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4 Einleitung

1 Einleitung

Der Energielieferant fiir das Leben auf diesem Planeten ist die Sonne, um die
er kreist. Abgesehen von wenigen Ausnahmen wie Cyanobakterien sind Pflanzen
die einzigen Lebensformen, die in der Lage sind, diese Energie direkt zu nutzen.
Damit sind alle anderen von ihnen abhédngig. Lange Zeit hielt die Wissenschaft
mit dieser Erkenntnis und einfachen, klaren Vorstellungen von deren Funktions-
weisen die Pflanzen fiir ausreichend erforscht. Mit Hilfe von Chlorophyll wird das
Sonnenlicht genutzt, um aus CO2 und Wasser energiereiche Zucker aufzubauen
und der Atmosphére Sauerstoff zuzufiihren. Sonnenlicht sorgt fiir Verdunstung an
den Blattoberflachen; in den Leitbahnen, den Xylemgefafien, baut sich ein Unter-
druck auf, und Wasser und geloste Néhrstoffe werden aus dem Boden nach oben
,,gesaugt”. Diese als ,,Kohéasionstheorie” (1894/95 von Dixon [DJ94, DJ95] und
1895 von Askenasy [Ask95]) bekannte Theorie ist in den letzten Jahren immer
umstrittener geworden. Die Existenz negativer Driicke im Sinne von Zugspan-
nungen innerhalb der Wasserphase im Xylem ist unumstritten und wurde bereits
1925 von Renner [Ren25] in plausiblen Gréflenordnungen bestimmt. Allgemein
geht man heute von negativen Druckwerten bis zu maximal -0.7MPa aus, wie
sie auch mit der Druckmesssonde von Balling und Zimmermann 1990 [BZ90] im
intakten Xylem direkt gemessen werden konnten.! Der jedoch notwendige po-
stulierte enorme negative Druck von unter -1.0MPa in den Gefaflen (z.B. hoher
Badume) konnte bislang nur in indirekten und invasiven Experimenten [SHHB64]
gemessen werden. Bereits bei geringeren Zugspannungen treten Kavitationen in
den Geféflen auf. Dass diese problemlos von den Pflanzen wieder befiillt wer-
den koénnen, hat auch die Verfechter der Kohésionstheorie im engeren Sinn zu
Erweiterungen und Ergdnzungen des zu einfachen Modells veranlasst (vgl. z.B.
[LNO03]).

Auf der anderen Seite sprechen zu viele Fakten gegen die hohen Zugspannun-
gen und dafiir, dass die Kohé&sion nur einer von mehreren Mechanismen ist, die
die Pflanzen gleichzeitig fiir den Langstreckentransport des Wassers einsetzen
[ZSWHO04].

Auch die Rolle der Wurzeln muss dabei diskutiert werden [MCGO1] und ist bei
verschiedenen Arten vielleicht nicht nur in jungen Pflanzenstadien oder unter
Stressbedingungen beim Wassertransport relevant [Ste00].

Daneben hat das Wissen iiber die Pflanzen immer mehr Details hinzugewonnen,
und es erscheint schon lange nicht mehr so klar und einfach strukturiert wie noch
vor wenigen Jahrzehnten. Das Zusammenspiel mit der Umwelt, mit Tieren (z.B.
zur Bestaubung oder zur Samenverbreitung), mit Pilzen und dem Boden, die
eine entscheidende Rolle bei der Wasser- und Nahrstoffaufnahme spielen, scheint
unglaublich komplex zu sein. Pflanzen wachsen auf trockenem Sand, in salzigem

'Da in dieser Arbeit hiufig Zahlenwerte mit Dezimalstellen in durch Kommata getrenn-
ter Aufzdhlung vorkommen, werde ich zur einfacheren Lesbarkeit den im Englischen iiblichen
Dezimalpunkt verwenden.



Wasser, andere transportieren Wasser aus der Tiefe in héhere Bodenschichten,
um dort notwendige Nahrstoffe zu losen [XB93].

Neben der Klarung von Fragen aus der biologischen und &kologischen Grund-
lagenforschung ist ein Studium der Pflanzenwurzeln auch fiir die Agrartechnik
von entscheidendem Interesse. Mit einem tieferen Verstiandnis ihrer Funktiona-
litdt und Erkldrungen, warum verschiedene Pflanzen auf trockenen oder salzigen
Boden gedeihen kénnen, finden sich vielleicht Ansédtze, solche widrigen Bedin-
gungen zu kompensieren und auch anderen Kulturpflanzen zuginglich zu ma-
chen. Transpirationsraten von Badumen und damit Wéldern, die unmittelbar mit
dem Wassertransport verbunden sind, sind weiterhin wichtig fiir ein detailliertes
Versténdnis der Wasserkreisldufe auf der Erde und miissen in Zusammenhang
mit Wetter- und Klimaabldufen ebenfalls betrachtet werden.

Die Untersuchung von Wurzeln im umgebenden Medium mit herkémmlichen Me-
thoden st6B3t jedoch leicht an ihre Grenzen. Zum einen ist der Zugang zu Wur-
zeln durch ein Medium nicht mit jeder Messsonde méglich. Zum anderen kénnen
die empfindlichen Wurzeln durch eine invasive Messung leicht in ihrer norma-
len Funktion gestért werden. Insbesondere fiir Fragestellungen zu funktionellen
Vorgidngen scheint es deshalb sinnvoll, eine Methode heranzuziehen, die diese
Probleme umgeht und ggf. auch eine gemeinsame Untersuchung von Wurzeln
und Umgebungsmedium erlaubt.

Bildgebende Verfahren, wie sie in der Medizin eingesetzt werden, haben in dieser
Hinsicht ein grofles Potential, und allen voran bietet die Kernspintomographie
(NMR fiir engl. ,,nuclear magnetic resonance” oder deutsch ,nukleare Magnet-
Resonanz”) ein weites Feld an Anwendungsmoglichkeiten und messbaren Pa-
rametern. Besonders aufgrund der leichten Zuganglichkeit von solchen Gréfien
wie Flussgeschwindigkeit [vAS84, KLT*96], Wasserkonzentration oder Diffusion
[KHB*95] hat sich die NMR-Bildgebung in der funktionellen Pflanzenforschung
in den letzten Jahren immer weiter etabliert [K6c01, RPZH99, Rat94].

Trotz der umfangreichen Fragestellungen werden relativ wenige NMR-Untersu-
chungen an Pflanzenwurzeln durchgefithrt. Hauptsichlich spektroskopische Stu-
dien, auch mittels > P- oder *C- NMR, beschiftigen sich mit der Analyse von
Metaboliten aus den Wurzeln, i.d.R. anhand von Extrakten oder Wurzelfragmen-
ten. Einzelne Untersuchungen dieser Art wurden jedoch auch in-vivo an intakten
Pflanzenwurzeln durchgefithrt [EDDNZ00, RG00, SHPG96]. Als bildgebende Ex-
perimente an Wurzeln finden sich vorwiegend Studien von kompletten Wurzelsy-
stemen [BRP93, SMJ92] und in hoher Auflésung von herausgeschnittenen Wur-
zelstiicken [CLL*T87] (30um x 30um x 2.0mm) oder in Projektion [CBJ88] (5um
x 5 pm). Die NMR-Mikroskopie an Pflanzenwurzeln hat bislang keine sonderlich
breite Anwendung gefunden, obwohl einzelne Studien bereits gezeigt haben, dass
hiermit Informationen tiber Wurzeln und ihr umgebendes Medium gewonnen wer-
den konnen [MJK90]. Fiir funktionelle Studien sind diese Methoden aber nur in
einzelnen Fallen zur Anwendung gekommen [CHSW97, RCC00, BJKS86].

Ein lohnendes Objekt derartiger Untersuchungen ist z.B. Zea mays. Zum einen
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handelt es sich beim Mais um eine bedeutende Kulturpflanze, so dass das grund-
legende Verstédndnis der besten Wachstumsbedingungen fiir den wirtschaftlichen
Ertrag von Interesse ist. Zum anderen sorgt dieses Interesse dafiir, dass bereits
zahlreiche Daten anderer (Grundlagen-) Studien an diesen Pflanzen vorliegen.
Auch im Bereich der NMR sind schon vereinzelt Untersuchungen an Maiswur-
zeln vorgenommen worden [BR84, CLL*87].

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, Methoden zu entwickeln, um funktio-
nelle NMR-Mikroskopie an Pflanzenwurzeln routinefahig betreiben zu kénnen.
Aufgebaut wurde dabei auf frither am Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5
des Physikalischen Institutes der Universitdt Wiirzburg durchgefithrten Arbei-
ten [O1t98, Kau98, RZH99a]. Angewendet wurden die erarbeiteten Methoden
hauptséchlich zur Untersuchung der Funktionen von Zea mays, so dass hierzu
vorliegende Literaturdaten verglichen und zu neuen Erkenntnissen ergédnzt wer-
den konnten.

Nach einer kurzen Einfithrung in die physikalischen Grundlagen der NMR und
in die biologischen Grundlagen der Pflanzenanatomie werden die Methoden vor-
gestellt, die zur Durchfithrung und Auswertung von funktionellen NMR-Studien
an Pflanzenwurzeln erarbeitet wurden.

Eine notwendige Voraussetzung fiir solche Untersuchungen war der Aufbau und
die Optimierung von geeigneter Hardware, die einerseits eine schonende Pflan-
zenanzucht und andererseits einen guten Zugang zum Wurzelbereich fiir den HF-
Resonator erlaubt. Zusatzlich wurde im Rahmen der Arbeit ein v6llig neues Pro-
benkoptkonzept entwickelt, das es in Zukunft ermoglicht, Spezialhardware, wie
sie z.B. hier fiir die Versorgung und Uberwachung der Pflanzen im NMR-Gerit
bendtigt wird, mit unterschiedlichen NMR-HF-Kanélen zu kombinieren.

Im Weiteren werden die implementierten NMR-Sequenzen vorgestellt. Limitie-
rend fiir die Sequenzentwicklung sind hier insbesondere starke Suszeptibilitats-
unterschiede zwischen verschiedenen Pflanzengeweben ebenso wie zu eingeschlos-
senen Luftrdumen und dem Umgebungsmedium [KRZ94]. Daher wurden aus-
schlieflich Spinechosequenzen [Hah50] verwendet. Fiir Flussmessungen konnte
auf eine am Lehrstuhl etablierte Standardsequenz zuriickgegriffen werden [Kuc96,
RZHI99b]. Fiir hoch aufgeloste Karten der NMR-Parameter Ty, Tound T% wurden
neue Sequenzen entwickelt und implementiert, die auf dem Turbospinecho-Prinzip
[HNF86] basieren, um eine ausreichende zeitliche Auflésung fiir funktionelle Stu-
dien zu erzielen.

Eine umfangreiche Literaturrecherche zu den Zusammenhéngen zwischen NMR-
Parametern und physiologischen Ablaufen in Pflanzen und Pflanzenzellen wurde
mit eigenen theoretischen Betrachtungen und einer Computersimulation ergénzt.
Diese bilden die Grundlage fiir die Interpretation der Messergebnisse an Mais-
wurzeln. Daneben fithrten sie zur Erklarung eines hier neu beschriebenen Bild-
kontrastes, der Relaxation und Diffusion kombiniert.

Neben Messungen zur Untersuchung dieses Bildkontrastes werden abschliefend
die verschiedenen Studien vorgestellt, die an den Wurzeln intakter Maispflanzen



durchgefithrt wurden. Allen voran dienten dabei Trockenstress-Experimente zur
Untersuchung des Wasserhaushaltes in den Wurzeln, wobei insbesondere die Ent-
stehung und Wiederbefiilllung von Kavitationen in den Xylemgefafien untersucht
wurden. Weitere Experimente ergénzen die Erkenntnisse zu Relaxationszeiten
und Wassertransport und runden die Demonstration der Moglichkeiten der funk-
tionellen NMR-Mikroskopie an Pflanzenwurzeln ab.
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2 Grundlagen der NMR

2.1 Kernspins im statischen Magnetfeld

Viele Atomkerne besitzen einen nicht verschwindenden Kernspin S , eine Eigen-
schaft, die zum klassischen Eigendrehimpuls dquivalent ist. Im klassischen Sinn
physikalisch messbar ist dabei immer nur die Z-Komponente des Spins.
Aufgrund der Ladung des Atomkernes ist mit dem Spin auch ein magnetisches
Moment i = ’yg verbunden. In der vorliegenden Arbeit werden ausschliefilich
Wasserstoffkerne, also Protonen (p*), behandelt, deren gyromagnetisches Verhalt-
nis Y+ = gpte/2mp+ & 267.5- 10074 (oL~ 42.58 M%) betriigt, wobei der Landé-
Faktor g,+ ~ 5.586 die Abweichung vom klassischen magnetischen Moment bein-
haltet.

Entsprechend des gyromagnetischen Verhéltnisses spalten die Energieniveaus der
Atomkerne in einem angelegten dufleren Magnetfeld By auf. Die Energiediffe-
renz der beim Proton entstehenden zwei Niveaus betridgt AE = hy,+ By. Aus
der Boltzmannstatistik fiir die unterschiedliche Besetzung der beiden Niveaus
resultiert eine klassische Nettomagnetisierung?

nvy*h* By

M, =
4kgT

bei der Temperatur 7', mit Boltzmannkonstante kg = 1.38 - 1072*.J/ K und einer
Spindichte n.

Die zur Energiedifferenz gehorende Frequenz wg = AE/h =+ By kann klassisch
als Larmorfrequenz betrachtet werden, mit der die Magnetisierung um die durch
By vorgegebene Achse prazediert.

Ein makroskopisches Spinensembel, das in By eine einheitliche Larmorfrequenz
besitzt, wird als Isochromat bezeichnet.

2.2 Kernspins im HF-Wechselfeld
Ein mit der Frequenz wy = AE/h = v By rotierendes HF-Wechselfeld By, das

zusitzlich senkrecht zu By angelegt wird, stellt aus Sicht der mit wy prézedie-
renden Magnetisierung ein weiteres stationédres Feld dar und fithrt somit zu einer
weiteren Prazessionshewegung mit wy = AFE/h =+ Bj. Sie bringt die Isochroma-
ten aus der zu By parallelen Gleichgewichtslage (auch als ,,Longitudinalmagneti-
sierung” oder ,,z-Magnetisierung” bezeichnet). Wird dieses B;-Feld nach kurzer
Zeit wieder abgeschaltet, spricht man von einem HF-Puls. Die B;-Feldstarke und
die Dauer dieses Pulses bestimmen den Drehwinkel (den sog. ,,Flipwinkel” «)

2Der Index pt wird im Folgenden weggelassen. Alle elementspezifischen Gréfien in dieser
Arbeit, wie v, beziehen sich ausschlieflich auf Wasserstoff.
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und seine Phase bestimmt die Richtung der Auslenkung. Ein 90°-Puls bedeu-
tet dabei eine vollstandige Uberfithrung der Longitudinalmagnetisierung in sog.
,,Quer-" bzw. | Transversalmagnetisierung”, so dass im klassischen Bild die Ma-
gnetisierung in der Ebene senkrecht zu By prazediert. Der erste HF-Puls, der im
Lauf eines Experimentes Transversalmagnetierung erzeugt, wird oft als ,,Anre-
gungspuls” bezeichnet, da hiernach signalgebende Magnetisierung zur Verfiigung
steht.

2.2.1 Relaxation der Transversalmagnetisierung: T} und T,

In einer umgebenden Spule induziert die frei prazedierende Transversalmagne-
tisierung ein Spannungssignal der Frequenz wy, das als ,.free induction decay”
(FID) bezeichnet wird. Dieses Signal zeigt einen exponentiellen Abfall, der mit
der Zeitkonstanten T3 beschrieben wird.
Hauptsédchlich zwei Mechanismen sorgen fiir diesen Signalabfall. Zum einen be-
sitzen verschiedene Spinensembel (somit Isochromaten) aufgrund von Inhomo-
genitiaten des statischen By Feldes unterschiedliche Larmorfrequenzen. Die Ma-
gnetisierung dephasiert, und mit dem Betrag ihrer Vektorsumme nimmt das
Signal ab. Fiir Inhomogenitéten, die zu solchen lokalen Feldgradienten fithren,
sind hauptsichlich Ubergange innerhalb des Probenvolumens zwischen Materia-
len bzw. Geweben verschiedener Suszeptibilitdten verantwortlich. Auch eingela-
gerte para- oder gar ferromagnetische Teilchen verzerren das lokale Magnetfeld.
Die Zeitkonstante fiir den exponentiellen Signalabfall aufgrund von Feldinhomo-
genititen ist eine Funktion dieser Feldgradienten T, p0m. =tkt(V By).
Der zweite Mechanismus ist ein Relaxationsprozess, der mit der Zeitkonstanten
Ty beschrieben und als Spin-Spin-Relaxation bezeichnet wird. Durch Wechsel-
wirkungen der Spins untereinander verlieren sie ihre Phasenkohérenz. Auch dies
fithrt in der Vektorsumme zu einer Signalreduktion.
In fiir bildgebende NMR-Anwendungen interessanten Proben dominieren zumeist
deren Inhomogenitaten das T3, das sich aus beiden Zeitkonstanten zusammen
ergibt:

1 1 1

T_Q* B T2 —I_ Tinhom.

2.2.2 Relaxation der Longitudinalmagnetisierung: T,

Wechselwirkungen der Spins mit ihrer Umgebung (dem ,,Gitter”) fithren zu einem
Energieaustausch und ermoéglichen es dem Spinsystem, ins thermodynamische
Gleichgewicht zuriickzukehren. Dieser mit der Zeitkonstanten T; beschriebene
Vorgang wird Spin-Gitter-Relaxation genannt und sorgt fiir einen Wiederaufbau
der Longitudinalmagnetisierung. Detaillierter wird auf die Mechanismen, die den
Relaxationszeiten zugrunde liegen, noch einmal in Kap. 7 eingegangen, wo fiir
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die Interpretation spaterer Messergebnisse Zusammenhénge zwischen Relaxation
und Eigenschaften des Pflanzengewebes zusammengestellt werden.

