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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 81, 273-319 (1971)

Die Sklereidendifferenzierung in Pyrus communis
Morphologische, anatomische und histochemische Untersuchungen

Von Fritz Héuptli
Institut fiir Allgemeine Botanik der Universitit Ziirich

Manuskript eingegangen am 3. Mirz 1971
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1 Einleitung

Die eigenartige und auffallende Steinzellenbildung im Rindenparenchym der Birne
ist ein eindrucksvolles Beispiel der Umdifferenzierung von Zellen. Parenchymatische
Zellen mit wahrscheinlich gleichen Erbanlagen wie die Nachbarzellen entwickeln sich
in den ersten Wochen der Fruchtentwicklung zu Sklereiden, das heisst zu Zellen,
die sich durch die verdickten und lignifizierten Winde betrichtlich von Parenchym-
zellen unterscheiden.

Man stellt sich heute vor, dass Operonen, die durch Repressoren und sekundir
durch Effektoren beeinflusst werden, fiir die unterschiedliche Entwicklung urspriing-
lich gleicher Zellen verantwortlich sind. Modifizierende Faktoren aktivierten oder
reprimierten somit potentiell aktive oder reprimierbare Gene. Bei allen die Differen-
zierung betreffenden Untersuchungen miissen also einerseits diese speziellen modifi-
zierenden Faktoren, andrerseits die Funktionen der durch sie beeinflussten Gene ge-
funden werden. Beides sind schwierige Unterfangen. Die Kausalitit der Differen-
zierung ist darum noch immer ein Hauptproblem der Entwicklungsphysiologie.

2 Aufgabe

In der vorliegenden Arbeit gilt es vor allem, die Sklereidbildung mit den sie be-
gleitenden, histochemisch nachgewiesenen chemischen Substanzen zu vergleichen und
so Einblicke in das physiologische Geschehen der Differenzierung zu erhalten. Im
Mittelpunkt stehen somit histochemische Untersuchungen.

Die anatomische Struktur der Birnenfrucht findet sich oft beschrieben (vgl. Esau,
1965, Kap. 3). Auch physiologische Studien wihrend der Fruchtentwicklung sind
gemacht worden (vgl. Bain, 1961; Nagel und Patterson, 1967; Nortjé und Koeppen,
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1965). Histochemische Arbeiten mit diesem Objekt fehlen bis heute vollstindig. Eine
histochemische Untersuchung erscheint auch darum notwendig.

Grundsitzlich miissen histochemische Methoden stets sehr sorgfiéltig gepriift werden.
Irrtiimer, die sich aus der Ubernahme nicht geniigend gesicherter histochemischer Ver -
fahren ergeben, sind moglich. In den Untersuchungen dieser Arbeit wére zum Beispiel
der histochemische Nachweis der Indolessigsdure sehr wiinschenswert gewesen. Eine
diesbeziigliche Methode ist aber kiirzlich widerlegt worden (Libbert und Kunert, 1966).

Die im folgenden angewandten Verfahren sind im wesentlichen erprobt. Es darf
darum angenommen werden, dass dabei auftretende Schwierigkeiten bekannt sind.
Zudem wird versucht, durch entsprechende Kontrollen, durch Anderungen des pH-
Wertes oder des Puffers und durch verschiedene Nachweismethoden Fehlerquellen
aufzuspiiren.

Da die Zellwinde der Steinzellen mit Lignin inkrustiert sind, wird hauptséchlich
die Aktivitit der Enzyme untersucht, die bei der Bildung des Lignins von Bedeutung
sein konnen (Freudenberg et al., 1952, 1955; Siegel, 1953; Higuchi, 1957a, b).

Nach Freudenberg sind an der Synthese von Lignin in verholzendem Pflanzen-
gewebe zwei Fermentsysteme beteiligt, ndmlich f-Glukosidase und ein Redoxasen-
gemisch. Die Glukosidase liefert nach dieser Vorstellung die Monomere. Diese «Bau-
steine» werden durch das Redoxasengemisch, bestehend aus Phenoldehydrogenasen
und Peroxydase, in unstabile Radikale verwandelt, die dann zu Lignin polymerisieren.
Allerdings muss erwihnt werden, dass das Auftreten freier Radikale von einzelnen
Autoren bezweifelt wird (s. Schubert, 1965).

Das Studium der Ligninsynthese erfolgt in der Regel so, dass man lebendem Ge-
webe angenommene Ligninvorldufer verfiittert, wobei diese Vorldufer entweder mar-
kiert oder in hoher Konzentration verabreicht werden. Auch Versuche in vitro brin-
gen Aufschliisse iiber die Ligninbildung: Dabei werden Enzyme mit den sogenannten
«Baustein »-Molekiilen in Verbindung gebracht und ligninidhnliche Polymere in der
Folge beobachtet. _

Es ist naheliegend, dass histochemische Untersuchungen nicht Aufschliisse der
gleichen Art liefern. Sie konnen jedoch die mit den genannten Methoden erhaltenen
Ergebnisse stiitzen und das Differenzierungsphidnomen der Sklereidbildung kldren
helfen, indem sie die topographischen Verhiltnisse des natiirlichen Gewebes beriick-
sichtigen.

Um die histochemischen Ergebnisse anatomisch-morphologischen Gegebenheiten
zuordnen zu konnen, miissen diese Verinderungen der Birne im Verlaufe der Ent-
wicklung beobachtet werden. Damit bietet sich auch Gelegenheit, die Entwicklung
der untersuchten Birnenvarietit mit derjenigen der Bartlett-Birne — der meistunter-
suchten Sorte — zu vergleichen.

Zusammenfassend stellen sich also folgende Aufgaben:
1. Untersuchungen iiber die Steinzellendifferenzierung im Rindenparenchym der Birne
In Verbindung mit 1:

2. Beobachtungen morphologisch-anatomischer Anderungen im Verlaufe der Fruchtreife
3. Physiologische Untersuchungen mit Hilfe histochemischer Methoden unter besonderer Beriick-
sichtigung der vermutlich an der Verholzung beteiligten Enzyme

Die durch eine Virose verursachten, pathologischen Steinzellenbildungen, die zu
unférmigen und nicht mehr geniessbaren Friichten fithren (vgl. Sorauer, 1954; Corte,
1959), sind in diesen Untersuchungen nicht einbezogen.
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3 Geschichtliches

Von der weiten Verbreitung der Sklereiden im Pflanzenreiche und von ihrer
Formenmannigfaltigkeit zeugen eine grosse Zahl von Verdffentlichungen. Nicht nur
in Friichten, sondern auch in Blittern, Samen, Stengeln und natiirlich besonders im
Gefissgewebe sind Sklereiden in Pflanzen vorhanden. Esau (1960) und Forster (1956)
geben dariiber zusammenfassende Darstellungen, so dass hier nur von den Birnen-
steinzellen berichtet werden soll.

Was ist heute iiber die Steinzellen in Birnen bekannt? Seit wann bilden sie ein
Untersuchungsobjekt der Botanik ? i

«Tout le monde a pu remarquer, au milieu du tissu charnu de toutes les poires,
des amas pierreux dont la structure, dit-on, rappelle celle du noyau», schrieb Cave
schon 1868, und tatsichlich reicht die erste Erwiihnung der Birnensklereiden in einer
wissenschaftlichen Arbeit auf das Jahr 1682 zuriick, Vom Roémer Palladius abgesehen
(bei Crist und Batjer, 1931, zitiert), der vorgeschlagen hat, die Erde um den Birnbaum
durch frische Erde, frei von Kies und Steinen, zu ersetzen, falls in Birnenfriichten
viele «Steine» vorkommen, beschrieb der beriihmte Englinder Grew in seiner « Ana-
tomy of Plants» die Steinzellenbildung in der Birne und verglich sie mit jener der
Nuss. Er glaubte, dass sie durch geronnene und verhirtete Sifte in freien, zufilligen
Anhédufungen verursacht wurde. Macquart und Vauquelin (1791) unterwarfen die
Sklereiden zum erstenmal einer physikalisch-chemischen Analyse. Noch vor ihnen
vermutete man, dass die Steinzellen von der gleichen Beschaffenheit wie Nierensteine
wiren. Doch die beiden Forscher entdeckten, dass Sklereiden aus ligninartigem Stoff
bestanden. Sie berichteten, dass die Steinzellen beim Verbrennen nach grilliertem
Brot rochen, dass sie biegsam, elastisch und schwer zu pulverisieren waren.

Turpin (1838) bemerkte, dass die Zellen mit diesem ligninartigen Stoff, den er
Sklerogen nannte, inkrustiert waren. Er verglich die Steinzellenbildung der Pflanzen
(Birne, Quitte, Mispel, Aprikose, Pfirsich und Kokosnuss) mit der Knochenbildung
im Tierreich, indem er auch dort eine Inkrustation der Zellen — allerdings nicht mit
Sklerogen, sondern mit Calciumcarbonat — feststellte.

Erdmann (1866) gab in der Einleitung seiner Abhandlung einen kurzen historischen
Uberblick. Er hebt dabei die Erkenntnis Meyens (1837, 1841) hervor, dass die Zell-
membranen der Steinzellen schichtenartig verdickt sind. Dann beschreibt er, wie er
die Steinzellen vollstindig vom Fruchtfleisch getrennt und anschliessend analysiert
hat. Seine Untersuchungen gipfeln in einer Formel fiir die Steinzellensubstanz
(Cy3H34056) und in einer Hypothese fiir ihre Bildung. Er will Turpins Ausdruck
«Sklerogen » mit «Glycodrupose» ersetzen, ein Ausdruck, der von Hegi (1935 bzw.
1909) fiir die Steinzellensubstanz der Birnen iibernommen wird.

Cave (1869) machte die wichtige Beobachtung, dass die Zellen, die spiter ihre
Winde verdickten, anfanglich rascher wuchsen als normale Parenchymzellen.

Sind die im Fruchtfleisch der Birnensorten vorkommenden Steinzellhaufen die Ru-
dimente einer bei den Vorfahren der Birne vorhanden gewesenen Steinhiille? War
die Birne urspriinglich eine Steinfrucht, eine Drupa?

Potonié (1880) versuchte in phylogenetischen Betrachtungen mit Hilfe verschiedener
Birnenvarietiten, die «Holzbirnen» eingeschlossen, diese naheliegende Theorie zu
stiitzen. Allerdings konnte er, wie er ausdriicklich betonte, weder paldontologische
noch geschichtliche Beweise fiir diese Theorie anfiihren, weil weder in geologischen
Formationen noch bei den Pfahlbauern Birnenfruchtmaterial gefunden wurde.
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In pflanzenanatomischen Werken und in Berichten iiber Nahrungsmitteluntersu-
chungen wurden die Steinzellen der Birne in der Folge erwihnt (Strasburger, 1884;
Malfatti, 1896; Moeller und Griebel, 1928). Crist und Batjer (1931) versuchten die
Frage zu beantworten, ob dussere Faktoren fiir den Steinzellengehalt in Birnen ver-
antwortlich seien. So verglichen sie zum Beispiel Friichte in bezug auf das Sklereid-
vorkommen von gepfropften und ungepfropften, von jungen und alten, von kréftigen
und schwéchlichen Bdumen. Sie verhiillten die Friichte mit einem schwarzen Tuch,
punktierten die Epidermis der Friichte, versiegelten das Kalixende, ringelten oder
entlaubten die Aste. Auch wurde der Finfluss der Diingung und der kiinstlichen Be-
wisserung auf die Steinzellenbildung studiert.

Sie analysierten Friichte aus verschiedenen geographischen Gebieten, liessen Birnen
bei der Lagerung ausreifen und variierten auf diese Weise das Datum des Pfliickens.
Alle diese dussern Beeinflussungen blieben bis auf zwei Ausnahmen ohne Wirkung
auf die Steinzellenbildung: Bei punktierten und verhiillten Friichten nahm die Steln-
zellenzahl zu.

Von historischem Interesse ist ferner, dass Crist und Batjer ganze Querschnitte
verschiedener Birnensorten mit Benzidin behandelten und so auf Peroxydase testeten.
Allerdings wurde keine histologische Lokalisation des Enzyms durchgefithrt. Auch
Crist und Batjer gingen in ihrer umfangreichen Arbeit einleitend auf frithere Unter-
suchungen ein.

Crist und Batjer fanden Anhaltspunkte fiir eine Verminderung der Birnensklereiden
wihrend der Fruchtreife. Dies bestédtigte Smith (1935) mit Untersuchungen an einer
andern Birnenvarietit.

Frey-Wyssling (1942) veroffentlichte eine Studie iiber den Feinbau der Birnen-
steinzellen aufgrund polarisationsoptischer Untersuchungen. Er zeigte, dass der An-
teil der isotropen Membranstoffe ungefihr dem Doppelbrechungsausfall einer Stein-
zelle gegeniiber einer ganz aus Zellulose bestehenden, hypothetischen Steinzelle ent-
sprach. Seine Ergebnisse verglich er mit der chemischen Analyse der Steinzellen von
Nussschalen, Pflaumen- und Kirschkernen (Voss et al., 1938), welche die 3 Zellwand-
stoffe Zellulose, Xylan und Lignin angenéhert zu je einem Drittel in der Zellmembran
nachwies. «Man darf daher fiir die Steinzellen annehmen», folgerte er, «dass ein
kohirentes Geriist von kristallisierter Zellulose, eventuell mit in das Kettengitter auf-
genommenem Xylan, vorliegt, das etwa das halbe Volumen der Zellwand einnimmt,
wihrend die grossen Maschen dieses Geriistes von isotropem Lignin und leicht 10s-
lichem, nicht kristallisiertem Xylan sowie andern Hemizellulosen oder Pektinstoffen
ausgefiillt werden. »

Sterling (1954) widerlegte in einer genauen und ausfiihrlichen Arbeit die Publika-
tion von Crist und Batjer, indem er die Delignifikation und Reduktion der Steinzellen
in der Birne widhrend der Fruchtreife verneinte. Es blieb die letzte grossere Unter-
suchung iiber Steinzellen der Birne. Sie brachte zahlreiche anatomische Einzelheiten
der Sklereid- und Sklereidhaufenbildung.

Bain (1961) bestitigte die Untersuchungen von Sterling in bezug auf die Steinzellen.
Er stellte fest, dass die Entwicklung im innern Rindenparenchym («pith») und in
der «Stdrkeschicht» («cortex ») nach 8 Wochen abgeschlossen war und dass nur in
der Subhypodermis («outer cortex») bis zur 12. Woche Neubildungen von Stein-
zellen vorkamen,
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Sterling und Bain arbeiteten beide mit der Bartlett-Birne (= Williams Bon Chré-
tien). Die in der vorliegenden Untersuchung verwendete Birnenvarietit braucht we-
sentlich linger zur Fruchtentwicklung (26 gegeniiber 20 [Sterling] bzw. 18 Wochen
[Bain]). Trotz dieser Verschiedenheit erwiesen sich die gleichen Termine (8. bzw.
12. Woche nach dem Bliihen) fiir die Steinzellenentwicklung wichtig (vgl. Kap. 6.2).

Abschliessend sei der Vollstidndigkeit halber noch auf folgende Publikationen hin-
gewiesen : -

Frey-Wyssling (1942) zeigte in der schon zitierten Arbeit die Unverdaulichkeit der
Steinzellenpartikeln. Das Passieren des Kaninchendarms bewirkte nimiich an Stein-
zellen nicht die geringsten Korrosionsfiguren. Diese Tatsache wurde bedeutsam bei
der industriellen Herstellung von Babynahrung aus Birnen. Van Blaricom und Brit-
tain (1961) entwickelten darum unter Beriicksichtigung eines frithern Verfahrens
(Beacham, 1930) eine Methode, die eine Bestimmung des Steinzellengehaltes der Bir-
nen und eine Entfernung dieser Steinzellen erlaubte.

