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1. Einleitung

Baume haben im Laufe der Evolution komplexe Abwehrmechanismen entwickelt,
um auf die in ihrem Lebenszyklus auf sie wirkenden Umwelteinflisse reagieren
zu kénnen. Neben naturlichen Ursachen far mechanische Verletzungen, wie z.B.
Windbruch, Blitzschlag oder FraBschaden, haben anthropogene Schaden, wie z.B.
Ricke- und Anfahrschaden bestdndig an Bedeutung gewonnen. Die erstaunliche
Fahigkeit der Baume, die Schaden einer Verletzung einzuschranken und dadurch
die Funktionsfahigkeit weitraumig aufrecht zu erhalten, war bereits im 18. und 19.
Jahrhundert Objekt wissenschaftlichen Interesses (Du Monceau, 1764/65; Hartig, 1844;
De Vries 1876). Trotz dieses friihen Interesses und zahlreicher jingerer Arbeiten, die
sich mit diesem Themenkomplex beschéftigt haben (z.B. Warren Wilson and Warren
Wilson, 1961; Shigo und Marx, 1977; Shigo, 1984; Schmitt und Liese, 1992 a, b;
Liese und Dujesiefken, 1996; Fink, 1999; Pearce, 2000), konnten insbesondere auf
zellularer Ebene einige grundlegende Aspekte der Wundreaktionen nicht vollstandig
geklart werden.

1.1 Wissensstand

Wundreaktionen von Baumen konnen nach unterschiedlichen Kriterien unterteilt
werden. Eine erste Unterteilung kann in Abhangigkeit von der Verletzungstiefe und
damit der betroffenen Gewebe vorgenommen werden. Eine weitere Unterteilung in
passive und aktive Reaktionsmechanismen ist méglich (Schmitt und Liese, 1997;
Pearce, 2000). Passiver Widerstand gegenuber der Ausbreitung von z.B. Luftembolien
oder Schadorganismen ist durch die vorhandenen Holzstrukturen wie Holzstrahlen oder
Zellwande bereits zum Zeitpunkt der Verwundung gegeben. Als aktiver Widerstand
werden die Wundreaktionen in parenchymatischen Zellen bezeichnet, die erst durch
eine Verletzung induziert werden und von physiologischen Vorgangen abhangig sind,
wie z.B. das Synthetisieren akzessorischer Bestandteile, die Suberinisierung von
Zellwanden und der gezielte GefaBverschluss durch Plugs oder Thyllen sowie die
Entwicklung eines Wundkallus (z.B. Schmitt und Liese, 1992 b, 1995; Dujesiefken
und Liese, 1995; Schmitt und Liese, 1997; Pearce, 2000; Grinwald et al., 2002a).
Durch ihre Abhangigkeit von physiologisch aktiven Zellen sind diese Mechanismen
von der physiologischen Potenz und diese ihrerseits von der artspezifischen
Reaktionskapazitat, der Vitalitdt des Baumes und den jahreszeitlichen Gegebenheiten
wie z.B der Temperatur abhangig (z.B. Ladefoged, 1952; Aloni, 1991, 2004; Dujesiefken
et al., 1991; Schmitt und Liese, 1992 a; Schmitt et al., 2000; Dujesiefken et al., 2005).
Verletzungen, die nicht Uber das Rindengewebe hinausgehen, rufen unspezifische
Wundreaktionen der lebenden Zellen des sekundaren Phloems hervor (Mullick, 1977).
Neben der Einlagerung von phenolischen Inhaltsstoffen in wundnahes Gewebe ist
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besonders die Bildung der ,ligno-suberinisierten Schicht flir die Wundreaktionen
des Phloems kennzeichnend; auf diese Schicht nach innen folgend bildet sich ein
nekrophylaktisches Wundperiderm, das den Wundbereich vom intakten Gewebe
abschottet und seitlich den Anschluss an das von der Verletzung unbeeintrachtigte
Periderm herstellt ( Zasche, 1960; Mullick, 1977; Biggs et al., 1984; Biggs, 1984, 1985,
1987; Trockenbrodt und Liese, 1991; Trockenbrodt, 1994; Oven et al., 1999, 2000).
Wunden, die so tief in das Gewebe reichen, dass sie im Kambium Wundreaktionen
hervorrufen, fuhrenhaufigzurBildungvonKallusgewebe aus Uiberwiegendungeordneten
und groBlumigen Parenchymzellen (z.B. Liese und Dujesiefken, 1989; Fink, 1999;
Granwald et al., 2002a). Hierbei kbnnen zwei Kallustypen unterschieden werden, der
Seitenkallus, der sich regelhaft an den lateralen, aber bisweilen auch an horizontalen
Wundrandern entwickelt (z.B. Zasche, 1960; Doley und Leyton, 1970; Neely, 1988;
Gotze et al., 1989; Fink, 1999), und der Flachenkallus, der sich als Sonderform bei
kleinflachigen Wunden oder ausgewéahlten Wundbehandlungen gréBerer Wunden, die
einen ausreichenden Schutz vor Austrocknung der freigelegten Gewebe gewahrleisten,
bildet (z.B. Sharples und Gunnery, 1933; Warren Wilson und Warren Wilson, 1961;
Noel, 1968, 1970; Chudnoff, 1971; Wood 1980; Fischer, 1981; Warren Wilson und
Grange, 1984; Novitskaja, 1998; Stobbe, 2001; Stobbe et al., 2002 a). Von den in
der Praxis bekannten Wundbehandlungsmethoden, wie z.B. der Verwendung von
streichbarer ,kinstlicher Rinde“ oder dem Einsatz von Lanolin als Tragersubstanz fur
Wachstumshormone wie z.B. Gibberelin oder Auxin als Wundverschlussmittel (Shear,
1936; Héstermann, 1937; Jakes und Hexnerova, 1939; McQuilkin, 1950; Doley und
Leyton, 1970; Shortle und Shigo, 1978; Dujesiefken und Schmitz-Felten, 1995 a, b;
Stobbe 2002 a), unterstutzt vornehmlich die Abdeckung der Wundflache gréBerer
Stammverletzungen mit einer Folie die Bildung eines Flachenkallus (Shortle und
Shigo, 1978; Zhengli und Keming, 1988; McDougall und Blanchette, 1996; Stobbe,
2001; Stobbe et al., 2002 b).

Das von einer Verletzung beeinflusste Kambium sowie das regenerierte Wundkambium
bilden modifiziertes Phloem und Xylem. Dieses Wundxylem (Wundholz) enthalt
zundchst vermehrt Parenchymzellen, dazu weniger, unregelmafBig geformte und
kirzere GefaBe und Fasern. Solche wundinduzierten anatomischen Veranderungen
werden mit zunehmender Entfernung von der Wunde schwécher, bis sich die Strukturen
wieder normalisiert haben (z.B. Sharon, 1973; Bauch et al., 1980; Rademacher et al.,
1984; Warren Wilson und Grange, 1984; Warren Wilson und Warren Wilson, 1984;
Lowerts et al., 1986; Kowol, 1987; Liese und Dujesiefken, 1996; Fink, 1999; Griinwald
et al., 2002 a).

Tiefergehende Verletzungen, die bis an oder in das Xylem reichen, induzieren in diesem
Wundreaktionen, die mit Hilfe des CODIT-Modells (CompARTMENTALIZATION OF DEcAY/
DamaGe IN Trees) schematisch dargestellt werden kénnen (Shigo und Marx, 1977;
Shigo, 1984; Liese und Dujesiefken, 1996). Diesem grundlegenden Modell wurden
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durch vertiefende Studien zahlreiche Details wundinduzierter Reaktionsmechanismen
hinzugefliigt (z.B. Mulhern etal., 1979; Kowol, 1987; Liese und Dujesiefken, 1989; Schmitt
und Liese, 1992 a, b, 1995, 1997; Fink, 1999; Grinwald et al., 2002 a; Dujesiefken und
Liese, 2006). Grundlegender Mechanismus zur Abschottung des von einer Verletzung
unbeeinflussten Gewebes gegenuber betroffenen Gewebebereichen ist die Bildung von
Grenzschichten, deren Charakteristika die Synthese von phenolischen Inhaltsstoffen
und der GefaBverschluss sind (z.B. Schmitt und Liese, 1990).

Die Untersuchungen Uber die Reaktion von Pappeln auf mechanische Verletzungen
konzentrierten sich vornehmlich auf Wundreaktionen der Rinde. Kaufert (1937) fand
nach mechanischen Verletzungen meist einen Befall durch parasitére Pilze und sah
hierin den Ausléser fur die Entwicklung einer furchigen, mit zahlreichen Peridermen
durchsetzten Rinde, im Gegensatz zu der eigentlich glatten Rinde der untersuchten
Populus tremuloides Michx. Die Regeneration von Rindengewebe nach dessen
Entfernen mit einem Bohrer bis in die Zone des Kambiums hinein wurde an Hybrid-
pappeln (ex Populus deltoides) untersucht (Soe, 1959), wahrend Trockenbrodt und
Liese (1991) die von ihnen an Populus tremula L.-Stdmmen gesetzten Wunden auf
die Rinde begrenzten und detailliert die Entstehung einer ligno-suberinisierten Zone
und eines neuen Periderms beschrieben. Brown und Sax (1962) untersuchten die
Auswirkung von Druck auf die Regeneration von Gewebe auf Rindenzungen, die sie
zuvor im nicht differenzierten Xylem vom Stamm abgel6st hatten und sie dann vor
Austrocknung schutzten. Einen weiteren Schwerpunkt der Untersuchungen bildete
die Pathogen-Wirtsbeziehung zwischen Populus spp. und den Pilzen Cytospora
chrysosperma(Pers.) Fr. (Bloombergund Farris, 1963) und Hypoxylon mammatumnach
Rindenverletzungen (Bucciarelli et al., 1999) sowie die Bedeutung von Insektenwunden
fir den Befall durch Hypoxylon mammatum (Anderson et al., 1979).

Dem CODIT-Modell zuzuordnende Wundreaktionen in Abh&ngigkeit der Gewebe-
eigenschaften des zum Zeitpunkt der Verletzung vorhandenen Xylems, wie z.B. der
GefaBanzahl und der GefaBgréBe, wurden bisher vornehmlich auf lichtmikroskopischer
Ebene untersucht (Shigo und Marx, 1977; Eckstein et al., 1979). Dies gilt auch fir die
anatomischen Untersuchungen Uber die Wundreaktion von Populus x euramericana
(Dode) Guinier durch Buntrock (1989). Shortle (1979) beschreibt flir Populus deltoides
Marsh. x Populus trichocarpa Hook. die hochste Konzentration von phenolischen
Inhaltsstoffen im Grenzbereich vom verfarbten zum unverfarbten Xylem.



1.2 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit strukturellen, ultrastrukturellen und topo-
chemischen Untersuchungen zur Wundreaktion von Pappelhybriden nach einer
Stammverletzung bis an die differenzierten Zellen des Xylems. Das Hauptaugenmerk
der Untersuchungen richtete sich auf die parenchymatischen Zellen des Xylems und
des Phloems sowie auf das Kambium. Es wurden sowohl innerhalb als auch auBerhalb
der Vegetationsperiode Wunden durch Freilegen des Holzkdrpers gesetzt.

Die Arbeit hatte zwei wesentliche Teilziele:

1. Erweiterung der Information Uber die Regeneration von durch Stammverletzungen
geschadigtem Gewebe bei Pappel. Vertiefend wurden die drei folgenden Frage-
stellungen bearbeitet:

a) Kann durch eine Verletzung wahrend der Vegetationsruhe Zellteilungsaktivitat
induziert oder zu Beginn der Vegetationsperiode eine frihere Reaktivierung der
Zellteilung ausgel6st werden?

b) Welche Gewebe sind an der Regeneration eines Wundkambiums und in der Folge
der Bildung eines Uberwallungswulstes beteiligt?
c)WieunterscheidetsichdasvondiesemWundkambiumgebildete Gewebefeinstrukturell
und lignintopochemisch von dem von einer Verletzung unbeeinflussten Gewebe?
2. Erweiterung der Information Uber den Einfluss von Stammverletzungen auf die zum
Verletzungszeitpunkt differenzierenden Zellen des Xylems der Pappel.
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2. Untersuchungsmaterial und -methoden

2.1.1 PFLANZEN

Die Zitterpappel, auch Aspe oder Espe genannt, gehort zur Familie der Weidenge-
wachse (Salicaceae). Die Gattung Populus wird in zwei Sektionen unterteilt, von
denen die Aspe der Sektion Leuce (WeiBpappeln) zugeordnet wird. Diese Sektion ist
nochmals in die Subsektionen Trepidae (Aspen) und Albidae (WeiBpappeln) unterteilt.
Als Vertreter der Trepidae sind P. tremula in Eurasien und P. fremuloides in Nordame-
rika heimisch. Sie sind raschwiichsige Lichtbaumarten mit nur geringen Anspriichen
an die Bodenqualitat. Bevorzugt werden frische, mineralkraftige und tiefgrindige Bo6-
den. Aspen erreichen Oberhdéhen von 25-35 m und Stammdurchmesser in Brusthéhe
von bis zu 1 m.

Das Holz der verschiedenen Pappelarten ist makroskopisch sowie mikroskopisch nur
schwer zu unterscheiden. Ihr Splint- und Kernholz ist schmutzigwei3 mit meist breiten,
deutlich durch eine Spéatholzzone begrenzten Jahrringen. Die GeféBe der Pappel sind
zerstreut, einzeln, paarig und haufig auch in radialen Gruppen angeordnet. Zahl und
GréBe nehmen vom Friih- zum Spéatholz allméhlich ab. Die Anzahl der Gefal3e schwankt
zwischen 70-90 pro mm?2 im Querschnitt und kann bis zu 100 pro mm? erreichen. Die
radialen GefaBBgruppen setzen sich meistaus 2-3, im Spatholz aus bis zu sieben GefaBen
zusammen. lhr Durchmesser schwankt zwischen <50um im Spéatholz und 80-100um
im Frihholz. Die GeféaBe zeigen einfache Durchbrechungen und bisweilen Thyllen.
Das Grundgewebe setzt sich ausschlieBlich aus meist weitlumigen Libriformfasern
und seltener GefalRtracheiden zusammen. Die Fasern sind teilweise schwach radial,
meist jedoch unregelmafig angeordnet und markieren die Jahrringgrenze. Der Anteil
der Fasern am gesamten Gewebe betragt 59...68,5%. Das Parenchym der Pappeln
ist spérlich apotracheal verteilt und auch als marginales, haufig unterbrochenes Band
zu finden. Die Holzstrahlen sind fast ausschlieBlich einreihig und homogen. Ihre Héhe
variiert dagegen stark von 3-5 Zellen bis zu 30 Zellen. Die Kantenzellen sind gegen
die GefaBe auffallig grob getipfelt (Food and Agricultural Organization of the United
Nations, 1979).

Die fur die Versuchsserien ausgewahlten Pappeln befinden sich auf zwei Versuchsfla-
chen des Instituts far Forstgenetik und Forstpflanzenziichtung der Bundesforschungs-
anstalt fur Forst- und Holzwirtschaft (BFH) im Osten von Hamburg (53°, 30° N; 10°,
12° O). Bei den Pappeln beider Versuchsserien handelt es sich um Hybride (Populus
tremula L. x P. tremuloides Michx.). Die Bdume aus der Versuchsserie 2000 stammen
aus Gewebekulturen und wurden als zweijahrige Sadmlinge im April 1985 ausgepflanzt.
Die Pappelhybriden der Versuchsserie 2002 stammten nicht aus Gewebekulturen und
waren zum Zeitpunkt der Verwundung ca. 25 Jahre alt. Weiterhin wurde eine 35 jahri-



-6-

ge Populus tremula L. im Jahr 2003 zu erganzenden Untersuchungen herangezogen.
Dieser Baum befindet sich auf dem Geléande der Bundesforschungsanstalt fir Forst-
und Holzwirtschaft (BFH).

2.1.2 KLIMADATEN

Wahrend des Untersuchungszeitraumes 2000-2001 der ersten Versuchsserie wurden
die Klimadaten vom 01. Dezember 2000 bis zum 27. Juni 2001 aufgezeichnet, um das
Auftreten etwaiger Extrema in die Interpretation der Beobachtungen einbeziehen zu
kénnen.

Die Klimadaten wurden auf dem Gelande der BFH in Hamburg-Lohbriigge aufgezeich-
net. Die Messstation befindet sich 25 m tber NN und nicht weiter als 10 km von dem
Versuchsstandort entfernt. Durch diese Nahe geben die Daten die standértlichen Kii-
mabedingungen mit ausreichender Prazision wieder. Es wurden pro Tag 120 Einzel-
messungen der Niederschlage und Temperaturen auf ein Zehntel genau aufgezeich-
net und zu Tagesniederschlagsmengen sowie Tagesmaximal-, Tagesminimal- und
Tagesmittelwerten der Temperatur zusammengefasst (Anhang 1; S. 102-104; Tabelle
1, Diagramme 1-7).

2.2.1 VERSUCHSANLAGE 2000 unD ProBENNAHME 2001

Far die Untersuchung der Folgen einer Verletzung auBBerhalb der Vegetationsperiode
auf Aspen, insbesondere die Uberpriifung der Méglichkeit Zellteilungsaktivitat auBer-
halb der Vegetationsperiode zu induzieren, wurden funf Baume mit je einer Wunde
versehen.

In der Vegetationsruhe am 15. Dezember 2000 wurden 15 x 15 cm? groBe Stamm-
wunden in einer Hohe von 50-150 cm durch das Entfernen der Rinde vom Stamm
gesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Wunde direkter Besonnung ausge-
setzt war, um eine zu starke Erwarmung zu vermeiden. Zunachst wurde die Rinde mit
einer Séage rund um die zu entfernende Flache eingeschnitten und dann durch leichte
Hammerschlage vom darunter liegenden Gewebe abgeschert. Es erfolgte eine soforti-
ge Abdeckung der Wundflache mit einer schwarzen PVC-Folie (Abb. 1). Die Folie wur-
de mit Metallklammern an der umgebenden Rinde straff gespannt angeheftet, um ein
Austrocknen und damit eine starke Nekrose des freigelegten Gewebes zu vemeiden.

Die Trennung der Rinde vom Stamm erfolgte in unterschiedlichen Gewebeschichten, so
dass es méglich wurde, die an einem Flachenkallkus beteiligten Zellarten zu identifizie-
ren. Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, um eine Vergleichbarkeit mit Arbeiten zu er-
reichen, bei denen &hnlich vorgegangen wurde (z.B. Stobbe, 2001; Stobbe etal. 2002 b).



Abbildung 1: a) Pappelwunde (15 x 15 cm?); b) Wunde abgedeckt mit schwarzer Folie.

Die Entnahme des Probenmaterials fir die licht- und elektronenmikroskopischen Un-
tersuchungen erfolgte in regelmafBigen Abstédnden und an allen Individuen zum sel-
ben Zeitpunkt. Aus den Wunden wurden die Proben aus je zwei fur den Zustand der
gesamten Wundoberflache reprasentativen Bereichen mit Hilfe eines Hammers und
eines Stecheisens enthommen (Abb. 2).

4

Abbildung?2:a) Verletzungnachder Wundsetzungam 15.12.2000undnachder Entnahmeam?26.03.2001 (b).

Diese Proben mit einer mittleren Kantenlange von 1,5 cm wurden anhand ihrer Far-
bung und Oberflachenstruktur ausgewahlt. Es wurden bei jeder Probennahme von
drei Baumen je zwei Wundgewebeproben und eine Kontrolle aus einem unverletzten
zusatzlichen Baum entnommen. Das Kontrollgewebe diente als Referenz fur den Ver-
gleich der von einer Verletzung beeinflussten und unbeeinflussten kambialen Zelltei-
lungsaktivitat. Im Zeitraum vom 03. April bis zum 04. Mai 2001 wurden erganzende
Entnahmen von Kontrollgewebe durchgefiihrt, um den Zeitpunkt zu bestimmen, an
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dem das von einer Verletzung unbeeinflusste Kambium seine Zellteilungsaktivitat auf-
nimmt (Tabelle 2). Dadurch kénnen Veranderungen auf den Wundoberflachen den
Perioden der Vegetationsruhe oder der Vegetationszeit zugeordnet werden. Neben
der Untersuchung des Kambiums wurde die Entwicklung der Knospen zur Feststel-
lung des Vegetationsbeginns visuell Uberprift (Anhang 1; S.105).

15122000 |  Wundsetzung

26.01.2001 Probennahme 1

26.02.2001 Probennahme 2

26.03.2001 Probennahme 3

03.04.2001 p— Kontrollentnahme 1
10.04.2001 —_— Kontrolleninahme 2
20.04.2001 “Probennahme 4 Kontrollentnahme 3
27.04.2001 —_— Kontrollentnahme 4
04.05.2001 _ Kontrollentinahme 5
11.05.2001 Probennahme 5

22.06.2001 Probennahme & —

Tabelle 2: Daten der Probennahmen 2001

2.2.2 VERSUCHSANLAGE UND ProBeENNAHME 2002-2003/2004

Fir die Untersuchung der Folgen einer Verletzung innerhalb der Vegetationsperiode
wurden vier Baume mit jeweils acht Wunden versehen. Wéahrend der Vegetationszeit
am 27. Mai 2002 wurden 5 x 10 cm? groBe Wunden spiralig um den Stamm angeord-
net. Beginnend in einer Stammhdhe von ca. 30 cm waren die Entnahmestellen jeweils
15 cm vertikal voneinander entfernt, um so eine direkte Beeinflussung der Verletzun-
gen untereinander zu vermeiden (Abb. 3a). Die Rindenfenster wurden mit einer Sage
eingeschnitten, mit einem Stecheisen nachgearbeitet und dann vorsichtig durch Klop-
fen mit einem Hammer vom Stamm getrennt. AnschlieBend wurden die Wundrander
mit einer Rasierklinge geglattet und sowohl das Kambium als auch das sich differen-
zierende Xylem von der Wundoberflache abgeschabt, um Reaktionen auf der Wund-
oberflache zu vermeiden, die Effekte auf die Entwicklung des lateralen Wundgewebes
haben kénnten.
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Die Entnahme des Probenmaterials fur die licht-, elektronenmikroskopischen und UV-
spektroskopischen Untersuchungen erfolgte wdchentlich an den senkrechten Seiten-
randern (Abb. 3b; Tabelle 3) an jeweils einer der acht Wunden pro Baum, um bei der
geringen GréBe der Wunden Artefakte durch Mehrfachentnahmen zu vermeiden. Es
wurden also bei jeder Probennahme eine Wundgewebe- und eine Kontrollentnahme
auf der der Wunde gegenuberliegenden Stammseite durchgefiihrt.

i i - d
Abbildung 3: a) Spiralig um den Stamm angeordnete Wunden (5 x 10 cm?); b) Wunde mit sich entwickeln-
dem seitlichen Wundgewebe.

Die mit einer Sage und einem Stecheisen aus dem seitlichen Wundgewebe und dem
zum Verletzungszeitpunkt bereits vorhandenen Xylem entnommenen Proben (Abb. 4,
5) hatten eine ungefahre GréBe von 5 x 3 x 1 cm3. Aus ihnen wurden anschlieBend
die fur die verschiedenen Untersuchungen verwendeten Gewebebereiche herauspra-
pariert.

Untersucht wurden auf struktureller Ebene das Xylem, das Wundxylem, das Kambium
und das Phloem sowie das modifizierte Wundphloem. Zusétzlich wurden das Wund-
xylem und das Xylem, das zum Zeitpunkt der Verletzung nicht ausdifferenziert war,
topochemisch untersucht (Abb. 6).



Abbildung 4: a) Zu entnehmendes Gewebe am Wundrand wurde in einem ersten Schritt von der angren-
zende Rinde getrennt; b) Das eigentliche Probenmaterial wurde in einem zweiten Schritt mit Hilfe eines

Stecheisens entnommen.

Ph -
Wph -
Abbildung 5: Oberflache des seitlichen Wundge- ePh
webes, entnommen nach 5 Wochen Reaktionszeit.

g X
= <

Abbildung 6: Schemazeichnung eines Wund-
kallus und der untersuchten Gewebezonen:

Phloem

modifiziertes Wundphloem

im Wundxylem eingeschlosse-
nes Phloem

Wundxylem

Xylem

zum Zeitpunkt der Verletzung
differenzierendes Xylem
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2002
37.05.2002 Wundsetzung
03.06.2002 | “Probennahme 1
10.06.2002 Probennahme 2
17.06.2002 Probennahme 3
24.06.2002 Probennahme 4
01.07.2002 Probennahme 5
07.07.2002 Probennahme 6
22.07.2002 Probennahme 7
05.08.2002 Probennahme 8

Tabelle 3: Daten der Probennahmen 2002

Aus den am 24. Juni. und am 07. Juli 2002 bei den Kontrollentnahmen entstande-
nen Wunden (10 x 10 cm?) wurden fir licht- und elektronenmikroskopische als auch
UV-spektroskopische Untersuchungen erganzendes Probenmaterial entnommen. Die
Entnahmen erfolgten fur die verschiedenen Fragestellungen am 03. April und am 10.
Oktober 2003 sowie am 04. Juni 2004 aus den seitlichen Kalluswilsten.

Erganzend wurden an einer Populus tremula L. am 23.06.03 vier Wunden gesetzt und
diese in der oben beschriebenen Art und Weise nach 14 und 28 Tagen sowie nach 13
und 28 Wochen beprobt.

2.2.3 PRAPARATIVE METHODEN

Far die strukturellen und topochemischen Untersuchungen zu Wundreaktionen und
Kallusentwicklung von Pappel wurden lichtmikroskopische, transmissionselektronen-
mikroskopische und UV-spektroskopische Analysemethoden eingesetzt. Wahrend
die Lichtmikroskopie vor allem zur Aufklarung struktureller Veranderungen diente,
konnten durch die Verwendung unterschiedlicher Kontrastierungsmethoden die
transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen sowohl zur Darstellung
ultrastruktureller Modifikationen des durch eine Verletzung beeinflussten Gewebes als
auch zur Dokumentation verénderter Ligninkonzentrationen herangezogen werden.
Die UV-Spektroskopie, deren Prinzip darauf basiert, dass Schnitte einer definierten
Dicke sequentiell mit monochromatischem Licht in einem Wellenlangenbereich von
240-400 nm durchstrahlt und die Absorption innerhalb des Messbereiches analog mit
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einem Dioden-Array-Detektor wellenlangenabhangig aufgezeichnet werden (Koch,
2003), wurde zur topochemischen Charakterisierung der Gewebe genutzt.

2.2.3.1 LICHTMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die Praparation des Probenmaterials flr die lichtmikroskopischen Untersuchungen
wurde in Abhangigkeit von verschiedenen Farbemethoden und ProbengréBen auf
zwei unterschiedliche Arten durchgefihrt.

Die Fixierung (1 — 3 Tage) des gesamten Probenmaterials erfolgte mit gepuffertem
Formol, einer wassrigen 3,7%igen Formaldehyd-, 0,64%igen di-Natriumhydrogen-
phosphat- und 0,4%igen Natriumdihydrogenphosphat-Lésung (Lille, 1954). Anschlie-
Bend wurde ein Teil der Proben mit destillietem Wasser gewaschen und in Poly-
ethylenglycol 2000 (PEG 2000) eingebettet. Die Proben wurden zur Infiltration in
eine 50%ige wassrige PEG-L6sung gegeben und dann in einem Warmeschrank bei
60-70 °C fur sieben Tage aufbewahrt. Wahrend dieser Zeit verdunstete das Wasser,
und die Objekte wurden mit PEG durchtrankt. Nachdem die Lésung auf ca. 1/5 des
Ausgangsvolumens eingedickt war, wurden die Proben nun in spezielle Formen Uber-
fihrt und entsprechend der vorhergesehenen Schnittrichtung orientiert. Die Formen
wurden mit flussigem PEG aufgefullt und dann zum Aushérten fir 24 Stunden in ei-
nen Kuhlschrank gegeben. Nach dem Entfernen der Formen wurden mit Hilfe eines
Schlittenmikrotoms (Fa. Reichert) oder eines Rotationsmikrotoms (Fa. Jung) 16 pm
dicke Schnitte angefertigt. Vorteile dieser Methode sind die verkurzte Infiltrationszeit,
die Méglichkeit, gréBere Proben (1 x 1 x 2 cm3) einzubetten und andere Farbungen zu
verwenden als es bei einer Einbettung mit Glykolmethacrylat mdglich ist. Allerdings ist
zur Infiltration eine Temperatur von 60—70 °C notwendig, so dass ein Kollabieren des
nicht lignifizierten Gewebes auftreten kann.

Die so angefertigten Praparate wurden fir den qualitativen Nachweis von verholzten
Zellwanden mit einer Safranin-Astrablau-Lésung geféarbt und auf Objekttragern positi-
oniert (Gerlach, 1977). Safranin farbt lignifizierte Zellwénde rot, wahrend Astrablau die
unlignifizierten, Gberwiegend aus Cellulose bestehenden Zellwénde blau farbt.

Fir die UV- und Lichtmikroskopie verwendete kleinere Proben (4 x 4 x 4 mm?3) wur-
den nach der Fixierung in einer achtstufigen, aufsteigenden Propanolreihe entwés-
sert. Nach einer 10 minltigen Préinfiltrationsstufe in einem 50%igen Propanol-Tech-
novit 7100-Gemisch (Glykolmethacrylatmonomer + Aktivator 1; Kulzer) im Vakuum
wurden sie dann zur Infiltration flr zwei Wochen in reines ,, Technovit 7100“ Gberflhrt.
Die Einbettung erfolgte in ,Technovit 7100“ unter Zusatz eines Harters (Aktivator 2) in
Teflonformen. Nach der Polymerisation des Technovits bei Raumtemperatur wurden
mit Technovit 3040 (Kulzer) Probentrager (Histoblocks) auf den in den Teflonformen
befindlichen Proben befestigt.
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Die so aufbereiteten Proben wurden dann nach Entfernen der Teflonformen auf einem
Rotationsmikrotom (Fa. Jung) geschnitten. Die Quer- und Radialschnitte mit einer Di-
cke von 6 pm wurden auf einer Wasseroberflache gestreckt, auf einen Objekttrager
aufgezogen und bei ca. 55 °C auf einer Warmebank getrocknet.

Die Schnitte wurden wie folgt gefarbt:

Eine unspezifische allgemeine Farbung der Schnitte fur die Lichtmikroskopie erfolg-
te fur zwei Stunden in einer 20%igen Giemsa-Ldsung. Hierbei farben sich Zellkerne
blau, nekrotisches Gewebe dunkelblau, lignifizierte Zellwénde hellblau, unlignifizierte
Zellwande violett und Tannine grunblau. Nach dem Waschen der Schnitte mit einer
0,05%igen Essigsaurelésung und 96%igem-100%igem Ethanol wurden diese flr ca.
12 Minuten in Xylol gegeben und dann mit Eukitt als Dauerpraparate eingedeckelt.
Far die UV-Mikroskopie wurden ungeféarbte Schnitte und Schnitte, die fir eine Stunde
in einer 0,05%igen wassrigen Toluidinblau-Lésung gefarbt wurden, verwendet (Ger-
lach, 1977). Lignin und Suberin zeigen eine deutliche Autofluoreszenz unter UV-An-
regung. Toluidinblau unterdriickt die Autofloureszenz des Lignins, wodurch die des
Suberins deutlicher wird. Als Ubersichtsfarbung fiir die Durchlichtmikroskopie farbt
Toluidinblau verholzte und verkorkte Zellwande wie auch Zellkerne griinblau, die Cel-
lulose unverholzter Zellwande dagegen purpurrot bis violett. Mit Hilfe so aufbereiteter
Schnitte konnten orientierende Beobachtungen zur Ligninverteilung auf lichtmikrosko-
pischer Ebene durchgefliihrt und gezielt Bereiche flr die Elektronenmikroskopie und
UV-spektroskopischen Untersuchungen ausgewéahlt werden.

Bei der Farbung mit einer Neutralrotldsung erscheinen die lignifizierten Zellwande un-
ter Blauanregung (380-390 nm) grunlich, Mittellamellen gelbgrun bis gelb und die Far-
be der Zellzwickel variiert von gelb bis orange. Die Farbung erfolgte mit einer Lésung
aus 0,1g Neutralrot in 1000ml Aqua dest. (Gerlach, 1977).

Die Mikroskopie sowie die Fotografie der Schnitte erfolgte mit einem Olympus BH-2
Durchlichtmikroskop und einer Olympus OM-2S Kamera.

2.2.3.2 ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Zur Fixierung wurden die Proben mit einer GréBe von 5 x 1,5-5 mm?2 Querschnittsfla-
che fir bis zu drei Tage in ein Gemisch aus Paraform- und Glutaraldehyd (Karnovsky,
1965) gegeben. AnschlieBend wurden sie dreimal mit 0,1 molarem Cacodylatpuffer
gewaschen, bevor ein Teil der Proben fir 12-18 Stunden in einer wéassrigen 2%igen
Osmiumtetroxidlésung (OsO,) nachfixiert bzw. vorkontrastiert wurde. Vor der Entwés-
serung in einer aufsteigenden Acetonreihe wurden die Proben erneut in 0,1 molarem
Cacodylatpuffer gewaschen, Uber sechs aufsteigende Propylenoxid-Epoxidharz-Infilt-
rationsstufen in reines Epoxidharz Gberfuhrt (Spurr, 1969) und anschlieBend bei 70°C
in einem Warmeschrank auspolymerisiert.
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Eine zweite Probengruppe, die flr eine Kontrastierung mit Kaliumpermanganat (KMnO,)
(Donaldson, 1992; Schmitt und Melcher, 2004) verwendet wurde, wurde ohne Vorkon-
trastierung mit Osmiumtetroxid eingebettet.

Zur genauen Festlegung der Bereiche, aus denen die Proben flr die Transmissionse-
lektronenmikroskopie (TEM) entnommen werden sollten, wurden flr eine Vorauswahl
Semidinnschnitte (1pm dick) mit einem Ultramikrotom (ULTRACUT E; Fa. Reicher-
Jung) angefertigt. Nach dem Mikrotomieren wurden die Schnitte auf Glasobjekttrager
uberfuhrt und bei ca. 70 °C auf einer Warmeplatte gestreckt und angetrocknet. An-
schlieBend wurde eine Schnellfarbung mit einer 1%igen Borax-Toluidinblau-Lésung
gemischt im Verhaltnis 4:1 mit einer 1%igen Pyronin G-L&sung durchgefiihrt, mit nach-
folgendem Waschen in Aqua bi-dest. und Ethanol. Die Querschnitte wurden skizziert
und Bereiche fur die TEM-Untersuchung festgelegt.

Aus den ausgewahlten Bereichen wurden dann Ultradinnschnitte hergestellt. Um die-
se 90-100 nm dicken Schnitte faltenfrei zu halten, wurden sie in dem Auffangtrog des
Diamantmessers mit einem Gemisch aus Chloroform und Xylol (1:1) gestreckt. An-
schlieBend wurden die Schnitte auf mit Formvar befiimte oder unbefiimte Kupfernetze
(Maschenweite 100, 300) aufgezogen. Schnitte der mit Osmiumtetroxidlésung (OsO,)
vorkontrastierten Proben wurden mit Bleicitrat und Uranylacetat nachkontrastiert, wah-
rend die Schnitte von Proben ohne Vorkontrastierung mit Kaliumpermanganat (KMnO,)
kontrastiert wurden.

Die Proben wurden mit einem Elektronenmikroskop ,CM 12 TEM® (Fa. Philips) bei
einer Beschleunigungsspannung von 60, 80 oder 100kV untersucht.

2.2.3.3 UV-sPeEkTROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Fur die UV-spektroskopischen Untersuchungen wurden Proben aus unterschiedlichen
Bereichen des Wundgewebes, aus dem zum Verletzungszeitpunkt bereits vorhande-
nen Gewebe sowie aus Kontrollgewebe enthommen. Die Proben (5 x 1,5-5 x 5 mm3)
wurden nach der Fixierung ohne Osmiumtetroxid direkt in Spurr’s Epoxidharz einge-
bettet (Spurr, 1969). AnschlieBend wurden von ausgewahlten Bereichen Semidinn-
schnitte (3 mm x 1,5 mm x 1 pm) mit einem Ultramikrotom (ULTRACUT E; Reichert-
Jung) angefertigt. Diese Schnitte wurden dann auf Quarz-Objekttrager Gberfuhrt und
unter zur Hilfenahme eines nicht UV-Licht absorbierenden Immersionsdles mit einem
Quarz-Deckglas abgedeckt. Die Messungen erfolgten an einem Ultra-Mikro-Spektro-
Photometer (UMSP 80, Zeiss), ausgerustet mit einer Fla&chenscanningeinrichtung und
Ultrafluar-Objektiven (VergréBerung: 32:1, 100:1).

Mit diesem Gerat kbnnen Flachenscanningaufnahmen bei einer definierten Wellenlan-
ge (280 nm) erstellt werden. Hierbei wird eine Uber ihre Eckpunkte definierte Flache
mit Hilfe des Scan-Programms APAMOS (Automatic-Photometric-Analysis of Micros-
copic Objects by Scanning, Fa. Zeiss) bei einer Ortsauflésung von 0,25 ym2 gescannt
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und die detektierbaren 4096 Graustufen in 14 Grundfarben konvertiert, welche dann
die gemessenen Absorptionsintensitaten reprasentieren (Koch und Kleist, 2001; Koch
und Grinwald, 2004).

Punktmessungen mit einer geometrischen Auflésung von 1 ym kénnen in einem va-
riablen Wellenlangenbereich von 240-700 nm in 2 nm-Schritten durchgefiihrt werden,
wobei jede Punktmessung ein Mittelwert aus automatisch 50x wiederholten Einzel-
messungen ist. Diese Messungen dienten der semiquantitativen Bestimmung des
Ligningehalts und der Charakterisierung der Ligninzusammensetzung in den Zellwand-
schichten. Bei den Untersuchungen wurde der Wellenlangenbereich auf 240-400 nm
beschrankt, da das Absorptionsmaximum von Laubholzlignin bei einer Wellenlange
von 270-280 nm liegt.
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3. Forschungsergebnisse

3.1 Versuchsserie 2000/2001

Zur Bestimmung der an einer Flachenkallusbildung beteiligten Gewebe bzw. Zellarten
und der Zuordnung der Zellteilungsaktivitat zu den Perioden der Vegetationsruhe bzw.
der Vegetationsperiode wurde zunachst der Reaktivierungszeitpunkt des von den Ver-
letzungen unbeeinflussten Kambiums bestimmt und anschlieBend mit der Entwicklung
auf der Wundoberflache verglichen.

3.1.1 IDENTIFIZIERUNG DES REAKTIVIERUNGSZEITPUNKTES DES VON DER VERLETZUNG UN-
BEEINFLUSSTEN KAMBIUMS

Im Dezember 2000 war das Ruhe-Kambium der untersuchten Pappeln durchschnitt-
lich finf bis acht Fusiforminitialzellen und zwei bis vier Strahlinitialzellen breit. Die
dinnwandigen Fusiforminitialen, deren Radialwéande starker ausgepragt waren als
ihre Tangentialwénde, erschienen radial abgeflacht und im Querschnitt quaderférmig.
Die radiale Ausdehnung der Kambiuminitialen nahm ausgehend vom ausdifferenzier-
ten Xylem der vorhergehenden Vegetationsperiode in Richtung des Phloems leicht zu.
Die Zellen einiger Zellreihen innerhalb des Kambiums zeigten eine deutlich geringere
tangentiale Ausdehnung, verglichen mit den Gbrigen Fusiforminitialen (Abb. 7).

