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UPORABA MAGNETNO RESONANCNEGA SLIKANJA ZA RAZISKAVE ANATOMIJE IN
VLAZNOSTI LESA

Maks MERELA!, Igor SERSA2, Ur§a MIKAC?, Primoz OVEN*

Izvlecek

Preverjena je bila uporaba jedrske magnetne resonance (NMR) za raziskave anatomije in vlaznosti lesa. Na tri metre visoki zivi bukvi (Fagus sylvatica L.)
smo uporabili 3D spin-echo MR-mikroskopsko tehniko slikanja s prostorsko resolucijo 100 pm in opazovali strukturo odrezane vejice ter spremljali dinami¢ni
odziv drevesa na mehansko poskodbo. Za potrditev struktur, vidnih na MR-slikah, smo uporabili svetlobno mikroskopijo. Svetlobna mikroskopija je razkrila
anatomsko zgradbo in triletno starost vejice bukve. MR-slike so jasno razkrile strzen, radialno orientirane vecredne ksilemske trakove, traheje ranega lesa,
vkljuéno z mejo med ranim in kasnim lesom, kot tudi kambijevo cono s teko¢im ksilemskim in floemskim prirastkom. Preucevali smo koncentracijo vode v
vejici in globino dehidracije, ki je nastala v 22-tih urah po poskodbi in je segala v globino priblizno 5 mm od poskodbe. Hitra izguba vlaznosti odseva zacetni
pasivni odziv prizadetega tkiva. S pomocjo 3D MR-mikroskopije in raunalni$kega programa ImageJ nam je uspelo izdelati prostorski model vode v lesu, ki
prikazuje tkiva v vejici z znacilno visjo vlaznostjo.

Kljuéne besede: MR-mikroskopija, bukev, Fagus sylvatica, Zivi les, anatomija lesa, vlaznost, porazdelitev vode, mehanska
poskodba

APPLICATION OF MAGNETIC RESONANCE IMAGING FOR RESEARCH OF ANATOMY AND
MOISTURE CONTENT OF WOOD

Abstract

Feasibility of nuclear magnetic resonance (NMR) was tested for research of anatomy and moisture content of wood. A three m high living beech tree (Fagus
sylvatica L.) was imaged by magnetic resonance using the 3D spin-echo microscopic imaging technique at isotropic spatial resolution of 100 um to follow
structural changes in the topped branch caused by healing response mechanisms of the tree. Conventional light microscopy was also employed to verify tree
structures detected on MR images. Conventional light microscopy revealed anatomical structures and three year age of the tree branch. MR images clearly
showed pith, radially oriented xylem rays, early wood vessels with a delineated border between early and late wood, as well as the cambial zone with current
xylem and phloem growth increment. We studied water concentration in the branch and the depth of dehydration formed in 22 hours after the mechanical injury.
The dehydrated region extended to the 5 mm depth from the wound location. First passive response of the injured branch tissue reflects in the initial decrease
of the moisture content that was detected by MR imaging. Finally, we processed 3D MR microscopy data by the ImageJ image processing program to depict the
spatial water concentration in the tree branch and to determine tissues with high water content.

Key words: MR microscopy, beech, Fagus sylvatica, living wood, wood anatomy, moisture content, water distribution, mechanical
injury

uvoD
INTRODUCTION NMR sta leta 1946 neodvisno odkrila Felix Bloch in Edward
Mills Purcell ter za odkritje leta 1952 skupaj prejela Nobelo-
Slikanje z magnetno resonanco (angl. Magnetic Reso-  vo nagrado za fiziko. NMR je spektroskopska tehnika, ki se

nance Imaging - MRI), temelji na uporabi jedrske magnetne  je na zacetku uveljavila predvsem za kemijsko analizo snovi,

resonance (angl. Nuclear Magnetic Resonance - NMR). Pojav v novejSem casu pa je z iznajdbo slikanja z magnetno reso-
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nanco zasedla tudi izredno pomembno mesto v biomedicin-
skih raziskavah.Preskusili smo novo metodo slikanja z NMR
za raziskavo anatomije in vlaznosti lesa, ki je v nadaljevanju
predstavljena nekoliko podrobneje.