Mit dem gleichen Problem beschiftigte sich zur gleichen Zeit Zalewski (1961).

4 Das Material und seine Vorbereitung

In sogenannten Winterbirnen ist die Zahl der Steinzellen sehr gross. Als Untersuchungsobjekt
wird deshalb die «Dechantsbirne von Alengon» (Kessler, 1948) gewdhlt. Diese Birnensorte ist
erst im Februar oder Mirz essreif.

Die Friichte werden von den bodennahen Asten eines 13 m hohen Baumes gepfliickt. Der durch-
schnittliche Jahresertrag des 85jihrigen Baumes betriigt 70-80 kg.

Ungefdhr 5 mm dicke, fixierte oder unfixierte Sektoren aus den Querschnitten der Birnen werden
mit einer 0,5-m Rohrzuckerlésung infiltriert und danach mit dem Gefriermikrotom oder von Hand
geschnitten. Durch die Infiltration mit der Rohrzuckerldsung wird das S¢hneiden erleichtert. Auch
werden dadurch stérende Luftblasen in den Schnitten entfernt. Kontrollversuche zeigen, dass die
Verwendung der Rohrzuckerlsung die Ergebnisse nicht beeinflusst.

Anschliessend werden die Schnitte nach den in den einzelnen Kapiteln beschriebenen Methoden
behandelt.

Kutikula
Epidermis
Hypodermis

{ Subhypodermis

"Stérkeschicht"
Inneres Rindenparenchym

f 10 Rindenleitbiindel

(5 Petalen- und 5
Sepalenleitbiindel)

Leitbiindeléste
Samenfach mit Samen
Dorsale Markleitbiindel
Griffelkanal
Markparenchym

Endokarp

Fig. 4.1.1

Fruchtquerschnitt
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5 Methoden

5.1 Wachstum

Periodisch werden folgende Masse der Frucht bestimmt:
a) Durchmesser der gréssten Querschnittfliche (1968, 1969)
b) Langsachse (vom Stielansatz bis zum Kelch, 1969)

¢) Verhiltnis der Ausdehnung des Rindenparenchyms zum Radius des Markparenchyms in der
grossten Querschnittfliche

d) Die Ausdehnung der einzelnen Gewebe und Gewebeteile lings des Radius der grossten Quer-
schnittfliche

e) Fruchtvolumen, gemessen durch die Wasserverdrdngung
f) Anzahl der Zellreihen lings des Radius der grossten Querschnittfléiche

Anhand des grossten Fruchtdurchmessers wird im Jahre 1968 die Verteilung durch die Berech-
nung von @ gepriift.

A Anzahl der Messungen im Intervall M +s
i Anzahl der Messungen
(M = Mittelwert, s = Streuung)

Die Zellzahl der Frucht wird auf 2 Arten ermittelt:

a) Das Fruchtvolumen wird dividiert durch das mittlere Zellvolumen.
b) In Abstinden von ungefihr 3 mm werden vom Stielansatz bis zum Kelch Querschnitte her-
gestellt. Auf diesen Querschnittflichen wird die Zellzahl bestimmt und unter Beriicksichtigung

des Zellvolumens jeweils die Anzahl der Zellen geschitzt. Die Addition dieser Werte liefert die
Zellzahl der ganzen Frucht.

(Das Zellvolumen wird dem Kugelvolumen, das aus dem Zelldurchmesser errechnet wird, gleich-
gesetzt.)
5.2 Steinzellen

Es wird wihrend der 2. bis 5. Woche nach dem Blithen versucht, die Steinzellenentwicklung zah-
enmissig zu erfassen. Mit Hilfe des Mikroskopmikrometers wird auf der gréssten Querschnitt-

, Rindenparenchym mit
den 4 Zonen gleicher Ausdehnung

Dorsale Markleitbiindel

/_\ Markparenchym

Samenfach

Fig. 5.2.1

Teil des Fruchtquerschnittes. Die Zonen 1 und 2 entsprechen ungefihr dem innern Rindenpar-
enchym. Die Zone 3 kann angenidhert der «Stirkeschicht» und die Zone 4 der Subhypodermis,
Hypodermis, Epidermis zugeordnet werden
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fliche des Rindenparenchyms eine Teilfliche (vgl. Fig. 5.2.1) in 4 gleich breite Abschnitte ein-
geteilt. In dieser Flidche werden stets 5 Zihlungen durchgefithrt. Die vertikale Ausdehnung der
Haufen bleibt dabei unberiicksichtigt. Insbesondere die miéchtigen Haufen im innern Rinden-
parenchym machen nach der 5. Woche eine Zihlung problematisch; sie wird deshalb spiter nicht
mehr ausgefiihrt. '

5.3 Tyrosin

Millonsche Reaktion (Baker, 1956, nach Spannhof, 1967):

Die Schnitte werden fiir 45 Minuten bei 60 °C im Millon-Reagenz gehalten. Danach werden sie
gespiilt und montiert.

Millon-Reagenz:

In 100 ml einer wissrigen H,SO,-Lésung (10 %) werden 10 g HgSO, durch Erwidrmen gelost.
Dann wird mit dest. Wasser auf 200 ml aufgefiillt und wéssrige NaNQO,-Losung (0,25 %) zuge-
geben.

Kontrolle !
Das Reagenz der Kontrolle enthélt keinen Nitritzusatz.
Bemerkungen

Freies Tyrosin geht in Losung, so dass nur gebundenes nachgewiesen werden kann. Die Reaktion
ist spezifisch (Spannhof, 1967).

5.4 Stirke

IKI-Reaktion (Johansen, 1940, nach Jensen, 1962):

Frische Schnitte werden wihrend 10 bis 15 Minuten in der TKI-Losung gehalten. Die Stédrke
farbt sich dunkelblau.

IKI-Losung: 2 g KI werden in 100 ml Wasser geldst. Zu dieser Losung werden 0,2 g Jod gegeben.

5.5 Lignin

Phlorogluzintest (Johansen, 1940, Siegel, 1953, nach Jensen, 1962):

Phlorogluzinlésung: Gesittigte wiissrige Losung von Phlorogluzin in HCI (20 %). — Lignin er-
scheint rot.

5.6 Tannin

Nitrosoreaktion (Reeve, 1951, nach Jensen, 1962):

Zu frischen Schnitten werden der Reihe nach gleiche Mengen Natriumnitratlosung (10 %), Harn-
stoff (20 %), Essigsdure (10 %) gegeben. Nach 3 bis 4 Minuten wird die doppelte Menge Natrium-
hydroxyd (2 n) zugefiigt.

Zur Kontrolle wird das Natriumnitrat zuletzt beigegeben.

5.7 p-Glukosidase

Als Substrat wird Indikan gewihlt (Beijerinck, 1900, nach van Fleet, 1962). Das Enzym hydro-
lysiert das Glukosid, und das frei werdende Indoxyl oxydiert spontan zu Indigo.

Unfixierte Schnitte werden wihrend 3 Stunden bei 37 °C in der Inkubationslésung gehalten.
Darauf werden sie gespiilt und montiert. Inkubationslésung: 2,5 ml wissrige Indikanlosung (2 %)
-+0,8 ml Phosphatpuffer (m/15), pH-Wert: 6,0. Der pH-Wert wird variiert. Hie und da wird der
Puffer durch dest. Wasser ersetzt. '

Kontrolle
Die Schnitte werden vor der Inkubation wihrend 5 Minuten auf 90 °C erhitzt.

5.8 Saure Phosphatase

5.8.1 Allgemeines

Saure Phosphatase ist ein Sammelbegriff fiir die 3 unspezifischen Phosphomonoesterasen II,
III, IV. Die Phosphomonoesterase II ist in Pflanzen am verbreitetsten. Phosphatasen spalten Phos-
phorsidureester.
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Es werden im folgenden 2 Nachweismethoden angewandt:

Metallsalzmethode: Metallionen bilden mit der frei werdenden Phosphorsédure unlgsliche Salze,
die sich am Ort ihrer Bildung niederschlagen. Bei saurem Milieu wird als geeignetes Metallion
Blei verwendet. Das entstehende weisse Salz, Pb,(PO,),;Cl (Pratt, 1954, nach Deane et al., 1960),
wird wegen der Kontrastwirkung sekundir in Bleisulfid umgewandelt.

Azofarbstoffmethode: Als Substrat fiir die Phosphatase wird ein Naphtholester gebraucht. Die
enzymatische Hydrolyse setzt den Naphtholrest frei, und dieser wird mit dem «Hexazoniumsalz»
gekuppelt. Dies fithrt zu einem unldslichen Azofarbstoff.

5.8.2 Fixierung

Folgende Fixierungen werden angewandt (vgl. Deane et al., 1960):

a) Fixierung nach dem Schneiden in Kaltazeton (4 °C) fiir 5 Minuten
b) Fixierung vor dem Schneiden in Neutralformol (10 %) fiir 5 bis 7 Stunden
¢) Fixierung nach dem Schneiden in Neutralformol fiir 10 Minuten

5.8.3 Verfahren
5.8.3.1 Bleisulfidverfahren (Gomori, 1952, Jensen, 1956, nach Jensen, 1962)

Frisch geschnittenes oder fixiertes Gewebe wird in der Substratlosung bei 37 °C wihrend 3 Stun-
den inkubiert. Inkubationsgemisch: 0,6 g Bleinitrat in 500 ml 0,5-m Azetatpuffer (pH 4,6), 50 ml
0,1-m Natriumglycerophosphat. Vor dem Gebrauch wird mit NaOH auf den pH-Wert 5,0 ein-
gestellt. Die Schnitte werden nach der Inkubation griindlich gespiilt und danach wihrend 3 bis
5 Minuten in verdiinnte Ammoniumsulfidlésung (1 %) gebracht. Schliesslich werden sie nochmals
gespiilt und montiert.

Kontrollen

a) Fluorionen inaktivieren die Phosphatase.

b) Die Schnitte werden im Substratgemisch, das aber kein Glycerophosphat enthilt, inkubiert.
Die Behandlung des Gewebes bleibt im iibrigen gleich wie beim Test. Durch diese Kontrolle
konnen die freien Phosphorsiuren erfasst werden.

¢) Die Schnitte werden wihrend 5 Minuten in heisses Wasser (90 °C) gelegt. Die anschliessende
Behandlung entspricht dem Testverfahren. ;

d) Um die Anwesenheit von Schwermetallionen zu erkennen, werden die Schnitte nur mit Am-
moniumsulfid behandelt.

5.8.3.2 Azofarbstoffmethode (Barka, 1960, Davis et al., 1959, Lojda et al., 1964, nach Spannhof,
1967)

Die Schnitte werden bei Zimmertemperatur wihrend 40 Minuten im Inkubationsgemisch ge-
halten. Inkubationsgemisch: 20 mg «-Naphthylphosphat wird zu 13 ml Phosphatpuffer (pH 6,0)
gegeben, und dazu wird 1,6 ml hexazotiertes Fuchsin gefiigt. Der pH-Wert wird mit NaOH (1 n)
auf 6,0 bis 6,5 eingestellt. Anschliessend wird filtriert.

Hexazotiertes Fuchsin wird aus Fuchsin (4 % in HCI, 2 n) und NaNO, (4 %) hergestellt. Je
0,8 ml von beiden L&sungen werden unmittelbar vor dem Gebrauch in der Kiilte gemischt. Inner-
halb von 30 bis 40 Sekunden bildet sich das schwach gelbliche « Hexazoniumsalz». Nach dem
Inkubieren werden die Schnitte gespiilt und montiert.

Kontrollen

a) Das Gewebe wird wihrend 5 Minuten in heissem Wasser (90 °C) gehalten und anschliessend
der Testbehandlung unterworfen.

b) Das Gewebe wird wie beim Testverfahren behandelt. Die Inkubationslosung enthilt jedoch kein
a-Naphthylphosphat.

5.9 Oxydasen

5.9.1 Allgemeines

Bei der Oxydation sich firbende, unldsliche Substrate dienen zu histochemischen Nachweisen
der Oxydasen. Fiir die Peroxydase sind zahlreiche Verfahren entwickelt und gepriift worden (Reiss,
1967). Diese Mannigfaltigkeit der Nachweismethoden fehlt fiir die Phenoloxydasen.
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Zytochromoxydase, Peroxydase und Phenoloxydase konnen die gleichen Substrate angreifen.
Van der Ploeg und van Duijn (1964) haben beispielsweise zeigen konnen, dass Dopa (= Dihydro-
xyphenylalanin) und Dopaderivate rascher Melanin bilden bei Anwesenheit von Wasserstoff-
peroxyd und von peroxydaseaktiven Proteinen. Es ist auch moglich, dass in wissrigen Phenol-
16sungen leicht Wasserstofiperoxyd auftritt. Aus diesen Griinden wird folgende gegenseitige Ab-
grenzung der 3 genannten Oxydasen vorgenommen:

a) Die Schnitte, die auf Peroxydase und Phenoloxydase untersucht werden sollen, werden ge-
legentlich vor dem Inkubieren wihrend 5 Minuten auf 60 °C erhitzt. Dadurch wird die Wirkung
der Zytochromoxydase beseitigt.

b) Durch die Verwendung von Substraten (Benzidin, Brenzcatechin und Dopa), die in vitro durch
das Zytochrom c nicht oxydiert werden (Deane et al., 1960), wird der Einfluss der Zytochrom-
oxydase ausgeschaltet.

c¢) Die Phenoloxydase wird bei der Untersuchung der Peroxydase durch Priinkubation der Schnitte
in Dieca (=Didthyl-dithiocarbamat, 10~2-m) vollstindig gehemmt.

d) Der Dopa- und Brenzcatechinlésung wird zur Zerstérung von endogenem Wasserstoffperoxyd
Katalase (1 ml Katalase [Fluka]/6,4 ml Inkubationsldsung beigefiigt.

Der histochemische Nachweis beriicksichtigt die Tatsache nicht, dass die in dieser Arbeit unter-
suchten Oxydasen molekular heterogen sind. Zahlreiche Isoenzyme kommen sowohl bei der Per-
oxydase (Jermyn, 1952; Klapper und Hackett, 1965; Novacky und Hampton, 1968; Shannon et al.,
1966; Siegel und Galston, 1967) als auch bei der Phenoloxydase (Constantinides und Bedford,
1967) vor. Dies und die Méglichkeit, dass die Peroxydase und die Phenoloxydase in einem Protein-
komplex verbunden sein kénnten (Sheen und Calvert, 1969), muss bei der Auswertung der Re-
sultate beachtet werden.

5.9.2 Peroxydase

Zur Hauptsache wird im folgenden Peroxydase mit der Methode von Graham et al. (1965) nach-
gewiesen. Um Adsorptionsartefakte zu erkennen, werden 2 weitere Methoden angewandt.

5.9.2.1 Fixierung

Die Gewebescheiben werden 5 Minuten in Kaltazeton (4 °C) fixiert.

5.9.2.2 Verfahren
Inkubationslosungen
a) 3-Amino-9-Athylcarbazol (AAC),
(Graham et al., 1963, leicht gesindert);
4 mg 3-Amino-9-Athylcarbazol werden in 0,5 ml N,N-Dimethylformamid geldst und anschlies-
send mit 9,5 ml Azetatpuffer (0,05 m) von pH 5,1 gemischt.
b) Benzidin (B),
(Isaac et al., 1947, nach Jensen, 1962, leicht geindert):
10 mg Benzidin werden in 0,5 ml Alkohol abs. geldst. Dieser Losung werden 9,5 ml Azetatpuffer
(0,05 m) von pH 5,1 zugefiigt.
¢) Aminlésung,
(Burstone, 1960, leicht geidndert):
25 mg p-Aminodiphenylamin und 15 mg p-Aminoazobenzol werden in' 1 ml Alkohol abs. ge-
16st und entweder mit 35 ml Wasser oder mit 25 ml Wasser und 10 ml Azetatpuffer (0,05-m)
von pH 5,1 verdiinnt. :
Alle Losungen werden unmittelbar vor dem Gebrauch filtriert. Danach wird zu 10 ml Inkuba-
tionslosung 1 ml Wasserstoffperoxyd (3 %) gegeben.

