellung aufweisen. Anschliessend weichen an derselben Stelle die Zellen
schizolytisch auseinander (Abb. 37). Sie behalten dabei ihre Gestalt. Es bildet sich
ein schmaler, linsenférmiger Hohlraum, der sich schliesslich bis zur Epidermis er-
weitert, worauf der Blattfall eintritt. Mit Chlorzinkjod fillt die Violettfirbung beid-
seits des Spaltes besonders intensiv aus (Abb. 38). Nach dem Abbau der Pektine
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ist offenbar die Quellung der Cellulosefibrillen erleichtert, was ihre Farbbarkeit ver-
stéarkt.

Gleichzeitig mit diesen Vorgingen leiten Querteilungen mehrere Zellagen proximal
der Trennschicht die Bildung einer Schutzschicht ein (Abb. 39). Diese Teilungen be-
ginnen adaxial-subepidermal. Es konnte noch nicht abgekldrt werden, ob die Schutz-
schicht spiter mit dem Stengelperiderm (Abb. 40) in Verbindung tritt, dessen Diffe-
renzierung zu diesem Zeitpunkt ebenfalls einsetzt.

Trennschicht und Schutzschicht sind bei diesem Objekt rdumlich getrennt. Zeit-
lich erfolgt die Differenzierung beider Gewebe spit, erst kurze Zeit vor dem Blatt-
fall, wenn das ganze Blatt bereits vollig vergilbt und teilweise verdorrt ist. Der Per-
oxidasegehalt des Coffea-Gewebes ist allgemein hoher als bei Coleus. Fine Beteili-
gung des Enzyms am Trennprozess erscheint ausgeschlossen. Aufgrund der Beob-
achtungen diirfte vielmehr die Pektinmethylesterase bzw. die Pektinase eine ent-
scheidende Rolle spielen.

4.2 Annona squamosa

Annona squamosa ist eine wichtige Nutzpflanze, die heute zirkumtropisch ange-
baut wird und den «sugar-apple» liefert, eine apfelgrosse, siisse Frucht, die auch
~als «Eierrahmfrucht» bezeichnet wird.

In jeder Blattachsel sind neben der sichtbaren Achselknospe serial absteigend
meist drei Beiknospen vorhanden. Diese sind in eine Hohle eingeschlossen, die durch
das Blattkissen gebildet wird und sich adaxial 6ffnet. Die Blattfallzone wird an der
diinnsten Stelle der Hohlenwand hufeisenformig angelegt. Wihrend bei Coffea kein
Zusammenhang zwischen der Struktur des Blattkissens und dem Ort der Blattfall-
zone nachzuweisen ist, fillt hier — dhnlich wie bei Coleus — die Korrelation zwischen
den anatomisch-morphologischen Gegebenheiten und dem Ort der Blattfallzone auf.
Und zwar wird hier noch deutlicher als bei Coleus der strukturell schwéchste Bereich
zur Blattfallzone. Histologisch ist deren Anlage bereits im jiingsten, halb ausge-
wachsenen Blatt eines Zweiges erkennbar: Eine 5 bis 10 Zellen breite Schicht unter-
scheidet sich durch ihren Plasmareichtum vom angrenzenden Parenchym. Die frischen
Schnitte briunen sich bald und ausschliesslich in dieser Zone, ein Hinweis fiir die
lokale Anwesenheit von Phenolen und Phenoloxidasen.

Im jungen Blatt fillt der Peroxidasenachweis in allen Zellen positiv aus, in der
prospektiven Blattfallzone eher schwicher als im benachbarten Gewebe. Das Enzym
ist plasmatisch lokalisiert, die Winde bleiben ungefdrbt. Die Verteilung von Calcium-
oxalatdrusen in der Leitbiindelscheide und Steinzellgruppen im Parenchym zeigt
keine Riicksicht auf die Anlage der Blattfallzone. Ebensowenig sind in dieser Zone
Teilungen oder sonstige histologische Unterschiede gegeniiber dem Grundplasma zu
beobachten. Bei diesem Objekt stéren zeitweilig grosse Schleimmengen, die aus den
angeschnittenen Zellen austreten und sich mit fast allen Reagenzien anfdrben.

Im jungen Blatt ist die Blattfallzone vor allem marginal deutlich. Bald durchsetzen
aber die plasmareichen Zellen die ganze Wandbreite der Knospenhdhle.

Damit im Zusammenhang steht wohl das Ausbleiben einer weiteren Rekretdepo-
sition im Bereich der Blattfallzone. Wiederum aber wird das Leitgewebe von keinen
sichtbaren Verdnderungen betroffen. Drastische Verdnderungen greifen erst Platz,
wenn gegen Ende der zweiten Vegetationsperiode der Blattfall fillig ist. Nun kommt
in den Zellen der Blattfallzone zu einer erhohten Phenoloxidaseaktivitidt (Abb. 41)
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eine intensive Peroxidasereaktion hinzu (Abb. 42). Peroxidase ist vorwiegend plas-
matisch lokalisiert, daneben reagieren aber auch viele Interzellularen deutlich positiv
(Abb. 43); Phenoloxidase ist ausschliesslich plasmatisch. Im Blattstiel ist eine leichte
Verarmung an Peroxidase zu beobachten, die unmittelbar distal der Blattfallzone
am ausgepragtesten ist. Auch in diesem Stadium, also unmittelbar vor dem Blattfall,
ergibt Hydroxylamin noch immer eine uniforme Pektinverteilung.

Nun setzt am abaxialen Stielrand die Spaltbildung ein, eine Schizolyse, die sich
mitten durch die 3- bis 4schichtige peroxidasereiche Zone zieht. Das Leitgewebe
wird mechanisch abgeschert. Gleichzeitig und auch noch anschliessend an die Tren-
nung setzen unmittelbar unter der exponierten Narbenfliche in und proximal der
peroxidasereichen Zone Querteilungen ein, die die Bildung einer Schutzschicht ein-
leiten. Deren Zellen verkorken bald. Im Vergleich mit Coleus ist vor allem hervor-
zuheben, dass es sich bei Annona nicht um eine artreine Schizolyse handelt, sondern
dass auch rhexolytische Vorginge eine Rolle spielen. Weitere Unterschiede in bezug
auf rdumliche Gliederung der Gewebe und «timing» der Vorginge werden spéter
gesamthaft diskutiert werden.