"
= [. £ Abbildung 7: Phloem (Ph), Xylem (Xy) und
! 2 ’i Kambium (K) wihrend der Vegetationsruhe im
) ' Dezember 2000; Kambiuminitialen mit z.T. stark
.'. _ : e ® reduzierter tangentialer Ausdehnung (Pfeil);
?‘::."; '1;" By 4 "L "b.:;: Querschnitt; LM-Aufnahme, Giemsafirbung;
bR LA e Mafstab = 100 pm
L ] '."' !_ el ] ‘.'Eiﬂll"' ‘ .
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Das Cytoplasma aller Kambiuminitialzellen zeigte auBerhalb der Vegetationsperiode
eine hohe Dichte, zahlreiche Lipidtrépfchen und viele kleine Vakuolen (Abb. 8a). Die
Strahlinitialen und die xylemseitigen ein bis drei parenchymatischen Zellen zeichneten
sich durch Cytoplasma noch héherer Dichte bei einer reduzierten Anzahl von Vakuo-
len aus. In diesen Zellen erschien die Zahl der Lipidtrépfchen nochmals erhéht, auch
wurden vornehmlich in ihnen Starkekdrner gefunden (Abb. 8a, b). Die Uberwiegende
Zahl der Vakuolen der Strahlinitialen und der inneren Zellreihen zeigte elektronendich-
te Inhalte (Abb. 8b). Im Cytoplasma waren fast ausschlieBlich freie Ribosomen und
kaum Polysomen vorhanden, damit Uberwog das glatte endoplasmatische Reticulum
(ER) gegenliber dem rauen ER. Das Plasmalemma verlief wahrend der Kambiumruhe
glatt in unmittelbarer Nahe der Zellwand und zeigte weder Einstllpungen noch die

Verschmelzung mit Vesikeln, die auf Exocytosevorgange hindeuten (Abb. 8c).
- . .11. .;!___l_ .".‘ E ek = s =

Abbildung 8a-c: Ruhe-Kambium; a) Kambiumzellen mit {iberwiegend kleinen Vakuolen (Pfeile), zahl-
reichen Lipidtropfchen (Pfeilspitzen) und Plasma hoher Dichte; MaBstab =2 um, b) Strahlinitialen und
xylemseitige parenchymatische Zellen mit besonders dichtem Plasma, erhohter Zahl Lipidtropfchen
(Pfeilspitzen) und weniger, mit elektronendichtem Material angefiillten Vakuolen (Pfeile); MaBstab =
2 um; c¢) Plasmalemma dem Zellwandverlauf folgend (Pfeilspitze), Lipidtropfchen (Lp) und glattes ER
(gER); Malistab = 200 nm; Querschnitte; TEM-Aufnahmen, Osmiumkontrastierung
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Hinsichtlich der Beurteilung der Zellaktivitat auf transmissionselektronenmikroskopi-
scher Ebene waren Plastiden und Mitochondrien nur von untergeordneter Aussage-
kraft, da sie strukturell keine deutlichen Unterschiede wéahrend der Vegetationsruhe
gegenuber der Vegetationsperiode zeigten.

In diesem strukturellen Ruhezustand verweilte das Kambium bis in die ersten Tage des
April 2001. Ab dem 10. April konnten lichtmikroskopisch erste Volumenerweiterungen
einiger Kambiumzellen erkannnt werden. Nachdem dies zunachst die phloemseitigen
Zellen des Kambiums erkennen lieBen, dehnten sich in den folgenden zehn Tagen vor
allem die jungen, xylemnahen Fusiformzellen radial aus. In dieser Zone zeigten sich
nun erste neu gebildete, deutlich diinnere Tangentialwande (Abb. 9). Zu diesem Zeit-
punkt streckten sich die Strahlinitialen z.T. deutlich in radialer Richtung, ohne jedoch
auf eine einsetzende Zellteilung hinzuweisen.
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Abbildung 9: Aktives Kambium der Kontrollproben am 20. April; diinne, neu gebildete Zellwidnde
sind in den xylemseitigen Fusiforminitialen sichtbar (Pfeile); Mafstab = 100 pm; Querschnitt; LM-
Aufnahme, Giemsafarbung

Elektronenmikroskopisch zeigten sich am 20. April deutliche Unterschiede, lediglich
die Anzahl der Lipidtrépfchen blieb unveradndert. Jetzt waren die im Ruhekambium
zahlreichen, mit dunklen Inhalten geflllten Vakuolen nicht mehr vorhanden, dafur
enthielten die Zellen wenige gréBere Vakuolen (Abb. 10a). Zudem schien das Cyto-
plasma eine geringere Dichte aufzuweisen. Ribosomen, angeordnet als freie Poly-
somen, oder membrangebundene, einzelne Ribo- und auch Polysomen, als Bestand-
teile des rauen ERs, waren nun haufig zu erkennen. Zahlreiche Dictyosomen zeigten
viele Vesikel, die als Hinweis auf eine hohe Aktivitdt gedeutet werden (Abb. 10b). In
diesen hoch aktiven Zellen waren im Gegensatz zu den Zellen des Ruhekambiums
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keine das Lumen durchziehende Plamastrange mehr vorhanden, und das Plasma-
lemma war durch einen wellenlinienférmigen Verlauf mit zahlreichen Einstilpungen
gekennzeichnet. Als deutlichstes Merkmal fur die vollstandige Reaktivierung des Kam-
biums am 20. April waren aber die neu gebildeten Zellwande anzusehen (Abb. 10c).

Abbildung 10a-c: Aktives Kambium der Kontrollproben am 20. April; a) kleine Vakuolen (V) fusio-
nieren zu wenigen groflen; Lipidtropchen (Lp); Malistab = 2 um; b) aktive Dictyosomen geben Vesikel
(Pfeilspitzen) an das Cytoplasma ab; Maf3stab = 100 nm; c) Fusiforminitiale mit unruhig verlaufen-
dem Plasmalemma mit zahlreichen Einstiilpungen (Pfeilspitzen) und einer neu entstehenden Zellwand
(Pfeile); Mafistab = 2 um; Querschnitte; TEM-Aufnahmen, Osmiumkontrastierung

Vier Wochen nach den ersten sichtbaren Reaktivierungsvorgangen waren alle Kambi-
uminitialen hochgradig zellteilungsaktiv. Wahrend fast das gesamte Lumen von einer
zentralen Vakuole ausgefullt wurde, lag das Cytoplasma, in dem nur noch wenige
Lipidtrépfchen vorhanden waren, als schmale Schicht den Zellwénden an (Abb. 11a).
In den Bereichen, in denen neues Wandmaterial synthetisiert wurde, waren sowohl
Plastiden und Mitochondrien als auch Dictyosomen, die Vesikel mit Wandmaterial ab-
schnirten, und vermehrt raues ER konzentriert (Abb. 11b). Ein weiteres Merkmal war
das verringerte Vorkommen von Stéarkekérnern in den Plastiden.



Abbildung 11a, b: Teilungsaktives Kambium im Mai; a) Kambiumzellen mit einer grofen, zentralen
Vakuole (V) und wandstiandigem Plasma (Pfeile); Mitochondrien (M); MaBstab = 900 nm; b) friihes
Stadium der Zellwandbildung einer Tangentialwand (Pfeilspitze), Dictyosomen (D) und Mitochondrien
(M) liegen in unmittelbarer Néhe; Vesikel fusionieren wahrend der Exocytose mit dem Plasmalemma
(Pfeile); MaBstab = 300 nm; Querschnitte; TEM-Aufnahmen, Osmiumkontrastierung

Das Kambium befand sich demnach im Zeitraum um den 10. April 2001 in einer Pha-
se der fortgeschrittenen Reaktivierung und kann spéatestens ab dem 20. April, also
mit dem Auftreten erster neu gebildeter Zellwande, als aktives Kambium angesehen
werden.
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3.1.2 MAKROSKOPISCHE UND MIKROSKOPISCHE BESCHREIBUNG DER (GEWEBEENTWICKLUNG AUF DER
WUNDOBERFLACHE

Waéhrend der Versuchsanlage konnte die Rinde nur schwer und gréBtenteils in Bruch-
sticken vom Stamm getrennt werden, wobei verschieden starke Phloemreste auf der
Wundoberflache verblieben. Diese helleren Bereiche zeigten an ihrer Oberflache eine
ungleichméBige, eher faserige Struktur, wahrend Zonen mit einer Trennung in tiefe-
ren Gewebeschichten des Phloems eine glatte, gelblich feuchte Oberflache aufwiesen
(Abb. 12a). Sechs Wochen nach der Wundsetzung hatten sich die Bereiche mit stéar-
keren Phloemresten dunkler verfarbt als die umliegenden Wundbereiche, die nun hell
gelblich und trocken waren; Teile dieser abgestorbenen Gewebeschichten I6sten sich
von der Wundoberflache ab (Abb. 12b). Wahrend sich in den folgenden ca. acht Wo-
chen die Verfarbung der Wundoberflache intensivierte, war makroskopisch weder die
Entwicklung eines Seiten- noch eines Flachenkallus zu erkennen (Abb. 12c).

Abbildung 12a-c: Wundoberflichen a) unmittelbar nach der Verletzung im Dezember 2000, mit z.T.
starken Phloemresten auf der Wundoberflache (Pfeile); b) sechs Wochen nach der Verletzung, dunkel
braunlich verfarbte Phloemreste auf einer sonst hellen Wundoberfliche; ¢) deutlich fortgeschrittene
Verfiabungen 14 Wochen nach der Verletzung

Bis zur Probennahme 21 Wochen nach der Verletzung (11. Mai) degenerierte zuséatz-
liches Gewebe an der Wundoberflache und lag dieser nun fast vollflachig als grauliche
Schicht auf (Abb. 13a). Es hatte sich ein Seitenkallus entwickelt, der zunéchst an den
horizontalen Wundrandern starker ausgepragt war (Abb. 13b), in den folgenden sechs
Wochen aber von dem sich an den vertikalen Wundrandern entwickelnden Wundkal-
lus in seiner Entwicklung weit Ubertroffen wurde (Abb. 13c). In Teilbereichen wélbte
sich die Wundoberflache leicht vor, was auf Veranderungen unterhalb der oberen Ge-
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webeschichten hindeutete. Bis zum Ende der Versuchsreihe hatte sich auf keiner der
Wunden ein makroskopisch sichtbarer Flachenkallus entwickelt (Abb. 13d).
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Abbildung 13a-d: Wundoberflachen: a) 21 Wochen nach der Verletzung; annidhernd vollstdndig mit
griulichem, degeneriertem Gewebe bedeckte Wundoberfliche; b) Detailaufnahme des oberen horizon-
talen Wundrandes aus Abb. 13a, mit sich entwickelndem Seitenkallus (Pfeile); ¢) weitere sechs Wochen
spéter hat sich ein starker Seitenkallus an den senkrechten Wundréndern gebildet; d) Detailaufnahme
der Wundoberfliche aus Abb. 13¢ mit dem charakteristischen Fehlen eines Flachenkallus

Bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich, dass sich die Rinde stets
innerhalb des nicht kollabierten, sekundaren Phloems abldste. Das dem Kambium
am néachsten liegende Phloemfaserband bildete jeweils die am tiefsten im Gewebe
liegende Trennungsgrenze, jenseits derer bei keinem der Versuchsbdume die Rinde
abgetrennt wurde. Die Menge des auBerhalb des Phloemfaserbandes auf der Wund-
oberflache verbliebenen Gewebes variierte hingegen stark und bestatigte damit den
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makroskopischen Eindruck (Abb. 14a,b). Auch zeigte sich, dass - bedingt durch me-
chanische Vorschadigungen bei der Wundsetzung - in Teilbereichen tieferliegende Ge-
webeschichten geschadigt wurden. Besonders in den Bereichen der Wunde, in denen
mehr Phloemreste auf der Wundflache verblieben, also den makroskopisch als dunkel
beschriebenen Zonen, zeigte sich in den folgenden sechs Wochen eine fortschrei-
tende Degeneration des Gewebes auBBerhalb des innersten Phloemfaserbandes, das
offensichtlich als schitzende Barriere fiir die xylemseitigen Zellen wirkte (Abb. 14a).
Das xylemseitige Phloem und Kambium waren zu diesem Zeitpunkt noch weitgehend
intakt, sofern sie nicht direkt durch das Setzen der Wunde gesché&digt wurden (Abb.
14b). Ausnahme waren jedoch die Strahlzellen, die teilweise durch das Faserband hin-

durch bis in tieferliegende Gewebebereiche degenerierten oder mit dunklen Inhalten
gefullt waren.
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Abbildung 14a, b: Wunde mit verschieden starken Phloemresten auf der Wundoberfliche im Januar
2001; a) makroskopisch als ,,dunkle Zone* bezeichneter Bereich mit starken degenerierten Phloemresten
(Pfeil) auBlerhalb des Phloemfaserbandes (Phf); intaktes Kambium (K) und Phloem (Ph), mit Ausnahme
geschidigter Strahlzellen (Pfeilspitze); MaBstab = 100 um; b) makroskopisch als ,,helle Zone* wahrge-
nommener Bereich; Phloemfaserband mit nur wenigen, degenerierten Phloemresten aulerhalb (Pfeil)
und intaktem Phloem und Kambium xylemseitig; Mallstab = 100 um; Querschnitte; LM-Aufnahme,
Giemsafirbung

Auf einem GroBteil der Wundoberflache war das Gewebe abgestorben, ohne eine
Flachenkallusbildung einzuleiten. Wahrend der 18 Wochen bis zur Entnahme im April
war besonders in den dunkleren Bereichen das Gewebe abgestorben und soweit kol-
labiert, dass Zellen nicht mehr identifiziert werden konnten. In der Folge degenerierten

auch die Zellen vom Phloemfaserband nach innen bis auf das Xylem der vorhergegan-



-24-

genen Vegetationsperiode (Abb. 15a). Die Strahlzellen waren besonders in Bereichen
des Phloemfaserbandes oder zwischen den gehauft auftretenden Sklereiden, aber
auch bis in das Xylem hinein mit dunklen Inhalten geflllt (Abb. 15a). Innerhalb des
Phloems und angrenzend an das Faserband entwickelten einige der zuvor parenchy-
matischen Zellen deutlich lignifizierte Zellwéande, was auf Grund ihrer Lage und des
Bildungszeitraumes als Wundreaktion einzustufen ist (Abb. 15a). Bis zum Ende der
Untersuchungen erfolgten in diesen Bereichen weiterhin nur degenerative Prozesse,
da keine lebenden parenchymatischen Zellen fir Wundreaktionen mehr vorhanden
waren (Abb. 15b).
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Abbildung 15a, b: Wundoberflichen mit bis auf das Xylem degeneriertem Gewebe: a) nach 18 Wochen,
Holzstrahlen sind bis in das Xylem mit dunklen Inhalten angefiillt (Pfeilspitzen), wundinduzierte
Lignifizierung von Zellwianden im Phloem (Pfeile); MaB3stab = 100 um; b) nach weiteren drei Wochen;

fortgesetzte Degeneration und Kollabieren auch tiefer gelegener Gewebeschichten; Maf3stab = 100 pm;
Querschnitte; LM-Aufnahme, Giemsafarbung

Nur in kleinen Teilbereichen der Wundoberflachen, unabhéangig von der Starke des
auf dem Xylem verbliebenen Gewebes, starben die Zellen nicht vollstandig ab. Die Bil-
dung neuen Gewebes zeigte sich jedoch am intensivsten in den Bereichen, in denen
die Rinde sich am jungsten Phloemfaserband abgeldst hatte. In diesen Zonen starben
die gesamten Phloemzellen bis an das Faserband ab, wahrend xylemseitig nur wenige
Phloemzellen degenerierten und die Kambiumzellen weitestgehend intakt blieben. In
einigen dieser makroskopisch hellen Wundabschnitte konnte trotz vielfacher Einlage-
rung dunkler Inhalte die Proliferation von parenchymatischen Zellen des sekundaren
Phloems bereits am 26. Marz, also 14 Wochen nach der Wundsetzung, beobachtet
werden (Abb. 16a). Zellproliferation fand in gleicher Weise bei Kambiumzellen statt.
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Abweichend von dieser frihen Wundreaktion wurde in anderen makroskopisch hel-

len Zonen eine Proliferation der Kambium- und parenchymatischen Phloemzellen erst

ud - = 1 il bl X
Abbildung 16a, b: Proliferation der parenchymatischen Phloem- und der Kambiumzellen; a) 14 Wochen
nach der Verletzung in Bereichen mit wenig Phloemresten auf der Wundoberfldche; Mal3stab = 100 um;
b) erst im Mai einsetzende Proliferation in dnlichen Bereichen der Wundoberfliche; MafBistab = 100 pm;
Querschnitte; LM-Aufnahme, Giemsafarbung

Nach der Zellproliferation im Marz entwickelten sich in den folgenden dreieinhalb Wo-
chen auf zwei unterschiedlichen Wegen neue Gewebe. Wéhrend bei einem Entwick-
lungstyp (Typ 1) sich nach vorangegangener Proliferation das gesamte Zellgeflige
umstrukturierte, blieben bei dem zweiten Entwicklungstyp (Typ 2) die urspringlichen
Gewebe erhalten.

Bei einer Entwicklung vom , Typ 1“ nahmen radial abgeflachte, rechteckige Fusiform-
initialen und die Strahlinitialen eine rundliche bis ovale Form an (Abb. 17a). Die 4-6
Zellen starke Kambiumzone war nun von zahlreichen Interzellularen unterschiedlicher
GroBe durchsetzt (Abb. 17b). In Richtung des Phloemfaserbandes folgte ein Gewebe
aus Parenchymzellen, welches aufgrund seiner Lage und Form aus Phloemzellen der
vorangegangenen Vegetationsperiode hervorgegangen zu sein schien. Oft waren zwei
bis drei dieser Zellen zu mehr oder weniger radial ausgerichteten Gruppen geordnet
(Abb. 17a, c). Sowohl in diesem Gewebeabschnitt als auch in dem bis zum abschlie-
Benden Phloemfaserband folgenden Bereich aus zum Teil degenerierten Zellen waren
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haufig dunkle Inhalte in den Vakuolen intakter Zellen oder als Wandauflagerungen bei
degenerierten Zellen zu finden (Abb. 17d).
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Abbildung 17a-d: Kalloses Gewebe unterhalb des Phloemfaserbandes; a) Kallusstrukturen mit zahlreichen
Interzellularen (Pfeilspitzen) zwischen den rundlichen Zellen der urspriinglichen Kambiumzone und ra-
dialen Gruppen von Parenchymzellen (Pfeile); Mafstab = 200 um; b) Interzellularrdume unterschiedli-
cher Grof3e innerhalb der ehemaligen Kambiumzone (Pfeilspitzen); MaBstab=10 um; c) Gruppe aus zwei
Parenchymzellen, die augenscheinlich eine gemeinsame, beide umschlieBende Zellwand aufweisen (Pfeil)
und durch eine diinnere antikline Wand voneinander getrennt sind (Pfeilspitze); Mallstab=4 pum; d) leben-
de Parenchymzelle deren Vakuolen vollstindig mit dunklen Inhalten gefiillt sind (Pfeilspitzen); MaBstab=
2 um;Querschnitte; LM-Aufnahmen, Giemsafarbung(a); TEM-Aufnahmen, Osmiumkontrastierung(b-d)



-27-

Bei einer Entwicklung vom ,Typ 2“ verdnderten sich die Gewebestrukturen weniger
stark und es proliferierten GUberwiegend die parenchymatischen Zellen des Phloems.
Die Kambiumzellen zeigten eine friiher einsetzende Zellteilung, so dass sich bereits
am 20. April eine mehrere Zellen starke Differenzierungszone gebildet hatte (Abb.
18a). Obwohl dieser Kambialbereich weniger klar strukturiert war als das von einer
Verletzung unbeeinflusste Kambium, fehlten hier die fir einen Kallus typischen Merk-
male wie zahlreiche Interzellularen, rundliche Zellen in lockerem Zellverband und von
der radialen Ausrichtung abweichende Zellteilungen (Abb. 18a, b). Die neu gebildeten
Siebréhren und Phloemparenchymzellen schlossen ubergangslos an die Phloemzel-
len des Vorjahres an. Obwohl auch in Bereichen dieses Wundreaktionstyps Strahl-
zellen zum Teil mit dunklen Inhalten angefullt waren, schien der Schutz des lebenden
Gewebes besonders effizient gewesen zu sein, da zwischen dem Phloemfaserband
und dem Xylem kaum abgestorbene Zellen vorhanden waren.

Abbildung 18a, b: Kallusgewebe an das Phloem-
faserband nach innen anschliefend; a) Kallusent-
wicklung des ,,Typ 2, bei dem vornehmlich die
. parenchymatischen Zellen des Phloems proliferier-
ten, mit bereits ausgeprégter Differenzierungszone
+ (D) am 20. April und nicht umdifferenzierten
Kambiuminitialen (Pfeile); Malstab =100 pum;
b) Wundabschnitt, in dem eine Zone aus iiber-
wiegend degenerierten Zellen und Zellen mit
dunklen Inhalten (Pfeilspitzen) klar zu den le-
benden Zellen benachbarter Zonen (Pfeile) ab-
gegrenzt ist; alle drei Zonen liegen sowohl unter
dicken als auch weniger dicken Resten abge-
storbenen Phloems (schwarze Pfeile) auBerhalb
des  Phloemfaserbandes; MaBstab =200 pm;
Querschnitte; LM-Aufnahmen, Giemsafarbung
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Die Reaktionen auf die gro3flachigen Verwundungen differierten innerhalb einer Wun-
de und zwischen den Baumen sehr stark. Ein Kallusgewebe wurde auf der Wund-
flache nur in seltenen Fallen gebildet und entwickelte sich dann nicht direkt auf der
Oberflache, sondern unterhalb einer unterschiedlich starken Schicht aus degenerier-
tem Gewebe (Abb. 18b). Die Reaktivierung der Zellen, sichtbar an der Proliferation,
erfolgte in Teilbereichen der Wunden schon Ende Mérz. Bis zum 20. April hat sich in
der Folge entweder ein lockeres Kallusgewebe (Typ 1) oder eine mehrere Zellen breite
Differenzierungszone sowohl phloem- als auch xylemseitig (Typ 2) entwickelt.
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3.2 Versuchsserie 2002-2004
3.2.1 |DENTIFIZIERUNG DER AN DER GEWEBEREGENERATION BETEILIGTEN GEWEBE

Fir die Bestimmung der an der Regeneration bzw. Neubildung eines Wundkambiums
beteiligten Zellarten wurden zunachst die an der Kallusbildung beteiligten Gewebe
identifiziert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zellarten, aus denen die Wund-
kambiumzellen unmittelbar hervorgegangen waren. Beide Untersuchungen wurden an
Probenmaterial durchgefihrt, das aus den am 27. Mai 2002 gesetzten Wunden nach
verschieden langen Wundreaktionszeiten entnommen worden war.

3.2.1.1 BESTIMMUNG DER AN DER KALLUSBILDUNG BETEILIGTEN GEWEBE

Nach dem Setzen der Wunden zeigten die Pappeln neben einer deutlichen Kambial-
nekrose Wundreaktionen im freigelegten Xylem. Das Kollabieren des Kambiums in
Verbindung mit der Degeneration der Xylem- und Phloemzellen am Wundrand (Abb.
19a) filhrte dazu, dass erst einige Millimeter vom Wundrand entfernt, ndmlich im Uber-
gangsbereich zum intakten Gewebe, die Bildung von Kalluszellen eingeleitet wurde.
In einigen der Wunden Idsten sich in dieser Ubergangszone die urspriinglichen Kam-
biumstrukturen auf, die Zellen dedifferenzierten sich und ein von zahlreichen Inter-
zellularen durchsetztes lockeres Gewebe aus Parenchymzellen entstand (Abb. 19b).
Ein Wundkallus in Form eines aus dinnwandigen, groBlumigen Zellen aufgebauten
Gewebes konnte lichtmikroskopisch bereits nach 14 Tagen der Wundreaktion nachge-
wiesen werden (Abb. 19c, d). Innerhalb des Phloems hatte sich parallel zum lateralen
Wundrand eine in seiner Struktur dem frilhen Kallusgewebe gleichende Zone entwic-
kelt, die das degenerierende Phloem von dem unbeeinflussten Phloem trennte (Abb.
19c). Elektronenmikroskopisch zeigten sich bereits zu diesem Zeitpunkt Zellgruppen
im an das unbeeinflusste Kambium grenzenden Kallus und an der dem Wundrand
zugewandten Seite der kalluséhnlichen Zellen im Phloem, die durch Uberwiegend ori-
entierte Zellteilungen entweder parallel zur Stammoberflache oder zur Wundflache
abgeflacht erschienen; entsprechend ihrer Feinstruktur redifferenzierten diese zu se-
kundaren Meristemen (Abb. 20a, b). Grundsatzlich zeichnete sich der Kallus durch
hoch aktive Zellen und zahlreiche Zellteilungen aus (Abb. 20c, d). Nach einer weiteren
Woche der Kallusentwicklung wurde innerhalb des Kallusgewebes ein zur Wunde ge-
richtetes Zellwachstum lichtmikroskopisch deutlich. Lage und Struktur des Gewebes
zeigten, dass neben den in einem geringeren Mal3e beteiligten Zellen der Xylemdif-
ferenzierungszone und des Kambiums insbesondere Phloemparenchymzellen zur
Entwicklung des Wundgewebes beitrugen (Abb. 21a). In dem zuné&chst rein paren-
chymatischen Kallusgewebe der Pappeln entwickelten sich in der Folge zahlreiche
Sklereidennester bzw. modifizierte Wundphloemfasern (Abb. 21b).



Abbildung 19a-d: Wundgewebeentwicklung am seitlichen Wundrand; 7 Tage (a, b) und 14 Tage
(c, d) nach der Verletzung; a) durch das Absterben von parenchymatischen Phloem-, Xylem- und
Kambiumzellen war eine neue Wundoberfliche (Pfeil) jenseits des urspriinglichen Wundrandes (Linie)
entstanden; Mafistab = 1 mm; b) zwischen Xylem (Xy) und Phloem (Ph) entwickelte sich aus dem
Kambium ein von zahlreichen Interzellularen durchsetztes parenchymatisches Gewebe (Pfeilspitzen);
MafBstab = 100 um; c) an der Grenze zum intakten Gewebe der ehemaligen Differenzierungszone und
des Kambiums sowie innerhalb des Phloems hat sich ein Gewebe aus diinnwandigen, grofSlumigen
Zellen gebildet (Pfeilspitzen); innerhalb des Phloems trennt diese Zone das degenerierende vom intak-
ten Gewebe (Pfeile); MaBstab = 1 mm; d) Detail aus c); durch ungerichtete Zellteilung enstandenes
Kallusgewebe am Wundrand (Pfeilspitze) und ein das Phloemfaserband durchziehendes Band parenchy-

matischer Zellen (graue Pfeilspitze); Maflstab= 100 um; Querschnitte; LM-Aufnahmen, Giemsafarbung



Abbildung 20a-d: Wundgewebeentwicklung am seitlichen Wundrand, 14 Tage nach der Verletzung;
a) zu einem Wundkambium redifferenzierende, radial abgeflachte Kallusparenchymzellen in der
Ubergangszone zum unbeeinfluBten Kambium; MaBstab = 4 um; b) zu einem neuen Meristem redif-
ferenzierende Zellen des kallosen Parenchymbandes innerhalb des Phloems; Maf3stab = 4 um; c) typi-
sche, hoch aktive Zellen des mit zahlreichen Interzellularen (I) durchsetzten Kallusparenchyms; junge
Zellwand (Pfeil); MaB3stab = 4 um; d) junge Zellwand im Kallus (Pfeil) und hoch aktives Cytoplasma
mit zahlreichen Polysomen (schwarzer Pfeil), rauem ER (Pfeilspitzen), Dictyosomen (D); Malistab =
800 nm; Querschnitte; TEM-Aufnahmen, Osmiumkontrastierung



Abbildung 21a,b: Wundgewebeentwicklung am seitlichen Wundrand, 21 (a) und 28 (b) Tage nach der
Verletzung; a) deutlich zur Wundoberfliche (Wunde rechts) gerichtete Zellteilung (Pfeile) der aus den
parenchymatische Zellen der Xylemdifferenzierungszone (Xy), des Phloems (Ph) und des Kambiums
(Pfeilspitze) hervorgegangenen Zellen; Malistab = 100 um; b) Sklereidenbiindel (Pfeil) innerhalb des
Kallus; MaBstab = 800 um; Querschnitte; LM-Aufnahmen, Giemsafarbung

Bei einem Teil der untersuchten Verletzungen fanden vierzehn Tage nach der Ver-
wundung in dem an das junge Kallusgewebe grenzenden Phloembereich deutliche
Umdifferenzierungen statt. Diese deuteten auf eine Funktionsédnderung der parenchy-
matischen Zellen hin. Aus ihnen entwickelten sich wahrend der weiteren Wundreak-
tionszeit die beiden neuen Bildungsgewebe, das Phellogen und das Wundkambium.
Bei der Entwicklung des Wundkambiums konnten zwei Strategien unterschieden wer-
den, die nachfolgend beschrieben werden.

3.2.1.2 BESTIMMUNG DER AN DER KAMBIUMREGENERATION BETEILIGTEN ZELLARTEN

Strategie A:

Innerhalb des zum Verletzungszeitpunkt vorhandenen Phloems setzten in einer Gruppe
bereits ausdifferenzierter Parenchymzellen Teilungen ein, wodurch sich ein zunachst
unzusammenhangendes Band aus abgeflachten, im Querschnitt quaderférmigen Zel-
len entwickelte; weitere sieben Tage spater konnte dieses Band schon deutlich als
sekundares Meristem angesprochen werden, da es seine Teilungsaktivitat aufnahm
(Abb. 22a, b). An dessen Ubergangszone zum Kallusgewebe lagen teilungsaktive Zel-
len unmittelbar an degenerierenden, dunkle Inhalte aufweisenden Kalluszellen (Abb.
22c, d).



Abbildung 22 a-d: Entwicklung neuer Meristeme, drei (a) und vier (b-d) Wochen nach der Verletzung;
a) innerhalb des Phloems ist ein unzusammenhingendes Band abgeflachter, quaderférmiger Zellen
(Pfeilspitzen) aus umdifferenzierten Phloemzellen entstanden; Mafistab = 200 um; b) die quaderfor-
migen Zellen in der Zone zwischen Kallusgewebe und sekunddrem Phloem sind als sich neu entwi-
ckelndes sekunddres Meristem zu erkennen (Pfeilspitzen); Maflstab =200 um; c) sich neu entwickelnde
Kambiumzelle mit junger Zellwand (Pfeilspitze) in unmittelbarer Ndhe zu dunkle Substanzen enthal-
tenden Kalluszellen (Pfeil); sie liegen in der Zone zwischen Kallus, ehemaliger Xylemdifferenzierungs-
zone und einem Kambium, dessen Zellen zu Kallusparenchymzellen umdifferenzierten; Mafistab =
4 um; d) Detail der jungen Zellwand im Vesikelstadium (Pfeilspitzen); MaBstab = 400 nm; Querschnitte;
LM-Aufnahmen (a, b), Giemsafiarbung; TEM-Aufnahmen (¢, d), Osmiumkontrastierung
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Innerhalb des Parenchymbandes im Phloem, in dem sich zwei Wochen nach der Ver-
letzung die bereits beschriebenen Gruppen abgeflachter meristematischer Zellen ge-
bildet hatten, waren diese Gruppen weitere sieben Tage spéater zu einem durchgehen-
den Band vereinigt (Abb. 23a). Auf Grund der Lage dieses Meristems, angrenzend an
das phellemartige Gewebe im Phloem, und seiner Funktion, der Bildung von Zellen,
die wahrend ihrer Differenzierung lignifizieren und suberinisieren, scheint es sich um
ein nekrophylaktisches Phellogen zu handeln. Dieses neue Phellogen wurde durch
ein phellemartiges Gewebe aus grof3en, dinnwandigen Zellen von dem nach auBen
anschlieBenden, degenerierenden Gewebe getrennt. Eine solche Peridermvorstu-
fe reichte entweder bis in das Kallusgewebe hinein oder durch dieses hindurch und
schloss dann direkt an die ehemalige Differenzierungszone an. Nach acht Wochen
war aufBen im Phloem weiterhin ein Periderm erkennbar, das den lebenden und den
inzwischen degenerierten Gewebeteil des Phloems voneinander trennte und dessen
Phellemzellen sich noch immer durch ihre ungewdhnlich diinnen Wande und grof3en
Lumina auszeichneten (Abb. 23b).
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Abbildung 23a, b: Durchgehendes Phellem und Phellogen (Pfeile) innerhalb des Bandes aus Paren-
chymzellen im Phloem sowie im Kallus; drei Wochen nach der Verletzung; MaBstab = 800 um; b)

neues Periderm nach acht Wochen Wundreaktion; an das Phellogen (Pfeilspitzen) angrenzendes
Sklereidenbiindel (S); Phellem (Pfeil) aus diinnwandigen, grolumigen Zellen z.T. mit Inhalten gefiillt;

MaBstab =200 um; Querschnitt; LM-Aufnahme, Giemsafarbung

Strategie B:

In der zweiten Gruppe von Wunden, bei denen das zum Verletzungszeitpunkt vor-
handene Kambium nach der Verwundung strukturell unbeeinflusst blieb, hatte die
Xylembildung in der Ubergangszone zwischen modifiziertem und unmodifiziertem
Gewebe bereits drei Wochen nach der Verwundung wieder eingesetzt (Abb. 24a-d).
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Abbildung 24a-d: Entwicklung neuer Meristeme, fiinf (a, b) und zehn (c, d) Wochen nach der Verletzung;
Strategie B; a) Kambiumregeneration im Kallusgewebe als tangentiale Verlingerung des intakten
Kambiums (Pfeilspitzen) und Bildung neuen Xylems (Pfeil); Maf3stab = 800 pum; b) Detail aus (a); vom
regenerierten Kambium (Pfeilspitze) neu gebildete Xylemfasern und Gefille (Pfeil); Sklereiden (S);
MaBstab = 200 um; c, d) weitere tangentiale als auch parallel zum Wundrand verlaufende Verlangerung
des Kambiums mit sukzessive folgender Xylem- und Phloembildung; MaRstab = 800 um; d) Detail aus

(c); MaBstab = 200 um; Querschnitt; LM-Aufnahme, Giemsafarbung
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Nach weiteren zwei Wochen entwickelte sich in diesen Wunden das Wundkambium
als eine tangentiale Verlangerung des unbeeinflussten Kambiums in das parenchy-
matische Kallusgewebe hinein (Abb. 24a). Dieses junge Kambium hatte bereits mit
der Bildung von Phloem- und Xylemzellen begonnen (Abb. 24b). Weitere sechs Tage
spater hatte sich bis fast in die Spitze des Kallus hinein ein neus Wundkambium ent-
wickelt. Parallel zur fortschreitenden Verlangerung des Kambiums folgte mit leichter
zeitlicher Verzogerung die Phloem- und Xylembildung. In den Wunden, in denen sich
das Wundkambium als tangentiale Verlangerung des urspringlichen Kambiums ent-
wickelte, verlangerte sich dieses im Untersuchungszeitraum, bis es sich parallel zur
seitlichen Wundoberflache durch anndhernd den gesamten Kallus erstreckte (Abb.
24c, d). Durch kontinuierliche Abgliederung von Phloem- und Xylemzellen setzte eine
langsame Uberwallung der Wunde ein.

In der ersten Gruppe (Strategie A), die durch die Dedifferenzierung sekundarer Phlo-
emzellen gekennzeichnet war, fusionierten diese remeristematisierten Zellen zu ei-
nem nach funf Wochen Wundreaktionszeit fast durchgehenden Band (Abb. 25a, b).
Vereinzelt konnten zu diesem Zeitpunkt bereits erste lignifizierte Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 25a).

I A N S
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Abbildung 25a, b: Kambiumregeneration, Stra-
tegie A; fiinf Wochen nach der Verletzung;
a) fast durchgehendes Band teilungsaktiver
Kambiumzellen (Pfeile) im Phloem, einge-
schlossenes Phloem (ePh); Bereiche ohne
Kambialgewebe (schwarze Pfeile); lignifizie-
rende, junge Zellen (Pfeilspitzen); Mafstab =
800 pwm; b) Detail eines Kambiumabschnittes mit
erkennbaren Kambiuminitialen (Pfeilspitzen);
Malfistab = 200 pm; Querschnitte; LM-Aufnah-
men, Giemsafarbung

Eine Woche spater hatten sich die Ban-
der teilungsaktiver Zellen in einem gro-
Ben Teil der Proben zu einem anndhernd

halbkreisférmigen Kambium verbunden, das in das urspringliche Phloem eingebettet
war und folgerichtig auch Teilbereiche des Phloems umschloss. Zu diesem Zeitpunkt
hatte das sich neu entwickelnde Wundkambium Utberwiegend noch keinen Anschluss
an das zum Verletzungszeitpunkt vorhandene Kambium (Abb. 26). Eine sichtbare
Sekundarwandbildung und deren Lignifizierung hatte vor allem bei den modifizierten
Phloemfasern/Sklereiden des Wundgewebes stattgefunden.

e A Egéﬁ: it ps i 5 R e 8 SN
Abbildung 26: Kambiumregeneration, Strategie A; sechs Wochen nach der Verletzung; halbkeisformi-
ges Band aus Kambiumzellen (Pfeile) ohne Verbindung zu dem bereits zum Verletzungszeitpunkt vor-
handenen Kambium (schwarzer Pfeil); eingeschlossenes Phloem (ePh); Malistab = 800 um; Querschnitt;
LM-Aufnahme, Giemsafarbung
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Acht Wochen nach der Verletzung dehnte sich das Kambium zunehmend in Richtung
des unbeeinflussten Kambiums aus, bis zur Anbindung an dieses in der weiter vom
Wundrand entfernten Zone (Abb. 27a). Entlang des Wundrandes erstreckte sich das
neu gebildete Wundkambium bis zu genau der Zone, in der die Xylembildung nach der
Verletzung eingestellt wurde. Das so regenerierte Wundkambium bildete Wundxylem,
das unmittelbar auf das vom Kambium eingeschlossene urspriingliche Phloem folgte

Abbildung 27a, b: Kambiumregeneration, Strate-
gie A; acht Wochen nach der Verletzung; a) das
Wundkambium (Pfeile) ist noch nicht durchge-
hend geschlossen (schwarze Pfeile), hat sich aber
mit dem bereits zum Verletzungszeitpunkt vor-
handenen Kambium (K) verbunden; Malistab =
800 um; b) Detail eines Wundkambiumabschnit-
tes, Kambiuminitialen (Pfeilspitzen), neu gebilde-
tes Wundxylem (Wxy), eingeschlossenes Phloem
(ePh), Phloemfasern (Pfeil); MaB3stab = 200 pm;
Querschnitte; LM-Aufnahmen, Giemsafarbung
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Zehn Wochen nach der Wundsetzung konnten demnach diese zwei Strategien der
Kambiumregeneration deutlich daran unterschieden werden, ob zum Zeitpunkt der
Verletzung vorhandenes Phloem vom neu gebildeten Wundxylem eingeschlossen
wurde (Strategie A), oder nicht (Strategie B) (Abb. 28 a-d).

Abbildung 28a-d: Kambiumregeneration; zehn
Wochen nach der Verletzung; Strategie B: a, b)
Bildung zusétzlicher Kambiumzellen als tangen-
tiale sowie parallel zum Wundrand verlaufende g A _ J¢

Verldngerung des von der Verletzung unbeein- &bll‘ 50 L 1'»“ ?r:' ]{11 : '!'— '
flussten Kambiums; anschlieBende Entwicklung IR iRt S AR e
eines Kalluswulstes, bestehend aus Wundperiderm (Pfeile), Wundphloem (Wph), Wundkambium
(Pfeilspitzen) und Wundxylem (Wxy); Mafistab = 800 pm; Strategie A: ¢, d) Wundxylementwicklung
(Pfeile) durch ein das Phloem (ePh) einschlieBende Wundkambium (Pfeilspitzen); Malistab = 800 um;

makroskopische Abbildungen (a, ¢); Querschnitte; LM-Aufnahmen, Giemsafarbung
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An der Regeneration des Kambiums sind den vorliegenden Beobachtungen nach zwei
Zellarten beteiligt; Zellen des parenchymatischen Kallusgewebes, hervorgegangen
aus undifferenzierten Xylemzellen, Kambiumzellen und Zellen des Phloems. Mal3geb-
lich beteiligt sind dedifferenzierte und anschlieBend zu meristematischen Kambium-
zellen redifferenzierte Zellen des sekundaren Phloems.

Zusammenfassend kénnen die beiden Strategien der Kambiumregeneration in drei
(Strategie A) bzw. vier (Strategie B) Entwicklungsstufen gegliedert werden.