Kontrollen

a) Die Schnitte werden vor dem Inkubieren wihrend 5 Minuten in heissem Wasser (90 °C) ge-
halten.

b) Der Inkubationslosung wird kein Wasserstoffperoxyd zugefiigt.

¢) 1 ml Kaliumzyanid (0,1-m) wird zu 5 ml Inkubationslésung gegeben.

5.9.3 Phenoloxydase

Kupferhaltige Oxydasen umfassen Phenoloxydasen (z.B.: Tyrosinase, Laccase) und die Ascor-
binsdureoxydase. Letztere oxydiert keine Monohydroxy- und Polyhydroxyphenole (Rauen, 1964)
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und wird mit den 2 folgenden Methoden nicht erfasst. Ascorbinsdure kann umgekehrt jedoch auch

durch Polyphenoloxydase, durch Peroxydase und Laccase (Ponting und Joslin, 1948) oxydiert
werden. '

Neben Dopa (Bloch, 1917, nach Deane et al., 1960), dem iiblichen Substrat fiir den Nachweis
der Phenoloxydase, wird auch Brenzcatechin (Smith, 1954, nach Deane et al., 1960) verwendet.
Der Einfluss der Formolfixierung wird gepriift, indem das Gewebe vor dem Schneiden wihrend
5 Stunden in Neutralformol (10 %) fixiert wird.

Inkubationslésungen

5 ml Dopalésung (0,3 %) bzw. 5 ml Brenzcatechinlésung (0,2 %) werden mit 1,6 ml Phosphat-
puffer (m/15) von pH 6,8 vermischt.

Die Inkubationsdauer betrégt in der Regel 3 Stunden, die Inkubationstemperatur 37 °C.

Losungen mit verschiedenen pH-Werten werden neben der Standardlésung verwendet.

Die Dopalosung wird wegen der Eigenoxydation zwei- bis dreimal wihrend der Inkubations-
dauer ersetzt.

Kontrollen

a) Die Schnitte werden fiir 5 Minuten in Wasser von 90 °C inaktiviert.

b) Der Inkubationslosung wird 1 ml Didthyl-dithiocarbamat (Dieca, 10~'-m) als Inhibitor bei-
gegeben. ‘

¢) Die Schnitte werden in einer Losung ohne Substrat inkubiert.

6 Ergebnisse
6.1 Wachstum

Beginn des Bliithens: 22. April 1968, 1. Mai 1969.

Erntedaten: 21. Oktober 1968, 28. Oktober 1969.

Wie aus der Tabelle 1.1 hervorgeht, ist die Verteilung normal.

Zellzahl der Frucht: 4-107 bis 5-107 Zellen (13. Woche nach dem Bliihen).

Die Zellteilungen im Markparenchym héren schon 14 Tage nach dem Bliihen, jene
im Rindenparenchym zwischen der 7. und 9. Woche auf (Fig. 1.6). Die Ausdehnung
der Gewebe erfolgt nachher nur noch durch das Streckungswachstum der Zellen.

Die Wachstumskurven des Volumens und des Durchmessers zeigen einen sigmoiden
Verlauf (Fig. 1.1-1.3).

Der Durchmesser wichst nach der 8. Woche und nach der 16. Woche wihrend 1
bis 3 Wochen ein wenig langsamer. Von der 21.Woche an schwanken die Durch-
messerwerte des Jahres 1969 stirker als jene des Jahres 1968, weil einzelne Friichte
im Jahre 1969 schon einige Wochen vor dem Erntedatum abgefallen sind und somit
nicht mehr gemessen werden konnten (Fig. 1.1).

Die Langsachse der Frucht nimmt zwischen der 3. und 6. Woche am stéirksten zu
(Fig. 1.1).

Uber die Ausdehnung der Gewebe und Gewebeteile in der Frucht geben die beiden
Figuren 1.4 und 1.5 Auskunft. Aufféllig ist das starke Wachstum des innern Rinden-
parenchyms von der 8. Woche und des Markparenchyms von der 10. Woche an. Be-
sonders die dussern Zellen des Markparenchyms beginnen sich wahrend der 10. Woche
sehr schnell zu vergrissern. Von der 16./17.Woche an ist es die «Stidrkeschicht»,
die sich ausserordentlich dehnt. Die nicht verholzenden Zellen der Subhypodermis
werden wihrend der Fruchtentwicklung zunehmend prosenchymatisch, was die Ab-
nahme der Gewebeausdehnung nach der 10. Woche erklirt.

Der Griffelkanal fiillt sich im letzten Drittel der Vegetationsperiode im Zentrum
der Frucht mit kollenchymatischen Zellen, dem Griffelkanalgewebe.
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Tabelle 1.1

Fruchtdurchmesser und Verteilung (®) wihrend der Vegetationsperiode 1968 (M = Mittelwert,
s = Streuung)

Alter Gemessene Durchmesser M +s Anzahl Friichte g
in Wochen Friichte in mm in Md+s
2 50 6,14-0,7 37 0,740
3 52 8,1+0,7 38 0,731
4 60 - 9,6+0,8 43 0,717
5 61 11,54-1,1 42 0,689
6 : 60 14,24+1,2 43 0,717
7 60 : 16,74+1,4 38 0,633
8 60 19,9-+1,6 39 0,650
9 : 62 21,8+1,6 44 0,710
10 60 24,64+1,8 44 0,733
11 60 27,7+1,9 41 0,683
12 61 29,94-2,0 40 0,656
13 60 32,24-2,1 40 0,667
14 60 33,8122 _ 40 0,667
15 60 36,6-4-2,2 39 . 0,650
16 60 39,14-2,3 : 40 0,667
17 60 40,5+2,5 42 0,700
18 60 41,8428 41 0,683
19 60 44,3 4-3,0 41 0,683
20 60 46,4 13,1 39 0,650
21 60 47,9 +3,1 41 0,683
22 60 49,8 4-3,2 40 0,667
23 60 51,34+3,1 38 0,633
24 60 52,4+3,3 43 0,717
25 60 53,1+3,4 ; 41 0,683
26 60 53,24-3,0 43 . 0,717
Tabelle 1.2

Durchmesser, Lingsachse und Volumen einzelner Friichte wihrend der Vegetationsperiode 1969
(vgl. Fig. 1.2 und Fig. 1.3)

Alter Durchmesser Lingsachse : VYolumen
in Wochen - in mm in mm in.cm?

3 8,7 20 -~ _ 0,5

5 13,9 22,1 . ' 2,0

7 17,6 24,6 X5

9 20,3 29,2 : 6,0
10 24,6 33,6 10,0
12 27,8 34,8 14,0
14 30,1 40,3 18,8
16 36,5 46,8 30,8
19 42,5 . 43,0 43,6
20 44,2 49,1 56,0
21 . 42,8 54,0 50,0
23 47,4 526G 65,0
24 49,5 52,1 71,0
25 49,3 57,2 79,0
26 52,3 , 59,0 : 85,0
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Fig. 1.1

Zunahme der Durchmesser und der Lingsachsen der Friichte im Verlaufe der Entwicklung.
a Durchmesser der grossten Querschnittfliiche (1968; vgl. Tab. 1.1); b Durchmesser der grossten
Querschnittfliche (1969); ¢ Lingsachse (1969)

6.2 Steinzellen

Schon 2 Wochen nach dem Beginn des Blithens kommen im innern Rindenparen-
chym einzelne kleinere Gruppen von Steinzellen vor. Die Winde dieser Zellen sind
dicker als bei normalen Zellen. Rund 20 deutlich ausgebildete Tiipfelkanile kénnen
pro Steinzelle gezdhlt werden. Im Hussern Drittel des gesamten Rindenparenchyms
fehlen Zellen mit verdickten Winden noch vollstindig. Die dussersten sich deutlich
differenzierenden Steinzellen kommen in diesem Zeitpunkt — von aussen gezihlt —
in der 20. Zellreihe vor.

4 Tage spiter schon reicht eine Gruppe bis zur 16.Reihe. Weiter aussen werden
zahlreiche, gegeniiber den umgebenden Parenchymzellen vergrosserte Zellen beob-
achtet. Diese grossen Zellen konnen als zukiinftige Steinzellen betrachtet werden.
Es zeigt sich, dass bei Steinzellgruppen sehr oft die kleinsten Sklereiden die dick-
sten Winde aufweisen und dass Steinzellen mit vergleichbarer Wanddicke gleiche
Grosse haben. Daraus leitet sich folgende Entstehung der Steinzellen ab, eine Ent-
stehung, die sich auch bei spitern Beobachtungen als richtig erweisen wird:
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Zunahme des Fruchtvolumens im Verlaufe der Entwicklung (vgl. Tab.1.2)
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Zunahme des Fruchtvolumens im Verlaufe der Entwicklung (logarithmische Darstellung)
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4. 8. 12. 16. 20, 24. Woche
Fig. 1.4

Ausdehnung der Gewebe und der Gewebeteile der Frucht lings des Radius der grossten Quer-
schnittfliche. a Hypodermis; b Subhypodermis; ¢ «Stédrkeschicht»; d inneres Rindenparenchym;
e Markparenchym

R/M

4, 8, 12 16, 20, 24. Woche
Fig. 1.5

Verhdltnis der Ausdehnung des Rindenparenchyms (R) zum Radius des Markparenchyms (M)
in der grossten Querschnittfliche
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Fig. 1.6

Anzahl def Zellreihen lings des Radius der gréssten Querschnittfliche. a Rindenparenchym (1968);
b Rindenparenchym (1969); ¢ Markparenchym (1969)

1. Bei Zellen, die sich spiter als Steinzellen differenzieren, tritt eine deutliche Ver-
grosserung auf.

- 2. Darauf héren die Zellen zu wachsen auf und verdicken anschliessend ihre Wiinde.
Dabei fillt es, besonders in der Subhypodermis, auf, dass sich die zukiinftigen
Steinzellen sehr oft vor der Wandverdickung noch ein- bis zweimal teilen. Es ent-
stehen so paarige oder kleeblattartige Stellungen der ersten Sklereiden.

3. Bei ungefihr der doppelten Zellwanddicke werden Tiipfelkanidle beobachtet, und
wenig spiter — 3 Wochen nach dem Beginn des Blithens — reagieren die éltesten
Sklereiden im innern Rindenparenchym mit Phlorogluzin (vgl. Abschnitt 6.6).

In der 4. bis 5. Woche hat eine ganz auffillige Steinzellenproduktion auch in der

Subhypodermis eingesetzt. Die Zahl der Sklereiden in der Subhypodermis wéchst

in dieser Zeitspanne iiber jene in den unmittelbar darunter liegenden Zellreihen

(«Starkeschicht »).

Schreitet also die Sklereidenentwicklung von innen nach aussen sehr rasch fort,
gibt es doch verschiedene genauere, erwdhnenswerte Beobachtungen:

Nicht alle Gewebeteile des Rindenparenchyms sind am Ende der Fruchtentwick-
lung gleichméssig mit Steinzellen durchsetzt. Eine ganz aufféllige Haufung erscheint
beim Fruchtfall im innern Rindenparenchym und in der Subhypodermis.

Eine deutliche Verschiedenheit der Steinzellenbildung ist in den beiden Geweben
festzustellen. Im innern Rindenparenchym finden sich, hauptséchlich in den ersten
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Tabelle 2.1

Anzahl der Steinzellen in einem Teil des Fruchtquerschnitts (1968). Zonen 1 bis 4; Abschnitte mit
der gleichen radialen Ausdehnung vom innern Rindenparenchym bis zur Epidermis

Zeit 14 Tage 17 Tage 22 Tage 28 Tage 35 Tage
Zone
1 54 87+10 1954+ 8 248410 349427
2 14 384+ 9 11216 194 +25 327450
3 — 174+ 6 71418 171423 197 +19
4 — 6+ 3 284 5 " 135418 2234+ 6
Steinzellen
360 .
A
/
20 A2
5 5 /
Pty
280 , '/' /./
e
LAaE
240 iR
t /
200 A R
/ /
HRIT
160
120
80
40
5 10 15 20 25 30 35 Tage

(nach dem Bliihen)
Fig. 2.1 ‘

Anzahl der Steinzellen in einem Teil des Fruchtquerschnitts (1968; vgl. Kap. «Methoden», Fig.
5.2.1) 1 Zone 1, 2 Zone 2, 3 Zone 3, 4 Zone 4

drei Wochen, viele einzelstehende Sklereiden, die ihrerseits bei den benachbarten
Parenchymzellen Steinzellenbildung zu induzieren scheinen — Biinning spricht von
einer «homoiogenetischen Induktion » (Biinning, 1953) —, so dass schliesslich riesige
Haufen vorhanden sind. Das Wachstum dieser Haufen wird im innern Rindenparen-
chym zwischen der 7. und 9. Woche praktisch beendet. Wenn auch selten, so kdnnen
doch bis anfangs der 6. Woche noch Differenzierungen von einzelstehenden Sklere-
iden (Idioblasten) beobachtet werden.

In der Subhypodermis kommen bei der reifen Birne dhnliche Sklereidhaufen vor.
Zwar erscheinen dort diese Haufen, im Gegensatz zu den kugeligen Gebilden des
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Fig. 2.2

Differenzierung und Verteilung der Steinzellen wihrend der Entwicklung. Die horizontale Aus-
dehnung der grafischen Formen zeigt die relative Menge der neugebildeten Sklereiden. Schraffiert:
einzelstehende Steinzellen; leer: Haufenwachstum

innern Rindenparenchyms, meist radial linger als breit. Der Grund fiir diese Form-
verschiedenheit liegt bei der verschiedenen Entstehungsweise. In der Subhypodermis
bilden sich wihrend der 4. bis 6. Woche gleichzeitig eine grosse Zahl von einzel-
stehenden Steinzellen, die sich iiber das ganze Gewebe wie zufillig verteilen. Diese
Einzelzellen scheinen in den Nachbarzellen wiederum Steinzellenbildung zu induzie-
ren, wobei die radiale Richtung bevorzugt wird. Schliesslich entstehen kleine Haufen,
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die sich gegenseitig sehr bald berithren, so dass am Schluss der Entwicklung der
Eindruck von kompakten Haufen entsteht. Zwischen diesen einzelnen Sklereidzapfen
in der Subhypodermis finden sich dann nur eine bis zwei Reihen normaler Parenchym-
zellen. Wihrend im innern Rindenparenchym bei den méchtigen und in der «Stérke-
schicht» bei den kleinen, kugeligen Haufen die Steinzellenneubildungen also nach
spatestens 8 bis 9 Wochen abgeschlossen sind, wachsen die Haufen in der Subhypo-
dermis — wenn auch sehr langsam — noch bis zur 20. Woche. Einzelstehende Sklere-
iden differenzieren sich dagegen auch in der Subhypodermis nach der 8. Woche keine
mehr.