4.3 Phaseolus vulgaris

Anatomie und Histochemie des Blattfalls bei der Bohne sind ungewohnlich gut
erforscht (Brown und Addicott, 1950; Scott et al., 1964; Scott et al., 1967; Webster,
1968, und besonders Rasmussen und Bukovac, 1969). Die letztgenannten Autoren
untersuchten die Blattfallzone des Primérgelenks und fanden als Vorboten des Blati-
falls Schwellungen der Pektinmatrix in den Zellen der Trennschicht, gefolgt von
einer Auflosung cellulosischer und nichtcellulosischer Wandkomponenten. Sie er-
kannten den Trennprozess als Nebeneinander schizolytischer und histolytischer Vor-
ginge. Es galt nun abzuklidren, ob Peroxidase mit der beobachteten Pektinschwellung
korreliert ist, wie dies nach Nuotcla (1969) zu erwarten wére, und/oder ob das Enzym
auch bei diesem Objekt in besonderem Masse mit der meristematischen Schutzschicht
verkniipft ist.

Es wurden Primérblitter von Pflanzen mit drei trifoliaten Bldttern verwendet. Der
Blattfall wurde wie in der Arbeit von Rasmussen und Bukovac (1969) durch Ent-
fernen der Spreite induziert. An unbehandelten Blattbasen kann weder die Anlage
einer Schutzschicht noch einer Trennschicht beobachtet werden. Alle Zellen weisen
eine gewisse Peroxidaseaktivitit auf. Bei den Teilungen, die bald nach der Entfer-
nung der Spreite einsetzen und zur Bildung einer Schutzschicht fithren (Webster,
1968, Abb. 24), ist das Enzym in erhohtem Masse vorhanden (Abb. 44). Wie in den
iibrigen Zellen ist es auch hier vermutlich vorwiegend im Plasmawandbelag, aber
auch in der Wand selbst und in Interzellularen lokalisiert. Unmittelbar distal der
Schutzschicht spielen sich in der Trennschicht die von Rasmussen und Bukovac
(1969) beschriebenen Vorginge ab. Entgegen den Erwartungen zeigen die etwas ge-
quollenen Zellwiinde weder eine stirkere Reaktion noch eine andere Lokalisation
der Peroxidase als die benachbarten (Abb. 45). Die scheinbar intensive Reaktion in
den #ussersten Zellen in Abbildung 45 ist insofern ein Artefakt, als dort mehrere
Zellagen zusammengeschrumpft sind, wodurch sich ihre Reaktionen lokal addieren.
In einzelnen Fillen kénnen analoge Bilder wie Abbildung 20 bei Coleus beobachtet
werden, wo starke Peroxidaseaktivitit in blasenformig aufgetricbenen Wéinden
herrscht. Wie dort kann auch hier diese Erscheinung wegen ihrer Seltenheit keines-
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falls als kausale Grundlage des Trennungsprozesses angesehen werden. Peroxidase
diirfte also auch bei Phaseolus eine Rolle bei der Bildung der Schutzschicht, nicht
aber beim eigentlichen Trennvorgang spielen.

Es ist eigenartig, dass gerade die Bohne ein so gutes Modell fiir Blattfallstudien
darstellt. Bei dieser einjdhrigen Pflanze spielt natiirlicherweise der Blattfall kaum
eine Rolle. Einzig einige der dltesten Blédtter konnen gegen Schluss der Vegetations-
periode durch die Anlage eines sekundidren Abschlussgewebes irisblendenartig ab-
geschniirt werden, die meisten Blétter verdorren aber, ohne abzufallen, mit dem gan-
zen Rest der Pflanze zusammen. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Kom-
petenz zum Abwurf von Organen weiter verbreitet ist, als es den Anschein macht,
dass aber oft erst im Experiment die entsprechenden inneren und dusseren Bedin-
gungen gegeben sind, die zur Auslosung des Vorganges fiithren.

4.4 Begonia sanguinea

Auch bei dieser Pflanze ist vom eben erwachsenen Blatt an die Blattfallzone schon
dusserlich gut erkennbar. Histologisch handelt es sich wie bei Coleus um die Anlage
einer prospektiven Schutzschicht. Dieses Meristem bildet eine zirka 5 bis 8 Zellen
breite Scheibe, die besonders marginal deutlich differenziert ist. Alle Zellen der Blatt-
basis geben eine kriftige Peroxidasereaktion, die Schutzschicht hebt sich nicht ab.
Das Enzym wird sowohl im Plasma wie in den Wédnden gefunden, wobei die Frage
«an oder in der Wand » wiederum angesichts der geringen Wanddicke nicht schliissig
beantwortet werden kann. : :

Drei Tage nach Entfernung der Spreite zeigen sich noch keine Unterschiede in
bezug auf Histologie und Peroxidaseverteilung. Die Anfarbung mit Chlorzinkjod
fillt indessen in der prospektiven Schutzschicht schwicher aus als im angrenzenden
Parenchym und weist einen deutlichen Gelbstich auf.

Zehn Tage nach Entfernung der Spreite hebt sich mit Chlorzinkjod die Schutz-
schicht in einem gelbbraunen Farbton vom iibrigen Gewebe ab. Histologie und
Peroxidasereaktion sind unveridndert. Mit ammoniakalischem Gentianaviolett kann
bestdtigt werden, dass zentral bereits eine gewisse Verkorkung der Winde in der
Schutzschicht stattgefunden hat. Zu diesem Zeitpunkt fallen die ersten Stielstimpfe
ab, die letzten zwei Tage spdter. Die Narbe ist glatt. Thre Oberfliche wird durch
eine Lage abgerundeter Zellen gebildet, die unmittelbar distal an die Schutzschicht
anstossen. Die Topographie ist also gleich wie bei Coleus. Die Schizolyse in der
Trennschicht erfolgt indessen plotzlich und scheinbar ohne Vorbereitungen. In dieser
Schicht sind die Winde rein cellulosisch, wihrend in der Schutzschicht die Verkor-
kung nach erfolgter Trennung noch deutlicher in Erscheinung tritt.

Coleus und Begonia zeigen eine weitgehende Ubereinstimmung in bezug auf Histo-
logie und Histochemie des Blattfallprozesses. Unterschiedlich ist indessen der zeit-
liche Ablauf der einzelnen Vorgéinge. Besonders deutlich ist dies bei der Verkorkung
der Schutzschicht, die bei Begonia bereits vor dem Blattfall einsetzt und als eigent-
licher Promotor der Trennung betrachtet werden muss. :

4.5 Plumeria acutifolia

Die im Gewichshaus des Institutes gedeihenden Exemplare von Plumeria werfen
alljihrlich im Herbst alle Blétter ab, nachdem diese zuvor samt Blattstiel vollig ver-
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gilbten. Das junge, zirka 13 cm lange Blatt zeigt eine ungewohnlich hohe Allgemein-
aktivitit an Peroxidase. Alle Zellen reagieren uniform, wobei jeweils die H,0,-
Konzentration auf /i der iiblichen gesenkt werden musste, um klare Bilder zu
erhalten. Die Reaktionsprodukte werden an den Winden im Plasmawandbelag, teil-
weise auch in den Winden gefunden.