Strategie A, gegliedert in drei Entwicklungsstufen:

1- Entwicklung eines uniformen, parenchymatischen Gewebes am Wundrand, hervor-
gehend aus undifferenzierten Zellen des Xylems, Phloemzellen und Kambiumzellen;
2- Entwicklung eines Wundkambiums Uberwiegend innerhalb des differenzierten se-
kundaren Phloems, das schlieBlich halbkreisférmig angeordnet ist und Bereiche des
zum Verletzungszeitpunkt bereits vorhandenen Phloems einschlie3t; 3- Entwicklung
von Wundxylem und -phloem durch das neue Wundkambium mit der Tendenz, einen
Uberwallungswulst zu bilden.

Startegie B, gegliedert in vier Entwicklungsstufen:

1- Entwicklung eines uniformen, parenchymatischen Kallusgewebes am Wundrand,
hervorgehend aus undifferenzierten Zellen des Xylems, Phloemzellen und Kambi-
umzellen; 2- Entwicklung eines Wundkambiums innerhalb des parenchymatischen
Kallusgewebes als eine tangentiale Verlangerung des von der Verletzung unbeein-
flussten Kambiums; 3- Bildung strikt radial ausgerichteter Xylem- und Phloemzellen
durch die neu gebildeten Wundkambiumabschnitte; 4- Verlangerung des Kambiums,
das nun parallel zum senkrechten Wundrand verlauft und der abschlieBend folgenden
Bildung von Wundphloem und -xylem.
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3.2.2 MikroskorISCHE UND UV-SPEKTROSKOPISCHE BESCHREIBUNG DES VON DEM VWUNDKAMBIUM
GEBILDETEN WUNDXYLEMS

Die Modifikationen der Zellwande des durch ein regeneriertes Wundkambium ge-
bildeten Wundxylems wurde mit Hilfe licht-, elektronenmikroskopischer und UV-
spektroskopischer Methoden untersucht. Besondere Bedeutung wurde hierbei der
Lignintopochemie beigemessen. Hierflr wurden Proben aus den am 24. Juni und 07.
Juli 2002 bei den Kontrollentnahmen entstandenen Wunden (10 x 10 cm?) nach 37, 62
und 95 Wochen enthommen (Abb. 29).

Abbildung 29: Seitlicher Kalluswulst; die Recht-
ecke kennzeichnen die Lage des fiir die TEM und
UV-Spektroskopie entnommenen Xylems; die
Pfeilspitzen zeigen auf Xylem, das in der zweiten
Vegetationsperiode (2004) nach der Wundsetzung
gebildet wurde.

3.2.2.1 STRUKTURELLE BEscHrReiBUNG DES WUNDXYLMES DER VEGETATIONSPERIODEN
2002-2004

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen (Abb. 30a-e) zeigten, dass die Wundxylem-
zellen stark von der axialen Orientierung in einem von einer Verletzung unbeeinfluss-
ten Xylemgewebe abweichen, unabhangig davon, ob bei der Wundxylementwicklung
Phloem eingeschlossen wurde oder nicht (Abb. 30b-e). GefaBe im Wundxylem zeichne-
ten sich durch einen reduzierten Durchmesser und eine geringere Lange im Vergleich
zu unmodifizierten Gefa3en aus und wiesen oft einen welligen, unregelmanigen Verlauf
verbunden mit einer deutlichen Abweichung von der normalen axialen Ausrichtung auf
(Abb. 30d). Modifizierte Wundxylemfasern waren ebenfalls verkirzt und zeigten wie
die GefaBe einen haufig axial welligen, ungeordneten Verlauf (Abb. 30b, d). Diese axi-
alen UnregelmaBigkeiten waren bei einigen GefaBen und Fasern so stark ausgepragt,
dass sie teilweise annahernd horizontal im Xylem verliefen (Abb. 30b-d ). Je nach ihrer
Lage im Kalluswulst verliefen sie hierbei fast senkrecht gegeniber den Holzstrahlen.
Weiterhin wiesen die Wundxylemfasern im Vergleich zu unmodifizierten Fasern leicht
verdickte Zellwande auf (Abb. 30e). Mit zunehmender Kallusbildung, d.h. auch mit
zunehmendem zeitlichen Abstand vom Verletzungszeitpunkt, schwachten sich diese
wundinduzierten Modifikationen wieder ab.



Abbildung 30a-e: Modifiziertes Wundxylem in Wunden mit eingeschlossenem Phloem, 41 Wochen
nach der Verletzung (a-c) und ohne eingeschlossenes Phloem, 42 Wochen nach der Verletzung (d,
e); a) seitlicher Kalluswulst mit vom Wundxylem (Wxy) eingeschlossenem Phloem (ePh) und an
dieses anschlieBende Wundxylemfasern mit verdickter Zellwand (Pfeile); Wundphloem (Wph),
modifiziertes Xylem (mXy); Bereich der Detailaufnahmen b, ¢ (Rechteck); Malistab = 400 pum;




b, ¢) im Durchmesser reduzierte Gefd3e mit leichter radialer Abweichung von der axialen Ausrichtung
(Pfeile) und anndhernd horizontal verlaufende GefiaBle (schwarze Pfeile) im direkt an das einge-
schlossene Phloem anschlieBende Wundxylem; Fasern (Pfeilspitze) mit radialer Abweichung von der
Stammachse; MaBstab = 200 pm; d) modifiziertes Xylem (mXy) und Wundxylem (Wxy) mit Gefdfen
(Pfeile) und Fasern (Pfeilspitzen), die eine starke axiale Abweichung aufweisen; Malistab = 400 pm; e)
deutlich erkennbare Zone von Wundxylemfasern mit verdickter Zellwand (Pfeile), angrenzend an das
aus Kambiumzellen, parenchymatischen Zellen des Phloems und Zellen der Xylemdifferenzierungs-
zone hervorgegangene Kallusparenchym; Maf3stab = 400 pm; Querschnitte (a-c, ¢), Radialschnitt (d);
LM-Auftnahmen, Safranin/Astrablau-Farbung
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Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben, dass die als erstes vom
neuen Wundkambium gebildeten Wundxylemfasern zuséatzliches Sekundarwandma-
terial aufgelagert hatten (Abb. 31a, b; 32a). Nach der Bildung nur weniger zusétz-
licher Zellreihen konnten jedoch keine klar erkennbaren Zellwandverstarkungen
mehr festgestellt werden. Zellzwickel, die in den Jahren 2002 und 2003 nach der
Verletzung gebildet wurden, bestanden aus fur Pappeln ungewdhnlich elektronen-
dichtem Material (Abb. 32b). Auch die Elektronendichte der Zellzwickel nahm wie
zuvor die Sekundarwandstarke mit zunehmender Entfernung vom unmodifizierten
Xylem ab. Innerhalb des im Jahr 2004 gebildeten Wundxylems schien sich sowohl
die Zellwanddicke als auch die Elektronendichte der Zellzwickel den Werten unmodi-
fizierter Xylemzellen (Abb. 31a, b) angeglichen zu haben. Ein weiteres Merkmal des
Wundxylems, besonders jener Bereiche, die unmittelbar an zum Verletzungszeitpunkt
vorhandenes Gewebe anschlossen, waren Strahlparenchymzellen mit starken
Einlagerungen dunkel kontrastierter Inhaltsstoffe.

Abbildung 31a, b: Unmodifiziertes Pappelxylem; a) typische, diinnwandige Fasern (F); Mal3stab =3 um;

b) Zellzwickel und zusammengesetzte Mittellamelle mit Bereichen weniger elektronendichten Materials
(Pfeilspitzen); MaBstab =2 pm; Querschnitte; TEM-Aufnahmen, Kaliumpermanganatkontrastierung



Abbildung 32a, b: Modifiziertes Wundxylem; a) Wundxylemfasern angrenzend an das zum Verletzungs-
zeitpunkt vorhandene Xylem mit deutlichen Sekundarwandverstarkungen (Pfeil); MaBstab = 2 um; b)
Zellzwickeln (Pfeilspitze) mit ungewdhnlich hoher Elektronendichte; Malistab = 1 pm; Querschnitte;
TEM-Aufnahmen, Osmiumkontrastierung

3.2.2.2 UV-SPEKTROSKOPISCHE BESCHREIBUNG DES UNMODIFIZIERTEN KONTROLLGEWEBES

Zur Darstellung der Ligninverteilung sowie der semiquantitativen Bestimmung der
Ligninkonzentration und -zusammensetzung in unmodifiziertem Kontrollgewebe und
modifiziertem Wundxylem wurden die Zellen mit UV-mikrospektrophotometrischen
Methoden untersucht. Fur die detaillierte Darstellung der Mikroverteilung des Lignins in
den verschiedenen Zellwandschichten wurden die Gewebe zunachst mit dem ,Flachen-
Scanning-Verfahren® bei einer konstanten Wellenlange von 280 nm spektroskopiert.
An den gleichen Proben wurden auch Punktmessungen mit einem Durchmesser von
1 um bei variierender Wellenlange von 240 bis 400 nm durchgefiihrt, welche eine
semiquantitative Bestimmung der Ligninzusammensetzung erméglichten.

Beim ,Flachen-Scanning® des unmodifizierten sekundaren Xylems zeigten
Frahholzfasern und -gefaBe mit dinnen S2-Wandschichten relativ geringe und Uber
den Querschnitt der S2 uniforme Absorptionswerte um Abs,,, 0,09 bis Abs, 0,16
(Abb. 33a-c). Die zusammengesetzte Mittellamelle, eine Zusammenfassung aus
Primarwand und Mittellamelle, zeigte héhere Absorptionswerte (Abs,,, 0,16-0,23).
Die hochsten Absorptionen von Abs,,  0,35-0,67 konnten in einigen Zellzwickeln nahe
GefaBen gemessen werden. Im Vergleich zu den Friihholzfasern zeigten die termi-
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nalen Spatholzfasern leicht erhéhte Werte, besonders in der zusammengesetzten
Mittellamelle (Abs,, 0,23-0,35). Die starker ausgepragte S2-Schichtder Spatholzfasern
ergab Absorptionswerte von Abs,., 0,09-0,23. In Zellzwickeln dominierten Werte von
Abs,, 0,35-0,67 (Abb. 33d).

Abbildung 33a-d: UV-spektroskopische Scanningprofile von unmodifiziertem Pappelxylem; Friihholz-
bereich (a-c); Spétholzfasern an der Jahrringgrenze (d); Fasern (F); GefaBe (G), Holzstrahlparenchym
(Pfeile); die farbigen Pixel représentieren die verschieden hohen Absorptionswerte innerhalb der
Zellwinde bei einer Wellenldnge von 280 nm
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Punktmessungen bei variierender Wellenlange ergaben fur die diinnen Sekundarwande
der unmodifizierten Pappelfasern mittlere Absorptionsmaxima bei einer Wellenl&dnge
von 270-272 nm und eine nur schwach ausgepragte Absorptionsspitze (Abb. 34).
Auch flr die zusammengesetzte Mittellamelle lagen die Absorptionsmaxima bei einer
Wellenlange von 272 nm, jedoch bei einem erhéhten Absorptionsniveau (Abb. 34). Far
Zellzwickel bestatigten die Punktmessungen das schon bei den Flachen-Scannings
festgestellte hohe Absorptionsniveau bei einer Wellenlange von 278 nm.

12
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Abbildung 34: Représentative UV-Absorptionsspektren von unmodifizierten Xylemfasern; Absorptions-
maxima der Zellzwickel bei 278 nm, der zusammengesetzten Mittellamelle bei 272 nm und der
Sekundédrwand bei 270-272 nm; die senkrechte Linie markiert eine Wellenldnge von 272 nm

Neben der Charakterisierung durch die eigentlichen Spektren kann mit Hilfe des
Verhaltnisses der Absorptionswerte bei einer Wellenlange von 280 nm und 260 nm
(A, Ay, €ine erganzende Aussage Uber das semiquantitative Konzentrationsver-
héaltnis von den bei Pappeln auftretenden p-Hydroxy-phenylpropan-Einheiten zu den
Guaiacyl- und Syringyllignineinheiten getroffen werden (Tabelle 4). Dies ist mdglich,
da sich die Absorptionsspektren von Guaiacyl- und Syringyl-Ligninkomponenten
stark von denen der p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteile unterscheiden. Wahrend
die Absorptionsmaxima von Syringyl- und Guaiacyleinheiten zwischen 270-280 nm
Wellenlange liegen, befindet sich das der p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteile
bei 260 nm, also im Bereich des Minimums der beiden anderen Bestandteile.

Eine Verdnderung des Verhaltnisses (A, : A

280 260) deutet damit auf eine veranderte

Ligninzusammensetzung hin.
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A280 : A260
Probe Sekundarwand zusammengesetzte Zellzwickel
Mittellamelle
unmodifizierte
Xylemfasern 1,02 1,09 1,29

Tabelle 4: UV-Absorptionsverhiltnis A, : A, verschiedener Zellwandschichten unmodifizierter
Xylemfasern

Bei den UV-mikrospektrophotometrischen Untersuchungen des vom regenerierten
Wundkambium gebildeten Wundxylems wurde zunachst in unmittelbarer Nahe zu dem
zum Verletzungszeitpunkt vorhandenen Xylem begonnen und dann in zunehmendem
rdumlichen und damit auch zeitlichen Abstand zur Verletzung fortgefiihrt. Es wurde
zunéchst das in den Vegetationsperioden 2002 bis 2003 gebildete modifizierte Xylem
betrachtet und danach jenes der Vegetationsperiode 2004.

3.2.2.3 UV-sPEKTROSKOPISCHE BESCHREIBUNG DES WUNDXYLEMS DER VEGETATIONSPERIODEN
2002 unp 2003

Abbildung 35 zeigt reprasentative UV-spektroskopische Scanningprofile eines Wund-
xylembereiches, der in der Vegetationsperiode 2002 gebildet wurde und sich nahe an
zum Verletzungszeitpunkt vorhandenem Xylem befindet. Die Holzstrahlparenchym-
zellen innerhalb dieses Gewebes waren haufig mit kondensierten akzessorischen
Bestandteilen geflllt (Abb. 35a). Das leicht erhéhte Absorptionsmaximum der nur
wenig verdickten Sekundarwand bewegte sich zwischen Abs,,, 0,09 und Abs,,, 0,23.
Die Absorptionswerte der zusammengesetzten Mittellamelle schwankten meist zwi-
schen Abs,,, 0,23 und Abs,,, 0,48, konnten aber in GefaBnahe auch Werte von
Abs,., 0,61 erreichen (Abb. 35b). In den Zellzwickeln lagen sie Gberwiegend zwischen
Werten von Abs,,, 0,42 bis 0,87, erreichten aber auch Werte oberhalb von Abs,
0,93 (Abb. 35a, b). Abweichend von diesen grundlegenden Tendenzen zeigten sich
zwei raumlich begrenzte Bereiche des in der Vegetationsperode 2002 gebildeten
Wundxylems. Die Fasern der Jahrringgrenze zeigten in ihrer Sekundarwand hdhere
Absorptionswerte (bis Abs,,, 0,29) (Abb. 35c). In Zonen, in denen Wundxylemfasern
in unmittelbarer Nahe des auch in spateren Entwicklungsstadien vorhandenem, aus
dem Kallusparenchym hervorgegangenem, ungeordnetem Gewebe lagen, war deren
Sekundarwand héaufig stérker ausgepragt (Abb. 35d).



Abbildung 35a: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem gebildet 2002; Fasern (F) mit
leicht verdickten Sekunddrwénden und mit Inhaltsstoffen gefiilltes Holzstrahlparenchym (Pfeile)
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Abbildung 35b: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem gebildet 2002; Fasern (F) in der
Nihe eines Gefdlles (G) mit hoheren Absorptionswerten in der Mittellamelle (Pfeilspitzen)

Abbildung 35c: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem gebildet 2002; abgeflachte
Fasern (F) der Jahrringrenze 2002/03 mit stark erhohten Absorptionmaxima in der S2
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Abbildung 35d: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem gebildet 2002; Fasern (F) mit
zusétzlich verstirkten Sekundidrwinden (Pfeilspitzen)

Eine Zuordnung der nach der Verletzung gebildeten Zellen zu den einzelnen Vege-
tationsperioden der Jahre 2002 und 2003 war in zahlreichen Wundgewebeabschnitten
nicht exakt moglich, da klare Merkmale wie z.B. die kontinuierliche Abnahme der
GefaBRdurchmesser fehlten. Aus diesem Grund werden die beiden Vegetationsperioden
in der Folge zumeist zusammengefasst.

Die Absorptionswerte in der zusammengesetzten Mittellamelle modifizierter Fasern,
die sich in spéateren Stadien der Wundxylembildung (2002-2003) entwickelt hatten,
zeigten weiterhin eine leichte Erhéhung (Abs,,, 0,23 bis Abs, 0,48), ebenso wie die
Zellzwickel, deren Absorptionswerte von Abs,, 0,42 bis zu Werten von Gber Abs,
0,93 reichten. Im Gegensatz hierzu schienen die Sekundarwanddicke sowie die
Absorptionswerte in der S2 wieder vergleichbar zu denen unmodifizierter Xylemfasern
(Abb. 36a). Die Fasern des Wundxylems, das kurz vordem Ende der Vegetationsperiode
2003 gebildet wurde, zeigten Absorptionsmaxima der Sekundarwand auf z.T. immer
noch leicht erhéhtem Niveau, wogegen sich die Maxima der zusammengesetzten
Mittellamelle weiter auf durchschnittliche Werte zwischen Abs,, 0,23 bis Abs,,, 0,35
verringerten (Abb. 36b). Die Absorptionsmaxima der Zellzwickel hatten ebenfalls eine
leichte Reduzierung erfahren und lagen mit Werten um Abs,, 0,35 bis Abs,, 0,87
weiterhin oberhalb der Maxima unmodifizierter Fasern (Abb. 36c¢). Innerhalb der letz-
ten in der Vegetationsperiode 2003 gebildeten Zellreihen stiegen, wie auch in von
einer Verletzung unbeeinflusstem Gewebe, die UV-spektiroskopisch gemessenen
Absorptionswerte leicht an (Abb. 36d).

Abbildung 36a: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem; wihrend spéterer Stadien der
Wundxylembildung (2002-2003) gebildete Fasern ohne Sekundérwandverdickungen und leicht erhoh-
ten Absorptionswerten



-51-

Abbildung 36b: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem; zum Ende der ersten
Vegetationsperiode des auf die Verletzung folgenden Jahres (2003) gebildet; wieder verringerte,
sich den Werten des unmodifizierten Xylems néhernde Absorptionsmaxima der zusammengesetzten
Mittellamelle (Pfeilspitze) von Fasern

Abbildung 36¢: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem; zum Ende der ersten
Vegetationsperiode des auf die Verletzung folgenden Jahres (2003) gebildet; Zellzwickel zeigen trotz
der abnehmenden Absorptionsmaxima Werte, die iiber denen der Kontrollen liegen (Pfeilspitzen);
Holzstrahl (Pfeil)

Abbildung 36d: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem, das am Ende der ersten
Vegetationsperiode des auf die Verletzung folgenden Jahres (2003) gebildet wurde; leichter Ansteig der
Absorptionswerte bei Sekundiarwinden und Zellzwickel von Spéatholzfasern (F); Friihholzgefaie (G)
unmittelbar an der Jahrringgrenze liegend
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Das bis zum Ende der Vegetationsperiode 2003 gebildete Wundxylem zeigte bei
UV-spektroskopischen Punktmessungen in einem Wellenlangenbereich von 240 bis
350 nm, dass sich die Wellenlangen der Absorptionsmaxima der Sekundarwand von
Kontrollwerten zwischen 270 und 272 nm auf 274 nm verschoben hatten und gleich-

zeitigdas A, A

260

-Verhaltnis von 1,02 auf mittlere Werte von 1,22 anstieg (Tabelle 5;

Abb. 37). Auch bei der zusammengesetzten Mittellamelle stieg dieses Verhaltnis
von 1,09 auf einen Wert von 1,22. Die Wellenlange des Absorptionsmaximums der
Mittellamelle erhéhte sich von 272 bei Kontrollen auf 276 nm. Im Gegensatz dazu
sank das A, : A,,-Verhaltnis der Zellzwickel von 1,29 auf 1,23, wahrend das
Absorptionsmaximum hier unverandert bei 278 nm lag (Tabelle 5; Abb. 37).

280 " 260
Probe Sekundarwand zusammengesetzte Zellzwickel
Mittellamelle
modifizierte
Xylemfasern 1,22 1,22 1,23

Tabelle 5: UV-Absorptionsverhéltnis A, : A,
fasern der Vegetationsperioden 2002 und 2003

: A, verschiedener Zellwandschichten modifizierter Xylem-
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Abbildung 37: Reprisentative UV-Absorptionsspektren von modifizierten, in den Vegetationsperioden
der Jahre 2002 und 2003 gebildeten Wundxylemfasern; Absorptionsmaxima der Zellzwickel bei 278 nm,
der zusammengesetzten Mittellamelle bei 276 nm und der Sekunddrwand bei 274 nm; die senkrechte

Linie markiert eine Wellenlédnge von 272 nm



-53-

3.2.2.4 UV-SPEKTROSKOPISCHE BESCHREIBUNG DES WUNDXYLEMS DER VEGETATIONSPERIODE
2004

Die Sekundarwénde von Wundxylemfasern, die in der Vegetationsperiode 2004, also
fast 2 Jahre nach der Verletzung gebildet wurden, ergaben Absorptionsmaxima um
Abs,. 0,09 (Abb. 38). Diese Werte lagen auf dem Niveau unbeeinflusster Fasern.
Auch die Absorptionswerte der zusammengesetzten Mittellamellen mit Abs,, 0,16 bis
Abs,., 0,23 und der Zellzwickel mit Abs,, 0,35 bis Abs,,, 0,74 lagen nun wieder auf

Kontrollniveau (Abb. 38).

Abbildung 38: UV-spektroskopische Scanningprofile von Wundxylem, gebildet zu Beginn der zweiten
Vegetationsperiode (2004) nach der Wundsetzung; Friihholzfasern mit erhdhten Absorptionswerten nur
in wenigen Zellzwickel

Im Gegensatz zu den sich normalisierenden Absorptionsniveaus der Flachen-
Scannings zeigten die UV-spektroskopischen Punktmessungen gegenuber den
Referenzproben Verschiebungen der Absorptionsmaxima und daraus resultierend auch
veranderte A, : A, ,-Verhaltnisse (Tabelle 6; Abb. 39). So lagen die Wellenlangen der
Absorptionsmaxima der Sekundarwande bei 272 nm und die der zusammengesetz-
ten Mittellamellen erhdhten sich auf 274-276 nm. Fir die S2-Schicht errechneten sich
erhdhte A, . A, ,-Verhaltnisse von 1,23 und fur die zusammengesetzte Mittellamelle
von 1,21 (Tabelle 6). In den Zellzwickeln sank hingegen das A, : A, -Verhéltnis wei-
ter auf 1,21 ab, und auch die Wellenl&dngen der Absorptionsmaxima verschoben sich

zu kurzeren Langen auf etwa 276 nm.

A280 : A260
Probe Sekundarwand zusammengesetzte Zellzwickel
Mittellamelle
modifizierte
Xylemfasern 1,23 1,21 1,21

Tabelle 6: UV-Absorptionsverhiltnis A : A, verschiedener Zellwandschichten bei modifizierten Xy-

lemfasern, die in der Vegetationsperiode 2004, also etwa 2 Jahre nach der Verletzung gebildet wurden.
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Abbildung 39: Reprisentative UV-Absorptionsspektren von modifizierten, in der Vegetationsperiode des
Jahres 2004 gebildeten Wundxylemfasern mit verschobenen Absorptionsmaxima; Absorptionsmaxima
der Zellzwickel bei 276 nm, derzusammengesetzten Mittellamelle bei274-276 nmund der Sekundérwand
bei 272 nm; die senkrechte Linie markiert eine Wellenlédnge von 272 nm

Die mikroskopischen und UV-mikrospektrophotometrischen Untersuchungen ha-
ben gezeigt, dass sich das von einem regenerierten Wundkambium gebildete
Wundxylem von dem von einer Verletzung unbeeinflussten Xylem unterscheidet.
Diese Modifikationen, wie z.B. veranderte Zellartenanteile, abweichende axiale
Orientierung, ungeordnete Ausrichtung der verkirzten GefaBe und Fasern sowie eine
veranderte Zellwandzusammensetzung, nehmen mit zunehmendem zeitlichem wie
auch raumlichem Abstand von der Verletzung ab und n&hern sich wieder den Werten
des Referenzmaterials.
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3.2.3 MIkrOsSkoOPISCHE UND UV-SPEKTROSKOPISCHE BESCHREIBUNG DER DURCH EINE VERLETZUNG
INDUZIERTEN VERANDERUNGEN INNERHALB DES ZUM VERLETZUNGSZEITPUNKT DIFFEREN-
ZIERENDEN XYLEMS

Zur Bestimmung des Einflusses einer Verletzung auf das zum Verletzungszeitpunkt
differenzierende Xylem dienten vier Populus tremula x P. tremuloides-Hybriden und
eine Populus tremula. Untersucht wurden im Schwerpunkt Wunden vom 7. Juli 2002
und 23. Juni 2003 nach 2, 4, 10, 17, 62 und 95 Wochen.

Lichtmikroskopisch konnte gezeigt werden, dass eine Verletzung die Entwicklung
von differenzierenden Xylemzellen beeinflusst. Diese Zellen befinden sich stets in der
Ubergangszone zwischen dem vor dem Verletzungszeitpunkt gebildeten Xylem und
nach der Verletzung angelegten Geweben (Abb. 40a-c).
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Abbildung 40a-c: Kallus mit Ubergangszone zwischen vor und nach der Verletzung gebildetem Xylem
a) Entnahmebereich innerhalb des seitlichen Uberwallugswulstes (Kistchen); b) Schema eines Quer-
schnittes durch eine solche Probe mit der Zone modifizierter Fasern (Schraffur) in der Ubergangszone
(Pfeile); Lage der Probenbereiche fiir TEM und UV-Mikrospektrophotometrie (Késtchen); c¢) Querschnitt
durch einen Kallus nach 37 Wochen Reaktionszeit, Phloem (Ph), Wundxylem (Wxy), Xylem (Xy), Zone
modifizierter Fasern (Pfeile); MaB3stab = 600 um; LM-Aufnahme, Safranin/Astrablau-Féarbung
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In der Zone des zum Verletzungszeitpunkt differenzierenden Xylems zeigte sich als
Verletzungsreaktion die Entwicklung deutlich dickwandiger Fasern, die in dieser Form
in Kontrollen nicht gebildet wurden (Abb. 41a, b). Das Vorkommen septierter Fasern,
teilweise mit Calciumoxalatkristallen, war ein weiteres strukturelles Merkmal in dieser
Ubergangszone (Abb. 41c).
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gangszone; a) unmodifiziertes Pappelxylem mit den typischen, diinnwandigen Fasern; Malistab =
600 um; Querschnitt, Giemsafirbung; b) modifizierte Xylemfasern mit stark verdickten Zellwénden,
acht Wochen nach der Verletzung (Pfeile); intensivere Floureszenz deutet auf einen hheren Ligningehalt
hin; MaBstab = 100 pm; Querschnitt, Neutralrotfarbung unter UV-Anregung; c) Ubergangszonen-
Bereich mit weniger deutlichen Wandverdickungen acht Wochen nach der Wundsetzung, septierte
Fasern (Pfeile), Wundkallus (Wka); Malistab = 200 pm; Radialschnitt, Giemsaférbung
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Solche Kristalle fanden sich besonders zahlreich in Axialparenchym- und Faserzellen
am Rand der Ubergangszone zum sich neu entwickelnden Gewebe (Abb. 42a, b).

Abbildung 42a, b: Calciumoxalatkristalle in
der Ubergangszone; a) Kristalle in Axialparen-
chymzellen (Pfeilspitzen); dickwandige Fasern
der Ubergangszone (weiBer Pfeil) und Gefife
z.T. ohne (G) und mit Thyllen (schwarzer Pfeil),
Wundkambium (Wk); Malstab = 200 pm;
Radialschnitt, LM-Aufnahme, Giemsafarbung;
b) Kristalleinlagerung (Pfeilspitzen) im Xylem
der Ubergangszone zum sich neu entwickeln-
den, noch parenchymatischen Wundgewebe;
regelhaft auftretende Kristalle im Phloem
(Pfeil); MaBstab = 200 um; Querschnitt, LM-
Aufnahme, polarisiertes Licht

Durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde deutlich, dass mo-
difizierte Fasern der Ubergangszone, im Gegensatz zu Kontrollfasern (Abb.
43a, b), zusatzliches Sekundarwandmaterial auflagerten. Diese wundinduzierte
Sekundarwandverstarkung fuhrte zu drei elektronenmikroskopisch unterscheidbaren
Arten des Sekundarwandaufbaus, wogegen die Zellzwickel des modifizierten Xylems
gleichbleibend durch Material hoher Elektronendichte gekennzeichnet waren (Abb.
43c-h). Eine Gruppe von Xylemfasern zeigte eine verdickte S2-Schicht (Abb. 43c,
d), wahrend in einer zweiten Gruppe auf die S2 eine zuséatzliche Wandschicht auf-
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gelagert wurde (Abb. 43e, f). In einer dritten, kleineren Gruppe von Xylemfasern der
Ubergangszone bildete sich eine Sekundarwand mit einem an Sklereiden erinnernden
Wandaufbau aus zahlreichen Unterschichten (Abb. 43g, h).
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Abbildung 43a-h: TEM-Aufnahmen von Querschnitten durch unmodifiziertes Xylem (a, b) und modi-
fiziertes Gewebe der Ubergangszone (c-h); a) typische diinnwandige Xylemfasern; Zellzwickel aus
fibrillirem, nur wenig elektronendichtem Material (Pfeilspitze); Malstab = 3 um; b) Zellzwickel
aus Abb. 43a (Pfeilspitze) mit geringer und heterogen erscheinender Elektronendichte; Mafistab =
1 um; Osmiumkontrastierung; c) Fasern (F) mit verdickter S2-Schicht; elektronendichte Zellzwickel
(Pfeilspitzen); GefdB (G); MaBstab = 3 um; Kaliumpermanganatkontrastierung; d) modifizierte
Xylemfaser mit einer deutlich verdickten S2-Schicht (Pfeil); MafBstab=3 pm; Osmiumkontrastierung; )
Fasern mit nur einer zusétzlichen Sekundérwandschicht (Pfeile); Maf3stab =2 pm; Kaliumpermanganat-
kontrastierung; f) Detail aus (e), S1 (Pfeilspitze), Sekunddrwand (S2) und wundinduzierte zusétzliche
Sekundarwandschicht (Pfeil); Mafistab = 1 um; g) Fasern mit mehreren zusétzlichen Sekundarwand-
Lamellen (Pfeilspitzen); Mafistab = 2 um; Kaliumpermanganatkontrastierung; h) Detail aus (g);
MaBstab =1 um
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Fir eine Darstellung der Ligninverteilung im modifizierten Xylem innerhalb der
Ubergangszone wurden zundchst UV-spektroskopische Scanningprofile angefertigt.
Obwohl die Messungen nach unterschiedlich langen Zeitrdumen der Wundreaktion
durchgefuhrt wurden, handelte es sich stets um weitestgehend ausdifferenziertes
Xylem, das sich zum Zeitpunkt der Verletzung in der Phase der Differenzierung be-
fand. Alle dargestellten Werte werden nebeneinander gestellt und sind nicht als chro-
nologische Abfolge zu verstehen.

Bereits vier Wochen nach der Verletzung befanden sich zahlreiche Fasern und Gefal3e
innerhalb der Ubergangszone in verschiedenen Stadien der Sekundéarwandverdickung.
Die Flachen-Scannings der Zellen zeigten, dass sich die Sekundarwande aus
Unterschichten zusammensetzten, deren Absorptionswerte zwischen Abs,, 0,09
und Abs, 0,48 lagen (Abb. 44). Die niedrigsten Absorptionswerte zeigten stets
die lumenseitigen Sekundarwandschichten der verdickten Faserwande. Sehr hohe
Absorptionswerte wurden regelhaft in der zusammengesetzten Mittellamelle zwischen
Fasern ( Abs,,, 0,55 - 0,68) sowie auch in den Zellzwickeln gemessen ( Abs,, 0,81
- 0,94). Die Absorptionswerte in GefaBwanden erschienen ebenfalls heterogen mit
ungewohnlich hohen Absorptionsmaxima von Abs, ., 0,68 bis zu Abs,, 0,87 in der zu-
sammengesetzten Mittellamelle zwischen GeféaBen und Faserzellen (Abb. 44).

Abbildung 44: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Xylem der Ubergangszone;
Fasern mit verdickten Sekunddrwinden (Pfeile) und ein kleines GefaBl (G) vier Wochen nach der
Verletzung

In Abbildung 45 ist die Verteilung der Absorptionsmaxima in modifizierten Gefaf3en
und in Fasern mit extrem stark ausgepragter Verdickung der Sekundarwande nach 62
Wochen Reaktionszeit dargestellt. Die Lumina der Uberwiegenden Zahl dieser Fasern
waren durch verdickte Zellwande auf ein Minimum reduziert (Abb. 45a). In einigen dieser
Fasern war das verbliebene Lumen zusatzlich mit UV-absorbierenden Einlagerungen
geflllt (Abb. 45b). Die inhomogen verteilten Absorptionswerte innerhalb der ver-
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dickten S2 variierten zwischen Abs,., 0,09 und Abs,,, 0,42. Diese Variationsbreite
konnte sowohl auf Gewebeebene als auch innerhalb der Sekundarwand einer einzel-
nen Zelle auftreten. Obwohl die zweidimensionalen Darstellungen der Verteilung der
Absorptionswerte diesen heterogenen Eindruck bestatigten, zeigten die dreidimensi-
onalen Scanning-Profile deutlich, dass auch bei diesen Zellwanden eine annahernd
geordnete Konzentrationsabfolge in den Sekundarwandschichten vorlag (Abb. 45a-
c). Innerhalb der zusammengesetzten Mittellamelle schwankten die Absorptionswerte
von Abs,, 0,61 bis Abs,,, 0,81. In den Zellzwickeln wurden Werte von Abs,,, 0,81 bis
zu Werten oberhalb von Abs,,, 0,94 ermittelt. Die in den GefaBwéanden erhaltenen
Absorptionswerte zeigten neben einer heterogenen Verteilung ungewohnlich hohe
Spitzenwerte in der zusammengesetzten Mittellamelle (Abs,,, 0,29 - 0,62) (Abb. 45c).

Fir die Sekundarwande der Gefal3e wurden Absorptionswerte um Abs, 0,23 - 0,42

und far Zellzwickel von Abs,,, 0,55 bis Abs,,, 0,94 gemessen (Abb. 45c).

Abbildung 45a: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Xylem der Ubergangszone;
62 Wochen nach der Verletzung; Fasern mit extrem verdickten Sekunddrwidnden und heterogener
Ligninverteilung

Abbildung 45b: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Xylem der Ubergangszone;
62 Wochen nach der Verletzung; Fasern mit deutlich verdickten Sekundidrwénden; einige Fasern sind
mit UV-absorbierenden Inhalten gefiillt (Pfeil), Zellzwickel mit extrem hohen Absorptionswerten
(Pfeilspitzen)
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Abbildung 45c: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Xylem der Ubergangszone;
62 Wochen nach der Wundsetzung; Gefal (G) mit hohen Absorptionswerten in der Zellwand und Fasern
(F) mit ausgepréagten Sekunddrwandverdickungen

Die Verteilung der Absorptionswerte in der Ubergangszone fiir GefaBe, Fasern und
Xylemstrahlparenchymzellen nach einer fast 24 Monate dauernden Wundreaktionszeit
ist in den UV-Flachen-Scannings von Abbildung 46 dargestellt. In dem hier untersuch-
ten modifizierten Gewebe sind auch hohe Absorptionswerte in der gesamten verdick-
ten Zellwand von Fasern und GefaBBen zu erkennen (Abb. 46a). In der Sekundarwand
von GefaBen schwankte die Absorption, wie schon nach 62 Wochen Reaktionszeit,
zwischen Abs, 0,23 und Abs,, 0,42, und in deren zusammengesetzter Mittellamelle
von Abs,. 0,48 bis 0,68. In Zellzwickeln wurden Werte von Abs,,, 0,55 - 0,94 auf-
gezeichnet (Abb. 46a). Die Flachen-Scannings dokumentieren flr die verdickte
Sekundarwand von Fasern heterogen verteilte Absorptionswerte von Abs,, 0,16 -
0,35. Innerhalb der Zellzwickel und der zusammengesetzten Mittellamellen lagen die
dargestellten Werte bei Abs,,, 0,42 -0,94 und Abs,,, 0,23 bis 0,55 (Abb. 46a, b). Die
Xylemstrahlparenchymzellen waren haufig mit UV-absorbierenden Inhalten gefllt, de-
ren Absorptionswerte bis tUber Abs,,, 0,94 reichten (Abb. 46c).

Abbildung 46a: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Xylem der Ubergangszone;
24 Monate nach der Verletzung; Gefafl (G) mit erhohten Absorptionswerten in der Zellwand und Fasern
(F) mit extremen Sekunddrwandverdickungen
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Abbildung 46b: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Xylem der Ubergangszone;
24 Monate nach der Verletzung; dickwandige, teilweise radial abgeflachte Fasern (Pfeil) mit erhdhten
Absorptionswerten

Abbildung 46¢: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Xylem der Ubergangszone;
24 Monate nach der Verletzung; Xylemstrahlparenchymzellen mit UV-absorbierenden Inhalten gefiillt
(Pfeilspitzen) und Fasern mit erh6hten Absorptionswerten

Zur semiquantitativen Ligninanalyse wurde das UV-Absorptionsverhalten im Xylem
der Ubergangszone mit Punktmessungen in einem Wellenléangenbereich von 240 -
400 nm untersucht. Die fur das Referenzmaterial gemessenen Werte sind bereits in
Abschnitt 3.2.2.2 dargestellt worden. Innerhalb der deutlich verdickten Sekundarwéande
der modifizierten Fasern in der Ubergangszone ergab sich im Vergleich zu unmodifi-
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zierten Xylemfasern der Kontrollen eine regelhafte Verschiebung der Wellenlange der
Absorptionsmaxima von 270-272 nm auf 272-274 nm. Auch innerhalb der zusammen-
gesetzten Mittellamelle verschoben sich die Spektren hin zu gré3eren Wellenlangen
(von 272 nm zu 274-276 nm). Ausnahmen bildeten die in den Zellzwickeln gemesse-
nen Absorptionsmaxima, deren Wellenlange von Uberwiegend 276-280 nm sich nicht
klar von den Werten des Referenzmaterials (278 nm) unterschieden (Abb. 47a-e).
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Abbildung 47a-e: Représentative UV-Absorptionsspektren von Xylemfasern mit verdickten Sekundér-

wénden nach unterschiedlich langen Perioden der Wundreaktion; (a) 2, (b) 4, (¢) 17, (d) 62 und (e) 95
Wochen nach der Verletzung; die senkrechte Linie markiert eine Wellenldnge von 272 nm
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Das Verhaltnis der Absorptionswerte bei Wellenlangen von 280 nm und 260 nm
(A, - Ag-Verhéltnisse) zeigte sich im Vergleich zu den Werten unmodifizierter Fasern
in allen Faserproben des modifizierten Xylems in der Ubergangszone erhéht, unab-

hangig vom Entnahmezeitpunkt (Tabelle 7). Ausnahme bildeten nur die Zellzwickel.

A_:A

280 260

zusammengesetzte

Mittellamelle Zelizwickel

Probe Sekundarwand

modifizierte
Xylemfasern

2 Wochen 1,20 1,25 1,29
Wundreaktionszeit

modifizierte
Xylemfasern
4 Wochen
Wundreaktionszeit

1,18 1,20 1,25

modifizierte

Xylemfasern
17 Wochen 1,20 1,29 1,26

Wundreaktionszeit

modifizierte

Xylemfasern

62 Wochen
Wundreaktionszeit

1,16 1,19 1,25

modifizierte

Xylemfasern

95 Wochen
Wundreaktionszeit

1,34 1,33 1,33

Tabelle 7: UV-Absorptionsverhiltnis A, : A verschiedener Zellwandschichten von Xylemfasern der

Ubergangszone mit verdickter Sekundirwand, entnommen nach verschieden langen Zeitspannen nach
der Verletzung

Zusammenfassend betrachtet haben die mikroskopischen Untersuchungen gezeigt,
dass Xylemfasern, die zwischen dem zum Zeitpunkt der Verletzung vorhandenen dif-
ferenzierten Xylem und den nach der Verletzung gebildeten Geweben liegen, eine
wundinduzierte Verdickung der Sekundarwande erfuhren. Die UV-mikrospektropho-
tometrischen Messungen haben zusatzlich gezeigt, dass die Absorptionswerte in der
Sekundarwand, der zusammengesetzten Mittellamelle sowie in den Zellzwickeln er-
hoht und heterogen waren.

