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Pri navadnem divjem kostanju (Aesculus hippocastanum L.) smo spremljali odziv

tkiv na mehanska poskodovanja in vlaznostne spremembe. Vejice smo poSkodovali
tako, da smo skozi premer z baterijskim vrtalnikom zavrtali luknjo premera 3 mm.
Vse vejice smo posSkodovali 8. aprila 2010. Poskodovane segmente vejic smo
preiskovali s pomoc¢jo 3D MR slikanja, kar smo opravili v tedenskih intervalih.
Takoj po mehanskem poskodovanju smo s 3D MR slikanjem opazili izsusitev tkiv v
neposredni blizini rane. Med 7. in 14. dnem se tkivo pod izsuseno skorjo navlazuje.
Med 14. in 28. dnem se na obmoc¢ju strzena pojavi tkivo s poviSano vlaznostjo.
Okrog rane je opaziti poranitveni les. 35. dan je opaziti progresivno odmiranje
kambija in skorje, prav tako se je izsusil in odmrl del tkiva ob rani. Opaziti je bilo
tudi nastanek kalusa. V notranjosti je izginila vlazna plast. 49. dan je poranitveno
tkivo zacelo prerascati poSkodbo. 56. dan je bilo opaziti obsezen nastanek
poranitvenih tkiv in s tem preras¢anje poSkodbe v pre¢ni smeri. Vlazna reakcijska

cona tukaj ni nastala.
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We monitored the response of tissues to mechanical wounding, and changes of

moisture content of common horse chestnut (Aesculus hippocastanum L.). Branches
were wounded by drilling a hole with a diameter of 3 mm through the complete
diameter using the battery-powered drill. All branches were wounded on April 8,
2010. The wounded segments of branches were examined by 3D MR imaging,
performed in weekly intervals. Immediately after the mechanical wounding, the 3D
MR imaging revealed a dehydration of tissues in the immediate vicinity of the
wound. During 7th and 14th day the tissue under the dehydrated bark was
moistened. During 14th and 28th day a tissue with increased moisture content
appeared in the pith area. Wound wood was detected around the wound. Progressive
cambium and bark necrosis, as well the dehydration and necrosis of the part of the
tissue near the wound, was detected on 35th day. The occurrence of callus was also
visible. The moist layer in the interior disappeared. On 49th day the wound tissue
started to overgrow the wound. An extensive occurrence of wound tissues, and
consequently the overgrowth of the wound in the transverse direction, were detected

on 56th day. Here, the moisture reaction zone did not occur.
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1 UVOD
Drevesa navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) se zelo pogosta v

urbanem okolju, kjer so tudi nenehno izpostavljena mehanskim poskodbam, ki jih lahko
povzrocajo dejavniki nezive (snegolom, vetrolom, pozari) in Zive narave (rastlinojeda
divjad, insekti, glive) ter ljudje (vandalizem, obzagovanje, secnja). Mehanska poskodba je
prva faza v zaporedju kompleksnih procesov, ki v lesu sprozijo razvoj lokaliziranih
sprememb. Te spremembe so biotska in/ali abiotska diskoloracija, bioloski razkroj in

nenazadnje izvotlitev drevesa (Shigo in Marx, 1977; cit. po Oven, 1999).

Prostorsko omejitev neugodnih u¢inkov posSkodovanj in infekcije v lesu je mogoce
razloziti z  modelnim  konceptom  kompartmentalizacije ~ CODIT  (angl.
Compartmentalization of Decay in Trees), ki predpostavlja, da lahko drevesa z obstoje¢imi
in novonastalimi tkivi ter biokemi¢nimi snovmi ozko omejijo poSkodovana tkiva (Oven,
2004). Anatomija obstojecih in novonastalih kompartmentalizacijskih tkiv je dokaj dobro
raziskana, slabo pa je poznan njihov nastanek. Slabo je predvsem raziskana zveza med
spremembami v vlaznosti in nastankom kompartmentalizacijskih tkiv. Nekateri avtorji
menijo, da je vlaznost v drevesih klju¢ni dejavnik, Ki spremlja in tudi narekuje procese
kompartmentalizacije (Merela, 2008). Spremljanje poranitvenih procesov in njihovo
raziskovanje s klasicnimi raziskovalnimi metodami ni mogoce, ker s tem posezemo Vv
njihovo mikrookolje, zato uporabljamo nedestruktivne metode, kakr$na je tudi slikanje z
jedrsko magnetno resonanco (Nuclear Magnetic Resonance — NMR Imaging) (Pearce,
1990). VisokoloCljiva metoda slikanja NMR omogoca nedestruktivno in nekontaktno
raziskovanje bioloskih tkiv na osnovi vlaznostnih sprememb (Pearce in sod., 1994; cit. po

Merela, 2008).

Cilji diplomskega projekta je bil s pomocjo tridimenzionalnega magnetno resonanénega
slikanja (ang. Three-dimensional magnetic resonance imaging, MRI) raziskati odziv tkiv
navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) na mehanska poSkodovanja. V
okviru diplomskega projekta smo Zeleli:

e raziskati vlaZnostne spremembe v mehansko poskodovanih tkivih;

e pojasniti anatomijo poranitvenih tkiv pri navadnem divjem kostanju;
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e pojasniti morebitno povezavo med vlaznostnimi spremembami v mehansko
poskodovanih tkivih in nastankom novih tkiv;
e ugotoviti morebitne specificne znacilnosti ranitvenega odziva pri proucevani

drevesni vrsti.

2 PREGLED OBJAV

2.1 OPIS NAVADNEGA DIVJEGA KOSTANJA
(Povzeto po Brus, 2005)

Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.) spada v druzino Hippocastanaceae,
rod Aesculus L. Je poligamna in Zuzkocvetna vrsta, ki cveti maja in junija kmalu po
olistanju. Najbolj mu ustrezajo globoka, hranljiva, zracna, sveza do vlazna pe$c¢eno-
ilovnata tla, uspeva pa tudi na drugih vrstah tal. Ker je toploljubna vrsta, najbolje raste na
son¢nih mestih, ¢eprav dokaj dobro prenasa tudi zasencenje. Brez poskodb prenese tudi
temperature do -30 °C. Pozeba prizadene mlade rastline na premocenih tleh. SuSa ga ne

prizadene hitro, prav tako pa tudi dobro prenasa onesnazen zrak.

Navadni divji kostanj je eden najznacilnejSih endemitov Balkanskega polotoka. Njegov
naravni areal se deli na dva dela, kjer prvi, vec¢ji del obsega severozahodno Grcijo, del
Makedonije in del Albanije, drugi, manjsi del, pa je v Bolgariji. Raste v vlaznih nizinskih
gozdovih in doseZe nadmorsko vi§ino do najve¢ 1300 metrov. Ze zgodaj so ga razgirili po
Evropi. Leta 1557 so ga Turki prinesli v Carigrad, leta 1576 pa so ga prvi¢ dobili na
Dunaju. V Sloveniji ni samonikel, po mestih in naseljih je eno najpogosteje sajenih
okrasnih dreves. Najdemo ga v vrtovih, parkih, drevoredih in drugih zelenih povr§inah v

urbanem okolju po celotni Sloveniji. Ponekod napol podivjano raste tudi v naravi.

Je listopadno drevo, ki je debelo do 1 metra in zraste v vi§ino do 30 metrov. Najveckrat
ima kratko in gosto deblo ter pravilno in Siroko razvejeno okroglasto kroSnjo. Veje so
debele in krhke. Koreninski sistem je dobro razvit in ve¢inoma povrSinski, katerega glavna

korenina je Sibka, stranske pa moc¢ne. Skorja je sivorjava, z nje pa odstopajo majhne
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okrogle luske. Poganjki so debeli, gladki in sivorjavi, na njih pa so opazne velike
polkrozne listne brazgotine. Brsti so jajCasti, zaSiljeni, rdecerjavi in gladki, spomladi
lepljivi ter dolgi do 3 cm in debeli do 1,5 cm. Med njimi je najvecji terminalni brst. Listi
so navzkrizno razporejeni in dlanasto sestavljeni iz 5 do 7 listi¢ev, ki so skupaj pritrjeni na
15 do 20 cm dolg pecelj. So podolgovato narobe jajcasti, sede¢i, na robu nazagani, dolgi
10 do 25 cm in do 10 cm Siroki. Cvetovi so beli in zdruzeni v pokon¢na, 20 do 30 cm dolga
latasta socvetja, v katerih so moski, Zenski in dvospolni cvetovi. Cvet je Sirok do 2 cm, ima
5 zraslih ¢a$nih listov in 5 belih, pogosto rdeCe pegastih, neenakih, zmeckanih, po robu
valovitih venénih listov, 5 do 8 dolgih prasnikov in pesti¢ s 3-delno plodnico. Plodovi so 5
do 6 cm debeli, okrogle, zelene glavice z redkimi bodicami. Zrele razpadejo na tri dele, v
vsakem plodu pa so 1 do 3 blesc¢eCa, okroglasta, nekoliko plos¢ata in kostanjevo rjava
semena z znacilno belo liso. NajpogostejSe je razmnoZzevanje s semenom, uporabno pa je

tudi vegetativno razmnozevanje s cepljenjem.

Navadni divji kostanj je izredno priljubljeno in zelo pogosto okrasno drevo. Sadimo ga
zaradi lepih listov, cvetov, v€asih semen in globoke sence. Semena za ljudi niso uzitna,
imajo pa vec zdravilnih lastnosti. Nekatere u¢inkovine zdravijo obolenja zil, druge razna
vnetja. TurSki vojaki so semena uporabljali za krmo konjev in za zdravljenje nekaterih
konjskih bolezni. Drevesna skorja vsebuje aesculin, ki ima sposobnost odbijanja
ultravijoli¢nih zarkov in jo véasih uporabljajo kot eno izmed sestavin v kremah za

soncenje.