Dieselben Feststellungen treffen fiir das ausgewachsene Laubblatt zu. Auch das
allméhlich vergilbende Blatt zeigt keinerlei histologische oder histochemische Ver-
dnderungen in der prospektiven Blattfallzone. Diese ist dusserlich bereits in den
jiingsten Blittern als deutliche Einschniirung am Ubergang Blattkissen-Blattstiel klar
erkennbar. Mit dem fortschreitenden Vergilben bildet diese Einschniirung auch die
Grenze zwischen dem satten Griin des Stammes und dem Gelb des Blattstieles. Von
dieser Phase an schieben sich vom Rand her 3 bis 4 Zellen breite Keile erhohter
Peroxidaseaktivitit irisblendenartig gegen das Zentrum vor. Diese peroxidasereiche
Scheibe liegt unmittelbar distal der prospektiven Trennungsschicht (Abb. 46). Ihre
Zellen zeigen keinerlei Gestaltunterschiede gegeniiber ihren Nachbarn. Die Lokali-
sation des Enzyms ist unveridndert (Abb. 47).

In einer wenig spiteren Phase ist proximal der beschriebenen Zone eine gewisse
Ausdiinnung der Peroxidase zu beobachten. Dort werden die Zellwidnde gleichzeitig
kontrastirmer und zeigen eine schwichere Reaktion mit Hydroxylamin. Ein Ver-
quellen ist dabei nicht festzustellen. In einem letzten Stadium, unmittelbar vor dem
Blattfall, setzt anschliessend proximal ebenfalls eine verstirkte Peroxidaseaktivitét
ein, die sich auf etwa 4 bis 5 Zellagen beschriinkt (Abb.48). Der Blattfall greift schizo-
und teilweise histolytisch in der peroxidasearmen Schicht zwischen den beiden per-
oxidasereichen Zonen Platz. Mit Chlorzinkjod erweist sich alles Gewete im Moment
der Trennung als unverholzt. Nach der Trennung setzen in der proximalen peroxi-
dasereichen Zone Querteilungen ein. Es bildet sich ein Wundperiderm, das bald ver-
korkt.

5 Diskussion

5.1 Vergleich der beobachteten Blattfallmodi

Es konnte keine klare Korrelation zwischen Lebensform und Blattfallmodus nach-
gewiesen werden. Daraus wird deutlich, dass der Unterschied zwischen einem laub-
wechselnden und einem immergriinen Baum eben kein qualitativer ist, sondern nur
das «timing» des Blattfalls betrifft. Ferner steht fest, dass auch einjdhrige Krauter
die Fihigkeit zum Blattabwurf nicht verloren haben; es miissen einzig die richtigen
dusseren und inneren Bedingungen zu dessen Auslosung geschaffen werden.

Histologisch ist die Hauptkomponente des Trennungsprozesses bei allen unter-
suchten Arten eine Schizolyse. Bei Begonmia tritt Rhexolyse hinzu, bei Phaseolus
Histolyse (Webster, 1968). Dass dabei in allen Féllen, besonders deutlich bei Coffea,
eine lokale Auflésung von Pektinen stattfindet, bestétigt frithere Deduktionen
(Pfeiffer, 1928), EM-optische Untersuchungen, die Spaltrdume in Mittellamelle und
Primérwand zeigen (Bornman, 1967; Jensen und Valdovinos, 1967; Valdovinos und
Jensen, 1968) sowie biochemische (Morré, 1968) und histochemische (Stdsser et al.,
1969) Befunde an analogen Objekten. Histochemisch kann vorldufig nur das Ver-
schwinden der Substanz, nicht aber die Wirkung der entsprechenden Enzyme, ge-
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zeigt werden. Parallel zu den Pektinen nimmt auch Calcium ab. In biochemischen
Untersuchungen konnten an verschiedenen Objekten ebenfalls sowohl die Abnahme
an Ca** (Stosser et al., 1969) und Pektinmethylesterase (Osborne, 1958) wie auch
die Zunahme an Pektinase (Morré, 1968) nachgewiesen werden. Zwei Moglichkeiten
der Pektinauflosung sind denkbar: Vollstindig methylierte Uronide werden durch
Pektinase nicht umgesetzt (Frey-Wyssling, 1959): andererseits sind sie leicht wasser-
- 16slich, so dass bei Hemmung der Pektinmethylesterase von selbst eine Verfllissigung
eintritt (Yager, 1960). Werden dagegen Pektinmethylesterase und Pektinase gefordert,
so wird eine Hydrolyse der Uronide erméglicht.

Deutliche Unterschiede zeigten sich im Habitus der Trennschlcht Wihrend bei
Coleus und Coffea als Auftakt der Trennung Interzellularen auftreten, bleibt in den
tibrigen Arten der Gewebezusammenhang erhalten. Besonders bei den dickwandigen
Objekten konnte lediglich die oft beschriebene Schwellung der Winde (z.B. Ras-
mussen und Bukovac, 1969) beobachtet werden. Diese Verhiltnisse deuten auf Un-
terschiede in bezug auf Art und Ausmass der Zellwandaufldsung hin. Dass iiberhaupt
Trennung nicht einfach mit Pektinasewirkung gleichgesetzt werden darf, geht auch
aus den Simulationsversuchen (Abschnitt 3.2.2) hervor.

Zwar wurden Hinweise dafiir gefunden, dass die Anlage der Trennschicht durch
die Schutzschicht bedingt wird: Jene liegt vielfach unmittelbar distal von dieser und
wird nach ihr angelegt, Stirkedeposition in der Trennschicht deutet auf eine Funk-
tion der Schutzschicht als physiologische Scheide hin, Alterungsvorginge in der
Trennschicht kdnnen als Folge gestoppter Wasser- und Salzzufuhr vom Stengel her
interpretiert werden. Indessen fanden Gawadi und Avery (1950) bei Impatiens, dass
dort eine Trennschicht ohne Schutzschicht ausgebildet wird. In dieser Arbeit ergab
sich dasselbe Resultat natiirlicherweise bei Plumeria und Annona, experimentell beim
induzierten Blattfall von jiingsten Blittern bei Coleus, wo eine Schutzschicht noch
nicht angelegt war. Auch im letzteren Falle erfolgte die Anlage der Trennschicht
stets an der «richtigen» Stelle. Beide Schichten der Blattfallzone sind somit durch
eigene morphogenetische Determinanten ausgezeichnet. Dieser Schluss wird durch
die Verhiltnisse bei Coffea bestiitigt, wo die Trennschicht rdumlich getrennt von der
Schutzschicht und zeitlich weit vor dieser angelegt wird.