Die Spektren der in den Lumina der Fasern und Holzstrahlparenchymzellen gemes-
senen stark UV-absorbierenden Inhaltsstoffe und ihre Bedeutung flr die Bestimmung
der Ligninverteilung sind in Anhang 1 aufgefthrt (Anhang 1; S. 105-108).



-67-

4. Diskussion und Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit strukturellen, ultrastrukturellen und topo-
chemischen Untersuchungen zur Wundreaktion von Pappelhybriden nach einer
Verletzung bis an das Xylem des Stammes. Aus der Zielsetzung der Arbeit ergeben sich
vier grundlegende Fragen, die im Folgenden mit Hilfe der Untersuchungsergebnisse
beantwortet und in Beziehung zu anderen Studien diskutiert werden.

- Kann durch eine Verletzung wahrend der Vegetationsruhe Zellteilungsakti-
vitat induziert oder zu Beginn der Vegetationsperiode eine frihere Reaktivie-
rung der Zellteilung ausgel6st werden?

- Welche Gewebe sind an der Regeneration eines Wundkambiums und in der
Folge der Bildung eines Uberwallungswulstes beteiligt?

- Wie unterscheidet sich das von diesem Wundkambium gebildete Gewebe
feinstrukturell und lignintopochemisch von unbeeinflusstem Gewebe?

- Welchen Einfluss haben Stammverletzungen auf die zum Verletzungs-
zeitpunkt differenzierenden Zellen des Xylems?

4.1 Kann durch eine Verletzung wahrend der Vegetationsruhe Zellteilungsaktivitat
induziert oder zu Beginn der Vegetationsperiode eine frihere Reaktivierung der
Zellteilung ausgeldst werden?

Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Reaktionen innerhalb der von einer Verlet-
zung beeinflussten Gewebe denen des unbeeinflussten Kambiums gegenubergestellt.
Die Kambialdynamik der untersuchten Baume diente als Indikator flir das Einsetzen
der Vegetationsperiode und ermoglichte dadurch die Zuordnung der Wundreaktionen
zu den Phasen der Vegetationsruhe bzw. der Vegetationsperiode.

Das Einsetzen der Holzbildung im Fruhjahr wird durch ein komplexes Zusammenspiel
zahlreicher exogener und endoger Faktoren bestimmt. Zu diesen Faktoren z&hlen
zum Beispiel die Temperatur, Nahrstoffe, Mineralien, der Wasserpotentialgradient,
sowie Phytohormone, oder genauer deren Konzentrationsschwankungen sowohl in
axialer als auch in radialer Richtung (z.B. Savidge, 1996, 2001; Sundberg et al., 2000).
Der polaren, basipetalen Ausbreitung des Auxins von den Knospen/Blattern zu den
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Wourzeln folgend, setzt bei zerstreutporigen Baumarten die Xylem- und Phloembildung
entlang des sich bildenden Auxingradienten ein (Aloni, 1991, 2004; Savidge, 1996;
Sundberg et al., 2000). Bei Pappel unterliegt die Kambiumreaktivierung deutlich diesem
Schema. So zeigten Untersuchungen mehrfach, dass die ersten FrihholzgefaBe zu
einem Zeitpunkt entstehen, wenn die Blatter sich annédhernd voll entwickelt haben
(z.B. Larson, 1962, 1994; Fahn und Werker, 1990; Aloni, 1991; Sundberg et al.,
2000; Schmitt et al., 2000). Ladefoged (1952) beobachtete dieselben Tendenzen
und ermittelte fUr unterschiedliche Baumarten, in welchen Zeitrdumen nach dem
Aufbrechen der Knospen die Holzbildung im Stamm einsetzt. Auf Grund der bekannten
stimulativen Wirkung der IAA (indol-3-acetic acid = Auxin) auf die Holzbildungsaktivitat
wurde in der vorliegenden Arbeit neben den ultrastrukturellen Untersuchungen
zur Zellteilungsaktivitat der Zustand der Knospen als zusatzlicher physiologischer
Parameter zur Bestimmung des Reaktivierungszeitpunktes des Kambiums verwendet.
Die Pappelknospen waren am 27. April deutlich erkennbar geéffnet. Der Zeitraum, in
dem die Holzbildung demnach eingesetzt haben kdnnte, konnte jedoch nicht genauer
benannt werden, da in der Literatur keine Angaben Uber die Zeitspanne zwischen
Knospenaufbruch und Einsetzen der Holzbildung bei Pappel vorliegen. Durch die
licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte, trotz der fehlenden
Informationen Uber diesen zeitlichen Zusammenhang, der Zeitraum beginnender
Reaktivierung und das Einsetzen der Zellteilung im Kambium bestimmt werden.

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen des Kambiums zeigten erste, reaktivierungs-
bedingte Verdnderungen ab dem 10. April 2001. Zu diesem Zeitpunkt konnten erste
Volumenerweiterungen der Kambiumzellen festgestellt werden. Wahrend derfolgenden
zehn Tage wurden weitere Veranderungen eingeleitet, die fir die Reaktivierung eines
Kambiums unterschiedlicher Baumarten kennzeichnend sind (z.B. Farrer und Evert,
1997a; Arend und Fromm, 2003). Ist das Ruhekambium durch zahlreiche kleine
und mit dunklen Inhalten geflllite Vakuolen gekennzeichnet, so verloren diese nun
ihre Inhalte und fusionierten zu wenigen groBen Vakuolen. In Ubereinstimmung mit
anderen Studien erscheint das Plasma weniger dicht und an die Stelle des in der
Vegetationsruhe seltenen und Uberwiegend glatten ERs tritt nun das raue ER; auch
treten vermehrt Polysomen auf (z.B. Farrer und Evert, 1997a; Arend und Fromm,
2003). Das aktive Kambium der von uns untersuchten Populus tremula x P. tremuloides
zeigt, korrespondierend zu dem aktiven Kambium von Populus trichocarpa (Arend
und Fromm, 2003), zahlreiche aktive, Vesikel produzierende Dictyosomen und ein
Plasmalemma, das im Gegensatz zur Vegetationsruhe unregelmaBig verlauft und
zahlreiche Einstllpungen sowie Fusionen mit Vesikeln aufweist. Die von Arend und
Fromm (2003) beobachtete Reduktion der Lipidtrépfchen bestatigte sich in dieser
frihen Phase der Kambiumaktivitat noch nicht, konnte aber wenig spaterim hochaktiven
Kambium belegt werden. Deutlichstes Kennzeichen fir die Aktivitat des Kambiums am
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20. April aber waren dinne, neue Tangentialwande, die sich in der 1-3 Zellreihen vom
Xylem entfernten Initialzone des Kambiums entwickelt haben.

Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden, dass die Reaktivierungsphase
des Kambiums strukturell um den 10. April einsetzte und bis zum 20. April dauerte. Mit
Hilfe des so ermittelten Endes der Vegetationsruhe kénnen nun die Wundreaktionen
den Perioden der Vegetationsphase bzw. -ruhe zugeordnet werden.

Zahlreiche Arbeiten belegen die positive Wirkung einer sofortigen Wundabdeckung mit
einerlichtundurchlassigen Folie wahrend der Vegetationsperiode (Noel, 1968; Chudnoff,
1971; Shortle und Shigo, 1978; Zhengli und Keming, 1988; McDougall und Blanchette,
1996; Novitskaya, 1998; Stobbe et al., 2002a, b, 2003). An Alleebdumen durchgefihrte
Studien fuhrten zu dem Schluss, dass die untersuchten Laubbaumarten, unabhangig
vom Verletzungszeitpunkt, nach einer zeithahen Abdeckung der Wunde mit einer Folie
in der Lage sind, einen Flachenkallus zu entwickeln (Stobbe, 2001). Fir Pappel zeigte
sich hierbei, dass an Wunden, die am Ende der Vegetationsperiode bzw. wahrend der
Vegetationsruhe gesetzt wurden, eine deutlich starkere Flachenkallusbildung einsetzte
als bei Wunden, die zu Beginn oder in der Mitte der Vegetationsperiode entstanden
(Stobbe, 2001). Die Flachenkallusbildung bei Pappeln schien demnach gut geeignet,
um zu Uberprifen, ob Zellteilungen in der Vegetationsruhe induziert werden kénnen
oder sich ein friheres Einsetzen der Zellteilungen zu Beginn der Vegetationsperiode
erzielen lasst. Um zu verhindern, dass sich die Kambiumzellen noch in einem Stadium
reduzierter Stoffwechselaktivitat befinden, also noch Reaktionspotential besitzen (z.B.
Farrarund Evert, 1997a, b) und noch keine vollstandige physiologische Ruhe eingetreten
ist, oder Zellen der Phloemdifferenzierungszone noch aktiv sind (Ladefoged, 1952),
wurden die Wunden erst im Dezember gesetzt.

Der Zeitpunkt der Verletzung beeinfluBt die Geweberegeneration auf unterschiedliche
Artund Weise. Erfolgt sie in der Vegetationsruhe, so I8st sich das Gewebe Gberwiegend
im Phloembereich, wahrend es sich in der Vegetationsperiode vornehmlich innerhalb
des undifferenzierten Xylems ablést (Zhengli und Keming,1988; Stobbe, 2001). Dies
hat zur Folge, dass die Zellartenzusammensetzung auf der Wundoberflache und damit
die zu einer Kallusbildung fahigen Zellarten in Abhangigkeit vom Verletzungszeitpunkt
variieren. Die Gewebetrennung erfolgte bei den Pappeln Gberwiegend im sekundéaren,
nicht kollabierten Phloem, so dass neben dem Kambium die parenchymatischen Zellen
des Phloems fur die Kallusbildung erhalten blieben.

Ein weiterer Faktorist die Abhangigkeit aktiver Wundreaktionsmechanismen wie z.B. die
Bildung von Thyllen, die Synthese akzessorischer Bestandteile und die Kallusbildung
von physiologisch aktiven Zellen. Sowohl Art und Menge der verfugbaren Zellen und
der in ihnen far Kompartimentierungsreaktionen gespeicherten Reservesubstanzen ist
saisonalen Schwankungen unterworfen (z.B. Noel, 1970; Liese und Dujesiefken, 1989;
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Schmitt und Liese, 1992a; Liese und Dujesiefken, 1996; Dujesiefken et al., 2005).
Dujesiefken et al. (1991) konnten an Ahorn und Esche zeigen, dass die Intensitat
einer Kambialnekrose sowie die Seitenkallusbildung stark von der Verletzungszeit
abhangen. Bei Verletzungen in der Vegetationsruhe starben die Kambiumzellen
weitrdumiger ab, und es entwickelte sich weniger Seitenkallus als bei Verletzungen
zu Beginn der Vegetationsperiode. Eine Sudie an Eucalyptus spp. fihrte zu dem
Ergebnis, dass Perioden geringer kambialer Aktivitat immer mit einer schwach aus-
gepragten Kallusentwicklung zusammenfallen (Chudnoff, 1971). Untersuchungen der
Flachenkallusbildung einheimischerLaubbaumarten ergaben ebenfalls einendeutlichen
jahreszeilichen Einfluss, der zwischen den Baumarten stark variierte. Wahrend Ahorn
und Pappel nach einer Verletzung in der Vegetationsruhe den starksten Flachenkallus
entwickelten, zeigten Buche und Hainbuche eine gegenlaufige Tendenz (Stobbe,
2001). Die Kallusbildung, aktive Wundreaktionsmechanismen und die Zellteilungs-
aktivitat eines von einer Verletzung unbeeinflussten Kambiums scheinen demnach
gleichermalBen von jahreszeitlichen Faktoren determiniert zu werden.

Obwonhl sich auf den Wundflachen der Pappeln nur in wenigen Zonen Kallusgewebe
entwickelte, kbnnen zwei Reaktionsmuster unterschieden werden. Bei der einen
Variante I6sten sich die normalen Gewebestrukturen auBerhalb des Xylems auf,
d.h. alle parenchymatischen Zellen des Phloems sowie das Kambium sind von der
Zellproliferation und Zellteilung betroffen (Typ 1). Bei der zweiten Variante proliferierten
ausschlieBlich die parenchymatischen Zellen des Phloems und wenige Zellen des
auBeren Kambiums; die Kambiumstrukturen selbst blieben weitestgehend erhalten,
und es fehlten die fir Kallusgewebe charakteristischen Merkmale, beispielsweise
die Interzellularen (Typ 2). Unabhéngig von diesen zwei Reaktionsmustern traten
starke Unterschiede bezuglich des Zeitpunktes der ersten Reaktivierungsvorgange
auf. Wahrend in einigen Wundbereichen eine Zellproliferation erst im Mai einsetzte,
also lange nachdem das Kambium zellteilungsaktiv wurde, begann sie in anderen
Gewebeabschnitten bereits im Marz. In Teilbereichen der Wundoberflache prolife-
rierten parenchymatische Zellen des sekundaren Phloems und des Kambiums bereits
14 Wochen nach der Verletzung (26. Marz2001). Erste ZellvergréBerungen im Kambium
des Referenzgewebes setzten zeitlich verzdgert ein und konnten erst 14 Tage spater,
also um den 10. April 2001, mikroskopisch festgestellt werden. Weitere zehn Tage
spater (20. April) wurden im Kambium der Kontrollen erste neue Tangentialwande als
Hinweis auf einsetzende Zellteilungen sichtbar. Zu diesem Zeitpunkt hatte sich in den
Bereichen der Kallusbildung schon ein mehrere Zellen breites Gewebe entwickelt.
Bis zum Ende der Untersuchungen (22. Juni 2001) konnte weder die Entwicklung eines
Phellogens noch eines Wundkambiums beobachtet werden, welche kennzeichnend
fir Wundreaktionen und Flachenkallusbildung wéahrend der Vegetationsperiode sind
(Oven et al., 1998; Stobbe et al. 2002).
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Aus den vorstehenden Ergebnissen kann geschlossen werden, dass durch eine
Verletzung in der Vegetationsruhe keine unmittelbar folgende Zellteilung induziert
werden konnte. Es wurden vielmehr in Teilbereichen des auf der Wundoberflache
verbliebenen Gewebes zeitlich vorverlegte Zellteilungen eingeleitet. Setzt man
voraus, dass zwischen den ersten beobachteten Reaktivierungsvorgangen sowie dem
Einsetzen der Zellteilungen im Kallus und im unbeeinflussten Kambium eine identische
Zeitspanne liegt, hatte die Zellteilung im Kallus um den 05. April 2001 begonnen. Sie
setzte demnach zu einem Zeitpunkt ein, an dem sich das unbeeinflusste Kambium
physiologisch bereits in der Reaktivierungsphase befand. Die Zellteilungsaktivitat auf
einer Wundflache, unabhangig davon, welches Reaktionsmuster betrachtet wird, muss
als abhangig von der Zellteilungsaktivitdt des unbeeinflussten Kambiums und den
jahreszeitlichen Bedingungen angesehen werden und bestatigt damit entsprechende
Ergebnisse friherer Studien (z.B. Chudnoff, 1971; Dujesiefken et al., 1991).

4.2 Welche Gewebe sind an der Regeneration eines Wundkambiums und in der Folge
der Bildung eines Uberwallungswulstes beteiligt?

Bei der Identifizierung der an der Regeneration eines Wundkambiums und der
anschlieBenden Entwicklung eines Uberwallungswulstes beteiligten Gewebe bzw. Zell-
arten wurden zwei Entwicklungsablaufe festgestellt. Diese lassen sich morphologisch
als zwei eigenstandige Strategien (A, B) definieren. Beide Entwicklungsstrategien
kénnen an einem Baum in unterschiedlichen Wunden auftreten oder sogar innerhalb
verschiedener Abschnitte eines einzelnen Uberwallungswulstes parallel vorkommen.
Bei beiden Strategien ist der erste Entwicklungsschritt, der nach der Degeneration
der parenchymatischen Zellen am Wundrand einsetzt, identisch. Dabei werden grof3-
lumige, dinnwandige, parenchymatische Zellen nahe am degenerierten Wundrand
gebildet, die aus intakten, parenchymatischen Zellen tieferliegender Gewebeschichten
des Phloems, des Kambiums und undifferenzierten Xylems hervorgehen. Die
Beobachtungen zeigten, dass diese zu Beginn unorientierten, isodiametrischen
frihen Kalluszellen sich Uberwiegend aus dedifferenzierenden parenchymatischen
Phloemzellen entwickeln. Die Zellen des Kambiums und undifferenzierte Zellen des
Xylems sind nur zu einem geringeren Maf3e an der Kallusentwicklung beteiligt, was
gleichermaBBen fir Fraxinus excelsiorvon Doley und Leyton (1970) beschrieben wurde.
Bei Apfelbdumen entwickelte sich der Kallus nach dem Ringeln von Zweigen sogar
fast ausschlieBlich aus Phloemzellen (Swarbrick, 1927).

Im Gegensatz dazu stellte Soe (1959) fest, dass Kallusgewebe nach dem Einschneiden
von drei Jahre alten Populus deltoides-Stammchen bis in das Xylem sich Uberwiegend
aus lebenden Holzstrahlzellen entwickelte. In geringerem MaBe waren hier auch
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parenchymatische axiale Zellen des Phloems, des Kambiums und des Xylems beteiligt.
Vergleichbare Befunde erhielten Sharples und Gunnery (1933) sowie Bucciarelli et
al. (1999) an Hibiscus rosa-sinensis, Hevea brasiliensis und Populus tremuloides.
FUr Fagus sylvatica und Quercus robur wurde an Flachenwunden beobachtet,
dass das sekundare Phloem nur marginal oder gar nicht an der Entwicklung eines
seitlichen Wundkallus beteiligt ist (Fink, 1999; Grinwald et al., 2002a). Noel (1970)
beschreibt auch flur Trema orientalis und Dalbergia melanoxylon die Entwicklung eines
Seitenkallus ohne wesentliche Beteiligung von Zellen des sekundaren Phloems. Noel
(1968) weist in einer friheren Arbeit Uber die Flachenkallusbildung jedoch darauf hin,
dass sich ein Kallus bei verschiedenen Arten prinzipiell aus allen undifferenzierten,
zentripetalen Kambiumderivaten entwickeln kénne, auch wenn bei den von ihm
untersuchten Arten (Trema orientalis und Julbernardia globiflora) nur Kambiumzellen
und Zellen des undifferenzierten Xylems beteiligt waren. Neben baumartspezifischen
Unterschieden bezlglich der an der Seitenkallusbildung hauptsachlich beteiligten
Gewebe scheint innerhalb einer Art neben zahlreichen anderen Faktoren wie z.B.
dem Verwundungszeitpunkt oder dem Wasserpotential (z.B. Doley und Leyton, 1970;
Dujesiefken et al., 1991; Schmitt und Liese, 1992a, Dujesiefken et al., 2005) vor allem
die Art der Wunde einen starken Einfluss auf die an der Kallusbildung beteiligten
Gewebe zu haben. So beschreibt auch Fink (1999) Wundreaktionen, die je nach der
Art der Verletzung unterschiedliche Reaktionsmechanismen zeigen. Bei den hier
untersuchten groBflachigen Wunden zeigte sich einheitlich und deutlich die dominante
Rolle des sekundaren Phloems wéahrend der Initiationsphase der Kallusbildung.

Der zweite Entwicklungsschritt der Strategie A ist die Umdifferenzierung von Zellen
des sekundaren Phloems. Nach ihrer Dedifferenzierung erfolgt in einem weiteren
Schritt die Redifferenzierung zu meristematischen Kambiumzellen. Dieses zunéachst
noch unterbrochene Band meristematischer Zellen innerhalb des Phloems entwickelt
sich zu einem geschlossenen, haufig halbkreisférmigen Wundkambiumring, der
konsequenterweise Bereiche des zum Zeitpunkt der Verletzung bereits ausdiffe-
renzierten sekundaren Phloems einschlie3t. Bei dieser Strategie A finden demnach
sowohl Morphallaxis als auch Epimorphismus in einer kombinierten Form statt. Von
Epimorphismus spricht man, wenn Zellen nahe der Wundoberflache proliferieren und
dedifferenzieren, um ein neues, zunachst undifferenziertes Gewebe, hier den Kallus,
zu bilden. Innerhalb dieses Kallusgewebes findet dann die Redifferenzierung neuer
Gewebe zur Wiederherstellung der geschadigten Bereiche statt (Warren Wilson
und Warren Wilson, 1984). Es wlrde sich demnach innerhalb des Kallus nach der
Peridermbildung ein Kambium und anschlieBend Wundxylem und -phloem entwickeln,
was auch von Grinwald et al. (2002a) beschrieben wurde. Unter Morphallaxis versteht
man die Umdifferenzierung des in Wundnéhe liegenden Gewebes, mit nur engraumig
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begrenzten Zellteilungen, wie z.B. bei Wundreaktionen nach einer Rindenverletzung
(Warren Wilson und Warren Wilson, 1984). Bei Strategie 2 liegt insofern eine Kom-
bination dieser beiden Entwicklungsmuster vor, als sich zwar ein Kallusgewebe bildet,
und dieses auch mit fortschreitender Entwicklung von einem Periderm begrenzt wird,
sich aber das neue meristematische Gewebe durch Umdifferenzierungen innerhalb
des bestehenden Phloems bildet. Hierbei kbnnen sich Abschnitte des Wundkambiums
im Kallus entwickeln, wobei dieser Vorgang jedoch nicht obligatorisch ablauft. Wahrend
friher Phasen der Entwicklung war es nicht méglich vorauszubestimmen, ob sich das
entwickelnde meristematische Gewebe zu einem Phellogen oder einem Wundkambium
differenzieren wirde. Ein Grund hierfur waren die teilweise vielfaltigen Verzweigungen
der bandartig angeordneten Zellen innerhalb des Phloems und des Kallusgewebes.
Ein weiterer ist, dass augenscheinlich zu Beginn der Remeristematisierung der Zellen
die genannten Gewebe ineinander Ubergehen. Doley und Leyton (1970) beschrieben
einen &hnlichen Vorgang fur bestimmte Kallusformen, bei denen in manchen Fallen das
Kambium in das von ihnen als ,subsurface meristem* bezeichnete Gewebe Ubergeht.
Es ist ein bekanntes Phanomen, dass Zellen innerhalb des sekundaren Phloems in der
Lage sind, sich in meristematische Zellen umzudifferenzieren, um ein neues Phellogen
und in der Folge ein neues Periderm wahrend der Rhytidombildung zu entwickeln.
Zusatzlich demonstriert die Entstehung eines nekrophylaktischen Periderms, ausge-
|0st durch eine Rindenverletzung, die Fahigkeit sekundarer Phloemparenchymzellen,
auf wundinduzierte Reize mit der Bildung meristematischen Gewebes zu reagieren
(z.B. Mullick, 1977; Biggs et al., 1984; Biggs, 1985; Trockenbrodt und Liese, 1991;
Trockenbrodt, 1994; Oven et al.,, 1999). Das Potential fur die Entwicklung eines
Wundkambiums innerhalb des ausdifferenzierten sekundaren Phloems kdénnte
demnach auB3er bei Pappel auch bei anderen Baumarten vorhanden sein.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Zellen des sekundaren Phloems
mafgeblich an der Bildung des parenchymatischen Kallusgewebes beteiligt sind und
aus ihnen durch De- und anschlieBende Redifferenzierung ein neues Wundkambium
direkt hervorgehen kann.

Die zweite Strategie (Strategie B) ist histologisch von Strategie A klar zu unterscheiden.
Der zweite Entwicklungsschritt ist hier die Bildung von Wundkambiumzellen innerhalb
des neu gebildeten parenchymatischen Gewebes. Dies erfolgt als tangentiale
Verlangerung des in einigem Abstand zum Wundrand liegenden unbeeintrachtigten
Kambiums. Soe (1959) berichtete fur Populus deltoides, dass die Bildung eines
neuen Wundkambiums im Kallus dort begann, wo das Kallusgewebe an das von der
Verletzung unbeeinflusste Kambium grenzt. Ahnliche Befunde bei anderen Baumarten
bestatigen diese Entwicklung des Wundkambiums im lateralen, parenchymatischen
Kallusgewebe, ohne jedoch genauer auf die Lage der ersten Wundkambiumzellen
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einzugehen (z.B. Doley und Leyton, 1970; Noel, 1970; Fink, 1999; Grinwald et al.,
2002a). Sharples und Gunnery (1933) sowie Brown und Sax (1962) beschrieben die
Entwicklung eines Wundkambiums, ausgehend vom unbeeinflussten Kambium an
den seitlichen Wundrandern durch den Kallus auf schmalen Wundoberflachen. Auch
andere Autoren beobachteten die Bildung eines Wundkambiums im parenchyma-
tischen Flachenkallusgewebe (Warren Wilson und Warren Wilson, 1961; Noel, 1968;
Warren Wilson und Warren Wilson, 1984; Warren Wilson und Grange, 1984). Die
physiologischen Mechanismen, die fir die Bildung eines Kambiums verantwortlich
sind, und die Faktoren, die die Lage des Kambiums innerhalb eines wundinduzierten
Kallusgewebes determinieren, sind bisher jedoch nicht eingehend untersucht
worden.

Waéhrend das junge Wundkambium der Pappeln (Strategie B) begann, radial
orientierte Xylem- und Phloemzellen zu bilden, dehnte es sich gleichzeitig weiter
tangential aus. Sharples und Gunnery (1933) haben in gleicher Weise das Einsetzen
der Xylembildung vor dem Abschluss der Kambiumregeneration innerhalb des Kallus
auf Wundflachen von Hibiscus dokumentiert. Andere Studien haben gezeigt, dass in
manchen Fallen tracheale Elemente und Siebréhrenstrange sogar noch vor der Bildung
von Kambiumzellen gefunden werden kénnen und nicht alle Zellen Kambiumderivate
sein mussen (Warren Wilson und Warren Wilson, 1984), was auch verschiedentlich
bei den vorliegenden Untersuchungen zu beobachten war. In den meisten Fallen
wird jedoch ein Einsetzen der Xylemdifferenzierung nach der Regeneration eines
Kambiums beschrieben (Soe, 1959; Noel, 1970; Warren Wilson und Warren Wilson,
1984; Grinwald et al., 2002a).

Wahrend und nach der Kambiumregeneration bei Populus trichocarpa entwickeln sich
erste Phloemelemente augenscheinlich aus parenchymatischen Zellen des Kallus,
wahrend es sich bei den ersten vom Kambium gebildeten Zellen um GefaBe handelt
(Brown und Sax, 1962). Eine genaue Herkunftsbestimmung von unmittelbar am
Kambium liegenden modifizierten Phloemfasern/Sklerenchymfasern und Sklereiden ist
bei den untersuchten Uberwallungswiilsten von Pappel in friihen Entwicklungsstadien
nicht eindeutig mdglich. Demnach ist auch nicht zu bestimmen, ob Xylem- oder
Phloemzellen vom Wundkambium als erstes gebildet werden. Wahrend bei Soe
(1959) in ihrer Form rundlichen Sklereiden &hnelnde und vom Wundkambium gebildete
modifizierte Phloemfasern beschrieben werden, wurden bei den hier untersuchten
Baumen nur in spateren Entwicklungsstadien solche Zellen gefunden.

Das Wundkambium, das mit fortschreitender Ausdehnung durch das Kallusgewebe
hindurchsichzunehmendparallelzumWundrandorientiert, bildetschlieBlich Wundxylem
und -phloem und filhrt so zur Entwicklung eines Uberwallungswulstes. Eine derartige
kontinuierliche Verlangerung des Kambiums innerhalb eines lateralen Wundkallus zu
einem Zeitpunkt, wahrend dessen in bereits regenerierten Kambiumsegmenten mit
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Verzégerung die Xylembildung einsetzte, ist bisher fur die Seitenkallusbildung nicht
beschrieben worden.

Es existieren verschiedene Hypothesen zur Kambiumentwicklung innerhalb eines
wundassoziierten Kallus (z.B. Sharples und Gunnery, 1933; Warren Wilson und Warren
Wilson, 1961, 1984). Ein groBer Teil dieser Hypothesen bezieht sich jedoch auf die
Kambiumregeneration innerhalb eines auf einer Wundflache entstandenen Kallus, wie
z.B. die ,gradient induction hypothesis“ von Warren Wilson und Warren Wilson (1961,
1984), und sind auf die Seitenkallusbildung nicht zu Gbertragen. Aloni (2004) sieht nach
einer Verletzung den Ausléser fur die Regeneration von Gewebe um eine Wunde in
einer Unterbrechung des IAA-Stroms (indole-3-acetic acid oder Auxin). Dieser kénne
uber die Wunde umgebende Parenchym- und/oder Kambiumzellen umgeleitet werden
und dort die Regeneration auslésen. Die Uberpriifung, ob sich die beschriebenen
Strategien (A, B) auch durch hormonelle Konzentrationsunterschiede innerhalb ihrer
Gewebebereiche unterscheiden, kann einen Ansatz fir zukunftige Untersuchungen
bilden.

4.3 Wie unterscheidet sich das von diesem Wundkambium gebildete Gewebe
feinstrukturell und lignintopochemisch von unbeeinflusstem Gewebe?

Das vom Wundkambium gebildete Wundxylem und Wundphloem unterscheidet sich
bereits strukturell stark von regularem Xylem und Phloem. Die lichtmikroskopischen
Untersuchungen haben gezeigt, dass bereits die Zellen des Wundkambiums axial
stark verkirzt sind. Diese Beobachtung wie auch die Reduktion der Lange und Durch-
messer von Fasern und Gefa3en sowie deren oft welliger, unregelmaBiger und von der
axialen Orientierung abweichender Verlauf korrespondieren mit den Beobachtungen
von Buntrock (1989), die anatomische Untersuchungen zur Wundreaktion an Populus
euramericana durchfihrte. Derartig modifizierte Fasern befanden sich bevorzugt in
der wundassoziierten Gewebezone. Die Fasern zeigten in Wundnahe zusétzlich leicht
verdickte Zellwande, wie es auch fur die ersten 10-15 nach einer Verletzung gebildeten
Zellen von Acer saccharum beschrieben wurde (Sharon, 1973). Im Gegensatz
hierzu weisen Acer rubrum und Betula papyrifera eine reduzierte Wandstarke der
Fasern inner-halb der Barriere-Zone und im Wundxylem auf (Bauch et al. 1980).
In Ubereinstimmung mit frilheren Studien, in denen andere Pappelarten und auch
andere Baumarten wie z.B. Ahorn, Birke und Buche untersucht wurden, nahmen die
strukturellen Modifikationen mit zunehmendem Abstand vom urspriinglichen Wundrand
ab (Brown und Sax, 1962; Mulhern et al., 1979; Rademacher et al., 1984; Lowerts et
al., 1986; Liese und Dujesiefken, 1996; Novitskaya, 1998; Fink, 1999). Die Zeitspanne
bis zur Normalisierung der Strukturen des Wundxylems schwankte von mehreren
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Vegetationsperioden (Mulhern et al., 1979) Uber ca. zwei Jahre (Rademacher et al.,
1984) bis zu kurzeren Phasen innerhalb einer Vegetationsperiode (Brown und Sax,
1962). Die Strukturen des Wundxylems der untersuchten Pappeln hatten sich innerhalb
zweier Vegetationsperioden nach der Verletzung zum groBen Teil normalisiert. In
dem Teil des Wundxylems, der in der Vegetationsperiode des Jahres der Verletzung
und dem Folgejahr gebildet wurde, nahmen die Modifikationen mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit ab. Wahrend Zellwandverstarkungen schon nach wenigen Zellreihen
nicht mehr nachweisbar waren, nahm die Dichte der Zellzwickel kontinuierlich bis zum
Ende der Probennahme 2004 ab.

Fir die Darstellung der Ligninverteilung in unmodifizierten Zellen des Referenzgewe-
bes und den modifizierten Zellen des Wundxylems sowie der semiquantitativen
Ligninbestimmung wurden zwei Varianten der Mikrospektralphotometrie eingesetzt,
welche sich bei verschiedenen Baumarten und unterschiedlichen Fragestellungen
als verlassliche Methoden erwiesen haben (z.B. Bland und Hillis, 1969; Scott et
al., 1969; Fergus und Goring, 1970b; Musha und Goring, 1975; Bauch et al., 1976;
Fukazawa, 1992; Bucciarelli et al., 1999; Grinwald et al., 2001, 2002b, c; Koch und
Kleist, 2001; Takabe, 2002; Koch et al., 2003; Koch und Griinwald, 2004, Réder et al.,
2004). Fur detaillierte Informationen tber die Mikroverteilung des Lignins innerhalb
der unterschiedlichen Zellwandschichten wurden die Zellen zunachst mit Hilfe des
»Flachen-Scannings® bei konstanter Wellenldnge und anschlieBend mit Hilfe von
Punktmessungen bei variablen Wellenlangen analysiert.

Die Sekundarwand von Laubholzfasern setzt sich Uberwiegend aus Guaiacyl- und
Syringyleinheiten zusammen. Hieraus resultieren ein Absorptionsminimum bei
Wellenlangen zwischen 250 und 260 nm und ein Absorptionsmaximum zwischen 270
und 280 nm. Die Wellenlange des Absorptionsmaximums und die Absorptionsintensitat
werden durch das Syringyl-Guaiacyl-Verhéltnis sowie die Kondensation der
Methoxygruppen (CH,O- = MeO) bestimmt. Mit einem steigendem Guaiacyl-Anteil und
einersinkenden Zahlvon MeO-zu C,-Gruppen verschiebt sich das Absorptionsmaximum
in Richtung einer Wellenldnge von 280 nm und das Absorptionsniveau steigt (z.B.
Fergus und Goring, 1970a, b; Fukazawa, 1992; Koch und Kleist, 2001; Takabe, 2002).
Dies fuhrt dazu, dass eine rein qualitative Veranderung der Ligninzusammensetzung
den Eindruck einer veranderten Ligninkonzentration hervorrufen kann, weil sich das
Absorp-tionsniveau verandert hat, obwohl die Gesamtkonzentration des Lignins
unverandert ist. Diese Tatsache muss bei der semiquantitativen Interpretation der
Unterschiede in den Absorptionsmaxima zwischen unmodifiziertem und modifiziertem
Gewebe berlcksichtigt werden. Das bedeutet, dass die in den Flachen-Scannings
dargestellten Absorptionsmaxima (280 nm) in Relation zu den in den Spektren
ersichtlichen Veranderungen der Zusammensetzung gesetzt werden mussen.
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Bei Populus spp. setzt sich das Lignin generell aus Syringyl- und Guaiacyleinheiten wie
auch p-Hydroxy-phenylpropan-Resten zusammen, deren ausgepragtes Absorptions-
maximum bei einer Wellenlange von 260 nm liegt (Musha und Goring, 1975). Sind die
p-Hydroxy-phenylpropan-Reste den Guaiacyleinheiten beigeordnet, so erscheint die
Spitze des Absorptionsmaximums bei 280 nm abgeflacht; sind sie mit Syringyleinhei-
ten assoziiert, so flacht auch hier die Spitze ab oder ein klares Maximum ist nicht
mehr zu erkennen, wie fur Populus deltoides von Musha und Goring (1975) gezeigt
wurde und sich auch bei den hier aufgenommenen Spektren bestatigt hat. Aus diesen
Granden kénnen mit Hilfe des errechneten Verhéltnisses der Absorptionswerte bei
280 nm und 260 nm Wellenlange (A, : A,
der Ligninzusammensetzung getroffen werden.

Die in den vorliegenden Untersuchungen bei den Punktmessungen in unmodifizierten
Sekundarwéanden der Xylemfasern gewonnenen Spektren mit ihnrem relativ geringen
Absorptionsmaximum (vergl. Flachen-Scannings) bei einer Wellenlange von 270-
272 nm und einer nur schwach ausgepragten Spitze korrespondieren mit den Unter-
suchungsergebnissen friherer Studien, auch wenn das ermittelte A, : A, -Verhaltnis
leicht Uber den Werten anderer Pappelarten liegt (Fergus und Goring, 1970b; Musha
und Goring, 1975; Fukazawa, 1992). Die Messergebnisse deuten auf einen geringen
Gesamtgehalt von Uberwiegend aus mit p-Hydroxy-phenylpropan-Resten assoziierten
Syringyllignineinheiten hin. Derim Verhaltnis zur zusammengesetzten Mittellamelle und
den Zellzwickeln relativ geringe Ligningehalt in der S2-Schicht sowie dessen homoge-
ne Verteilung innerhalb der S2 sind in guter Ubereinstimmung mit den herkémmlichen
Konzepten zum Zellwandaufbau in Laubhélzern (Fergus und Goring, 1970a, b; Musha
und Goring, 1975; Terashima et al., 1986a, b; 1993; Donaldson, 2001; Donaldson
et al., 2001; Grinwald et al., 2002c; Koch und Kleist, 2001; Takabe, 2000, 2002).
Die annéhernde Ubereinstimmung der Wellenlangen der Absorptionsmaxima der
S2 (270-272 nm) und der zusammengesetzten Mittellamelle (272 nm) bei erh6htem
Absorptionsniveau in letzterem Zellwandbereich deuten auf einen erhéhten Lignin-
gehalt und eine weitgehend unveranderte Ligninzusammensetzung der Mittellamelle
hin. Griinwald et al. (2002c) beschrieben fiir Xylemfasern mit zunehmender Distanz vom
Kambium Veranderungen der Ligninzusammensetzung in der zusammengesetzten
Mittellamelle. Sie fuhren die Verschiebung des Absorptionsmaximums zum Ende der
Vegetationsperiode hin zu einer kirzeren Wellenlange von 272 nm auf einen steigen-
den Anteil von Syringyl- und p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteilen zuriick. Haufiger
wurde jedoch ein hdherer Anteil von Guaiacylligninbestandteilen in der Mittellamelle
von Laubhélzern festgestellt (e.g. Fergus und Goring, 1970b; Musha und Goring, 1975;
Terashima et al., 1986a, b, 1993). Die Flachen-Scannings der Mittellamellenregionen
wiesen weiterhin auf eine eher groBraumig heterogene Verteilung des Lignins hin,
wahrend bei Hevea brasiliensis die Ligninniveaus in der Mittellamelle und den
Zellzwickeln engrdumige Konzentrationsschwankungen zeigten (Singh und Schmitt,

zusatzliche Aussagen zur Veranderung



-78-

2000). In guter Ubereinstimmung mit den meisten Lignifizierungskonzepten fiir Laub-
und Nadelhdlzer deuteten sowohl die Flachen-Scannings als auch die Punktmessungen
auf die héchsten Ligninkonzentrationen und hohe Gehalte von Guaiacyleinheiten in
den Zellzwickeln hin (z.B. Fergus und Gorin, 1970b; Terashima et al., 1986b, 1993;
Fukazawa, 1992; Donaldson, 2001; Donaldson et al., 2001; Koch und Kleist, 2001;
Takabe, 2002).