Les je srednje gost in se zmerno krci ter ima slabso stabilnost. Je mehak, njegova trdnost je
nizka, prav tako pa je neodporen proti glivam in insektom. Les se uporablja za rezljanje in
struzenje, za gumbe, kuhinjske pripomocke, krivljen les, za nevidne dele pohistva,
ortopedske pripomocke, cokle ter za kemicno predelavo. Obcasno se uporablja tudi za
rezane furnirje zaradi znacilne dekorativne progavosti, ki jo povzro¢ijo odkloni aksialnih
elementov. Pretezno se prodaja kot Zagan les. Z vsemi orodji se obdeluje brez posebnih
tezav. SuSenje poteka dobro, nevarnost pokanja in zvijanja pa je majhna. Prav tako se

dobro lepi in povrsinsko obdeluje (Cufar, 2006).
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2.2 ZGRADBA LESA NAVADNEGA DIVIJIEGA KOSTANJA
(Povzeto po Pirnat, 2009)

2.2.1 Makroskopski opis

Navadni divji kostanj spada med difuzno porozne listavce. Nima obarvane jedrovine
(¢rnjave), v osrednjem delu debla pa se pogosto razvije rjavkasto-rde¢e obarvana
diskoloracija. Les je svetel, rumenkasto bel, rahlo rdeckasto rjave barve. Letnice v pre€nem
prerezu so vidne kot svetle linije. Traheje in trakovi so v preCnem prerezu komaj vidni. Na
vzdolznih povrSinah ima les fine reze in je rahlo progast zaradi nekoliko temnejSega

kasnega lesa. Je zavite rasti, mehak in lahek ter srednje gost (ro = 510 kg/m®).

2.2.2 Mikroskopski opis

V pre¢nem prerezu so traheje difuzno razporejene, posami€ in v radialnih skupinah tudi do
7 celic ter v manjsih gnezdih (100 do 150 trahej na mm? oziroma 60 do 105 trahej na
mmz). V prec¢nem prerezu so rahlo oglate in majhne, s tangencialnim premerom od 40 do
60 um, redkeje tudi do 80 um. V vzdolznem prerezu so vidne enostavne perforacije in
spiralne odebelitve. V trahejah lahko zasledimo gumozne depozite ter posamezne tile, ki se
pojavljajo v diskoloraciji. V lesu navadnega divjega kostanja je 5,5 do 12,7 % por.

Razpored aksialnega parenhima je apotrahealen — difuzen.

Trakovi v lesu navadnega divjega kostanja so enoredni, v povpre¢ju visoki do 10 celic,
najvedja visina pa obsega od 25 do 30 celic oziroma od 60 do 540 pum. Sirina trakov je 8
do 14 pum, v tangencialni smeri lahko tudi do 19 um. Trakovno tkivo je homogeno. V lesu

navadnega divjega kostanja se na 1 mm dolzine v povpreéju nahaja 12 do 16 trakov.

Osnovno tkivo divjega kostanja so libriformska vlakna, ki so razporejena v skoraj pravilnih
radialnih nizih. Debelina stene vlakna je 2,5 do 4,5 um (tudi 5,5 pm), premer pa 640 do
1660 um. V lesu divjega kostanja je 74 do 78 % vlaken.
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2.3 VLAZNOST LESA
V tehnologiji lesa je vsebnost vode v materialu izrazena kot masa vode na maso absolutno

suhega lesa in obcasno tudi kot masa vode na maso svezega lesa. Najpogosteje vlaznost

dolo¢imo z gravimetriéno metodo in jo izraCunamo po enacbi:

u (%) = ’““%D’“”-mOO/F m;—”:*'-mO%, (1)
kjer je my masa svezega lesa, Myoqe je masa vode v svezem lesu in My je masa absolutno
suhega lesa, ki jo dobimo s susenjem pri temperaturi 103+2 °C do konstantne mase.
Botani¢no je les zelo variabilen heterogen tkivni kompleks, fizikalno pa heterokapilarni
sistem. Teoretino je toCka nasienja celicnih sten (TNCS, Uy), definirana kot lesna
vlaznost, pri kateri so celi¢ne stene nasi¢ene, medtem ko v lumnih in piknjah ni proste
(kapilarne) vode. Nemogoce je jasno lociti obe vrsti vode. Zelo verjetno vezana in prosta
voda soobstajata v relativno $irokem vlaznostnem obmocju. Smiselno je interpretirati
TNCS kot vlaznost U, ki ustreza spremembi naklona 6P / 8U, kjer je P poljubna fizikalna
lastnost (cit. po Torelli, 2000).

Les je kapilarna porozna snov, ki je zgrajena iz razli¢nih celic. K poroznosti poleg lumnov
prispevajo Se manjSe razpoke v celicni steni, pikenjski sistem, smolni Zepi in kanali ter
intercelularni prostori.
Svez les takoj po poseku vsebuje velike koli¢ine vode, ki pa ne zagotavlja bioloske
odpornosti in dimenzijske stabilnosti in tako omejuje njegovo nadaljnjo predelavo in
obdelavo. Delez vode v svezem lesu se med drevesnimi vrstami (in tudi v okviru iste)
mocno razlikuje. Svez les vsebuje vodo kot:

e vezano ali higroskopno vodo v celi¢nih stenah,

e prosto ali kapilarno vodo v celi¢nih lumnih in

e paro v celi¢nih lumnih.
Porazdelitev vode v zivem drevesu je odraz prevajalne vloge sekundarnega ksilema, ki
prevaja vodo iz koreninskega sistema v krosnjo.
Zaradi razli¢ne porazdelitve vode v zivem drevesu vsebuje les tudi po poseku razli¢ne

koli¢ine vode na razlicnih mestih. Vlaznost lesa v svezem stanju je odvisna od Casa se¢nje
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in transporta, vrste lesa, starosti, velikosti kroSnje, radialne in vertikalne distribucije v
drevesu (beljava-jedrovina-visina).

Poleti in zgodaj jeseni je vlaznost debla nizZja, najve¢ja a je spomladi in zgodaj poleti.
Sezonska nihanja so znacilna predvsem za beljavo, velik vpliv nanjo pa ima tudi
intenzivnost transpiracije z listne povrsSine, vlaznost tal in permeabilnost beljave (Gorisek,
2009). V drevesu se variabilnost vlaznosti lahko pojavi tudi zaradi travmatskih razlogov
(Merela, 2008).

V zgodnjih osemdesetih letih prejSnjega stoletja so gozdovi dramati€no propadali.
Najhitreje je ginevala navadna jelka (Abies alba Mill.). Bauch et al. (1975) so raziskovali
pojav mokrega srca pri navadni jelki ter na podlagi mikroskopskih preiskav, vsebnosti
sladkorjev in respiracijske aktivnosti ugotovili, da jelka tvori normalno, neobarvano
jedrovino. V procesu transformacije beljave v jedrovino nizkomolekularne jedrovinske
snovi penetrirajo v celiéno steno in zmanjsujejo prostor za vezano vodo. Posledica tega je
nizZja ravnovesna vlaznost in toc¢ka nasicenja celi¢nih sten jedrovine v primerjavi z beljavo.
PoviSana vlaznost mokrega srca naj bi bila posledica bakterijske okuzbe, vendar ni povsem

jasno ali je okuzba posledica mokrega srca ali vzrok za nastanek (Torelli s sod., 2005).

2.4 ODZIV DREVESNIH TKIV NA MEHANSKE POSKODBE

2.4.1 Posledice mehanskih poskodovanj

Mehanska poskodovanja so obi¢ajno povezana z izgubo tkiva oziroma celic ali z razpoko v
tkivu. Majhen del sprememb, ki so povezane z mehansko poskodbo, je definiran s celi¢no
smrtjo — apoptozo, ve€ji del pa je povezan z regeneracijo in celjenjem tkiv, kar je
prvotnega pomena pri dolgozivih lesnih vrstah. Posledice poskodb je v splosnem mogoce
pojasniti z dogodki, ki se zgodijo zaporedno ali istocasno po poskodovanju.

Prvi dogodek po poskodbi je odmiranje neposredno poskodovanih celic. Vsebina
poskodovanih celic lahko koagulira in tvori prvi za$¢itni sloj ter tako prekrije rano.
Sosednje celice, ki niso bile neposredno poskodovane, lahko odmrejo zaradi izsuSitve, s
tem pa tvorijo novo zaséitno plast. Temu dogodku sledi iztekanje predhodno nastalih
za8¢itnih substanc (smole, gumozni izcedki, lateks), katerih naloga je tvorba zasCitne
plasti, ki prepreCuje izsuSevanje, prav tako pa deluje antimikrobno. Sosednjim,

neposkodovanim celicam se poveca metabolicna aktivnost, kar vodi v izlo¢anje drugih
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za8¢itnih substanc (fenoli, terpenoidi). Sklepni dogodek v odzivu tkiv na poskodovanje je
nastanek poranitvenega tkiva (poranitveni periderm, kalus), ¢emur sledi ponovna
diferenciacija novonastalih meristemskih podro¢ij in celicne delitve. Zadnji dogodek
odziva tkiv na neugodne u¢inke poSkodovanj je obnavljanje ali nadomes¢anje ranjenih tkiv

(Merela, 2008).

2.4.1.1 Posledice poskodovanj v kambijevi coni in zivi skorji

Kambijeva cona se na posSkodbe in infekcije odziva s kompleksnimi c¢asovnimi in
prostorskimi procesi nastajanja zaS€itnih tkiv in obnavljanja sistema sekundarnih
vaskularnih tkiv. Odziv na robu rane zaradi pove€ane intenzitete rasti celic vodi vV razvoj
kalusa, nastanek primarnega zas$Citnega ligno-suberinskega sloja ter novega vaskularnega
kambija v osrednjem delu kalusa in novega periderma na povrSini kalusa. Z delitveno
aktivnostjo novonastalega vaskularnega kambija se za¢ne proces prerascanja rane (Oven,
1999). V poranitvenem lesu iglavcev se pojavijo travmatski smolni kanali, listavci pa
tvorijo manj in manjSe traheje ter veC aksialnega parenhima. Te spremembe so
intenzivnejSe v neposredni blizini rane, medtem ko novonastalo tkivo postaja vedno bolj

normalno tem bolj oddaljeno je od rane (Merela, 2008).