Pri jedrski magnetni resonanci izkoris¢amo dejstvo,
da se atomska jedra v magnetnem polju vedejo kot majhne
magnetne igle; pravimo, da imajo taksna jedra magnetni di-
polni moment. Najpogosteje merimo signal vodikovega jedra
oziroma protona ('H). Vodik nastopa v vseh organskih spoji-
nah in je zato zelo pomemben v biomedicinskih raziskavah z
NMR. Poleg vodikovega jedra ima dipolni magnetni moment
Se jedro vodikovega izotopa (*H) oziroma devterijevo jedro in
Se jedra nekaterih drugih pomembnih kemijskih elementov in
njihovih izotopov, pojavljajo¢ih se v organskih tkivih: oglji-
kov izotop ("*C), dusik (**N), fosfor (*'P) in fluor (**F). Tako
kot se magnetna igla v magnetnem polju postavi v smer polja
(v zemeljskem magnetnem polju v smeri sever-jug), se tudi
magnetni dipolni momenti jeder v zelo mo¢nem magnetnem
polju usmerijo tako, da je v povprecju ve¢ magnetnih momen-
tov jeder usmerjenih v smeri staticnega magnetnega polja kot
v obratni smeri, kar povzroCi nastanek jedrske magnetizacije
vzorca. Ta je vsota vseh magnetnih momentov jeder v vzorcu,
deljena s prostornino vzorca, in kaze v smeri staticnega ma-
gnetnega polja. Ker jedrska magnetizacija nara$¢a sorazmer-
no z gostoto staticnega magnetnega polja, potrebujemo pri
slikanju z magnetno resonanco zelo mo¢ne magnete, s kateri-
mi dosezemo dovolj veliko jedrsko magnetizacijo v vzorcu in
s tem tudi dovolj signala magnetne resonance (MR). Vzorec
najprej vstavimo v posebno radiofrekvencno (RF) tuljavo in
ga z njo vred vstavimo v magnet, nato pa na RF-tuljavo pri-
klopimo mocan in kratkotrajen sunek RF-napetosti. Pri tem
jedra prejmejo energijo, ki jim jo je dal RF-sunek, kar povzro-
¢i odklon jedrske magnetizacije od smeri magnetnega polja.
Po RF-sunku se jedrska magnetizacija vrti okoli osi v smeri
staticnega magnetnega polja, tako da z njim oklepa stalen kot.
Temu gibanju, ki je podobno gibanju vrtavke, pravimo jedr-
ska precesija. Zaradi precesije jeder se v RF-tuljavi inducira
elektri¢na napetost, podobno kot se v generatorju v elektrarni
ustvari napetost; seveda je ta napetost zelo majhna. S¢asoma
jedra prejeto energijo v procesu jedrske relaksacije vrnejo v
okolico. Pri tem se tudi ves ¢as zmanjsuje kot, ki ga jedrska
magnetizacija oklepa s staticnim magnetnim poljem, in po

dovolj dolgem casu je spet dosezeno enako stanje kot pred

RF-sunkom. Proces vzpostavljanja ravnovesnega stanja, pri
katerem se povecuje projekcija jedrske magnetizacije na smer
staticnega polja, se imenuje longitudinalna jedrska relaksacija
in poteka s karakteristicnim ¢asom 7. Poleg tega poteka Se
proces, pri katerem se zmanj$uje tudi velikost projekcije ma-
gnetizacije na ravnino pravokotno na smer stati¢nega polja.
Do tega proces pride predvsem zaradi medjedrskih interakeij
in lokalne nehomogenosti magnetnega polja, ki povzro¢ajo
nesinhrono precesijo posameznih magnetnih momentov je-
der. Ta proces se imenuje transverzalna relaksacija in poteka s
karakteristi¢nim ¢asom 7, ki je vedno krajSi od Casa longitu-
dinalne relaksacije 7. Dokler ima magnetizacija komponento
v ravnini pravokotno na smer staticnega magnetnega polja,
toliko ¢asa se bo v tuljavi pri precesiji inducirala napetost
in tedaj je mogoce izmeriti signal MR. 1z tega signala lahko
izra¢unamo, kaks$na je porazdelitev merjenih jeder po njiho-
vih precesijskih frekvencah, izracunamo torej lahko spekter
NMR. Jedra iste vrste, a v razli¢nih kemijskih okoljih, imajo
namre¢ malenkostno razli¢ne frekvence jedrskih precesij, kar
omogoca natan¢no analizo kemijske zgradbe vzorca. 1z si-
gnala MR izrac¢unamo spekter NMR s posebno matematicno
operacijo, ki se imenuje Fouriereva transformacija. Podobno
lahko iz signala NMR z vec¢dimenzionalno Fourierevo trans-
formacijo izra¢unamo tudi MR-sliko (DEMSAR / JEVTIC /
BACIC 1996).

Slikanje z magnetno resonanco (MRI) je nedestruktivna
metoda slikanja notranjih organov in tkiv v zivih organizmih.
Na podro¢ju medicine je v zadnjem ¢asu postala ena najpo-
membnejsih diagnosti¢nih metod, katere glavne prednosti so:
velika kontrastna lo¢ljivost, moznost prikaza ve¢ podro€ij na
eni sliki v poljubno izbranih ravninah, neskodljivost za orga-
nizme in dinamiéni podatki (DEMSAR / JEVTIC / BACIC
1996). Omogoca na primer prikaz ter natancno lokalizacijo
in obseg tumorjev, odnos tumorjev do pomembnih sosednjih
anatomskih struktur, ocenjevanje uspesnosti zdravljenja in
zgodnje odkrivanje ponovitev. Z njo odkrivajo vrsto proce-
sov, ki potekajo v zivem organizmu (vnetni procesi, krvavi-
tve, nevroloske motnje, patoloske spremembe, poskodbe veli-
kih sklepov, septicni in revmatski vnetni procesi ...).