2.2.3 Die Bloch-Gleichungen

Die zeitliche Entwicklung der Magnetisierung im Bg-Feld nach einem HF-Puls
kann durch eine Vektordifferentialgleichung beschrieben werden. Unter Einbezie-
hung der Relaxationsprozesse ergibt sich:

. _Mx/Tz*

M=~ (M x B)+ —M,/T; (1)
(Mo — M)/ Ty

Die drei Gleichungen fiir die einzelnen Raumrichtungen werden Bloch-Gleichungen

[BHP46] genannt.

2.3 Kernspins in Magnetfeldgradienten
Wird dem Bg-Feld ein ortsabhangiges Magnetfeld gleicher Feldrichtung, ein Gra-

dient, hinzugefiigt, dann wird die Larmorfrequenz der Isochromaten entsprechend
ortsabhéngig. Fiir ein linear von der Ortskomponente x abhéngiges Gradienten-
feld Bgraa.(z,1) = G(t) - « erhélt ein Isochromat nach einer Zeit ¢ eine Phase @
gegeniiber den Isochromaten des ,,reinen” By-Feldes aufgeprégt:

o= [ G () dt (2)

Entwickelt man diesen Ausdruck fiir den Ort z(¢) des Isochromaten in eine Tay-
lorreihe, so erhélt man die sogenannten Gradientenmomente M;:

O = [iyG(xodt + JrG)Etdt  +  fiyG(1)iit2dt +

. . 3
(I): ’)/Mol'o —|— ’)/Mlx _|_ 7M2$ _I_ ()

Diese Signalphase kann benutzt werden, um Informationen {iber Orte und Bewe-
gungen der Isochromaten zu erhalten.

Lesegradient

Legt man wahrend der Datenakquisition einen Gradienten G'p (sog. Lesegradi-
ent — engl. read gradient) an, haben rein stationére Isochromaten bei jedem auf-
genommenen Datenpunkt eine neue Phase ®, = [1%~ Gg(l) xo dt, entsprechend
ihrem Ort g unter dem Gradienten und der vergangenen Zeit g vom Beginn der
Gradientenschaltung an. Fiir rechteckige Gradientenpulse mit der Dauer ¢z und
der Gradientenstarke G'g gilt &, =~ tp Gr 0.
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Phasengradient

Der gleiche Effekt wird erzielt, wenn ein Gradient Gp an und nach der Zeit
tp, aber noch vor der Datenaufnahme wieder abgeschaltet wird. Variiert man
Dauer oder Stéarke eines solchen Gradienten von Akquisition zu Akquisition, er-
halten die Isochromaten entlang seiner Richtung auch jeweils eine neue Phase
®, = [1F v Gp(t) yo dt (hier senkrecht zum oben beschriebenen Lesegradienten,
aber ohne Einschrankung der Allgemeinheit in y-Richtung gewdhlt). Da diese
Phase fiir alle Datenpunkte der folgenden Akquisition gilt, wird ein solcher Gra-
dient als Phasengradient (engl. phasegradient) bezeichnet. Fiir rechteckige Gra-
dientenpulse gilt ebenso ®, = v tp Gp yo.

Schichtgradient

In den meisten Féllen soll nicht die komplette Probe, sondern nur ein Bereich
bzw. eine diinne Schicht fiir ein Querschnittsbild angeregt werden. Dazu legt man
wahrend der Applikation des HF-Pulses einen Feldgradienten an. Durch diesen
sog. Schichtgradienten (engl. slicegradient) wird die Resonanz- und damit die
Anregungsfrequenz der Spins ortsabhéngig entsprechend w(z) =~ (By + G. - 2).
Der lineare Zusammenhang zwischen Frequenz und Ort ,iibersetzt” das Fre-
quenzspektrum Bj(w) des Pulses direkt in das Anregungsprofil a(z) = vB;(w(z))
der (hier ohne Beschrankung der Allgemeinheit zu z senkrecht gewéhlten) Schicht.
Mit der Einhiillenden des Pulsverlaufes, als Fouriertransformierte des Spektrums,
kann so das Profil der Schicht vorgegeben werden. Die Bandbreite des Pulses, die
umgekehrt proportional zu seiner Dauer ist, bestimmt somit auch die Dicke dieser
Schicht.
Der Anteil des Schichtgradienten der nach der Mitte des HF-Pulses wirksam ist,
bewirkt eine Dephasierung der Magnetisierung in z, die durch einen entgegenge-
setzten Schichtgradienten wieder ausgeglichen werden muss.

2.3.1 Der k-Raum

Mit kombinierter Verwendung von zueinander senkrechten Phasengradient Gp
und Lesegradient G'r erhélt jeder Isochromat bei jedem aufgenommenen Daten-
punkt eine eigene Phase, entsprechend der Gradientenwirkdauer ¢p und ¢g. Das
in jedem Datenpunkt reprasentierte Signal S ist das Integral der Signale aller
Isochromaten (lokale Spindichte p(z,y)) des Probenvolumens® V:

S(F}/GRtRaﬁ}/GPtP) = /Vp(x7y) . emtRGRl’ . ethPGPZ/ - dV (4)

Die mit Fortschreiten der Akquisitionszeit ¢ einerseits und sukzessiver Erhéhung
des Phasengradienten GGp andererseits abgetastete Parameterebene (k, = vGrtrg,
k, = vGptp) wird k-Raum genannt. Allgemein fiir 3 Dimensionen und nicht
notwendig rechteckige Gradientenverldufe:

3Das Intergral iiber den Anteil dz ergibt hierbei die Schichtdicke Az.
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k= /Oty G(t) dt (5)

An Gleichung (4) kann man erkennen, dass der funktionelle Zusammenhang zwi-
schen erhaltenem Signal S(E) und Spindichteverteilung p(%) eine Fouriertrans-
formation ist, mittels welcher aus den akquirierten Daten somit auch das Bild
rekonstruiert wird:

p(&) = [ S(R)- e - i (6)

2.4 Grundlegende NMR-Bildgebungs-Sequenzen

Aus den bis hier vorgestellten Méglichkeiten der HF-Pulse und Feldgradienten
lassen sich verschiedenste Methoden entwickeln, um durch die Anregung und Ma-
nipulation einer Probe Bilder aus dieser zu gewinnen. Die Abfolge der HF- und
Gradientenpulse eines derartigen Experimentes wird als ,,Sequenz” oder ,,Metho-
de” bezeichnet und oft in Ablaufdiagrammen wie in Abbildung (1) oder Abbil-
dung (2) dargestellt. Neben Zeitachsen fiir die Feldgradienten der drei Raumrich-
tungen enthalten diese Sequenzdarstellungen (meist zuoberst) eine Achse fiir die
HF-Pulse, in der auch das auftretende (und akquirierte) Signal aus der Probe
eingezeichnet wird. Im folgenden sollen die Grundlagen fiir die in dieser Arbeit
verwendeten und in Kap. 5 vorgestellten Sequenzen dargestellt werden.

2.4.1 Das Gradientenecho

Das Signal, das aufgezeichnet wird, wahrend Anregungspuls  Gradientenecho
ein Lesegradient anliegt, entstammt einer Zei-
le des k-Raumes (vgl. 2.3.1). Ublicherweise wr
wird die Richtung des Lesegradienten mit k,,
die des Phasengradienten mit k, bezeichnet.

Die hochste Signalstiarke und die Informatio- — Lese-
gradient

! Echozeit Te

nen iiber den Kontrast der groflen Bildstruk-

N/
turen finden sich im Zentrum des k-Raumes  Phasen- % o

(k; = 0), wenn bildlich gesprochen die Iso- gradient
chromaten (‘,,Spins”) eptlang dgs Lesegra(‘iien— Sehicht.
ten gerade in Phase sind. Damit nach einem  gradient

Y

HF-Anregungspuls das Spinsystem die k-Raum-

Mitte durchlauft, wahrend der Lesegradient an- Abb. 1: Gradientenecho Bildge-
liegt, wird vorab ein negativer, dephasieren- bungs-Sequenz.

der Préparationsgradient in derselben Raum-

richtung geschaltet (engl. ,,Prereadgradient”). Dieser sorgt dafiir, dass die Akqui-

sition an einem Punkt auf der negativen k,-Achse beginnt. Das maximale Signal,
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das sich nun einstellt, wenn das Spinsystem die k-Raum-Mitte durchlauft, wird
als ,,Gradientenecho” bezeichnet.

Um auf diese Weise ein vollsténdiges Bild aufzunehmen, miissen mehrere k-Raum-
Zeilen akquiriert werden. Dazu wird die Anregung und Datenaufzeichnung, je-
weils nach Abwarten einer gewissen Relaxationszeit, mehrfach wiederholt. Vor
der Akquisition wird (meist gleichzeitig zum Praparationsgradienten) ein Pha-
sengradient geschaltet, mit bei jeder Wiederholung anderer Gradientenstarke.
Um nur eine bregrenzte Probenschicht anzuregen, wird {iblicherweise wahrend
des HF-Pulses ein Schichtgradient angelegt. Insgesamt ergibt sich eine Sequenz,
wie sie in Abbildung (1) dargestellt ist.

Wihrend des Lesegradienten werden nur die Phasenunterschiede refokussiert, die
durch den Praparationsgradienten erzeugt wurden. Aufgrund aller anderen Feld-
inhomogenitaten féllt die Signalstarke mit zunehmender Echozeit Tg, d.h. mit
zeitlichem Abstand zwischen Anregungspuls und Echo, exponentiell mit T% ab.
In Proben mit sehr kurzem T7 bedient man sich daher bevorzugt Spinechose-
quenzen.

2.4.2 Das Spinecho

90° 180° Echo Bei einem Spinecho [Hah50] wird nach
[\ dem Anregungspuls, fiir den zumeist

HE ein Flipwinkel von 90° gewéhlt wird,

ein weiterer HF-Puls eingesetzt, der die

P Te/2 b Tel2

) RGN > Magnetisierung um 180° dreht. Dies

i Rt > ist gleichbedeutend mit einer Spiege-

\ lung der Magnetisierung iiber die Ach-

;?:;gnt . > = se, um die die Drehung erfolgt. Im k-
Raum bedeutet es eine Punktspiege-

gﬁ‘;ﬁ:ﬁ; %—> lung am Ursprung. Nach dem 180°-Puls
erscheint die dephasierende Wirkung al-

S;hdi‘ii‘;; [\ = ler Gradienten dadurch so, als ob sie das
umgekehrte Vorzeichen gehabt héatten.

Abb. 2: Spinecho Bildgebungs-Sequenz. Préparationsgradient und Lesegradient
miissen in einer Spinechosequenz also
dasselbe Vorzeichen besitzen. Abbildung (2) zeigt den einfachsten Fall einer sol-
chen Spinechosequenz.

Nach derselben Zeit Ty /2, die auch zwischen Anregungs- und 180°-Puls vergan-
gen war, heben sich alle dephasierenden Gradienten genau auf, und es kommt
zum sog. ,,Spinecho”. Anregungspuls und Echo sind also zeitlich symmetrisch
um den 180°-Puls angeordnet. Praparations- und Lesegradient miissen auf diese
Symmetrie abgestimmt werden, um maximales Signal zu erhalten - Gradienten-
und Spinecho miissen zusammenfallen. Mikroskopische Gradienten wie an Sus-
zeptibilitdtsspriingen werden bei dieser Methode ebenso kompensiert wie ma-
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kroskopische Bo-Feldinhomogenitédten. Der Signalverlust zwischen Anregung und
akquiriertem Echo folgt somit dem deutlich langsameren exponentiellen Abfall
mit Ty, anstatt T3, vgl. auch Abbildung (16).

Je langer die Echozeit eines Spinechoexperimentes ist, desto stéarker kann Dif-
fusion der Spins durch die Feldinhomogenitéten die Refokussierung nach dem
180°-Puls verhindern. Auf die Spinphasen wirken durch die Ortsverschiebung
unterschiedliche Feldstdrken. Dieser Effekt kann im Rahmen der Ts-Relaxation
beschrieben werden und wird in Abschnitt 7.2.2 néher ausgefiihrt.

2.4.3 Multiechos

Unter einem Multiecho oder Echozug versteht man die wiederholte Refokussie-
rung der Magnetisierung ohne Neuanregung. Dies kann durch eine Abfolge von
Gradientenechos (vgl. 2.4.1) wie bei einem EPI (Echo-Planar-Imaging [TLBC91])
realisiert sein oder durch wiederholte Spinechos (Abschnitt 2.4.2) mittels refokus-
sierender HF-Pulse. Fin solches Multi-Spin-Echo wurde bereits 1954 von Carr und
Purcell zum ersten Mal vorgestellt [CP54] und wird haufig als CP-Sequenz be-
zeichnet. Nennt man die Zeit zwischen Anregungspuls und erstem Echo auch hier
Echozeit, so wird der Abstand zwischen den folgenden Echos als ,,Interechozeit”
(Ti g) bezeichnet.

Eine 90°-Phasenverschiebung® zwischen Anregungs- und Refokussierungspuls ver-
mindert dabei Einfliisse inhomogener Bi-Felder. Diese Verbesserung des Mul-
tiechoexperimentes durch Meiboom und Gill [MG58] ist als CPMG-Sequenz be-
kannt.

Zu beachten ist auch das Auftreten sog. ,,hoherer Echos”. Damit wird die Refo-
kussierung von Magnetisierung bezeichnet, die erst nach mehreren Pulsen auftritt.
Der einfachste Fall hiervon ist das sog. ,,stimulierte Echo”, das mittels zweier 90°
Pulse erzeugt wird. Wie letztlich jeder Puls mit jedem und der Kombination al-
ler weiteren Pulse stets ein Echo erzeugt, wurde von Hennig [Hen91] im Detail
beschrieben.

Die Behebung weiterer Artefakte solcher Sequenzen durch Pulsphasenzyklen wur-
de von Graumann [GOS86] ausfiihrlich beschrieben.

Mehrere konkrete Beispiele fiir Multi-Spinecho-Sequenzen werden in Kapitel 5
vorgestellt, vgl. z.B. Abbildung (16).

2.4.4 Turbospinecho

Grundsétzlich gibt es zwei verschiedene Methoden, Multi-Spin-Echos in Bildge-
bungssequenzen zu nutzen. Zum einen kénnen nach einmaliger Phasenkodierung
viele Echos aufgezeichnet und zur Verbesserung des SNR (engl. Signal to Noise
Ratio fiir Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis) gemittelt werden. Zum anderen besteht

4Mit dieser sog. ,,Pulsphase” ist die raiumliche Orientierung (die Richtung in der X-Y-Ebene)
der Drehachse gemeint, um die die Flipwinkel der Pulse bestimmt sind.



16 Grundlagen der NMR

die Moglichkeit, nach jedem Echo einen Gradienten zu schalten, der die Phasen-
kodierung zuriicknimmt, und nach dem folgenden Refokussierungspuls einen neu-
en Phasenschritt zu kodieren. Diese Methode, mit einem einzigen Anregungspuls
mehrere Phasenraumschritte in einem Echozug zu erhalten, wurde 1986 von Hen-
nig et.al. [HNF86] als RARE (Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement)
eingefithrt. Mittlerweile hat sie viele Optimierungen und Variationen erfahren
(vel. [MWWJ90] oder HASTE [KGH94]), die auch als TSE (Turbo Spin Echo)
bekannt sind.

Wihrend des Echozuges féllt die Signalintensitdat mit Ty ab. Sind die Ty-Zeiten
der Probe lang genug gegeniiber der Dauer fiir Kodierung und Aufnahme der
Echos, kénnen ggf. alle k-Raum-Schritte eines Bildes in einem Zug aufgenom-
men werden. Je nach gewiinschtem Ty-Kontrast werden dann die Phasenschritte
fiir die Mitte des k-Raumes, die die Hauptintensitdt des Bildes bestimmt, an
entsprechende Stellen im Echozug gelegt.
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3 Biologische Grundlagen

3.1 Pflanzenzellen

Der Kontrast in NMR-Bildern von bio-
logischem Gewebe héngt vom inneren
Aufbau der verschiedenen Gewebe, de-
ren Wassergehalt und der Zusammen-
setzung von Zellfliissigkeiten ab. Fiir

Zellwand
Plasmalemma
Zytoplasma mit
Zellorganellen
Tonoplast

eine genauere Diskussion dieses Zu-
sammenhangs in Abschnitt 7 soll der
grundséatzliche Aufbau von Pflanzenge-
webe kurz erdrtert werden.

Zwischen den Zellen verschiedener
Pflanzenarten und Gewebe gibt es er-

hebliche Groflenunterschiede, von 4um Interzellularraum

”f‘; ya (Apoplast)

bis 2cm Durchmesser bei Riesenalgen
[Nob83]. In den spéter betrachteten
Wurzeln von Zea mays bewegt sich die
Grofle etwa zwischen 10pm und 40um.
Das grofite Volumen nimmt in ausge-
wachsenen Zellen mit bis zu 95% die Va-
kuole ein. Sie kann als Wasser- und Nahrstoffreservoir oder Endlagerstatte von
Giftstoffen dienen sowie zur Aufrechterhaltung des Zelldruckes (Turgor). Die
Vakuole wird von der Tonoplastenmembran eingeschlossen und vom Zytoplasma
umgeben. Das Zytoplasma enthélt alle funktionellen Pflanzenorganellen wie den
Zellkern, die Mitochondrien, Plastiden und das Zytoskelett. Damit liegt im Zyto-
plasma eine grofle Konzentration an Nahrstoffen ebenso wie sehr grole Membran-
und Proteinoberflichen (z.B. Zytoskelett) vor. Die Proteinkonzentration liegt zwi-
schen 10% und 30%, so dass ein Grofiteil des Wassers im Zytoplasma an Proteine
gebunden vorliegt [SS91].