2.4.1.2 Posledice poskodovanj v ksilemskem tkivu
Prva opazna sprememba v ksilemskem tkivu po poskodovanju je nastanek diskoloriranega

lesa (les se razbarva). Zaradi poSkodbe so diskoloracije dokaj hiter odziv tkiva, ki pa jo v
zacetnih tednih spremljajo anatomske spremembe v najvecji meri. TakSen les je ponavadi
bolj svetel od neposkodovanega lesa, vendar celice, ki ga tvorijo, v kratkem ¢asu postanejo
temnejSe od beljave. Diskoloriran les vsebuje tudi okluzije v parenhimskih celicah, skupaj
z njimi pa izginjajo iz tkiva tudi Skrobna zrna (Shain, 1979). Nekateri avtorji navajajo, da
so takoj po poskodovanju v neposredni blizini poskodbe odkrili pove€ano respiratorno
aktivnost parenhimskih celic. Koli¢ina diskoloriranega lesa in intenziteta obarvanja je
odvisna od globine in velikosti poskodbe in ¢asa poskodovanja, v vsakem primeru pa je za
nastanek diskoloracije pomembna prisotnost zraka. Diskoloriran les poleg til vsebuje tudi
gele in gumozne depozite (Merela, 2008). Tile niso znac¢ilne samo za poskodovan ksilem,
ampak se pojavijo tudi pri normalnem, neposkodovanem lesu (Blanchette, 1992; cit. po

Merela, 2008). Predpogoj za nastanek tile je znizan tlak vodnega stolpca v lumnu traheje,
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kar je posledica izgube vode. Tile lahko delno ali povsem blokirajo lumen traheje
(Dimond, 1970; cit po Merela, 2008).

2.4.1.3 Spremembe v vlaznosti po poskodbi

Prva posledica mehanske poskodbe je izpostavitev tkiva atmosferskemu zraku, ki povzroc¢i
izsusevanje. Hitrost in obseg dehidracije sta v najvecji meri odvisna od tega ali so vodni
stolpci pod pozitivnim ali negativnim tlakom (Zimmerman, 1983 in Leben, 1985; cit. po
Merela, 2008). Ce so vodni stolpci pod negativnim tlakom in je rana globoka, bo voda
takoj odstranjena iz vaskularnih elementov in jo bo nadomestil zrak. Ta lahko v prvi fazi
prodre tako globoko kot mu dopuscajo odprte pikenjske povezave, vse dokler ne pride do
prekoracitve povrSinske napetosti meniska z aspiracijo pikenj ali otiljenja. Pojavi se tudi
radialni tok vode iz notranjih tkiv proti periferiji. Sama oblika in razsirjenost dehidracije je
odvisna tudi od stopnje tenzije (negativni tlak) in njenega trajanja v vodnih stolpcih ter od
velikosti, distribucije in povezanosti prevodnih elementov. To pa je med drugim razlog, da
je dehidracija obseznejSa pri listavcih kot pri iglavcih.

Plitve rane na bazi drevesa se odrazajo le v majhnih perifernih aeracijah, ceprav lahko visje
v drevesu povzrocijo dehidracije klinaste oblike. V primeru izgube vecjega dela skorje
obstaja moznost, da postane dehidriran celoten ksilemski obro¢, ki je obstajal v ¢asu
poskodbe. Pri bukvi (Fagus sylvatica L.) se po odstranitvi skorje na izpostavljeni povrSini
lesa in pod skorjo ter na robu rane razvije zelo u¢inkovit zascitni les, ki je sestavljen iz
tanke izsuSitvene cone in 4,5 — 6,5 mm debele diskoloracijske cone pod njo. Zascitni les
lahko nekaj let uspesno $¢iti les pod seboj. Ko pade njegova vlaznost pod toc¢ko nasicenja
celiénih sten (TNCS), se za¢ne kr¢iti in prekinejo ga radialne razpoke. Lahko ga predrejo
tudi insekti (Torelli, 2001). Ne glede na sam obseg poskodbe, postane aerirano tkivo
postopoma lo¢eno od sosednjega ksilema s formiranjem til in/ali gumoznih depozitov,
suberiziranih plasti in smol (Blanchette, 1992; povzeto po Merela, 2008).

Razli¢ne anatomske in kemi€ne lo¢nice ter visoka vlaznost vsaj zaasno preprecijo Sirjenje
patogenov. Pomembno pa ni le izoliranje poskodovanih tkiv, temve¢ tudi njihovo hkratno
nadomescanje z novimi. Odmiranje ostarelih ali poSkodovanih tkiv pomeni zmanj$anje
respiracijske porabe in tako ve¢ energije za kambijevo aktivnost, tvorbo semen in

obrambne reakcije (Torelli, 2001).
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2.5 TEORETICNI MODELI, KI POJASNJUJEJO ODZIV ZIVIH TKIV DREVESA
NA MEHANSKO POSKODOVANJE

2.5.1 Kompartmentalizacija

Zivo drevo omejuje neugodne udinke poskodovanj na nadin, ki ga predpostavlja (a) teorija
kompartmentalizacije ali (b) teorija sukcesije (Torelli, 2006).

Funkcija procesov, ki po poskodovanju potekajo v obstojecem ksilemu, je oblikovanje
obrambnih podrocij (barier), ki §Citijo Ziva tkiva stojeCega drevesa (Merela, 2008). Po
kompartmentalizacijski teoriji se lahko drevo na poSkodovanja odzove bodisi s produkcijo
fizikalnih barier (tile, suberizirane plasti, gumozni depoziti) bodisi s produkcijo kemi¢nih
barier (alelopatov). Tvorbo teh barier opisuje modelni koncept CODIT, ki ga je leta 1977
razvil Shigo s sodelavci (Torelli, 2006), Shain pa je leta 1979 temu dodal Se model
reakcijskih con, ki naj bi vzdrzevale integriteto funkcionalne beljave (Merela, 2008). Poleg
teh dveh modelov poskusata razvoj in obseg razkroja ter razbarvanja v drevesu pojasniti Se
koncept zaSCitne vloge integralne vlaznosti beljave in model zas€itnega lesa, ki nastaja na
povrsini razkrite beljave (Oven, 1997).

Teorija sukcesije predpostavlja, da les po poskodovanju zaporedno kolonizirajo razlicni
organizmi. Diskoloracija se nahaja na periferiji razkroja, bazidiomicete pa je mozno
izolirati le v neposredni blizini poSkodbe. 1z tega je mozno sklepati, da do razkroja pride le,
e se v drevesu po poSkodovanju razvije diskoloracija. Ta teorija torej pojasnjuje, da glive
razkrojevalke in glive, ki razkroja ne povzrocajo, skupaj z drugimi organizmi vplivajo na

sposobnost zivega drevesa, da kompartmentalizira infekcijo (Torelli, 2006).

2.5.1.1 Model CODIT
Model omejitve razkroja v drevesu (Compartmentalization Of Decay In Trees) se deli na

dva dela, pri ¢emer prvi pojasnjuje casovno zaporedje sprememb v tkivu po poskodovanju,
drugi ali prostorski del pa v drevesu predpostavlja stene (prepreke), ki omejujejo razvoj in
Sirjenje razbarvanja (Dujesiefken s sod., 2005).

Casovni del modela CODIT predpostavlja tri zaporedne faze, ki sledijo mehanski
poskodbi. V prvo fazo so vkljuceni procesi, ki so neposredno povezani z odzivom
drevesnih tkiv na poSkodovanja: to so abiotske (dehidracija, aeracija), fizioloske,
biokemicne in kemi¢ne spremembe. Nastanek razbarvanja in jedrovine je v zacetni

razvojni fazi dokaj podoben: v beljavi odmrejo parenhimske celice, pri ¢emer tvorijo
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fenole, katerih naloga je povecanje odpornosti lesa pred razkrojem. Tako spremenjen les
ima tudi zas¢itno funkcijo, zato se za opis jedrovine in razbarvanja uporablja izraz zascitni
les (Oven, 1997 in Merela, 2008).

Naslednja faza zajema kolonizacijo zas¢itnega lesa in beljave s pionirskimi bakterijami,
kar se kaze v obcutljivi reakciji lesnega tkiva na prisotnost patogenega organizma. Na meji
med neposkodovano beljavo in okuZzenim razbarvanim lesom se pri listavcih pojavijo
mejni sloji razbarvanih stolpcev, katerih naloga je zas¢ita beljave (Shortle s sod., 1995).
Zadnja faza po poSkodovanju je razkroj lesa, kjer les izgubi tudi oporno funkcijo. V tem
konceptu se razsiritev in razvoj razbarvanja po poSkodovanju pojavi kot del prve in druge
faze. Pri tem pa je pomembno dejstvo, da se procesi v drevesu lahko ustavijo na katerikoli
fazi, vse je namre¢ odvisno od tega, kakSno zmoZznost ima drevo za omejitev ucinkov

poskodovanj (Oven, 1997).

Cas e 2>
Stanje 0 I I i
0 ekspozicija beljave zaradi poSkodovanja

I nastanek razbarvanega lesa (faza I)
Il infekcija razbarvanega lesa
I pride do razkroja v razbarvanem lesu

Slika 1: Casovni model zaporedja abiotskih in biotskih sprememb v beljavi po mehanskem poskodovanju
(Oven, 1997).

Prostorski del modela CODIT predpostavlja, da je (a) drevo visoko predeljen organizem in
(b) ucinki poskodb so omejeni na predelke. Predelke omejujejo Stiri stene, pri Cemer stena
1 omejuje Sirjenje razbarvanja in okuzbe v vzdolzni smeri in je rezultat aktivnega odziva
lesnega tkiva takoj po poSkodovanju (cit. po Oven, 1997). Ta stena je tudi najsibkejsa in jo
sestavljajo blokade v aksialnih elementih (tile, aspiracija obokanih pikenj, gumozni
depoziti, odlozine na perforacijskih plos¢icah) (cit. po Merela, 2008). Stena 2 zavira
Sirjenje neugodnih uc¢inkov poSkodovanj v centripetalni smeri. Predstavlja jo plast
gostejSega kasnega lesa v prirastnem plaséu in plasti terminalnega ali inicialnega

parenhima. Stena 2 predstavlja v drevesu sklenjen plas¢ tkiva od baze do vrha drevesa.
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Stena 3 je komponenta, ki zavira Sirjenje infekcije in diskoloracije v tangencialni smeri.
Tvori jo radialno usmerjeno trakovno tkivo. Ta stena ni sklenjena kot stena 2, ker ve€ina
trakov ni strzenovih, njihova vi$ina je omejena, med njimi pa ni aksialnega stika. Stena 4 je
glavna komponenta konceptnega modela CODIT. Imenujemo jo tudi barierna cona ali
ranitveni les. Steno 4 tvori vaskularni kambij po mehanskem poskodovanju ali glivni
infekciji. Predstavlja nespecifi¢ni obrambni mehanizem in deluje kot izolacijsko tkivo med
odmrlo beljavo in lesom, ki nastaja po poSkodovanju. Ima povecan delez parenhimskih
celic in s tem tudi ve¢ji obrambni potencial kot normalni les. Stena 4 je najmocnejsa in tudi
najtrajnejSa omejitvena stena, ki pa se v€asih tvori dale¢ od mesta poskodovanja ali pa le v

neposredni blizini poskodbe (Oven, 1997).

red

CODIT is

Slika 2: Prostorska razporejenost sten po konceptnem modelu CODIT (Shigo, 1979).