Wundxylemzellen zeigten im Vergleich zu Kontrollgeweben neben den strukturellen
Modifikationen auch Veranderungen ihres Ligningehaltes und ihrer Ligninzusam-
mensetzung. Im unmittelbar an das zum Verletzungszeitpunkt bereits vorhandene
Gewebe angrenzenden Wundxylem zeigten sowohl die leicht verstarkten Sekundar-
wande und die zusammengesetzten Mittellamellen der Fasern als auch die Zellzwickel
erhdhte Absorptionswerte. Sie deuten auf einen héheren Ligningehalt hin, wie er auch
fur Parenchymzellen aus der Barriere-Zone von Acer rubrum und Betula papyrifera
von Bauch et al. (1980) ermittelt wurde. Eine gegensétzliche Beobachtung machten
Rademacher et al. (1984) bei Acer saccharum. Uberdurchschnittlich hohe Ligningehalte
wurden in dieser Wundxylemzone in den Sekundarwanden von GeféaBen und den sie
umgebenden Zellen festgestellt. Entwickelte sich am Ende der Vegetationsperiode
2002 eine erkennbare Jahrringgrenze in Form radial abgeflachter Fasern, so zeigten
diese, wie auch Fasern im unmodifizierten Xylem, einen zuséatzlichen Anstieg des
Ligningehaltes. In zahlreichen Fallen konnten die Zuwachszonen der Vegetati-
onsperioden 2002 und 2003 jedoch nicht klar voneinander getrennt werden, vor allem
nicht in Bereichen, die im eigentlichen Uberwallungswulst lagen. Auch in spateren
Stadien der Wundxylementwicklung (2002-2003) deuten die in den modifizierten
Fasern aufgezeichneten Absorptionswerte auf erhdhte Ligninkonzentrationen in
der zusammengesetzten Mittellamelle und den Zellzwickeln hin. Der Ligningehalt
in der Sekundarwand war in dieser Wundxylemzone bereits auf ein normales Maf3
reduziert und zeigte Werte wie sie fir unmodifiziertes Spatholz charakteristisch sind.
Im Wundxylem, das kurz vor Ende der Vegetationsperiode 2003 gebildet wurde,
reduzierte sich der Ligningehalt der zusammengesetzten Mittellamelle wieder soweit,
dass nun Mittellamelle und Sekundéarwand Ligningehalte des unmodifizierten Xylems
aufwiesen. Ausnahme waren einige Zellzwickel, die auch noch bis zum Ende der
Vegetationsperiode 2003 erhéhte Werte aufwiesen.

Die Spektren der Sekundarwadnde von Fasern aus dem bis zum Ende der
Vegetationsperiode 2003 gebildeten Wundxylem zeigten eine Verschiebung zu
groBeren Wellenlangen. Zusammen mit dem gestiegenen A : A, -Verhaltnis deutet
dies auf eine Reduktion der p-Hydroxy-phenylpropan-Einheiten bei gleichzeitig
verstarktem Gehalt an Guaiacyleinheiten hin. Im Gegensatz hierzu zeigten die Wande
von Parenchymzellen der Barriere-Zone von Acer saccharum einen erhdhten Anteil
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an Syringyleinheiten (Rademacher et al., 1984). Auch in der Mittellamelle der hier
untersuchten Pappeln zeigte sich eine Verschiebung der Absorptionsmaxima zu
groBeren Wellenlangen und ein Anstieg der A, : A, -Verhaltnisse und damit der selbe
Effekt wie in den Sekundarwénden. Von diesen Ubereinstimmenden Modifikationen
innerhalb der Sekundarwand und der zusammengesetzten Mittellamelle abweichend,
sank in den Zellzwickeln das A, : A, -Verhaltnis bei gleichbleibender Wellenlange
des Absorptionsmaximums. Dies deutet darauf hin, dass sich bei einem unveranderten
Syringyl-Guaiacyl-Verhéaltnis die Zahl der p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteile erhdht
hat.

Die Wundxylemfasern, die zu Beginn der Vegetationsperiode 2004 gebildet wurden,
zeigten normalisierte Ligninniveaus in der Sekundarwand, der zusammengesetzten
Mittellamelle und den Zellzwickeln. Die Spektren in den Sekundarwanden und
Mittellamellen der Fasern deuteten hingegen weiterhin auf eine modfifizierte Ligninzu-
sammensetzung hin. Ein reduzierter Anteil an p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteilen
und ein Anstieg der Guaiacyleinheiten im Lignin wurde, wie auch im zuvor gebildeten
Wundxylem, durch gestiegene A, : A, -Verhaltnisse und eine Verschiebung der
Absorptionsmaxima zu im Mittel gréBeren Wellenlangen deutlich. In den untersuchten
Zellzwickeln ergaben sich hingegen ein geringerer Einbau von Guaiacyleinheiten und
ein leicht erhohter Anteil an p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteilen, denn sowonhl
die Wellenlange der Absorptionsmaxima als auch das A,,, : A, -Verhaltnis waren

reduziert.

Die mikroskopischen und UV-mikrospektrophotometrischen Untersuchungen von
Zellen im Wundxylem haben gezeigt, dass Verletzungen sowohl strukturelle als auch
topochemische Modifikationen innerhalb der Zellwdnde von Fasern und GefaBBen
auslosen. Diese Veranderungen reduzieren sich mit zunehmendem Abstand zu dem
zum Zeitpunkt der Verletzung bereits vorhandenem Gewebe. Offenbar verlauft hierbei
die Wiederherstellung der topochemischen Verhaltnisse der Zellwande zu normalen
Werten langsamer als die Normalisierung der Strukturparameter.

Neben den haufig beschriebenen strukturellen Modifikationen des neu gebildeten
Wundxylems (z.B. Shigo und Marx, 1977; Shigo, 1984; Buntrock, 1989; Liese und
Dujesiefken, 1989; Fink, 1999) scheinen auch die topochemischen Modifikationen
des Wundxylems ein wichtiger Aspekt zur Erhéhung der Widerstandsfahigkeit
insbesondere gegen eindringende Mikroorganismen zu sein. So beschreiben andere
Autoren die Lignifizierung als einen Mechanismus, der diesbeztglich in verschiedenen
Pflanzensystemen vorkommt (z.B. Vance et al., 1980; Nicholson und Hammerschmidt,
1992). Ferner wird auch die wundinduzierte Lignifizierung nach Rindenverletzungen
vielfach genannt (z.B. Mullick, 1977; Biggs et al., 1984; Biggs, 1985; Rittinger et al.,
1987; Trockenbrodt und Liese, 1991; Trockenbrodt, 1994; Hawkins und Boudet, 1996,
2003; Bucciarelli et al., 1999).
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4.4 Welchen Einfluss haben Stammverletzungen auf die zum Verletzungszeitpunkt
differenzierenden Zellen des Xylems der Pappel?

Starke Gewebemodifikationen gab es nicht nur im nach einer Verletzung gebildeten
Gewebe, sondern auch in zum Zeitpunkt der Verletzung bereits vorhandenem Ge-
webe. Licht- und Elektronenmikroskopie zeigten, dass Xylemzellen, die sich zum
Verletzungszeitpunkt differenzierten, in ihrem Wandaufbau beeinflusst wurden. Diese
Zellen befanden sich in einem als Ubergangszone bezeichneten Bereich zwischen
dem bereits zum Zeitpunkt der Verletzung ausdifferenzierten Xylem und den nach der
Verletzung neu entwickelten Geweben.

In Abhangigkeit vom Grad ihrer Differenzierung zum Verletzungszeitpunkt reagierten
die verschiedenen Zelltypen in unterschiedlicher Art und Weise. Innerhalb des Phloems
wurde die wundinduzierte Entwicklung modifizierter Fasern und Sklereiden sowie die
Lignifizierung betroffener Gewebeabschnitte regelhaft beschrieben (z.B. Soe, 1959;
Brown und Sax, 1962; Mullick, 1977; Trockenbrodt und Liese, 1991; Bucciarelli et al.,
1999; Fink, 1999). Die wundinduzierte Bildung eines tangentialen Bandes dickwan-
diger, radial abgeflachter Fasern in einer Zone zwischen dem modifizierten und dem
regularen Xylem als Folge einer Stichverletzung bei Pinning-Untersuchungen wurde
bereits an Buchen beobachtet (Schmitt et al., 2000). In der vorliegenden Untersuchung
traten innerhalb der Ubergangszone verdickte Fasern nicht nur in Form eines Bandes
auf, sondern entstanden vielmehr groBraumig in der ehemaligen Xylemdifferenzieru
ngszone. Innerhalb dieses Bereiches nimmt die Anzahl der dickwandigen Fasern mit
zunehmender Entfernung zum Wundrand ab, so dass sich am Wundrand selbst eine
deutlich begrenzende Zone aus dickwandigen Fasern befindet. Diese liegt zwischen
intakten, weiter vom Wundrand entfernten Gewebezonen und den degenerierten
auBeren Zellschichten der ehemaligen Differenzierungszone. Lowerts et al. (1986) be-
richteten, dass die Entwicklung von Sklereiden in wundnahem Xylem von Liriodendron
tulipifera regelhaft auftrat. Auch fiir einige Zellen innerhalb der Ubergangszone, deren
verdickte Sekundarwand einen mehrschichtigen Aufbau zeigt, muss angenommen
werden, dass es sich nicht ausschlieBlich um Fasern, sondern auch um Sklereiden
bzw. Sklerenchymfasern handelt, insbesondere dann, wenn ihre axiale Ausdehnung
stark reduziert ist. Neben dickwandigen und in ihrer axialen Ausdehnung begrenzten
Fasern treten haufig septierte Fasern auf, in denen verstarkt Calciumoxalatkristalle
zu finden sind. Grundsatzlich schien die Bildung von Calciumoxalatkristallen, die
normalerweise auf die Rinde der Pappel beschrankt ist, in Axialparenchymzellen und
septierten Fasern durch die Verletzung geférdert zu werden.

Elektronenmikroskopisch konnten drei Arten der Sekundarwandverstarkung gezeigt
werden. Neben Fasern, deren verdickte S2 aus einer einzigen Schicht zu bestehen
schien, fanden sich auch Fasern mit einer deutlich ausgepragten zuséatzlichen
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Sekundarwandschicht und andere mit einem polylamellaten Aufbau der Sekundarwand.
Die Ursache fir eine derart unterschiedliche Wandverstarkung konnte nicht eindeutig
geklart werden. Ein entscheidender Faktor scheint méglicherweise der Grad der
Differenzierung der Zellen zum Zeitpunkt der Verletzung zu sein. Demnach kénnte der
ZeitpunktdesImpulses zurWandverstarkungje nach Stadiumder Sekundarwandbildung
eine wichtige Rolle spielen.

Die UV-mikrospektrophotometrischen Untersuchungen von Zellen innerhalb der
Ubergangszone haben neben den Modifikationen auf struktureller Ebene auch
ein veradndertes Absorptionsverhalten der Zellwande gezeigt. Die erhaltenen
Spektren und UV-spektroskopischen Scanningprofile machten deutlich, dass Verlet-
zungen Veranderungen der Ligninzusammensetzung und -verteilung in dem zum
Verletzungszeitpunkt differenzierenden Xylem induzieren kénnnen. Die Flachen-
Scannings, die die Mikroverteilung des Lignins widerspiegeln, zeigten erhdhte
Ligningehalte in allen Wandbereichen, wobei die Maximalwerte in Faser- und
GefaBwéanden stark schwankten. Wahrend friher Stadien der Wandverstarkung
scheint der Ligningehalt innerhalb der Sekundéarwand in konzentrischen Unterschich-
ten anzusteigen, die geringsten Ligningehalte immer in lumenseitigen Wandbereichen.
Diese Ligninverteilung erinnert an die der Phloemsklereiden von Laubhélzern (eigene
Beobachtungen) und an den polylamellaten Wandaufbau von Bambusfasern, wie u.a.
von Koch und Kleist (2001) dargestellt. In spateren Stadien erscheint die Ligninver-
teilung besonders in den Sekundarwéanden heterogener. Dieser Eindruck, den man
besonders durch die zweidimensionale Darstellung der Flachen-Scannings gewinnt,
relativiert sich bei der Betrachtung der dreidimensionalen Darstellungen, aus denen
ersichtlich wird, dass auch in solchen Zellwénden eine klar strukturierte, ringférmige
Anordnung der einzelnen Konzentrationsstufen vorherrscht. Unmodifizierte
Xylemfasern von Laubbdumen sind, im Gegensatz zu den hier untersuchten Fasern der
Ubergangszone, durch eine uniforme Ligninverteilung (iber den gesamten Querschnitt
der S2-Schicht gekennzeichnet (Saka und Goring, 1988; Koch und Kleist, 2001).

Die UV-spektroskopischen Punktmessungen in den verstarkten Sekundarwéanden der
Fasern der Ubergangszone ergaben eine Verschiebung der Absorptionsmaxima zu
groBeren Wellenlangen. Gleichzeitig stieg das A, : A, -Verhaltniss an. Die Werte
bestatigten einen reduzierten Gehalt an p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteilen und
eine verstarkte Einbindung von Guaiacyleinheiten bei der Ligninsynthese. In der
zusammengesetzten Mittellamelle wiesen die gestiegenen A, : A, -Verhaltnisse
und die erhéhten Wellenlangen auf die gleichen Verdnderungen in der Lignin-
zusammensetzung hin. Korrespondierend zu den vorliegenden Beobachtungen
haben frihere Studien, neben einer Verstarkung vorhandener Zellwdnde durch
eine zusatzliche Lignifizierung und/oder Suberinisierung, eine Veranderung der
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Ligninzusammensetzung belegen kénnen (z.B. Biggs et al., 1984; Hawkins und
Boudet, 1996, 2003). Biggs et al. (1984) beschrieben, dass Lignin, das nach einer
Rindenverletzung von Pappel in der Wundreaktionszone gebildet wird, einen erhéhten
Guaiacylanteil zu haben scheint. Hawkins und Boudet (1996, 2003) konnten wéhrend
zweier Studien an Eucalyptus gunnii zeigen, dass durch eine mechanische Verletzung
ein von ihnen als ,Verteidigungs-Lignin“ (engl.: defence lignin) bezeichnetes Lignin
in Wundreaktionszonen des Phloems und des Xylems synthetisiert wird. Dieses
sverteidigungs-Lignin“ unterscheidet sich von dem normalen, bei der Zelldifferenzie-
rung synthetisierten Lignin durch einen geringeren Anteil an Syringylbestandteilen
und kann damit in Ubereinstimmung mit den hier fiir Pappel ermittelten Werten als
reich an Guaiacylligninbestandteilen bezeichnet werden. Die in den Zellzwickeln
der Ubergangszonen-Fasern aufgenommenen Spektren und AL - Ay-Verhaltnisse
zeigten keine deutlichen Unterschiede gegenlber den Werten von Zellzwickeln
unmodifizierter Fasern. Dies deutet darauf hin, dass sich zwar der Ligningehalt erhéht,
die Ligninzusammensetzung aber annahernd unverandert bleibt. Die Zellzwickel,
die Ublicherweise vor anderen Wandabschnitten lignifizieren und damit in ihrer
Differenzierung zum Zeitpunkt der Verletzung weiter fortgeschritten waren als die
anderen Zellwandabschnitte, erfahren keine auf die Verletzung zurlckzufihrende
Veranderung ihrer Ligninzusammensetzung, sondern nur einen Anstieg ihres
Ligningehaltes.

Sowohl die wundinduzierte Zellwandverstarkung als auch die modifizierte Lignin-
topochemie sind als die Widerstandsfahigkeit eines Baumes verbessernde Mecha-
nismen anzusehen (z.B. Vance et al., 1980; Hawkins und Boudet, 1996, 2003). Sie
erganzen die im CODIT-Modell beschriebenen Reaktionen durch die Entwicklung
einer lignifizierten Grenzschicht, hervorgegangen aus zum Verletzungszeitpunkt
bereits vorhandenen, undifferenzierten Xylemzellen, und nicht vom Wundkambium
neu gebildeten Zellen wie bei der klassischen Barriere-Zone (z.B. Shigo und Marx,
1977; Shigo, 1984;).

Zusammenfassend hat die Beantwortung der vorgenannten Fragestellungen zu der
Wundreaktion und Kallusbildung von Populus tremula x Populus tremuloides gezeigt,
dass durch eine Verletzung in der Vegetationsruhe die bestimmenden jahreszeitlichen
Faktoren nicht Uberlagert werden und keine unmittelbar einsetzenden Zellteilungen in
parenchymatischem Gewebe auf der Wundflache induziert werden kénnen. Durch eine
Verletzung konnte jedoch eine zu Beginn der Vegetationsperiode friher eingeleitete
Reaktivierung und Teilungsaktivitat im Wundgewebe belegt werden. Grundsatzlich
waren die untersuchten Baume zur Bildung von Kallusgewebe auf der Wundflache
fahig, wobei neben den Kambiumzellen den parenchymatischen Phloemzellen beson-
dere Bedeutung zukommt. Auch bei der Entwicklung des Kallusgewebes in friihen
Entwicklungsstufen eines seitlichen Uberwallungswulstes bestétigte sich die wichtige
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Rolle des Phloems fur die Geweberegeneration. Zellen des sekundaren Phloems
sind nicht nur maBgeblich an der Bildung des parenchymatischen Kallusgewebes
beteiligt, sondern ein neues Wundkambium geht in zahlreichen Fallen direkt durch
Remeristematisierung aus ihnen hervor.

Die Untersuchungen zeigten weiterhin, dass neben der wundinduzierten Verstarkung
der Sekundarwand besonders bei Xylemfasern in einer Zone zwischen dem zum
Verletzungszeitpunkt vorhandenen Xylem und den nach der Verletzung gebildeten
Geweben eine Modifizierung der Ligninverteilung stattfand. Neben dieser Gewebe-
zone zeigten auch die vom regenerierten Wundkambium gebildeten Wundxylemfasern
zunachst verstarkte Sekundarwande und eine veranderte Ligninverteilung. Hier
nehmen die strukturelle Modifikation sowie der erhéhte Ligningehalt mit zunehmender
Entfernung vom zum Verletzungszeitpunkt vorhandenen Gewebe ab. Diese beiden
Gewebe waren an ihrem AuBBenrand haufig nur durch eine schmale Zone aus Paren-
chymzellen voneinander getrennt. Es entwickelte sich demnach am lateralen Wundrand
eine Grenzschicht, bestehend aus Zellen, deren Sekundarwand verdickt und deren
Ligningehalt erh6ht war.
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5. Zusammenfassung

B&ume sind in der Lage, Schaden durch mechanische Verletzungen mit Hilfe einer
Vielzahl komplexer Wundreaktionsmechanismen zu begrenzen. Es lassen sich hier-
bei zwei grundlegende Zielsetzungen unterscheiden. Zum einen dienen die Wund-
reaktionen der Begrenzung der Schadwirkungen und zum anderen der Regenerati-
on von durch die Verletzung beeintrachtigtem Gewebe. In der vorliegenden Arbeit zu
Reaktionen bei der Pappel sollte Uberprift werden, ob Zellteilungsaktivitat durch eine
Stammverletzung in der Vegetationsruhe induziert werden kann, welche Zellen an der
Regeneration von Gewebe nach einer Verletzung in der Vegetationsperiode beteiligt
sind und welche Modifikationen das neu gebildete Wundxylem aufweist. Weiterhin
sollte der Einfluss von Verletzungen auf die zum Verletzungszeitpunkt differenzieren-
den Zellen des Xylems untersucht werden.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden zwei Versuchsserien mit jeweils finf Pappeln
untersucht. FUr die Zuordnung des Einsetzens der Zellteilungsaktivitat nach einer Ver-
letzung in der Vegetationsruhe zu den Perioden der Vegetationsruhe oder der Vege-
tationszeit wurden die Entwicklungen von Wundgewebe auf der Wundflache licht- und
elektronenmikroskopisch untersucht und dem Verlauf der Zellteilungsaktivitat in un-
beeinflusstem Gewebe gegenlibergestellt. Die Bestimmung der an der Regeneration
eines Wundkambiums beteiligten Gewebe und die Beschreibung der Modifikationen
im zum Verletzungszeitpunkt differenzierenden Xylem sowie dem nach der Verletzung
gebildeten Wundxylem erfolgten durch strukturelle, ultrastrukturelle und lignintopoche-
mische Untersuchungen. Diese Versuche wurden nach einer Verletzung in der Vege-
tationsperiode wahrend der Seitenkallusbildung betrachtet.

Durch eine groB3flachige Verletzung in der Vegetationsruhe kann in den auf der Wund-
flache verbleibenden parenchymatischen Zellen des sekundaren Phloems und den
Kambiumzellen keine unmittelbar auf die Verletzung folgende Zellteilung induziert
werden. Die Verletzung fuhrt jedoch in Teilbereichen der Wundoberflache zu einer vor-
gezogenen Reaktivierung und Teilungsaktivitat der Kambium- und Kalluszellen zu Be-
ginn der Vegetationsperiode. Die Zellteilung setzt im Wundgewebe zu einem Zeitpunkt
ein, an dem sich das unbeeinflusste Kambium in der Reaktivierungsphase befindet.
Diese zeitlich vorgezogene Reaktivierung kann jedoch nicht als regelhaft betrachtet
werden, da in anderen Zonen der Wundoberflache die Reaktivierung der Zellen erst
nach denen des Kambiums einsetzt.

Nach den vorliegenden Befunden sind an der Regeneration des Kambiums nach ei-
ner Verletzung in der Vegetationsperiode zwei Zellarten beteiligt. Demzufolge kann
sich das Kambium aus Zellen des parenchymatischen Kallusgewebes entwickeln, das
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wiederum aus undifferenzierten Xylemzellen, parenchymatischen Phloemzellen, aber
auch aus Kambiumzellen hervorgegangen ist. Besondere Bedeutung besitzen Zellen
des sekundaren Phloems dadurch, dass sich Kambiumzellen auch direkt aus zunachst
dedifferenzierten und anschlieBend remeristematisierten Phloemzellen entwickeln
kénnen. Anhand der mikroskopischen Beobachtungen lassen sich zwei Strategien der
Kambiumregeneration an ihren Entwicklungsstufen unterscheiden:

Strategie A mit drei Entwicklungsstufen:

1- Entwicklung eines uniformen, parenchymatischen Kallusgewebes am Wundrand,
hervorgehend aus undifferenzierten Zellen des Xylems, aus Phloemzellen und Kambi-
umzellen; 2- Entwicklung eines Wundkambiums Uberwiegend innerhalb des differen-
zierten sekundaren Phloems, das schlieBlich halbkreisférmig angeordnet ist und Berei-
che des zum Verletzungszeitpunkt vorhandenen Phloems einschlie3t; 3- Entwicklung
von Wundxylem und -phloem durch das neue Wundkambium mit der Tendenz, einen
Uberwallungswulst zu bilden.

Strategie B mit vier Entwicklungsstufen:

1- Entwicklung eines uniformen, parenchymatischen Kallusgewebes am Wundrand,
hervorgehend aus undifferenzierten Zellen des Xylems, aus Phloemzellen und Kam-
biumzellen; 2- Entwicklung eines Wundkambiums innerhalb des parenchymatischen
Kallusgewebes als eine tangentiale Verlangerung des von der Verletzung unbeein-
flussten Kambiums; 3- Bildung strikt radial ausgerichteter Xylem- und Phloemzellen
durch die neu gebildeten Wundkambiumabschnitte; 4- Verlangerung des Wundkambi-
ums, das nun parallel zum senkrechten Wundrand verlauft und abschlieBend Bildung
von Wundphloem und -xylem.

Das Wundxylem zeigt allgemein neben strukturellen Modifikationen wie z.B. einem un-
regelmanigen und von der axialen Orientierung abweichenden Verlauf der verkirzten
GefaBe und Fasern auch topochemische Verénderungen in den Zellwanden. Neben
einem erhohten Ligningehalt in allen Wandbereichen zeigt die Ligninzusammenset-
zung in den Sekundarwanden und zusammengesetzten Mittellamellen einen erhéh-
ten Anteil von Guaiacyllignin-Bestandteilen bei einer gleichzeitigen Reduktion der
p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteile. Davon abweichend erhdht sich in den Zellzwi-
ckeln die Zahl der p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteile bei einem dem Kontrollge-
webe gegenuber unveranderten Syringyl/Guaiacyl-Ligninverhaltnis. Diese Verande-
rungen verringern sich mit zunehmendem Abstand vom zum Verletzungszeitpunkt
vorhandenen Geweben.

Verletzungen lésen bei Pappel auch eine Verstarkung der Zellwande und eine Modifika-
tion der Lignintopochemie in Xylemfasern aus, die sich zum Verletzungszeitpunkt in der
Differenzierung befinden. Elektronenmikroskopisch kénnen drei Arten der Sekundéar-
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wandverstarkung unterschieden werden. Neben einer Gruppe von Xylemfasern, die
eine durchgehend verstarkte S2-Schicht zeigen, finden sich auch Fasern mit einer
zusatzlich aufgelagerten Sekundarwandschicht und eine dritte, kleinere Gruppe mit
einer aus zahlreichen Unterschichten aufgebauten Sekundarwand. Die Sekundarwand,
die zusammengesetzte Mittellamelle und die Zellzwickel dieser Fasern sind durch
erhohte Ligningehalte und eine heterogene Ligninverteilung charakterisiert. Wahrend
in der Sekundarwand und der Mittellamelle der Anteil der Guaiacyllignin-Bestandteile
bei einer gleichzeitigen Abnahme der p-Hydroxy-phenylpropan-Bestandteile ansteigt,
kann im Zellzwickel keine wundinduzierte Veranderung der Ligninzusammensetzung
festgestellt werden.
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7.3 Posterbeitrage (mit Abstracts)

Frankenstein C, Grinwald C, Stobbe H, Schmitt U. 2003. Anatomische Untersuchun-
gen zur Entstehung des Uberwallungswulstes bei Pappel. Augsburger Baumpflegeta-
ge. Augsburg.

Anatomische Untersuchungen zur Entstehung des
Uberwallungswulstes bei Pappel

Dipl.-Holzw. C. Frankenstein®, Dr. C, Griinwald®, Dr. H. Stobbe** und
Dr. U. Schmitt*

Zusammenfassung

Die mechanische Verletzung eines Baumes bis in den Holzkfrper hinein 18st eine
Uberwallung der Wundfliche von den Seiten her aus. In der vorliegenden Studie wird die
Entstehung cines Uberwallungswulstes bei Pappel { Populus tremuls L. x Populus tremuloides
Michx.) lichtmikroskopisch beschrieben. Nahe am Wundrand zeigten sich etwa zwei Wochen
nach einer Verletzung im Ubergangsbereich zwischen Xylem und Phloem zshireiche
isodiametrische Zellen, dic vorwiegend durch ungerichtete Teilungen parenchymatischer
Zellen des direkt am Wundrand gelegenen Phloems entstanden. In geringerem Umfang wurde
dieses Kallusgwebe durch Teilung kambialer Zellen und Zellen der Differenzierungszone des
Xylems gebildet. Gleichzeitig waren im kallusnahen Phloem orientierte Zellteilungen zu
beobachten, aus denen abgeflachte Zellen hervorgingen. Allmahlich bildeten diese Zellen ein
durchgehendes Band. Drei Wochen nach der Verletzung hatte sich ein deutlicher Wundkallus
gebildet, aus dem in weiteren drei Wochen ein Uberwallungswulst entwickelte, der in
Wundholz, Wundkambium, Wundphloem und Wundperiderm strukturiert ist. Den
vorliegenden Befunden zufolge entwickelt sich bei Pappel der Uberwallungswulst
vorwicgend durch Reaktionen im Phloemparenchym, Zellen des Kambiums und der
Differenzierungszone des Xylems sind in geringerem Umfang beteiligt.

*Ordinariat fiir Holzbiologie der Universitit Hamburg und Institut fiir Holzbiologie und
Holzschutz der Bundesforschungsanstalt flir Forst- und Holzwirtschaft, Leuschnerstr. 91,
D-21031 Hamburg

**Institut fiir Baumpflege, Brookkehre 60, D-21029 Hamburg
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P15

On the regeneration of woody tissue in poplar after wounding
C. Frankenstein, C. Griinwald and U, Schmitt

University of Hamburg and Federal Research Centre for Forestry and Forest Products
Leuschnerstr. 91, D-21031 Hamburg

Mechanical wounding of trees into the xylem induces the formation of callus tissue along the
wound edges. The present study deals with stem wounds set in poplar trees during the
vegetation period. Light and electron microscopy revealed that young callus tissue develops
by cell divisions in the phloem parenchyma, in the differentiation zone of xylem and phloem
as well as in the cambium. With increasing duration of wound response, i.e., within two to
six weeks, a wound cambium is regenerating pereferably by re-differentiation of phloem
parenchyma cells. Later on wound xylem and phloem is laid down. Wall structures of cells in
the callus tissue are charactensed.
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Frankenstein C, Schmitt U. 2004. Wound callus formation in poplar (Populus tremula
L. x Populus tremuloides Michx.) a microscopic study. IAWA/IAWS International Sym-
posium on Wood Science. Montpellier, Frankreich.

C. FRANKENSTEIN', U. SCHMITT?, 'University of Hamburg and *Federal Research Centre
for Forestry and Forest Products, Leuschnerstr. 91, 21031 Hamburg, Germany. - Wound
callus formation in poplar (Populus tremula L. x Populus tremuloides Michx.)

a microscopic study. -

Callus formation after mechanical wounding of poplar trees was examined by light
and transmission electron microscopy. Wounds of 5 x 10 cm?® were set at the end of May with
weekly or fortnightly sampling at the lateral wound edges. Maximum response period was ten
weeks. The experiments were carried out in 2002 with four trees, each of them with eight
wounds. Microscopy revealed two strategies until a typical lateral wound callus, which is
subdivided into xylem, cambium and phloem, has developed.

The first strategy is characterized by the following four steps: i- formation of a
uniform parenchymatic tissue at the wound edge by division of cambium as well as
undifferentiated xylem and phloem; - formation of a wound cambium within this
parenchymatic zone as a tangential continuation of undisturbed cambium further apart from
the wound, iii- deposition of strictly radially oriented xylem and phloem cells by the new
cambiumy; iiii- formation of additional cambial cells along the lateral side of the wound, which
then forms tissue continuously covering the wound.

The second strategy can be subdivided into three developmental steps only:
i-formation of parenchymatic cells at the wound edge; ii- formation of a wound cambium
preferably within the differentiated phloem tissue, semicircular in outline and including parts
of differentiated phloem; iii- beginning formation of xylem and phloem cells by the wound
cambium with preferred deposition of cells towards the wound surface,

Both strategies may occur at the same tree or even at different portions of one wound.
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Schmitt U, Frankenstein C, Koch G. 2005. Microscopic studies on modified wall struc-
ture and lignin topochemistry in xylem fibres of poplar after wounding. Plenary Meeting
of the International Academy of Wood Science (IAWS). Concepcion, Chile.

Microscopic studies on modified wall siructure and lignin topochemisiry in xvlem fibres

af poplar after wounding

Clas Framkensiein, Uwe Schmitt

Federal Rescarch Centre for Forestry and Forest Products/Institute for Wood Biology and

Wood Protection, Leuschnersirasse 91, D-21031 Hamburg/Germany

1 Abstract

Fine structural details on the influence of wounding in differentioting xvlem tissue are still
scarce. The present study provides information on cell wall modifications with specal
emphasis on the lignin distribution in xylem fibres of poplar differcntiating at the nme of
wounding. Samples were collected from wounded Populus spp. trees after response periods of
up o twenty-three months and processed for microscopic analyses. General studies on the
wall structure of wound-adjacent xylem fibres were carmied out with light and transmission
clectron microscopy. whereas lignin distnbution pattemns of these cells were examined by
U'V-microspectrophotometry,

Xylem fibres close to the wound and within a transition zone between differentiated xylem
laid down prior w and tssue lad down after wounding developed a distinctively thicker
secondary wall. These modified fibre walls regularly showed an in the mean slightly higher
lignin content and additionally an inhomogeneous lignin distribution in the middle lamella
and the secondary wall.

As revealed for poplar, wounding induces a modified wall structure and lignin topochemistry
in xvlem fibres differentiating at the time of wounding. It is assumed that this wound response

is part of the compartmentalization and therefore contributes to an increased resistance.
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Schmitt U, Frankenstein C. 2005. Modification of secondary cell wall layers in woody
tissue. 1t Joint New Zealand - German Symposium on Plant Cell Walls. Roturoa, New
Zealand.

Modification of secondary cell wall layers in
woody tissue

Uwe Schmitt and Claus Frankenstein

Federal Research Centre for Forestry and Forest Products
University of Hamburg
Leuschnersir, 91
D-21031 Hamburg
Germany

Secondary cell walls are the most important wall portions in woody cells and mainly
responsible for the determination of wood properties. In both softwoods and hardwoods cell
walls are subdivided into middle lamella, primary wall and secondary wall. The secondary
wall itself with a few exceptions consists of three layers, which are termed S1, 52, and 53.
The 52 layer in tracheids and fibres represents the thickest wall portion and therefore its fine
structure, including distribution of its chemical constituents, was subject of numerous
investigations. In hardwood vessels the 52 layer is reduced in thickness, but nevertheless
responsible for some important properties, especially resistance against fungal attack. Light
and electron microscopy as well as UV-microspectrophotometry revealed secondary wall
details such as microfibril orientation and lignin distribution. However, endogenous and
exogenous influences may cause modifications of the secondary wall. The most prominent
and well known modifications are compression wood and tension wood cells as well as
unusually thin walls doe to various influences. In addition, there are some other less known
modifications which are described in the following. One type of modifications naturally
occurs in vessel walls of hardwoods. In addition to a generally higher lignin content than in
fibres, secondary walls of vessels may show a distinct incrustation with accessory compounds
as observed e.g. for Sapelli (Entandrophragma cylindricum) with relatively high durability.
Incrustations were not found in less durable samples of the same species. This implies that
those incrustations of the inner secondary wall are obviously related with an increased
durability. Another type of secondary wall modifications is regularly observed in wound-
associated xylem tissue of hardwoods after mechanical wounding, i.e. the deposition of an
additional inner wall lining as well as an incrustation of the inner secondary wall. It was
proven that sesquiterpenes are a main constituent of both the lining and the incrustation. A
second additional wall structure frequently occurring in wound-associated hardwood tissue is
a suberin-like layer. Third, within a narrow zone close to the wound surface, fibre walls often
appear extremely thickened and more lignified. All these structural details initiated by
wounding are part of the compartmentalization process after wounding. These selected
examples of secondary wall modifications confirm that there is a wide range of wall
modifications in woody tissue as the result of activities of the protoplast of differentiating or
differentiated, but still living xylem cells.
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8. Anhang 1

8.1 Klimadaten und phéanologische Entwicklung wahrend der Versuchsserie 2000-
2001

Mittelwerte der r°c
| Tage | Dezember | Januar | Februar | Marz April Mai Juni
i 8.4 0.8 0.6 0.2 12,3 13.8 13,7
2 9.9 34 3,6 0.2 14.1 13,0 11.4
a 5.6 4,7 7.4 -0.9 11,3 17,6 [
] 57 3.2 4,7 0.3 10,3 12,0 10,5
5 7.7 5.6 1.0 0.8 8.0 9.4 13.7
(] FA| 58 7.8 0.4 B9 10,3 152
T 8.4 53 B.6 1.9 8.2 10.3 14,1
] 89 4,6 9.9 7.2 7.4 13.0 12,2
q 8,2 4.9 28 0.6 8.0 15,2 11,3
10 7.8 28 0.9 9.6 8.1 17,2 106
11 10,0 0.3 0,0 10.8 T2 16,7 11.0
12 120 1.5 0.4 0.3 3B 16,4 120
13 11.0 3.2 5.7 5.2 23 17.6 12,6
14 7.3 1,1 4.0 4.5 2.5 19.2 14,4
15 R B 1.2 2t d 16,0 16,0
16 3.6 =3.4 1.0 5. 5.7 14,2 16,7
17 3.7 3.9 3.3 3,0 5.3 13,3 15,6
18 2,1 -3.6 2,3 1.0 a7 11.0 15,7
19 0.1 =1,8 4.7 0.8 a.4 11,0 13,8
20 0.5 -1.5 4.9 -1,6 4.3 11,2 150
21 -2,6 -0.3 5.6 -0.8 6.5 12,8 16,1
22 -4.3 0.3 3.2 0.2 5.9 135 13,1 |
23 =58 2.8 -1.6 0.7 T.0 151 15,5
| 24 -1,7 6.6 4.2 1.4 0.8 16,1 14,6
25 =12 41 0.2 1.4 11.0 14,4 14,8
26 ~3,0 4,0 0.4 1.8 9.6 16,2 18,6
| 27 -1,1 20 0.2 0.4 9.0 16,1 21.6
28 0.5 2,0 0.8 1.4 8.5 15,3
29 0,5 2.3 5.2 11.6 16.0
a0 0,1 2,0 7.6 15,4 14,7
H 0.9 1.5 8.9 136
Tabelle 1: Mittelwerte der Tagestemperatur, Dezember 2000 - Juni 2001
TaesIRmDEa T URT s iiag Derember
Termparstur [°C) Wrederschlng [mm|
o 1
e il S
o ]
= n
L
. i
L P
& 2
e g
i 3 5 T & " W ¥ T W N B S T on N
Tage
) hssherichbiy  —— Rl T = Wm0

Diagramm 1: Minima und Maxima der Tagestemparatur und Tagesniedarschlagsmenge im Dezember.
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Diagramm 2: Minima und Maxima der Tagestemperalur und Tagesnedenschiagsmangs im Januar.

Tagasiemperator ung -aledersciv'ag Fabruar

Temparater [*G}
o
- |
7B
2
]
Q
-B
-1

1 3 5 T o 65 I - T TR N |' -5 A = S — T i)

Tage

I edonching  —@—Maieum G i Miremagm G

Diagramem : Minima und Maxima der Tagestemperalur und Tagesnederschiagsmenge im Febouar,
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Diagramm 4: Minima und Maxima der Tagestemperalur und Tagesngderschiagameanges im Marr,
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Diagramm & Minima und Maxima dor Tagestemparalur und Tagesnisderschlagsmenge im Mai.
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Dizagramem 7 Minina und Maama der Tagestemperalur und Tagesniederschiagsmangs im Juni.
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Die Knospen der untersuchten Pappeln befanden sich am 10. April 2001 augenschein-
lich noch im Zustand der Ruhe, da ihre Knospenschuppen weder angeschwollen, noch
gelockert erschienen. Erst 17 Tage spater 6ffneten sich die Knospenschuppen er-
kennbar, wobei die Entwicklung der Knospen im gesamten Kronenbereich &ahnlich weit
fortgeschritten war.

8.2 Darstellung und Diskussion des Einflusses akzessorischer Inhaltsstoffe auf
die Bestimmung der Ligninverteilung durch UV-mikrospektrophotometrische
Untersuchungen

Die Synthese akzessorischer Inhaltsstoffe als eine verletzungsbedingte physiologi-
sche Abwehrreaktion gehért zu den aktiven Wundreaktionen und wird regelhaft bei
zahlreichen Baumarten wie z.B. Ahorn, Buche, Birke und Linde beobachtet (z.B.
Sharon, 1973; Bauch et al., 1980; Shigo, 1985; Nicholson und Hammerschmidt, 1992;
Schmitt und Liese, 1995; Dujesiefken und Liese, 1995; Schmitt und Liese, 1997; Fink,
1999; Pearce, 2000; Melcher et al., 2003). Eine Beeinflussung der mikrospektropho-
tometrischen Untersuchungen zur semiquantitativen Bestimmung des Ligningehaltes
und der Ligninzusammensetzung durch die im modifizierten Gewebe vorhandenen
Inhaltsstoffe kann aus folgenden Grinden ausgeschlossen werden:

- Die Eignung der UV-mikrospektrophotometrischen Methoden -Punktmessungen bei
variabler Wellenldnge in Kombination mit Flachen-Scannings bei einer konstanten
Wellenlange (280 nm)- zur topochemischen Untersuchung von Lignin und akzes-
sorischen Inhaltsstoffen sowie der Unterscheidung dieser beiden Gruppen wurde
bereits in zahlreichen friiheren Studien belegt (z.B.Koch und Kleist, 2001; Koch,
2003; Koch et al., 2003; Koch und Grinwald, 2004; Koch et al., im Druck). Koch
(2003) zeigte, dass durch einen Vergleich der Spektren der in den Lumina und in
der Zellwand vorhandenen, hoch kondensierten Inhalte bei Kirschbaum Lignin und
Inhaltsstoffe deutlich voneinander unterschieden werden kénnen.

Es war weiterhin durch erganzende Untersuchungen mdglich, aromatischen Ver-
bindungen mit einem flavonoiden Grundgerist und phenolischen Verbindungen
charakteristische Spektren zuzuordnen.