Osnovni pogoj za uspe$no MR-slikanje je, da preisko-
vana tkiva oz. materiali vsebujejo vodik, zato je les zaradi
visoke vlaznosti in specificne zgradbe zelo primeren material

za tovrstne raziskave. Testni MRI poskusi izpred ve¢ kot 30
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let (NANASSY 1973) so obetali nedestruktivno tehniko za
opazovanje notranjih struktur in pojavov v lesu. Prva MR-sli-
kanja lesa so bila narejena v obicajnih medicinskih magnetih
z relativno nizkimi magnetnimi polji (0,15T — 1T). Upora-
bljali so medicinske radiofrekvencne (RF) tuljave, ki so omo-
gocale slikanje velikih vzorcev lesa (debla s premeri nad 15
cm), vendar je bila locljivost teh slik dokaj slaba (1.2 x 1.2
mm?/piksel). WANG in CHANG (1986) sta npr. s pomocjo
MRI spremljala absorpcijo vode v lesu ¢rne ¢esnje (Prunus
serotina Ehrh.) in z MR-slikami potrdila Ze znano dejstvo, da
je beljava bolj absorptivna kot jedrovina. Zanimivo je, da sta
na MR-slikah difuzno porozne ¢esnje jasno razlocila rani in
kasni les, kar naj bi bilo sicer znacilno za vencasto porozne
vrste. Raziskave so pokazale tudi, da se tkiva z nizko vsebno-
stjo vode na MR-slikah ne pojavijo. Tako so npr. pri slikanju
hrasta (CHANG / OLSON / WANG 1989) ugotovili, da se
skorja na MR-slikah ni nikoli videla, brez tezav pa so opa-
zovali mejo med beljavo in jedrovino, potek prirastnih plasti,
strzen in vecredne radialne trakove.

MRI poleg normalnih strukturnih pojavov omogoca tudi
odkrivanje in identifikacijo defektov v lesu, kar je izrednega
pomena na primer pred razrezom hlodov. Maksimalni vredno-
stni izkoristek razreza je mogoce doseci le ob upostevanju ra-
stnih anomalij znotraj hloda, ki pa do razreza ostanejo skrite.
Metoda NMR za hitro odkrivanje napak v lesu predpostavlja,
da se rastne posebnosti v lesu vsaj delno strukturno razliku-
jejo od normalnega lesa (COATES / CHANG / LIAO 1998),
kar je mogoce zaznati na sliki. Identifikacijo napak so preiz-
kusili tudi s 3D racunalnisko rekonstrukcijo (MORALES et
al. 2004), kjer so analizirali zaporedje prec¢nih 2D MR- slik,
ter iz njih raunalnisko rekonstruirali zgradbo lesa.

Osnova NMR-metode je voda v materialu, kar omogoca
tudi spremljanje dolocenih procesov, povezanih s spremem-
bami vlaznosti v lesu. Okuzba z glivo, na primer, v lesu pov-
zro¢i kompleksne procese, ki predstavljajo obrambni mehani-
zem lesa, v katerem so zive parenhimske celice. Pearce (ef al.
1994) je na kosih javorovine (4cer Pseudoplatanus L.) upora-
bil NMR- spektrometer za neinvazivno slikanje glivne okuz-
be. Slikanje je razkrilo anatomsko zgradbo lesa, patoloske po-
sebnosti, dinamiko okuzbe in odziv Zivega tkiva na koloniza-
cijo z glivami. Studija je dokaz, da MRI omogo&a opazovanje
interakcij med lesom in patogenim organizmom oz. spremlja-

nje dinamicnih procesov v lesu. Tudi susenje je proces, kjer

je z MRI mogoce spremljati vlaznosti in vlaznostne gradiente
v lesu (WANG et al. 1990; cit. BUCUR 2003a). MR- signal,
ki ga dobimo iz vzorca, je namre¢ direktno sorazmeren z de-
lezem vode v vzorcu (WANG / CHANG 1986). Vlazen les
pri slikanju pomeni mocnejsi MR-signal, zato je bila vecina
$tudij opravljenih na lesu z vlaznostjo nad tocko nasicenja
celi¢nih sten (TNCS), t.j. okoli 30 % vlaznosti. Pri poizkusih
pod TNCS sta bili uspes$no uporabljeni pulzna NMR-tehnika
(HARTLEY / KAMKE / PEEMOELLER 1994) ter SPRITE
(Single Point Ramped Imaging with T, Enhancement) MRI-
tehnika (MACMILLAN et al. 2002).