2.5.1.2 Model reakcijskih con

Shain je leta 1979 konceptnemu modelu CODIT dodal Se model reakcijskih con in ga s
tem dopolnil. Za opis reakcijskih con se uporabljata Se izraza marginalne cone ali mejni
sloji diskoloracijskih stolpcev (CBL = discoloration column boundary layer). Obi¢ajno so
te cone temnejSe od normalnega lesa in ostro obrobljene. Model reakcijskih con
predpostavlja, da se parenhimske celice aktivno odzovejo na prisotnost patogenega
organizma tako, da tvorijo dinami¢ne obrambne reakcijske cone (Merela, 2008). Mejne
plasti so v bistvu za$Citne plasti, ki loCujejo neposSkodovano beljavo do okuZenega

diskoloriranega lesa in lahko dolocen cas preprecujejo vdor glive globlje v tkivo (Oven,
1997).
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Pri povrsinskih poskodovanjih lesa (odstranitev skorje) se odkrito tkivo obarva temneje.
Frank je leta 1884 za ta opis uporabil izraz zaSCitni les. Zas€itni les $Citi neposkodovano
beljavo pred vdorom zraka in izsusevanjem ter glivno okuzbo. Pravzaprav je zascitni les
povrsinsko razbarvanje, ki jo je v smislu konceptnega modela CODIT mozno interpretirati

kot stene 1, 2 in 3 (povzeto po Oven, 1997).

2.5.1.3 Zascitna vloga integralne vlaznosti beljave
Zaradi razmerja med vec¢jo vlaZznostjo in manjSo koncentracijo kisika v tkivu, naj bi tudi

beljava nosila zas¢itno funkcijo. Zas¢itne plasti, ki nastanejo po mehanski poSkodbi, naj bi
ohranjale integralno vlaznost beljave zaradi tesnilnega znacaja suberina in povsem verjetno
tudi predstavljajo dodaten dejavnik odpornosti lesa proti infekciji z glivami (Pearce, 1990

in Boddy, 1992; cit. po Oven, 1997). Ta model ne predpostavlja nastanka fizi¢nih ovir.

2.6 SLIKANJE TKIV Z JEDRSKO MAGNETNO RESONANCO

Slikanje z jedrsko magnetno resonanco je ena izmed najpogosteje uporabljenih in
najpomembnejSih nedestruktivnih metod v medicini, mozne uporabe metode v drugih
znanostih pa so dokaj slabo poznane. Jedrska magnetna resonanca (NMR = Nuclear
Magnetic Resonance) je fizikalni fenomen, ki temelji na magnetnih lastnostih atomskega
jedra.

Pojav magnetne resonance sta leta 1946 neodvisno odkrila Felix Bloch in Edward Mills
Purcell, ki sta za odkritje leta 1952 skupaj prejela Nobelovo nagrado za fiziko. Kratica
NMR se v sploSnem uporablja za opis vseh znanstvenih metod, ki izkoris¢ajo jedrsko
magnetno resonanco. NMR spektroskopija je ena izmed najzmogljivejSih metod za
dolocitev fizikalnih kemijskih in elektronskih lastnosti molekul, prav tako pa je s to
metodo mogoce pridobiti natanéne informacije o topologiji, dinamiki in tri-dimenzionalni
zgradbi molekul v raztopinah ali trdnih snoveh.

Slikanje z magnetno resonanco (MRI = Magnetic Resonance Imaging) se prvenstveno
uporablja za vizualizacijo bioloskih struktur in njihovih funkcij. Osnovni pogoj za uspesno
MR slikanje je, da preiskovana tkiva oziroma materiali vsebujejo vodo. Prav zaradi visoke
vlaznosti in specifi¢ne zgradbe pa je les zelo primeren material za tovrstne raziskave. Ze na

osnovi prvih slikanj lesa z NMR, ki so jih opravili pred ve¢ kot 30 leti, so pokazali, da gre
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za obetavno nedestruktivno metodo za opazovanje notranjih struktur in pojavov v lesu. Za
raziskave lesa so najprej uporabljali obi¢ajne medicinske magnete z relativno §ibkim
magnetnim poljem (0,15 T — 1 T) ter medicinske radio frekven¢ne (RF) tuljave, ki so sicer
omogocale slikanje velikih vzorcev lesa (debla s premeri nad 15 cm), vendar pa je bila
lo&ljivost teh slik dokaj slaba (1,2 x 1,2 mm?/piksel). Z razvojem zmogljive radunalniske
opreme in uvajanjem superprevodnih magnetov se je skrajsal cas in povecala obcutljivost
te metode, zaradi Cesar bi ta lahko postala zanimiva tudi za anatomske Studije (povzeto po
Oven in sod., 2008; Merela, 2008).

2.6.1 Potek slikanja s 3D MR
Pri 3D MRI tehniki slikanja je slikani prostor razdeljen na enako velike dele (kocke

oziroma »voxle«). Dimenzija ene kocke dolo¢a tudi prostorsko locljivost MR slikanja.
Meritev poteka tako, da radio-frekven¢ni (RF) sunek najprej vzbudi vodikova jedra. Temu
sledi kratkotrajni vklop posebnih tuljav, ki ustvarjajo gradient magnetnega 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, ko je zbran ves slikovni signal iz
preiskovanega vzorca, s pomocjo vecdimenzionalne Fouriereve transformacije izratuna
signal za vsak slikovni element posebej. S tem se izmeri tudi MR slika.

Najbolj razsirjena metoda slikanja z MR je metoda, ki temelji na spinskem odmevu (spin
echo). Ta ima nastavljiva dva parametra, ki pomembno vplivata na kontrast slike. Ta
parametra sta ¢as spinskega odmeva TE (echo time) in hitrost ponavljanja zaporedja TR
(repetition time). Pri pravilno nastavljenih parametrih slikanja TE in TR (TE mora biti
bistveno krajs$i od T2 vzorca in TR bistveno daljsi od T1 vzorca) 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. Koli¢ina MR signala, ki pripada posameznemu slikovnemu elementu MR slike, je
predstavljena s svetlostjo. Vec¢ji kot je MR signal iz slikovnega elementa, svetlejSa bo ta

tocka v sliki (povzeto po Oven in sod., 2008; Merela, 2008).

2.6.2 NMR preiskave na lesu

Prvi MR poskusi slikanja lesa so bili opravljeni pred ve¢ kot 30-imi leti in so obetali

nedestruktivno tehniko za opazovanje notranjih elementov in pojavov v lesu. Slikanja so
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bila opravljena v medicinskih magnetih z relativno nizkimi magnetnimi polji (0,15T — 1T),
uporabljene pa so bile radio-frekvencne (RF) tuljave ve¢jih dimenzij, ki so omogocale
slikanje vzorcev lesa, ki so imeli premer debla nad 15 cm, vendar je bila ta lo¢ljivost slik
dokaj slaba (1.2 x 1.2 mm?/piksel) (Bucur, 2003a; povzeto po Merela, 2008). Primer
slikanja za in situ pregled zivih rastlin prikazujejo porazdelitev in gibanje vode v koreninah
in meristemu med razvijanjem, v listih, iglicah in plodovih (Halloin et al., 1994; cit. po
Merela, 2008).

Mehanske poskodbe in okuzbe z mikroorganizmi v lesu povzro¢ijo kompleksne procese, ki
predstavljajo obrambni mehanizem lesa, v katerem so zive parenhimske celice. NMR
metoda je bila uporabljena tudi v raziskavah glivnih okuzb na Zivih drevesih. Pearce in
sod. (1994; 1997a; 1997b) je metodo uporabil za slikanje okuzbe dreves (Acer
Pseudoplatanus L.) z razlicnimi glivami (Ustulina deusta, Chondostereum purpureum,
Cryptostroma corticale in Ganoderma adspersum). Razvoj glivne okuzbe v beljavi zivih
dreves je omejen z aktivnim obrambnim mehanizmom. Okuzen del je bil obdan z visoko
vlaznostjo reakcijske cone, ki se je nahajala med razkrojenim in zdravim lesom. Ta
raziskava je pokazala, da so spremembe v vlaznosti lesa povezane s pojavom razkrojnih
procesov v blizini poSkodovanj zivih dreves. Vsebnost vode v reakcijski coni je bila visja
kot v zdravem lesu. Izracunana slika protonske gostote je prav tako prikazala mejo
reakcijske cone. Kontrast na slikah posSkodb so pripisali variaciji protonske gostote in
padcu spinskega relaksacijskega ¢asa T, v blizini poskodbe. V reakcijski coni je bila
vrednost relaksacijskega Casa T; manj obcutljiva na patoloSke spremembe tkiva kot

vrednost ¢asa T, (Pearce in sod., 1997a; povzeto po Merela, 2008).

NMR slikanje je ena mocnejSih in prilagodljivih tehnik za karakterizacijo materialov.
Napredovanje tehnologije in razvoj hitrejSih racunalnikov ter moénih superprevodnih
magnetov je povecal hitrost, obcutljivost, lo¢ljivost in fleksibilnost sistemov. Lastnosti, ki
postavljajo NMR slikanje v ospredje pred drugimi tehnikami, so: metoda je nedestruktivna,
nekontaktna, relativno hitra za enostavnejSe analize, ne povzroca strukturnih sprememb oz.
poskodb, uporabiti jo je mogoce in situ ter in vivo. Omogoca mape in distribucijo
strukturnih nehomogenosti in tekocin (vode, zasitnih sredstev, lepil,...). Mapa T;
relaksacije lahko razlo¢i med vezano in prosto vodo. Vezana voda je mo¢no vezana na

celulozo in ima krajSi T, relaksacijski ¢as kot prosta voda. Ker so NMR relaksacijska



15

Lavk V. Analiza odziva tkiv ... s tridimenzionalnim magnetno resonanénim slikanjem.
Dipl. proj. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2010

razmerja odvisna od mobilnosti molekul, so le-ta obcutljiva na kemi¢ne in fizikalne

karakteristike vzorca (povzeto po Merela, 2008).

3 MATERIALI IN METODE

3.1 1ZBOR TESTNIH DREVES ZA POSKUS
Za zastavitev poskusa smo izbrali dve sosednji drevesi navadnega divjega kostanja

(Aesculus hippocastanum L.), ki rasteta v primestnem gozdu na Rozniku, v neposredni
blizini Gozdarskega inStituta v Ljubljani, ki sta bili priblizno enake velikosti in starosti.