Nach auflen wird die Zelle von der Zellmembran (Plasmalemma) abgeschlossen,
die ihrerseits von der aus Zellulose und anderen Kohlenhydraten bestehenden

Abb. 3: Aufbau typischer Pflanzenzellen.

Zellwand umgeben ist. Membranen besitzten eine Dicke von etwa 6nm bis 10nm,
die Zellwande 0.5um bis 2.0um. Wo die Zellwénde benachbarter Zellen nicht
direkt miteinander vernetzt sind, finden sich Interzellularrdume. Das gesamte
System aus miteinander verbundenen Interzellularrdaumen, zu denen auch die
fliissigkeitsgefiillten, porésen Zellwénde gehéren, wird als Apoplast bezeichnet.

3.2 Zea mays und Wurzelanatomie

Der grofite Teil der Anwendungsexperimente dieser Arbeit erfolgte an den Wur-
zeln von Zea mays der Sorte Bangui.
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Wie die meisten Monokotylen (einkeimbléttrige Pflanzen) bilden Gréser, und
so auch Mais, ein homorhizes Wurzelsystem, d.h. viele gleichwertige Wurzeln
sprossen nebeneinander aus der Pflanze. Im Alter von 7 bis 14 Tagen, in dem die
Pflanzen hauptsédchlich gemessen wurden, hatten sich jedoch meistens noch keine
sprossbiirtigen Versorgungswurzeln, neben der bei der Keimung gewachsenen,
ausgebildet. Somit konnte auch die Auswertung der Messungen in jedem Fall auf
die ,,Haupt-" Wurzel konzentriert werden.

Das Wurzelwachstum findet in der Spitze statt, die von einer sog. Wurzelhaube
(der Kalyptra) umgeben ist (vgl. rechtes Schema in Abbildung (4)). Diese Hau-
be wird durch das Medium geschoben und enthélt u.a. den Gravitationssinn fiir
die Wachstumsrichtung. Oberhalb der Kalyptra befindet sich das Wurzelgewe-
be in der Differenzierungsphase, in der ein weiteres Langenwachstum der Zellen
stattfindet und sich die verschiedenen Gewebetypen ausdifferenzieren. Dariiber
schlieit sich die fiir Wasser- und Néhrstoffaufnahme wichtigste Zone an, in der
sich aus den Zellen der Epidermis Wurzelhaare gebildet haben und so eine sehr
grofle Oberflache bilden.

Bis zum Messzeitpunkt erreichten die Wurzeln iiblicherweise eine Lange von 20cm
bis 30cm und der Messbereich lag ca. 4cm unterhalb des Kornes und damit in
der basalen Zone der Wurzel. Hier ist die Epidermis hédufig abgestorben und
abgefallen, und es beginnen sich Seitenwurzeln auszubilden. Oftmals ist unklar,
ob die duflerste Schicht durch Epidermis oder Hypodermis gebildet wird, so dass
gelegentlich allgemeiner von ,,Rizodermis” gesprochen wird.

Monocotyle zeigen i.d.R. kein sekundéres Dickenwachstum, so dass die Wurzeln
ihren endgiiltigen Durchmesser von maximal 1.5mm schon nach der Ausdifferen-

| ) Zone der
) «#’ Seitenwurzelbildung
‘

Y mit Hypodermis als
gf\&, \ﬂf; AuBenschicht
i |

!

Wurzelhaarzone

N — Metaxylem

\ frithes Metaxylem P
und Protoxylem l‘ [
| b Differenzierungszone

Seitenwurzelbildung @ )

. Lt
‘ Hypo@ermls % Wachstumszone mit
Epidermis mit Wurzelhaaren 3 ‘Wurzelhaube

Abb. 4: Schematischer Schnitt durch eine Maiswurzel (verdndert nach [LKB94]). Alle Messun-
gen dieser Arbeit an Maiswurzeln fanden in der Zone der Seitenwurzelbildung statt.
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.. o '&‘.. '.
O— Endodermis mit
Caspary-Streifen
frithes Metaxylem
und Phloem
Metaxylem
Spinecho: Tg = 11.2ms, Tr = 0.52s,
Auflosung = 19.5um x 19.5um Hypodermis

Abb. 5: Links: Ausschnitt aus einem NMR-Mikroskopiebild. Rechts: Lichtmikroskopieschnitt
zum Vergleich. Beide Bilder zeigen den Querschnitt einer ca. 10 Tage alten Maiswurzel, im
Bereich der Nebenwurzelbildung etwa 4cm unterhalb des Korns.

zierung der Gewebe besitzen. Damit bleibt auch der Cortex, der den Zentralzylin-
der umgibt, erhalten und wird nicht durch Wachstum abgesprengt. Bei Grésern
wie Mais und Reis bildet sich insbesondere in Hydrokultur im Cortex das sog.
Aerenchym aus, gasgefiillte Interzellularrdume, die die Versorgung der Wurzeln
mit Sauerstoff unterstiitzen.

Der Zentralzylinder wird vom Cortex durch die Endodermis abgetrennt, deren
Zellen durch den Caspary-Streifen ,,dicht” miteinander verbunden sind, so dass
hier apoplasmatischer Transport stark eingeschrankt ist. In den Zentralzylinder
gelangen Wasser und geldste Substanzen nur durch die Zellmembranen der En-
dodermis.

Auch innerhalb des Zentralzylinders setzt sich der hautpséchlich radialsymmetri-
sche Aufbau fort. Dicht innerhalb seines Randes finden sich .,frithe” Metaxylem-
gefiBe® und Phloemleitbiindel abwechselnd in einem Ring angeordnet. Letztere
transportieren Zucker und Nahrstoffe, die in den Bléttern produziert werden, in
die Wurzeln. Dieser Ring ist in vielen der spéter gezeigten NMR-Aufnahmen zu
erkennen, aber ohne dass eine Unterscheidung zwischen Phloembiindeln und Xy-
lemgefaflen moglich wére. In Ermangelung eines Fachwortes aus der Literatur fiir
diesen Bereich der ringférmig angeordneten Geféfle wird im Folgenden der Begriff
,, Vaskularring” dafiir verwendet werden. Weiter innen befinden sich die auffillig
groflen Leitgefifle des ,,spdten” Metaxylems. Sie iibernehmen den hauptséchli-
chen Wasser- und Nahrstofftransport aus den Wurzeln in die Pflanze. Sowohl in

5 friih” bedeutet dabei, dass dieses Xylem bereits in der jungen Wurzel aktiv ist, vor der
Ausdifferenzierung der groflen Metaxylemgefifie.
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der NMR- als auch der Lichtmikroskopie in Abbildung (5) sind sie deutlich zu

erkennen.

3.3 Pflanzenanzucht und Messbedingungen

Samen von Zea mays wurden in Dunkelheit auf nassem Papier gekeimt, bis die
Wurzeln nach 34 Tagen eine ausreichende Lange (> 3cm) erreicht hatten, um die
Pflanzen auf die Wurzelrohrchen (vgl. 4.4) umsetzen zu kénnen. Ausgehend von
dieser Lange konnten die Wurzeln in die R6hrchen hineinwachsen, die mit einer
nitrathaltigen Nahrlosung [Hew66] gefiillt waren und mit Luft begast wurden,
um die Wurzeln mit Sauerstoff zu versorgen. Mit einer Quecksilberdampflampe
wurden die Pflanzen in einem Tagesrhythmus von 6:00h bis 21:00h mit ca. 800uE
beleuchtet. Die Temperatur betrug 25°C, die Luftfeuchtigkeit 40%. Gemessen
wurde an Pflanzen im Alter zwischen 7 und 14 Tagen.

Die Uberfithrung in den NMR-Tomographen
fand wahrend der Lichtphase statt, was ei-
ne Unterbrechung der Beleuchtung von ca.
15min bis 30min zur Folge hatte. In der
Klimakammer des Probenkopfes herrschte
wahrend der Messungen eine Luftfeuchtig-
keit zwischen 60% und 80%, eine Tempera-
tur zwischen 18°C und 22°C, und die Be-
leuchtungsstiarke im Bereich der Bléatter be-
trug 500p¢E bis 1000pE. Je nach funktio-
nellem Experiment, wurde der Tageszyklus
gleichméfig weitergefiihrt, jedoch mittels ei-
ner [R-gefilterten 12V/50W Halogenlampe
Abb. 6: typisches NMR-Bild: 1 - Nahr-  [Kau98]. Da an den Wurzeln gemessen wurde,

I6sung, 2 - Kapillare, 3 - Vergleichslé-  war eine weitere Begasung des Nihrmediums
sung, 4 - Hauptwurzel, 5 - Nebenwur-

zeln.

nicht méglich. Wahrend der Geratejustierung
hatten die Pflanzen ca. 40min Zeit, sich zu
aklimatisieren.

Abbildung (6) zeigt als NMR-Bild den transversalen Schnitt durch den {iblichen
in dieser Arbeit verwendeten Probenaufbau. Man sieht die Néhrlosung (1) im
Glasrohrchen, das selbst kein Signal gibt. In der N&hrlésung befindet sich eine
Kapillare (2) aus Polyethylen, die ebenfalls mit Nahrlosung als Referenz (3) gefiillt
ist. Diese ist wichtig fiir Experimente, in denen die Nahrlésung um die Wurzel
entfernt oder durch andere Medien ausgetauscht wird. Oberhalb der Kapillare ist
schlieflich die Hauptwurzel (4) zu sehen, sowie rechts zwei Nebenwurzeln (5).
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4 Hardware

4.1 AMX500-Spektrometer

Alle NMR-Experimente wurden an einem AMX)500 der
Firma Bruker Analytische Messtechnik GmbH, Rheinstet-
ten / Karlsruhe durchgefiihrt. Der heliumgekiihlte su-
praleitende Magnet besitzt eine Feldstiarke von 11.75T
(Protonen-NMR-Frequenz 500MHz) und eine vertikale
Bohrung mit 89mm Durchmesser. Hierfiir steht ein Mi-
kroskopiegradientensystem zur Verfliigung, das in alle drei
Raumrichtungen bei maximalem Strom von 30A eine Gra-
dientenstarke von 660mT /m erzielt. Die Bohrung im Gra-
dientensystem bietet 40mm Durchmesser Platz fiir HF-
Spule, Probenhalterung und Probe. Mit dieser Ausstat-
tung sind rdumliche Auflosungen bis zu 15.6%15.6%30.0
pm? erreicht worden [HSBT04]. Mit dem zugehorigen 50W
HF-Sender und der verwendeten Spule (vgl. 4.3) lag die Abb. T AMX500.
Dauer fiir einen 90°-Puls bei 8ms.

4.2 HF-Probenkopf, Klimakammer und Gaswechselmes-
ser

Speziell fir NMR-Untersuchungen an Pflanzen steht fiir das AMX ein Klima-
kammerprobenkopf zur Verfiigung [Kau98, O1t98, KLT*96]. Er enthalt die HF-
Zuleitung und das Ankoppelnetzwerk fiir austauschbar aufsetzbare HF-Spulen
(vgl. 4.3) und dient als Halterung fiir die Probenrohrchen (vgl. 4.4). Der Bereich
um die und oberhalb der Messstelle kann mit einer Réhre, als Verldngerung des
HF-Schirmes, luftdicht umschlossen werden. Siehe auch 4.5.

Im Zusammenspiel mit einer Gaswechselmessanlage XMS400 der Firma Heinz
Walz GmbH, Effeltrich [Hei90], konnen Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Be-
leuchtungsstarke in der Kammer gemessen werden. Durch den Vergleich des ein-
und ausgehenden Luftstroms werden mittels IR-Spektrometrie CO4 -Assimilation
und Transpiration der Pflanze bestimmt.
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4.3 HF-Spulen

Bei den hier vorgestellten Experimenten kamen ausschlieflich zwei
der fiir diesen Probenkopf verfiigharen HF-Resonatoren zur An-
wendung. Hauptséchlich wurde mit einer Helmholtzspule mit 6mm
Radius gemessen, die passend fiir 5mm Probenréhrchen (vgl. 4.4)
entworfen wurde. Da die Probe in Form der Engstelle eines Glas-
rohrchens (vgl. 4.4) nicht axial in einen umschliefenden Resonator

eingebracht werden kann, wéren ein Birdcageresonator oder eine
Sattelspule nur geeignet, wenn sie sich 6ffnen lieflen, was bei den
geringen Abmessungen aber kaum realisierbar erscheint. Trotz des
besseren Fiillfaktors dieser Spulen, die der Zylinderform der Mess-
stelle entsprachen, erscheint somit eine offene Helmholtzspule als einzig prakti-

kable Losung.

Abb. 8: Helm-
holtzspule.

Fiir grofiere Proben (bis #=16mm), die ohne Engstellen lings eingebracht werden
konnen, wurde ein linearer 8-Bein-Birdcageresonator (Durchmesser 20mm und
Beinldnge 20mm) benutzt, der im Rahmen einer Praktikumsarbeit entstand.

4.4 NMR-Wurzel-Rohrchen

Fiir NMR-Messungen an Wurzeln muss eine Moglichkeit gefunden werden, die
Wurzeln ausreichend mit Nahrmedium zu versorgen und gleichzeitig einen mog-
lichst direkten Zugang fiir den HF-Resonator zu schaffen. Um unnétigen SNR-
Verlust zu vermeiden, sollte das Resonatorvolumen das Probenvolumen nur so
weit iiberschreiten wie unbedingt notwendig. Wird das gesamte Nahrlésungsvo-
lumen, der gesamte Wurzelbereich in einen entsprechend grofien Resonator ein-
gebracht, lasst sich zwar die Struktur des Wurzelsystems untersuchen, die Phy-
siologie einzelner Wurzeln aber kaum mehr auflosen (vgl. 9.5). Fiir die senkrechte
Anordnung im AMX erscheint als giinstigste Losung ein Probenréhrchen mit einer
Engstelle, durch welche die Wurzeln hindurch wachsen kénnen. Dieses Konzept
wurde bereits in [Kau98] verwirklicht und im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der
Anwendungserfahrungen entscheidend verbessert:

Die starre ,,Glaswulst”, die das Rohrchen im Probenkopfsockel hielt, wurde einge-
spart. Statt dessen kam ein O-Ring zum Einsatz, der gleichzeitig das Dichtungs-
problem fiir die Gaswechselmessungen 16st und mehr Spiel zur Positionierung
bietet.

Das Volumen oberhalb der Messstelle wurde deutlich erh6ht, auch durch eine
Vergroflerung des Durchmessers, da hier der Raum nicht wie im unteren Bereich
durch das Tragerrohr des Probenkopfes auf 16mm limitiert ist. Damit steht auch
fiir laingere Messungen ausreichend Né&hrlosung zur Verfiigung. Das verhindert
ein Austrocknen des Messbereiches, was durch die Beladungsdnderung zu einer
Frequenzverschiebung des Resonators und einer Verschlechterung der Impedanz-
anpassung fiihrt.
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Abb. 9: Verbesserte Wurzel-NMR-Réhrchen mit grofiem ,,N&hrlésungsreservoir” oberhalb
des Messbereiches. Rechts: zwel Ausfithrungen des Aufsatzes, der das Samenkorn von der
N&hrlésung trennt und damit Schimmelbildung vorbeugt (Details im Text).

Die Glasfritte als unterer Abschluss des Wurzelbereiches und zum Aufsprudeln
der Begasung konnte relativ grob gewéhlt werden, was das Durchflielen der
Néahrlosung ebenso wie die Reinigung erleichtert.

Das Einsetzen der Pflanzen mit Saatkorn in die Nahrlésung fithrte oft zu Schim-
melbildung, die sich auch auf den Wurzel- und Messbereich ausbreitete. Um das
zu verhindern, wurden Aufsidtze aus PE-Folie entworfen, die das Korn oberhalb
des Nahrlosungsspiegels halten und so ein Verschimmeln verhindern. Version a
in Abbildung (9) bietet ein senkrechtes Raster, durch das die Wurzeln in den
Messbereich einwachsen konnen. Version b ist oben durch eine Flache abgeschlos-
sen, deren einzelne Offnung dafiir sorgt, dass ausschlieBlich die Hauptwurzel die
Néhrlosung erreicht und selektiv als einzige die Pflanze versorgen kann.

Neben diesen gliasernen Wurzel-NMR-Rohrchen wurden im Rahmen einer Di-
plomarbeit solche aus Plexiglas entworfen, die der Léange nach in zwei Kompar-
timente geteilt sind. Sie kénnen fiir ,,split-root-Experimente” eingesetzt werden,
bei denen dem Wurzelsystem einer Pflanze zwei unterschiedliche Néahrlésungen
angeboten werden [Sch01].
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4.5 Modulares Probenkopfdesign

Die Probenhalterungen, die fiir Messungen in einem vertikalen Hochfeldmagne-
ten wie dem AMX eingesetzt werden, werden als Probenkoépfe bezeichnet und
enthalten z.B. auch die HF-Leitungen und Anschliisse fiir die Resonatoren. Die
HF-Zuleitung endet haufig in einem Balun®, der als triaxiale A/4-Strecke fiir eine
Symmetrisierung des angelegten HF-Spannungssignals sorgt [CH89]. Das symme-
trische Signal ist fiir die Ankopplung von Quadraturspulen (Birdcages) nahezu
unerlasslich; auflerdem dient der Balun als Mantelwellensperre. Ein Ankoppel-
netzwerk, das zumeist kapazitiv fiir eine Impedanzangleichung des Resonators
auf die iiblicherweise 5082 der Zuleitungen sorgt (sog. ,,Match”) und ebenso ei-
ne Feinabstimmung der Resonatorfrequenz zulasst (sog. ,,Tune”), wird haufig
ebenfalls mit im Probenkopf integriert. Die Kombination aus einer HF-Leitung,
dazugehorigem Balun und Ankoppelnetzwerk fiir eine bestimmte Frequenz wird
innerhalb eines Probenkopfes als Kanal bezeichnet.