Slikanje z magnetno resonanco je mogoce tudi v treh di-
menzijah (3D MRI). Pri 3D MRI- tehniki je slikani prostor,
kjer lezi vzorec, razdeljen na enako velike dele (kocke oziro-
ma »voxle«). Dimenzija ene kocke doloca tudi prostorsko lo-
¢ljivost MR-slikanja. Meritev poteka tako, da radio-frekvenc-
ni (RF) sunek najprej vzbudi vodikova jedra. Temu sledi krat-
kotrajni vklop posebnih tuljav, ki ustvarjajo gradient magne-
tnega polja z vnaprej programirano jakostjo in smerjo, ter na
koncu Se zajem RF-signala. Podatki meritev se zbirajo za vse
elemente 3D-slike (kocke) hkrati in se Sele tedaj, ko je zbran
ves slikovni signal iz vzorca, s pomocjo ve¢dimenzionalne
Fouriereve transformacije izracuna signal za vsak slikovni
element posebej, s ¢imer se izmeri tudi MR-slika. Najbolj
razsirjena metoda slikanja z MR je metoda, ki temelji na spin-
skem odmevu (spin echo), in ta ima nastavljiva dva parame-
tra, ki pomembno vplivata na kontrast slike. Ta parametra sta
Cas spinskega odmeva TE (echo time) in hitrost ponavljanja
zaporedja TR (repetition time). Pri pravilno nastavljenih para-
metrih slikanja TE in TR, pri teh mora biti 7E bistveno krajsi
od vzorca T, in TR bistveno daljsi od vzorca T, izmerimo
sliko, katere kontrast je sorazmeren gostoti vodikovih jeder
v vzorcu. Takrat izmerimo tako imenovano protonsko sliko
(proton density image), ki je sorazmerna koncentraciji vode v
slikanem vzorcu (HALL / RAJANAYAGAM 1986). Koli¢ina
MR-signala, ki pripada posameznemu slikovnemu elementu
MR-slike, je predstavljena s svetlostjo. Vecji je MR-signal iz
slikovnega elementa, svetlejSa bo ta toc¢ka na sliki. Pri nasi
izbiri parametrov je svetlost tocke slike torej kar sorazmerna
s koncentracijo vode. Pri druga¢ni izbiri parametrov slikanja
TR in TE bi v splosnem bila svetlost tocke slike odvisna se
od relaksacijskih ¢asov T in 7. Prednost 3D-slikanja pred

1
2D-slikanjem je predvsem v tem, da lahko izmerjeno 3D-
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sliko predstavimo v poljubno izbranih 2D-rezih: na primer v
ravninah xy, yz, xz, poleg tega lahko iz 3D-slike s posebnimi
programi za obdelavo slik izracunamo tudi prostorsko podo-
bo slikanega vzorca, in to iz poljubnega pogleda v prostoru.
Prednost 3D-MRI metode je tudi, da se lahko osredoto¢imo
na prav vsako anatomsko podrobnost v sliki, saj nam to omo-
goca visoka locljivost 3D-slik in moznost prikaza vzorca v
poljubnem prerezu. Tako je bilo na primer 3D MR-slikanje
uporabljeno pri Studiju impregnabilnosti cilindricnih vzorcev
javorja (HALL / RAJANAYAGAM 1986). Detekcija impre-
gnacije temelji na tem, da se sredstvo delno pomesa z vodo,
s tem se spremeni MR-signal, kar je mogo¢e opazovati na
MR-slikah.

Namen nase raziskave je bil preveriti moznost uporabe
3D MR-slikanja za natancna nedestruktivna preucevanja
drevesnih tkiv in vivo, za doloCevanje struktur in eventual-
nih anomalij, doloc¢anje koli€ine in porazdelitve vode, spre-
mljanje obrambnih mehanizmov ter dehidracije po poskodbi
v lesu. Za potrditev struktur, vidnih na MR-slikah, smo upo-
rabili klasi¢no svetlobno mikroskopijo. S pomoc¢jo MRI smo

zeleli izdelati 3D-model za prostorski prikaz vode v lesu.

MATERIALI IN METODE
MATERIALS AND METHODS

Raziskava je bila narejena na tri metre visoki zdravi bu-
kvi (Fagus sylvatica L.), ki je rasla v meSanem gozdu na
nadmorski visini 470 m. V mesecu marcu smo jo presadili
v prenosno posodo, ki je omogocila transportiranje v labo-
ratorij. MR-slikanje je potekalo meseca maja v laboratoriju
za slikanje z MR Oddelka za fiziko trdne snovi na Institutu
Jozef Stefan. Za raziskavo smo izbrali vejico premera 5 mm,
jo gladko odrezali s skalpelom in odrezani del vejice shranili
za anatomske preiskave. Na konec odrezane vejice na dre-
vesu smo namestili RF-tuljavo (Bruker, Ettlingen, Nemcija)
notranjega premera 10 mm, ki omogoca visokolo¢ljivo 3D
MR-slikanje (slika la). Pred tem smo okoli vejice navili 5
mm §irok trak tanke poliuretanske pene, ki je zagotovila te-
sno prileganje vejice v tuljavo. RF-tuljavo smo nato skupaj
z vejico namestili e v gradientno tuljavo in vse skupaj pred
zacetkom slikanja namestili v center horizontalnega super-
prevodnega magneta (Oxford Instruments, Oxford, Anglija)

z gostoto magnetnega polja 2,35 T (slika 1b). Magnet je bil

Slika 1: a) Namestitev RF-tuljave na odrezano vejico bukve in
b) Bukev v laboratoriju med slikanjem. Slikana vejica je skupaj s tuljavo namescena v odprtino horizontalnega super-
prevodnega magneta.

Fig. I:

a) Pruned beech branch after being inserted in the RF coil and

b) Beech tree setting in the horizontal bore superconducting magnet for MR imaging.
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povezan z NMR-spektrometrom (TecMag, Huston, Texas,
ZDA). NMR-spektrometer je poglavitni sestavni del vsakega
sistema za MR-slikanje, saj opravlja zaporedja za slikanje z
MR, zajema in obdeluje NMR-signale in nadzira vso mo¢no-
stno elektroniko, potrebno za slikanje z MR. Po namestitvi v
magnet smo vejico dodatno uévrstili z vrvico in s tem prepre-
¢ili, da bi se med slikanjem premikala.