Raziskave so se odvijale med rastno sezono v letu 2010.

3.2 ZASTAVITEV POSKUSOV — MEHANSKA POSKODOVANIJA IN VZORCENJE
Za spremljanje odziva tkiv na mehanske poskodbe in vlaznostne spremembe z

nedestruktivno metodo 3D MRI smo na obeh drevesih izbrali 20 vejic, in sicer 8 vejic na
prvem in 12 vejic na drugem, sosednjem drevesu. Pri izboru le-teh smo bili pozorni na to,
da so bile priblizno enake starosti (cca. 4 leta) in podobnih premerov. Pri vzor¢enju smo za

rezervo izbrali nekoliko ve¢ vejic, kot smo jih potrebovali za izvedbo poskusa.

Na poskodovanem predelu je bil povprecen premer vejice 8 mm, kar je dimenzija, ki je Se
ustreza za slikanje z RF tuljavo z notranjim premerom 10 mm. Na vejicah smo opravili en
tip mehanskih poskodb (slika 3). 11 vejic smo poskodovali tako, da smo ¢ez celotno vejico
z baterijskim vrtalnikom zavrtali luknjo premera 3 mm. Vse vejice smo poskodovali 8.
aprila 2010.
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Slika 3: Prikaz povzrotitve poskodbe z baterijskim vrtalnikom.

Po mehanskem poSkodovanju smo s plasticnimi oznakami, na katerih so bile napisane
zaporedne Stevilke, oznacili vejice (slika 4). S tak$nimi oznakami smo jih oznadili zato, da
ne bi izstopale, saj bi to lahko spodbudilo radovednost, ki pa bi lahko vodila v unienje
vzorcev.

Poskodovane segmente vejic smo preiskovali s pomoc¢jo 3D MR slikanja, kar smo opravili
v tedenskih intervalih (preglednica 1). Podobno kot vejice, smo oznacili tudi 3D MR slike:
z Ah smo oznacili drevesno vrsto (Aesculus hippocastanum L.), tej oznaki pa smo dodali Se
Stevilko vejice in Stevilo dni po poskodbi (npr. Ah1-07: vejica 1 / sedmi dan po poskodbi).
Po vsakokratnem konCanem slikanju smo opazovano vejico shranili za nadaljnje
anatomske preiskave.

Preglednica 1: Oznac¢ba segmentov vejic za 3D MR slikanje, vklju¢no z datumom povzrogitve mehanske

poskodbe (8.4.2010) in $tevilom dni po poskodovanju, ko smo vzorec slikali s 3D MRI.

Oznaka

vzorca Datum odvzema | Dan po poskodbi
Ah1l 8.4.2010 0. dan
Ah 2 15.4.2010 7. dan
Ah 3 22.4.2010 14. dan
Ah 4 29.4.2010 21. dan
Ah 5 6.5.2010 28. dan
Ah 6 13.5.2010 35. dan
Ah7 20.5.2010 42. dan
Ah 8 27.5.2010 49. dan
Ah9 3.6.2010 56. dan
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Slika 4: a) prikaz oznake poskodovanih vejic in b) poskodbe vejic.

3.3 PRIPRAVAVZORCEV

3.3.1 Priprava segmentov vejic za 3D MR slikanje

Pri odvzemu vzorcev iz Zivih dreves smo se Zeleli ¢imbolj izogniti izsuSevanju iz ¢el, kar
smo dosegli tako, da smo iz drevesa odvzeli ¢im daljsi del veje, dolzine od 30 — 50 cm,
nakar smo odstranili vse stranske liste in poganjke ter odprte povrSine premazali z
nepropustnim premazom Stipol-AF proizvajalca Silvaprodukt, ki preprecuje izsuSevanje.
Nezascitena je ostala mehanska poskodba vejice premera 3 mm. Tako pripravljene vzorce
smo Vv laboratorij za MRI na Institut JoZef Stefan peljali v nepredusno zaprti PVC vrecki.

Del, kjer je bila poskodba, je bil vstavljen v RF tuljavo z notranjim premerom 10 mm.

3.3.2 Priprava vzorcev za anatomske raziskave

Po kon¢anem 3D MR slikanju segmentov vejic, smo le-te shranili v fiksacijskem sredstvu
FAA, katerega 500 ml vsebuje 25 ml 37 % formalina, 450 ml 50 % etanola in 25 ml 100 %

ocetne Kkisline. VVzorci nam bodo sluzili za morebitne nadaljnje anatomske preiskave.
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3.4 RAZISKAVA TKIV Z JEDRSKO MAGNETNO RESONANCO

Raziskave tkiv navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) so bile opravljene
na Oddelku za fiziko trdne snovi, v laboratoriju za magnetno resonanco na Institutu Jozef
Stefan.

3.4.1 Slikanje poSkodovanih segmentov vejic s 3D MR

S 3D MR slikanjem smo priceli 7. aprila 2010, ko smo v 10 mm RF tuljavo namestili
kontrolno vejico. Pred prvim slikanjem smo izmerili relaksacijska ¢asa T1 in T2, ki sta
pomembna za pravilno nastavitev parametrov slikanja, kadar zelimo slikati vodo v lesu, t.i.
protonsko gostotno slikanje. T1 je v nasem primeru imel vrednost 343 £ 9 ms, T2 pa
63 = 7 ms. Prvo slikanje poSkodovanega segmenta vejice je bilo 8. aprila 2010, nakar smo
3D MR slikanja naslednjih segmentov vejic opravili v tedenskih intervalih. Pred vsakim
slikanjem smo iz drevesa odvzeli svezo vejico ter jo ustrezno pripravili (glej poglavje
3.3.1) in jo transportirali v laboratorij za NMR. Na poskodovani segment smo namestili 5
mm Sirok trak samolepilne poliuretanske pene, ki nam je omogocila, da se je segment
vejice tesno prilegal notranjosti RF tuljave. Na poskodovani del vejice smo nato namestili
RF tuljavo, ki nam je zagotovila visokolo¢ljivo slikanje s 3D MR. Tako pripravljen vzorec
v RF tuljavi smo nato vstavili v gradientno tuljavo ter vse skupaj pazljivo namestili v
magnet. Ob namestitvi smo pod vejico podlozili debelejSo poliuretansko peno, ki je
preprecila kakr$nokoli premikanje vejice med samim slikanjem. Pred vsakim slikanjem
smo morali uglasiti tuljavo ter obenem opravili Se orientacijsko slikanje (3D pilotno
slikanje), ki je trajalo nekaj minut. Pilotno slikanje natanko pokaze lokacijo segmenta
vejice v magnetu, Ki jo po potrebi lahko popravimo. Na osnovi pilotnih slik smo nastavili
ustrezno obmocje in matriko 3D MR slikanja. Slikanje s 3D MR je bilo izvedeno pri

parametrih, Ki so prikazani v preglednici 2.
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Preglednica 2: Nastavitve parametrov za visokolo¢ljivo slikanje.

Parametri
vidno polje (FOV) 25 mm
matrika slikanja 256 x 256 x 128

Cas spinskega odmeva (TE) |2,4 ms
¢as med RF zaporedji (TR) |500 ms
Stevilo povprecitev 8

prostorska locljivost slikanja|100 pm

Cas slikanja pri osmih povpregitvah je bil 18 ur in 32 minut. Samo $tevilo povpreditev je
pomembno za razmerje signal - Sum, saj se z veCanjem Stevila povprecitev izboljsa
razmerje med signalom in Sumom (SNR — signal to noise ratio), vendar pa to posledi¢no
podaljsa cas slikanja.

Po zaklju¢enem slikanju smo z vejice odstranili RF tuljavo in vejico shranili v fiksacijsko
sredstvo FAA za morebitne kasnejSe anatomske preiskave. Vse segmente poskodovanih
vejic smo enako pripravili in slikali pri enakih parametrih. Podatke, ki smo jih pridobili s
3D MR slikanjem, smo nato obdelali s programom Image J (NIH, USA) in Amira 4.0
(Visage Imaging GmbH, Berlin).

I

Slika 5: a) 10 mm RF tuljava, v katero je bil name$¢en vzorec in b) horizontalni magnet, v katerega je bila

namesc¢ena in fiksirana RF tuljava s poskodovanim segmentom vejice.
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3.5 GRAVIMETRICNO DOLOCANJE VLAZNOSTI RAZISKOVANIH TKIV

S 3D MR slikanjem brez dodatnih analiz ze dobimo primerjalne podatke o vsebnosti vode
v vzorcih, ker je izrazeno z razlino intenziteto svetlosti slik. Za dolocevanje to¢nih
vlaznosti obmo¢ij na slikah smo uporabili metodo NMR za dolo¢evanje vlaznosti (Merela,
2008). V prvem koraku smo morali na kontrolnih vzorcih z gravimetricno metodo dolociti
vlaznost vejic. Sestnajst sveZzih segmentov vejic, podobnih premerov kot so bili proudevani
s 3D MR tehniko slikanja, smo takoj po odvzemu stehtali in jih posusili v suSilniku do
konstantne mase pri temperaturi 103 + 2 °C. Vlaznost vzorcev smo nato izracunali po
enacbi:

w (%) = =2—=-100 % = ~2% 100 % . ()

o My

3.6 KALIBRACIJA INTENZITETE MR SIGNALA NA SLIKI PROTONSKE
GOSTOTE Z GRAVIMETRICNO DOLOCENO VLAZNOSTJO PREISKOVANIH
TKIV

S tehniko MR slikanja dobimo le primerjalne podatke o prisotnosti in koncentraciji vode v
lesu, ki je izrazena z razliéno intenziteto svetlosti na MR sliki. Zeleli smo pridobiti
absolutne podatke o vlaznosti posameznih tkiv, ki smo jih opazovali na MR slikah, zato je
bila potrebna kalibracija intenzitete pikslov na slikah z vlaznostjo proucevanih tkiv.