Das Konzept von «Trennschicht » und «Schutzschicht » (Gawadi und Avery, 1950)
trifft durchaus auch auf die hier untersuchten Arten zu. Beide Schichten gehen aus
urspriinglich identischem Parenchym durch Spaltung ihrer prospektiven Bedeutung
hervor. Die Schutzschicht wird meristematisch (z.B. saure Phosphatase und Peroxi-
dase als Enzyme der Wandbildung und Differenzierung [van Fleet, 1959, 1962] bei
Coleus), die Trennschicht altert (z.B. Pektinabbau). Die riumliche Anordnung der
beiden Schichten und die zeitliche Gliederung ihrer Differenzierung (Tab. 2) sind
bei den einzelnen Objekten verschieden. Bei Coleus, Phaseolus, Begonia und Plumeria
liegt die Trennschicht unmittelbar distal der Schutzschicht. Bei Coffea entsteht diese
20 bis 30 Zellagen proximal von jener. Bei Annona sind die beiden Schichten inein-
ander verschachtelt, eine klare histologische Differenzierung fehit.

Peroxidase und Phenoloxidase sind mit Anlage und Differenzierung der Schutz-
schicht verkniipft. Besonders bei der Peroxidase ist die beobachtete Aktivititszunahme
meist unscharf begrenzt und erfasst in breiter Streuung auch die angrenzenden Ge-
webe. Liegt die Trennschicht unmittelbar distal der Schutzschicht (Coleus, Begonia,
Phaseolus) oder sind die beiden Schichten {iberhaupt nicht klar getrennt (Annona),
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Tabelle 2

Vergleich der zeitlichen Staffelung in der Differenzierung von Schutzschicht und Trennschicht bei
allen untersuchten Gattungen

Stadium Anlage der Anlage der Verkorkung der Bemerkungen
Trennschicht  Schutzschicht Schutzschicht

Junges Blatt Coleus I Der frithe Zeitpunkt der
Verkorkung legt eine Inter-

Erwachsenes Blatt Begonia pretation als kausalen
Faktor nahe.

Seneszentes Blatt Phaseolus z Die Schutzschicht bei
Coffea verkorkt noch

Unmittelbar vor alle Begoniat spiiter, plausibel. da ja die

dem Blattfall breite, absterbende
Parenchymscheibe

Unmittelbar nach Annona Coleus zwischen Trennschicht und

dem Blattfall Plumeria Phaseolus Schutzschicht einen ersten

Coffea Wundverschluss sicher-
. stellt.
Einige Tage nach Annona
dem Blattfall Plumeria®

so tduscht die positive Peroxidasereaktion in der Trennschicht eine Beteiligung des
Enzyms am Separationsprozess vor. Die vorliegenden Untersuchungen gingen denn
auch von der Hypothese von Nuotcla (1969) aus, wonach die Hauptfunktion der
Peroxidase eine Lockerung der Matrix sein soll. Zwei Tatsachen schienen diese Auf-
fassung zunéchst zu unterstiitzen, nimlich die gelegentlich auftretenden gequollenen
Winde mit starker Peroxidaseaktivitit in der Trennschicht von Coleus (Abb. 20)
und Phaseolus sowie die peroxidasepositiven Plasmodesmen in der Trennschicht von
Coffea. Gerade diese letztere Beobachtung hitte sich gut mit den EM-Aufnahmen
von Jensen und Valdovinos (1967) korrelieren lassen, auf denen in der Trennschicht
von Nicotiana Tiipfel zu sehen sind, die sich in der Mittellamelle verzweigen. Indes-
sen weisen auch die angrenzenden Zellen bei Coffea derartige Tuipfel auf, die freilich
wegen der allgemein héheren Enzymaktivitiit viel schlechter sichtbar sind. Dass Per-
oxidase in Plasmodesmen solcher Tiipfel vorkommt, kann angesichts der in jeder
Zelle vorhandenen plasmatischen Aktivitidt nicht iiberraschen. Diese Tatsache be-
weist noch nicht, dass das Enzym direkt die Matrix abbaut. Gegen die Lockerungs-
hypothese spricht vor allem, dass auch Nuotcla (1969) kein mogliches Substrat fiir
die Peroxidase in der Matrix hat nennen konnen. Eindeutig ist ferner die histo-
chemische Beobachtung, dass bei Coffea, wo ein breiter Zwischenraum zwischen
Schutzschicht und Trennschicht liegt, die Trennung unter ausgesprochener Peroxi-
daseverarmung erfolgt.

5.2 Die Rolle der Peroxidase

Die exponierte Narbenfliche bedarf nicht nur des Verdunstungsschutzes, sondern
auch der Abwehr von Infektionserregern. Nun ist aus der medizinischen Forschung
bekannt, dass ein System aus Peroxidase, Wasserstoffperoxid und einem Halid (Jodid,
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Bromid, Chlorid) ausgezeichnete viruzide, bakterizide und fungizide Eigenschaften
hat (Belding et al., 1970). Das diirfte eine mogliche Rolle der Peroxidase im Eiter
andeuten und konnte eventuell auch bei pflanzlichen Vernarbungsvorgingen von Be-
deutung sein. ‘

Interessante Daten zur Anwesenheit von Peroxidase in der Zellwand stammen von
Lamport (1970): Das Enzym kann Tyrosinreste der Zellwandproteine durch ein
«intermolecular cross link» zu Dityrosin verbinden. Dieses Produkt wurde in der
hydroxyprolinreichen Glycopeptidfraktion sekundirer Winde tatsichlich gefunden.
Diese Vorstellungen lassen sich gut mit der hier nachgewiesenen Enzymlokalisation
in den neu eingezogenen Querwinden der prospektiven Schutzschicht vereinbaren.
Ferner berichtet Lamport (1970) iiber den Befund, dass von 445 Aminosiduren der
Apoperoxidase deren 12 Hydroxyprolin sind, und interpretiert, dass das Enzym iiber
eine «Extensinbriicke» an die Wand gebunden sei. Neuerdings ist indessen mit ver-
feinerter Methodik nachgewiesen worden, dass wachsende Zellwinde zwar geringe
Anteile an Peptiden, jedoch keine Proteine und iiberhaupt kein Hydroxyprolin ent-
halten (Steward et al., 1970). Der normale Mechanismus des Zellwandwachstums
erfordert nach diesen Autoren keine Proteine. Solche konnten allenfalls als Alters-
erscheinung in die Wand einwandern. Somit ist die Diskussion iiber Anwesenheit
und Funktion in der Zellwand von Proteinen im allgemeinen und Peroxidase im
besonderen noch durchaus im Fluss.