Najprej smo opravili kratkotrajno (10 min) orientacijsko
slikanje, tako imenovano 3D-pilotno slikanje, s katerim smo
lahko natan¢no dolo¢ili lego vejice v magnetu. Na osnovi
orientacijskih slik smo potem nastavili obmoc¢je in matriko
pravega visokolocljivega 3D-slikanja. To je potekalo in vivo
s 3D spin-echo MR-mikroskopsko tehniko pri naslednjih pa-
rametrih slikanja: vidno polje (FOV) 25 x 12.5 x 12.5 mm’,
matrika slikanja 256 x 128 x 128, cas spinskega odmeva (7E)
2,4 ms, hitrost ponavljanja zaporedja (7R) 600 ms in Stevilo
povprecitev 8. Cas slikanja je bil 22 ur, prostorska lo¢ljivost
slikanja pa 100 pm v vseh treh dimenzijah. Po kon¢anem sli-
kanju smo ponovno naredili orientacijsko sliko, s katero smo
potrdili, da se vejica med slikanjem ni premaknila. Podatke,
dobljene s 3D MR-slikanjem, smo nato analizirali in obdelali
s pomocjo ra¢unalniskega programa ImageJ (NIH, USA).

Poleg slikanja smo na vzporednih vzorcih opravili e
NMR-merjenje relaksacijskih ¢asov vejice 7, in T, oziroma
vode v vejici. Relaksacijska Casa sta pomembna za pravilno
nastavitev parametrov slikanja (7E in TR), ki ob primerni iz-
biri lahko omogocata slikanje koncentracije vode v lesu. Ta
pogoj je izpolnjen, ko je: TR>>T,; TE <<T,.

Anatomske preiskave so potekale na odrezanem, 15 mm
dolgem delu vejice, ki smo ga hranili v fiksativu FEA (me-
Sanica formaldehida, etanola in ocetne kisline). Ker je bil
vzorec premajhen za klasi¢no vpetje v Celjusti naSega mi-
krotoma, smo ga vklopili v PEG-Polyethylenglycol 1500
(Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Germany). Vzorec smo na-
mestili na posebno leseno drzalo in ga skupaj z njim prepajali
en teden pri temperaturi 55 °C in nizki zacetni koncentraciji.
Koncentracijo smo postopoma visali, dokler raztopina PEG-
a ni postala visoko viskozna. Nizka zacetna koncentracija in
postopno visanje le-te omogocita, da PEG pocasi impregnira
vzorec in ga po utrditvi dobro fiksira skupaj z drzalom. Iz
tako pripravljenega vzorca smo z drsnim mikrotomom Leica
SM2000R (Wetzlar, Germany) odrezali pre¢ne ter vzdolzne

ksilotomske rezine debeline 18 um. PEG smo z vodo izprali

iz rezin, jih nato obarvali z 0,5 % alkoholnimi raztopinami
barvil safranin-rdece in astra-modro ter jih vklopili v Euparal.
Svetlobno mikroskopijo preparatov smo opravili z razisko-
valnim mikroskopom Nikon Eclypse E 800 (Kanagawa, Ja-
pan), slike pa zajeli z digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix
995. Slike svetlobne mikroskopije smo primerjali s slikami
MR-mikroskopije.

REZULTATI IN DISKUSIJA
RESULTS AND DISCUSSION

Svetlobna mikroskopija precnega in vzdolznega prereza
je razkrila znacilno anatomijo vejice bukve. Na pre¢nem pre-
rezu so bile razlo¢ne tri zakljuCene ksilemske branike. O¢itno
je bilo, da smo poskus napravili v ¢asu, ko je Ze zacel nastajati
rani les Cetrte ksilemske branike (mesec maj). Na obeh pre-
rezih smo lahko opazovali tudi skorjo s pripadajocim prevo-
dnim floemom in kambijevo cono, jasno smo razlo¢ili strzen,
radialne trakove in za bukev znacilno difuzno porazdelitev
trahej (sliki 2a in 2b).

NMR-meritve relaksacijskih casov vode v lesu so poka-
zale, da sta bila ¢asa 7,30 ms in 7,4 ms. S parametri
MR-slikanja smo tako priblizno zadostili pogoju za slikanje
protonske gostote (TR >>T ; TE <<T,), ki je proporcionalna
vsebnosti vode v lesu. Izdelali smo 2D MR- slike precnega in
vzdolznega prereza (sliki 2¢ in 2d). Na MR-slikah je signal
vode v lesu izrazen z intenziteto bele barve. Visja je vlaznost,
mocnejsi je signal in svetlejsi je prikaz na sliki. Vzdolzni pre-
rez (slika 2d) prikazuje srednji sloj tkiva skozi strzen, pre¢ni
prerez (slika 2c) pa intaktni del vejice na razdalji 5 mm od
mesta poskodbe. Izkazalo se je, da MR-signal vode v posame-
znih strukturah dejansko pokaze anatomsko zgradbo vejice.
Slike smo primerjali s slikami svetlobne mikroskopije in na
njih prepoznali identi¢ne strukture (slika 2). Jasno smo razlo-
Cili strzen, radialno orientirane vecredne ksilemske trakove,
traheje ranega lesa vseh treh zaporednih branik ter kambijevo
cono s teko¢im ksilemskim in floemskim prirastkom. MR-sli-
ke so razkrile tako strukture v lesnem tkivu kot njihovo funk-
cijo pri prevajanju vode.