Za kalibracijo 3D MR slik dejanske vlaznosti smo potrebovali povprecne vrednosti
intenzitet MR signala iz slikanih vejic. Te smo izmerili na podlagi vrednosti pikslov na
sliki, ki izkazujejo jakost signala. Mo¢ signala oz. njegova amplituda je odvisna od
koli¢ine vode v vzorcu in od nastavitev samega tomografa. Pri vsakem slikanju se dolo¢eni
parametri, kot so nastavitev moci ojacevalnika, uglasitev tuljave in signala itd., spreminjajo
in zato je potrebno za vsako sliko posebej izracunati povprec¢no vrednost pikslov. Na vsaki
od MR slik vzdolznih prerezov Smo vizualno ocenili globino od mesta poskodbe, od katere
dalje ni bilo videti nikakrSnega vpliva dehidracije ali navlazevanja po poSkodbi. Na tej
globini smo nato izbrali 20 zaporednih MR slik pre¢nih prerezov in jim na celi povrSini s

programom ImagelJ izmerili povpreéne intenzitete pikslov (slika 6).
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N

Slika 6: Prikaz dvajsetih zaporednih virtualnih pre¢nih MR prerezov, iz katerih je bila izraCunana povpreéna

intenziteta pikslov (primer: rezine od 119 — 138).

Iz obdelanih podatkov smo nato dolocili povpre¢no intenziteto vseh dvajsetih rezin in na ta
nacin dobili t.i. povprecno intenziteto pikslov (PIP) merjenega vzorca, ki ustreza povprecni
gravimetricno dolo¢eni vlaznosti vzorcev (U). Za vsako vejico posebej smo izracunali
korekcijski faktor (KF) med povprecno vlaZznostjo in povprecno intenziteto pikslov:

KF=U/PIP. ... (2
S pomocjo korekcijskega faktorja smo iz MR slike lahko za vsak piksel oz. skupino
pikslov, ki ustrezajo to¢no dolo¢enim tkivom, izraunali vlaznost (u):

u=KF-IP, ... (3

kjer je IP povprecna vrednost intenzitete pikslov, ki ustrezajo doloenim tkivom.
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4 REZULTATI

4.1 VLAZNOST INTAKTNIH TKIV

Da smo lahko dolo¢ili vlaznost intaktnih tkiv v vejicah, smo naredili kalibracijo intenzitete
MR signala z vlaznostjo, ki smo jo doloCili gravimetricno. Gravimetricno doloc¢ena

povprecna vlaznost vejic (U) je bila 60,7 %. Podatki merjenja so prikazani v preglednici 3.

Preglednica 3: Podatki gravimetri¢no dolo¢ene vlaznosti na intaktnih vzorcih.

5 VlaZnost vejice
St. vejice | Masa sveZe vejice (g) | Masa suhe vejice (g) | Masa vode () (%)
1 6,864 2,5701 4,2939 62,6%
2 7,0841 2,5743 4,5098 63,7%
3 8,8439 3,4121 5,4318 61,4%
4 8,8159 3,3500 5,4659 62,0%
5 7,5297 2,9053 4,6244 61,4%
6 7,7497 2,9851 4,7646 61,5%
7 7,272 2,9326 4,3394 59,7%
8 7,503 3,0028 4,5002 60,0%
9 3,6805 1,5089 2,1716 59,0%
10 3,0997 1,2229 1,8768 60,5%
11 3,489 1,3811 2,1079 60,4%
12 4,882 1,8536 3,0284 62,0%
13 3,9139 1,6160 2,2979 58,7%
14 4,4878 1,8080 2,6798 59,7%
15 3,7766 1,5112 2,2654 60,0%
16 5,849 2,3907 3,4583 59,1%
60,7%

Podatki povprecnih vlaznosti (U) so nam sluZzili za izracun korekcijskega faktorja (KF)
med povprecno intenziteto pikslov na MR slikah in dejansko vlaznostjo posameznih tkiv

po enacbi (2). To smo opravili na intaktnih delih vseh vejic slikanih s 3D MR (pregl. 4).
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Preglednica 4: Vrednosti povpreénih intenzitet pikslov (PIP) za vsako slikano vejico s 3D MR in

pripadajoci korekcijski faktorji (KF).

Dan po

po§kEdbi 0.dan |7.dan |l14.dan |21.dan |28.dan |35.dan |42.dan |49.dan |56.dan
Oznaka

vzorca Ahl |Ah2 |Ah3 |Ah4 |Ah5 |Ah6 |Ah7 |Ah8 |Ah9

PIP 79,14 |87,28 |74,03 |43,11 |9854 |87,00 [88,58 |4588 |60,27
KF 0,77 (0,70 0,82 1,41 0,62 0,70 0,69 1,32 1,01

S pomocjo korekcijskih faktorjev (KF) smo lahko natan¢no dolocili vlaZznost posameznih
tkiv na doloceni lokaciji znotraj vsake vejice po enacbi 3.
S tem postopkom je mogoce za vsak piksel MR slike izracunati vlaznost, kar obenem tudi

pomeni, da lahko za vsako tkivo prav tako dolo¢imo njegovo vlaznost.

4.2 ODZIV VEJIC NA MEHANSKA POSKODOVANJA
4.2.1 Analiza ranitvenega odziva in spremembe vlaznosti v mehansko poskodovanih
tkivih

Kontrolno slikanje pred mehanskim poskodovanjem. Dne 7.4.2010 smo opravili kontrolno

3D MR slikanje pred mehanskim poskodovanjem vejice. Slikanje je prikazalo razporeditev
vlaznosti, ki je prisotno v intaktnih tkivih vejice divjega kostanja. Radialni vlaZnostni
profil intaktnega dela vejice (sl. 7) je prikazal, da je najvi§ja vlaznost v obmocju
prevodnega dela Zive skorje, kjer je dosegla vrednost do 220 %. Neprevodni del zive
skorje je imel vlaznost med 75 % in 100 %. Vlaznost je padala od kambijeve cone proti
strzenu, kjer je v njegovi neposredni blizini dosegla vrednost 15 %, medtem ko je bila
vlaznost samega strzena le okoli 10 %. Vlaznost ranega in kasnega lesa se razlikuje

priblizno za 30 %.
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Slika 7: Radialni vlaznostni profil intaktnega dela vejice izracunan iz MR slike.

Slika 8: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); kontrolni neposkodovani vzorec, odvzet dne
7.4.2010: a) 3D MR slika neposkodovane vejice, b) reliefni diagram vlaznosti na lokaciji virtualnega
vzdolznega MR prereza, ¢) virtualni vzdolzni MR prerez in d) virtualni pre¢ni MR prerez.

Kontrolno slikanje je razkrilo, da ima strzen zelo nizko vlaznost. Svetla podro¢ja na sliki
8c in 8d prikazujejo tkiva, ki so imela nizek MR signal, iz ¢esar lahko sklepamo, da so le-
ta imela vlaznost pod tocko nasiCenja celi¢nih sten. Na sliki 8a se lepo vidi cilindri¢na
oblika vejice, posamezni krogi znotraj slikane vejice pa prikazujejo traheje ranega lesa oz.
funkcionalna vlazna tkiva. Prav tako pa tudi tukaj temnejSa in svetlej$a podrocja ustrezajo

razli€ni vlaznosti posameznih tkiv, kar pomeni, da so tkiva, ki imajo vec¢jo vlaznost,
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obarvana bolj temno modro. Na grafu (sl. 8b) rumena podrocja ustrezajo svetlim

podro¢jem na sliki 8c, kar prikazuje kambijevo cono ter zivi del skorje.

Odziv tkiv takoj po poskodovanju. 8.4.2010 smo takoj po poskodovanju vejice opravili 3D

MR slikanje (sl. 9). To je pokazalo razporeditev vlaznosti, ki je prisotno v intaktnih tkivih

in prvi oz. zacetni odziv vejice na mehansko poskodbo.

Slika 9: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 1; na dan poskodovanja (8.4.2010):
a) 3D MR slika poskodovane vejice; b) reliefni diagram vlaznosti na lokaciji virtualnega vzdolznega MR

prereza in c¢) virtualni vzdolzni MR prerez poskodovane vejice.

Slika 9a razlo¢no prikazuje mehansko poskodbo, vidna pa je tudi raztrganina skorje, Ki je
pri tem nastala. Na obmocju strzena so vidni ostanki tkiv (sl. 9¢) z nekoliko vecjo
vlaznostjo v primerjavi z vlaZznostjo strzena. Prav tako se razlo¢no vidi dvig dela skorje
(puscica), kar smo najverjetneje povzro€ili ob samem mehanskem poskodovanju

(prevrtanju vejice).

Odziv_tkiv na sedmi dan (15.4.2010) po poskodovanju. Sedem dni po mehanskem

poskodovanju je mogoce opaziti manjSe spremembe v vlaznosti v neposredni bliZini rane,

kjer so se tkiva nekoliko osusila (sl. 10). Prav tako je izsuSen tudi zivi del skorje ob
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poskodbi. V obmo¢ju strZzena so Se vedno vidna tkiva z nekoliko ve¢jo vlaznostjo (sl. 10c).
Na 3D MR sliki (sl. 10a) je mogoce opaziti vretenasto obliko poskodbe skorje na zunanjem
delu vejice. Pod skorjo se lokalno okoli poskodbe pojavi tkivo z nekoliko povecano

vlaznostjo.

Slika 10: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 2; sedmi dan po poskodovanju
(15.4.2010): tako virtualni vzdolzni MR prerez kot tudi reliefni diagram vlaznosti na lokaciji vzdolznega MR

prereza prikazujeta manjse spremembe v vlaznosti v neposredni blizini rane.

Odziv tkiv na §tirinajsti dan (22.4.2010) po poskodovanju. Stirinajst dni po mehanskem
poskodovanju je na 3D MR sliki mogocCe opaziti poveCan obseg nekroznega tkiva v
obmocju skorje (sl. 11). V neposredni blizini strzena je mogoce opaziti tkivo, ki smo ga iz
ksilema prenesli ob samem poskodovanju. Se vedno je v blizini poskodbe prisotno

navlaZevanje pod samo skorjo, medtem ko je skorja Ze popolnoma izsuSena.
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Slika 11: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 3; §tirinajsti dan po poskodovanju
(22.4.2010): viden povecan obseg nekroznega tkiva v obmocju skorje (puséica v navpi¢ni smeri), v obmodju

strzena je prisotno tkivo, ki je posledica vrtanja (pus¢ica v vodoravni smeri).