- Bei den vorliegenden Untersuchungen fanden sich Inhaltsstoffe Uberwiegend
in Holzstrahl- und Axialparenchymzellen sowie in Zellen des Kallusgewebes
(Abb. 1). Weniger haufig konnten Inhaltsstoffe in Fasern mit wundinduzierten
Wandverdickungen lokalisiert werden, deren Ligningehalt und -zusammensetzung
vorrangig betrachtet wurde.
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Abbildung 1: UV-spektroskopische Scanningprofile von modifiziertem Wundxylem ; Parenchymzellen
eines Holzstrahles gefiillt mit UV-absorbierenden Inhalten (Pfeilspitze); Fasern (F) und Gefal3 (G) ohne
Inhalte

- Die UV-Spektren der im Wundxylem und dem modifizierten Xylem der Uber-
gangszone detektierten Inhaltsstoffe wurden durch Absorptionsmaxima in einem
Wellenldangenbereich von 282 bis 294 nm mit Schwerpunkt zwischen 284 und
286 nm, charakterisiert (Abb. 2).
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Abbildung 2: Repréasentative UV-Absorptionsspektren von akzessorischen Inhaltsstoffen in Holzstahl-
und in Xylemfaserzellen, die die typische bathochrome Verschiebung (Rotverschiebung) zu groBBeren
Wellenlédngen und hohe Absorptionsmaxima zeigen; Absorptionsmaxima: blau (286 nm, 0,96), braun
(284 nm, 1,26), griin (286 nm, 1,56), lila (284 nm, 1,59), schwarz (294 nm, 1,64)
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Dies bedeutet, dass die Spektren eine bathochrome Verschiebung gegeniiber den
Ligninspektren mit Absorptionsmaxima zwischen 270 und 280 nm erfahren haben.
Der Absorptionsbereich der akzessorischen Inhaltsstoffe war also zu gréBeren
Wellenlangen verschoben (Rotverschiebung). Korrespondierend mit Beobachtungen
von Koch (2003) an Fagus sylvatica lag das Absorptionsniveau der Inhaltsstoffe mit
Werten von mindestens Abs,,, 0,68 bis weit Uber Abs,,, 1,0 (Abb. 1, 2) deutlich Gber
dem Absorptionsniveau der untersuchten Sekundarwéande des modifizierten Xylems
(Abs,,, 0,09-0,48) und nahm im Vergleich zu Ligninspekiren langsamer ab. Die
Absorptionsmaxima der Zellzwickel erreichten Werte, die in den unteren Bereich der
Inhaltsstoffe hineinreichten, wéhrend in der zusammengesetzten Mittellamelle nur in
seltenen Fallen die niedrigsten bei den Inhaltsstoffen gemessen Absorptionswerte
festgestellt wurden (Abb. 1, 2). Eine Inkorporation von Inhaltsstoffen in die Zellwande
hatte demnach anhand eines veranderten Verlaufs der Spektren erkannt werden
kénnen. Da eine solche Beeinflussung nicht festgestellt wurde, kann davon ausge-
gangen werden, dass die hochmolekularen Inhaltsstoffe nur als Adkrustierungen in
den untersuchten Zellen vorlagen. Hierfur spricht weiterhin, dass Populus tremula
L. x Populus tremuloides Michx. nicht der Gruppe der obligatorischen Farbkernholz
bildenden Baumarten zugeordnet wird, sondern nur fakultativ einen Farbkern ent-
wickelt. UV-mikrospektrophotometrische Untersuchungen an Buche als ebenso fa-
kultativem Farbkernbildner haben gezeigt, dass hier bei der Farbkernbildung hoch-
molekulare, aromatische Verbindungen entstehen, die Uberwiegend in Lumina von
Parenchymzellen vorkommen (Koch 2003, Koch et al. 2003). Durch die hochauf-
|6sende Darstellung der Scanning-Profile konnten Koch et al. (2003) bestétigen,
dass die aromatischen Inhaltsstoffe im rotkernigen Buchenholz (fast) ausschlief3-
lich im Axial- und Holzstrahlparenchym, d.h. an ihren Syntheseorten deponiert wa-
ren. Die Zellwande der Fasern und GeféaBe wurden nicht mit den hochmolekularen
Inhaltsstoffen impragniert, da bei der Nekrobiose des parenchymatischen Gewebes
bereits hochmolekulare phenolische Verbindungen entstanden waren, die nicht mo-
bilisiert werden konnten (Koch et al. 2003). Da die fakultative Farbkernbildung durch
exogene Faktoren wie z.B. Kronenverletzungen, Astabbriche oder Kernrisse beim
Rotkern der Buche induziert wird, und es sich somit tberwiegend um eine physiolo-
gische Reaktion auf Verletzungen handelt, scheint ein solcher Depositionsvorgang
auch auf die Wundreaktionen von Pappel Ubertragbar zu sein, was durch die be-
schriebenen Beobachtungen bestatigt wird.

Ein Einfluss durch Extraktstoffe bei der Bestimmung des Ligningehaltes mit Hilfe
der UV-Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm wurde von Imagawa und
Fukazawa (1978) untersucht. Sie kamen zu dem Schluss, dass Schnitte, die keiner
Extraktion mit n-Hexan, einer Alkohol-Benzen-Mischung oder aber einem Aceton-
Wasser-Gemisch unterzogen wurden, bis zu 1,3-1,6 mal héhere Absorptionswerte
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erreichten. Aufgrund der durchgefiihrten Dehydrierung des Probenmaterials in die-
ser Studie mit Hilfe einer aufsteigenden Acetonreihe kann die von Imagawa und
Fukazawa (1978) bei Larix leptolepis festgestellte Erh6hung der Messwerte durch
den Einfluss der phenolischen Inhaltsstoffe auch methodisch ausgeschlosssen wer-
den.
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9. Anhang 2

Originalverdffentlichungen in Zeitschriften mit Review-Verfahren
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Abstract

The diffuse-porous maple and the ring-porous ash showsd first cambiom cell divisions after bud break
contempoeranssusly in the second hall of April. Howewer, in the ash, a few cells scattered throughowt the dormant
cambium zone had abready distinctly enlarged by the end of March. Later on thess cells developed further into
catlywond vessels prios (o the onset of cell divisons. The question about which criteria can be used as an indicatbon ol

cambium reactivation will be discussed.
L 2005 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keypwords: Cambiuen reactiveison; Tree-ring research; Cell differentiation; Deciduous tree spacies; Light and eleciron microscogy

Introduction

For dendroclimarological stadies it s good o know
more nbowt the onset and the dumtion of cambium
wctivity of the study trees in order to better understand and
biologically verify the statistioally obtained cli 1
relationships (Frims, 1976). The duration of the cambium
activity is just the time during which a “window™ in the
tree is open 1o reveive and “anchive™ environmental signals
direcily, Dumng the rest of the year, environmental
influences can only mdirecily act on stem growth.

The cambium forms a coninuous MeTHlemate [z
around the entire tree and extends via the procambium up
1o Ehe apical meristems in the tips of the twigs and roots,
The nature of the cambium has boen known only since
around 1850 (Schweingruber, [988) The cambium initial
are axially clongaied cells of nodable kength so that the
daughter cells and thair deratives are also quile long just
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after their formation. Becawse of that, the derivaie cells do
not need to grow much in length but their walls can lignily
ad woon a4 the fnal dshape and dEameter B achieved, and
these new cells can take on their predestined final function
for the tree (Catesson, 1990),

Meverthebess, criteria for determining cambial reacti-
vation in spring are not yel generally sccepted, Earber,
the ease with which the bark can be pocled from the slem
was ased to kentilly the onset of cambial activity. Later,
phenological events such as bud swelling were iaken as
an externally visible mark for the beginning wood
formation, taking into account a varable kme span
between bud swelling and cambium reactivation. Ac-
cording to the hterature (Larsom, 1994}, in difluse-
porous trees the first vessels are formed when the leaves
are fully developed, whereas in ring-porous trees the first
veasels are formed 36 weeks prior to bud break.

The present study is aimed at coniributing details on
structural modifications in the cambial zone prior to cell
division, and [0 suggest a sustable criterion for the onset
of cambium activity, both in deciduous diffuse- and
Fimg-pOrous irees.
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Materials and methods
Plant maberial and sample collection

Three trocs respectively of Acer plofenoides L. and
Fraxinus excelrior L. were used, All trees were approxi-
mately 15 years old and grew 4m asl in the south of
Hamburg, Cermany. The sampling for light and
elociren microscopy teok place in winter on December
15, 2000, and then during spring in weekly intervals
from March 26 to May 4, 2001.

Light microscopy

One set of in total 8 specimens of %x 5x Smm’
containing phlcem, cambiam and xykem was dissected
from each tree &t a stem beight of 50-150 cm, mmediately
fixed in & phosphate-buffered solution of 37% lormalkde-
hyde, dehydrated in propanol and embedded in glycol
methacrylate (Technovit T A rotary microboms was
used 10 produce Squmethick transverse sections which
were stained with a standard Giemsa solution for 2h and
mounted on glass slides with Euparal

Transmission electron microscopy (TEM)

Another set of in total 8 specimens of 1 x 1 x 4 mm’
containing phloem, cambium and xylem was dissected
from the same trees, fixed for 1day in a mixture of 5%
glutaraldehyde and £% paraformaldehyde, washed in
0.1 M cacodylate baffer (pH 7.3), dehydrated through a
graded serics of scetone, and embedded in Spurr’s
(196%) epoxy resin, Ultrathin transverse sections were
prepared and stained with urany] acetate and lead
citrate, and examinéd with a Philips CMI2 TEM at an
aceelerating voltage of BOEV,

Resulis

Moaple

During the dormant season, the cambial zone of
maplke comprised &9 rows of radially fattened
rectangular cells with only & small variation in size
{Fig. laj Electron microscopy revealed distinctly
thinmer tangentinl than radial cefl walls. The cytoplasm
was very dense with numerous lipid droplets, starch-
containing plastids and small vacuoles filled with
thready material (Fig. 1b). It alo containsd smooth
endoplasmic reticulum (sER), numerous free ribosomes,
only few tubules of rough ER and few polysomes. The
plasmalemma was smooth in outline, without unduls-
tions, and closely appressed to the cell wall (Fig. 1<),

By April 20, & small radial swelling was observed in all
cells of the cambial zone prior (o orf simuliapeously with
the onset of cell divisions. However, there was no
difference in ool size relative 1o their position in the
cambial zone, In particular, cefls adjacent to the prior
latewood were not yet enlarged but nearly as flat as in
the dormant cambium,

By the beginning of May, dividing cells with several
newly formied thin, tangentially orented walls indicated
the active cambium (Fig. 1d). The dividing cells
contained numerous small vacuobes, whereas in non-
dividing cells one large central vacuole was present
(Fig. le}. The plasmalemma was now irregular in outlise
with many undulations. Some cells close to the
previcusly formed latewood showed advanced stages
of secondary wall formation (Fig. 10).

Ash

During the dormant scason, the cambium of ash
comprised 9-11 rows of radially Aattened cells but
showing & distinet variation in shape and size; most of
them were small and rectangular, others large and
nearly oval. Some cells adjacent to such oval cells
appeared radially compressed, Two to three cell rows of
extremely flattened cells occurred in the middle of the
cambium, about 3=5 cell rows distani from the prior
Intewood (Fig. 1a). Electron revealed
numergus small vacwoles in the cambial cells neighbowr-
ing the prior latewood. With increasing distance from
the xylem, vacuoks increased in size and decreased in
frequency, The cytoplasm was very dense with com-
spicuously few lpld dropleis and starch-containing
plastids (Fig. 2b). It contained a sER, short tubukes of
rough ER, frec ribosomes and numerous mitochondria,
The plasmalemma was appressed to the cell wall and
smooth in outlise (Fig. Zeh

A distinet enlargement of a lew cambium dervatives,
probably vessel elements, was observed around March 26,
At that time, the cells Jocated in the middie of the
cambium did mot show any chamnges in shape when
compared with the radially fattened cells of the dormant
cambium observed in December (Fig. 3a). However, first
ultrastructurn] changes were observed in these cells. Small
vacuoles had fused mito larger ones, and the cytoplasm
generally appeared less denmse than that of the dormant
cambdal initinks (Fig. 3b). The presence of a few secretory
was not us smooth n oatline az in the dormant cambium
(Fig. 3c), With the onset of cell division in the flattened
inner cells of the cambium around Aprld H, some large

vessels had already formed (Fig. 3d). By May
11, the walls of the vessel and of the surroumding
paratracheal parcchyma started to lignify, and the
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number of fusform initials had mubiplied 34 times
compared to the dormant cambium.

Discussion
A clear difference between dilTsse-porous and nng-

porous hardwood trees, regarding the onset of cambium
activity in spring, was pointed out by Priestley and Scott

BT
3 wBPec

(1936) as early as 1936 They claimed that the
reactivation of the cambium in diffuse-porous species
is & slow process proceeding gradually from the top of a
tree downward to its base, whereas in fing-porous
species it sinris almost simultaneously throughout the
entire iree, Meanwhile, it is known that cambial activity
depends on & complex of interactions between infrinsic
and extrinsic factors swch as phylohormones, DMA
binding prolsins, monolignols, mutrients, minrerals,
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Fig. 1. Maple, dormant {a—c) and sctive cambium (d-0). (a) dormant camvbinm with &9 rows of cells; (b) cytoplasm with Epid
droplets (arrowa) and vacuckes (¥ (£) smooth plusmakmma (arrows), M = micchosdriom. N = pockom, 3ER = smoolk
endoplamati retiealusn; (d) sctive cambinm with newly formed cell walls; () newly formed cell walls (srrowheads) (f) new cell wal
layers (white arrows), plasmalemma with ondulations (black armows), D = distyosoms, fER = rough endoplasmatic reticalum, (ad]
light micrographs, transverse sections; (b, ¢, e, [ clectron micrographa, trassverse secbions,
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pressune, temperature and water potential gradients
(e.g.. Savidge, 1596} The first earlywood wessels in
diffuse-porous trees are formed when the kaves are
nearly fully developod (e.g. Lodewick, 1928 Warsing,
1958; Larson, 1962; Savidge and Warcing, 1981; Fahn
and Werker, 1990; Aloni, 199]; Sundberg et al,, 2000;
Schmitt et al., 2000), whereas in rnng-poroias irees the
first earlywood vessels are [ormed 26 weeks prior to
bued break (Atkinsom and Denne, 1988, Suzuki et al,
19960, Ladefoged (1952) found the same tendency for
maple and ash in Denmark where the climatic cond:-
tlomns are smilar to our ste. These repeatedly made
observations could indeed be confirmed by the present

oL

1
!

r.

i
v
i

stsdy, but it has to be questioned whether the
appearance of vessels is a suitable feature to determine
the onset of cambial renctivation in deciducus trees.
In this study, both diffuse- and ring-porous trees
ghowed first cell divisions at the same time around April
20. One week later, the buds of ash siarted to break, and
the maple keaves were nearly fully developed. However,
while in the diffuse-porods maple no obyviows changes in
the cambial zome had taken place before bud break
(aroumd April 10), the ring-porous ash revealed a
distinctive enlargement of cells as well as ulirastructural
changes of the plasmalemma and ofgapelles already
about 314 weeks prior to the first cell divigions and to

Fig. L. Ash, dormant cambium {a-c}. {a) dormant cambium with 511 rovws of cells and radially Aatiened fusiform cells {arrows); (B)
cyloplasma with starch comlaining plastids (arrows), mitochondria (arrowheads) and vacsoles (v); N = nicleus; (c) smooth
plasmalemnma (arrows), Lp = lipid drophets, sER = smoath endoplasmatic reticalum; a light micrograph, transvernse section; {b,c)
clectron micrographs, [rapsverse secibons,
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Flg: X Ash, cambium in transition (a-c), active cambium {d). {a) cambium in transition with enlarging cells (arrows); (b) small
wacucles fase 1o larger ones (ammows)c (o) secretory vesicles (arrows) indicating dactyosome (¥ activity; (d) active cambiwm with
mewly lormed coll walls (arrowheads) and developing early wood vessel ehement (We). (a, d) Eght micrographs, transverse sections;

(b, ) ehectron micrographa, imasverse sections.

buud break, respectively. A few days later, sarlywood
wessels were present, still prior to the beginning of cell
division. These cells, dilferentiating info earlywood
vessels, were not formed recently but overwintered as
cambial derivatives as already postulated by e.g. Zasada
and Zahner (1969), Imagawa and Ishida (1972), Dioley
and Leyton (1986), Matovie [1980) and Bamett {1992}
The vessel glements resting over winfer in an undiffer-
entiated state must have been formed under a certain
quaniity of anxin at the end of the previous vegetation
peried, Auxin or puxin precursors have been found in
the cambial region of ring-porous trees during winter
dormancy (Savidge and Wareing, 1981; Wignall and
Browning, 1988), and also in developing earfywood
vessels of ring-porous trees prior 1o bud break (Dighy
and Wareing. 1968). However, it {3 =il unceriain

whether these cells are able 1o develop without a new
supply of auxin. Hemce, it s postulated that endopenows
auxin may either accumulate in the dormant cambium
s a result of polar transport, or may be provided by a
de move synthesss i buds of cambial (swes during
dormancy (Sundberg et al., 2000 and references cited
therein). In view of the fact that auxin is present, the
environmental conditions, particularly temperature and
day length, are likely to regulate the continuation of
differentiation of predisposed vessel elements in spring.
IT the statement that wopd formation i ring-porous
gpecies starts simultaneously along the entire trunk is
deduced from the development of carlywood wvessels, it
hias to be checked by clectron microscopy whether the
onset of cell divisions in the cambium behaves the same
way of diversely as in difTose-porous thees,
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Conclusion

For both ring- and diffuse-porous species, the most
approprinte critericn of reference determining cambdam
reactivation should be the first observation of cell
divisions as suggested by Farrar and Ewert (1997),
Therefore, in nng-porous species as ash, the fira
ultrastructural changes described and the distine
enlargement of a few cambium cells prior to the
beginning of cell division, should not be considered as
a ¢riterion for cambium reactivation. In this study with
maple and ash, cell divisions occurred ai the same time
towards the end of April leading to & contemporaneous
cambium activation for both speces.
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Wound callus formation = a microscopic study on poplar
{(Popules tremula L. x Populus tremuloides Michx.)
Claus Frankenstein', Uwe Schmitt!, Christine Waitkus', Dieter Eckstein!
(Received Janusry 17, 2008)

Summary

Poplar trees wese machanically wounded and the subsaquently bails
pasenchymatic callus tissue asd wound cambiam as well as the
develaping laloral woand callus were inveatigatod by light macros-
copry. Two strategics of calbas formation wero obscrved. One of thom
in characienized by four deps: |- formation of s parenchymatic tissua
at the wound edige; 1i- formation of & cambium within b paren-
chymalis fone & a tasgenlnal exeenaian Af the undisbaibod vaular
cambiumy; iii- release of mdially oooéed xylem and phloem cells;
ilis= formation of cambdal cedls with greater paradflel orientation to
the winsd odpe. The caher strategy cas be subdivided into theee stepac
i-fenenation of parenchymatic celli o che wousd edpe: il- cilab-
lishament of a wound cambivem grelerably within the difforemtialed
philoem tissue; i§- formation of wound xylem and phloemcells, with
the tendency bo cover the wosnd laerally. Both sirstegees may oocur
withim the e tree of even o differeat portlons of oae snd the
s wound

Invtrod sctiomn

Teees resposd o mechanicsl injury bolh anatomically snd béo=
chemacally. Depending om the exient and date of wousding, the
f:ldlﬂu'ﬂﬂﬂﬂhﬂhﬁllﬁﬂ#ﬂtkﬂtl!'ﬂﬂlhﬁ*ﬂ”ﬂfm
alffect larger portions of the surrounding lissue. They show a lage
variety and have been subject of numerous imvestigafions on mac-
reacopic and macroscopic Bevels (eg BusTeotk, [08%, Lise snd
DauEsEFREs, 1996; Prancr, 2000; SomarrT and Lisse, 1994, 19125,
1902h; Susco, 1984),

‘Wound reactions restricted 1o (he Bark start will (he productios of
phenodic subaiemees choee 1o the wousd and the formation of a tigno=
suberieed layer aroesnd the wossnd 1o project the aniffecied ke
agains! pathopon slack and water lods, Subsequesly, a egero-
phylactic periderm develops (BeGGE of al. 1954 BiGas, 19852
MuLiice, 1977; Oviset al,, 19990; TeockessRotT and Lise, [931;
TeorErsmRonT, 159540 Wessds up |ato the cambial seglon ofien
lead 1o the formation of callus tiasug ol the ediges (Fink, 1999,
Galwwait of al., 200F; LIESE and DAUESIEFKEN. |989). Wounds
exteniding into 1he xybem lead 10 o soquence of reactions, which
are aften dewesibed by the CODIM-model (Comparimentalization
Of Decay'Damage e Tregs) (Bavce et al,, 1980, Linsy and
DrumEsiErsEs, |99 SHiGo, 1977, 1984). The madro- and micms-
copically most promiment mechanism involved in compartmen-
nelizarion, os maisly revested for hardwoods, is the formation of
3 1o called houndary layer of resclion 7ose moatly chemcrerized
by the synthasis of phenolic compounds end wesisl ooclusions
{e.g. PEakcE, 2000; ScoT and LiEse. 19940} Wounding dering
the period of wood formation by partially removing the bark may
kead 1o ibe foemaiion of serface callus tissue (DGLEY and LEYTOM,
19T JAKES ancl HEXNERDWA, 1939 MCDOUGALL, BLANCHITTE,
1o Mok, 1950 Mo, 1968; Novimssans, 1998; Suanrcs
and Gusseey, 1935; SHORTLE and SHs00, | %78, STOBBE ef al, 2003;
Wasein Wisos and Wannes Winsos, [984). For poplar. some

redearch wis conducied on wound eeacieong |n the bark foosing on
ik formation of the lipho-suberitod pone and the lodmatson of &
niw pariderm as well &2 a new bark (Kaurest. 1937; So8. 195%
TroCKENDRODT and Ligse, 1991). Additionally, ibe influence of
presasee on tssue differentiation on koegiudinal bark wips, separsed
fram the bale detisg carly spring and hold umder different bumid
conditsans, wai subject of & detailed wudy (BROWH and S 1967
The present paper describes om a light microscopic level the re-
generwtion patiers alosg the laers] edges of stem wounds exiending
isto the aylem, Particular emphasis i3 given 0 the mie of the hatk
likene entering is calhu Formation and the repeneration of the vascular
cammhium.

Materinl and methods

Irvestkpations were carried out uakng four 25-year obd poplas tnees
(Poputer ressaln L. & Fopuler freesaloides Miche,) of a plaststion
im Lhar moribsecast of Hambung. Eight wounds wenp sei holically around
each siem on X7 May 2002, 32 rectsngles of bark of § x 10 cm? wene
resmoved from the irunks using & saw; the woands were separated
15 em wenically (Fig. 1. Tah 13, The edges of the debarked arcai
woorn smooihad and The wound serfaces seraped with o racor blade (o
remorve remnants of the cambiam and the differentisting xylem. This
procedure was camied oot 10 avold reactions on the wound surface,
which might affect tiisiee podibans of the womnd edged.

For lighl microscopy, samples of 5 2 3 x | om® were collected from
ihe Imiernl wound edpe after 7, 14, 21, 28, 35, 43, 56, and TO days of
respanae. Spot checks were sddiibonally taken ol the end of ke
wogelation period 2003, The wisd tisiug wan remmoved wills s chisel
and a rafor blade (Fig. 2. 3. Tab 1). The samples weie cal o
smrulber cubes of 4 x4 & & mm?, fixed for at beast 2db im a phosphage-
huffered solution of 37% formaldelyde, dehydrasted in propancd and
eimhedied ia glyecd methaceylate (Techaendt 7100}, dgm thin trans-
weisal sections weee cul wilh & folary micrlone, sEined R 1.5h
with a sandard Giernsa solution and mounted on glass slides aving
Euparnl.

Hesulis

Seven days alter wounding. 4 browsish discolouration i parts of
the xyberm next o the wound odpe became macroscopically visible
(Fig. 4, 5, Tab 1) Light micmecopy revealed that phloem paren-
ciyma, undifferentated Lylem and gapecanlly cambsum celln o ifbe
wound edges collapied and degescracd In wme wounds, peo-
liferations of a few usdiferentialod cells aocurmed in the Tormsr
cambial zone adjacent 1o the necrotic Hssue (Fig. 4, 5, Tah 1k

Fourteen days after wounding., lege lendiametric cells with (héin,
unorieated new walls were preseat in the ranaition zone from xylem
1o phloom close ta ke wound edpe. Theie celly moutly dediflercn-
tialed From phloem paredchymn oclls, whercas cambaal oelli and
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wredifferentiabed cells af the gylem delferentintion rone were handly
Armvodved, At the same time, phioem ool ls afjaces bo this tisves slong
the wound edpe showed dediTerentiation indicating a funcibanad
chanpe. Repeated orieniad dnvditiona ked 1o the formation of an inifiad
discontinuou basd of radially fstiensd cells.

21 days after wounding, & disiknit woand callus became micros-
copically visthle (Fig. 1, Tab. Ik The lermer snorienced pazen-
ehymmatie calbui tigse now showed orienied coll divissons towands
the wouss susface (Fig, 2, Tab, 2L In mosi wownds, the above
described band of radislly Nasened cells in the vicinity of ihe de-
generated outermost Basue developed a phellogen, separsted from
the degenermied ouler tiswee by o phellem-like pane consisting of
large: Tnst thimwealled celbs. Such a band extendod inte or crosied 1he
walles tiasms i ba the former Lylem differenbiating mone. Within the
phloem, present al s time o wounding. differentinled pareschyma
cells staried to divide leading o radial snd langential greaps of
Nanesed cells. In wousds with o nearky unaffociod cambdum, wood
formaticn wai revamed m the irensition beiween the zone with
womnd-asiocialod modiBonioss and the unaffected tissue.
Within the neat 14 days, these wounds iberrcd & pegeneration of the
cambiurs mi o ngestinl exiension of the undisturbod cambisem across
the parenchymatous one, This new wascelsr cambium was already
siarting with the production of xylem and phlcem cells, In & second
group of wousds, showing cefl divisions of dedhiforentialed phlesm
cells, thesa celis fused (o a pesity coatinuous band.

42 days afler wounding. the tangeniial regenenticn of the cassbium
almoat resched the callus tip. With progreszing clongastion i grads-
ally staried 8o fesm aylem and phicem. The sew modified wound
mylem, consisting of less asd issalber vesssls, peedominantly showed
& radial cetentatbon (Fig. 3, Tab. 21 In the second proup of woumds,
ke handi ol dEading cells within the diferentialed phloem fased
to @ wound cambism, which appeared sesnicircular in cotline by
imcluding parts of the preexisting philocm. Al thés itage, the wound
cambium did not coniact the vascular cambivm present bolore
wouniding. The formation esd Bgnification of secondary cell walls
in the wound tissse staried in modified phleesn Obdes (Fig 1.
Tab, 33,

56 dayi after wounding. the woand cambsom extended inward 1hus
achieving a coamecticon with the sructurally unaffected cambium
further span from the wound edge. Along the wousd odge, the womnd
cambium exbenadod cxactly to the rone, whene wood formaiion had
wiopped after zetting the wound This new wound cambiusn samad
0 develop wound wybem disectly adjacent to the preexisting phloem.
Drark phonolis deposits were peesest in memerous phloem paren-
chymma cells of this area (Fig. 2, Tah. 3), by wounds withoo! included
ipldioem but with 5 ngential extension of the cambsam, additional
cambium el weee fosmed paralied i (ke |meral wound edge. This
gambium pebeegeently formad phlocm and tylem cells aening o
coatinuouily cover the wound.

M0 days afber weashdifg. (w0 sirsteghes of cambium regeneraticn and
callus formation could b clearly diPerentisted: acocadingly, nchuded
preexdsiing secoadary phlosm was ether present (Fig 2. 4, Tab. 4)
or fed [Fig. 1, 3, Tab, &),

In summiary of he micenicopic observaticea, ihe iwo smicgies can
be described s follows:

Oine wrategy b subdivided inlo four developmestal sleps:

i= farmation of & uniform parenchymatous tissue o the woand odge
by divizion of undifferestisted vylem, phloem as well as cambial
cells; k- formation of a wound cambium wilksn the pareachymaous
pone, g gn exclusively mngential elongation of the undashsbed
camddum further apadt fiomm (ke wound edge; ili- release of sinctly
raial oriented xylem and phiceny cells: (#i- fosmatioa of cambial
eelly with g0 increasingly pamlbel oricnistion 1o B perpendiculsr
wound edge, nally lesding to the |ateral covering of the woussd.
muhﬂmm:-umlﬂmd inio iheee developmenial sleps:

i=formation of parenchymatous ¢ells @ e woend edge by dhvislon
o uedifferentinled xylem, phdoom as woll a8 cambial cells: ii-
formaion of B wound cambinm preferably within the differontised
phicsns Binise, finally sepscireular im ootline and incloding parts of
the difTerentiated phloem; &i- beginning formation of wound xybem
and phdoem cells by tha cambimm, already with the lendency (o cover
the wound Iateradly.

DHscussion

The present study on calles fosmatbon in poplar sevealed different
wys of vaacular cambium regeneration asd sehstgednt callus de-
wvelopment. In prieciple, fwo strategies were defined by woveral
erenpholapicaly charscterione developmental steps. Both stralepies
may ccour within the same (068 of even ol &ifferent porticns of one
and e sams wound.

The fint step towards a wound callus, vie the formation of lange,
thin-walled paenciymatous cells along the wound edge, origizating
Trom wndifleremtialed xylem cells, vasculsr cambdum and paren-
chymabous phloem cells, is comman 1o bolk stsaleghes. The un-
omnented, isodinmetric callus cells mainly derve from paienchy-
materas phioem cells after dedifferentistion. Usdifferentisted xylem
and cambissm cells afe pof coniributing i that extenséon, as similarly
observed in Fravsuw ercelnior L. siema (Dowey and Levros, 19709,
SWARBRECK {1927) alio showed that callus in giadied apple tees
simost entirely originate from the phloem. Howewer, other ob-
sevaians (AUCCrareLL) e al., 1999, SHanrl s pnd GLsmseey, 1933)
led b0 the assemption thar xylemn elements, namely ihe vascular mys
s well as cambaall celli are mabnly responsibbe for callus Farmation,
Im oiker ree species. like Fapus pahvmtica L. aed Quercrr robur L.,
the secomdary phizem does not play a mode in the development of a
lateeal wound ealluy (Fredk, 1999, Griwawen o al., 3003 Mo,
1968, 19700, Sech a confradsction may depend ellher on specss-
specific resctions or the mode and time of woending. Eipecially the
mode of wounding seema to have a sirong wlective cffect on the
{ksue madnly contfitating to calius formaison. According to S0E
(1950, e callus lisvoe = Fopulss defeaides, sooned by culting with
a knife through the bark and oftea iste the anderlying zylem,
ol glagtes mainly (rom cells of the vascular rays. The pretent sludy
on peopilar with lesge-scale wounds revealed o dominant role of the
secomdary phloem in the i=iliabon of callus risswe,

‘The s=cond step of sirslegy ome. i.c. the formation of o wound
casnbium within the parenchymatous zone as a langential exionsion
of the iindiaturbed cambiam furher apart, corresponds with previous
obaervalions, 506 (195%) reponed e formation of a new cambdal
zane in Popufsr delioider scon in regioss where the callus e
Bes close 1o ke endishurbed cambivem. Other studics desceilbed the
formation of 3 wound cambiem inside the |alerall paress hymaloo
callus Gssuc (DoLEY and Levmow, 1970, Pk, 1999, OriswaLn
el al., 200 MorL, 1970 SHARFLES and CGamaamy, 19330 [ was also
found om & debarked serface ikal the vascular cambium fegentenics
wizhin ihe callus tissse (BhiwH and SAX, 1962, NoEL, 1968; SToRRE
et al., 2000 WARREN WiLsoM s WARKER Woao, 960, 1984,
WARREN WILSOHR, 1984, ZaimaiLt and KEsapad, 1988). The physio-
fogical mechanism respossible for the farmatics of & cambéam and
the factors determining the site of cambium regeneration withia o
wiund-| sduced callus me still mnely undersiond, While 1he young
wond casshium of poplar, follreing sirslegy one. started 1o releaic
siricily rafially oricsed aylem ssd phloem cells, the cambium con-
tinuously eitends through the formatios of meristematic cells. Thiy
cambiums, with an increasisgly parallcl oricsation to the wound edge,
fmally beads o the laieral covoring of Ehe wound thremgh phloem
arsd ylem foamation. It is mentboned that in some cascs Irscheary
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diercatinied phlasm Bisisd il semocircalay in catliae (arrow), included philoom dipal; 5 dagn afier woending: 25 fiematios of somd vylem
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Tihe di Propules, 20 days after soanding: smegy osse: 1, 1) formateon of sdditons] camsblm cells 5 & 1 gestiel dongaion of the unaTeced cambiess o
aliag the beral aide of the wound wilh suSsoqecal Todmatioa of syles asd phloem oells contiesomly covesing the wossl; straiegy fwe I, 4)
[mmation of aylem {srossh amad phicem ool ihrough B sewly formed camium {arrowhesds) sroand 8 porion of (ecleded phloem (iph) alss
doslinernly coverisg the wousl, riasvenal secliom, macroseopic view (1, 1), light maciograpia (3, 4]

clements and sbeve tube strands appear before any cambiom bas
formed and thai not &ll differestised cells derive from the cembiom
(W i Wi sos and Wanes Wisos, 1984), &5 varsaily oheered
i Bk wudy, A contifming extenason of the cambiuss within a kaleral
callus with simultaneous sylem Formation by previously formed
wound cambism segmenis bas not beon reporied vel. SHARPLES and
Gusieny | 1932} found thai im a callus on an exposed wood surface
of Hidsdscus the earliest formed cambiem hed begun o fanclios
pormally befors the caminal cylinder was commpletcly closcd. In maost
cades il 18 roported that xylem &EFerentiation staris afler @ vascular

cambeum bas fomsed (e g Griswal bret ol JOOE; Mo, |90, Soe,
1950 W oarmE WiLson and WaRRERN WL, 1584},

The scopdid stralegy i charssienized by the lofmalios of & woiinid
cambism through dedifferontistion of mature secondary phloom cells
fallowed by redifferentiation into 8 cambial tissue. lis semiciroslas
outline conseguently incloded parts of the differentisted phioem. Mo
such observaiboes were foond in the liieraoore,

I ki @ well-kniws phenomenon thal celli k6 1B sscondary phlocm
wre abile 1o ilferentiste inlo meristematic cells 1o [orm & new periderm
during rhytidom formation. Additionally, the formation of 8 peome=
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phylactic persderm due 10 woundEng demonarmes the cagabiliny of
differentintion of woondary phloem parenciama celh bt & meri-
sicmatic Gssoe (e.g. Baaset al., 1984; Beoos, 1965, MuLLick, 1977,
Oyt al, 1999 Teocin e and Lisse, 1990 TeoCsmaniT,
1944,

Ehiring :I'lﬁl devclopmentall alages, B wal ismpbiidhle 1o exactly
prodict whether a phelflogon or @ vascular cambiam would dovclop
of i xiies of redifferentistion. There are several hypotheses refesring
1o what induces and what deserrsanes the sie of casrdyium formation
willin § woand-ssocisted callud (e.g Avosn 2004; Doury and
LEVTOM, 1970 SHARPLES and GuMnexy, 1933, WAREREN WELSOM
and WARKEN WILEGH, 1961) Putiire stidies whould fooms on the
relationships between struciural details as observed in the present
wodk and enechardumn desceibed in these hypoibeses such as ihe
invalvement of hormosed (ALDML J004), includiag the ~gradient
induction hypolhasis™ of WaRREN Wisos and WaRREN WiLE0H
{1561 ), and other hypotheses based on hi ohwervalsons, such
s the *fres surface” hypothesis (B sn, |BB4; Vooimmc, [892)
und the “cambial ring” hypolhasis (Iasse, 1920 Swaomy, 19420,

In conclusion, the peesent dudy revealad e siratogaes of wound
cambium development in poplar. Both stmicgies, which are maindy
defined hy the position of the womssd cambism o early developmentsl
wimpes, abm ot the formaon of a wound callus sersng (o cover the
woind, The fectern gulding these proceise on the eell and the lisiug
level have yel b0 be dolormined
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INTRODUCTION

In trees, wounding indeces speciflc reactions which have
becn the subject of numerous investigalions &1 macToscopic
and microscopic levels (e.g. Sharon, 1973, Mullick, 1977,
Shorile, 1979, Shigo., 1984; Schmidl and Liese, 19940,
19%92a, b Liese and Dujesiefloen, 1996; Pearce, 20005,
Depending on the depth of wounding. the reactions can
be restricied (o the bark of they can also extend 1o the
cambium and xylem, The wound reactions can either
occur close o the wound or affect larger portions of tssue
mdjacent to the wound. This response depends on the extent
of wounding, the season and tree vitality {Schmin and Liese,
1992a). Lesbons affecting the cambial region often besd o
e formation of & wound callus amd subsequently mosdified
xylem and phioem (e.g. Liese and Dujesiefloen, 19%8%; Fink,
1945, Grilowalbd et al., 2002}, Within the xylem a combina-
tion of different reactions loking place compartmentalizes
the inflicted area (Shason, 1973; Shigo and Marx, 1977,
Bauch 1 al, 198 Rademacher & al., 1984; Shigo, 1984;
Liowerts ¢ al, 1986, Licse and Dujesicfken, 1996). The
macro- and microscopically most prominent mechanism
involved in com ization is the formation of a so
called bowundary Layer. This layer is mainly characierized by
the synthesis of phenalie compounds in parenchyma cells
wilh iheif ensaing extrusion inte neighboaring cells and
vessel occluslons (e.g. Schmiti amd Liese, 195%; Pearce,
2001},

* For comespondence. Eomall ¢ freskemsn @bl mi-hamburg 42

Ressarch on wound reactions i poplar has been moaly
carried ol by conventional light microscopy {e.g. Bunirock,
1989}, Earlier studies mainly focused on wound reactions of
the bhark, such as the formation of the ligno-suberized zome,
of new periderms, and new bark (Kaufert, 1937, Soe, 1959;
Trockenbrodt and Liese, 19911 The influence of pressure on
tssue differentiation on longinudinal bark swips,
froim the bole, has been examinsd in detsil (Brown and
Sax, 1962). Bucciarelli o af, {19%9) compared, over a
Di-h period, the wound responses of the bark of resislam
and susceplible Populvr fremuloider penotypes, inoculaed
with Emielewca  mammata, using  histochemical

microspectropholomeinc analyses,

‘The chjsctive of the present study was b0 provide detailed
infemation oo the modification of xylem elemenis within a
transition zome between differentisted xylem laid down
price o wounding and the lissues lasd down after wounding.
The xylem elements in this transition zone often develop
diistinet wall hickenings. A particular emphasis is given to
the lignin distribution on & cellular and subcellular level. For
this purpose, the unaffected xylem and modified xylem were
imvestigaled by ransmisson clectron microscopy (TEM)
amd cellalar UV microspectropho ometry.

MATERIALS AND METHODS

Investigations were cartied out with four 25-wear-old
tremata L. = Populus reminloldes Michx, trees

amd oo 33-year-old Populics iremula L. tree, growing m
the east of Hamburg. Rectangular wounds of 10 % 10cm?
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were sel on 7 Jul. 2002 asd 23 Jan. 2003 by removing the
bark from the stems using & saw and a chiscl, The edges of
the debarked areas were smoothed and the wound surfaces
scraped with & razor blade to remove remnants of the cam-
bium ard the differentinting xylem. The troes wene wotnded
at siem heights between 50 and 100 om amd the wounds
were facing dilferest directions,

For all microscopic work, samples were collected from
the lateral wound edge 2, 4, 10, 17, 62 and 95 weeks after
wounding, Callus tissue and the adjacest modified xylem
were removed with chisel amd rasor bisdes. Lnaffected
xylem of the same poplar trees served as reference material,

Light microscopy

F:rhg;h: (i ETasapy, were cut imto 0 = 10 =
8 mm’ pieces, fised for 3 d in 4 % buffered formol (Lillie,
1954 washed in distilled water, and embeddad in polyethy-
lene-glyeol, Transverse sections, 10 pm thick, were cut with
a sliding microtoume, stained with a standard safranine/asirn
blue solution and mounted oato glass slides,

Tranmeiision rlrciron microscopy

For TEM. lhtwlta[mﬂumn:ml.w;ndrw
light mictoscopy were cutl 1o & final size of 3% 3 = 8 mm
{Fig. 13, fined for | din o buffered mazture of ghutsraldchyde
and parafirmaldebyde ing o Kamoveky (1965),
pasily postfized with & 1% camium tetroxide solution,
washed in 0-1 s cacodylate buffer (pH 7-3) serially deby-
draged in a graded serbes of acetone and embedded in Spurt™s
epoxy resn (Spurr, 19690,

Ulerashin (80-100mm) transverse sections wene cul with
dinmond knives, placed oa copper grids and either douhle-
sinined with uramyl acetale and lead citrate or with potassiem
permanganate. The samples were examined with 3 Philips
CM 12 TEM at an accelernting voliage of 60 or BIEY.