Na slikah 2c¢ in 2d vidimo intenzivno svetla obmocja, ki
predstavljajo tkiva z vi§jo vlaznostjo. Na obeh prerezih sta
najbolj izrazita kambijeva cona in strzen, malo manj pa ve-

¢redni radialni trakovi (2¢) in traheje ranega lesa. Meja med



80

Zbornik gozdarstva in lesarstva, 79

Slika 2: Anatomija vejice bukve; svetlobna mikroskopija: a) precni in b) radialni prerez; MR- mikroskopija: ¢) preéni in d)

radialni prerez. Premer vejice je 5 mm.

Fig. 2:
radial section. Branch diameter is 5 mm.

ranim in kasnim lesom v braniki je v primerjavi s svetlobno
mikroskopijo presenetljivo razlo¢na. Glede na difuzen razpo-
red trahej bi bilo pricakovati, da bo razporeditev vode bolj ali
manj enakomerna po celi braniki. Podroben pregled slik je
pokazal, da je visja koncentracija vode v posamezni braniki
omejena le na obmocje ranega lesa, kar sicer velja za vencasto
porozne vrste (npr. hrast). To bi utegnilo pomeniti, da kljub
difuznem razporedu trahej prevajanje vode pri bukvi poteka
predvsem po trahejah ranega lesa.

Po poskodbi vejice (rez) smo na tem mestu pri¢akovali
delno dehidracijo lesnega tkiva. S pomocjo 2D MR-slik prec-
nih prerezov smo raziskali delez vode in globino dehidracije.
Izdelali smo radialni vlaznostni profil tkiva (slika 3) tik ob
poskodbi (prekinjena ¢érta) in profil intaktnega tkiva na globi-
ni 5 mm (polna ¢rta) od mesta poskodbe po 22 urah. Vlaznost

je prikazana primerjalno in je izraZena z intenziteto slikovnih

a) Anatomy of beech branch, bright field microscopy: a) cross and b) radial section; MR microscopy: c) cross and d)

tock (0-250). NMR-metoda je v tem primeru razkrila, da de-
lez vode v smeri proti mestu poskodbe pada.

Analiza je pokazala, da je povrSina izrazito izsusena. Kljub
temu je mogoce Se vedno razlociti strzen, obmocje kambijeve
cone in najbolj izrazito zadnjo braniko. Strzen je v primerjavi
s kambijevo cono ohranil visoko vlaznost. Raziskava je na-
dalje pokazala, da koncentracija vode od kambijeve cone v
smeri proti strzenu pocasi pada in nato v strzenu spet mocno
naraste, kar navajajo tudi predhodne NMR-$tudije (BERAVS
et al. 1998).

Za boljso predstavo o dehidraciji in porazdelitvi vlaznosti
smo izrisali povrsinski diagram (slika 4) iz MR-slike radial-
nega prereza (slika 2d). Na diagramu je lepo vidna osuSena
povrsina ob poskodbi in nato postopno vi§ja vlaznost proti
intaktnemu delu, ki je nekje na globini 5 mm od mesta po-
Skodbe.
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Slika 3: Radialna porazdelitev vode na povrsini poskodbe (surface) in v intaktnem tkivu (intact) 5 mm od mesta poskodbe.
Vlaznost je izrazena z intenziteto sivine na sliki 2¢. Obmocje kambijeve cone (CZ), rani les zadnjega prirastnega plasca
(EW3), rani les drugega prirastnega plas¢a (EW2) in strzen (P).

Fig. 3: Radial moisture distribution in the surface of the wound and moisture distribution in intact tissues 5 mm from the
wound. Moisture content is expressed in grey scale values as used in Figure 2c. Cambial zone region (CZ), early wood
of last growth ring (EW3), early wood of second xylem growth ring (EW2), and the pith (P).
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Slika 4: Povrsinski diagram porazdelitve vlaznosti, ki je izrazena v enakih vrednostih kot sivine MR-slike (0-255). Zaporedni
crtni diagrami, ki se zacnejo na povrsini poskodbe, prikazujejo narascanje vlaznosti z oddaljenostjo od mesta poskod-
be. Intaktno tkivo lezi priblizno na globini 5 mm od poskodbe.

Fig. 4: Surface plot of the moisture content expressed with the same values as grey scale MR images (0-255). Successive line
diagrams starting from the surface of the wound show that the moisture content is increasing with distance from the
wound. Intact tissue is located approximately 5 mm deeper than the wound.
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S pomocjo prikazanih vlaznostnih diagramov je mogoce
pojasniti dinamiko izsuSevanja v neposredni blizini mehanske
poskodbe drevesa. Hitra izguba vlaznosti mehansko poskodo-
vanih tkiv predstavlja zacetni pasivni odziv prizadetega tkiva,
ki ga je opazoval tudi PEARCE (et al. 1994) pri patoloski
okuzbi lesnih tkiv. V nasem primeru je mehanska poskodba
vejice s premerom 5 mm v 22 urah povzrocila dehidracijo, ki
je segala v globino priblizno 5 mm od poskodbe.