In der Hypodermis jedoch beginnen sich Sklereiden erst von der 8. Woche an zu
bilden. Die Hauptentwicklung dauert dabei bis zur 12.Woche. Bis zur 20. Woche
nach dem Bliithen bilden sich noch hie und da neue Steinzellen. — Auch in der Hypo-
dermis kénnen wiederum die 2 Bildungsarten unterschieden werden: Steinzellen, die
sich anscheinend durch Induktion aus der Subhypodermis differenzieren, daneben
andere, die sich vollstindig autonom und spontan, vollig isoliert von andern Sklere-
iden, in der Hypodermis bilden. Wiederum tritt vor der Wandverdickung die charak-
teristische Vergrosserung der zukiinftigen Steinzellen auf, die allerdings in den koll-
enchymatischen Hypodermiszellen nicht mehr so augenfillig ist wie im innern Rinden-
parenchymgewebe.

6.3 Tyrosin (Tafel I: Fig. 1, 2)

Sklereiden zeigen in den Winden und oft auch im Protoplasten eine deutliche
Tyrosinreaktion. Besonders die randstindigen Steinzellen der Haufen unterscheiden
sich von den Kontrollen. In den Parenchymzellen kann keine eindeutige Reaktion
festgestellt werden. Einzig im Endokarp ist der Nachweis positiv. Wéhrend der Frucht-
entwicklung werden keine Anderungen beobachtet.

6.4 Stdirke

Die in der Hypodermis vorkommenden Chloroplasten bilden die Erkldrung fiir die
kleinen, dort vom Beginn der Fruchtentwicklung an vorhandenen Stirkekorner. Wih-
rend der ersten sechs Wochen wird nur in der Hypodermis Stirke gefunden. Offen-
sichtlich handelt es sich dabei um Assimilationsstirke. In den nichsten zwei Wochen
kann auch in der Subhypodermis vereinzelt Primérstdrke nachgewiesen werden.

In der 9. und 10. Woche zeigt sich eine starke Zunahme von grobkorniger Stérke,
Reservestirke, im dussern Rindenparenchym. Dieser Gewebeteil, anatomisch vom
innern Rindenparenchym und der Subhypodermis durch grossere Zellen unterscheid-
bar, ist bis 2 Wochen vor der Ernte am stirkereichsten der ganzen Frucht. Er wird
darum in dieser Arbeit als «Stidrkeschicht» bezeichnet. Aber nicht nur die «Stérke-
schicht», sondern auch das Markparenchym, Endokarp und Subendokarp ausge-
nommen, enthilt nun, besonders in seinem dussern Teil, Stdrke. Dagegen gibt es sie
im innern Rindenparenchym bis zur 15.Woche praktisch nicht. Dann aber werden
auch dort zahlreiche kleine Korner beobachtet.
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Das plotzliche Auftreten und das Vorkommen in Gewebeteilen, die gut mit I eit-
biindeln versorgt sind (im dussern Markparenchym und von den Rindenleitbiindeln
bis zur Subhypodermis), machen es wahrscheinlich, dass diese Reservestirke zur
Hauptsache nicht von der in der Frucht gebildeten Primirstirke stammit,

In der 18.Woche bietet sich folgendes Bild: In allen Zellen, mit Ausnahme der
-Epidermis-, der Steinzellen, der Endokarp- und der Subendokarpzellen, findet sich
Stirke. :

Das Markparenchym enthilt etwas mehr als das innere Rindenparenchym, aber
deutlich weniger als die «Stidrkeschicht ».

Das im letzten Drittel der Fruchtentwicklung neugebildete Griffelkanalgewebe
bleibt ohne Stirke. 5 Wochen vor der Ernte nimmt sie im Markparenchym ab. Be-
merkenswerterweise hdufen sich die Koérner um die Leitbiindel und um die Leit-
biindeldste, sowohl im Markparenchym als auch im Rindenparenchym. 2 Wochen
vor der Ernte vermindert sie sich auch im Rindenparenchym, und eine Woche vor
dem Fruchtfall weisen nur noch Zellen mit Chloroplasten (Hypodermis und ein Teil
der Subhypodermis) Stiarke auf.

Wihrend der Birnenentwicklung zeigt der Stirkenachweis eine komplementire
Reaktion zum Phlorogluzintest, indem die Teile der Birnen mit viel Steinzellen (Sub-
hypodermis, inneres Rindenparenchym) wenig oder erst spit Stidrke zeigen. Auch die
umgekehrte Beziehung gilt. In zeitlicher Hinsicht ergibt sich etwas Ahnliches: Re-
servestdrke wird erst eingelagert, wenn die Steinzellenentwicklung beendet ist.

Epidermis, Hypodermis

Subhypodermis

"Stdrkeschicht"

Rindenleitbiindel

inneres Rindenparenchym

Markparenchym
Dorsale Markleitbiindel

Endokarp, Subendokarp

Fig. 4.1

Teil des Birnenquerschnitts (schematisch). Punktiert: Vorkommen der Stéirke in der 13. Woche
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6.5 Calciumoxalat

In der ganzen Birnenfrucht sind 2 Orte durch das Vorkommen von Calciumoxalat-
kristallen ausgezeichnet. Einerseits treten sehr viele Kristalle in der Subhypodermis
auf, andrerseits sind sie auch im Endokarp und Subendokarp nachzuweisen. Beson-
ders in der dussern Subhypodermis werden sie in der 5. Woche nach dem Blithen
beinahe in jeder Zelle festgestellt. Im iibrigen Rindenparenchym und im Markparen-
chym gibt es nur hie und da Kristalle. In der Subhypodermis verschwinden sie spiter;
dagegen konnen sie im Endokarp und im Subendokarp linger beobachtet werden.
Im ganzen aber vermindert sich die Anzahl der Kristalle wihrend der Fruchtentwick-
lung.

6.6 Lignin

Die Zellwinde der Sklereiden reagieren frithestens wihrend der 3. Woche nach dem
Blithen mit Phlorogluzin. In jenem Zeitpunkt sind die Steinzellwidnde drei- bis viermal
dicker als normale Parenchymzellwinde. Bei allen spiter gebildeten Sklereiden gelingt
der Ligninnachweis erst nach dieser charakteristischen Verdickung der Zellwinde.
Auch das Xylem der Leitbiindel zeigt anfénglich keine Phlorogluzinreaktion. Offen-
sichtlich braucht eine wesentliche Lignineinlagerung in die Zellwinde einige Zeit.

Das Endokarp verholzt nicht. Im ganzen Markparenchym konnen keine Sklereiden
beobachtet werden. Nur die Scheiden der dorsalen Markleitbiindel zeigen in den
letzten Wochen der Fruchtentwicklung hie und da Steinzellen, und im Griffelkanal-
gewebe treten 14 Tage nach dem Beginn der Gewebebildung verholzende Zellen auf.
Die Zellwidnde der Sklereiden im Griffelkanalgewebe verdicken sich wenig bis zur
Fruchternte.

6.7 Tannin

Nur wihrend der 4. Woche - kurz vor dem Ende der starken f-Glukosidaseaktivitit
— kann eine sich deutlich von der Kontrolle unterscheidende Tanninreaktion wahr-
genommen werden. Dabei reagieren besonders die ventralen Markleitbiindel, das
Endokarp und die Hypodermis. Im letzten Drittel der Fruchtentwicklung weisen die
«Stérkeschicht » und das Markparenchym wohl die Farbe einer positiven Tannin-
reaktion auf, unterscheiden sich jedoch von den Kontrollen in keiner Weise.

6.8 B-Glukosidase (Tafel III)

Allgemeines

Die kurzfristige Aktivitit der B-Glukosidase in der Birnenfrucht ist auffillig. Die
einzelnen Gewebe und Gewebeteile reagieren dhnlich. Schon zu Beginn der Frucht-
entwicklung sind die blauen Reaktionsprodukte des Indigos in jeder Zelle zu beob-
achten (Fig. 1, 2). Wihrend der 5./6. Woche — kurz vor dem Ende der Zellteilungs-
periode im Rindenparenchym - vermindert sich die Enzymwirkung in der ganzen
Frucht stark. Wihrend des letzten Drittels der Fruchtentwicklung verschwindet die
B-Glukosidaseaktivitit vollig, und die Schnitte unterscheiden sich nicht mehr von den
Kontrollen (Fig. 8).
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Kutikula, Epidermis, Hypodermis

In der Epidermis und in der Hypodermis wirkt das Enzym anfiinglich sehr stark.
Jede Zelle reagiert (Fig. 1). Von der 5./6. Woche an verschwindet die Aktivitit der
f-Glukosidase. Die Reaktion in der Kutikula kénnte artefiziell sein.

Subhypodermis, «Stdrkeschicht», inneres Rindenparenchym

Die Subhypodermis zeigt etwas mehr Reaktionsprodukte als die beiden andern
Gewebeteile. Sie reagiert auch nach der 5./6. Woche noch hie und da, wihrend die
«Stérkeschicht» und das innere Rindenparenchym dann vollstindig reaktionsfrei
sind. Sowohl in vergrdsserten Zellen und in &ltern Sklereiden als auch in normalen
Parenchymzellen finden sich in den ersten vier Wochen viele Reaktionsprodukte
(Fig. 3, 6, 7).

Markparenchym

Besonders zu Beginn der Fruchtentwicklung zeigt das Markparenchym in allen
Zellen sehr starke Enzymaktivitit, die jedoch wiederum nach der 5./6. Woche voll-
stdndig verschwindet.

Leitbiindel

In den Leitbiindeln, besonders in den Rindenleitbiindeln und in den Leitbiindel-
dsten des Rindenparenchyms, treten die Reaktionsprodukte gehauft auf (Fig. 4, 5).
Dabei reagiert der ganze Leitbiindelquerschnitt, insbesondere aber das Phloem und
die Markstrahlen des Xylems. Die Umgebung der Leitbiindeliste, das Kambium und
das Phloem zeigen auch zwischen der 6. und der 15.Woche noch eine schwache
Reaktion.

Die Abhiingigkeit der Reaktion vom pH-Wert der Inkubationsldsung: In einem
Versuch (14. Woche) wird der pH-Wert variiert. Bei Werten iiber 6,4 kann kein Indigo
beobachtet werden. Inkubationslésungen mit pH-Werten 5,6 und 6,0 ergeben dhn-
liche Reaktion.

6.9 Saure Phosphatase (Tafel 1: Fig. 3, 4; Tafel IV)
6.9.1 Einfluss der Vorbehandlung

Gefrierschnitte reagieren etwas schwiicher als die handgeschnittenen Frischschnitte.,

6.9.2 Einfluss der Fixierung

Azeton: Azeton hemmt die Phosphataseaktivitit empfindlich. Formol: Im allge-
meinen ist die Lokalisation der Reaktionsprodukte gleich wie in unfixiertem Gewebe.
Jedoch ist durch das Fixieren eine kleine Hemmung der Aktivitit festzustellen. Mei-
stens wird darum auf eine Fixierung verzichtet (vgl. Deane et al., 1960).

6.9.3 Kontrollen

a) Natriumfluorid: Die Konzentration, die eine Phosphataseaktivitit vollig inhibiert,
dndert sich im Verlaufe der Vegetationsperiode. So vermag in der 12. Woche eine
Konzentration von 2-10-%m keine véllige Hemmung zu bewirken, wogegen die
gleiche Konzentration 4 Wochen spiiter eine Enzymreaktion verunmdoglicht. Die
kritische Konzentration ist dann bei 4-10-3-m.
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b) Inkubation der Schnitte ohne Substrat: Es gibt keine bleisulfiddhnlichen Reak-
tionsprodukte in den untersuchten Geweben.

c) Erhitzen der Schnitte (Tafel IV: Fig. 2, 6, 8): Die erhitzten Schnitte weisen nie
eine Reaktion auf.

d) Frischschnitte im Ammoniumsulfid: Das Gewebe schwiérzt sich nie.

6.9.4 Teste
6.9.4.1 Bleisulfidmethode

Auffillig ist ein deutliches Abnehmen der Phosphataseaktivitit auf dem ganzen
Querschnitt nach der Zellteilungsperiode. In den letzten sieben Wochen vor der Ernte
ist eine weitere Verminderung der Reaktion zu beobachten. Das Bleisulfid ist gra-
nuldr im Plasma und anfinglich, besonders wihrend der 3./4.Woche in der Sub-
hypodermis, in Zellwandnihe oder gar in der Zellwand vorhanden (Tafel IV: Fig. 3).
Neu sich differenzierende Steinzellen fiillen sich stets mit Bleisulfid und zeigen somit
eine starke Reaktion.

Epidermis (Tafel IV: Fig.1)
Die Epidermis erscheint in den ersten sechs Wochen schwarz. Spiter reagieren

nicht mehr alle Zellen in gleicher Stidrke. In den letzten Wochen der Fruchtentwick-
lung unterbleibt eine Reaktion.

Hypodermis

Nach einem Reagieren der Hypodermiszellen wihrend der ersten zwei bis drei
Wochen (Tafel IV: Fig. 1) fehlt spiter ein wesentlicher Sulfidniederschlag. Erst nach
dem Auftreten der Steinzellen dndert sich das Bild. Neu sich differenzierende Sklere-
iden sind stets mit Reaktionsprodukten gefiillt (Tafel IV: Fig.4). Es gibt jedoch auch
andere Hypodermiszellen mit Reaktion. Wegen der prosenchymatischen Kollenchym-
zellen der Hypodermis kann nicht immer eindeutig entschieden werden, ob eine be-
ginnende Lignifizierung vorliegt.

Steinzellen (Tafel 1: Fig. 3, 4; Tafel IV: Fig. 4)

Wie schon ausgefiihrt, fallen neu sich differenzierende Steinzellen durch ihre grosse
Phosphataseaktivitit auf. In der Subhypodermis, in der «Stédrkeschicht» und im
innern Rindenparenchym kann dies beobachtet werden. Die zukiinftigen Sklereiden
sind meist ginzlich mit den schwarzen Reaktionsprodukten gefiillt. Dabei ist es be-
deutungslos, ob es sich um einzelstehende Steinzellen oder um Randzellen der Skle-
reidhaufen handelt. Im Zeitpunkt der ersten positiven Phlorogluzinreaktion reduziert
sich die Aktivitit stets und verschwindet schliesslich vollends (Tafel I: Fig. 4). Der
Bleisulfidtest erlaubt so rasch, neu sich differenzierende Steinzellen zu erkennen.

Subhypodermis (Tafel IV: Fig. 1, 3)

Die Subhypodermis zeichnet sich anfinglich durch die grosste Enzymaktivitit im
ganzen Rindenparenchym aus (Tafel 1V: Fig.1). Es sind in den ersten vier bis fiinf
Wochen nicht nur die Sklereiden, sondern auch die iibrigen Zellen, die viel Reaktion
zeigen (Tafel IV: Fig. 3). Nach der Zellteilungsperiode reagieren nur noch die rand-
stindigen Steinzellen der Haufen wesentlich.
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«Stirkeschicht », inneres Rindenparenchym (Tafel 1V: Fig. 1, 5)

Vor allem um die Sklereiden und um die Sklereidhaufen kommen Reaktions-
produkte vor. In der Mitte der Vegetationsperiode treten unregelméssig reagierende
Zellen auf (Tafel IV: Fig. 5). Spiter verschwindet diese Reaktion der Parenchym-
zellen weitgehend. In der «Stirkeschicht» und im innern Rindenparenchym wird im
letzten Drittel der Fruchtentwicklung nur noch schwache oder keine Enzymaktivitit
festgestellt.

Markparenchym

Zu Beginn der Fruchtentwicklung ist die Phosphataseakt1v1tat im Markparenchym
mittel bis stark. Reagiert in der 2. Woche noch der dussere Teil stirker, ist es 2 bis
3 Wochen spiter der innere. In der weitern Entwicklung treten unregelmissig Reak-
tionsprodukte auf. Schliesslich verschwinden sie mehr oder weniger. Wihrend im
Subendokarp meistens ein schwarzer Niederschlag fehlt, zeigt ihn das Endokarp iiber
die ganze Beobachtungsperiode. Das Griffelkanalgewebe reagiert kaum. Nur einzelne
Zellen sind vollstindig mit Reaktionsprodukten gefiillt. Wahrscheinlich handelt es
sich dabei um zukiinftige Sklereiden.