Odziv tkiv na enaindvajseti dan (29.4.2010) po poskodovanju. Enaindvajseti dan po

poskodbi se na 3D MR sliki razlocno vidi povecanje obsega odmrlih tkiv in tkiv, ki so
nastala po poskodbi (sl. 12). Novonastala vlazna tkiva, na obmoc¢ju kambijeve cone ob
mestu poSkodbe, najverjetneje predstavljata kalus in poranitveni les. Okrog rane pa je tako
na reliefnem diagramu kot na virtualnem vzdolZznem MR prerezu (Sl. 12) opaziti izsuSitev.
Obseg izsusitve pa je vecji v vzdolzni kot v precni smeri, saj se tkiva hitreje izsusijo vzdolz
aksialnih elementov. Posledica tega je vretenasta oblika izsuSitve na povrSini vejice

(puscica).
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Slika 12: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 4; enaindvajseti dan po
poskodovanju (29.4.2010): vidno povecanje obsega odmrlih tkiv in novonastali poranitveni les ter kalus. Na
reliefnem diagramu vlaznosti na lokaciji vzdolznega MR prereza je mogoce opaziti obseznejSo izsuSitev v
vzdolzni smeri le na zgornji strani vejice, medtem ko ima tkivo na spodnji strani $e nekoliko visjo vlaznost

(puscica v navpiéni sSmeri).

Odziv_tkiv_na osemindvajseti dan (6.5.2010) po poskodovanju. Osemindvajset dni po

poskodbi 3D MR slika ni razkrila bistvenih novih sprememb. Okrog rane je lepo viden
poranitveni les. Na MR sliki v podro¢ju strzena, v neposredni blizini poskodbe, lahko
opazujemo obmocje z nekoliko povecano vlaznostjo. Pri tem verjetno ne gre za odziv
funkcionalnega tkiva na samo poSkodbo, pa¢ pa to predstavlja ostanek tkiva od

poskodovanja vejice.
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Slika 13: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 5; osemindvajset dni po
poskodovanju (6.5.2010): vzdolzni MR prerez razloéno prikazuje pojav vlaznega tkiva v neposredni bliZini
rane, kar predstavlja ostanek tkiva ob samem poSkodovanju vejice. Drugih bistvenih vlaznostnih sprememb

ni bilo opaziti.

Odziv tkiv na petintrideseti dan (13.5.2010) po poskodovanju. Pred 3D MR slikanjem na

petintrideseti dan po poskodbi smo morali, zaradi pove¢anega obsega poranitvenega tkiva,
tkiva okrog poskodbe nekoliko obrezati (sl. 14, ¢rna puséica), sicer vejice ne bi mogli
vstaviti v tuljavo. Kambij v blizini poskodbe je odmrl, razlo¢no pa je vidno tudi, da se je
okolisko tkivo skorje ob mestu poskodbe izsusilo in odmrlo. Zaradi nekroze se je povecal
tudi sam obseg poskodbe. Na vzdolznem MR prerezu je Se vedno prisotna vlazna plast v
notranjosti, v neposredni bliZini rane. Prav tako lahko opazimo nastanek kalusa (puscica v

navpiéni Smeri).
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Slika 14: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 6; petintrideset dni po
poskodovanju (13.5.2010): vzdolzni MR prerez jasno prikazuje nastanek kalusa (siva pus¢ica). V notranjosti
je Se vedno prisotna vlazna cona, iz 3D MR slik pa je mogoce razbrati povecanje obsega poSkodbe in

poranitvenega lesa.

Odziv tkiv na dvainstirideseti dan (20.5.2010) po poskodovanju. Dvainstirideset dni po

poskodbi nam 3D MR slika razkrije intenziven prirastek poranitvenih tkiv okrog rane
(sl.15). Del poranitvenega lesa,vidnega na MR slikah, prekriva mrtva skorja. Reliefni
diagram razlo¢no prikaze, da imajo poranitvena tkiva bistveno vi§jo vlaznost. Na
vzdolznem MR prerezu pa je mogoce opaziti, da je vlazna plast v notranjosti poskodbe

izginila, $e vedno pa se intenzivno povecuje obseg kalusa.
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Slika 15: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 7; dvainstirideset dni po
poskodovanju (20.5.2010): 3D MR slika razlo¢no prikaze prirastek poranitvenega tkiva, katerega vidni del
prekriva mrtva skorja. Na vzdolznem MR prerezu je mogoce opaziti, da je vlazna cona (glej sliko 13) v

notranjosti izginila.

Odziv tkiv na devetinstirideseti dan (27.5.2010) po poskodovanju. Zaradi povecanega
obsega poranitvenega lesa in kalusa, smo tudi devetinstirideset dni po poSkodbi morali
vejico obrezati pred 3D MR slikanjem. Poranitveno tkivo je zacelo preras¢at poSkodbo, kar
se da opaziti na prenem MR prerezu V primerjavi s prej$njimi vzorci, je tukaj neprerasli
del manj$i. Reliefni diagram razkriva nizjo vlaznost tkiv v primerjavi z dvainstiridesetim

dnem.
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Slika 16: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 8; devetinstirideset dni po poSkodbi
(27.5.2010): poranitveno tkivo je zacelo priras¢ati poSkodbo. V primerjavi s 35. dnem se je vlaznost tkiv
bistveno znizala. Pre¢ni prerez razlotno prikazuje povefanje obsega poranitvenih tkiv in preraséanje

poskodbe.

Odziv tkiv na Sestinpetdeseti dan (3.6.2010) po poskodovanju. Prerasanje poskodbe

poteka hitreje v pre¢ni smeri, kar najbolj nazorno prikazuje pre¢ni MR prerez (sl. 16).
Vzdolzni MR prerez je pokazal, da je vlaznost lesa, ki je nastal pred poskodbo, bistveno
manjSa od vlaznosti poranitvenih tkiv, ki so nastala po poskodbi. To je mogoce razbrati
tudi iz reliefnega diagrama na lokaciji vzdolznega MR prereza. V primerjavi z 49. dnem se

v notranjosti na obmo¢ju strZzena zopet pojavi tkivo s povecano vlaznostjo (puscica).
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Slika 17: Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.); vzorec Ah 9; Sestinpetdeseti dan po
poskodbi (3.6.2010: na 3D MR slikah je mogode opaziti vretenasto obliko poskodbe na periferiji ter
njen povecan obseg. V notranjosti se zopet pojavi tkivo z vi§jo vlaznostjo, kar je mogoce razbrati tudi iz

reliefnega diagrama na lokaciji virtualnega precnega MR prereza.
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5 RAZPRAVA

Nasa raziskava odziva tkiv navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) na
mehanska poskodovanja je pokazala, da je 3D MRI metoda primerna za opazovanje
sprememb v vlaznosti in nastanka novih tkiv po poskodbi. 3D MR slika intaktne vejice je
jasno pokazala zgradbo navadnega divjega kostanja, pri katerem je bilo opaziti strzen z
zelo nizko vlaznostjo ter bolj vlazna podrocja trahej ranega lesa, kambijeve cone in zivi del
skorje.

Pri opazovanih vejicah smo takoj po poskodovanju opazili povrsinsko izsusitev tkiv, Ki so
se nahajala v neposredni blizini poskodbe. Vlazna ksilemska tkiva so bila izpostavljena
atmosferskim pogojem, kar je povzroéilo izsusitev, ki je prvi odziv tkiv na mehanska
poskodovanja. Prav tako se je izsusil zivi del skorje v neposredni blizini rane. Menimo, da
se izsuSitev takoj po poskodbi pojavi pri vseh drevesnih vrstah. Sedmi dan po poSkodbi SO
se v neposredni blizini strzena pojavila tkiva z nekoliko povecano vlaznostjo, prav tako pa
se je pod skorjo lokalno zaéelo navlazevati tudi tkivo ob rani. Stirinajst dni po poskodbi se
je povedal obseg nekroznega tkiva v obmo&ju skorje. Se vedno pa je bilo prisotno
navlazevanje pod samo skorjo, medtem ko je bila le-ta Ze popolnoma izsuSena.
Enaindvajset dni po poskodbi je bilo opaziti poveCan obseg odmrlih tkiv in nastanek
sekundarnih poranitvenih tkiv. Sklepamo, da je v tem Casu pricel nastajati kalus ter
poranitveni les. Okrog rane je bilo Se vedno mogoce opazovati lokalno izsusSitev, katere
obseg je bil ve¢ji v vzdolzni smeri, kar je posledica hitrejSega izsuSevanja v aksialni smeri,
t.J. vzdolZ aksialnih elementov. Posledica tega je bila vretenasta oblika izsusitve, ki jo je
bilo mogoce opaziti na povrSini vejice. Osemindvajseti dan po poSkodbi je bilo okrog rane
mogoce jasno opaziti poranitveni les. Na obmocju strzena, v neposredni blizini poskodbe,
se je pojavilo vlazno obmocje, ki je bilo prisotno do petintridesetega dne. Med
osemindvajsetim in petintridesetim dnem je prislo tudi do odmiranja meristema (kambija),
prav tako se je del tkiv ob mestu poSkodbe izsusil in odmrl. Zaradi nekroze se je povecal
obseg. Na MR prerezu je bilo opaziti oCiten nastanek kalusa. Med petintridesetim in
dvainstiridesetim dnem smo opazovali intenziven prirastek kalusa in poranitvenih tkiv, Ki
so imela pove¢ano vlaznost, kar je bilo mogoce tudi razbrati iz reliefnega diagrama
vlaznosti. Na MR slikah smo na devetinstirideseti dan po poskodbi opazili, da je

poranitveno tkivo pricelo preras¢at poskodbo. Sestinpetdeseti dan po poskodbi so 3D MR
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slike razkrile, da je preras¢anje poskodbe potekalo hitreje v pre¢ni smeri. V notranjosti, v
neposredni blizini rane, se je zopet pojavilo tkivo z nekoliko povisano vlaznostjo. 1z
reliefnega diagrama smo razbrali, da je vlaznost lesa, ki je nastal pred poskodbo, nizja od
vlaznosti poranitvenih tkiv, ki so nastala po poskodbi.

3D MR slikanje je tako razkrilo vlaznostne spremembe po poskodbi in nekatere specificne
odzive drevesnih tkiv na poskodbo. Pri¢akovali smo, da bo dinamika vlaznostnih
sprememb v lesu navadnega divjega kostanja razkrila tudi nastanek reakcijske cone,
kakr$no je opisoval Merela (2008), ko je prouceval odziv tkiv na mehansko poskodbi pri
navadni bukvi (Fagus sylvatica L.) in hrastu dobu (Quercus robur L.), vendar se to ni
zgodilo.