S pomocjo 3D MR-mikroskopije in racunalniskega pro-
grama ImageJ] smo izdelali prostorski model porazdelitve
vode v lesu (slika 5). Izdelan je na podlagi MR-signala iz
tkiv, ki imajo izrazito prevodno vlogo ali iz drugih razlogov
vsebujejo vecji delez vode. Na 3D-modelu smo Se bolj jasno
kot na 2D-slikah razlo¢ili strukture v vejici z znacilno visjo
vlaznostjo. Najbolj izrazita sta bila strzen in kambijeva cona
s pripadajo¢im nediferenciranim ksilemom in prevodnim flo-
emom (slika 5).

Na zunanji povrsini plasca, ki predstavlja kambijevo
cono s prevodnim delom skorje, smo razlo¢no videli vzdol-
zne brazde (slika 5). Podroben pregled je pokazal, da brazde,
ki potekajo vzdolZ osi strzena, pravzaprav ustrezajo polozaju
vecrednih sklerificiranih floemskih trakov, ki segajo iz skorje
v kambijevo cono in les (sklerenhimski ¢epki).

Na plascu smo zasledili tudi zakljucen obro¢ (brazgotino)

nepravilne oblike, ki ga na 2D- slikah (slika 2¢ in 2d) nismo

opazili. Pregled vejice je pokazal, da smo na tem delu skorje
tik pred slikanjem nenamerno povzro¢ili majhno mehansko
poskodbo. Vejica je na to poskodbo intenzivno reagirala in
odziv smo lahko opazovali kot brazgotino na povrsini plasca.
Pri ponovnem pregledu 2D MR-slik smo v prerezu skozi to
poskodbo res opazili delno osusitev tkiva (od kambija proti
strzenu) in povis$ano vlaznost ob robovih poskodbe. Menimo,
da se je na tem mestu v nadaljevanju tvoril kalus. 3D MR-
model je razkril strukture, ki jih tako na 2D MR-slikah kot
tudi na slikah svetlobne mikroskopije ni bilo mogoce iden-
tificirati.

Studija je na podlagi obetavnih rezultatov pokazala $iroke
moznosti uporabe NMR na podro¢ju raziskav v lesarstvu. S
pomocjo 3D MR-mikroskopije smo pri prostorski locljivosti
slikanja 100 um lahko in vivo opazovali strukturo vejice in
spremljali dinamicen odziv drevesa na mehansko poskodbo.
Na 3D-modelu smo opazovali pojave, ki jih na obi¢ajnih MR-
slikah (CHANG / OLSON / WANG 1989, WANG / CHANG
1986, TORELLI et al. 1989, PEARCE et al. 1994) ali sli-
kah svetlobne mikroskopije ni mogoce preiskovati. Velika
prednost 3D MRI-metode je enkratno zajemanje podatkov za
celoten vzorec in moznost 3D-prikaza v kateremkoli prerezu
ali zaporedju prerezov skozi vzorec. Pri tem lahko poljubno
izberemo orientacijo in lego prerezov, kar omogoc¢a natan¢no

preiskovanje posameznih anatomskih delov vzorca.

Slika 5: 3D MR-model porazdelitve vode v vejici; bukev (Fagus sylvatica L.). Svetlo so prikazane strukture z vi§jo vsebnostjo
vode (obmocje kambijeve cone, strzen, radialni vecredni trakovi in traheje ranega lesa). Brazgotina nepravilne oblike
(=) prikazuje odziv vejice na povrsinsko mehansko poskodbo skorje v 22 urah. Premer vejice je 5 mm.

Fig. 5:

3D MR model of water distribution in branch; beech (Fagus sylvatica L.). Bright regions represent structures of high

moisture content (region of cambial zone, pith, radial multiseriate rays and early wood vessels). Irregularly shaped
scar (=) reflects branch response to superficial mechanical injury of bark after 22 hours. Branch diameter is 5 mm.
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Raziskovalci, ki so s pomoc¢jo MR-slikanja raziskovali
vlaznostna stanja v lesu, so vlaznost izrazali na razli¢ne na-
¢ine: vlaznostna gostota -moisture density (ARAUJO et al.
1992), stevilo pikslov vode -pixels of water (HOUTS et al.
2004), vrednost intenzitete -intensity value (MORALES et al.
2004) ali nivo sivine -gray level (COATES / CHANG / LIAO
1998). Vsi se bolj ali manj spretno izogibajo definiciji raz-
merja med MR-signalom in dejansko vlaznostjo lesa v %. Cilj
nasih nadaljnjih raziskav je dolo€iti metodologijo slikanja, s
katero bi lahko MR-signalu pripisali to¢no dolo¢eno vrednost
vlaznosti. To bi nam omogocilo izredno natan¢ne meritve in
raziskave na podro¢ju vlaznosti lesa in dinamiki procesov,
ki potekajo v lesu. Premer trahej pri bukvi je od 60-80 um
(GROSSER 1977), in ¢e bi nam uspelo povecati resolucijo
slikanja, bi lahko raziskovali vlaznost celo na nivoju posame-
znih celic vaskularnega sistema. V nadaljevanju zelimo po-

dobne $tudije razsiriti tudi na vencasto porozne vrste (hrast).