Leitbiindel (Tafel IV: Fig. 7, 8)

Erst 14 Tage nach dem Blithen werden in den Leitbiindeln Niederschldge von Blei-
sulfid beobachtet, wobei sie in den Leitbiindeln entlang des Endokarps, dorsale Mark-
leitbiindel ausgenommen, vorerst nur vereinzelt auftreten. Spéter erscheinen diese
Leitbiindel, wie auch die Leitbiindeldste im Rindenparenchym, schwarz. In den dor-
salen Markleitbiindeln und in den Rindenleitbiindeln tritt stets eine Reaktionim
Xylem, oft in der Scheide und anfinglich im Phloem, auf (Tafel IV: Fig. 7).

6.9.4.2 Azofarbstoffmethode

Die Methode bringt eine Bestitigung der obigen Ergebnisse. Die Lokalisation der
Enzymaktivitit ist jedoch schwierig, unterscheiden sich doch die Teste nur in der
Intensitit der Rotfirbung von den Kontrollen. Wahrscheinlich kuppeln zelleigene
Phenole und Naphthole mit dem Azoniumsalz zum roten Azofarbstoff. Uberdies ist
im sauren Bereiche eine Kupplung erschwert, so dass die Hydrolyse des Naphthyl-
phosphates gehemmt erscheint.

6.10 Peroxydase

6.10.1 Oxydation der drei Substrate bei verschiedenen pH-Werten (Tafel VI1: Fig.1)

Puffer: Phosphat(0,2-m)-Zitrat- Puffer (0,1-m).

Das Verhiltnis der Reaktionsstirke in den einzelnen Geweben entspricht — wo
nichts Besonderes vermerkt ist — dem im Kapitel 6.10.4 beschriebenen.

Die Aminreaktion ist offensichtlich gegen pH-Anderungen nicht sehr empﬁndhch
was bei der Verwendung der Methode zum Nachweis der Peroxydase zur Vorsicht
zwingt. Erst bei pH 7 reagieren die Reaktionsprodukte mit dem Aminoazobenzol.

Das Benzidin fillt bei pH-Werten von 3-6 beinahe vollstindig aus der Losung.
Auf Schnitten, die bei pH 5 inkubiert worden sind, konnen viele Gasblasen beob-
achtet werden. Dies deutet auf eine Enzymaktivitdt ohne Substratoxydation hin.
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Tabelle 10.1.1
Oxydation der drei Substrate bei verschiedenen pH-Werten

pH ‘ AAC Benzidin Aminreaktion
3 — (sehr schwache —_— +

Reaktion im Phloem)
4 + + (Reaktion, besonders — +4+(+)

im Kambium und im
Phloem der Leitbiindel,
in der Subhypodermis und
im Subendokarp)
5 +4++ — (Reaktionsstirke mit 4+ -+
- Azetatpuffer: + - 4)
6 -+ (Reaktion im Kambium, — eefe
in den Leitbiindeln und
im Subendokarp)
7 — g + -+ + (weinrote Reaktions-
produkte, besonders in der
Subhypodermis und im
innern Rindenparenchym.
Phloem der Leitbiindel blau)

6.10.2 Einfluss der Vorbehandlung auf die Enzymaktivitit

Tabelle 10.2.1

Einfluss der Vorbehandlung auf die Enzymaktivitit

Reaktion in

handgeschnittenem

Gewebe Gefrierschnitten
Unfixiertes Gewebe : ++ +(+)
In Kaltazeton fixiertes Gewebe
(5 Min.) ++ +()

6.10.3 Kontrollen

1. Erhitzte Schnitte (Tafel I1: Fig. 3, 5; Tafel V: Fig. 4, 6)

Die Schnitte sind ohne Reaktion. Einzig ein gelegentliches Reagieren im Phloem
der Leitbiindel deutet auf eine schwach wirksame Pseudoperoxydase hin. Moglicher-
weise hat diese Pseudoperoxydase die Reaktion bei pH 3 (Tab. 10.1.1) ebenfalls ver-
ursacht.

2. Ohne Wasserstoffperoxyd (Tafel II: Fig. 8; Tafel VI: Fig. 4)
Die Schnitte sind reaktionslos.

3. Kaliumzyanid
Kaliumzyanid hemmt die Enzymaktivitit stark, jedoch nicht vollig.
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6.10.4 Test

Die starke Enzymaktivitit nimmt von der 6./7. Woche an leicht ab und vermindert
sich nochmals 4 bis 5 Wochen vor der Ernte. Die Ergebnisse der drei Methoden
stimmen miteinander iiberein. Der AAC-Test, wahrscheinlich weniger empfindlich
als die zwei andern Methoden (z. B. in Hypodermis und Markparenchym), liefert die
klarsten Ergebnisse, weil die roten Reaktionsprodukte gut zu lokalisieren und die
Kontrollen in der Regel ohne Firbung sind. Bei der Benzidin- und besonders bei
der Aminmethode firbt die Losung das Gewebe leicht an, so dass Testreaktionen
mit den Firbungen der Kontrollen sorgfiltig verglichen werden miissen.

Epidermis, Hypodermis (Tafel VI: Fig. 3, 4)

Die Hypodermis erscheint dunkel (Benzidin- und Aminmethode) wihrend der
ganzen Beobachtungsperiode und weist somit viel Enzymaktivitit auf. Mit der AAC-
Methode konnen erst von der 6. Woche an Reaktionsprodukte im Plasma lokalisiert
werden. Schwierigkeiten beim Eindringen der Losung in die kollenchymatischen Hy-
podermiszellen oder auch unterschiedliches Reagieren von Isoenzymen (vgl.

Kap. 5.9.1) mit den einzelnen Substraten konnen diese Beobachtungen eher erkldren
als Adsorptionsartefakte.

Subhypodermis (Tafel 11: Fig. 7, 8; Tafel VI: Fig. 3, 4, 5, 6)

Die Wirkung der Peroxydase ist in der Subhypodermis sehr stark und iibertrifft
Jjene im Rindenparenchym. Nach der Bildung der Sklereidzapfen reagieren die Par-
enchymzellen zwischen den Steinzellhaufen auffillig.

Steinzellen

In neu sich differenzierenden Steinzellen l4sst sich nicht mehr Reaktion nachweisen
als in normalen Parenchymzellen. Dagegen erscheinen ihre Wiande dunkler (Tafel I1:
Fig. 7, Benzidin; Tafel VI: Fig. 5, Amin). In jiingern Sklereiden, das heisst in Stein-
zellen mit schwach verdickten Winden, tritt eine deutlich stirkere Reaktion in den
Lumina auf (Tafel II, Fig. 6; Tafel VI: Fig. 6). Besonders dic Randzellen der Skle-
reidhaufen zeigen dieses Bild (Tafel VI: Fig. 3). Auch eine Peroxydaseaktivitit in
den Sklereidwénden ist nicht auszuschliessen (Tafel 11: Fig. 6; Tafel VI: Fig. 5, 6).

«Stidrkeschicht », inneres Rindenparenchym (Tafel I11: Fig. 1, 2, 4; Tafel V: Fig. 1,

23

Die Reaktion des innern Rindenparenchyms, die gegen das Markparenchym etwas
zunimmt, ist stdrker als jene der «Stirkeschicht», wo sie gegen das Ende der Vegeta-
tionsperiode beinahe ganzverschwindet. Beiden Gewebeteilen ist die starke Peroxydase-
wirkung in der unmittelbaren Umgebung der Steinzellhaufen gemeinsam (Tafel II:
Fig. 1, 2, 3; Tafel V: Fig. 3). Nicht nur das Plasma, sondern auch die Zellwinde,
insbesondere im Bereiche der Mittellamellen, und die Interzellularen zeigen, vor
allem wihrend der Zellstreckungsperiode, Reaktionsprodukte (Tafel II: Fig. 4;
Tafel V: Fig. 1, 2, 3). Violette (Benzidin) bzw. blaue (Amin), «gefiillte» Zellen um
die Leitbiindeldste in der «Stdrkeschicht» fallen auf. Sie werden im Kapitel 6.11.6
nochmals erwéhnt.

Leitbiindel (Tafel V: Fig. 7)

Alle Leitbilindel reagieren kriftig. Die Markleitbiindel entlang dem Endokarp sind
einheitlich rot (AAC), braun bis violett (Benzidin) oder blau (Aminlésung). In den
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Rinden- und den dorsalen Markleitbiindeln weisen das Phloem und die Scheide viel
Reaktion auf. Das Kambium bleibt in den ersten Wochen der Fruchtentwicklung
reaktionslos (Tafel V: Fig. 7). Spéter zeigt sich auch dort eine Enzymaktivitit
(Tafel V: Fig. 8). Die Reaktion im Xylem ist schwach (Tafel V: Fig. 7, 8), jene in
den Leitbiindelédsten des Rindenparenchyms, besonders anfinglich, stark.

Markparenchym

Das Markparenchymgewebe enthidlt wenig rote Reaktionsprodukte (Tafel V:
Fig. 5, AAC). Die Winde der Parenchymzellen sind braun bis violett (Benzidin) bzw.
blau (Aminlésung). Die Reaktion nimmt gegen das Zentrum der Frucht ein wenig
ab und ist vergleichbar mit jener der «Stirkeschicht». Auch hier treten «gefiillte»
Zellen auf. Endokarp, Subendokarp und die Randzellen gegen den Griffelkanal re-
agieren stirker als die Markparenchymzellen (Tafel V: Fig. 5). Besonders in den
Interzellularen des Subendokarps kénnen Reaktionsprodukte lokalisiert werden.

Wihrend des letzten Drittels der Fruchtentwicklung fiillt sich — wie erwihnt — der
Griffelkanal auch im Zentrum der Frucht mit lockerem Gewebe. In diesem Griffel-
kanalgewebe ist die Peroxydase sehr stark wirksam (Tafel V: Fig. 5; Tafel VI: Fig.2).

6.11 Phenoloxydase
6.11.1 Fixierung

Die Fixierung mit Formol hemmt die Aktivitidt. Bei mit Azeton fixiertem Gewebe
tritt gleiche Reaktion wie bei unfixiertem auf.

6.11.2 Einfluss der Zytochromoxydase

Wie erwartet (vgl. Kap. 5.9.1), reagieren die Schnitte ohne Zytochromoxydase bei
einer halbstiindigen Inkubationsdauer gleich wie nicht erhitzte. Bei einer dreistiindi-
gen Inkubation treten etwas weniger Oxydationsprodukte auf. Wahrscheinlich ist
diese schwichere Reaktion eher durch etwas zerstorte Phenoloxydase als durch den
Ausfall der Zytochromoxydase bewirkt.

6.11.3 Einfluss von endogenem Wasserstoffperoxyd

Durch Katalase, die der Dopa- und Brenzcatechinldsung beigefiigt wird, dndert
sich die Reaktion nicht.

6.11.4 Kontrollen

1. Hitze (Tafel 1: Fig. 6; Tafel VI: Fig. 8; Tafel VII: Fig. 2, 6, 8; Tafel VIII:

Fig. 2, 4, 8; Tafel IX: Fig. 8)

Durch Hitze inaktivierte Schnitte unterscheiden sich deutlich von jenen des Testes.
Doch gibt es in der Hypodermis und im Endokarp schwache Reaktion. Auch die
Steinzellen erscheinen nicht vollig reaktionsfrei. So sind die Sklereidwidnde grau und
ihre Mittellamellen leicht dunkler (Tafel VII: Fig. 2, 6, Dopaldsung), und -es finden
sich brdunliche Reaktionsprodukte im Lumen der Steinzellen (Brenzcatechinldsung).
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Zur Erklarung dieser Tatsache bieten sich drei Moglichkeiten an:

a) Es ist denkbar, dass endogene Substrate zwischen dem Schneiden und dem Er-
hitzen oxydiert worden sind. Die Brdunung der nur im Wasser inkubierten
Schnitte (Kontrolle 3) ist vergleichbar mit der beobachteten Reaktion.

b) Besonders bei der Dopaldsung tritt eine stérende Eigenoxydation auf, die Gewebe-
teile farbt und dadurch eine Enzymreaktion vortduscht. So kann beispielsweise
die scheinbare Kambiumreaktion der dorsalen Leitbiindel durch Adsorption der
oxydierten Substratldsung entstanden sein. Die Substratoxydation erscheint bei
pH-Werten unter dem Neutralpunkt schwiicher. Es wird darum fiir die Inkuba-
tionslosung der bei Deane (1960) empfohlene pH (6,8) gewihlt, obwohl das Ak-
tivititsoptimum der Phenoloxydase etwas hoher liegen mag.

¢) Es konnte eine schwach wirksame Pseudophenoloxydase in der Birnenfrucht wirk-
sam sein. Sie wire thermostabil und oxydierte die Inkubationslosung, indem sie
aus den Gewebeschnitten heraus diffundierte. Die in der Tabelle 11.4.1 dargestell-
ten Ergebnisse belegen jedoch diese Annahme nicht. Eher scheint es, dass das
Dopa mit etwas Phenoloxydase verunreinigt ist und so die Eigenoxydation der
Losung bewirkt.

2. Dieca (Tafel IX: Fig. 4) -
Dieca hemmt die Phenoloxydase ganz.
3. Ohne Substrat (Tafel IX: Fig. 6)

Schnitte in Wasser zeigen eine schwache Brauhung, wobei aber Melanine (Dopa-
16sung) nie beobachtet werden.

Tabelle 11.4.1
Oxydationsgrad der Dopaldsung

Losung Oxydationsgrad der Dopaldsung
nach 3 h bei 37 °C

mit Gewebeschnitten und Dieca

ohne Gewebeschnitte ‘
mit durch Hitze inaktivierten Gewebeschnitten
mit Gewebeschnitten

+ 4+ + |

6.11.5 Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration

Fiir die folgende Versuchsserie ist ein Phosphat(0,2-m)-Zitrat(0,1-m)-Puffer ver-
wendet worden. Die Reaktion ist schwicher als mit dem iiblichen Phosphatpuffer
(Tafel VI: Fig. 7). Aus der Tabelle 11.5.1 geht die Wirkung der oxydierten Dopa-
I6sung auf die Reaktionsstiarke hervor.

6.11.6 Test

Die Unterschiede der Phenoloxydasewirkung auf die beiden dargebotenen Substrate
(Dopa und Brenzcatechin) sind gering. Im Verlaufe der Fruchtreifung verdndert sich
die Enzymaktivitit nur schwach. Immerhin scheint sie wéhrend der Zellteilungs-
periode mit dem Wachstum der Sklereiden zuzunehmen (Tafel I: Fig. 5, 6, 7;
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Tabelle 11.5.1

Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration

pH Farbe der Inkubationslésung nach der Inkubation Stidrke der Reaktion
Brenzcatechin Dopa Brenzcatechin Dopa

8,0 hellgriin dunkel, violett + 4 . e ol

7,8 hellgriin violett e e

7,4 hellgriin violett +4+++ She et

7,0 hellgriin hell, violett + 4+ ik o

(heller als bei pH 7,8 und 7,4)

6,6 hellgriin hell, violett &3 i i bty 3

6,0 bridunlich hell + i -

i hell, bréunlich  hell, rosa — bis + e

Tafel IX: Fig. 1). Besonders deutlich wird dies in der Subhypodermis, wo anfiinglich
schwache Reaktion vorkommt. Von ungefihr der 5.Woche an — nach dem Beginn
der starken Steinzellenentwicklung in der Subhypodermis — verstirkt sich dann die
Aktivitdt. Nach Abschluss der Zellteilungsperiode wirkt die Phenoloxydase im par-
enchymatischen Gewebe nochmals etwas stirker. : :

Epidermis, Hypodermis (Tafel VII: Fig. 4, 5; Tafel VIII: Fig. 6, 7)
Die beiden dussersten Gewebe der Frucht erscheinen jeweils nach dem Inkubieren

dunkel. Namentlich die Hypodermis zeigt viel Enzymaktivitit. Die Reaktionsprodukte
sind schwarz (Dopa) bzw. dunkelbraun (Brenzcatechin).