Peroxidase ist auch nach erfolgtem Blattfall in der Schutzschicht nachweisbar
(z.B. Abb. 25), vielfach auch in abgestorbenen, geschrumpften Zellen. Diese Beob-
achtung steht im Einklang mit den allgemeinen Prinzipien der Enzymregulation in
Pflanzen (Varner, 1965): Enzymaktivitit wird kaum durch Enzymabbau, vielmehr
durch Anwesenheit und Konzentration von Aktivatoren und Inhibitoren kontrolliert.
In diesem Sinne diirfte die einmal gebildete Peroxidase wohl einfach liegenbleiben
und durch einen Inhibitor physiologisch inaktiviert werden. Nach Glasziou (1969)
ist gerade Peroxidase ein Enzym mit «unendlicher» Lebensdauer. Im histochemi-
schen Versuch diirfte der Inhibitor ausgewaschen werden, so dass die latente Enzym-
aktivitdt manifest wird.

Peroxidase in Interzellularen: Weil das Enzym in jedem Gewebe, das reich an
plasmatischer Peroxidase ist, auch in Interzellularen und teilweise in der Mittel-
lamelle vorkommt, muss ein allgemeiner Grund fiir diese Anwesenheit vorliegen.
De Jong (1967) meint, diese Lokalisation sei rein zufillig und bedeutungslos. Dafiir
ist sie aber allzu konstant, wie auch die Resultate von Nuotcla (1969) zeigen. Bekannt-
lich ist das Enzymmolekiil leicht permeabel und wird aus diesem Grunde nach exo-
gener Zugabe als «marker» fiir licht- (Straus, 1960) und EM-optische (Graham
und Karnowsky, 1966) intrazelluldre Lokalisations- und Transportuntersuchungen
in Tieren verwendet (Rouiller et al., 1968, S. 51). Uberdies wurde auch in Zellkultu-
ren gefunden, dass das Enzym aus intakten Zellen hinausleckt (Straus und Camp-
bell, 1963, nach Varner, 1965). Solch unkontrollierte Diffusion scheint nach den vor-
~ liegenden Resultaten auch im intakten Gewebe iiberall dort vorzukommen, wo das
Enzym in betrachtlicher Konzentration vorhanden ist.

Fiir die Rolle der plasmatischen Peroxidase bei der Regulation des Blattfalls lassen
sich anhand der bisherigen Arbeiten folgende Vorstellungen formulieren:

— Athylen wird heute als der direkteste «trigger» des natiirlichen Blattfalles ange-
sehen (Jackson und Osborne, 1970). Ebenso funktionieren praktisch alle kiinst-
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lichen Defoliantien via Athylenentwicklung (Pratt und Goeschl, 1969). Die Bio-
synthese von Athylen geht von Methionin aus, was den blattfallférdernden Effekt
dieser Aminosiure erklirt (Addicott, 1965). Methionin wird zundchst durch eine
Transaminase oxidativ zur Ketosdure desaminiert, worauf dann aus dieser durch
Peroxidase in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid Athylen abgespalten wird
(Mapson, 1970). Moglicherweise wird die Ketosdure vorgingig noch zu Methional
decarboxyliert (Yang, 1968). Dabei aktivieren Monophenole die Peroxidasewir-
kung, o-Diphenole inhibieren sie (Yang, 1967). Oxidation von o-Diphenolen durch
Phenoloxidase hebt die Hemmung auf. In Figur 13 ist die Athylenbildung in der
Blattfallzone unter Beriicksichtigung des allm#hlichen Anstiegs der Aktivitdten
von Peroxidase und Phenoloxidase mit zunehmendem Alter dargestellit. Herrero
und Hall (1960) fanden in Baumwollbldttern eine erhebliche Stimulation der Ak-
tivitit von Peroxidase, Pektinmethylesterase und Katecholase durch Athylen.
Gahagan et al. (1968) bestitigten diesen Befund, was die Peroxidase anbelangt
(die anderen Enzyme wurden nicht untersucht). Die Athylensynthese scheint also
mit einem positiven Riickkoppelungseffekt ausgestattet zu sein.

K]
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g i
3 | Methionin #
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o | Methionin Aethylen
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a
w _ PHENOLOXIDASE ig)
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Figur 13

Schema der gesteigerten Athylenproduktion in der seneszenten Pflanze unter Beriicksichtigung des
Anstiegs an Peroxidase und Phenoloxidase bei der Entwicklung der Blattfallzone

— Uber die Frage, wie nun Athylen wirkt, herrscht allerdings noch wenig Klarheit.
Abeles und Holm (1966) fanden, dass nur ein seneszentes Organ iiberhaupt reak-
tionskompetent ist, bei jungen Organen tritt keine Wirkung auf Athylen ein, ein
Schluss, der durch de la Fuente und Leopold (1968) bestitigt werden konnte.
Ferner stellten Abeles und Holm (1966) fest, dass mit der Blattfallférderung durch
Athylen eine gesteigerte RNS- und Proteinsynthese korreliert ist, die sich durch
Actinomycin-D hemmen liess. Sie betrachten demzufolge Athylen als hormonalen
Effektor. Die Berechtigung dieses Schlusses wird zwar von Burg (1968) bezweifelt,
doch brachte Abeles (1968) neue Daten zur Unterstiitzung seiner Hypothese, so
vor allem eine erhohte Cellulaseaktivitit nach Athylenbehandlung, Dass dann
Cellulase tatsdchlich mit erhOhter Aktivitit am Blattfallprozess beteiligt ist, wurde
von Horton und Osborne (1968), Ratner et al. (1969) sowie Abeles (1969) nach-
gewiesen. Morré (1968) zeigte eine analoge Induktion von Pektinase durch Athy-
len. Als weitere Athylenwirkung diskutierte Burg (1968) die verschiedenen Effekte
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auf Auxin: Hemmung des polaren Transports, Induktion der IES-Oxidase (Hall
und Morgan, 1964), Senkung des Gehaltes an diffusiblem Auxin. Diese Befunde
deuten auf einen weiteren «feed-back loop» hin, der vom Athylen auf dasjenige
System ausholt, das durch eine Stimulation der Peroxidase iiberhaupt die Athylen-
synthese in Gang bringt. |