Menimo, da je na nastanek le-te vplivala sama oblika poskodbe (luknja) in tudi specifi¢en
odziv tkiv navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) na mehansko

poskodbo.
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6 SKLEPI

3D MRI metoda se je izkazala kot zelo primerna za opazovanje in spremljanje dinamike
vlaznostnih sprememb in poranitvenih procesov v mehansko poskodovanih tkivih

navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.).

NMR meritve so pokazale, da je ECHO signal odvisen od koli¢ine vode v lesu. Visja kot je

bila vlaznost lesa, svetlejsi je bil prikaz vlaznega tkiva na MR slikah.

3D MR slike razlo¢no ilustrirajo anatomsko zgradbo vejice navadnega divjega kostanja.
Jasno je bil viden strzen z nizko vlaznostjo, cilindricni obroc¢i so prikazovali obmocja
trahej ranega lesa, razlocno pa se je videl tudi kambij ter pripadajoc¢ Zivi del skorje. Tkiva z

majhno vsebnostjo vode na MR slikah niso bila vidna.

3D MR slikanje mehansko poskodovanih tkiv je omogocilo vpogled v vlaznostne
spremembe v tkivih ter opazovanje poranitvenih tkiv, ki predstavljajo integralni del

procesa kompartmentalizacije.

Takoj po mehanskem poskodovanju smo s 3D MR slikanjem opazili izsuSitev tkiv v
neposredni blizini rane. Sedmi dan po poskodbi se tkivu v neposredni blizini rane vlaznost
nekoliko poveca. Med sedmim in Stirinajstim dnem se tkivo pod izsuSeno skorjo navlazuje.
IzsuSevanje je najbolj intenzivno v vzdolzni smeri, zaradi Cesar nastane vretenasta oblika
izsuSitve na povrSini vejice. Med Stirinajstim in osemindvajsetim dnem se na obmocju
strzena pojavi tkivo s povisano vlaznostjo. OKrog rane je opaziti poranitveni les.
Petintrideseti dan je opaziti progresivno odmiranje kambija in skorje, prav tako se je izsusil
in odmrl del tkiva ob rani. Opaziti je bilo tudi nastanek kalusa. Opazen je bil tudi
intenziven prirastek poranitvenih tkiv z ve¢jo vlaznostjo. V notranjosti je izginila vlazna
plast. Devetinstirideseti dan je poranitveno tkivo zacelo preraScat poskodbo.
Sestinpetdeseti dan, ko smo vejico zadnji¢ slikali, je bilo opaziti obseZen nastanek

poranitvenih tkiv in s tem prerasc¢anje poskodbe v pre¢ni smeri.
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Vlaznost lesa, ki je nastal pred poskodbo, je bila nizja od vlaznosti poranitvenih tkiv. V

notranjosti se je zopet pojavilo tkivo s povecano vlaznostjo.

Odziv tkiv navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) na mehanska
poskodovanja je bil drugacen od odziva tkiv navadne bukve in doba (Merela, 2008), saj je
pri navadnem divjem kostanju izostala reakcijska cona.

Predvidevamo, da je bil ranitveni odziv drugacen zaradi razlicne vrste poskodbe (luknja)

ter tudi specifi¢nosti obrambnih mehanizmov pri posameznih drevesnih vrstah.

Prednost 3D MR metode slikanja lesa je predvsem v tem, da je nedestruktivna, omogoca
prikaz objekta v virtualnem prostoru vrtljivih 3D slik, moZnost raziskav in situ ter in vivo,
analizo prostorskih in funkcionalnih razmerij med proucevanimi tkivi ter raziskovanje

katerekoli virtualne ravnine brez fizicnega posega v vzorec.
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7 POVZETEK

Drevesa navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) se zelo pogosta v
urbanem okolju, kjer so tudi nenehno izpostavljena mehanskim poskodbam. Le te lahko
povzrocajo dejavniki nezive (snegolom, vetrolom, pozari) in Zive narave (rastlinojeda
divjad, insekti, glive) ter ljudje (vandalizem, obzagovanje, secnja). Mehanska poskodba je
prva faza v zaporedju kompleksnih procesov, ki v lesu sprozijo razvoj lokaliziranih
sprememb.

Pri navadnem divjem kostanju smo s tridimenzionalnim magnetno resonan¢nim slikanjem
(3D MRI) raziskovali odziv tkiv na mehanska poskodovanja. Zeleli smo raziskati
vlaZnostne spremembe v mehansko posSkodovanih tkivih ter pojasniti morebitno povezavo
med vlaznostnimi spremembami in nastankom novih tkiv. Prav tako smo hoteli pojasniti
anatomijo poranitvenih tkiv in ugotoviti specificne znacilnosti ranitvenega odziva pri
navadnem divjem kostanju (Aesculus hippocastanum L.).

Za spremljanje odziva tkiv na mehanska poskodovanja in vlaznostne spremembe smo si
izbrali dve sosednji drevesi, ki rasteta v primestnem gozdu na Rozniku. Na obeh smo
izbrali 20 vejic (8 na prvem in 12 na drugem drevesu), katerih povpre¢ni premer je bil 8
mm in starost 4 leta. 11 vejic smo poskodovali tako da smo skozi celoten premer vejice z
baterijskim vrtalnikom zavrtali luknjo premera 3 mm. Vse vejice smo poSkodovali 8. aprila
2010. Poskodovane vejice smo oznacili s plasticnimi oznakami, na katerih so bile napisane
zaporedne Stevilke. PoSkodovane segmente vejic smo preiskovali s pomoc¢jo 3D MR
slikanja, kar smo opravili v tedenskih intervalih, do 56. dne, ko smo opravili zadnje MR
slikanje.

Vse MR preiskave so potekale na Institutu Jozef Stefan, na Odseku za fiziko trdne snovi
(F1), v laboratoriju za MRI. Dodatna obdelava in analiza MR slik je bila opravljena s
programom ImageJ (NIH, USA) in Amira 4.0 (Mercury, Berlin). Pred vsakim slikanjem
smo vejico prenesli v. MRI laboratorij. Nanjo smo pritrdili RF tuljavo, ki je imela premer
10 mm. Vse skupaj pa smo nato vstavili v gradientno tuljavo v centru horizontalnega
magneta. Visokolo¢ljivo slikanje smo izvedli pri naslednjih parametrih: vidno polje
(FOV): 25 mm, matrika slikanja: 256 x 256 x 128 vokslov, ¢as spinskega odmeva (TE):
2,4 ms, ¢as med RF zaporedji (TR): 500 ms, prostorska locljivost slikanja: 100 p. Cas
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slikanja pri osmih povprecitvah je bil 18 ur in 32 minut. Vse vejice smo shranili za
nadaljnje anatomske preiskave.

Meritve NMR so pokazale, da je MR signal, ki ga dobimo iz lesa, direktno sorazmeren z
delezem vode v lesu. Vecja kot je bila vlaznost vejice, svetlejsi je bil prikaz tkiva na MR
sliki. 3D MR slike so razkrile informacije o lokaciji in obliki posameznih tkiv ter
vlaznostna stanja posameznih tkiv, pri ¢emer smo si pomagali tudi z virtualnim MR
prerezom.

3D MRI metoda se je izkazala kot zelo primerna za opazovanje in spremljanje dinamike
vlaZznostnih sprememb in poranitvenih procesov v mehansko poskodovanih tkivih
navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.).

NMR meritve so pokazale, da je ECHO signal odvisen od koli¢ine vode v lesu. Visja kot je
bila vlaznost lesa, svetlejsi je bil prikaz vlaznega tkiva na MR slikah.

3D MR slike razlo¢no ilustrirajo anatomsko zgradbo vejice navadnega divjega kostanja.
Jasno je bil viden strzen z nizko vlaznostjo, cilindri¢ni obro¢i so prikazovali obmog¢ja
trahej ranega lesa, razlocno pa se je videl tudi kambij ter pripadajoc zivi del skorje. Tkiva z
majhno vsebnostjo vode na MR slikah niso bila vidna.

3D MR slikanje mehansko poskodovanih tkiv je omogocilo vpogled v vlaznostne
spremembe v tkivih ter opazovanje poranitvenih tkiv, Ki predstavljajo integralni del
procesa kompartmentalizacije.

Takoj po mehanskem poskodovanju smo s 3D MR slikanjem opazili izsuSitev tkiv v
neposredni blizini rane. Sedmi dan po poskodbi se tkivu v neposredni blizini rane vlaznost
nekoliko poveca. Med sedmim in Stirinajstim dnem se tkivo pod izsuseno skorjo navlazuje.
IzsuSevanje je najbolj intenzivno v vzdolzni smeri, zaradi ¢esar nastane vretenasta oblika
izsusitve na povrSini vejice. Med S$tirinajstim in osemindvajsetim dnem se na obmocju
strzena pojavi tkivo s poviSano vlaznostjo. Okrog rane je opaziti poranitveni les.
Petintrideseti dan je opaziti progresivno odmiranje kambija in skorje, prav tako se je izsusil
in odmrl del tkiva ob rani. Opaziti je bilo tudi nastanek kalusa. Opazen je bil tudi
intenziven prirastek poranitvenih tkiv z ve€jo vlaznostjo. V notranjosti je izginila vlazna
plast. Devetinstirideseti dan je poranitveno tkivo zacelo prerascat poskodbo.
Sestinpetdeseti dan, ko smo vejico zadnji¢ slikali, je bilo opaziti obseZen nastanek

poranitvenih tkiv in s tem preras¢anje poskodbe v pre¢ni smeri.
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Vlaznost lesa, ki je nastal pred poskodbo, je bila nizja od vlaznosti poranitvenih tkiv. V
notranjosti se je zopet pojavilo tkivo s povecano vlaznostjo.

Odziv tkiv navadnega divjega kostanja (Aesculus hippocastanum L.) na mehanska
poskodovanja je bil drugacen od odziva tkiv navadne bukve in doba (Merela, 2008), saj je
pri navadnem divjem kostanju izostala reakcijska cona.

Predvidevamo, da je bil ranitveni odziv drugacen zaradi razlicne vrste poskodbe (luknja)
ter tudi specifi¢nosti obrambnih mehanizmov pri posameznih drevesnih vrstah.

Prednost 3D MR metode slikanja lesa je predvsem v tem, da je nedestruktivna, omogoca
prikaz objekta v virtualnem prostoru vrtljivih 3D slik, mozZnost raziskav in situ ter in vivo,
analizo prostorskih in funkcionalnih razmerij med proucevanimi tkivi ter raziskovanje

katerekoli virtualne ravnine brez fizi¢nega posega v vzorec.
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