Bei 40mm Innendurchmesser des Gradientensystems und 5mm durchmessenden
Proben finden in tiblicher Bauweise maximal vier Kanéale in einem Probenkopf
Platz. Diese Anzahl reduziert sich, sobald grofiere Proben beriicksichtigt oder
andere Vorrichtungen oder Zuleitungen im Probenkopf bendtigt werden. Bei der
Anschaffung oder dem Bau eines Probenkopfes muss man sich daher anhand
der moglichen Einsatzgebiete genau iiberlegen, fiir welche Frequenzen und damit
Kerne man Kanéle vorsieht, und bleibt dann auf diese beschrankt. Im derzeit
verfiigharen Klimakammerprobenkopf fiir das AMX konnten beispielsweise ne-
ben den Klimazuleitungen nur zwei HF-Kanéle untergebracht werden, die fiir die
Messung von 'H und **Na abgestimmt sind (Siehe auch 4.2). Messungen von
z.B. Phosphor oder 'H in Quadratur sind damit ausgeschlossen worden. Um sol-
chen Einschrénkungen in Zukunft zu begegnen, wurde in Zusammenarbeit mit
einer zeitgleich angefertigten Dissertation iiber NMR-Hardware [Beh08] ein neues
Konzept [KB05, BKHJO08] entwickelt und umgesetzt. Die Grundlage hierfiir bil-
det die Idee eines modularen Aufbaus, bei dem einzelne Kanile dem Probenkopf
hinzugefiigt bzw. zu einem Probenkopf zusammengesetzt werden kénnen.

Die erste realisierte Ausfithrung wurde fiir das Mikroskopie-Gradientensystem ei-
nes Bruker Avance 750 WB Magneten konstruiert, dessen innere Geometrie sich
lediglich in der Entfernung des Isozentrums von der Bohrungséffnung mit 642mm
gegeniiber 545mm vom AMX unterscheidet. Dieser modulare Probenkopf wur-
de fiir Spektroskopieanwendungen ausgelegt. Fr lasst daher den gleichzeitigen
Einsatz von 4 HF-Kanélen zu und bietet in seiner Achse Platz fiir 5mm Pro-
benrohrchen. Es stehen zwei 'H-Kanile fiir einen méglichen Quadraturbetrieb
zur Verfiigung und je ein weiterer, abgestimmt auf *'P, **Na, 1°C, 1°F, sowie 2D.
Letzterer ist primér als Frequenzlock ausgelegt [Beh08]. Ein achter Kanal ohne
Balun, d.h. auch ohne Frequenzfestlegung, ist z.B. fiir >*K vorgesehen, fiir welches

bei 17.6T und somit 35MHz die Lange der A/4-Strecke etwa 1685mm betragen

Skurz fiir engl. ,,balanced to unbalanced”
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und die Baulédnge des Probenkopfkanales iibersteigen wiirde.

Abb. 10: Modularer 4-Kanal Probenkopf fiir
Avance 750 WB. Sockel mit einem konnektier-
ten und drei weiteren Kanalmodulen.

Seite 26 zeigt den schematischen Auf-
bau des Konzeptes anhand dieses Pro-
benkopfes und Abbildung (10) ein Fo-
to der gefertigten Komponenten. Ein
zylindrischer Sockel dient als Basis fiir
die Kanalmodule, die als 90° Kreis-
segmente realisiert sind. Der mechani-
sche Trager jedes Moduls ist ein inne-
res 90° Segment aus Kupferrohr, das
mit zwei Seitenwadnden aus Kupferblech
hart verlétet wurde. Damit ist auch eine
gute Abschirmung der Kanéle unterein-
ander gegeben. Stabilisierung bieten in
verschiedenen Ebenen eingefiigte Kup-
ferscheiben. Nach auflen erfolgt die HF-
Abschirmung durch ein umschlielendes
Kupferrohr, das auch zur Stabilisierung
und mechanischen Fixierung der einge-
setzten Kanéle dient.

Der Auflenleiter der HF-Leitung aus Semi-Rigid-Kabel und der Balun sind iiber

ihre gesamte Lénge leitend mit dem geviertelten zentralen Tragerrohr verbunden,

um eine gleichméaflige Erdung zu gewéhrleisten und den Aufbau von Potential-
differenzen zu verhindern. Der Anschluss an die weitere HF-Leitung im Sockel

Abb. 11: 'H-FLASH Bild eines Kontrastphan-
toms mit Gd-DTPA, TR=100ms, TE=1.9ms,
FOV=12mm x 12mm, 128Pkt x 128Pkt,
Schichtdicke 1.0mm, 32 Mittelungen.
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Abb. 12: ”fault locations” Signalreflexionen in
Koaxialleitung. Marker 1 - BNC-Buchse, Mar-
ker 2 - MCX-Buchse
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Abb. 13: Modulares Probenkopfdesign fiir 4 Kanéle, schematische Darstellung.
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erfolgt iiber einen MCX-Stecker”. Durch den Sockel fithrt ein RG178 Koaxialka-
bel zu den BNC-Buchsen, an denen die HF-Leitung vom Sender respektive zum
Empfanger angeschlossen wird. Im Bereich des massiven Kupfersockels selbst ist
das Kabel abisoliert, um auch hier eine gleichméfige Erdung zu erzielen.

Um Zugrift auf die regelbaren Kondensatoren im Ankoppelnetzwerk zu haben,
werden durch jeden Kanal zwei Stabe gefiihrt, die {iber einen Kupplungsmecha-
nismus mit ihrer Fortfiithrung im Sockel verbunden werden. Eine Federlagerung
im Sockel sorgt dabei fiir ein gleichméfBiges Finrasten der Kupplung sowie den
notigen Spielraum fiir das Aus- und Einschrauben des Dielektrikums der Dreh-
kondensatoren.

Mit einem Agilent 8712ET Network-Analyzer wurde eine ,.fault location” Be-
stimmung durchgefithrt. Das Gerdt misst dabei die Stiarke der Signalreflexionen
auf dem Leitungsweg und stellt sie abhéngig vom Abstand zu sich selbst dar.
Wie Abbildung (12) zeigt, tritt die starkste Storung am Anschluss der Signal-
leitung an der externen BNC-Buchse auf (Marker 1). Die durch den modularen
Aufbau zusatzliche interne Verbindung zwischen Sockelleitung und Kanal mittels
MCX-Steckern (Marker 2) stellt mit -26.6dB eine deutlich geringere Stérung dar.
Zur Uberpriifung der Funktiona-
litdt im Zusammenspiel mit dem )
Avance 750 WB wurde mit ei- T
nem der 'H-Kanile ein FLASH- i

Bild aufgenommen, das in Abbil-

Kanalmodul (Querschnitt
schematisch)

Semi-Rigid-Koaxialleiter | Balun
Regelstabe fir Drehkondensatoren
dung (11) zu sehen ist. Es zeigt ein Kupterfotie
wassergefiilltes 10mm-NMR-Ro6hr-
chen, welches als ”Strukturphan-
tom” ein weiteres wassergefiilltes
Smm-NMR-Rohrchen enthalt. Dar- HF-Signalleitung

in befinden sich drei Kapillaren

Sockel (Aufsicht schematisch) mit
Kanalmodul

mit je 0.lmmol/l, 1.0mmol/l und Kuppiungen fGr

10mmol/l Gd-DTPA-Lésung. Auf- Regelstabe

grund der hohen Suszeptibilitét er-

scheint die Losung mit 10mmol/l

Gd-DTPA in Richtung des Aus- Luftleitungen

lesegradienten verschoben. Fiir die Durchfthrungen fir Klimasensorik, Lichtleiter

Umsetzung des modularen Proben-

kopfkonzeptes in einem Klimakam- Abb. 14: Modulares Konzept fiir Klimakammer-
merprobenkopf fiir das Avance 750 probenkopf.

WB Spektrometer liegen bereits er-

ste Konstruktionszeichnungen vor. Aufgrund des héheren Probenplatzbedarfs ge-
geniiber der Spektroskopieausfithrung gehen sie von einer 120° Aufteilung mit zwei
wechselbaren verfiigharen HF-Kanélen aus (vgl. Abbildung (14)). Ein Drittelseg-
ment wire ebenso wie ein zentrales Tragerrohr fest mit dem Sockel verbunden und

wiirde die Luftleitungen sowie Anschliisse fiir Klima- und Lichtsensoren enthalten

" MICROAX-Verbinder” bzw. ” Mikrominiatur-Koaxialverbinder” 50 der Firma Suhner
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(vel. [Kau98]).

Fiir die Kanile wire hier auch eine massive Ausfiithrung, beispielsweise aus POM?,
denkbar, in die HF-Leitung mit Balun und Durchfithrungen fiir die Regelstdbe
als Nute eingelassen sind. Als Abschirmung kénnte in diesem Fall Kupferfolie
dienen. Eine solche Umsetzung diirfte verschiedene Vorteile mit sich bringen:
mechanische Stabilitdt, dauerhaft genaue AuflenmaBe verglichen mit den geldte-
ten Seitenwanden, unempfindlichere da kompaktere Kanéle im nicht eingesetzten
Zustand.

8Polyoxymethylen
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Abb. 15: Bildstorungen aufgrund der Suszeptibilitdtsspriinge in Pflanzenwurzeln und ih-
re Abhéngikgeit von der Echozeit in FLASH-Sequenzen. Links: Tr=12.9ms, Tg=>5.8ms,
FOV=5.6mm x 5.6mm, 256Pkt x 256Pkt. Rechts: mit minimierter Echozeit, Tp=10.7ms,
Tgp=2.1ms, FOV=5.0mm x5.0mm, 256 Pkt x 256Pkt.

5 NMR-Methoden

Im Folgenden werden die NMR-Bildgebungs-Sequenzen vorgestellt, die im Rah-
men dieser Arbeit eingesetzt wurden. Einzig fiir die Flussbildgebung konnte dabei
auf eine am Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5 etablierte Sequenz zuriick-
gegriffen werden. Alle weiteren wurden am AMX neu implementiert und fiir
die Mikroskopie an Wurzeln optimiert oder génzlich neu entwickelt. In diesem
Rahmen wurde z.B. der Einsatz sog. ,,Blips” fiir Turbospinechos untersucht, ei-
ne 3D-Turbospinecho-Sequenz geschrieben und eine T}-Sequenz als Hybrid aus
Gradienten- und Turbospinecho entwickelt.

5.1 Sequenzauswahl fiir die Bildgebung an Wurzeln

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Durchfithrung von funktionellen Studien sind
kurze Akquisitionszeiten fiir die gewiinschten Bilder und Parameterkarten, um
in Zeitreihen die Verdnderungen in der Physiologie der Pflanzen beobachten zu
kénnen. Fine der schnellsten Bildgebungssequenzen steht mit dem sog. FLASH
[HFM*86] zur Verfiigung. Diese Gradientenechosequenz basiert auf einem kleinen
Flipwinkel des Anregungspulses, so dass ohne eine lange Relaxationsdauer abzu-
warten stets Longitudinalmagnetisierung fiir eine weitere Anregung (den néchsten
k-Raum-Schritt) zur Verfiigung steht.

Wie bereits in Abschnitt 2.4.1 ausgefithrt, ist der exponentielle Abfall der Sig-
nalstarke mit der Echozeit bei Gradientenechosequenzen von der Zeitkonstanten
T3 abhéngig. Bei Proben mit extrem kurzen T3-Zeiten, wie in Pflanzenwurzeln



30 NMR-Methoden

(vgl. 5.5), fithrt dies zu starkem Signalverlust. Abbildung (15) zeigt links das Er-
gebnis eines FLASH-Experimentes mit Tg=>5.8ms Echozeit. Besonders der Be-
reich des Cortex’ ist aufgrund der starken Suszeptibilitatsspriinge zwischen Zellen
und Aerenchym nicht mehr erkennbar. In der Literatur wurde fiir hochaufgeloste
Aufnahmen von Wurzeln daher teilweise mit Vakuuminfiltration gearbeitet, um
die Luftraume des Aerenchyms zu fiilllen [CLL*87]. Fiir in vivo Experimente
und die hier vorgenommenen funktionellen Studien erscheint ein solcher Fingriff
jedoch ungeeignet.

Um den Effekt zu reduzieren, wurde fiir das AMX ein optimiertes FLASH-Ex-
periment mit minimierter Echozeit (Tg=2.1ms) implementiert. Wie im rechten
Bild zu erkennen, kénnen dadurch derartige Stérungen deutlich reduziert wer-
den. Um Hardwarebeschrankungen, besonders der maximalen Gradientenschalt-
dauer pro Zeit (,,Dutycycle”), Rechnung zu tragen, mussten dafiir an anderen
Stellen im NMR-Programm Delays eingefithrt werden. Das fithrte zu einer deut-
lichen Verlangerung der Gesamtaufnahmedauer (ca. Faktor 4 bei gleicher Anzahl
Mittelungen). Daneben bleiben auch bei minimierter Echozeit in vielen Proben
Suszeptibilitédtsstorungen sichtbar. Zusammen mit weiteren Folgen dieser Opti-
mierung, wie hoher Sweepweite (Frequenz der Punkteabtastung bei der Signal-
aufnahme), ,,vorgezogenem Echo” (die k-Raum-Mitte wird bereits nach einem
Viertel der Aquisitionsdauer durchlaufen), erschienen Gradientenechos fiir NMR-
Bildgebung an Pflanzenwurzeln, bei den gegebenen Rahmenbedingungen, in den
meisten Fallen als ungeeignet.

Daher wurden im weiteren Verlauf der Arbeit ausschliefllich Spinechosequenzen
eingesetzt. Um trotzdem eine ausreichende Zeitauflosung fiir die funktionellen
Experimente zu gewahrleisten, wurden dabei weitestgehend Turbospinechos rea-
lisiert.

5.2 Turbospinecho Bildgebungssequenzen

Die Grundlagen von Turbospinecho-Sequenzen (TSE) wurden bereits in Ab-
schnitt 2.4.4 dargestellt. Im Folgenden werden die Details der Methoden vorge-
stellt, wie sie im Rahmen dieser Arbeit implementiert wurden. Dabei wurde auch
erstmals eine Moglichkeit untersucht und beschrieben, die Bild-Artefakte, die bei
der Verwendung von sog. ,,Blips” in einer Multi-Spinecho-Sequenz entstehen, zu
reduzieren.

5.2.1 2D-Turbospinecho-Bildgebung

Fir Bildgebung an Pflanzenwurzeln wurde am AMX eine TSE-Sequenz imple-
mentiert, die fiir ein FOV von 5mm x 5mm mit maximal 256 x 256 Punkten
optimiert wurde, womit eine maximale Auflésung von 19.5pum x 19.5um erreicht
wird. Die Schichtdicke wurde in den meisten Fallen mit 500um gewahlt. Diese
Voxelform ist an die zu untersuchenden Wurzeln angepasst, die in Léngsrich-
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Abb. 16: Turbospinecho-Sequenz. Die ersten Echos der Echoziige werden fiir die k-Raum-Mitte
verwendet, um ohne mafgeblichen Ts-Abfall maximale Signalintensitidt im Bild zu erhalten.
Feine Strukturen und scharfe Kanten werden dadurch stidrker Ta-gewichtet. Wird der ganze
Echozug identisch phasenkodiert, also nur der grau hinterlegte Phasengradient geschaltet, ergibt
sich die CPMG-Sequenz mit dem eingezeichneten To-Abfall, die fiir die To-Karten verwendet
wurde.

tung wenig Strukturschwankungen aufweisen. Trotz einer hohen Auflésung in
der Ebene steht somit ein grofies signalgebendes Voxelvolumen zur Verfiigung.
Die hierbei erreichbare Echo- und Interechozeit betrug 9.1ms. Ein Vergleich mit
den T,-Zeiten zwischen 20ms und 60ms in den Pflanzenwurzeln und bis etwa
100ms in der Nahrlosung (vgl. 5.4) zeigt, dass die urspriingliche Signalstarke
beim 4. Echo im ungiinstigsten Fall auf ein Sechstel und im giinstigsten auf gut
die Hélfte abgefallen ist. Fin Echozug mit mehr als 8 Echos erscheint hiermit
nicht praktikabel.

Dementsprechend wurde die Sequenz segmentiert. Fiir 256 Phasenschritte wur-
den 32 Anregungspulse verwendet und jeweils 8 Echos aufgenommen (16 An-
regungspulse fiir 128 Phasenschritte). Die jeweils ersten Echos dieser Echoziige
wurden fiir die mittleren Phasenraumzeilen kodiert, um die maximale Signal-
intensitat mit minimaler Ty-Gewichtung auszunutzen. Im Sequenzdiagramm in
Abbildung (16) ist diese Methode der k-Raum-Abtastung anhand der dargestell-
ten Phasengradient-Schritte zu erkennen; Abbildung (18)-links zeigt den Weg
durch den Phasenraum wéahrend eines Echozuges.

Eine hundertprozentige B;-Feldhomogenitat ist leider nie gegeben, so dass es in-
nerhalb der Messschicht auch bei idealer Pulsdauer zu Abweichungen von den
idealen 90°- und 180°-Pulsen kommt. Um Bildstérungen hierdurch zu minimie-
ren, wurde der erwédhnte 90°-Phasenshift zwischen Anregungs- und Refokussie-
rungspuls [MG58] verwendet und {iber eine um 180° wechselnde Pulsphase des
Anregungspulses [GOS86] gemittelt.
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Abb. 17: 3D-Turbospinechosequenz.
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Mit der erwdhnten Echozeit und einer Repetitionszeit von 1s ergab sich ein opti-
maler Bildkontrast in den Wurzeln, wie auch anhand der synthetischen Bildkon-
traste in Abbildung (40) nachzuvollziehen ist.

Die Schichtauswahl erfolgt mit einem gauBférmigen Anregungspuls (Dauer 500us),
was zu einem ebensolchen Anregungsprofil fithrt. Der in Abbildung (16) angedeu-
tete Spoiler wahrend des nicht schichtselektiven Refokussierungspulses (Dauer um
20ps) beseitigt den nach diesem Puls auftretenden FID-Anteil.