ZAKLJUCEK
CONCLUSION

Zaklju¢imo lahko, da je 3D MRI-tehnika zelo perspektiv-
na metoda za raziskovanje struktur in pojavov znotraj lesa,
tako na laboratorijskih vzorcih kot tudi in vivo v drevesih.
Je nedestruktivna, nekontaktna, relativno hitra metoda, ne
povzroca nikakr$nih strukturnih porusitev ali poskodb in
omogoca spremljanje dinamicnih procesov v lesu (BUCUR
2003b). Zal visoka cena in nedostopnost naprav za MR-sli-
kanje Se vedno precej omejujeta obseznejse raziskave, kljub
temu pa so danes na voljo magneti z magnetnimi polji okoli
10 T (AMEGLIO et al. 2004), kar zelo pripomore k hitrosti in
kakovosti slikanja. Metoda nam bo omogocila nedestruktivno
spremljanje vlaznosti v lesu in spremljanje procesov, ki so z

vlaznostjo lesa neposredno povezani.
POVZETEK

Izveden je bil uspesen poizkus uporabe in vivo 3D MR-
slikanja, kjer smo pri prostorski lo¢ljivosti slikanja 100 um
opazovali strukturo vejice in spremljali dinamicen odziv na
mehansko poskodbo. Raziskava je bila opravljena na 3 metre
visoki bukvi (Fagus sylvatica L.), ki smo jo slikali v laborato-
riju za slikanje z magnetno resonanco Oddelka za fiziko trdne

snovi na Institutu Jozef Stefan. Odrezali smo vejico premera
5 mm in nato del vejice na drevesu slikali s 3D spin-echo MR-
mikroskopsko tehniko. Primernost MR-slikanja za anatomske
raziskave smo ocenili s tradicionalno svetlobno mikroskopijo
odrezanega dela vejice.

MR-slikanje in svetlobna mikroskopija sta razkrila iden-
ticne strukture v tri leta stari bukovi vejici. Jasno smo razlo-
Cili strzen, radialno orientirane veéredne ksilemske trakove,
traheje ranega lesa vseh treh zaporednih branik ter kambijevo
cono s teko¢im ksilemskim in floemskim prirastkom. Meja
med ranim in kasnim lesom v braniki je bila presenetljivo
razlo¢na. Raziskali smo porazdelitev vode in globino dehi-
dracije, nastale po poskodbi. Mehanska poskodba (rez vejice)
je v 22 urah povzrocila dehidracijo, ki je segala v globino
priblizno 5 mm od poskodbe. Z uporabo 3D MR-mikroskopi-
je in ra¢unalniSkega programa ImageJ nam je uspelo izdelati
prostorski model porazdelitve vode v lesu. Na 3D-modelu
smo $e bolj jasno kot na 2D-slikah razlog¢ili strukture v vejici
z znacilno vi§jo vlaznostjo.

Cilj nasih nadaljnjih raziskav je dolociti metodologijo
slikanja, s katero bi lahko MR- signalu pripisali natancno
doloceno vrednost vlaznosti, kar nam bo omogocilo izredno
natan¢ne meritve in raziskave na podrocju vlaznosti lesa in

dinamiki procesov, ki so z vlaznostjo neposredno povezani.

SUMMARY

3D MRI was successfully employed to image a beech
branch in vivo. The study was done on a 3 meter high beech
tree (Fagus sylvatica L.) that was imaged in the Laboratory
for magnetic resonance imaging at Jozef Stefan Institute. A
branch with 5 mm in diameter was cut from the tree and the
part of the branch that remained on the tree imaged once a
week by the 3D spin-echo MR microscopy technique. The
technique enabled visualization of the branch structures at
isotropic spatial resolution of 100 um and therefore also ena-
bled following the dynamic response of the tree to mechani-
cal wounding. Feasibility of high-resolution MR imaging for
xylotomical investigations was estimated by comparison of
MR images to results obtained with traditional light micro-
scopy.

MR imaging and light microscopy technique revealed
identical structures in the three year old beech branch. Struc-
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tures of the branch, i.e. pith, radially oriented multiseriate
xylem rays, early wood vessels of all three successive growth
rings and cambial zone with current xylem and phloem incre-
ment, are clearly distinguishable by both imaging techniques.
Boundary between early wood and late wood was surprisingly
distinct. Water distribution and depth of dehydration after the
injury was investigated as well. 22 hours after the mechanical
injury, dehydrated zone extended around 5 mm deep from the
injury. 3D MR microscopy images and ImageJ computer soft-
ware enabled us to construct spatial models for water distribu-
tion in the branch wood. Comparison of 2D images to volume
rendered 3D models showed that these models can clearly
reveal structures of higher moisture content in the branch.
The aim of our further research is to determine MR ima-
ging methodology for assignment of the MR signal to the mo-
isture content of wood. This method will enable very precise
measurements and investigations in the field of wood-water
relations and dynamic processes directly related to moisture

in wood.
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