-~ Es konnte in mehreren Arbeiten nachgewiesen werden, dass Auxin die Athylen-
synthese stimuliert (Abeles und Rubinstein, 1964; Abeles, 1966; Abeles, 1967;
Burg und Burg, 1968). Abeles (1966) konnte sogar zeigen, dass diese Stimulation
iiber eine DNS-abhingige Enzymsynthese verlduft. In der vorliegenden Arbeit
wird die Hypothese vertreten, dass dieses induzierte Enzym die Peroxidase sei.
Diese Vorstellung wird durch die Arbeiten von Jensen (1955) und Lavee und
Galston (1968) gestiitzt. In einer weiteren Arbeit konnten Galston et al. (1968)
nachweisen, dass Auxin in einem differenzierten Muster je nach Entwicklungs-
zustand einzelne Isoperoxidasen induziert, andere reprimiert. In dieses Bild passen
auch Resultate von Datko und Maclachlan (1968), die eine IES-stimulierte For-
derung von Cellulase und Pektinase fanden. Die Auxinwirkung wire dabei nach
der hier diskutierten Vorstellung nicht direkt, sondern eben via Peroxidase- und
Athylenstimulation. Dass Auxin iiberhaupt auf dem Niveau von Transskription
und Translation wirkt, wird durch viele Resultate erhiirtet, die von Thimann (1969)
zusammengefasst worden sind.

- Die zitierten und die eigenen Resultate fithren zur folgenden Hypothese vom Re-
gulationssystem in der seneszenten Blattfallzone (Fig. 14):
Im Schema ist eine bisher noch nicht erwidhnte Beziehung zwischen Peroxidase
und Auxin angedeutet. Ob es sich um einen fordernden oder hemmenden «feed-
back loop» handelt, ist noch Gegenstand der Diskussion. Wohl kann Peroxidase
in vitro als IES-Oxidase wirken, aber ob diese Oxidation in vivo zur Zerstdrung
des Auxins fithrt (Bastin, 1966; Thimann, 1969) oder gerade zu dessen Aktivie-

ﬁuxi‘n
"' 4+ 5 N
‘ I’, ;l’/ \‘\\ N
PEROXIDASE W o
Methionin ' Aethylen
+-CELLULASE
h +-PECTINASE
+ fordert
- hemmt
Figur 14

Dieses Schema fasst die postulierte Stellung der Peroxidase im Regulationssystem des Blattfalls
gualitativ zusammen. Nicht beriicksichtigt ist die in Figur 13 skizzierte Rolle der Phenoloxidase
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rung (Meudt, 1967), ist noch nicht klar. Schwertner und Morgan (1966) sehen in

der IES-Oxidase, die von diesen Autoren als Inaktivator betrachtet wird, den zen-

tralen Kontrollfaktor der Blattfallregulation.

- Viel Auxin hemmt den Blattfall in jungen Knoten, wenig Auxin in alten Knoten
fordert ihn (Gaur und Leopold, 1955). Die diskutierte Hypothese erfordert als
Voraussetzung, dass nur das seneszente Organ reaktionskompetent ist, dass in
Trennschicht und Schutzschicht eine unterschiedliche prospektive Bedeutung fest-
gelegt ist, dass modifizierende Faktoren nur im seneszenten Organ die betreffenden
Gene fiir Auxin potentiell aktiv werden lassen und dass Auxin auch beim Blattfall
eine Konzentrationswirkungskurve besitzt, in der geringe Konzentrationen fordernd,
hoéhere hemmend wirken. Hinweise auf solche Einfliisse gehen aus den Arbeiten
von Abeles und Holm (1966) sowie Jacobs (1968) hervor. Der letztere Autor
stellte fest, dass Auxin die Ausbildung einer Trennschicht so lange hemmt, als es
basal transportiert wird. Im Laufe des Alterungsprozesses nimmt jedoch der polare
Transport bis gegen Null ab. Auch dieser Effekt kann moglicherweise als «feed-
back loop» von Athylen aufgefasst werden (Morgan et al., 1968).

Es ist einleuchtend, dass ein Korrelationsphinomen wie der Blattfall nicht als
Ausdruck der Funktion eines einzigen Hormons zu erkldren ist. Auxin diirfte aber
wohl mit Sicherheit eine zentrale Rolle spielen, wihrend andere Hormone wohl eher
eine modifikatorische Funktion ausiiben, etwa in dem Sinne, wie van Overbeek et al.
(1968) Hinweise fiir den Wirkungsmechanismus von Abscissinsdure als allosterischer
Inhibitor der DNS-Synthese gefunden haben, und Phytokinine allosterische Effek-
toren sein sollen.

Abschliessend sei nochmals auf die ungelGsten Probleme hingewiesen:

Bis vor kurzem schien die dominierende Stellung von Auxin auf dem obersten
Niveau der Blattfallkontrolle (Fig. 14) unbestritten. Die Ergebnisse von Smith et al.
(1968) und Bottger (1970) legen indessen nahe, dass die tatsidchliche Auslosung des
Blattfalls auf dem Zusammenspiel von Auxin mit einem Antagonisten beruht. Dieser
Gegenspieler scheint die Abscissinsdure zu sein. Wahrend der Auxingehalt bereits
lange vor dem Blattfall niedrig, aber konstant ist, ist der Ubergang zur Seneszenz
gekennzeichnet durch eine Zunahme des Abscissinsduregehaltes auf das Dreissig-
fache (Bottger, 1970). Das Verhiltnis der beiden Hormone zueinander ist nicht-
kompetitiv (Smith et al., 1968). Uber den Wirkungsmechanismus der Abscissinsdure
herrscht freilich noch wenig Klarheit; das Konzept van Overbeeks (1968) kann nicht
iiberzeugen, denn die von diesem Autor vorgeschlagene Rolle des Hormons als allo-
sterischer Inhibitor der DNS-Synthese ist allzu unspezifisch, als dass sie im Netzwerk
der Blattfallregulation sinnvoll integriert werden konnte. Immerhin deuten van Over-
beeks Resultate auf eine auf dem Niveau der DNS ansetzende Wirkung von Ab-
scissinsdure hin. Dieses Hormon konnte also mit dem im vorigen Absatz postulierten
Effektor identisch sein, der in der seneszenten Blattfallzone fiir Auxin potentiell ak-
tive Gene de-reprimiert.

Wihrend also anstelle des vagen Begriffes «Seneszenz» allméhlich klarere Vor-
stellungen von zeitlichen und rdumlichen Veridnderungen in den die Separation kon-
trollierenden Regulationsnetzen treten, ist zum Schluss nochmals auf den noch vollig
ungeldsten Problemkomplex hinzuweisen, der am Anfang aller Blattfallforschung
steht, auf die Frage niamlich nach den morphogenetischen Faktoren, welche die An-
lage der Blattfallzone induzieren und deren Gestalt und Orientierung bestimmen.