5.2.2 3D-Turbospinecho-Sequenz

Aus dem 2D-TSE wurde eine 3D-Sequenz entwickelt. Die hauptsichliche Ande-
rung hierfiir besteht in einem zweiten Phasengradienten in Schicht-Richtung, der
in Wiederholungen des urspriinglichen 2D-Experimentes durchlaufen wird. Fir
eine isotrope Auflosung wurden die Werte dieses zweiten Phasengradienten iden-
tisch zum ersten gewahlt. Die Probe geht nach ,.oben” und ,,unten” iiber die
Messebene, fiir die diese Phasenkodierung erfolgt, hinaus. Auflerdem besitzt die
angeregte Schicht keine ganz scharfen Grenzen, sondern erreicht abgeschwécht
auch Probenbereiche auflerhalb der Schicht, wenn Schichtdicke und Phasenko-
dierung rechnerisch exakt gewahlt werden. Dadurch entstehen durch die Fourier-
transformation bei der Bildrekonstruktion Einfaltungen des oberen Probenberei-
ches in den unteren Bildbereich und umgekehrt. Um diese zu vermeiden, wird
die angeregte Schicht rechnerisch um ca. 20% schmaler gewéhlt als dem FOV der
urspriinglichen Ebene entsprechen wiirde.

Daneben wurden folgende Verbesserungen [MWWJ90, GOS86, MG58] durch-
gefithrt, um der hoheren Artefaktanfalligkeit der 3D-Sequenz entgegenzuwirken.
Der Akkumulation von Ungenauigkeiten des 180°-Pulses wird durch einen sym-
metrischen, alternierenden Phasenzyklus begegnet + — —++ — —+. Wihrend des
180°-Pulses werden die Spoiler abgeschaltet, um trotz dessen hoher Bandbreite
Storungen auszuschlieffen. Der Phasengradient fiir die 3. Raumrichtung ebenso
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Abb. 18: Weg durch den Phasenraum (k,-Achse entspricht Phasenkodierrichtung) wahrend
eines Turbospinechozuges. Links: herkémmliche Phasenkodierung mit Phaserewindern. Rechts:
stufenweise Phasenerhohung mit , Blips”; der 180° Puls invertiert dabei jeweils die Phase des
zuvor ausgelesenen Echos.

wie die Dephasierungsgradienten in Ausleserichtung werden nach dem Refokus-
sierungspuls angelegt sowie nach jedem Echo vor dem néchsten Puls zuriickge-
nommen. So wirken diese Gradienten als zusédtzliche Spoiler, sorgen aber viel
mehr noch dafiir, dass sich das System wihrend des Refokussierungspulses am
k-Raum-Ursprung befindet. Sowohl FID-Anteile als auch hohere Echos des Puls-
zuges werden dadurch fiir jedes Echo immer korrekt phasenkodiert. Wie bei den
2D-Sequenzen wird auch hier iiber einen zweistufigen Anregungspulsphasenzyklus
gemittelt.

Die Aufnahme eines Datensatzes mit 128% Voxeln dauert mit einem 8-Echo-Zug
und einem Tpg von 1.092s etwa 70 Minuten. Bei einem FOV von (5mm)? ergibt
sich eine isotrope Auflésung von 40um.

5.2.3 Turbospinecho mit Phasengradienten-,,Blips”

Einer der grofiten Zeitfaktoren, der neben der eigentlichen Datenakquisition (Dau-
er 5.12ms bei 128 Punkten mit 25kHz Samplingrate) die Inter-Echozeit in der
TSE-Sequenz bestimmt, ist die Dauer der Phasengradienten zwischen Echos und
Refokussierungspulsen. Einschlielich der Gradientenrampen miissen hierfiir zwei-
mal 1.43ms eingerechnet werden, verglichen mit etwa 20us fiir den Refokussie-
rungspuls. Da der Anregungspuls mit 500us deutlich kiirzer ist als die Akquisiti-
onszeit, spielt er selbst fiir das erste Echo keine Rolle.

Will man die Inter-Echozeit verkiirzen, um bei gleichen Ty-Zeiten mehr Echos
aufnehmen zu kénnen, ohne durch eine héhere Samplingrate das SNR zu redu-
zieren, oder um die Ty-Gewichtung weiter zu reduzieren, bietet es sich also an,
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bei den Phasengradienten anzusetzen.

Mit ,,Blips” werden kurze inkrementelle Gradientenpulse bezeichnet, auf deren
Grundlage sich zumindest theoretisch kiirzere Interechozeiten realisieren lieflen.
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass es moglich ist, die star-
ken Artefakte zu reduzieren, die beim tatsachlichen Einsatz von Blips in einer
Turbospinecho-Sequenz entstehen. Die theoretischen Grundlagen, Ergebnisse ei-
ner Sequenzimplementation am AMX sowie die Moglichkeiten und Einschrankun-
gen des Verfahrens werden im Folgenden dargestellt.

Abbildung (18) zeigt links den herkémmlichen Weg durch den k-Raum wahrend
eines Echozuges mit Phasenrewindern. Es besteht die Moglichkeit, stattdessen
vor dem ersten Refokussierungspuls den ersten Phasenschritt zu kodieren und
dann Gradientenpulse zu schalten, die jeweils nur den Unterschied zum néachsten
Phasenraumschritt beinhalten. Bei gleicher Gradientendauer liefle sich damit die
maximale Gradientenstérke fiir 8 Echos je Echozug von 90% auf 11% reduzieren
oder stattdessen die Gradientendauer von den oben erwdhnten 1.4ms geratebe-
dingt auf 0.3ms verkiirzen.

Diese relativen Phasengradienten wurden als Erweiterung der Multi-Gradienten-
echo-Methode EPI (Echo Planar Imaging) [Man77] eingefithrt. Sie werden als
,,Blips” bezeichnet und wurden um 1987 erstmals von Rzedzian und Pyket [RP87]
und Doyle, Chapman et al. [DTC*86, CTO"87] beschrieben. Sequenzen dieses
Typs werden als BEST (blipped echo-planar single-puls technique) oder als BEPI
(blipped EPI) bezeichnet.

Die 1990 getroffene Feststellung, dass die Verwendung von Blips fiir Multi-Spin-
echo-Methoden bislang nicht gezeigt wurde [MWWJ90], hat bis heute ihre Giiltig-
keit behalten. Im folgenden soll kurz dargestellt werden, warum das so ist und
wie man den Problemen moglicherweise begegnen koénnte.

Eine unproblematische Anderung gegeniiber der Gradientenechomethode besteht
darin, dass die Refokussierungspulse die Phase invertieren (im k-Raum spiegeln),
d.h. die Blips miissen im Vorzeichen abwechseln.

Daneben erzeugt jeder HF-Puls mit jedem anderen und jeder Kombination der
vorangegangenen Pulse ein Echo [Hen91]. In der tiblichen TSE-Sequenz besit-
zen alle diese {iberlagerten Fchos dieselbe Phasenkodierung, die direkt vor jedem
Echo eingestellt und nach jedem Echo zuriickgenommen wird. Im Falle der ,.ge-
blippten” Sequenz besitzt jedes der {iberlagerten Echos jedoch nur die Phasenko-
dierung, die seit dem ersten das jeweilige Echo verursachenden Puls mittels der
Blips appliziert wurde. Die Magnetisierung, die wiahrend einer Akquisitionspha-
se das Echo formt, enthélt somit neben der gewiinschten auch eine Reihe stark
abweichender Phaseninformationen. Als Folge treten nach der Rekonstruktion
erhebliche Artefakte in Phasenrichtung auf, wie in Abbildung (19-a) zu sehen.
Als Abhilfe wurde nun eine Mittelung {iber verschiedene Phasenzyklen fiir die
Refokussierungspulse entwickelt, so dass sich hohere Echos ausléschen.

Jeder reale 180°-Puls ldsst sich als Kombination aus einem idealen (nur refo-
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Abb. 19: Geblipptes TSE von Maiswurzeln. FOV=6mm x bmm, 128Pkt x 128Pkt, Schicht-
dicke=0.5mm, Tr=1.083s, Tg=9.1ms, 8 Echos. a - ohne Phasenzyklus, b - vierfach Phasenzy-
klus, ¢ - 16-fach Phasenzyklus. Weitere Details im Text.

kussierenden) 180°-Puls und einem neu-anregenden 90°-Puls zusammengesetzt
denken. Beginnend mit

+ 4+ + + o+ o+

als Phasen? der 8 Refokussierungspulse eines Echozuges, erzeugt der 90°-Anteil
mit jedem folgenden 180°-Puls ein Echo. Ein zusatzlicher Echozug mit alternie-
renden Pulsphasen

_|_

_|_

_|_

_|_

+ + + +

+ + + - +

fithrt zu identischer Refokussierung der ,,gewiinschten” Magnetisierung; die Echo-
anteile aus jeweils benachbarten Pulsen sind jedoch um 7 phasenverschoben und
16schen sich bei Mittelung der beiden Echoziige aus. Um die stimulierten Echos
zu eliminieren, die von jeweils drei aufeinanderfolgenden Pulsen verursacht wer-
den, wird dieser Phasenzyklus wiederum verdoppelt und ab jedem dritten Puls

invertiert, d.h. jedes zweite Phasenpaar wird invertiert.

+ + + + + + + + -+ - 4+ - + - +

+ - -+ + - - + - -+ + - - + +
(Der 90°-Anregungspuls wird dabei als erster Puls gezdhlt.) Jetzt erzeugen jeweils
drei Pulse zusammen das zur ersten Halfte des Phasenzyklus’ (die oben gezeigten
2 Pulsphasenreihen) umgekehrte Vorzeichen. Das Ergebnis als Mittelung dieser 4
Phasenzyklen ist in Abbildung (19-b) zu sehen. Verdoppelt man den Phasenzyklus
weitere zweimal, indem die Phase ab jedem 4. und dann ab jedem 5. invertiert
wird, reduzieren sich die Artefakte weiter, wie in Abbildung (19-c) zu sehen.
Einen Uberblick und detailliertere Einfithrung in die Auswahl bestimmter Echo-
anteile in einem Multi-Spinecho-Zug mittels Phasenzyklen gibt z.B. [BM89].

°In der Nomenklatur von Abbildung (18) ist damit +y bzw. -y gemeint.
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Abb. 20: Puls- und Gradientenschema eines Anregungsschrittes (8 Phasenschritte) der imple-
mentierten Ti-Sequenz: Saturation recovery Vorexperiment gefolgt von einem 8 Echo Turbo-
spinecho.

Die hier entwickelte Methode eliminiert zwar die starksten Stérungen, um jedoch

alle zu beseitigen, miisste iiber alle 2° méglichen Kombinationen fiir den 8-teiligen

Phasenzyklus des 8-Echozuges gemittelt werden. Bereits wesentlich eher iiber-

steigt die Gesamtdauer des Experimentes ohne sichtliche Vorteile die Dauer einer

gleichwertigen einfachen Spinechosequenz.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es nicht wie vielfach angenommen grundséatz-
lich unmoglich ist, geblippte Phasengradienten auch bei Multi-Spinecho-Methoden
einzusetzen. Fiir eine praktikable Anwendung bedarf die Methode aber weiterer

Verbesserungen, daher wird im Rahmen der weiteren Arbeit auch auf die iibliche

Phasenkodierung bei Turbospinechobildern zuriickgegriffen.

Der verfolgte Ansatz, der auf einer Mittelung geeigneter Refokussierungs-Puls-

Phasenzyklen beruht, eliminiert sehr gut die starksten Artefakte aufgrund ,nied-

riger” Mehrfachechos. Um ohne Vervielfachung des Zeitaufwandes auch die hé-

heren und zugleich schwacheren Echos zu reduzieren, sollte eine Kombination

mit Konzepten aus anderen Phasen- und Pulszyklen (z.B. auch solchen, die in

,,oteady-State” Bildgebungssequenzen verwendet werden, um héhere Echos zu

vermeiden [ZWN91]), untersucht werden.

5.3 T,;-Karten

Parameterkarten, wie fiir die T;-Werte, werden {iblicherweise erzeugt, indem eine
Reihe Bilder aufgenommen wird, wéhrend der sich der Einfluss des gewiinschten
Parameters auf die Signalstarke kontrolliert verdndert. Kennt man den funktio-
nellen Zusammmenhang, kann pixelweise der Parameterwert durch Fit ermittelt

werden. Haufig kommt dafiir auch in der NMR-Mikroskopie die Methode der Ma-

gnetisierungspraparation [HBKL93] zum Einsatz, bei der ein Vorexperiment die
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zur Verfiigung stehende Longitudinalmagnetisierung mit dem gewiinschten Para-
meter wichtet und direkt anschliefend ein Bild oder ein Phasenschritt eines Bildes
aufgenommen wird. Fiir Ti-Karten gibt es hierbei zwei grundséatzliche Moglich-
keiten: Bei der Methode des ,,Inversion-Recovery” wird mit einem 180°-Puls die
Ausgangsmagnetisierung invertiert (entlang -Z) und nach unterschiedlich langen
Wartezeiten werden die Bilddaten aufgenommen. Beim ,,Saturation-Recovery”-
Experiment zerstort (,,sattigt”) man mittels 90°-Pulsen und jeweils anschlielen-
dem Spoilergradienten die Magnetisierung und nimmt ebenso zu unterschiedli-
chen Zeiten wiahrend der Ti-Relaxation Bilder auf [EA83].

Der Vorteil der ersten Methode ist eine hohere Genauigkeit, da auch der negative
Anteil der Relaxationskurve erfasst wird.
Fiir die funktionellen Studien an Pflanzen-

wurzeln wurde jedoch aus Griinden der Tains
zeitlichen Auflésung die zweite Variante | 39
gewahlt. Gegeniiber ersterer bendtigt man 25
nach Aufnahme der Daten keine Warte- 2.0
zeit zur vollstandigen Relaxation der Ma- 15
gnetisierung fiir die erneute Inversion, son- 10
dern kann direkt mit der Zerstérung der

Restmagnetisierung den néchsten Schritt 0%
beginnen. Die Aufnahmedauer einer kom- 0.0
pletten T;-Karte reduziert sich so minde-

stens auf ein Viertel. Abb.  21:  Maiswurzeln.  Ti-Karte,

Abbildung (20) zeigt das Schema der am FOV=5mm x 5mm, 128Pkt x 128Pkt,
AMX implementierten T;-Sequenz. Ein Tp=8.8ms, Schichtdicke 0.5mm.
Vorexperiment aus zwei 90°-Pulsen mit je-

weils anschliefenden Spoilergradienten und variabler Wartezeit wurde vor dem
Anregungspuls des beschriebenen 2D-Turbospinechos (Abschnitt 5.2.1) eingefiigt.
Zur Sattigung dienten dabei breitbandige Rechteckpulse, ohne Beschrénkung auf
die zu wiahlende Schicht, um durch ggf. im Xylem neu einflieBende Magnetisierung
(sog. Inflow-Effekt) die T1-Werte nicht zu verfalschen. Der Abstand §t zwischen
dem letzten Séttigungspuls und dem Anregungspuls der Bildgebung wurde in
12 Schritten von 8.7ms bis auf 4.0s erh6ht. Durch den Fit der beschreibenden
Relaxationsfunktion

S(8t) = So(1 — e~5/T) (7)

in jedem Bildpunkt wurden die Ty-Karten (Abbildung (21)) ermittelt. Als zwei-
ten Parameter aus diesem Fit erhélt man die ,,Ausgangssignalstérke” Sy, die
abgesehen von mehr oder weniger starken Gewichtungen (mit z.B. Ty wahrend
der Echozeit Tg=T,; p=8.78ms) in der Hauptsache die Ausgangsmagnetisierung
My wiedergibt. Abbildung (23) im Abschnitt 5.4 zeigt eine solche Parameterkarte
und den Einfluss von T; auf deren Werte, der im selben Abschnitt auch disku-
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tiert wird. Es ldsst sich feststellen, dass Sy als gute Naherung fiir die Spindichte
verwendet werden kann. Da ihre Finheit ziemlich beliebig und von der Empfangs-
kette des NMR-Gerats abhédngig ist, werden Spindichtekarten fiir quantitative
Aussagen stets auf eine bildinterne Referenz normiert. In den spéter gezeigten
Messungen wurde dafiir die Signalstérke in einer mit N&hrlosung (vgl. Anhang
Seite 139) gefiillten abgeschlossenen Referenzkapillare herangezogen.

5.4 Ty-Karten

T,-Karten wurden mit einer CPMG-
Sequenz aufgenommen [MG58]. Nach ei-
nem Anregungspuls und dem Phasenko-

T2inms
| 100

go  dierungsgradienten wurde ein Zug von 8
Echos akquiriert, deren Signalstdarke mit
Ty abféllt, wie in Abbildung (16) einge-
40 zeichnet.

Bei den kurzen zu messenden T,-Zeiten in
Pflanzen stellte sich eine Interechozeit mit
T; g=16.5ms als geeignet heraus, um mit
8 Echos den mafigeblichen Verlauf des Ts-
Abb. 22: Maiswurzeln, To-Karte. Mul- Abfalls abzutasten. Ty erhdlt man daraus

tispinecho, FOV=5mm x 5mm, 128Pkt durch Anfitten der Relaxationsfunktion
x 128Pkt, Tp=T; p=16.5ms, Tr=1.7Ts,
Schichtdicke 0.5mm. S(t) =Sy -e T (8)

an die Wertepaare (t;, S;), wobei zu jedem Echo i ein t; =i - T,y gehort. Die
Signalstérke S der einzelnen Echos in einem Echozug ist jedoch nicht allein von T
und damit der Echozeit abhéngig. Sie unterliegt daneben in jedem Echointervall
einem Signalverlust durch ungenaue Pulswinkel der 180°-Refokussierungspulse
und der Diffusionsgewichtung aufgrund von Spoiler- und Lesegradienten [PH92,
EVDVAO9S|. Detaillierter werden solche Prozesse im Abschnitt 7.2 beschrieben.
Das Ergebnis des pixelweisen Fittes ergibt somit eine Karte, mit der sich die
unteren Grenzen fiur Ty abschatzen lassen.