L'V melcroapectropianomeiry

Samples for UV micrespectrophatometry were prepared
iin the same way as for TEM. Semi-thin (1-pm) transverse
sections were cuf on as altramicrolome using & dizmond
knife, The semi-thin seciions were imnsferred (o quars
slides, immeried in a drop of non-UY absoghing glycerine
and covered with a quariz cover slip, For the micmoscopic
imvestigations the wltrafluar objectives 32:1 and 100:1
were wied,

wulglﬂWEmemlﬂﬂ!ﬂmtﬂmm"
ped with an Osram high-pressure senon lamp, an altrafluar
quariz condenser and a scanning stage enabling the deter-
mination of image profiles st & constamt wavelength of
280 nm using ihe scan program APAMOS (Automatic-
Photometric- Analyiis of Microscopic Objects by Scanning.
Feiss), This wavelength represcnts the typical absorhance
maximum of lignified cell walls. The scan program digitizes
rectangular Lssue ponioms with a loacal geometrical
resolution of 0.25um’ and & photometrical resolution of
4036 prey scale levels, converied imto 14 basie colours
representing the measured absorbance imlemsities (Koch
and Kleis, 2001}
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@ Area containieg thick walled xybem fibro within the trasditien
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Fuo. 1. Disgram of @ oensverse wction themph
-hnﬂuuuﬂlmw}-dhndﬁmdhmthEHlﬂ
Liltnpnt o e coti gl

trophotometry i measarements with a spol sioe of
I pm’, qu::nﬂmmukuatmud:umlfrmm
to 400nm in 2-nm sieps using the program LAMWIN
(Zeiss) (Takabe, 2002). These poipt measurements, which
wiere msed for a semi-guantitative determinstion of lignin
content, were astomatically repeated 50 umes a1 each spot
for individual wall layers: (o} compound mbddle lamella, (b)
52 layers of the secondary wall and (¢} cell comers,

RESULTS

Light microscopy rmevealed that wounding induced the
formation of sylem cells with modified charscteristics in
ithe transition foee between the xylem laid down poor o
wounding and the tissues laid down after wounding
(Figs 1 and 2). Within this rone the sylem cells were
still differentiating at the time of wounding. The formation
of distinctively thick-walled fibres was the most prominent
structural patiern within this zope, Elsctron microscopy
showed that these fibres deposited sdditional secondary
wall (52) material leading (o mm;_:}xhwm
with cells (Fige 3-5). This

F.Mmm mﬂmmmﬂwmmu
One group of aylem fibres showed the presence of a sup-
plemnentary 52 layer (Fig. 3 the second group of fibres
deveboped & continuously thickened secondary cell wall
(Fig. 4} and in the thisd, smaller group, fbse walls devel-
oped & schereid-like sublayering (Fig. 5). Cell comers within
the transition zone i y consisted of material with
a high electron density, which is ususual for poplar (Fig. 4

To determine the lignin distribotion within different
wall layers of unmodified and modified tssues. these
were fkrst analysed by scanning UV it -
Iry &l a constent wavelength () of 280 am, Figures & and
T show ive two- and three-dimensionnl (2D
and 3D, respectively) UV image profiles of unaffecied
mature secondary poplar xylem. Figure 6 shows the
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Tasre 1. Ulravicder absortwence ot A o A zeo of diferent
el wall layers

Aot A
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57 laper  middle lamells | fegios
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distribution patterm of lignin in earlywood fibres and vessel
qj:mudmrmdhylhmﬂhﬂllqﬂlﬂ'ﬂlmvﬂr
low usiform absocbance valies {AbSannum, 0-09-0-16) and

values im the i
(AbSssne (-16-0:23). The highest absorbencies of
AbSssnne, 035067 were found in some cell comerns of
vesse] elements. Terminal fatewood fbres (Fig. 7) showed
slightly higher absorbance values especially in the eom-
pound middle Lamella (AbSisone 230035}, as compared
with earlywond. The broader 52 layer revealed absorhance
values of Abssn,, (HA-023, ibe cell comers of Abssss,
0 35067,

The influence of ketbons on the ligain distrbation withis
walls of modified xylem cells of the ransition foee is pee-
sented in Figs B-11. As carly as 4 weeks afier woanding,
many fibees and vessel elements displayed different stages
of secondary wall thickening (Fig. 8}, The secondany wall of
the scanned modified fibres showed microncopically imvis-
ble concentric sublayers with g absorbance valics
from Absgmes 048 10 0-48. The lowest values always
ooeurred i the wall regioms sdjscent to lumen. High
absorbamce values wene mmml_l.r recorded in the come
pound middle lamells {Abs g, 0-535-0468) between fibres
and also in the cell comers (Absye., O-E1-0:94), The
ahsorbamce values of vessel walls also indicated a betero-
geneous lignin distribution with unusoally high values of
AbS gy 067 up to (87 in the compound middle sl
between vessels and neighbousing fibres (Fig. B).

Figure § displays the lignin distribation in modified fibres
with extremely thickened secondary walls chose 1o a wioand
surface after 62 woeks of The lumina kn most of
these Fbees were extremely reduced by the thickensd wall
and in some cases the remaining lumina were filled with
sirongly UV.-aksorhing deposits (Fig. %) The inhomogen-
eously distribuied absoshance values within the thickened
52 varied between 0-0% and increased maxima of
Ay, (H42, bath within the 52 af an individies) fibre and
between fibres. Compound middle lamella sbsorbance val-
ues maged from Abssungg 0-61 to 081 and in cell comen
from AbSsione 0-3] up to Abssg,, ower (M3,

Figares 10 and |1 show the lignin distribution patterns for
vessel elements, fibres and my parenchyma cells withia the

Frankenstein et al. — Modified Lignin Disiribution in Xylem after Wounding

transition zone after nearly 2 years of wound response. The
image profiles display dustinetly high absorbance values
acrosd Lhe entine thickensd walls of fibres and wessels
{Fig. 10). The 52 layer of vessels showed absorhance values
between AbSsey, (23 and Abssee., 0-42. For compound
middle lamella regions UY absorbance ranged from
Abspn O-48 10 068 and for the ccll comers from
Abtagney, 0255 o 054, The absorbamce values of the 52
in fibre walls wared beiween Absosoes 016 and
Abs ey, 0-35. The distribution of the values was inhomo-

, The absorbance values for the compound maddle
lamella and the cell cormen were AbSieg,, 0-23-0-55 and
Abs jany (-42-0-94, respectively (Figs 10 amd 11}

Tummwmhﬂuﬂmufm
ously scanmed tissue portions, point measurements with a
spot ize ﬁlmﬂlwnmumwmmmmm
were carried out, In Fig. 12, representative UV absorbance
spectra. of unaffected and modified fibre wall layers are
shown, Those potnt measarements of wall layers from unaf-
fected early- and laewood fibres were chamcierized by
mean shsorplion maxima at & wavelength of IPVI72 am
for the 52 and 1be compound middie lamella, and of 278 am
for the cell cormers (Fig. 12A) In distbnetively thickened
seconifary wall regions of modifbed fibees, - absorpiion
e bimea a0 wavelengihs between 272 and 374 nm were regu-
larly detocied. The spacirm taken in middle lamella regicons
af modified fibres also shifted towards higher wavelengths
of 274=2T6 nm when compared wilh inaffected Gbeed, The
ghsorbamce maxima of cell comer regions of transithon Do
fibres with wavelengths of 276-380 nm were nod notably
different from cell comers of fibres from the unaffecied
references (Fig. 12B-F),

The ratio of UV absorbance at 280 nm 1o that at 360 am
{ Azt Al fior the 52 layer, compound middle lamella and
cell comer aneas of the modified tssue and the reference
rasterial are listed in Table 1. This ratio combined with the
characteristic wavelength of the lignin ahsorption maxima
{El 12}mb¢|ﬂdnmqﬂ:ulm‘f:rlh:|rﬂ|ﬂlﬂmﬂ'1h
different lignin moieties and p-hydrozy benzoic scid res-
duess associated with them.

The of the detected secessory phenolic extrac-
tives i fibees snd ray pareschyma cells had much higher
ahsorbwnce values {AbSssoey, 1:38) than cell wall Hgnins.
Furthermare, their absorbance maxima displayed a batha-
chromic shift 1o a wavelength of 284-286 nm and a dower
decrease of the absorbance, when compared with lignin.

The ratids (Aggs! Azal of 52 and compoand middle
lamella reghons from transition zone fibres with thickened
walls were higher when compared with unmodified filire
walls, For cell comer regions of affectad tissue porions mo
such trepd for the ralio (A M) coubd be obaained,
becanse the valies wens dighily higher and also lower
in tha referemoes.

[n summary, the microscopic analyses showed that xylem
fibres close to n wound and within a transition zone between
differentiated sylem laid down prior 1o and tissue laid down
alter wounding kiﬂ@bﬂndﬂdﬂﬂjﬂl}'lﬁkﬁﬂf
wall. These madified fibre walls regularly showed a higher
lignin coment and an lignin distribution in
the enbdidle lamella and the secondery wall,
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1%88; Koch and Kheis, 2000 ). Dhariag later stages of wound
response the lignin distribution within the secondary wall
mae knbomo The lignin content in cam-

pound middle lamella and cell comer regions, however, was
also gnificantly higher in late stages of woand respomse.
Ax mentioned before, the gyringyl - gusiacyl rabo and the
condenaation of methaxy| groups determines the position of

e absorhance matimuam asd also the sbsorhance intensity,
With decreasing MeOWCy values, the peak position shifis
towards higher wavelength and the ingensity of absorbance
imcreases, whenens the overall lignin concentration may
still be constant {Musha and Goring, 1975), This phenom-
enon therefore restricls sembquantitalive imerpreations
of maxima differences berween (nficted ond unaffected
cells
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From these resulis obtaimed for poplar, it can be stabed
that wounding induces an incressed wall thickness and a
modified ligain wpochemistry in xylem fibres differentiat-
ing af the time of wounding. It is assumed that this wousd
response: is part of the companmentalization and sdds a
fusther mechanism contributing 1o an increased resisiance,
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Abstract

Two examples of modified wall architecture in woody cells are given in the present
paper. First, in poplar trees wounding caused wall thickenings of xylem fibres
differentiating at the time of wounding. These fibres close to a wound also displayed
slightly higher lignin content and an inhomogeneous lignin distribution as revealed by
UV-microspectrophotometry. Additionally, the lignin in the middle lamella and the S2
layer of modified fibres contained more guaiacy! units than fibres of normal wood. These
wound response mechanisms are assumed to contribute to an increased resistance.
Second, in a pine seedling displaying stem bending, extensive compression wood
formation was observed. Autofluorescence confirmed the distinctly higher lignin content
inthe compression wood tracheids as compared with normal tracheids. Immunolabelling
of galactan for the first time clearly demonstrated that the bulk of galactan is localized
in the outer S2 wall regions.

Introduction

The lateral meristem cambium or also cambium derivatives in early developmental
stages respond to various stresses by producing secondary xylem tissues with altered
characteristics, which are directed to enhancing the capability of plants to withstand
the effect of stressful conditions. Cell wall modification by way of increased thickness
or compositional changes is a common mechanism operating in plants to respond
to wounding, mechanical and physical stresses. The present paper deals with two
examples of cell wall modifications that can occur when the cambium or the cambium-
adjacent differentiating xylem is stressed by mechanical injury or bending of stem.

Responses of xylem tissue to mechanical injuries have been variously described on
the macroscopic as well as on the microscopic level (e.g. Shigo 1984, Schmitt 1990,
Schmitt and Liese 1992, 1993, Liese and Dujesiefken 1996, Pearce 2000). The most
prominent responses as revealed for angiosperm trees wounded during the season
were reactions of parenchyma cells, such as synthesis of phenolic compounds with
subsequent secretion into neighbouring fibres and vessels, tyloses formation, and
suberization. There is also evidence that xylem cells differentiating at the time of
wounding and without secondary wall layers, were capable of redifferentiation into
parenchymatic tissue with frequently dividing cells thus contributing to the formation of
a callus (Frankenstein et al. 2005). However, little is known about those differentiating
xylem cells which already started with deposition of secondary wall material. The
present paper is focused on modifications of the secondary wall layer in these cells
with special emphasis on the lignin topochemistry.



Compression wood is a type of reaction wood that is produced in gymnosperms in
response to factors that force stems or branches to bend or lean. The compression
wood produced varies in its severity depending apparently on the magnitude of the
stresses imposed. The characteristic features, which are typical of severe compression
wood, such as rounding of tracheids, presence of intercellular spaces, thicker cell walls,
greater lignification of the outer region of the S, layer, reduced lignification of middle
lamella, absence of a S, layer and the presence of helical cavities in the S, layer, have
been well characterised (Timell 1986). The anatomy of mild compression wood cells,
which develop features that are intermediate between severe compression wood and
normal wood, has also been characterised in detail (Donaldson et al. 1999; Singh and
Donaldson 1999; Donaldson et al. 2003; Singh et al. 2003).

Higher lignin content and the presence of (1-4)-3-D-galactan in cell walls are generally
regarded to be the two most characteristic compositional features of all grades of
compression wood (Timell 1986). Most of the galactan is removed during delignification,
and it appears that lignin and galactan may be chemically linked (Mukoyoshi et al.
1981). In the present paper we used the anti-(1-4)-3-D-galactan monoclonal antibody
LM5 (Jones et al. 1997) as a marker for identifying mild and severe compression wood
cells, and to examine the pattern of galactan distribution in compression wood cell
walls.

Both selected phenomena are examples of an enormous variety of stress reactions in
woody tissue, but represent characteristic modifications of the chemical composition
mainly in the secondary wall layers.

Material and Methods
Plant material

To study cell wall modification due to wounding, rectangular wounds of 10 x 10 cm?
were set on 07 July 2002 and 23 June 2003 by removing the bark from stems of four
mature poplar trees (Populus sp.) using a saw and a chisel. Samples were collected
2,4,8,10, 17, 62 and 95 weeks after wounding from the lateral edges of wounds. The
wound tissue, the adjacent modified xylem and the unaffected xylem were removed with
a chisel and razor blades. For galactan localisation, approximately one-year-old Pinus
radiata D. Don seedlings were collected in the Whakarewarewa Forest, Rotorua, New
Zealand. A seedling with a stem diameter of 5 mm that showed extensive compression
wood was selected.



Light- and electron microscopy

For conventional light-microscopy, poplar samples (10 x 10 x 8 mm?3) were fixed for three
days in a phosphate-buffered solution of 3.7% formaldehyde, dehydrated in a graded
series of propanol and embedded in glycol methacrylate (Technovit 7100). Transverse
sections were cut at a thickness of 6 pm with a rotary microtome, and stained for 1.5
h with a standard Giemsa solution. Radiata pine samples were prepared as described
above, except that they were dehydrated in a graded series of ethanol. Transverse
sections were cut at a thickness of 10 ym and stained as described above.

For TEM, the poplar samples from the same series were reduced to a final size
of 3x3x8mm3 fixed for one day in a mixture of 5% glutaraldehyde and 8%
paraformaldehyde, washed in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.3), dehydrated in
a graded series of acetone and embedded in Spurr’s epoxy resin (Spurr, 1969). Ultra-
thin (80-100 nm) transverse sections were either double-stained with uranyl acetate
and lead citrate, or with potassium permanganate, according to Donaldson (1992).
The samples were examined with a Philips CM 12 TEM at an accelerating voltage of
60 or 80 kV.

UV-microspectrophotometry

For UV-microspectrophotometry, the poplar samples were processed as described for
TEM. One pm semi-thin transverse sections were mounted onto quartz slides, immersed
in a drop of non-UV absorbing glycerol and covered with a quartz cover slip. An ultrafluar
objective 32:1 and a 100:1 objective were used. Scanning UV-microspectrophotometry
was carried out using a ZEISS UMSP 80 microspectrophotometer equipped with an
Osram high-pressure xenon lamp, an ultrafluar quartz condenser and a scanning
stage, enabling the determination of image profiles at a constant wavelength of
280 nm using the scan programme APAMOS (Automatic-Photometric-Analysis of
Microscopic Objects by Scanning, Zeiss). This wavelength represents the typical
absorbance maximum of lignified cell walls. The scan programme digitises rectangular
tissue portions with a local geometrical resolution of 0.25 ym? and a photometrical
resolution of 4096 grey scale levels, converted into 14 basic colours representing the
measured absorbance intensities (Koch and Kleist, 2001). Additionally, specimens
were analysed by point measurements with a spot size of 1 um2. The spectra were
taken at wavelengths ranging from 240 to 400 nm in 2 nm steps using the programme
LAMWIN (Zeiss). These point measurements for a semiquantitative determination of
the lignin content were automatically repeated 50 times at each spot for individual
wall layers, ie., compound middle lamella, the S2 layer of the secondary wall and cell
corners.



Immuno-labelling and confocal microscopy

Radiata pine sections were prepared as described above and fixed onto microscope
slides. The sections were blocked with 50 mM PBS containing 3% nonfat milk (pH
7.4) for 1 h at 24°C. A 50 pl droplet of anti-(1-4)-3-galactan monoclonal antibody LM5
(Jones et al. 1997) in blocking buffer (diluted 1:10) was then placed onto the sections.
The sections were incubated for 18 h at 4°C, washed with the blocking buffer and then
incubated for 2 h at 24°C with the fluorescent secondary antibody Alexa Fluori660
(Invitrogen New Zealand Ltd., Auckland), diluted 1:500 in the blocking buffer. Sections
were washed with water, dried, mounted in immersion oil and viewed on a confocal
laser scanning microscope (Leica TCS NT). Control sections were prepared with the
primary antibody omitted. For immuno-fluorescence, samples were illuminated with
an excitation wavelength of 647 nm. The emission passing through a long-pass filter
(LP 665) was recorded. Lignin autofluorescence was imaged from the same areas of
the sections. An excitation wavelength of 488 nm was used and the emission passing
through a long-pass filter (LP 515) was recorded. Stacks of 10 confocal optical sections
were taken for both, immuno-fluorescence and lignin autofluorescence and projections
compiled for imaging. The immuno-fluorescence images were digitally coloured red.

Results and Discussion

Wound response

Light- and transmission electron microscopic investigations of poplar xylem revealed
wound-induced cell wall modifications within xylem cells differentiating at the time of
wounding. This modified xylem zone became obvious between xylem laid down prior
to wounding and tissue laid down after wounding (Fig. 1) and was characterized by
fibres with unusually thick walls (Fig. 2). Electron microscopy showed that, compared
with unaffected xylem cells, these fibres deposited additional secondary wall material
leading to extremely thick walls (Fig. 3, 4). Cell corner regions within the modified
xylem predominantly consisted of material with high electron density (Fig. 4). Schmitt
et al. (2000) observed the formation of a tangential band of thick-walled fibres between
modified and regular xylem after insertion of a pin into beech xylem. Probably, these
modified fibres also developed in the zone of undifferentiated xylem.

To semiquantitatively determine the lignin distribution and composition within individual
wall layers, the poplar tissues were examined by scanning UV-microspectrophotometry
at a constant wavelength of 280 nm (Fig. 5 - 8). In addition, point measurements were
made with a spot size of 1um and a wavelength range of 240 to 400 nm (Fig. 9, 10).
Both methods have been proven to be reliable techniques with a high spatial resolution



(e.g. Bland and Hillis, 1969; Scott et al., 1969; Fergus and Goring, 1970 a, b; Musha and
Goring, 1975; Bauch et al., 1976; Bucciarelli et al., 1999; Fukazawa, 1992; Okuyama
et al., 1998; Grinwald et al., 2001, 2002 a, b; Koch and Kleist, 2001; Takabe, 2002;
Koch and Grinwald, 2004).

Figure 5 shows the distribution pattern of lignin in unaffected xylem fibres and vessel
elements in an earlywood region. The fibres were characterised by thin S2 wall layers
with low and uniform absorbance values of around Abs, 0.09, and increasing
absorbance values in compound middle lamella regions (Abs,,, = 0.16 to Abs,
0.23). Latewood fibres in unaffected xylem showed slightly higher absorbance values
in their wider S2 and in cell corners, particularly in the compound middle lamella regions
(Abs,,, . 0.23 to Abs,,  0.35) (Fig. 9). The highest absorbencies of Abs,,  0.35 to
Abs,. . 0.67 were found in some cell corners between latewood vessel elements and
adjacent fibres. Regarding the lignin type, representative point measurements (Fig. 9)
resulted in mean absorbance maxima at wavelengths 270/272 nm for the S2, indicating
a low content of predominantly syringyl-type lignin. Cell corner regions showed the
highest lignin concentrations at a wavelength of 278 nm therefore mainly composed of
guaiacyl-type lignin, which corresponds well with earlier studies (Fergus and Goring,
1970 a, b; Musha and Goring, 1975; Fukazawa, 1992). Point measurements of middle
lamella regions displayed only a slightly higher maximum absorbance at 270/272 nm
compared to the maximum absorbance of the S2. The middle lamella regions and the
S2 therefore had the same lignin composition. A higher relative abundance of guaiacyl
lignin moieties has been reported variously (e.g. Fergus and Goring, 1970 b; Musha
and Goring, 1975; Terashima, 1986 a, b, 1993). Our results for secondary wall- and
cell corner regions of unaffected poplar xylem were in good agreement with the cell wall
composition typical for many hardwoods (e.g. Fergus and Goring, 1970 a, b; Musha
and Goring, 1975; Terashima et al., 1986 a, b, 1993; Donaldson, 2001; Donaldson et
al., 2001; Grinwald et al., 2002 a; Koch and Kleist, 2001; Takabe, 2002).

The influence of wounding on the lignin distribution in walls of modified xylem cells is
shown in Figures 6 - 8. Already after a short wound response period, the secondary
walls of many UV-scanned modified fibres showed several concentric sub-layers
with absorbance values varying between Abs,,  0.09 and Abs,, 0.48, the lowest
lignin content being always in the layers adjacent to lumen (Fig. 6). In comparison,
unmodified hardwood fibres were characterised by a uniform lignin content across the
entire secondary wall layer (e.g., Saka and Goring, 1988; Koch and Kleist, 2001). As
compared with unaffected references, higherabsorbance values were regularly recorded
in the compound middle lamella between fibres (Abs,,, 0.55 Abs,, 0.68) and in the
cell corners (Abs,,, 0.81 up to over Abs,, 0.94) (Fig. 6). After prolonged wound
response (62 up to 95 weeks), thick-walled fibres often showed increased absorbance



values and an inhomogeneous lignin distribution. Within the thickened secondary wall,
absorbance values varied between Abs,, 0.09 and Abs,, 0.42 (Fig. 7). Absorbance
values for the compound middle lamella ranged from Abs,, 0.23 to Abs,,, 0.81 and
in cell corner regions from Abs,,, 0.42 up to Abs,,over 0.94. The secondary wall of
vessels showed absorbance values between Abs,,, 0.23 and Abs,,, 0.42. The UV-
absorbance in compound middle lamella regions ranged from Abs,, 0.48 to Abs,
0.68 and from Abs,,, 0.55to Abs,, 0.94 for the cell corners (Figs. 7, 8). The lumina
of many ray parenchyma cells were filled with accessory phenolic deposits (Fig. 7).
These deposits were also observed in the lumina of numerous fibres, especially in
tissues close to the wound surface (Fig. 8). As compared to lignin, the spectra of these
accessory phenolic deposits in fibres and ray parenchyma cells generally had higher
absorbance values ( up to Abs,, 1,38), and their absorbance maxima displayed a
bathochromic? shift to a wavelength of 284 nm to 286 nm and a slower decrease of
the absorbance with increasing wavelength. Therefore, an influence of the condensed
accessory phenolic deposits on the UV-measurements is likely to be negligible.

The spectra recorded from modified fibres indicated that wounding induced an alteration
in lignin composition, being mainly restricted to secondary wall and compound middle
lamella regions, whilst cell corner lignin mostly remained unchanged. Within thickened
secondary walls, the maximum absorbance shifted slightly towards higher wavelengths
(272 — 274). The same effect became evident for middle lamella regions (274 — 276),
indicating an increase in the amount of guaiacyl moieties (Fig. 10). The UV-scannings
and UV-spectra of all thickened wall layers showed a distinctively higher average lignin
content with highly variable maximum values.

Mechanical stress response

The choice of a Pinus radiata (radiata pine) seedling displaying stem bending proved
valuable in our study for examining the pattern of distribution of galactan within
compression wood cell walls by immunolabelling. There was abundance of compression
wood in the stem, and it was possible to compare normal and compression wood within
the same year of growth (Fig. 11). In Figure 12-A large areas of normal and compression
wood are compared for lignin concentration of cell walls at a low magnification based
on lignin autofluorescence of their cell walls. The brightness intensity reflects the
concentration of lignin, with greater brightness indicating higher lignin concentration
in cell walls. Greater brightness was associated with the region of secondary xylem
containing compression wood cells; in contrast the region containing normal wood
cells displayed a much reduced brightness. Confirmation of this feature was obtained
by observations made at higher magnifications, which also revealed other cellular
features characteristic of compression wood, such as the presence of rounded tracheids

2Shift of a spectral band to lower frequencies (higher wavelengths), it is also referred to as a red shift



and intercellular spaces. As shown in Figure 12-B, the pattern of immuno-localization
of galactan closely corresponds to the pattern of autofluorescence in the secondary
xylem, with compression wood region being brightly fluorescent for galactan. The cell
walls in the normal wood region showed only a slight fluorescence. Interestingly, a
narrow band of strongly fluorescing xylem for galactan (Fig. 12 A, B) showed only
marginally greater autofluorescence relative to the normal xylem present on either side
of this band. As for other xylem tissues, rays which showed strong autofluorescence
in localised places lacked fluorescence for galactan, and autofluorescing resin canal
epithelial cells also lacked fluorescence for galactan. Presence of phenolic extractives
in ray parenchyma cells and in resin canal epithelial cells were likely contributors to
observed autofluorescence of these tissues. Control sections did not label with the
secondary antibody (data not shown).

The patterns of cell wall autofluorescence and galactan immunofluorescence are more
clearly resolved in the images shown in Figures 13-A and 13-B, which were produced
from the same section. The region of the cell wall in the compression wood zone (Fig.
13-A) which showed strong autofluorescence, forming a continuous band along the
compound middle lamella corresponded to an outer region of the S, layer (S, ) where
lignin concentration is greatest, as determined by UV microscopy (Yumoto et al. 1983).
This region of the S, layer showed strong fluorescence from immuno-labelled galactan
(Fig. 13-B), the brightness intensity being greatest in cell corner regions where lignin
also occurred in highest concentrations in a range of compression wood (Donaldson
et al. 1999; Singh and Donaldson 1999; Yumoto et al. 1983). The compound middle
lamella regions in compression wood were not labelled with the anti-galactan antibody.
The secondary xylem region which is weakly autofluorescent and showed cellular
morphology characteristic of normal secondary xylem lacked any fluorescence for
galactan. Autofluorescing ray parenchyma cells lacked any fluorescence for galactan
in both normal and compression wood regions. Ray parenchyma in the sapwood of
radiata pine is not lignified, which suggests that the observed autofluorescence of
these cells is due to other factors, such as the presence of phenolic extractives.

The formation of secondary wall in the compression wood, as in the normal wood, is a
highly coordinated process, involving many gene products and metabolic processes.
A recent statistical analysis of expressed sequence tags (ESTs) from secondary xylem
forming zones of Pinus taeda (loblolly pine) has provided evidence that certain genes
are specific to compression wood development (Pavy et al. 2005). However, with
functions known only for a tiny fraction of all the genes that may be involved in wood
formation our knowledge of the regulation of cell wall formation in compression wood is
still rudimentary. Rather specific localization of galactan in the outer S2 cell wall region,
which becomes most highly lignified, suggests that galactan plays an important role



for the cell wall architecture of the highly specialised cell walls of compression wood
tracheids.

Conclusions

It can be concluded that walls of xylem cells in angiosperm and gymnosperm trees
may deviate from the regular architecture due to responses to various stress factors.
For example, in poplar wounding induced an increased wall thickness and a modified
lignin topochemistry, mainly restricted to secondary wall and compound middle lamella
regions of xylem fibres differentiating at the time of wounding. These wound responses
are assumed to contribute to an increased resistance. In pine seedlings displaying stem
bending, galactan was largely present in the compression wood, being concentrated in
the region of the S, layer, which is most highly lignified. Although it has been speculated
earlier that galactan in compression wood may largely be associated with the S, and
outer S, regions of the secondary wall, the present work is the first to demonstrate
using immunolabelling technique that the bulk of galactan is associated with the outer
layers of the secondary wall.



Figures

Fic. 1 Callus formation at the lateral wound edges; black arrow indicates the position
of the transition zone, white arrow indicates the position of the cambium at the time of
wounding, wound xylem (Wxy) formed after wounding.



Fic. 2 Transverse section through the modified transition zone between xylem laid
down prior to and after wounding containing fibres with wound-induced wall thickenings
(arrows), wound cambium (Wc); light micrograph, Giemsa staining.

Fic. 3 Transverse section through unmodified poplar xylem; typical thin-walled fibres
(arrow), with less electron dense material in cell corners (arrowheads); TEM, uranyl
acetate and lead citrate staining.

Fic. 4 Transverse section through modified xylem of the transition zone; fibres with distinct
secondary cell wall thickenings (arrow); cell corners contain material with extremely
high electron density (arrowheads); TEM, potassium permanganate staining.

Fic. 5 UV-micrograph and 3D UV-microscopic scanning profile of unaffected xylem.
The coloured pixels represent different UV-absorbance values within the fibre wall
layers at 280 nm wavelength; vessel (V), fibre (F), ray parenchyma (Rp).

Fic. 6 UV-micrograph and 3D image profile of a fibre showing extreme secondary wall
thickenings and increased lignin contents.



Fic. 7 UV-micrograph and 3D image profile of modified xylem; fibres showing wall
thickenings; ray parenchyma cells are filled with accessory phenolic compounds
(arrows) and extremely high lignin concentrations in cell corner regions (arrowheads).

Fic. 8 UV-micrograph and 3D image profile of a modified xylem directly adjacent to the
degenerated tissue on the wound surface (arrowhead); some thick-walled fibres are
filled with accessory phenolic compounds (arrows).
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Fic. 9, 10 Representative UV absorbance spectra of fibre wall layers of controls (9) and
of fibres within the transition zone (10): S2-layer (-H-), compound middle lamella (-A-),
cell corner region (-®-); vertical line indicates a wavelength of 272 nm.
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Fig. 11 Transverse section through a stem of a one-year-old P. radiata seedling giving
an overview of the variability of wood structure caused by mechanical stresses. Bar =
0.5 mm.

Fig. 12 Confocal micrographs of a transverse stem section of a one-year-old P. radiata
seedling. A Lignin autofluorescence. B Immunofluorescent localisation of the LM5
epitope. LM5 labelled the cell walls of compression wood cells.

Fig. 13 Confocal micrographs of a selected area from the same section as shown in Fig.
12. A Lignin autofluorescence. B Immunofluorescent localisation of the LM5 epitope.
Normal wood cells are not labelled. Compression wood cells are most intensely labelled
in the outer S2 cell wall region. The compound middle lamella is not labelled.
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Microscopic studies on modified wall structure and lignin topochemistry in
xylem fibres of poplar after wounding
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1 Abstract

Information about fine structurel following wounding in differentiating xylem tissue
is still scarce. This study provides information on cell wall modifications with special
emphasis on lignin distribution in xylem fibres of poplar differentiating at the time of
wounding. Samples were collected from wounded Populus spp. trees after response
periods of up to twenty-three months and processed for microscopic analyses. General
studies on the wall structure of wound-adjacent xylem fibres were carried out with light
and transmission electron microscopy, whereas lignin distribution patterns of these
cells were examined by UV-microspectrophotometry.

Xylem fibres close to the wound and within a transition zone between differentiated
xylem laid down prior to and tissue laid down after wounding developed a distinctively
thicker secondary wall than normal fibres. These modified walls also showed a slightly
higher lignin content, than normal and a heterogeneous lignin distribution in the middle
lamella and the secondary wall.

Wounding in poplar induces a modified wall structure and lignin topochemistry in xylem
fibres differentiating at the time of wounding. It is assumed that this wound response
is part of the compartmentalization process and therefore contributes to an increased
resistance.

Keywords: Wound reaction, poplar, Populus tremula L. x P. tremuloides Michx., fibre
cell wall, lignin distribution, UV-microspectrophotometry



2 Introduction

Hardwood lignin is a complex 3-dimensional co-polymer consisting mainly of guaiacyl
and syringyl units. As a major cell wall component of xylem elements, lignin distribution,
content and composition have a significant influence on technical wood properties as
well as on decay resistance. It is therefore of interest is know how external stress
factors such as like wounding influence cell wall ultra structure and lignification.

The defence mechanisms induced by different types of injury can be subdivided into
active and passive mechanisms. These highly variable reactions have been subject of
numerous investigations at macroscopic and microscopic levels (e.g. Sharon, 1973;
Mullick, 1977; Shortle, 1979; Shigo, 1984; Schmitt and Liese, 1990, 1992, 1993;
Liese and Dujesiefken, 1996; Pearce, 2000). Tree vitality, seasonal influences and
the extent of wounding are factors which determine whether reactions are restricted
to areas close to the wound or whether larger areas of the surrounding tissue are
affected. Wounds affecting the cambial region often lead to the formation of callus
tissue and subsequently, modified xylem and phloem (e.g. Liese and Dujesiefken,
1989; Fink, 1999; Grinwald et al., 2002). Within the xylem different reaction patterns
lead to compartmentalization of the wounded area (Sharon, 1973; Shigo and Marx,
1977; Bauch et al., 1980; Rademacher et al, 1984; Shigo 1984; Lowerts et al., 1986;
Liese and Dujesiefken, 1996). The formation of a so, called boundary layer which is
mainly characterized by the synthesis of phenolic compounds in parenchyma cells
with subsequent extrusion into neighbouring cells, i. e. fibres and vessels, as well as
the formation of tyloses are the most prominent compartmentalization mechanisms
in hardwoods at the microscopic level (e.g. Schmitt and Liese, 1990; Pearce, 2000).
Earlier studies on wound reactions in poplar mainly focused on reactions of the bark,
such as the formation of the ligno-suberized zone, new periderms and the influence
of pressure on tissue differentiation (Kaufert, 1937; Soe, 1959; Brown and Sax, 1962;
Trockenbrodt and Liese, 1991; Bucciarelli et al., 1999). The formation of a wound-
callus and the wound induced alterations within the xylem of poplar have already
been described at the light microscopic level (e.g. Buntrock, 1989; Frankenstein et al.,
2005).

The following contribution is focused on the modification of xylem elements within a
transition zone between differentiated xylem laid down prior to wounding and tissue
laid down after wounding. Special emphasis is given to modifications of the cell
wall ultrastructure and the lignin distribution, using light- and transmission electron
microscopy as well as cellular UV-microspectrophotometry.



3 Material and Methods

Rectangular wounds of 10 cm x 10 cm were made on 07 July 2002 and 23 June 2003
by removing the bark from stems of four mature poplar trees (Populus spp.) using a
saw and a chisel. Samples were collected from the lateral wound edge after 2, 4, 8,
10, 17, 62 and 95 weeks of wound response (Fig. 1). The wound tissue, the adjacent
modified xylem and unaffected xylem were removed with a chisel and razor blades.

Figure 1 Callus formation at the lateral wound edges 95 weeks after wounding; the rectangle indicates
the position of tissue sampling for microscopy and UV-microspectrophotometry ().

Microscopy

For conventional light-microscopy, samples (10 x 10 x 8 mm?3) were either fixed for three
days in a phosphate-buffered solution of 37% formaldehyde, washed in distilled water,
and embedded in polyethylene-glycol (PEG) or the fixed samples were dehydrated in
a graded series of propanol and embedded in glycol methacrylate (Technovit 7100).
6 um thick transverse sections were cut with a rotary microtome and stained for 1.5h
with a standard Giemsa or a neutral red solution. Transverse sections 10 um thick
were cut from the PEG embedded material with a sliding microtome and stained with a
standard safranine/astra blue solution. Sections stained with neutral red were examined
at wavelengths between 380 — 490 nm.

For TEM, samples from the same series were reduced to a final size of 3 x 3 x 8 mm?,
fixed for one day in a mixture of 5% glutaraldehyde and 8% paraformaldehyde, then
partly postfixed with a 1% Osmium tetroxide solution, washed in 0.1 M cacodylate



buffer (pH 7.3), dehydrated in a graded series of acetone and embedded in Spurr’s
epoxy resin (Spurr, 1969).

Ultra-thin (80-100 nm) transverse sections were either double-stained with uranyl
acetate and lead citrate or with potassium permanganate according to Donaldson
(1992). The samples were examined with a Philips CM 12 TEM at an accelerating
voltage of 60 or 80 kV.

UV-microspectrophotometry

For UV-microspectrophotometry, the samples were processed as described for TEM.
1um transverse sections were prepared, mounted onto quartz slides, immersed in a
drop of non-UV absorbing glycerine and covered with a quartz cover slip. Ultrafluar
objectives lenses were used to observe the samples.

Scanning UV-microspectrophotometry was carried out using a ZEISS UMSP 80
microspectrophotometer equipped with an Osram high-pressure xenon lamp, an
ultrafluar quartz condenser and a scanning stage enabling the determination of image
profiles at a constant wavelength of 280 nm using the scan programme APAMOS
(Automatic-Photometric-Analysis of Microscopic Objects by Scanning, Zeiss). This
wavelength represents the typical absorbance maximum of lignified cell walls. The
scan programme digitises rectangular tissue portions with a local geometrical resolution
of 0.25 ym? and a photometrical resolution of 4096 grey scale levels, converted into
14 basic colours representing the measured absorbance intensities (Koch and Kleist,
2001).

Specimens were additionally analysed by point measurements with a spot size of
1 ym2. The spectra were taken at wavelengths from 240 to 400 nm in 2 nm steps using
the programme LAMWIN (Zeiss). These point measurements for a semi quantitative
determination of the lignin content were automatically repeated 50 times at each spot for
individual wall layers, i. e., compound middle lamella (cml), S2 layers of the secondary
wall (S2) and cell corners (cc).

4 Results & Discussion

Microscopy

Light microscopy revealed that wounding induced the formation of modified xylem along
a transition zone between xylem laid down prior to wounding and tissue laid down after
wounding (Fig. 2). The number of fibres showing cell wall alterations decreased with
increasing distance from the wound edge. Within this zone which was identified as
xylem differentiating at the time of wounding, the formation of unusually thick-walled
fibres was the most prominent structural feature (Figs. 3, 4). Septated fibres were
regularly found in the transition zone (Fig. 5). Neighbouring cells of similar shape and



therefore probably also septated fibres were in some cases filled with calcium-oxalate
crystals. Corresponding to our observations, the formation of a tangential band of thick-
walled, flattened fibres between newly formed and regular xylem induced by insertion
of a pin, was reported for beech wood (Schmitt et al.,2000). Lowerts et al. (1986)
reported the formation of sclereids within wound-associated xylem of Liriodendron
tulipifera L. as a regular feature. Electron microscopy showed that the affected poplar
fibres, in contrast to unaffected fibres (Figs. 6, 7), deposited additional secondary
wall (S2) material leading to different patterns of wall thickenings with cell corners
predominantly consisting of heavily-stained material (Figs. 8-11). One group of xylem
fibres developed an additional secondary wall layer, whereas a second group of fibres
showed a continuously thickened S2 wall layer (Figs. 8, 9). In a third, smaller group,
fibre walls developed a sclereid-like sublayering (Fig. 10). It seems that the stage of
differentiation at the time of wounding had the strongest influence on the response
of the different cell types. These structural alterations in the transition zone of poplar
probably contribute to an increased resistance.
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Figure 2 Transverse section through a wound callus and the modified transition zone between xylem
laid down prior to and after wounding containing fibres with wound-induced wall thickenings (arrows),
xylem (Xy), wound xylem (Wxy), phloem (Ph); light micrograph, safranin/astra blue staining.
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Figures 3-5 Light micrographs of unaffected and affected poplar tissues: 3) Transverse section through
unaffected reference material of poplar showing thin-walled fibres; light micrograph, Giemsa staining;
4) Transverse section through modified xylem fibres with very thick secondary walls 8 weeks after
wounding; the brighter areas indicating a higher lignin content; light micrograph, UV excitation after
neutral red staining; 5) Radial section through a transition zone area with less distinct wall thickenings
8 weeks after wounding; septate fibres (arrows) are developed; light micrograph, Giemsa staining.