Subhypodermis (Tafel VII: Fig. 5)

Die Subhypodermis reagiert schwicher als die Hypodermis, jedoch deutlich stiarker
als das restliche Rindenparenchym. Gegen das Ende der Fruchtentwicklung treten
in der Subhypodermis Chloroplasten auf. Die Enzymaktivitiat wird dann vergleichbar
mit jener der Hypodermis.

«Stérkeschicht », inneres Rindenparenchym (Tafel VII: Fig. 7; Tafel IX: Fig.1, 2)

Von der Steinzellenreaktion in den beiden Geweben abgesehen, konnen, besonders
in den ersten vier Wochen, wenig Reaktionsprodukte beobachtet werden. Nach der
8. Woche kommen sie im Plasma hiufiger vor. Um die Sklereidhaufen ist die Phenol-
oxydase wihrend der Zellstreckungsperiode stirker wirksam als im iibrigen Rinden-
parenchymgewebe. Eine analoge Beobachtung wird auch bei der Peroxydase gemacht
(vgl. Kap. 6.10.4).

Brenzcatechin: Die Zellwinde in der «Stiirkeschicht» sind einheitlich olivbraun.
Das Lumen zahlreicher Zellen in der Néhe der Leitbiindeliste zeigt von der 10.Woche
an eine homogene braune Firbung. Es scheint, dass die Reaktionsprodukte in diesen
Zellen geldst sind und das ganze Zellumen fiillen. Auch im Markparenchym treten
gleich reagierende Zellen auf. Bemerkenswerterweise sind mit der Millon-Reaktion
(Tyrosin), in Kontrolle und Test (mit der Benzidin- und Aminreaktion [Peroxydase]
im Test) ebenfalls dhnliche «gefiillte» Zellen beobachtet worden. Vielleicht stehen
diese Zellen speziell im Dienste des Stofftransportes, und ihre Membranen sind per-
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meabler als jene anderer Parenchymzellen. In einzelnen Zellen reagieren im Rinden-
parenchym am Ende der Vegetationsperiode die Zellkerne.

Dopa: Die Zellwdnde sind braun getont. In den letzten Wochen der Fruchtent-
wicklung unterscheiden sie sich jedoch von den Kontrollen kaum mehr. Die Reak-
tionsprodukte finden sich im Plasma. Stirkekorner sind grau oder braun, wahr-
scheinlich durch die oxydierte Substratlésung angefirbt.

Leitbiindel (Tafel VIII: Fig. 1; Tafel IX: Fig. 3, 5)

Die Leitbiindeldste und die unmittelbar benachbarten Zellen reagieren stark. Eine
Reaktion kommt iiber den ganzen Querschnitt der Leitbiindel mit einem Maximum
im Phloem und in der Scheide vor. Die Aktivitdt nimmt wihrend der Zellstreckungs-
periode ab.

Steinzellen (Tafel I: Fig. 5, 6, 7; Tafel VII: Fig. 1, 3, §5; Tafel IX: Fig. 1, 2)

Vergrosserte Zellen weisen keine wesentliche Reaktion auf (Tafel VII: Fig. 3;
Tafel IX: Fig. 1). — Im Zeitpunkt der Lignineinlagerung zeichnen sich die Steinzellen
jedoch durch eine starke Phenoloxydaseaktivitit aus. Gegen das Ende der Vegeta-
tionsperiode sind die Parenchymzellen rund um die Steinzellhaufen, die zu Beginn
der Zellstreckungsperiode ausgeprigt reagiert haben, nur noch schwach gelber (Brenz-
catechin) als die entfernteren Parenchymzellen.

Dopa: Dunkle Sklereidwinde und zahlreiche Reaktionsprodukte im Zellumen
(wahrscheinlich in der Vakuole) sind zu finden (Tafel I: Fig. 5; Tafel VII: Fig. 1,
3, 5). Selbst dltere Steinzellen inmitten der Sklereidhaufen zeigen im Zellumen und
in den Tiipfelkanilen Reaktionsprodukte.

Brenzcatechin: Die dunkelbraunen Reaktionsprodukte in den Steinzellen sind sehr
auffillig (Tafel I: Fig. 7; Tafel IX: Fig. 2).

Markparenchym (Tafel VIII: Fig. 1, 3, 5; Tafel IX: Fig. 5, 7)

Von der 3. Woche an nimmt die Reaktion im Markparenchym zu. Die Zellen des
Markparenchyms teilen sich in jenem Zeitpunkt schon nicht mehr. Die Reaktion ist
vergleichbar mit derjenigen der Stirkeschicht, dagegen stirker als im innern Rinden-
parenchym. Auch im Markparenchym sind die Zellwinde, besonders wihrend der
Zellstreckungsperiode, schwarz (Dopa) (Tafel VIII: Fig. 5) bzw. braun (Brenzcate-
chin) geférbt (Tafel IX: Fig. 7). Gegen das Ende der Vegetationsperiode reagiert der
Zellkern (Tafel VIIL: Fig. 5). Daneben zeigt stets auch das Plasma Reaktion.

Das Endokarp erscheint mit beiden Substraten braun bis schwarz (Tafel VIII:
Fig. 3; Tafel IX: Fig. 5). Die Phenoloxydase ist also sehr wirksam. Das darunter-
liegende Gewebe (Subendokarp) reagiert anfinglich schwach (Tafel VIII: Fig. 3).
Spdter sind dort, wie auch in den 2 bis 3 Zellreihen gegen den Griffelkanal, die Re-
aktionsprodukte hdufiger als in den restlichen Markparenchymzellen (Tafel IX:

Fig. 5). Im Griffelkanalgewebe kann nur schwache Enzymaktivitit festgestellt werden
(Tafel IX: Fig. 7).

7 Diskussion
7.1 Saure Phosphatase, Stdirke

Steinzellen, die sich neu differenzieren, zeigen unmittelbar nach der charakteristi-
schen Zellvergrosserung, wihrend der ersten Wandverdickung, starke Phosphatase-
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aktivitdt. Lignin findet sich in den Winden dieser Zellen noch nicht. — Daneben
wird eine enge Beziehung zwischen der Enzymaktivitdt und der Zellteilungsperiode
in der Entwicklung der Birne beobachtet.

Dieses Anwachsen der sauren Phosphatasewirkung in Zellen, die sich kiirzlich ge-
teilt haben, ist verschiedentlich bemerkt worden (Avers und Grimm, 1959; Fosket
und Miksche, 1966; Vanden Born, 1963; Wilson, 1949).

Eine starke Phosphataseaktivitdt wird auch in Sklereiden der Rauwolfia festgestellt
(Mia und Pathak, 1968). '

Wie berichtet (Kap. 6.2), teilen sich Steinzellen oft vor der Wandverdickung.
Ebenso wird in pflanzlichen Tumorgeweben neben einem erhOhten Auxingehalt eine
vergrosserte Phosphataseaktivitit gefunden (Chen und Venketeswaran, 1966; Macie-
ewska-Potapczyk, 1960).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, insbesondere wihrend der 3. und 4. Woche nach
dem Blithen, die Reaktionsprodukte in der Ndhe der Zellwand oder sogar in der
Zellwand. Diese Lokalisation stimmt mit den Beobachtungen von Glick und Fisher
(1946), McGregor und Street (1953) und Wilson (1949) iiberein. Poux (1963) be-
trachtet das Vorkommen des Enzyms im Bereiche des Plasmalemmas allerdings als
Artefakt. Das kurzfristige Auftreten der Bleisulfidniederschlige in Zellwandnihe
macht dies bei der Birne unwahrscheinlich.

Neben dieser Lokalisierung gibt es auch im Protoplasten der Parenchymzellen
granulire Reaktionsprodukte, und das Lumen der Steinzellen erscheint vollig schwarz.
Die intrazelluldre Lokalisation des Enzyms ist mit dem Lichtmikroskop schwierig.
Avers und King (1960) und Jensen (1956) haben die saure Phosphatase in den Mito-
chondrien gefunden. Haufiger jedoch ist hervorgehoben worden, dass das endoplas-
matische Retikulum viel saure Phosphatase zeigt (Catesson und Czaninski, 1967;
Figier, 1968; Poux, 1963 ; Sommer und Blum, 1965). Poux (1963) stellt starke Enzym-
wirkung in den Vakuolen fest. Sich zu Sklereiden differenzierende Zellen im Birnen-
fleisch zeigen eine sehr grosse Vakuole (Sterling, 1954). Die starke Wasseraufnahme
sich streckender Zellen wird bewirkt durch das Ausscheiden osmotisch wirksamer
Substanzen in die Vakuole (Frey-Wyssling, 1959). Die saure Phosphatase kann eine
wichtige Rolle bei der Kohlenhydrattransformation spielen (Wanner, 1952). Der
Schluss liegt nun nahe, dass durch die saure Phosphatase diese osmotisch wirksamen
Substanzen am Tonoplasten und im Bereiche des Plasmalemmas dephosphoryliert
werden. Sie werden in der Folge in den Steinzellen und den frisch geteilten Paren-
chymzellen vielleicht zum Transport, aber auch — diese Moglichkeit dringt sich be-
sonders durch die Beobachtungen der Steinzellen auf — zur Synthese von Wand-
substanzen verwendet.

Figier (1968) hat Bleisulfidniederschldge auch im Golgi-Apparat gefunden. Die
etwas gewagte Vermutung, dass es sich bei den punktformigen Reaktionsprodukten
in Zellwandnihe um Ansammlungen von Golgi-Vesikeln handeln konnte, ist nicht
vollig abwegig. Dies stiitzte die hier dargelegte Hypothese, wonach die saure Phos-
phatase zur Zellwandbildung nétig wiére.

Die schwache Reaktion der Hypodermis, eines Gewebes, das sich — wie die Epi-
dermis — bis spét in die Vegetationsperiode teilt, ist damit allerdings nicht erklért.
Es besteht die Moglichkeit, dass die kollenchymatischen Hypodermiszellen ein Ein-
dringen der Inkubationslosung mehr oder weniger verhindern.
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Wihrend der Birnenentwicklung zeigt der Stirkenachweis in zeitlicher und rdum-
licher Hinsicht eine komplementire Reaktion zum Phlorogluzintest (vgl. Kap. 6.4
und Kap. 6.6). Anscheinend werden die Kohlenhydrate vorerst zur Zellwandbildung
bei Sklereiden und auch bei Parenchymzellen verwendet. Erst anschliessend — nach
der Zellteilungsperiode — sind sie fiir die Synthese von Reservestirke verfiigbar.

7.2 B-Glukosidase, Peroxydase, Phenoloxydase, Tannin, Lignin

Lignin wird erst in die Sklereiden eingelagert, nachdem sich die Zellwinde verdickt
haben (vgl. Kap. 6.6). Wihrend der Lignineinlagerung werden Peroxydase- und Phe-
noloxydaseaktivitit beobachtet. Das Hauptwachstum der Steinzellen ist von einer
B-Glukosidase in allen Fruchtzellen begleitet. All dies ist gut vereinbar mit den im
Kapitel 2 skizzierten Vorstellungen der Ligninsynthese. Die 3 Enzyme kommen je-
doch nicht nur in den Sklereiden, sondern auch in andern Zellen der Birnenfrucht
vor. Die Ligninbildung kann somit nicht ihre einzige Aufgabe sein.

Peroxydase, aus zahlreichen Isoenzymen bestehend (vgl. Kap. 5.9.1), oxydiert das
Auxin, wobei die einzelnen Isoenzyme allerdings in ihrer Wirkung verschieden sind
(Macnicol und Reinert, 1963; McCune, 1961). Ray (1960) betrachtet die Indolessig-
sdureoxydase (IES-Oxydase) und die Peroxydase als das gleiche Enzym. Andernorts
wird die Peroxydase zumindest als ein Bestandteil der IES-Oxydase angesehen (Ya-
mazaki und Souzu, 1960; Kenten, 1955; Stutz, 1957). Sequeira und Mineo (1966)
sind umgekehrt der Meinung, dass eine Komponente (oder auch mehrere) der sehr
heterogenen Mischung der Pflanzenperoxydase als IES-Oxydase wirkt (oder wirken).
Der histochemisch nachgewiesenen Peroxydase in der Birne kommt darum wahr-
scheinlich eine wichtige Aufgabe bei der Oxydation des Auxins zu. Die bedeutsame
Tatsache, dass die «Stirkeschicht» und das Markparenchym, die beiden Gewebeteile
der Frucht mit den grossten Zellen, sehr wenig Peroxydaseaktivitit aufweisen, sei
hier nochmals betont.

Zukiinftige Steinzellen unterscheiden sich von den Rindenparenchymzellen nur
durch ein schnelleres Wachstum. Deshalb wird angenommen, dass die Sklereidzellen
anfinglich eine fiir das Zellwachstum giinstigere Auxinproduktion aufweisen.

Seit langerer Zeit weiss man, dass die IES Peroxydase bildet (Galston und Dalberg,
1954; Galston, 1956; Jensen, 1955). In neueren Arbeiten wird dies einerseits bezweifelt
(Boll, 1965; Zenk, 1966), andrerseits wiederum bestétigt (Lavee und Galston, 1968;
Siegel und Galston, 1967). Es wird auch gezeigt, dass spezifische Teile des Isoenzym-
komplexes durch Auxin unterdriickt werden (Ockerse et al., 1966; Galston et al.,
1968). — Um die Steinzellhaufen bildet sich ein Gradient der Peroxydaseaktivitit aus,
der von dieser durch Auxin induzierten Enzymbildung verursacht sein konnte. Das
Hormon diffundierte von den Sklereiden in die Nachbarzellen. Dieser Gradient, zu-
sammen mit der starken Peroxydaseaktivitit in den Steinzellen, bestétigt indirekt die
Annahme, dass sich neu differenzierende Sklereiden durch ihre Auxinproduktion von
normalen Parenchymzellen unterscheiden. Auch macht er die Moglichkeit unwahr-
scheinlicher, dass der grossere Gehalt an IES-Oxydase hemmenden Verbindungen
eher das raschere Wachstum der Steinzellen bewirkt als der Auxinunterschied.

Peroxydase benotigt zur Oxydierung der IES (neben Mn) phenolische Co-Faktoren
(vgl. Galston und Hillman, 1961; Hare, 1964). Mit Ausnahme der Ferulasdure akti-
vieren die Monophenole die IES-Oxydase, wihrend Polyphenole als Inhibitoren wir-
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ken (Gortner und Kent, 1958; Henderson und Nitsch, 1962; Tomaszewski und Thi-
mann, 1966; Zenk und Miiller, 1963). Werden diese moglichen Substrate der Phenol-
oxydase, die Phenole, in den Zellen gebildet, wo sie wirken, oder werden sie ihnen
zugefiihrt ?