Die Karte in Abbildung (22) zeigt Ty in der Haupt- und den Nebenwurzeln ei-
ner 10 Tage alten Maispflanze. Die berechneten Werte liegen in der Wurzel zwi-
schen 30ms und 60ms, in der Nahrlésung zwischen 80ms und maximal 100ms.
Der im Umgebungsmedium beobachtbare leichte " Ty-Gradient” stammt von ei-
ner schlechten Durchmischung von kurz zuvor nachgefiillter Nahrlésung und ver-
brauchtem Medium zwischen den Wurzeln.

Um die Auswirkung der Ty-Gewichtung auf die Spindichte-Werte 5S¢ nach 5.3 zu
untersuchen, wurde fiir jeden Bildpunkt der T;-Sequenz

S(l) = So/e_TE/T2



5.5 T5-Karten 39

Soinr.E.
1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Abb. 23: Vergleich zwischen Spindichtekarte aus den T;-Daten; Sg ohne; Sy’ mit Te-Korrektur,
Jeweils auf die Signalstédrke der Nahrlosung in der Kapillare normiert. Fiir eine feiner erkennbare
SD-Wertabstufung wurde hier eine Farbdarstellung gew&hlt, deren Skala fiir beide Karten gilt.
Zu Grunde liegende Daten: FOV=bmm x bmm, 128Pkt x 128Pkt, Schichtdicke 0.5mm.

bestimmt. Da die ersten FEchos jedes Zuges fiir die k-Raum-Mitte herangezogen
werden, kann als kontrastbestimmende sog. ,,effektive Echozeit” der Ti-Sequenz
die einfache Echozeit TE=8.78ms eingesetzt werden.

Der Vergleich zwischen So und So” in Abbildung (23) zeigt im korrigierten Bild
erwartungsgeméf leicht erhohte Spindichtewerte fiir die Wurzeln, gegeniiber dem
unkorrigierten. Bei Ty=80ms+3ms im Umgebungsmedium und Ty=40ms+14ms
gemittelt in den Wurzeln ergibt sich zwischen den Korrekturfaktoren e7#/72=1.12
bzw. 1.25 eine im Mittel 10%ige Abweichung. Da ein Spindichtebild auf eine bild-
interne Referenz normiert werden muss, ist diese bildinterne relative Abweichung
auch gleichzeitig der absolute Fehler. Verzichtet man (z.B. aus Zeitgriinden) auf
die Korrektur der Spindichte mittels einer zusédtzlichen Ty-Karte, muss man einen
derartigen Fehler akzeptieren und nétigenfalls diskutieren.

Da in dieser Sequenz die identischen Pulse und Gradienten verwendet werden wie
in der T{-Sequenz, werden bei der eben gezeigten Korrektur des Spindichtewertes
neben Ty auch deren Einfliisse beriicksichtigt. Durch die langere Fcho- und In-
terechozeit ist die Gewichtung ungenauer Pulswinkel etwas geringer und die der
Diffusion etwas starker gegeniiber der T;-Sequenz, insgesamt erhélt man jedoch
eine bessere Fehlerkorrektur fiir die Spindichte aus der Ti-Sequenz, als es mit
einer exakten Bestimmung von Ty moglich wire.

5.5 Tj-Karten

Eine géngige Methode zur zeitsparenden Erzeugung von T3-Karten sind Multi-
gradientenechos. Vor einem Echozug erfolgt einmalig eine Phasenkodierung, so
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Abb. 24: Puls- und Gradientenschema der entwickelten T%-Sequenz. Ein Gradientenecho (mit
variabler Echozeit - Delay 1) wird dreimal mit neuer Phasenkodierung als Spinecho refokussiert.
Delay 2 sorgt dafiir, dass fiir jedes der 12 verschieden T%-gewichteten Bilder die Repetitionszeit
eines Anregungsschrittes konstant bleibt.

dass alle Echos eines Zuges jeweils dieselbe k-Raum-Zeile ergeben, jedes aber
aufgrund der zunehmenden Gesamtechozeit eine andere T3-Gewichtung besitzt.
Die Schrittweite dieser T3-Wichtung ist jedoch auf die relativ lange Interechozeit
des Gradientenechos beschrankt, die sich hauptséachlich an der Akquisitionsdauer
orientiert und mit Gradientenschaltzeiten fiir eine entsprechende Mikroskopiese-
quenz am AMX deutlich tiber 1.5ms gelegen hétte. Damit wire das Abtasten des
sehr schnellen T3-Signalabfalls in Pflanzenwurzeln nur bedingt méglich gewesen.
Deshalb wurde fiir die vorliegende Arbeit eine andere Methode entwickelt.

Es wurde eine Reihe von 12 unterschiedlich T3-gewichteten Bildern aufgenom-
men. Die Wichtung erfolgte durch die Variation der Echozeit eines einfachen
Gradientenechos mit Hilfe eines variablen Delays (siehe Abbildung (24)). Die mi-
nimale Echozeit konnte dabei zwar nur auf 1.96ms optimiert werden, der weitere
Verlauf des Signalabfalls jedoch in beliebig kleinen Schritten abgetastet werden,
so dass bereits der zweite Datenpunkt das oben andiskutierte Multigradienten-
echo unterbieten kann. Aufgrund der sehr kurzen T3-Zeiten der Pflanzenwurzeln
wurden 12 verschiedene Gradientenechozeiten gewahlt, beginnend mit 1.96ms,

2.4hms, 2.95ms, 3.95ms bis 129.94ms.

Um die Aufnahmedauer fiir eine T}-Karte zu reduzieren, sollten innerhalb einer
Wiederholung - nach einem 90°-Anregungspuls - insgesamt 4 Phasengradienten-
schritte aufgenommen werden. Damit die 3 weiteren méglichst wenig Signalverlust
aufweisen, werden sie als Spinechozug durch 180°-Pulse erzeugt. Das erste Echo
jedes Zuges wurde, wie bei den anderen implementierten TSE-Sequenzen auch,
wiederum fiir die mittleren k-Raum-Zeilen kodiert.

Auch bei dieser Sequenz wird wieder iiber einen Anregungspulsphasenzyklus
mit wechselndem Vorzeichen gemittelt und die Phase der Refokussierungspul-
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Abb. 25: Wurzel einer 10-Tage alten Maispflanze. Links: Turbospinecho FOV=5mm x 5mm,
256Pkt x 256Pkt, Schichtdicke 0.5mm, 4-Echo-Zug Tg=T; p=9.1ms, Tr=1.046s. Rechts: T%-
Karte, FOV=bmm x bmm, 128Pkt x 128Pkt, Schichtdicke 0.5mm, logarithmische Werteska-
la. Die leicht unterschiedlichen Wurzelpositionen entstehen durch mehrstiindigen Abstand der
Aufnahmen, die scheinbare Wandstiarkendnderung der Referenzkapillare durch den erfolgrei-
chen T3%-Fit von Bildpunkten, die links aufgrund des Partial-Volume Effektes nicht mehr zu
erkennen sind.

se um 7/2 gegen den 90°-Puls verschoben. Bei einer konstanten Repetitionszeit
Tr=0.946s dauerte die Aufnahme einer T3-Karte 24 Minuten.

Die Kombination aus Gradienten- und Turbospinecho erwies sich zwar als zeitspa-
rende Methode fiir die T3-Bildgebung, sie ist aber extrem anféllig fiir Artefakte
in Phasenrichtung, aufgrund von Verschiebungen der FEchos im Akquisitionsfen-
ster, Uberlagerungen verschiedener Phaseninformationen und der Signalabnahme
wahrend des Echozuges mit Ts.

Durch Nachjustieren des Dephasierungsgradienten in Ausleserichtung um -0.3%
gegeniiber dem berechneten Wert, konnte die Position der Echos zwischen erstem
Gradientenecho und den folgenden Spinechos so angeglichen werden, dass die
hieraus verbliebenen Fehler in Phasenrichtung in der Parameterkarte nicht mehr
ins Gewicht fallen. Das Ergebnis dieser Sequenz ist in Abbildung (25) im Vergleich
mit einem hochaufgelosten TSE zu sehen.

Da T3-Karten im weiteren Verlauf der Arbeit nicht fiir quantitative Untersuchun-
gen benutzt werden sollten, wurde kein weiterer Aufwand in die Optimierung
investiert. Das Ziel bei der Entwicklung und Implementation dieser Sequenz be-
stand lediglich in der Abschédtzung und Demonstration der T%-Relaxationszeiten
in Pflanzenwurzeln und einer qualitativen Suche nach moglichen weiteren Ursa-
chen fiir die extrem kurzen Zeiten - neben den Luft-Fliissigkeits-Grenzflachen.
Wie in den vorangegangenen Abschnitten fiir Ty und T, geschehen, sollen an
dieser Stelle die Tj-Charakteristika von Wurzeln und Medium kurz qualitativ
diskutiert werden:
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T,"/ms

Abb. 26: T5-Karten der Wurzeln zweier 2 Wochen alter Maispflanzen, links auf gereinigtem
Wasser, rechts auf Nahrlosung angezogen. (Logarithmische Werteskala) Gradientenecho mit
folgendem 3-Spinechozug, FOV=5mm x bmm, 128Pkt x 128Pkt, Schichtdicke 0.5mm.

Im freien Medium liegt T3 im Mittel bei 0.25540.07s und wird auch durch die
Uberginge zum GefiB oder der Polyethylenkapillare kaum beeinflusst (siehe Ab-
bildung (25)). Auffallig ist die deutliche Reduktion des Wertes in der Umgebung
kleinster Luftblaschen an der Glaswand, die man auch im TSE links in Abbil-
dung (25) gut z.B. am unteren Bildrand erkennen kann. In der Wurzel liegt
T% zwischen 2ms und maximal 20ms. Pflanzen mit ausgeprégterem Aerenchym
haben im Cortex zum Teil so kurze T%-Zeiten (unter 1.5ms) und eine zu geringe
Spindichte, um hier sinnvolle Werte zu erhalten (vgl. Abbildung (26)). Extrem
kurze T3-Zeiten finden sich ebenfalls im Bereich der Rizodermis, die als teils
violetter Ring mit Werten unter 3ms zu erkennen ist.

Ein Vergleich (siehe Abbildung (26)) zwischen den Karten einer in gereinigtem
Wasser und einer in Néhrlosung gewachsenen Pflanze zeigen keine erkennbaren
Unterschiede. Das spricht dafiir, dass hauptséchlich Grenzflichen, wie die des
Aerenchymgewebes, fiir eine Verkiirzung der T3-Zeit verantwortlich sind und ein-
gelagerte paramagnetische Tonen aus dem Nahrmedium (vgl. Anhang Seite 139)
hier, wenn iiberhaupt, eine untergeordnete Rolle spielen. In diesen beiden Bil-
dern stéren wesentlich mehr Nebenwurzeln und Wurzelhaare den T3-Wert der
Néhrlosung als in Abbildung (25).

Durch einen bei diesen Aufnahmen noch nicht optimierten Dephasierungsgradien-
ten in Ausleserichtung erscheinen im linken Bild ringférmige Fitungenauigkeiten
im Bereich der Verschiebungsartefakte, die durch die leicht andere Probengeome-
trie in der rechten Karte nicht auftraten.

Die extrem kurzen T3-Zeiten, die deutlich geringer sind als die mit Mikroskopiese-
quenzen und der vorliegenden Hardware erreichbaren Echozeiten, sind der Grund
fiir die unbefriedigenden Ergebnisse der Gradientenecho-Bildgebung (vgl. Abbil-

dung (15)). Deswegen wurden fiir die funktionelle Bildgebung an Pflanzenwurzeln
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Abb. 27: Puls- und Gradientenschema der Spinecho-Flussbildgebungssequenz. Die Flusskodie-
rung mit Unterdriickung des stationdren Signals findet in Schicht-Richtung, also fiir Fliisse
senkrecht durch die virtuelle Bildgebungsebene statt.

in dieser Arbeit Turbospinechosequenzen als schnelle Mikroskopiemethoden ein-
gesetzt.

5.6 Flussgeschwindigkeits-Karten

Die Aufnahme der in dieser Arbeit gezeigten Flussgeschwindigkeitskarten erfolg-
te mit einer Spinechobildgebungssequenz, der eine Flussgewichtung mittels sti-
mulierter Echos vorangestellt ist; vgl. [BD91, CF90, KKT*98]. Abbildung (27)
zeigt das Sequenzschema mit den relevanten Parametern fiir die Auswertung der
Flussgeschwindigkeit. Uber acht unterschiedlich flusskodierte Bilder wurde die in
[KIKT*98] gezeigte Funktion gefittet, die um einen Diffusionsterm [ST65] erwei-
tert wurde [Kuc96, RZH99b]:

) . 2
sin (27 NGF d Aw) (—47® Gp° D §2(A=5/3))
2r Gp 6 A v

flo) = A (9)

Hierbei bezeichnet

Gr — die Stirke des Flussgradienten in Hz/cm

— die Gradientendauer

— den Mitten-Abstand der beiden Flussgradienten

— die mittlere FluBgeschwindigkeit bei parabolischem Geschwindigkeitsprofil
~2.0-107?m?/s die Selbstdiffusionskonstante fiir freies Wasser

— als weiterer erhaltener Fitparameter die Signalamplitude

bty S >
|

Auf die Wirkung der Diffusion aufgrund von Bildgebungsgradienten wird noch-
mals genauer in Abschnitt 7.2.2 eingegangen.
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Fiir das AMX optimiert, mit einer maximalen Flussgradientenstarke von 75% (des
AMX-Maximalgradienten 660mT/m), wurde die Evolutionszeit der Flusskodie-
rung zwischen den Gradienten auf 83ms gesetzt. Diese Werte sind mit Literatur-
werten fiir Messungen in Pflanzenstédngeln vergleichbar, da sich die Flussgeschwin-
digkeiten in den Wurzeln mit 0.3mm/s bis 1.2mm/s in derselben Gréfienordnung
bewegen.

Alle gezeigten Flusskarten besitzen ein FOV von 5mm x 5mm, mit 128 x 32
aufgenommenen Punkten, die fiir die Fouriertransformation auf eine Matrix von
128 x 128 Punkten aufgefiillt wurden (sog. ,,zero-filling”). Die Echozeit betrug
Tr=10.6ms und die Repetitionszeit Tr=1.1s.
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6 Auswertung radialsymmetrischer Parameter-
strukturen

Zur Auswertung von Parameterkarten biologischer Systeme werden haufig ein-
heitliche Geweberegionen herausgegriffen (segmentiert), um aus den mit Rau-
schen behafteten Parameterkarten einen Mittelwert fiir den interessierenden Ge-
webetyp zu bestimmen. Diese Methode st68t an ihre Grenzen, wenn die Dicke ein-
zelner Gewebeschichten nur noch in der Groflenordnung weniger Bildpixel liegt.
Viele Pixel lassen sich nur anteilig einer der benachbarten Gewebearten zuordnen
und zeigen einen mittleren Parameterwert, was als Partial-Volume-Effekt bezeich-
net wird. AuBerdem liegen moglicherweise graduelle Anderungen der Werte iiber
eine Gewebeschicht hinweg vor.

In radialsymmetrischen Strukturen (wie z.B. Maiswurzeln) kann man ein Pixel
aufgrund seines Radiuswertes einem Gewebetyp zuordnen bzw. festlegen, welchen
Anteil an zwei radial aufeinander folgenden Gewebewerten er besitzt. Durch die
Mittelung nicht einer segmentierten Region, sondern der Pixel, die sich demsel-
ben Radius zuordnen lassen, erhdlt man ein radiales Profil, in dem neben den
Gewebewerten auch deren Uberginge dargestellt sind. Ein solches Profil ist in
Abbildung (28) fiir den Spindichteverlauf in einer Maiswurzel zu sehen. Fiir einen
deutlichen Signal- und Zeitgewinn liefle sich eine exakt radiale Mittelung elegan-
ter mit einer geeigneten NMR-Sequenz erzielen, wie sie in [MJvK*97] z.B. fiir ein
CSI-Experiment zur Untersuchung der Metabolitenverteilung in Pflanzen vorge-
stellt wurde.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten jedoch vor allem auch die von der

Spindichteverlauf in Maiswurzel

Spindichte in rel. Einheiten

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Waurzelradius r in mm

Abb. 28: Links: Ausschnitt aus einer Spindichtekarte mit Querschnitt durch eine 8 Tage alte
Maiswurzel. Rechts: radiales (vgl. Pfeil links) Spindichteprofil; vom Wurzelmittelpunkt nach
auflen wurden die Spindichtewerte gleichen Radius’ gemittelt (vgl. exemplarische gepunktete
Kreise 1 und 2 links). Das Xylem wurde zuvor separat segmentiert.
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Abb. 29: Konturbestimmung. Links: Parameter fiir die mathematische Beschreibung zweier
unregelméBiger geschlossener Kurven. Rechts: Interpolation der Wertezuordnung zwischen den
beiden benutzerdefinierten Kurven. Weitere Details im Text.

radialen Symmetrie abweichenden Strukturen (Xylemgefafie) untersucht werden.
Zudem stand fiir die Aufnahme kompletter 2D-Karten (z.B. der NMR-Parameter
T, und Spindichte) ausreichend Signal und damit auch Zeit zur Verfiigung. Daher
wurden die radialen Verldufe aus diesen Karten bestimmt.

Reale Objekte besitzen selten eine ideal kreisrunde Struktur, was bei einer Mit-
telung entlang konzentrischer Kreise zu einer Verwischung der Gewebegrenzen
fiihrt, die zusédtzlich zum Partial-Volume-Effekt auftritt. Deshalb wurde eine ma-
thematische Methode entwickelt, um Mittelungen entlang von der Kreisform ab-
weichender, aber geschlossener Pfade bilden zu kénnen [KSHJOS].