Figures 6-9 TEM micrographs of transverse sections through unmodified (6, 7) and modified (8, 9)
poplar xylem: 6) typical thin-walled fibres, cell corners contain less electron dense material (arrow)
when compared to wound-affected fibres; uranyl acetate and lead citrate staining; 7) cell corner of Fig. 6
(indicated there by an arrow) with a relatively low lignin content and a mottled lignin distribution;
uranyl acetate and lead citrate staining; 8) modified xylem fibres with thick walls, containing only one
additional secondary wall lamella (arrows), 10 weeks after wounding; potassium permanganate staining;
9) modified fibres of the transition zone with continuous secondary cell wall thickenings (without
lamellation; arrowheads); fibre with more than one additional S2 lamella (arrow); cell corners contain
heavily-stained material; duration of wound response four weeks; potassium permanganate staining.



Figure 10, 11 TEM micrographs of transverse sections through modified xylem fibres: 10) wound-
induced fibre with polylamellate secondary wall structure (arrowheads); duration of wound response
10 weeks; uranyl acetate and lead citrate staining; 11) cell corner of modified xylem fibres containing
material with extremely high electron density; 10 weeks after wounding; potassium permanganate
staining.

UV microspectrophotometry

UV microspectrophotometry has variously been proven as a reliable technique for the
visualisation of lignin distribution and for its semiquantitative determination (e.g. Bland
and Hillis, 1969; Scott et al., 1969; Fergus and Goring, 1970 a, b; Musha and Goring,
1975; Bauch et al., 1976; Bucciarelli et al., 1999; Fukazawa, 1992; Okuyama et al.,
1998; Grinwald et al., 2001, 2002 a, b; Koch and Kleist, 2001; Takabe, 2002; Koch and
Grunwald, 2004). For detailed information on the microdistribution of lignin within different
wall layers, the tissues were first analysed by scanning UV-microspectrophotometry at
a constant wavelength of 280 nm (Figs. 12-15).

The image profiles of unaffected fibres are characterised by thin S2 wall layers with

relatively low and uniform absorbance values (Abs,,, 0.09 to Abs,, _0.16). Higher
absorbencies were recorded in the compound middle lamella (Abs,,, 0.16to Abs,,
0.23) and in cell corners (Abs,,, 0.23 to Abs,,  0.35) (Fig. 12). In terminal latewood

fibres, the absorbance values increased slightly with maxima up to Abs,,,  0.23 in
the broader S2-layer, Abs,,  0.35 in the compound middle lamella and maxima
of Abs,,,  0.67 in cell corner regions. The uniform absorbance level within the S2-
layer corresponds with earlier findings, describing a homogeneous lignin distribution
across of the entire S2-layer (Saka and Goring, 1988; Koch and Kleist, 2001).



In Figures 13-15, the lignin distribution in walls of modified xylem cells within the
transition zone is displayed. The secondary wall of the scanned modified fibres was
much thicker in later stages of wound response (Figs. 13, 15). In some cases, the
narrow remaining lumen was filled with accessory phenolic compounds (Fig. 13).
The inhomogeneous and increased absorbance values within the thickened S2 layer
of fibres varied between Abs,, 0.09 and Abs,,,  0.42 (Figs. 13-15). Even though
the two-dimensional images confirm this heterogeneity, the three-dimensional image
profiles clearly display an almost concentric sub-layering, the lowest values always
occurring in lumen-adjacent wall regions (Figs. 13-15). The absorbance values of the
compound middle lamella ranged from Abs,, . 0.55to Abs,, 0.81 and in cell corners
from Abs,, 0.81 up to Abs,,  over 0.94 (Figs. 13-15). The absorbance values of
vessel walls also indicated a heterogeneous lignin distribution with unusual high values
especially in the compound middle lamella (Abs,,, . 0.29 to Abs,,  0.62) (Fig. 14).
The S2-layer of vessels showed absorbance maxima of Abs,, 0.42 and for the cell
corners values from Abs,,, 0.55to Abs,, 0.94 were detected (Fig. 14). While Singh

280nm

and Schmitt (2000) documented a mostly mottled lignin distribution in intercorner and
cell, corner middle, lamella regions in Hevea brasiliensis, our study revealed a more
dispersed lignin distribution.

Figure 12 UV micrograph and 3D UV-microscopic scanning profile of unaffected xylem. The coloured
pixels represent different UV-absorbance values within the fibre wall layers at 280 nm wavelength.

Figure 13 UV micrograph and 3D image profile of modified xylem with radially flattened fibres showing
distinct wall thickenings; some fibres are filled with accessory phenolic compounds (arrows) and
extremely high lignin concentrations in cell corner regions (arrowheads); 95 weeks after wounding.



Figure 14 UV micrograph and 3D image profile of a vessel element (V) and adjacent fibres (F) within
the transition zone 62 weeks after wounding. Fibres showing strong secondary wall thickenings; vessel
walls displaying high lignin concentration.

Figure 15 UV micrograph and 3D image profile of fibres showing extreme secondary wall thickenings;
62 weeks after wounding.

In hardwood fibres, the secondary wall is mainly composed of guaiacyl- and syringyl
compounds resulting in a minimum absorbance at wavelengths from 250 to 260 nm
and a maximum varying between 270-280 nm. The syringyl/guaiacyl ratio and the
condensation of methoxyl groups determines the position of the absorbance maximum
and also the absorbance intensity. With a higher guaiacyl lignin content and decreasing
MeO/C9 groups, the absorbance maximum shifts closer to 280 nm and the absorbance
intensity increases (Fergus and Goring, 1970 a, b; Terashima et al., 1986 a, b;
Fukazawa, 1992; Koch and Kleist, 2001; Takabe, 2002). In addition to syringyl and
guaiacyl moieties, the xylem of Populus spp. contains p-hydroxy benzoic acid residues
with a maximum absorbance at 260 nm wavelength (Musha and Goring, 1975). The
semiquantitative interpretations of differences in the absorbance maxima between
wounded and unaffected cells are therefore restricted and have to be related to the
lignin composition as represented through the varying wavelengths of the maxima
and in addition the ratio of the UV absorbance at 280 nm to that at 260 nm (A,, /A,,,)-
If p-hydroxy benzoic acid residues are associated with guaiacyl residues, the peak
at 280 nm should flatten and if they are associated with syringyl residues the peak
may shift to a lower wavelength or even disappear, as shown for eastern cottonwood
(Musha and Goring, 1975).



An influence of the detected condensed accessory phenolic extractives in fibres and
ray parenchyma cells can be neglected. They showed much higher absorbance values
(Abs,, - 1,38) when compared to lignin and their absorbance maxima displayed a
bathochromic shift to a wavelength of 284 nm to 286 nm and a slower decrease of the
absorbance when compared to lignin.

The UV-absorbance behaviour of previously scanned tissue areas were characterized
by point measurements with a spot size of 1um and a wavelength between 240 to 400
nm. In Figures 16-18, representative spectra of unaffected and modified fibre wall layers
are shown. The spectra obtained for S2-layers of unaffected early- and latewood fibres
displayed a less distinct relatively low peak absorbance at 270 to 272 nm (Fig. 16),
corresponding with earlier studies (Fergus and Goring, 1970 a, b; Musha and Goring,
1975; Fukazawa, 1992). Even though the A, /A, ratio (1.02) was slightly higher than
revealed for other poplar species (Musha and Goring, 1975), it indicates a low content
of predominantly syringyl-type lignin associated with p-hydroxy benzoic acid residues.
The peak absorbance at 278 nm measured in cell corner regions and a ratio of 1.29
verifier the highest lignin concentration of mainly guaiacyl lignin within the unaffected
xylem (Fig. 18). Our measurement within the S2 and cell corner regions are in good
agreement with general lignification concepts (e.g. Fergus and Goring, 1970 a, b; Musha
and Goring, 1975; Terashima et al., 1986 a, b, 1993; Donaldson, 2001; Donaldson et
al., 2001; Grinwald et al., 2002 a; Koch and Kleist, 2001; Takabe, 2002). The spectra
taken in middle lamella regions (Fig. 17) with an almost unchanged peak absorbance
at 272 nm and the slightly higher A, /A, ratio (1.09) indicates only a faintly enhanced
lignin content and a nearly identical lignin composition when compared with the S2.
A shift of the peak absorbance in middle lamella regions of poplar towards 272 nm at
the end of cell differentiation, due to an increased incorporation of syringyl residues,
was shown by Grunwald et al. (2002 a). However, a higher relative abundance of
guaiacyl lignin moieties in hardwood middle lamellae has been frequently was regularly
described (e.g. Fergus and Goring, 1970 b; Musha and Goring, 1975; Terashima, 1986
a, b, 1993).

Within the distinctively thickened secondary wall of transition zone fibres, the absorbance
maxima varied between 272 and 274 nm (Fig. 16). Simultaneously, the A /A,
ratio increased up to mean values of 1.22, verifying a reduced amount of associated
p-hydroxy benzoic acid subunits and a distinctincorporation mostly of guaiacyl moieties.
The mean A, /A, ratio in middle lamella regions of modified fibres increased (A,,/

280 280
A, 1.25) and the peak absorbance shifted towards higher wavelengths (274 to 276
nm) (Fig. 17) reflecting the same effect as already described for the S2. The spectra
taken in cell corner regions displayed absorbance maxima between wavelengths of
276 to 280 nm (Fig. 18), and the A, /A, ratio (1.28) was not significantly different
from cell corners of fibres from unaffected fibre walls. These measurements point

to a higher amount of lignin, whereas its composition remains almost the same.
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It can be concluded that wounding induces a distinctive wall thickening in xylem fibres
differentiating at the time of wounding and a modified lignin topochemistry, mainly
restricted to secondary wall and compound middle lamella regions. This wound
response adds a further mechanism to the well known compartmentalization processes

and contributes to an increased resistance.

5 Acknowledgements

We thank Ms. T. Potsch and Ms. C. Waitkus for supporting the work. The work was

partly funded by the “Deutsche Forschungsgemeinschaft/DFG“ (GR 1788/2-1).



6 References

Bauch, J.; Seehann, G.; Fitzner, H. 1976. Microspectrophotometrical investigations on
lignin of decayed wood. Material und Organismen, Beiheft 3: 141-152.

Bauch, J.; Shigo, A.L.; Starck, M. 1980. Wound effects in the xylem of acer and betula
species. Holzforschung 34: 153-160.

Bland, D.E.; Hillis, W.E. 1969. Microspectrophotometric investigations of lignin and
polyphenol distribution in wood sections. Appita 23: 204-210.

Brown, C.L.; Sax, K. 1962. The influence of pressure on the differentiation of secondary
tissues. American Journal of Botany 49: 683-691.

Bucciarelli, B.; Ostry, M.E.; Fulcher, R.G.; Anderson, N.A.; Vance, C.P. 1999.
Histochemical and microspectrophotometric analyses of early wound responses of
resistant and susceptible Populus tremuloides inoculated with Entoleuca mammata
(Hypoxylon mammatum). Canadian Journal of Botany 77: 548-555.

Buntrock, M. 1989. Anatomische Untersuchungen tber die Wundreaktion der Pappel.
Diploma Thesis, University of Hamburg, Germany.

Donaldson, L.A. 1992. Lignin distribution during late wood formation in Pinus radiata
D. Don. IAWA Journal 13: 381 — 387.

Donaldson, L.A. 2001. Lignification and lignin topochemistry - an ultrastructural view.
Phytochemistry 57: 859-873.

Donaldson, L.A.; Hague, J.; Snell, R. 2001. Lignin distribution in coppice poplar, linseed
and wheat straw. Holzforschung 55: 379-385.

Fergus, B.J.; Goring, D.A.l. 1970 a. The location of guaiacyl and syringyl lignins in
birch xylem tissue. Holzforschung 24: 113-117.

Fergus, B.J.; Goring, D.A.I. 1970 b. The distribution of lignin in birch wood as determined
by ultraviolet microscopy. Holzforschung 24: 118-124.

Fink, S. 1999. Pathological and regenerative plant anatomy. Gebrider Borntraeger,
Berlin, Stuttgart.

Frankenstein, C.; Schmitt, U.; Waitkus, W.; Eckstein, D. 2005. Wound callus formation
— a microscopic study on poplar (Populus tremula L. x Populus tremuloides Michx.).
Journal of Applied Botany and Food Quality 79: 44 — 51.

Fukazawa, K. 1992. Ultraviolet microscopy. In: Lin, S.Y.; Dence C.W., eds. Methods in
lignin chemistry. Springer Verlag, Berlin: 110-121.

Granwald, C.; Ruel, K.; Joselau, J.P.; Fladung, M. 2001. Morphology, wood structure
and cell wall composition of rolC transgenic and non-transformed aspen trees. Trees
15: 503-517.



Granwald, C.; Stobbe, H.; Schmitt, U. 2002. Entwicklungsstufen der seitlichen Wund-
uberwallung von Laubgehdlzen. Forstwissenschaftliches Zentralblatt 121: 50-58.
Granwald, C.; Ruel, K.; Kim, Y.S.; Schmitt, U. 2002 a. On the cytochemistry of cell wall
formation in poplar trees. Plant Biology 4: 13-21.

Grunwald, C.; Ruel, K.; Schmitt, U. 2002 b. Differentiation of xylem cells in rolC
transgenic aspen trees — a study of secondary cell wall development. Annals of Forest
Science 59: 679-685.

Kaufert, F. 1937. Factors influencing the formation of periderm in Aspen. American
Journal of Botany 24: 24-30.

Koch, G.; Kleist, G. 2001. Application of scanning UV microspectrophotometry to
localise lignins and phenolic extractives in plant cell walls. Holzforschung 55: 563-567.
Koch, G.; Grinwald, C. 2004. Application of UV microspectrophotometry for
topochemical detection of lignin and phenolic extractives in wood fibre cell walls. In:
Schmitt, U.; Ander, P.; Barnett, J.R.; Emons, A.M.C.; Jeronimidis, G.; Saranpaa, P.;
Tschegg, S., eds. Wood fibre cell walls: Methods to study their formation, structure and
properties. Swedish University of Agricultural Science, Uppsala: 119-130.

Liese, W.; Dujesiefken, D. 1989. Wundreaktionen bei Baumen. Tharandt:
Tagungsbericht, 2. Symposium, Ausgewéhlte Probleme der Gehdlzphysiologie —
Gehdlze, Mikroorganismen und Umwelt: 75-80.

Liese, W.; Dujesiefken, D. 1996. Wound reactions of trees. In: Raychaudhuri, S.P.;
Maramorosch, K., eds. Forest trees and palms: Diseases and control. IBH publishing,
Oxford, New Delhi, Calcutta: 21-35.

Lowerts, G.; Wheeler, E.A.; Kellison, R.C. 1986. Characteristics of wound-associated
wood of Yellow-Poplar (Lirodendron tulipifera L.). Wood and Fiber Science 18: 537-552.
Mullick, D.B. 1977. The non-specific nature of defence in bark and wood during
wounding, insectand pathogen attack. Recent Advances in Phytochemistry 11:395-441.
Musha, Y.; Goring, D.A.l. 1975. Distribution of syringyl and guaiacyl moieties in
hardwoods as indicated by ultraviolet microscopy. Wood Science and Technology 9:
45-58.

Okuyama, T.; Takeda, H.; Yamamoto, H.; Yoshida, M. 1998. Relation between growth
stress and lignin concentration in the cell wall: ultraviolet microscopic spectral analysis.
Journal of Wood Science 44: 83-89.

Pearce, R.B. 2000. Decay development and its restriction in trees. Journal of
Arboriculture 26: 1-11.

Rademacher, P.; Bauch, J.; Shigo, A.L. 1984. Characteristics of xylem formed after
wounding in Acer, Betula and Fagus. IAWA Bulletin 5: 141-151.



Saka, S.; Goring, D.A.l. 1988. Localization of lignins in wood cell walls. In: Higuchi, T., ed.
BiosynthesisandBiodegradationofwoodcomponents. AcademicPress,NewYork:51-62.
Schmitt, U.; Liese, W. 1990. Wound reaction of the parenchyma in Betula. IAWA
Bulletin 11: 413-420.

Schmitt, U.; Liese, W. 1992. Seasonal influences on early wound reactions in Betula
and Tilia. Wood Science and Technology 26: 405-412.

Schmitt, U.; Liese, W. 1993. Response of xylem parenchyma by suberization in some
hardwoods after mechanical injury. Trees 8: 23-30.

Schmitt, U.; Méller, R.; Eckstein, D. 2000. Seasonal wood formation dynamics of Beech
(Fagus sylvatica L.) and Black Locust (Robinia pseudoacacia L.) as determined by the
“Pinning” technique. Journal of Applied Botany 74: 10-16.

Scott, J.A.N.; Procter, A.R.; Fergus, B.J.; Goring, D.A.l. 1969. The application of
ultraviolet microscopy to the distribution of lignin in wood. Description and validity of
the technique. Wood Science and Technology 3: 73-92.

Sharon, E.M. 1973. Some histological features of Acer saccharum wood formed after
wounding. Canadian Journal of Forest Research 3: 83-89.

Shigo, A.L. 1984. Compartmentalization: A conceptual framework for understanding
how trees grow and defend themselves. Annual Review of Phytopathology 22: 189-214.
Shigo, A.L.; Marx, H.G. 1977. Compartmentalization of decay in trees. USDA/ Forest
Service and Agriculture Information Bulletin 405: 1-73.

Shortle, W.C. 1979. Compartmentalization of decay in red maple and hybrid poplar
trees. Phytopathology 69: 410-413.

Singh, A.P.; Schmitt, U. 2000. High variability in the distribution of lignin in the middle
lamella of Rubber-wood (Hevea brasiliensis) cells. In: Kim, Y.S., ed. New horizons in
wood anatomy. Chonnam Nat’l University Press, Kwangju: 203-207.

Soe, K. 1959. Anatomical studies of bark regeneration following scoring. Journal of the
Arnold Arboretum 40: 260-267.

Spurr, A.R. 1969. A low viscosity epoxy resin embedding medium for electron
microscopy. Journal of Ultrastructural Research 26: 31-43.

Takabe, K.2002. Cellwalls of woody plants: Autoradiography and ultraviolet microscopy.
In: Chaffey, N., ed. Wood formation in trees. Taylor & Francis, London: 159-177.
Terashima, N.; Fukushima, K.; Takabe, K. 1986 a. Heterogeneity in formation of lignin.
VIIl. An autoradiographic study on the formation of guaiacyl and syringy! lignin in
Magnolia kobus DC. Holzforschung 40: 101-105.

Terashima, N.; Fukushima, K.; Tsuchiya, S.; Takabe, K. 1986 b. Heterogeneity in
formation of lignin. VII. An autoradiographic study on the formation of guaiacyl and
syringyl lignin in poplar. Journal of Wood Chemistry and Technology 6: 495-504.



Terashima, N.; Fukushima, K.; Takabe, K. 1993. Comprehensive model of the lignified
plant cell wall. In: Jung, H.G.; Buxton, D.R.; Hatfield, R.D.; Ralph, J., eds. Forage cell
wall structure and digestibility. ASA-CSSA-SSSA, WI, Madison: 247-270.
Trockenbrodt, M.; Liese, W. 1991. Untersuchungen zur Wundreaktion in der Rinde
von Populus tremula L. und Platanus x acerifolia (Ait.) Willd.. Angewandte Botanik 65:
279-287.



Wound effects in the xylem of poplar: a UV-
microspectrophotometric study

Claus Frankensiain, Uwe Schmi”

Federal Research Cenftre for Forestry and Forest Productsfinstitute for Wood Biokogy

and Wood Protection, Leuschnerstrasse 81, D-21031 Hamburg/Germany

Dedicated to Prof, Dr. Josef Bauch on the occasion of his 70" birthday.

Running titla: wound effects in the xylem of poplar

Holzforschung, eingereicht



Abstract

The preseni study provides information on cell wall modifications in vessels and
fibres of wound wood of Popwius fremula L. x P iremuloides Michx formed after
mechanical wounding. Special emphasis was given on the lignin distribution, Wound
wylem within lateral wound calli was collected after response periods of up to twenty-
three months. General observations aboutl the differant stages of wound-xylem
development were carfied oul with light and transmission electron microscopy.
Scanning- and point measurements with UV-microspectrophotometry were used to
determine the lignin distribution. For vessels and fibres deviations from their usual
axial crientation were observed as well as dimensional changes. Vessels within the
wound xylem were smaller in diameter and shorder in length, xylem fibres were
shorter and developed thicker walls, especially in tissue porfions adjacent to the
wound. Cell walls and cell corner regions of these fibres showed on average a higher
lignin content and a modified lignin composition. These wall modifications within the
wound xylem are balieved to enhance disease resistance. With increasing distance

from the wound edge, the modifications are decreasing and finally disappear.

Keywords: lignin distribution; poplar, Popules fremufa L. x P fremuloides Michx,;
LV-microspectropholometry; wound callus; wound xylem



Intreduction

Hybrid aspen and olher poplar species are of major commercial imporiance,
especially with regard to plywood and pulp production, and have become model tree
species for molecular, physiological and ecological research (Brinkmann, 2002,
Sundberg et al., 2000; Arend and Fromm, 2004; Déjardin et al., 2004; Junghans a1
al., 2004). Among other tree spacies, also poplar was used to obtain information on
the mechanisms involved in wound responses of tissue present at the time of
wounding; in general, those wound reaclions are subdivided inlo aclive and passive
mechanisms as revealed by numerous macroscopic and microscopic invesligations
(e.g. Sharon, 1973; Mullick, 1877; Shortle, 1979; Shigo, 1984; Schmitt and Liese,
1983; Liese and Dujesiefken, 1986; Pearca, 2000). Within differentiated xylem, active
reaction patierns are aiming at the compartmentalization along wound edges, whilst
the formation of callus tissue and subsequently formed new modified xylem and
phloem becomes induced (e.g. Sharon, 1973; Shigo, 1984; Bauch &t al., 159380,
Rademacher, 1984; Lowerts et al., 1986; Liese and Dujesiefken, 1998; Fink, 1999;
Gritnwald et al., 2002, Frankenstein et al,, 2005).

In poplar, investigations on wound reactions wera mainly focused on the bark, such
as the formation of the ligno-suberized zone, new periderms and the influence of
prassure on kssue differentiation (Kauferl, 1937, Soe, 1959; Brown and Sax, 1962,
Trockenbrodt and Liese, 1981). Ancther emphasis has been on the invesbgation of
host/pathogen interactions after bark wounding (Bleomberg and Farris, 1963,
Bucciarelli et al,, 1999) and insect wounds as infection sites (Anderson el al., 1979).
Shortle (1979) found for Fopuwlus delfoides x frichocarpa that the concentration of
soluble dry matler and phenols was greater in the marginal zones between

discoloured wood and sapwood. The formation of a wound callus and the wound-



induced alterations within the xylem of poplar have been described on a light
microscoplc level only (Shigo et al., 1977, Ecksilein et al., 1979; Buntrock, 1989;
Frankenstein et al., 2005). However, less attention was paid on cellular aspecis
during the formation of callus tissue and during the subsegquent formation of maodified
xylem.

Therafore the objective of the present study was lo provide detailed information on
the wound-associated modification of newly formed xylem elements at the edge of
wounds with special regard to the lgnin distribution. By means of transmission
electrom microscopy and cellular UV-microspectrophotometry, modified xylem cells

were compared with cells of unaffected xylem porlions.

Material and Methods

Rectangular wounds of 10 x 10 cm® were set on OF July 2002 by removing the bark
from stems of four mature poplar trees (Populus tremula L. x P. fremuioides Michx.)
using a saw and a chisel,

Samples were collected from the lateral wound edge after 10, 37, 62 and 95 weeks
of wound response (Fig. 1 a). The wound lissue and the adjacent modified xylem
weara removed with a chisel and razor blades. Within the wound callus samples taken
after 62 and 95 weeks of wound response, two wound xylem areas were selected
and divided into samples either containing xylem formed until the end of the following

vegalation period (2003) and xylem formed afterwards (Fig. 1 b).

Microscopy
For light microscopy, samples were cut into 10 x 10 x 8 mm’ pieces, fixed for three

days in a phosphate-buffered solution of 3.7% formaldehyde, washed in distilled



water, and embedded in polyethylene-glycol (FEG 2000). Transverse sections of
10 pm thickness were cut with a sliding microtome, stalned with a standard

safranine/astra blue solution and mounted onto glass slides.

For transmission electron microscopy, the samples were reduced to a final size of
3x3x8mm’, fixed for one day in a mixure of 5% glutaraldehyde and 8%
paraformaldehyde, then parly postfixed with a 1% osmium letroxide solution,
washed in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.3), dehydrated in a graded series of
acelone and embedded in Spurr’'s epoxy resin {Spurr, 1969).

Ultrathin {80-100 nm) transverse sections were eilher double-stained with uranyl
acelale and lead citrale or with polassium permanganate according to Donaldson
(1992), The samples wera examined with a Philips CM 12 TEM at an accelerating
voltage of 60 or 80 kV.

UV-microspectrophotomeiry

For UV-microspectrophotometry, the samples were processed as described for TEM.
Tum semithin transversa sections were prepared with a diamond knife, mounied onto
quartz slides, immersed in a drop of non-UY absorbing glycerine and covered with a
quartz cover slip.

Scanning UV-microspectrophotometry was carried out using a ZEISS UMSP 80
microspectrophotometer equipped with an Osram high-pressure xenon lamp, an
ulirafluar guartz condenser and a scanning stage enabling the determination of
image profiles at a constanl wavelength of 280 nm using the scan programme
APAMOS [(Automalic-Photometric-Analysis of Microscopic Objects by Scanning,
Zeiss). This wavelength represents the typical absorbance maximum of lignified cell

walls. The scan programme digitises rectangular tissue portions with a local
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geometrical resolution of 0.25 x 0.25 pm® and a photometrical resolution of 4096 grey
scale levals, converied into 14 basic colours representing the measurad absorbanca
imtensities (Koch and Kleist, 2001).

Specimens were additionally anaiysed by poinl measurements with a spol size of
1 pm?. The spectra were taken at wavelengths from 240 to 400 nm in 2 nm steps
using the programme LAMWIN (Zeiss). These point measurements for a semi-
quantitalive determination of the lignin content were automatically repeated 50 times

at each spot for individual wall layers.

Results & Discussion

Light microscopy of xylem formed after wounding revealed that axial cells were
disoriented (Fig. 2). Vessels were smaller in diameter and shorter in length than
those of unaffected xylem and often had a wavy and irreguiar orientation. Modified
fibres within the wound xylem were shorer and occurred preferably in portions
adjacent to the wound. They also had slightly thicker walls when compared to
unaffected fibres, which cormesponds to cbservations by Sharon (1973) for wood of
Acer saccharum. In contrast, Bauch et al. {1980) described a reduced wall thickness
of fibres within the barrier zone and the wound xylem of Acer nubvum and Befula
papyrifera In wound xylem of poplar, fibres additionally showed the same strong
deviation from the axial orientation like vessals (Fig. 2). With increasing distance from
the wound edge. these siructural alterations were less pronounced. The observations
made for Popuwlus fremula x tremulcides cormespond with earlier studies on other
poplar species (Buntrock, 1989) and other tree species. such as maple, birch and
beech (e.g. Brown and Sax, 1962; Mulhem et al., 1979; Rademacher, 1984; Lowerls

et al,, 1986, Liese and Dujesiefken, 1006, Novilskaya, 1998; Fink, 1909). Electron
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microscopy showed thal, in contrast o unaffected fibres present at the time of
wounding, the first wound xylem fibres (Fig. 3, 4) deposited additional secondary wall
material. A few cell rows distant to these cells, no significant wall thickening could be
detected any more. Cell comers within the xylem laid down after wounding within the
years 2002 and 2003, predominantly consisted of material with a for poplar unusually
high electron density (Figs. 3,4). The electron densily again decreased with
incraasing distance from the tissue prasant at the time of wounding. Within the xylem
laid down in 2004, the electron density of cell walls appeared normalised. Besides
vessals and fibres, ray parenchyma cells within the wound xylem were often filled

with dark conlents.

Ta visualise the lignin distribution in modified cells and for a semi-quantitative lignin
determination, these cells were analysed by UV-microspectrophotometry, which has
variously bean proven as a reliable technique (e.g. Scott et al., 1969; Fergus and
Goring, 1970 a, b; Musha and Goring, 1975; Bucciarelli et al., 1989; Fukazawa,
1992; Grinwald et al., 2001, 2002 a, b; Koch and Kleist, 2001; Takabe, 2002; Koch
and Grinwald, 2004). For detailed information on the microdistribution of lignin within
different wall layers, the tissues were first analysed by scanning UV-
microspectrophotometry at a constant wavelength of 280 nm and additionally by
point measurements with a spol size of 1uym at wavelengths between 240 to 400 nm
(Figs. 5-12).

The secondary wall of hardwood fibres is mainly composed of gualacyl- and syringyl
compounds resulting in @ minimum absorbance at wavelengths from 250 to 260 nm
and a maximum wvarying between 270 and 280 nm. The position of the absorbance
maximum and also the absorbance intensity is determined by the syringyliguaiacyl

ratio and the condensation of methoxyl groups, With a higher guaiacyl lignin content
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and decreasing number of MeQ/C; groups, the absorbance maximum shifts closer lo
280 nm and the absorbance intensity increases (Fergus and Goring, 1970 a, b
Terashima et al., 1986, Fukazawa, 1992, Koch and Kleist, 2001; Takabe, 2002). An
allered lignin composition may imply an increased hignin content, while the overall
lignin concentration remains unchanged. Therefore, semi-gquantitative interpretations
of differences in the absorbance maxima between affected and unaffected cells are
restrictad.

The lignin in walls of the xylem of Populus spp. generally consists of syringyl and
guaiacyl moieties az well as p-hydroxy benzoic acid residues with a maximum
absorbance al 260 nm wavelength {(Musha and Goring, 1975). I p-hydroxy benzoic
acid residues are associated with guaiacyl residues, the peak at 280 nm should
flatten and if they are associated with syringyl residues, the peak may shift to a lower
wavelength or even disappear as shown for eastern cottonwood (Populus delfoides)
(Musha and Goring, 1975). Therefore, the ratio between the UV absorbance at

280 nm and 260 nm (AzsaAzeo) gives additional information on the lignin compaosition.

Figure 5 shows a representative two- and three-dimensional UY image profile of
unaffected, mature secondary poplar xylem. Unaffected fibres are characlerised by
thin 52 wall layers with relatively low and uniform absorbance values around AbSzaone
0.09 up to AbSzeonm 0.23 in terminal latewood fibres, Higher absorbencies were
recorded in the compound middle lamella of early- and latewood fibres (Abszaom 0.16
to Abszsonm 0.35) and in cell comers (AbSzsomm 0.23 to AbSzstem 0.67). The unifonm
absorbance level within a single S2-layer covmesponds with earier studies describing
a homogeneous lignin distribution across the whole S2Z-layer [(Saka and Goring,
1988; Koch and Kleist, 2001). The spectra oblained for thin S2-layers in unaffected
fibres of poplar (Fig. 6) with an absorbance maximum at 270 o 272 nm and a less



distinct peak are also in good agreement with earlier observations (Fergus and
Goring, 1970 a, b; Musha and Goring, 1975; Fukazawa, 1992) (Fig. 6). Although the
PopalBosy ratio (1.02) was shightly higher than for other poplar species (Musha and
Goring, 1975), the S2 was charactenzed by a low content of predominant syringyl-
type lignin associated with p-hydroxy benzoic acid residues. Cell cormer regions
showed the highest lignin concantrations of primarily guaiacyl lignin, verified by the
peak absorbance al 278 nm and a Ags/Age ratio of 1.29 (Fig. 6). Our results for
secondary wall- and cell cormmer regions of unaffected poplar xylem are in accordance
with general cell wall composition concepts of various hardwoods (e.g. Ferguson and
Goring, 1970a,b; Musha and Goring, 1975, Terashima el al, 1986, 1993
Donaldson, 2001; Donakdson et al., 2001; Grinwald et al., 2002 a; Koch and Kleist,
2001; Takabe, 2002). Point measurements of middle lamella regions showed a
higher absorbance maximum (Fig. 6). i. e., a higher lignin content, at the same
wavelength as the S2, and an only faintly higher Azsa'Acso ratio (1.09) indicating a
nearly identical lignin composition. Grinwald et al. (2002 a) reported a shift of the
peak absorbance in middle lamella regions of poplar towards 272 nm at the end of
cell differentiation, due to an increased incorporation of syringyl and p-hydroxyphenyl
subunits. Howewver, more often a higher relative abundance of guaiacyl lignin
moieties in hardwood middle lamellae was reported (e.g. Fergus and Goring, 1970 b;
Musha and Goring, 1975; Terashima el al,, 1986, 1983).

Figures 7-9 display the lignin distribution in cell walls of the wound xylem formed in
2002 and 2003, starting with a representative two- and three-dimensional UV image
profile of lissue adjacent to the xylem already present at the time of wounding
(Fig. 7). Ray parenchyma ceflls within these wound tissue arezs were often entirely
filled with condensed accessory phenclic extractives. An influence of these

substances on the semi-quantitative lignin determination can be neglected because
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of the following reason, Due to their higher absorbance values (AbSzsonm 1.38) and
their absorbance maxima, which display a bathochromic shift towards a wavelength
of 284 nm to 286 nm and in addition a much slower decrease of the absorbance
when compared o lignin. The faintly increased absorbance values within the slhightly
thickened secondary wall of fibres varied between Abszaeen 0.09 and AbSzices-0.26,
The absorbance values of the compound middie lamella ranged from AbSzases 0.23
to Abszaonm 0.48 and in cell cormners from Abszeonm 0.42 10 AbSseoes 0.87, sometimes
exceading AbSpws 083 (Figs. 7). Higher lignin contents in lissues formed
immediately afler wounding were also reporied for parenchyma cells of Acer rubrum
L. and Beluwla papyrifera Marsh (Bauch e al., 1980). A contrasling observation was
made by Rademacher et al. (1984), who described a lower lignin content and an
increase in syringyl units in the walls of parenchyma cells of the barrier zone of Acer
saccharum,

The absorbance values of modified fibres formed in later stages of wound xylem
development (2002-2003) still indicated increasad lignin contanis in the compound
middle lamellag (Abssases .23 to AbSsasem 0.48) and in call cormer regions (AbSsanm
0.42 to over Absasam 0.93), even though the secondary wall thickness and lignin
content (AbSzaenm 0.09 to Abszagnn 0.23) appeared normal (Fig. 8). Within the wound
xylem laid down close to the end of the vegetation period in 2003, the absorbance
values of the secondary wall remained unchanged, whereas the lignin content in
compound middle lamella regions was reduced ranging between AbSzssem 0.23 and
Abszonm 0.35 (Fig. 8). The absorbance values of cell comer reglons were still higher,
varying between AbSaaonm 0.35 to AbSzsonm 0.87.

Within the wound xylem formed till the end of the wegetation period 2003, the mean
absorbance maxima of secondary walls shifted towards 274 nm (Fig. 10).

Simultaneously, the Azn/Agee ratio increased up to mean values of 1.22 indicating a
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reduced amount of associated p-hydroxy benzoic acid subunits and a distinct
incorporation of additional guailacyl moleties. The mean Azea/fzse ratio in middle
lamella regions of fibres in this fissue portion increased (Ama'fcsn 1.22) and the peak
absorbance shifled towards a higher wavelength of 276 nm reflecting the same effect
as described for the S2. In contrast o the above described measurements, the mean
AgsolPgsp ratio in cell comer regions decreased (AgsolAzes 1.23), while the absarbance
maximum {278 nm), L.e. the syringyl/guaiacy| ratio, remained unchanged indicating a
reduced amount of associated p-hydroxy benzoic acid subunits (Fig. 10}

Figurez 11 and 12 show a representative two- and three-dimensional UV image
profiles and spectra of wound xylem cells formed in 2004, 24 months after wounding.
The lignin contents within the secondary wall {around Absasgem 0.09), compound
middle lamella- (AbSzscem 0.16 to AbSzsoem 0.23) and cell cormer regions (AbSzsoem
0.35 to Absgaoem 0.74) have nearly normalised (Fig. 11). However, the lignin
composition was still modified when compared to unaffected cells. Like in the wound
xylem formead prior to 2004, tha Azsa'Bss ratios in the S2-laver (1.23) and compound
middle lamella regions (1.21) indicaled a reduced amount of associated p-hydroxy
benzoic acid subunits. An increased incorporation of guaiacyl moieties within these
call wall compartments was visualised by the shift of the mean absorbance maxima
towards higher wavelengths (S2, 272 nm; cml, 274-276 nm) (Fig. 12). Within cell
carner regions, the Azso/Agso ratio (1.21) and the wavelength of the peak absorbance
(276 nm) decreased revealing a lower content of guaiacyl lignin and a higher amount

of p-hydroxy benzoic acid subuniis (Fig. 12).

In conclusion, the microscopic and UV microspecirophotometric obsarvations of cells
located in the wound xylem showed that wounding induces modification of the cell

assembly as well as the lignin topochemistry of fibre and vessel walls, With



increasing distance from the tissues present al the lime of wounding both structural
and topochemical medifications decrease continuously unfil disappearance. It can
also be concluded that wound-induced modifications of the lignin topochemistny as
well as the structural alterations within the wound xylem are mechanisms of an
increased disease resistance as similarly suggested by Vance et al. (1980) for

various plant systems.
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Figures

Figure 1 Callus formation along the lateral wound edges 24 months after wouwnding: (a) the rectangle
indicates the position of tlssue sampling at the wound edges (o), (b} characiers indicate the posiions
of sampled xylam within the wound calles for mécroscopy and UNV-microspectrophatomatny, wownd
wylem (o). arrowheads afg poinling o xylem formed dudng the Second vegelation period after

veounding (2004

Figure 2 Transverse section through wound xylem (wXy) and modified sylem differentlabing 8l the
tima of wounding (miy), wound xylem fibres (armowhead) and vessels (amows) show a sirong
devialion from the axial crisntation; ight micrograph, safranineiasira blue staening

[ ]!



Figure 3 Transverse section through unmodified
poplar xylem: typical thinwalled fibres with col
cormers containing less eleciron dense material
{amowhead ) when compared 10 wound - affected
fibres: TEM, potassium pormanganate staining.

Figure 4 Transverse seclion through modified
xylemn adjacent 1o the xylem present at the time
of wounding: fibres with secondary wall
thickenings and cell comers containing material
with  edremely high  electron  densaty
(arowheads). TEM, polsssium permanganats
siaining.
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Figure § LY micrograph and 30 U-micrescopic scanning profile of unaffected xylem. Tha grey scale

picals raprasent differant U'V-absorbance valuas within the fbre wall layess al 280 nm wavekength;

fitwes (F), ray parenchyimna (Rp),
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Figure & Representative UV absorbance specira of unaffecied fibres (secondary wall -m-, comgound

midche [amedta - & -, call comer -e-); absorbance maama al Z70-272 -»-, 2728 - k-, 278 -a-,



Figure T U micrograph and 3D image profile of wound xylem fibnes (F) and ray parenchyma calls
(Rp) filled with phanolic compounds, wound xylem il down within the samg vegatation pariod of

wiownd seiteng (2002}, adjacent 1o the xylem prasent al t