127



6 Zusammenfassung

1. Es wurden Verteilungsmuster von Enzymen und Substanzen bei der Differen-
zierung der Blattfallzone und in frithen Stadien der Vernarbung untersucht. Das
Hauptgewicht lag auf dem Nachweis der Peroxidase. Als Objekte dienten Arten der
folgenden Gattungen: Coleus, Coffea, Annona, Plumeria, Phaseolus, Begonia.

2. Bei Coleus und Annona besteht eine strenge Korrelation zwischen der spezifi-
schen Anatomie des Blattkissens und dem Ort der Blattfallzone; in beiden Fillen
wird diese an der strukturell schwichsten Stelle angelegt. Bei den iibrigen Objekten
scheint kein solcher Zusammenhang zu bestehen.

3. Gemeinsam ist fiir alle Objekte ein Pektinabbau in den Winden der Trenn-
schicht kurz vor Beginn des Trennvorgangs. Dieser Abbau ist von einem Calcium-
schwund begleitet.

4. Die Schutzschicht verkorkt zu einem artspezifisch bestimmten Zeitpunkt.

5. Das Maximum der Aktivitdt von Peroxidase, Phenoloxidase und saurer Phos-
phatase (diese nur bei Coleus untersucht) liegt in der Schutzschicht. Diese wird ju-
venilisiert, wihrend die Trennschicht beschleunigt altert. Alle Enzyme sind im Plasma
lokalisiert; Peroxidase leckt hdufig aus den Zellen hinaus und wird dann in kleinen
Interzellularen und oft auch in der Mittellamelle gefunden.

6. Beim Blattfall diirfte Peroxidase eine Rolle in der Athylenbiosynthese spielen.
Athylen wiirde dann via Enzyminduktion und direkte Wirkungen den Separations-
prozess herbeifiithren. Peroxidase ihrerseits diirfte durch Auxin induziert werden.
Mégliche Riickkoppelungsmechanismen und die Wirkung weiterer Faktoren — ins-
besondere der Phenoloxidase als «Schalter » fiir peroxidasekatalysierte Reaktionen —
wurden nachgewiesen und im Zusammenhang mit der Korrelation des Blattfalls dis-
kutiert.

7. Eine direkte Rolle spielt Peroxidase in frithen Stadien des Verholzungsprozesses
beim sekunddren Dickenwachstum und bei der Differenzierung von Sklerenchym.

8. Von grosster Relevanz fiir ein wirkliches Verstindnis des Blattfalls scheinen
die verschiedene Reaktionskompetenz von Schutzschicht und Trennschicht sowie die
mit der Seneszenz zusammenhingende Reaktionsbereitschaft in der Trennschicht zu
sein.

7 Summary: Histochemical Patterns in Leaf Abscission

1. Changes in activity and distribution of peroxidase, phenoloxidase, pectic and
lipid substances during leaf abscission and early scar formation have been investi-
gated with special emphasis on peroxidase. Species of the following genera were chosen
as experimental material: Coleus, Coffea, Annona, Plumeria, Phaseolus, Begonia.

2. The concept of an abscission zone consisting of a separation layer and a pro-
tective layer has been found to hold true in all objects. Differences in spatial arrange-
ment and temporal articulation in the development of these tissues could be shown.
Each layer seems to be due to its own morphogenetic stimuli.

3. Shortly before separation occurs, the separation layer impoverishes in pectin
and calcium. :
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4. Peroxidase and phenoloxidase activity show a marked increase during the dif-
ferentiation of the abscission zone. The activity is localized mainly in the protective
layer. Both enzymes are found in the cytoplasm; peroxidase tends to leak out of the

cells and is therefore often found in the middle lamella and in small intercellular
spaces.

5. The possible role of peroxidase in leaf abscission has been discussed. A hypo-
thesis of the enzyme catalyzing ethylene generation from methionine has been for-
mulated. In a senescent organ, ethylene would promote the separation process while
peroxidase itself would be induced by auxin. An important supposition is the ap-
propriate reaction competence of the target tissue. Especially significant in this
connection seems phenoloxidase which promotes, as soon as it occurs in con51der-
able amounts, the peroxidase-mediated reactions.

Die vorliegende Arbeit entstand unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. H. Wanner im Institut
fiir Allgemeine Botanik der Universitiat Ziirich. Ich bin meinem Lehrer dankbar fiir die Auswahl
des interessanten Themas, fiir seine Unterstiitzung und fiir sein kritisches Interesse.

Herrn Dr. W.Egger danke ich fiir seinen immer gern gewihrten Rat und seine Unterstiitzung
in allen fotografischen Belangen.
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Abbildungstexte

Abb. Objekt Reaktion Mass- Kommentar Topographie
Nr. strich
(#m)
1 Annona 1,4-Phenylen- 200 Vergilbtes und angedorrtes Blatt. Abb. la
diamin/HAc Aldehydnachweis in Xylem, Blattfall-

zone und Epidermis

2 Coleus e 50 Knoten E. Interzellularenbildung 30 h Abb. 2a/3a
nach Enifernung der Spreite

3 Coffea AAC 20 Knoten der 3. Vegetationsperiode.
Interzellularenbildung. Peroxidase im
Plasma

4 Coleus AAC 500 Knoten A, unbehandelt. Peroxidase —

in Meristem und Leitgewebe. Uni-
forme, geringe Aktivitdt im Parenchym

5 Coleus Aminreagens 200 Knoten C, unbehandelt. Peroxydase Abb. 5a/6a
in der prospektiven Schutzschicht

6 Coleus Aminreagens 200 Knoten D, unbehandelt. Zunahme der
Peroxidaseaktivitit
7k Coleus Aminreagens 500 Knoten E, unbehandelt. Peroxidase —

in der prospektiven Schutzschicht

8 Coleus Brenzkatechin 50 Knoten E, unbehandelt. Phenoloxidase Abb. 8a
in der prospektiven Schutzschicht
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Tafel 1