Die Entwicklung eines fiir die IES-Oxydase inhibitorischen Systems ist mit der
Chlorophyllmenge verkniipft (Pilet und Phipps, 1968). Diese Abhingigkeit mag durch
ein Anwachsen des Polyphenolgehalts in den Zellen bewirkt sein. Die Polyphenole
sollen hauptséchlich in assimilierenden Geweben entstehen (Delaveau und Paris, 1961 ;
Harborne, 1964, 1967). In Apfeln ist Phenoloxydase, ausser in der Mitochondrien-,
auch in der Chloroplastenfraktion nachgewiesen worden (Harel et al., 1964, 1965).
Darum ist die starke Phenoloxydasewirkung in chlorophyllhaltigem Birnengewebe,
in der Hypodermis und einem Teil der Subhypodermis nicht iiberraschend. Sicher
wirkt allerdings auch das Sauerstoffangebot auf die Phenoloxydaseaktivitit regulie-
rend. Dies wird nahegelegt durch die starke Wirkung des Enzyms im Endokarp, in
der Zellreihe also, die unmittelbar an die luftgefiillten Samenficher grenzt. Bei ein-
zelnen Apfeln der Sorte Boskoop sind zum Beispiel unmittelbar an der dussern Ober-
fliche des Kerngehiuses Sauerstoffkonzentrationen gemessen worden, die der Gleich-
gewichtskonzentration mit Luft entsprechen (Brindle und Wanner, 1965; Brindle,
1968). Die Wahrscheinlichkeit, dass in der Hypodermis und in Teilen der Subhypo-
dermis phenolische IES-Oxydase-Inhibitoren gebildet werden, kann die sehr lang
dauernde Neudifferenzierung von Sklereiden in diesen beiden Geweben erkliren. Die
Phenole in den Zellen, die — wie noch ausgefiihrt werden soll — zugleich Lignin-
vorldufer sind, beschrankten somit die Neubildung der Steinzellen.

Grundsiitzlich ist auch in den Zellen ohne Chloroplasten die selbstindige Phenol-
synthese nicht auszuschliessen. Meynhardt (1965) weist das Vorkommen eines aktiven
Pentosephosphatzyklus in reifenden Bartlettbirnen nach. Die Erythrose aus diesem
Zyklus ergidbe durch Kondensation mit einer durch Glykolyse entstandenen Triose
Shikimisdure, die iber Prephensiure zu aromatischen Aminosiuren und weiter zu
Polyphenolen fiihrte (Nord und Schubert, 1967). Die Ergebnisse dieser Arbeit in
bezug auf die Aktivitit der f-Glukosidase machen es aber wahrscheinlich, dass der
Hauptteil der Phenole von Pflanzenorganen ausserhalb der Frucht stammt. Die B-
Glukosidase kann phenolische Aglukone liefern (van Fleet, 1961). Glukoside wiirden
den Zellen der Frucht zugefiihrt, wo sie die f-Glukosidase hydrolysierte. Die stirkere
Wirkung des Enzyms um die Leitbiindel und Leitbiindeliste stiitzt diese Annahme.
Ebenso deutet das wihrend der 4. bis 5. Woche nachgewiesene Tannin auf eine durch
die B-Glukosidase bewirkte Phenolhédufung in den Fruchtzellen hin. Im Verlaufe der
Fruchtentwicklung oxydierten diese Phenole und fielen nach und nach als IES-Oxydase
beeinflussende Verbindungen aus.

Sind die Substrate der Phenoloxydase in der Birne tatsichlich Inhibitoren der
IES-Oxydase? Walker (1964) hat Chlorogensiure, Brenzcatechin, Catechin, in der
genannten Reihenfolge, durch Birnenphenoloxydase am stirksten oxydiert gefunden.
Kaffeesdure und Dopa haben wenig, 3,4-Dihydroxybenzoesiure und p-Kresol sehr
schwach auf das Enzym reagiert. Epicatechin, Catechin und Chlorogensdure werden
auch in andern Untersuchungen als Hauptsubstrate fiir die Birnenphenoloxydase ge-
nannt (Siegelman, 1955; Weurman und Swain, 1953).

Andrerseits werden als kriftige Inhibitoren der IES-Oxydase unter anderem Chlo-
rogensdure, Kaffeeséure, Ferulasiure, Sinapinsiure, Brenzcatechin, Eugenol und Py-
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rogallol aufgefiihrt (Gortner und Kent, 1958; Henderson und Nitsch, 1962; Toma-
szewski und Thimann, 1966; Tuli und Moyed, 1967). Sicher kommt also der Phenol-
oxydase neben der Peroxydase im IES-Oxydase-System eine grosse Bedeutung zu.
Dass Dieca, ein Inhibitor der Phenoloxydase, die Zerstorung der IES stark hemmt
(Tomaszewski und Thimann, 1966), ist ein weiteres Indiz fiir das Zusammenwirken
der Peroxydase mit der Phenoloxydase.

Von hier aus ldsst sich die Verbindung zur Ligninsynthese herstellen. Nakamura.
(1967) hat die Bildung von ligninartigen Polymerisationsprodukten bei der Oxyda-
tion von Coniferylalkohol — dem meistgenannten und wahrscheinlich zentralen Lignin-
vorldufer — durch Peroxydase und Phenoloxydase beobachtet. Dabei hat er eine
grossere Wirksamkeit der Peroxydase als der Phenoloxydase gefunden. Laccase, eine
spezielle Phenoloxydase, die ebenfalls als wichtiges Enzym in der Biosynthese von
Lignin betrachtet worden ist (Higuchi, 1959), hat keine lignindhnlichen Polymerisate
gebildet. (Laccase scheint in Friichten, mit Ausnahme von Pfirsichen, nicht vorzu-
kommen [Mayer und Harel, 1968].)

Eine Wechselbeziehung zwischen Auxin und Ligninbildung besteht tatsdchlich.
Beispielsweise beeinflusst Auxin die Xylemdifferenzierung und -regenerierung (Jacobs,
1952; Jacobs und Morrow, 1957; Wetmore, 1955). Auch die Sklereiddifferenzierung
in Nadeln von Pseudotsuga steht wahrscheinlich unter der Kontrolle von Auxin
(Al Talib et al., 1961).

Zimtsdure und ihre Derivate nehmen unter den die IES-Oxydase regulierenden
Phenolen einen wichtigen Platz ein. Zimtsiurederivate (Cumarsédure, Ferulasiure
und Kaffeesdure), als Co-Faktoren oder als Inhibitoren der IES-Oxydase, werden
durch Meerrettichperoxydase parallel mit dem Verschwinden von IES zerstort (Engels-
ma, 1964). Die Synthese von Chlorogensiure verlduft von Zimtsiure iiber p-Cumar-
sdure, p-Cumaroylchinasdure oder iiber Kaffeesidure (Steck, 1968), wobei p-Cumar-
sdure bei der Umwandlung in Kaffeesiure Phenoloxydase und Ascorbinsiure be-
notigt (Sato, 1969).

Zimtsdurederivate sind jedoch auch im Lignin aller Pflanzen gefunden worden
(Neish, 1965). p-Cumarséure, Ferulasdure, Sinapinsiure und andere Phenylpropan-
derivate konnen mit Hilfe von Kartoffelparenchym und Wasserstoffperoxyd zu lignin-
dhnlichen Produkten aufgebaut werden (Bland und Logan, 1965). Higuchi und Brown
(1963) sehen bei der Bildung von Lignin in Weizen folgenden Reaktionsablauf als
gesichert an: Ferulasiure— Coniferylaldehyd— Coniferylalkohol—Lignin. Nach Tay-
lor und Zucker (1966) kann der Cinnamoylteil der Chlorogensiure zur Lignifizierung
dienen.

Aber nicht nur die Zimtsidurederivate, sondern auch andere IES-Oxydase-Inhibi-
toren sind als Ligninvorldufer verwendet worden. So polymerisiert zum Beispiel
Eugenol (Siegel, 1953, 1955, 1957; Siegel et al., 1960) mit Wasserstoffperoxyd Lignin.

Wie in Kapitel 2 ausgefiihrt, werden unstabile Radikale zur Ligninbildung beno-
tigt. Diese Radikale wirken wahrscheinlich aber auch im IES-Oxydase-System, wo
ein sogenannter «freier Radikalemechanismus » vorgeschlagen ist (Fox und Purves,
1968; Fox et al., 1965; Hinman und Lang, 1965: Ray, 1960; Sacher, 1962, 1963).

Peroxydase ist in den Ribosomen, den Mikrosomen, den Mitochondrien, der Zyto-
plasmaldsung und in der Zellwand gefunden worden (Plesnicar et al., 1967; De Jong,
1967; Matsushita et al., 1966; van Fleet, 1962). Fiir die Ligninsynthese ist natiirlich
das Vorkommen in der Zellwand von besonderem Interesse. Parenchymzellen zeigen,
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besonders wihrend der Zellstreckungsperiode, eine Wandreaktion. Die vorliegenden
Ergebnisse stimmen mit andern histochemisch gefundenen iiberein (De Jong, 1967;
van Fleet, 1959). Peroxydaseaktivitit wird auch in neu sich differenzierenden Sklere-
iden beobachtet. De Jong (1967) kann jedoch in lignifizierendem Gewebe keine Per-
oxydase nachweisen. Stark lignifizierte Zellwinde verunmdoglichen mit den angewand-
ten Methoden rasch den histochemischen Enzymnachweis, so dass dieser Unterschied
in verschiedenen Pflanzen verstindlich ist.

1.3 Hypothese iiber die Steinzellenbildung in der Birne

Aus den vorliegenden und diskutierten Ergebnissen lidsst sich folgendes Schema
notieren (vgl. Fig. 7.3.1): '

I. In den zukiinftigen Sklereiden tritt eine von den Parenchymzellen sich unter-
scheidende Auxinproduktion auf, die zur Vergrosserung der Zellen und zur Per-
oxydasebildung fiihrt.

Auxin
r
Peroxydase B
Zellwachstum > Saure Phosphatase
#Phenolische Aglukone #
A
= Lignin leVerdickung der Zellwénde
Phenoloxydase =

(3 —-Glukosidase

4

Glukoside

Fig. 7.3.1

Hypothese iiber die Steinzellenbildung in der Birne
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2. Durch die Wirkung der p-Glukosidase entstehen phenolische Aglukone, die mit
nicht aus Glukosiden stammenden Phenolen und mit der Peroxydase ein IES-
Oxydase-System bilden.

3. Mit Hilfe der sauren Phosphatase, die nach der Zellstreckung osmotisch wirksame
Substanzen mobilisiert, werden die Zellwinde verdickt. Damit wird eine Matrix
ausgebildet, die den zukiinftigen Steinzellen erst die Lignineinlagerung gestattet
(vel. Siegel, 1962). (Den verdickten Zellwinden kame also eine besondere ligni-
fizierende Fihigkeit zu.)

4. Die Phenole, als Teile des IES-Oxydase-Systems, werden durch die Peroxydase
und die Phenoloxydase im Protoplasten oder/und in den Zellwinden oxydiert.
Zum Teil polymerisieren sie anschliessend in den Sklereidwinden zu Lignin.

8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird wihrend 2 Vegetationsperioden die Entwicklung
der Birnenfrucht (Dechantsbirne von Alengon) beobachtet und vor allem die Stein-
zellenbildung mit histochemischen Methoden untersucht. Ferner werden die bisherigen
Veroffentlichungen iiber die Sklereiden in Birnen zusammengestellt.

a) Die Fruchtentwicklung dauert 26 Wochen. Die Lingsachse der Frucht nimmt
zwischen der 3. und 6. Woche am stiirksten zu. Der Durchmesser wichst nach der
8.Woche und nach der 16. Woche wiihrend 1 bis 3 Wochen ein wenig langsamer.
Das innere Rindenparenchym zeigt starkes Wachstum von der 8. Woche an, das
Markparenchym von der 10. Woche an und die «Stirkeschicht» von der 16./
17. Woche an.

b) Die Zellteilungen im Markparenchym horen 2 Wochen nach dem Bliihen, jene
im Rindenparenchym zwischen der 7. und 9. Woche auf.

c) Die Zellzahl der Frucht wird auf 4-107 bis 5-107 Zellen geschiitzt.

d) Sklereiden bilden sich im innern Rindenparenchym und in der «Stédrkeschicht »
nach der 7./8.Woche nicht mehr. In der Subhypodermis wachsen die Sklereid-
haufen bis zur 20.Woche. In der Hypodermis beginnen sich Sklereiden erst von
der 8. Woche an zu differenzieren.

e) Zukiinftige Steinzellen wachsen rascher als normale Parenchymzellen.

f) Sklereiden zeigen in den Winden und oft auch im Protoplasten eine Tyrosin-
reaktion.

g) Reservestdrke wird in der Frucht nach der 7./8. Woche, besonders in der «Stirke-
schicht» und im Markparenchym, beobachtet. 2 Wochen vor der Ernte weisen
nur noch Zellen mit Chloroplasten Primérstirke auf.

h) 2 Orte der ganzen Birnenfrucht sind durch das Vorkommen von Calciumoxalat-
kristallen ausgezeichnet, die Subhypodermis und das Subendokarp. Im ganzen
vermindert sich die Anzahl der Kristalle wihrend der Fruchtentwicklung.

i) Bei Sklereidwénden gelingt der Ligninnachweis mit Phlorogluzin erst, wenn sie
drei- bis viermal dicker als normale Parenchymzellwinde sind.
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k) In den ersten Wochen der Fruchtentwicklung tritt eine starke B-Glukosidase-
Wirkung in allen Zellen auf, die zwischen der 5. und 6. Woche betrichtlich ab-
nimmt und bis zur 15. Woche noch vereinzelt nachgewiesen werden kann.

1) Wiéhrend der 4. Woche — kurz vor dem Ende der starken Glukosidaseaktivitit —
kann eine Tanninreaktion in den Markleitbiindeln, im Endokarp und in der Hypo-
dermis festgestellt werden.

m) Sklereiden, die sich neu differenzieren, zeigen unmittelbar nach der charakteristi-
schen Zellvergrosserung, wihrend der ersten Wandverdickung, stark saure Phos-
phataseaktivitit. Daneben wird eine enge Beziehung zwischen der sauren Phos-
phatase und der Zellteilungsperiode in der Entwicklung der Birne beobachtet.

n) Peroxydase- und Phenoloxydaseaktivitit werden wihrend der Lignineinlagerung
wahrgenommen. Um die Sklereiden sind beide Enzyme stirker wirksam als in
den iibrigen Parenchymzellen. In Sklereiden und in Parenchymzellen reagieren auch
die Winde auf die Peroxydase- und Phenoloxydaseteste.

Aus den Ergebnissen wird folgende Hypothese iiber die Steinzellenbildung disku-
tiert:

1. In den zukiinftigen Sklereiden tritt eine von den Parenchymzellen sich unter-
scheidende Auxinproduktion auf, die zur Vergrésserung der Zellen und zur Per-
oxydasebildung fiihrt.

2. Durch die Wirkung der f-Glukosidase entstehen phenolische Aglukone, die mit
nicht aus Glukosiden stammenden Phenolen und mit der Peroxydase ein IES-
Oxydase-System bilden.

3. Mit Hilfe der sauren Phosphatase, die nach der Zellstreckung osmotisch wirksame
Substanzen mobilisiert, werden die Zellwinde verdickt. Damit wird eine Matrix
ausgebildet, die den zukiinftigen Steinzellen erst die Lignineinlagerung gestattet.

4. Die Phenole, als Teile des TES-Oxydase-Systems, werden durch die Peroxydase
und die Phenoloxydase im Protoplasten oder/und in den Zellwidnden oxydiert. Zum
Teil polymerisieren sie anschliessend in den Sklereidwinden zu Lignin.