Es wurde ein Benutzerinterface programmiert, das es ermdglicht, den Kontur-
verlauf zweier markanter Gewebeschichten mit ausreichend vielen dquiangula-
ren Punkten j als Stiitzstellen nachzuzeichnen sowie den Wurzelmittelpunkt zu
markieren (sieche Abbildung (29) links). Als nachgezeichnete Konturen wurden
bevorzugt der Ubergang vom Medium zur Wurzel (im Folgenden mit Index *C’
fiir ,,Cortex” bezeichnet) sowie der Ubergang zwischen Cortex und Zentralzy-
linder (mit Index 7’ fiir ,,Zentralzylinder” bezeichnet) herangezogen. Fiir jede
der beiden eingezeichneten Konturen wird ein mittlerer Radiuswert ¢o.¢ und ¢g z
berechnet, dem alle Punkte auf dieser Kontur zugeordnet werden. Im Folgen-
den wird dargelegt, wie alle Bildpixel im Wurzelbereich je einer interpolierten
,,JKonturlinie” und deren mittleren Radius zugeordnet werden kénnen.

In Polarkoordinaten wird jeder benutzerdefinierte Punkt j durch seinen Winkel a;
und seinen Radius R; bestimmt. Aus diesen R;(«;) lasst sich eine Cos-Sin-Reihe
berechnen, die als mathematisch-geometrische Beschreibung der so bestimmten
Kontur dient.

R(a) = Zk:ck cos(a - k) + s sin(a - k)
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Die Koeffizienten der Reihenentwicklung erhalt man als Real- (¢;) und Ima-
ginérteil (sg) der diskreten Fouriertransformierten der R;(«;). Das erste Element
¢o der Cos-Reihe entspricht, als nullte Naherung der Konturlinie, dem mittleren
(,,idealisierten”) Radius dieser Kontur. Die Bildpixel auf den beiden Konturli-
nien werden jeweils diesen ,idealisierten Radien” ¢y z und ¢g ¢ zugeordnet. Fiir
die Bildpixel A, die abseits der beiden vorgegebenen Konturen liegen, wird ei-
ne Zuordnung zu einem ,,idealisierten Radius” ¢ 4 durch Interpolation erreicht.
Abhéangig von der Winkelkoordinate o4 eines Punktes sind durch den Wurzelmit-
telpunkt und die beiden Konturlinien drei Punkte fiir eine solche Interpolation
vorgegeben. Daher wird die Zuordnung von R4 — ¢y 4 durch ein Polynom zwei-
ten Grades realisiert, das durch die drei Punkte M = (0,0), (Rz(a4),co.z) und
(Ro(aa), coc) festgelegt wird (vgl. Abbildung (29) rechts).

Fiir jeden Kartenpunkt A wird abhangig vom Winkel a4 dieses Polynom und
damit aus dem zugehorigen R4 das cg 4 bestimmt. SchlieBlich wird der Mittel-
wert aller Punkte berechnet, die demselben ,,idealisierten Radius” ¢q_4 zugeordnet
wurden.

Besser als mit einer ,,Mittelung entlang eines Pfades” lésst sich dieses Verfahren
als ,,Morphing” der unregelméfBig konzentrischen Strukturen auf ideale Kreisform
beschreiben.

In Abbildung (30) ist links die Konturkarte dargestellt, die fiir die hier gezeigte
Wurzel aus den benutzerdefinierten Umrissen (vgl. Abbildung (29)) interpoliert
wurde. Rechts zeigt sie das Ergebnis des so erhaltenen Spindichteprofils im Ver-
gleich mit dem Profil, das aus der einfacheren kreisférmigen Mittelung erhalten
wurde (vgl. auch Abbildung (28)). Es ist deutlich zu erkennen, dass besonders

Spindichteverlauf in Maiswurzel
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Abb. 30: Links: Interpolierte Konturkarte. Rechts: ’radiales” Spindichteprofil; vom Wurzelmit-
telpunkt nach auflen wurden die Spindichtewerte der Punkte jeweils gleicher Konturlinien’
gemittelt. Gestrichelt zum Vergleich das Profil der ideal kreisférmigen Mittelung aus Abbil-
dung (28).
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im Bereich des Vaskularringes und dem Ubergang zum Cortex (linke drei Pfeile),
der "Parameterkontrast’ zwischen den Geweberegionen deutlich verbessert werden
konnte.

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle im folgenden beschriebenen funktio-
nellen Untersuchungen an Maiswurzeln auf diese Weise ausgewertet.
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7 NMR-Relaxationsprozesse in Planzengewebe

Zur Untersuchung von Gewebeeigenschaften werden in der Pflanzen-NMR héufig
die Relaxationszeiten Ty und T, betrachtet [VJK91, VARdJ*94, vdWCR*01,
RCCO00]. Neben der Xylem-Flussgeschwindigkeit wurden in dieser Arbeit eben-
falls diese Relaxationszeiten herangezogen, um funktionelle Anderungen in Pflan-
zenwurzeln zu quantifizieren.

Die gemessenen Werte von Ty und Ty hdngen von verschiedenen Gewebeeigen-
schaften, besonders auf zellularer Ebene, ab. Zwar werden in der Literatur die
beteiligten Mechanismen und Effekte oft im einzelnen angefiihrt, eine umfassen-
de Zusammenstellung, besonders der anwendungsorientierten (mathematischen)
Beschreibungen, ist jedoch kaum zu finden. Einzig fiir Ty gibt es eine gute Zu-
sammenfassung der Arbeiten aus der Gruppe um van As in [VA07]. Um eine
Grundlage fiir die Diskussion der Beobachtungen zu bieten, soll im vorliegenden
Abschnitt ein derartiger Uberblick gegeben werden. Es werden daher die Zusam-
menhénge zwischen physikalischen Vorgéngen auf zellularer Ebene und den Re-
laxationszeiten anhand von Informationen aus der Literatur zusammengetragen
und erortert.

Ergénzt wird diese Zusammenstellung durch eigene Untersuchungen zum Verhal-
ten von monoexponentiellen Fits bei der Beschreibung von Mehrkompartiment-
systemen sowie durch Uberlegungen zur Auswirkung der Durchmischung solcher
Kompartimente bei Beschddigung trennender Membranen.

7.1 Relaxationsmechanismen auf molekularer Ebene

Die Spin-Gitter-Relaxation mit der Zeitkonstanten Ty wird in Fliissigkeiten durch
schnell verdnderliche lokale magnetische Felder verursacht (bewegte Dipole), die
zu einem Energieiibertrag und damit einer Anderung des Spinzustandes fiithren

[HIW00].

Die Spin-Spin-Relaxation hat auf molekularer Ebene dieselbe Ursache, jedoch
ist deren funktioneller Zusammenhang mit der Zeitkonstanten T ein anderer, da
hier kein Energieiibertrag stattfindet, sondern die Phasenkoherénz der angeregten
Spins zerstort wird. Fiir das gemessene, in der NMR effektive Ty kommt eine
Reihe weiterer Mechanismen hinzu, die spater erortert werden.

Die (komplexe) Fouriertransformierte der zeitlichen Anderung lokaler Felder wird
,,spektrale Dichte” Sp(w) genannt. Ublicherweise wird als Modell fiir lokale Feld-
fluktuationen die Rotationsdiffusion herangezogen [Can96], somit ein rein ther-
misch begriindeter Prozess. Mit der Korrelationszeit 7., anschaulich in etwa die
Zeit, in der ein Dipol aufgrund der thermischen Eigenbewegung eine halbe Ro-
tation ausfithrt, und B als Mittel der quadratischen Feldstarke der Dipole am
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betrachteten Ort lasst sich der Realteil von Sp(w) darstellen als

Te
Sp(CU) = B 1 + wQTCQ

Die Larmorfrequenz wg eines Spinsystems ist gleichbedeutend mit dem Energieun-
terschied der beiden Spinzustédnde der Protonen im Magnetfeld AE = hv,+ By =
hwy (siehe auch 2.1). Wie stark die Wechselwirkung zwischen Spinsystem und
Umgebung ist, hdangt von der angefithrten Amplitude von Sp(w) fiir wy ab.

Aus dieser Betrachtung lassen sich einige Faktoren nennen, von denen die beob-
achtete Relaxationszeit abhangt:

— von der Feldstérke, da diese wy bestimmt

— von der Temperatur, die die statistische Rotation von Finzelteilchen maf-
geblich bestimmt

von der Viskositiat des Mediums, die ebenfalls einen Einfluss auf 7. hat
— von der Anzahldichte und der Feldstérke vorhandener Dipole.

Mit die wichtigste Dipolwechselwirkung erfahren Kernspins mit gleichartigen
Kernspins, was zur Spin-Spin-Relaxation fithrt und Grundlage der Ty-Relaxation
ist.

Daneben kann es sich bei den wechselwirkenden Dipolen besonders um parama-
gnetische Molekiile bzw. Tonen handeln, die frei oder in Komplexen gebunden in
der Losung vorliegen (Ni**, Mn?*, Gd-DTPA, etc.). Besonders geloster Sauerstoff
kann hieran einen nicht unerheblichen Anteil haben [Can96], der sich zudem mit
verschiedenen chemischen Zustédnden des Sauerstoffes andert [MPR192].

Des Weiteren spielen auch andere dipolare Interaktionen eine Rolle, wie mit den
Kernspins anderer Elemente oder zwischen Kern- und Elektronenspins.

Die leichte Abschirmung der Kernspins vor dem By Feld durch die Elektro-
nenhiillen der Molekiile, die von der chemischen Nachbarschaft des Kernes abhéangt
(die sog. ,,chemische Verschiebung”), beinhaltet eine Anisotropie, die ebenfalls ei-
ne Relaxation bewirkt.

Diese und weitere Mechanismen sind z.B. in [Can96] ausfithrlich dargestellt, zu-
sammen mit der mathematischen Formulierung ihrer jeweiligen spektralen Dich-
ten und Auswirkungen auf T; und T,. Dort wird auch gezeigt, dass sich die
spektralen Dichten verschiedener, gleichzeitig an einem Spinsystem wirkender re-
laxiver Prozesse (Index i) linear kombinieren lassen und sich die Relaxivitaten
Rija = 1/Ti 5, somit addieren:

1 1 1 1 1 1 1 1

= + + + o = + + + o
Tl.ges. Tl.l T1.2 T1.3 T2.ges. T2.1 T2.2 T2.3

Wirken mehrere relaxive Prozesse nicht auf ein vollstdndiges System, sondern
jeweils nur auf einen gewissen Anteil a; der Spins, addieren sich die Relaxivitaten
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anteilmafBig:

1 a;
T, = i bzw. Ryes. = Zi:ai R; (10)

7

Voraussetzung dafiir ist, dass der Austausch der Spins zwischen den verschiedenen
Relaxationsprozessen (bzw. besser: deren Einflussbereichen) sehr viel schneller ist

als die einzelnen Relaxationsprozesse (fiir Ty siehe z.B. [FPD82, BAKS84]).

7.1.1 Paramagneten und Relaxationszeiten

Fiir die erwdhnte Abhéngigkeit des T von der Viskositat n einer Losung, die eine
vorgegebene Konzentration N;,, paramagnetischer lonen enthélt, findet sich in
der Literatur der funktionelle Zusammenhang [BR84, And58]:

1 [(ionnNion

T T
T ist die absolute Temperatur und K,,, eine Konstante, die die dipolaren Eigen-
schaften der betrachteten Paramagneten beschreibt. Man kann ablesen, dass die
Ti-Relaxationszeit kiirzer wird, wenn die Viskositat zunimmt.
Fiir ein Medium, das Paramagneten enthélt, kann man die gemessene Relaxati-
onszeit Ty .55, nach Gleichung (10) aus den beiden Populationen ,.frei relaxieren-
des Wasser”, mit Ty s, und ,,an Paramagneten schnell relaxierendes Wasser”

zusammensetzen. Mit der Konzentration c¢pyrgmagn. kann dies dann geschrieben
werden als

1
Tl.obs. Tl.intr.

[Pri94]. Das konzentrationsbezogene R wird als Relaxivitdt der paramagneti-

+ R- CParamagn. (11)

schen Substanz, also des ,,Kontrastmittels” bezeichnet. Es handelt sich um ei-
ne Konzentration-bezogene Materialkonstante und darf nicht mit den ebenfalls
allgemein als Relaxivitdten bezeichneten reziproken Relaxationszeiten R,=1/T,
verwechselt werden!

Geloster Sauerstoff kann neben seiner Wirkung als Paramagnet auch indirekt
auf die Relaxationszeiten wirken. Geléste Ionen gehen, je nach Oy-Konzentration
im Losungsmittel, verschieden gut Komplexbindungen ein, wodurch sich deren
paramagnetische Eigenschaften dandern [MPR92].

7.2 Weitere Ty-Relaxations-Mechanismen

In ein gemessenes Ty gehen alle Prozesse ein, die fiir eine statistische Dephasie-
rung der angeregten Magnetisierung sorgen, also die Phasenkohdrenz zerstoren,
indem ,,Einzelspins” irreversible Phasen aufgepriagt werden.
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7.2.1 Chemischer Austausch und T,;-Relaxation

Schneller Austausch von Protonen'® zwischen verschiedenen chemischen Umge-

bungen bewirkt eine statistische Variation der Resonanzfrequenz entsprechend
der jeweiligen chemischen Verschiebung.

Dieser Effekt tritt besonders dort auf, wo die Protonen des Wassers mit den
Hydroxylgruppen-Protonen von Zuckern, Starke, Aminosauren o.4. austauschen
kénnen, bei Pflanzenzellen also verstdrkt im Bereich der Zellwand. In Prote-
inlésungen und Gelen [HD90], ebenso wie in Pflanzenzellen [CDM98], ist es dieser
Mechanismus, der Ty am starksten bestimmt.

Neben der Bg-Feldstérke, mit der die chemische Verschiebung skaliert, ist er
auch vom pH-Wert abhéngig, der die Protonenaustauschrate beeinflusst [CDM9S,
KRSDO05].

Bei Messung von Ty mittels einer CPMG-Sequenz (Abschnitt 2.4.3) ist der Bei-
trag Ro.chem.co. des chemischen Austausches'! an der Gesamtrelaxivitit Ry von
der verwendeten Interechozeit T; 5 abhingig, solange die Protonenaustauschzeit
nicht sehr kurz ist gegeniiber T; ; [HD90]. Bei der Variation der Echozeit von
0.1ms auf 10ms finden letztgenannte einen Anstieg von R etwa um den Fak-
tor 5 aufgrund dieses Effektes. Das korrespondiert mit ermittelten Protonenaus-
tauschraten von 1000 bis 2000 pro Sekunde und Proton (siehe z.B. [KRSDO05] fiir
Aminosduren). Verwendet man eine einfache Spinechosequenz mit variierender
Echozeit, ergibt sich somit ein nicht mehr einfach exponentieller Zusammenhang
zwischen Echozeit und Signalstéarke als To-Abfall.

7.2.2 Diffusion und T,-Relaxation

Lokale Magnetfeldgradienten, wie sie an Ubergéngen zwischen Probenbereichen
mit unterschiedlicher Suszeptibilitdt entstehen, sorgen fiir eine ortsabhéngige Zu-
satzphase. In biologischen Objekten entzieht die unbestimmbare Geometrie sol-
cher mikroskopischer Gradienten einer analytischen Betrachtung der Diffusion in
diesen Gradienten die Grundlage. Die irreversible Dephasierung hierdurch wird
somit i.d.R. als Ty-Effekt betrachtet [VARdJ*94].

Der starke Suszeptibilitdtsunterschied zwischen Luft und Wasser bzw. Zellen be-
wirkt besonders in Pflanzengeweben mit vielen Lufteinschliissen einen starken T;-
Abfall. Von [CLL*87] wurden Maiswurzelsegmente mit Wasser Vakuum-infiltriert
und dabei ein Signalanstieg beobachtet, der weit iiber der Spindichtezunahme
durch das Auffiillen des Aerenchyms (mit 5-10 Vol.%) lag. Da die verwendete
Sequenz eine starke Ty-Gewichtung enthielt, wurde dies von den Autoren als
Verldngerung der Ty-Relaxationszeit, aufgrund des Wegfalls der mikroskopischen

10Auch wenn viele der in diesem Kapitel angefiihrten Aussagen allgemein auf NMR-sensitive
Kerne bezogen werden kénnen, soll die Betrachtung weiterhin ausschlieSlich Wasserstoffkerne
betreffen.

Ychemischer Austausch — engl. ,,chemical exchange” als Index fiir die Relaxivitit
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Gradienten, interpretiert.
Auch dieser Beitrag zur Gesamtrelaxivitdt Ry ist nicht unabhéngig von den Fx-
perimentgroflen und proportional zu

RQ.Dif.susz ~ <G2> T22E D

[EVDVA9S]. Die Interechozeit einer CPMG-Sequenz geht hier quadratisch ein
ebenso wie das quadratische Mittel der lokalen Feldgradienten G, die wiederum
direkt proportional zur Bg-Feldstérke sind. D bezeichnet die Diffusionskonstante.