Tafel 11




Abb. Objekt Reaktion Mass- Kommentar Topographie
Nr. strich
(#m)
9 Coleus Nadi 200 Knoten A, unbehandelt. Uniforme, Abb. 9a/10a
schwache Cytochromoxidasereaktion
im Plasma
10 Coleus Nadi 200 Knoten F, unbehandelt. Cytochrom-
oxidase im Plasma der prospektiven
Schutzschicht
11 Coleus Jod-Jodkali/ 20 Knoten E, kurz vor Blattfall. Zell- Proximaler
: H,S0, winde ohne jegliche ad- oder inkru- Spaltrand
stierte Lipide
12 Coleus Jod-Jodkali/ 20 Gleiches Préparat wie Abb.11. Rein  Abb. 12a
H,S0, cellulosische, stark gequollene Winde
der prospektiven Schutzschicht
13 Coleus Hydroxylamin 50 Knoten E, kurz vor dem induzierten = Abb.13a/14a
Blattfall. Pektinabbau in der Trenn-
schicht
14 Coleus Hydroxylamin 50 Knoten E, etwas spéteres Stadium als
Abb.13. Die abgerundeten Zellen des
Spaltrandes sind pektinfrei
15 Coleus Jod-Jodkali 200 Knoten F, unbehandelt. Stirke in der Abb. 15a
prospektiven Trennschicht
16 Coleus Jod-Jodkali 200 Knoten F, unmittelbar nach erfolgtem

Blattfall. Stirke in den dussersten
Zellen

13a,14a
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Abb. Objekt Reaktion Mass- Kommentar Topographie
Nr. strich

(#m)

17 Coleus Pektinase 20 Knoten F, Abrundung und Quellung Abb. 17a
der Winde. Interzellularenbildung

18 Coleus Dopa 200 Knoten E, Spaltbildung vor dem in-  Abb. 18a
duzierten Blattfall. Reaktion in der
Trennschicht schwicher als in der
Schutzschicht

19 Coleus AAC 50 Knoten D. Starke Reaktion in den Abb. 19a
Winden der Schutzschicht, schwichere
in der Trennschicht

20 Coleus AAC 20 Knoten F, kurz vor dem induzierten = Proximaler
Blattfall. Ungewdhnlich gequollene Spaltrand
Zellwand mit starker Peroxidase-
aktivitét

21 Coleus AAC 20 Knoten F, kurz vor dem Blattfall. Distaler
Peroxidase in Mittellamelle und Spaltrand,
Interzellularen dritte bis

dusserste
Zellage
22 Coleus Naphthyl- 50 Knoten F, kurz vor dem Blattfall. Proximaler
1-phosphat Saure Phosphatase in der Schutz- Spaltrand

schicht

23 Coleus Chlorzinkjod 500 Knoten E, 2 Wochen alte Narbe. —
Verkorkung der Schutzschicht

24 Coleus - Chlorzinkjod 200 Ausschnitt aus Abb. 23 —

y

18a
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Tafel 1V




Abb. Objekt Reaktion Mass- Kommentar Topographie
Nr. strich
(#m)
25 Coleus AAC 200 Knoten F, 2 Wochen alte Narbe.
Peroxidase in der Schutzschicht
26 Coleus AAC 200 Sekundires Dickenwachstum mit Querschnitt
Peroxidaseaktivitidt an Stellen der durch den
Ligninsynthese verholzten
Stengel.
Kambium
links, blass
27 Coleus AAC 200 9 Wochen alte Narbe. Bildung einer
zweiten Schutzschicht mit Peroxidase-
aktivitit unter der ersten, jetzt
gesprengten
28 Coleus AAC 50 Peroxidase in Interzellularen und Ausschnitt
Winden der zweiten Schutzschicht aus Abb. 27
29 Coleus AAC 100 Kantenleitbiindel bei Beginn des Querschnitt
sekundiren Dickenwachstums. Per- durch den
oxidase an Stellen der Ligninsynthese krautigen
in Xylem und Sklerenchym Stengel
30 Coffea Hydroxylamin 200 Eben ausgewachsenes Blatt. Uniforme Abb. 30a
Pektinreaktion in der Blattfallzone
31 Coffea Dopa 500 Eben ausgewachsenes Blatt. Uniforme,
schwache Phenoloxidasereaktion
32 Coffea AAC 500 Blatt der zweiten Vegetationsperiode.

Uniforme, schwache Peroxidaseaktivitét
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Abb. Objekt Reaktion Mass- Kommentar Topographie
Nr. strich
(#m)

33 Coffea AAC 500 Vergilbtes Blatt der dritten Vege- —
tationsperiode. Kontinuierliche Rekret-
zunahme von Abb. 31-33. Peroxidase
unverindert :

34 Coffea AAC 200 Vergilbtes und angedorrtes Blatt. Aus- Abb. 34a
diinnung der Peroxidase in der Trenn-
schicht

35 Coffea AAC 20 Préparat wie Abb. 34. Schwache Per- Abb. 35a
oxidaseaktivitdt in Tiipfeln und Plasma
der Trennzone

36 Coffea Hydroxylamin 200 Vergilbtes und angedorrtes Blatt. Aus- Abb. 36a

: diinnung an Pektinen in der Trenn-

schicht

37 Coffea Rutheniumrot 50 Vergilbtes Blatt. Beginn von Pektin- Abb. 37a
abbau und Schizolyse

38 Coffea Chlorzinkjod 100 Vergilbtes und angedorrtes Blatt. —
Fortgeschrittene Spaltbildung

39 Coffea Hydroxylamin 50 Vergilbtes und angedorrtes Blatt. Abb. 39a
Bildung der Schutzschicht :

40 Coffea AAC 200 Vergilbtes und angedorrtes Blatt. Abb. 40a

Bildung des Stengelperiderms mit
starker Peroxidaseaktivitit in den neu
eingezogenen Winden
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Tafel VI




Abb. Objekt Reaktion Mass- Kommentar Topographie
Nr. strich
(nm)
41 Annona Dopa 100 Vergilbtes und angedorrtes Blé,tt. Abb. 41a/42a
Phenoloxidaseaktivitit in Epidermis
und Blattfallzone
42 Annona AAC 50 Objekt wie Abb. 41. Peroxidaseaktivitit
in der Blattfallzone
43 Anmona  AAC 20 Objekt wie Abb. 41. Peroxidase in Abb. 43a
) Interzellularen
44 Phaseolus AAC 50 Bildung der Schutzschicht nach Ent- —
: fernung der Spreite mit Peroxidase-
lokalisation in alten und neuen
Winden
45 Phaseolus AAC 30 Frische Blattkissennarbe. Peroxidase —
in Schutzschicht und Trennschicht
46 Plumeria  AAC 200 Vergilbendes Blatt. Starke Peroxidase- Abb. 46a
aktivitdt distal der prospektiven
Trennschicht
47 Plumeria  AAC 20 Objekt wie Abb. 46. Peroxidase in —
Plasma, Interzellularen und Tiipfeln
48 Plumeria  AAC 500 Vergilbtes und angedorrtes Blatt. Abb. 48a
Trennschicht hell zwischen den
peroxidasereichen Zonen
41a,42a
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