Herrn Prof. Dr. Wanner danke ich fiir die fesselnde Aufgabe und fiir sein stetes Interesse an den
Ergebnissen meiner Untersuchungen. Fiir die Probleme meiner besondern Arbeitsweise — der
Hauptteil der Arbeit entstand neben meiner beruflichen Titigkeit — zeigte er grosses Verstindnis,
wofiir ihm auch herzlich gedankt sei. Ein namhafter Druckkostenbeitrag der Geigy-Jubildums-
Stiftung gestattete den Druck in der vorliegenden Form. Fiir diese grossziigige Unterstiitzung sei
auch hier bestens gedankt.
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Fritz Hauptli,
5742 Kolliken

Legenden zu den Tafeln I-IX

Anordnung der Figuren aller Tafeln:

Figur 1 Figur 2
Figur 3 Figur 4
Figur 5 Figur 6
Figur 7 Figur 8§
Tafel I
Figur 1

Tyrosinnachweis. Reaktion in den Zellwénden und im Protoplasten. 8. W., 820 x

Figur 2
Tyrosinnachweis. Kontrolle zu Figur 1, 8. W., 820 x
; Figur 3
Saure Phosphatase (Bleisulfidmethode). Sklereiden der Subhypodermis am Rande eines Sklereiden-
haufens mit starker Reaktion. Tiipfelkanile mit Reaktionsprodukten. 3. W.; 820 x
Figur 4
Saure Phosphatase (Bleisulfidmethode). 2 Steinzellen. Die rechtsliegende #ltere Steinzelle mit
schwicherer Reaktion. 9. W., 820 x
Figur 5.
Phenoloxydase (Dopa). Sklercide in der «Stdrkeschicht». Dunkle Sklereidwinde. Reaktion im
Zellumen. 3. W., 576 X
Figur 6
Phenoloxydase (Dopa). Sklereide in der «Stirkeschicht». Kontrolle (Hitze) zu Figur 5, 3. W,,
820 x
Figur 7
Phenoloxydase (Brenzcatechin). Sklereidengruppe. 7./8. W., 330 x
Figur 8

Phenoloxydase (Brenzcatechin). Sklereidengruppe. Kontrolle (ohne Substrat) zu Figur 7, 7./8. W.,
330 x
(W. = Wochen nach dem Blithen)
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Tafel II
Figur 1
Peroxydase (AAC). 2 Sklereidenhaufen. Starke Peroxydasewirkung in der unmittelbaren Umge-
bung der Sklereidenhaufen. 20. W., 82 x
Figur 2
Peroxydase (AAC). Inneres Rindenparenchym (links) mit Sklereidenhaufen. Starke Peroxydase.
wirkung in der Umgebung der Steinzellhaufen. Markparenchym (rechts) mit schwacher Reaktion-
Oben rechts: Markleitbiindel. 17. W., 29 x
Figur 3
Peroxydase (AAC). Von links nach rechts: Inneres Rindenparenchym mit Sklereidenhaufen.
Markparenchym mit einem Leitbiindel, Teil des Samenfaches (rechts unten). Kontrolle (Hitze)
zu Figur 2, 17.W,, 29 x
Figur 4
Peroxydase (AAC). Inneres Rindenparenchym. Oben: Randzellen eines Sklereidenhaufens. Starke
Reaktion des Plasmas und der Zellwinde. 17. W., 330 x
Figur 5
Peroxydase (AAC). Inneres Rindenparenchym mit Randzellen eines Sklercidenhaufens (links).
Kontrolle (Hitze) zu Figur 4, 17.W., 330 x
Figur 6
Peroxydase (AAC). Sklereide. Reaktion in der Wand (Mittellamelle) und im Lumen. 2./3. W., 576 x

Figur 7

Peroxydase (Benzidin). Subhypodermis. Vergrosserte Zellen (= zukiinftige Sklereiden) mit starker
Reaktion in den Zellwinden. 3./4.W., 330 x

Figur 8
Peroxydase (Benzidin). Subhypodermis mit vergrésserten Zellen (= zukiinftige Sklereiden). Kon-
trolle (ohne Substrat) zu Figur 7. (Die Fédrbung der zentralen Steinzelle ist durch das Lignin be-

wirkt.) 5. W., 330 x
(W. = Wochen nach dem Blithen)

Tafel I11
p-Glukosidase

Figur 1
Von oben nach unten: Epidermis, Hypodermis mit starker Reaktion und Subhypodermis. 4. W.,
144 x
Figur 2
Reaktionsprodukte in den Zellen des Rindenparenchyms. 2. W., 820 x

Figur 3
Sklereiden und Rindenparenchymzellen mit starker Reaktion. 3./4. W., 576 x
Figur 4 :

Rindenleitbiindel. Von links nach rechts: Xylem, Kambium, Phloem. Hauptreaktion in den Mark-
strahlen des Xylems und im Phloem. 2. W., 576 x

Figur 5

Leitbiindelast im Rindenparenchym mit Reaktionsprodukten. Rindenparenchymzellen in der Um-
gebung nur schwache oder keine Reaktion. 6. W., 144 x
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Figur 6
Steinzellen mit Reaktion. 4. W., 576 x

Figur 7
Subhypodermis. Sklereiden und Parenchymzeilen mit Reaktionsprodukten. 4. W., 144 x

Figur 8

Subhypodermis. Sklereiden und Parenchymzellen. Kontrolle zu Figur 7, 4. W., 144 X
(W. = Wochen nach dem Blithen)

Tafel IV
Saure Phosphatase (Bleisulfidmethode)

Figur 1
Uberblick. Von links nach rechts: Markparenchym mit Samenfichern, inneres Rindenparenchym,
«Stirkeschicht », Subhypodermis, Epidermis. Starke enzymatische Aktivitdt auf der ganzen
Querschnittfliiche mit einem Maximum in der Subhypodermis. Zentrum der Sklereidenhaufen hell.
5.W., 29 %
Figur 2
Uberblick. Kontrolle (Hitze) zu Figur 1, Steinzellhaufen und Leitbiindel dunkler als Parenchym-
zellen im Rindenparenchym. Vergrosserte Zellen (= zukiinftige Sklereiden) in der Subhypodermis
und in der «Stirkeschicht». 5. W., 29 x
Figur 3
Subhypodermis. Reaktion in der Nihe der Zellwidnde und in den Zellwénden. 3. W., 820
Figur 4
Hypodermis. 2 reagierende Sklereiden. Oben: Epidermis mit Kutikula. 9./10. W., 820 X
: Figur 5
3 Steinzellhaufen im innern Rindenparenchym. Unregelmissige Reaktion in den dazwischen-
liegenden Parenchymzellen. 16. W., 82 X
Figur 6
Steinzellhaufen im innern Rindenparenchym. Kontrolle (Hitze) zu Figur 5, 14.W., 82 x

Figur 7

Rindenleitbiindel. Von oben nach unten: Scheide, Phloem, Kambium, Xylem, Scheide. Starke
Reaktion im Xylem, im Phloem bzw. in der Scheide. 3. W., 330 x

Figur 8

Rindenleitbiindel. Kontrolle (Hitze) zu Figur 7. Orientierung wie bei Figur 7, 3. W., 330 x
(W. = Wochen nach dem Bliithen)

Tafel V
Peroxydase (Inkubationslésung mit AAC)

Figur 1

Inneres Rindenparenchym. Reaktionsprodukte im Protoplasten. Links: Teil einer Sklereide.
11. W, 820 x
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Figur 2
«Stérkeschicht». Reaktion der Zellwande. 11.W., 820 x

Figur 3
Inneres Rindenparenchym. Rechts: Sklereidenhaufen. Reaktion in den Winden und in den Lumina
der Parenchymzellen rings um die Sklereidenhaufen. 12. W., 330 x
Figur 4
Inneres Rindenparenchym. Links und rechts: Teile von Sklereidenhaufen. Kontrolle (Hitze) zu
Figur 3, 12.W., 330 x
Figur §
Rechts: Griffelkanalgewebe mit starker Reaktion. Links: Markparenchym mit schwacher Reak-
tion, Markleitbiindel (dunkel) entlang dem Endokarp. 23. W., 82 x
Figur 6
Kontrolle (Hitze) zu Figur 5. Unten: Griffelkanalgewebe. Oben: Markparenchym mit 3 Mark-
leitbiindeln. 23. W., 82 x
Figur 7
Rindenleitbiindel. Im Phloem (oben) starke, im Kambium keine, im Xylem (unten) schwache
Reaktion. 6. W., 330 x
Figur 8

Rindenleitbiindel. Im Phloem (oben) und im Kambium starke, im Xylem (unten) schwache Reak-
tion. 12, W., 330 x
(W. = Wochen nach dem Bliihen)

Tafel VI

Figur 1
Peroxydase (AAC). Rindenleitbiindel. Von oben nach unten: Phloem, Kambium, Xylem. Phosphat-
Zitrat-Puffer. pH 6,0. Schwache Reaktion. Kambiumreaktion. 15.W., 330 x
Figur 2
Peroxydase (Benzidin). Markparenchym (oben) mit schwacher, Griffelkanalgewebe (unten) mit
starker Reaktion. 20. W., 330 x
Figur 3
Peroxydase (Benzidin). Von links nach rechts: Epidermis, Hypodermis, Subhypodermis. Reaktion
in der Hypodermis und in den Mittellamelten der Sklereiden. 9.W., 330 x
Figur 4
Peroxydase (Benzidin). Von links nach rechts: Subhypodermis, Hypodermis, Epidermis. Unten:
Teil eines Sklereidenhaufens. Kontrolle (ohne Substrat) zu Figur 3, 20.W., 330 x
. Figur 5
Peroxydase (Aminreaktion). Subhypodermis. 2 zukiinftige Sklereiden (oben angeschnitten) mit
starker Wandreaktion. 3./4. W., 820 x
Figur 6
Peroxydase (Aminreaktion). Sklereidengruppe in der Subhypodermis. Zellwinde griinlich. Reak-
tionsprodukte in den Zellumina. 3./4.W., 330 x
Figur 7

Phenoloxydase (Dopa). Von oben nach unten: Epidermis, Hypodermis, Subhypodermis. Starke
Reaktion der Hypodermis. Phosphat-Zitrat-Puffer (pH 7). 16.W., 330 x
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Figur 8
Phenoloxydase (Dopa). Von oben nach unten: Epidermis, Hypodermis, Subhypodermis. Kontrolle
(Hitze) zu Figur 7, 19.W., 330 x
(W. = Wochen nach dem Blithen)

Tafel VII .
Phenoloxydase (Dopa)

Figur 1
Sklereide. Dunkle Winde und Reaktionsprodukte im Zellumen. 3./4.W., 576 x

Figur 2
Sklereide. Kontrolle (Hitze) zu Figur 1, 3./4.W., 576 X

Figur 3

Sklereiden (im Vergleich mit den Parenchymzellen vergrossert) in der Subhypodermis mit stérkerer

Reaktion als Parenchymzellen. 4./5.W., 330 x
Figur 4
Von links nach rechts: Hypodermis, Epidermis. Reaktion in jeder Zelle. 23. W., 576 x

Figur 5

Von links nach rechts: Epidermis, Hypodermis, Subhypodermis mit Sklereiden. Starke Reaktion

in der Epidermis und in der Hypodermis. 7. W., 330 x

Figur 6

Von links nach rechts: Teil der Hypodermis, Subhypodermis mit Sklereiden. Kontrolle (Hitze) zu

Figur 5, 3./4.W., 144 x
Figur 7
Inneres Rindenparenchym. Reaktionsprodukte in den Zellumina. 2. W., 820 x

Figur 8

Inneres Rindenparenchym. Kontrolle (Hitze) zu Figur 7, 2. W., 820 x
(W. = Wochen nach dem Bliihen)

Tafel VIII
Phenoloxydase
Figur 1
(Dopa.) Zentrales Markparenchym. Rechts: Teil des Samens. Links bzw. rechts: 2 Reihen Mark-
leitbiindel. 7. W., 50 x
Figu_r 2
(Dopa.) Zentrales Markparenchym. Rechts: Samen (liegt dem Endokarp an). Kontrolle (Hitze) zu
Figur 1, 7.W., 50 x
Figur 3
(Dopa.) Von oben nach unten: Markparenchym, Subendokarp, Endokarp. Starke Reaktion des
Endokarps und des Markparenchyms. Subendokarp mit schwacher Reaktion. 5. W., 144 x
Figur 4

(Dopa.) Von oben nach unten: Markparenchym, Subendokarp, Endokarp. Kontrolle (Hitze) zu
Figur 3, 11.W., 330 x
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Figur 5
(Dopa.) Zellen des Markparenchyms. Kernreaktion. 23. W., 330 x

Figur 6

(Brenzcatechin.) Von links nach rechts: Subhypodermis mit Sklereiden, Hypodermis mit Substo-
matalraum, Epidermis mit Kutikula. Starke Reaktion in der Epidermis und in der Hypodermis.
6. W., 820 x

Figur 7
(Brenzcatechin.) Von oben nach unten: Epidermis mit Kutikula, Hypodermis. Die Zellen der
Hypodermis zeigen Enzymaktivitit. 23.W., 820 x
Figur 8

(Brenzcatechin.) Epidermis mit Kutikula (oben). Hypodermis (unten). In der Mitte der Hypo-
dermis eine Sklereide. Kontrolle (Hitze) zu Figur 7, 12. W., 820 x
(W. = Wochen nach dem Bliihen)

Tafel IX
Phenoloxydase (Brenzcatechin)

Figur 1
3 Steinzellen bei beginnender Differenzierung ohne nennenswerte Reaktion. 2. W., 576 x

Figur 2
Sklereide und Parenchymzellen mit Reaktion. 4./5.W., 820 x

Figur 3
Rmden}eltbundel Von oben nach unten: Phloem, Kambium, Xylem. Reaktion {iber den ganzen
Querschnitt. 10. W., 330 x
Figur 4
Rindenleitbiindel. Von oben nach unten: Phloem, Kambium, Xylem. Kontrolle (Dieca) zu Figur 3,
13.W., 330 x
Figur 5
Von links nach rechts: Markparenchym. Oben: Markleitbiindel. Subendokarp, Endokarp mit
starker Reaktion. 9. W., 330 x
Figur 6
Von links nach rechts: Markparenchym. Unten: Markleitbiindel. Subendokarp, Endokarp, Kon
trolle (ohne Substrat) zu Figur 5, 8. W., 330 x
Figur 7
Markparenchym mit Griffelkanalgewebe (von links Mitte nach rechts oben). Starke Reaktion.
21.W., 82 x
Figur 8

Griffelkanalgewebe (unten rechts). Markparenchym mit 2 Reihen Markleitbiindeln. Kontrolle
(Hitze) zu Figur 7, 21, W., 82 x
(W. = Wochen nach dem Bliihen)

Bemerkungen zu den Tafeln:

Die in den Tafeln III bis IX wiedergegebenen Schwarzweissabbildungen sind alle farbig aufge-
nommen. Die Originalarbeit enthilt diese Farbbilder und dazu 180 weitere Farbaufnahmen. Sie
ist im Institut fir Allgemeine Botanik der Universitdt Ziirich deponiert
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Les pressions de sélection qu’exercent sur les organismes les conditions externes
ne sont en aucun cas indépendantes des performances téléonomiques caractéristiques
de I'espéce. Des organismes différents vivant dans la méme «niche» écologique ont
avec les conditions externes (y compris les autres organismes) des interactions trés
différentes et spécifiques. Ce sont ces interactions spécifiques, en partie «choisies»
par I'organisme lui-méme, qui déterminent la nature et ’orientation de la pression
de sélection qu’il subit. Disons que les «conditions initiales» de sélection que ren-
contre une mutation nouvelle comprennent a la fois et de fagon indissoluble, le
milieu extérieur et I’ensemble des structures et performances de I’appareil téléono-
mique.

Le comportement comme orientant les pressions de sélection, page 141, dans:
JACQUES MONOD, Le hasard et la nécessité (Editions du Seuil, Paris, 1971).
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