Dieselbe Wirkung wie die proben-
inhdrenten Suszeptibilitdtsunterschie-
de haben die Gradienten eines Bildge-

Echo; 180° Echo i+

bungsexperimentes in Zusammenwir- HF
kung mit der Diffusion, wie bereits in
5.4 erwahnt.
. . Lese- -
Im Zusammenhang mit den Gradi-  gradient -

enten fiir die Messung der Flussge-
schwindigkeit wurde in Gleichung (9)
der Diffusionsabschwachungsterm
(Exponentialterm) aus [ST65]
eingefiihrt. Vergleicht man die Fluss- Abb. 31: Einzelne Interechozeit aus einer Mul-

gradienten aus Abbildung (27) mit tiechosequenz. Relevante Grofien der Diffusions-
abschwichung.

den Lesegradienten in einem Mul-
tiechozug, wie hier in Abbildung (31)
dargestellt, finden sich folgende Entsprechungen fiir die Diffusions-relevanten Zei-
ten: 6 = halbe Lesegradientendauer, A = T, gy — §. Die Starke des Lesegradienten
G'r kann man mit Hilfe der Auflésung Ax und der Akquisitionsdauer AQ auch
schreiben als G = (AQ - Az)~. Mit dem Term exp(—T; g/T2.pif graa) kann man
auflerdem die Diffusionsabschwichung wéhrend einer Echozeit im Sinne einer
Relaxation ausdriicken. Vergleicht man diesen Term mit dem Diffusionsterm, in
dem die oben beschriebenen Gréflen ersetzt wurden, erhédlt man einen Ausdruck,
der die Relaxivitat bzw. die Relaxationszeit fiir die Diffusionsabschwéchung
angibt:

1 A2 52 D 4
R if.grad — - (TZ - _5)
2Dl grad T3 pif.grad AQ? (Ax)* Ti g = 3

Ausfiihrlicher ist dies in [EVDVA9S] erortert. Phasengradienten tragen ver-
nachldssighar zu dieser Abschwichung bei, da sie fiir die signalbestimmende k-
Raum-Mitte minimal sind. Weitere Gradienten, z.B. Spoiler, kénnen als weitere
zur Abschwachung zu multiplizierende und somit bei der Relaxivitat zu addie-
rende Komponenten beriicksichtigt werden.
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Fitergebnis: Amplitude So Ta Fitergebnis: Relaxationszeit T Ts
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Abb. 32: Ergebnisse (links - Amplitude Sg, rechts - Relaxationszeit T) des Fits der mono-
exponentiellen Relaxationsfunktion aus Gleichung (8) {iber theoretische Datenpunkte des bi-
exponentiellen Abfalls aus Gleichung (12) eines Systems, das aus zwei Populationen besteht.
Gezeigt ist, wie sich das Fitergebnis verindert abhingig vom Anteil der beiden Populationen
am Gesamtsystem (wobei A=1-B), fiir T 4=500ms und verschiedene Werte von Tp.

Nach den in 7.1 vorgestellten Mechanismen sollten T; und T in derselben Groflen-
ordnung liegen und in reinem, freien Wasser sogar als identisch angenommen wer-
den kénnen [SVA92]. Festzustellen bleibt, dass chemischer Austausch und Diffusi-
onsabschwéchung mafigeblich dafiir verantwortlich sind, dass sich gemessene T;-
Werte hdufig um mehrere Gréflenordnungen von den T;-Werten derselben Probe
unterscheiden. Bei der in dieser Arbeit hauptsachlich verwendeten Bg-Feldstéarke
von 11.7T liegt Ty im Pflanzengewebe z.B. in der Groflenordung von von 1s und
T, im Bereich 20ms — 200ms.

7.3 Relaxationszeiten und Kompartimentation

In Abschnitt 3.1 wurden Pflanzenzellen vorgestellt und festgestellt, dass sich
pflanzliches Gewebe in drei Hauptkompartimente gliedert: Die extrazellulare Fliis-
sigkeit, das Zytoplasma und die Vakuole. Zellwand und Plasmalemma trennen
dabei den Apoplasten vom Zellinneren und darin die Tonoplastenmembran das

Zytoplasma von der Vakuole (siehe auch Abbildung (3) auf Seite 17).

7.3.1 Multiexponentielle Relaxation

Je nach Volumen und Wassergehalt tragen diese drei Kompartimente verschie-
dene Anteile zum mittleren NMR-Signal bei. Aufgrund ihrer jeweiligen Zusam-
mensetzung besitzen sie unterschiedliche Relaxationszeiten, die man mit Hilfe
multiexponentieller Fits bestimmen kann [SVA92], wenn ausreichend Signal und
Stiitzstellen unter dem Relaxationsverlauf zur Verfiigung stehen. Letztere Auto-
ren finden in Apfelgewebe beispielsweise: T;=1020ms in der Vakuole mit 75.2%,
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T,=190ms im Zytoplasma mit 16.4% und T;=30ms im extrazellularen Medium
mit 8.4% Signalanteil. Diese Anteile variieren zwischen verschiedenen Pflanzen-
und Gewebearten. Haufig wird jedoch nur ein bi-exponentieller Abfall

S(t)y=A- e7tTa 4 pB.e /s (12)

betrachtet und die Indizes A und B entweder zugehérig zu den Kompartimenten
Vakuole und Zytoplasma ([BR84] in Wurzelsegmenten und [ZJ96] in isolierten
Protoplasten) oder Vakuole und extrazellulares Medium [HD90, SSBC78] inter-
pretiert.

Grundsétzlich stellt die Vakuole den grofiten Volumenanteil und damit den do-
minierenden Einfluss auf eine gemessene Relaxationszeit dar.

Will man fiir zeitaufgeldste Untersuchungen die Messdauer kurz halten, wird man
entweder auf raumliche Auflésung oder auf ausreichend Stiitzstellen bei der Abta-
stung der Relaxationskurven verzichten miissen. Somit werden auch in dieser Ar-
beit nur Relaxationsparameterkarten gezeigt, die aus einem mono-exponentiellen
Fit resultieren. Daher wurde anhand von theoretischen Werten untersucht, wel-
che Ergebnisse ein mono-exponentieller Fit {iber biexponentielle Daten liefert und
welche Aussagen sich aus diesen Ergebnissen ableiten lassen.

Fiir ein System aus zwei Populationen A und B wurden mit Gleichung (12) fiir
verschiedene Relaxationszeiten theoretische Datenpunkte erzeugt. Uber diese Da-
tenpunkte wurde mit einem ,,least-squares”-Fit'?, wie er von der verwendeten
Datenverarbeitungssprache IDL zur Verfiigung gestellt wird, die monoexponen-
tielle Funktion Gleichung (8) gefittet. Die Startwerte waren So=1 fiir die Am-
plitude und T=A-T4+B-Tp fiir die Relaxationszeit. In Abbildung (32) sind die
resultierenden Fitparameter in Abhéngigkeit vom Populationsanteil B am Ge-
samtsystem dargestellt. Es zeigt sich, dass man eine Relaxationszeit T erhélt, die
deutlich starker vom ldngeren Wert T 4 beeinflusst wird (vgl. auch [MW89]).

Da die Vakuolen der Pflanzenzellen nicht nur das gréfite Wasservolumen, sondern
nach allen genannten Literaturquellen auch die deutlich léngsten Relaxationszei-
ten (sowohl Ty als auch T;) innerhalb jedes Pflanzengewebes aufweisen, kann
man davon ausgehen, dass diese Modellrechnung hier zutrifft. Man kann also
davon ausgehen, dass man mit einer mono-exponentiellen Modellfunktion stets
die Relaxationszeiten der Vakuole bestimmt. Abbildung (32) zeigt, dass man ab
einem A von 80% das T=T4 um maximal 15% unterschéatzt und auch zwischen
60% und 80% besonders bei grofien Unterschieden zu Tpg kaum mehr als 20%
Abweichung nach unten in Kauf nehmen muss.

Daneben bleibt festzustellen, dass abhéngig von den Membranpermeabilitidten
der Austausch zwischen den Kompartimenten fiir eine Durchmischung sorgt,
wodurch sich die gemessenen Relaxationszeiten ebenfalls beeinflussen. Fiir ho-

12 least-squares” — Es werden, z.B. durch ein Gradientenabstiegsverfahren, die Parameter
einer Modellfunktion gesucht, fiir die sich die kleinste Summe der quadratischen Abweichungen
zwischen Funktion und Datenpunkten findet.
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he Membranpermeabilitdten wird die biexponentielle Relaxation somit in eine

monoexponentielle ibergehen [vdWMV*02].

7.3.2 Kompartimentgrofle

T2-Relaxation und KompartmentgroRe
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Abb. 33: Ta-Relaxationszeiten abhingig vom Zellradi-
us, fiir verschiedene intrinsische Ty und Werte von H
(Relaxationswirkung der Kompartimentbegrenzung).

Innerhalb der Vakuole liegen
relativ wenige geloste Substan-
zen vor, die die Relaxationszei-
ten gegeniiber denen des rei-
nen Wassers deutlich reduzie-
ren kénnten. Am stérksten ma-
chen sich daher die Bestand-
teile der Tonoplastenmembran
bemerkbar sowie die Relaxati-
on auferhalb der Vakuole in
Kombination mit der Diffusi-
on der relaxierten Magnetisie-
rung in die Vakuole hinein. Al-
le daran beteiligten Prozesse
kann man in einer Konstanten
H zusammenfassen, die somit

die relaxive Wirkung der Kom-
partimentbegrenzung (oder Umgebung) beschreibt. In der Literatur [BT79] wird
H als ,,surface sink strength density” bezeichnet. Abhangig von der Grofie eines
Kompartiments ergibt sich die gemessene Relaxationszeit (bzw. die Relaxivitit)

T Ty T,
[vdWCR*01]. Die r; sind die Radien in die drei Raumrichtungen, und T}, ist
die intrinsische Relaxationszeit des Mediums im Kompartiment.

In [vdWCR™01] wurde H fiir das Ty von Stingelzellen von Mais (H=2.8-107°
+ 0.52:107° m/s) und Hirse (H=4.0-10"° 4+ 0.44-107° m/s) bestimmt. H ist
ausschlieBlich linear von der Membranpermeabilitat abhéngig [VAO07]. An der
Membran findet keine Relaxation statt, sondern im Zytoplasma bzw. Interzellu-
larraum relaxierte Magnetisierung diffundiert in die Vakuole hinein. Detaillierter
wird dieser Mechanismus im folgenden Abschnitt betrachtet werden.

Abbildung (33) zeigt die Abhéngigkeit der Ty-Relaxationszeit vom Radius ku-

gelféormiger Zellen fiir verschiedene Parameter dieser Gréflenordung.

als

1 1

Robs — —
Tobs. Tintr.

(13)

Die vorgestellte Korrelation zwischen der Relaxationszeit und den Zellgréfien in-

nerhalb einer Gewebeart wurde ebenfalls fiir Ty festgestellt [RCC00, WRF90].
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7.83.3 Austauschzeiten und Permeabilitat

Wie zuvor angedeutet, ist der Einfluss der Vakuolenumgebung auf die Relaxati-
onszeiten statt als Relaxation an deren Oberfliche genauer als Relaxation in den
umgebenden Kompartimenten zu betrachten, die (relaxierte) Magnetisierung mit
der Vakuole austauschen [SSBCT78]. Es ergibt sich dabei derselbe Zusammenhang
wie beim Austausch zwischen zwei durchmischten Populationen, wie z.B. den
Hydrathiillen paramagnetischer lonen und dem freien Losungsmittel. Abhéngig
vom Mengenverhiltnis zweier Populationen A/B und deren Relaxationszeiten
T 4intr. und Tpg . sowie der Verweildauer 75 in B, die der Austauschzeit mit A

entspricht, ergibt sich [LM64, Gad95]

R N B 14
TA.obs. B TA.intr. A (TB + TB.intr.)

Dabei ist B (< A) die deutlich kleinere Population, A also im Falle des Pflan-
zengewebes die Vakuole. Fiir sehr kurze Austauschzeiten 7 vereinfacht sich dieser
Zusammenhang direkt zu Gleichung (10). Ansonsten gilt fiir die Verweildauer
zweier Populationen: 74 /7, = A/B. Damit kann Gleichung (14) auch umgeformt
werden, wie sie in [SSBC78| angefithrt wird:

R W 1
T4 obs. Taintr. Ta 4 T8(1/78 + 1/TB.intr.)

Der funktionelle Zusammenhang ist im oberen Graphen von Abbildung (34) fiir
verschiedene Relaxationszeiten und Populationsverhéltnisse dargestellt, in Ab-
hangigkeit von 74.

Fiir sehr kurzes Tg ;1. kann der letzte (sog. ,,backflux”) Term auch vernachlassigt
werden, der eine Korrektur fiir die Anteile darstellt, die unrelaxiert von B nach
A zuriickgelangen. Damit ergibt sich die einfachere Beziehung

R B 15)
Thoss.  Taintr. TA

die hdufig in Zusammenhang mit starken Kontrastmitteln verwendet wird, die
ins ZellauBenmedium appliziert werden. Diese Vereinfachung ist oben in Abbil-
dung (34) zum Vergleich als dickerer, grau-gestrichelter Funktionsverlauf gezeigt.
T A.intr. 18t gegeniiber 7 und damit auch gegentiiber Ty ;5. 1.d.R. sehr grof}, so
dass ein ungenauer Wert fiir das intrinsische T4 nur einen geringen Fehler bei
der Bestimmung der Austauschzeit bewirkt. Damit erscheint eine Schétzung des
Wertes von T 4 ;1. durchaus legitim, wie er z.B. in [SVA92] gleich dem Wert fiir
freies Wasser angesetzt wird. Solange kein kurzes Tpg ;.. vorliegt, also insbeson-
dere vor der Zugabe eines Kontrastmittels, kann auch das gemessene T 4 5 als
T 4.intr. herangezogen werden [BR84] oder durch gezieltes Einstellen verschiedener
Tg.intr. €in T4 ine aus Gleichung (14) ermittelt werden [ZJ96].
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Abb. 34: Abhéngigkeit der gemessenen Relaxationzeit T4 in Kompartiment A von der Aus-

tauschzeit 74 mit einem kleinen Kompartiment B, in dem eine schnelle Relaxation mit Tg
stattfindet. A/B bezeichnet deren Volumenverhiltnis. Oben: nach Gleichung (14), dem Modell
aus [LM64, Gad9h, SSBCT78], das allgemein fiir den Protonenaustausch zwischen zwei | Po-
pulationen” unterschiedlicher Relaxivitét gilt. Unten: nach Gleichung (16) dem in [ZJ96] ver-
wendeten Modell fiir Zellen, das gut mit ersterem iibereinstimmt und, wie zu erkennen, auch
nur geringe Abhéngigkeit von den Geometrieparametern zeigt. Vgl. die durchgezogenen Linien
beider Grafen sowie die schwarze, einfach-kurz gestrichelte. Der Funktionsverlauf fiir sphéri-
sche Geometrie ist deckungsgleich mit dem Verlauf fiir die Ausgangswerte und deshalb nicht
zu erkennen.
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In der Pflanzen-NMR wird héufig Mn?* verwendet, um Tg ;¢ s0 weit zu redu-
zieren, dass tiber die Beziehung aus Gleichung (15) die Austauschzeit ermittelt
werden kann. Aus dieser wiederum kann die Permeabilitdt der Zellmembranen,
iiblicherweise interpretiert als die der Tonoplastenmembran, bestimmt werden
mittels

%
ATA

[SVA92, 7J96, BR84]. Dabei sind A und V die Oberfliche und das Volumen
der Zelle respektive der Vakuole. Fiir die Bestimmung von P, kann nach diesen
Gleichungen sowohl T; [BR84] als auch Ty [SVA92] herangezogen werden. Auf
Basis von T ergeben sich fiir Pflanzenzellen Werte, die um einen Faktor 2 bis 3
niedriger liegen als die Permeabilitat, die man aus der hydraulischen Leitfahigkeit
berechnet, die mit Hilfe einer Druckmesssonde bestimmt wurde; auf Ty basierende
Werte liegen dagegen meist um einen Faktor 4 bis zu mehr als einer Gréflenord-
nung hoher [ZJ96, S7782].

Man sieht, dass sich umgekehrt auch die Relaxationszeiten mit der Permeabilitét
dandern kénnen, die von verschiedensten biologischen und biochemischen Ursachen
abhdngen kann. Nach [VKGV00] kann z.B. auch eine Umstrukturierung des Zy-
toskelettes zu einer Anderung der Permeabilitit der Plasmamembran und damit
Verkiirzung der Relaxationszeiten in der Zelle fithren.

Py =

In eine detailliertere Betrachtung der Relaxation in und des Austausches zwischen
zwei Kompartimenten miissen auch deren Abmessungen und damit die Diffusion
einbezogen werden. Ein solches Modell ist z.B. in [BR85, ZJ96] vorgestellt. Der
Zusammenhang zwischen gemessener Relaxation und Austauschzeit 74 lasst sich
dann folgendermaflen darstellen:

1 1 O4 f

= + (16)
TA.obs. TA.intr. VA A /TB.intr./D + TAOAf
ed/\/ DTB.intr. — 1
mit =
f ed/\/DTB.intr. —I— 1
Hierbei bezeichnet zusatzlich
D — die Diffusionskonstante im Kompartiment A
Va — das Volumen von Kompartiment A
O4 — die Oberfliche von Kompartiment A
d — den Abstand benachbarter Kompartimente A, also in etwa die Breite von B.

Der Funktionsverlauf ist fiir verschiedenen Parameter in der unteren Grafik von
Abbildung (34) dargestellt. Fiir einen Vergleich mit Gleichung (14) wurden V4,
O4 und d in Abhéngigkeit vom Volumenverhéltnis A/B und einem ,,Zellradi-
us” r bestimmt, fiir kubische Geometrie, so dass V; = 82, O4 = 247® und
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d =r({/B/A+1 —1) angenommen wurde. Fiir andere Geometrien bleibt die
Abhéangigkeit dieser Groflen untereinander bestehen, lediglich die Vorfaktoren
andern sich, was fiir spharische Volumen und Oberflichen aber zu keiner Ande-
rung des Funktionsverlaufes fithrt, der in Abbildung (34) deckungsgleich mit dem
Verlauf fiir die Ausgangswerte ist. Es ldsst sich auflerdem gut feststellen, dass die-
se Beschreibung fiir kleine Kompartimente in den Verlauf des Populationsmodells
iibergeht.

Verringert sich die Menge des freien Wassers (Population A), wahrend die Mengen
der relaxiv wirkenden Komponenten (geloste Substanzen, Zellwand, Membranen,
Zytoskelett) und des daran relaxierenden Wassers (Population B) konstant blei-
ben, fithrt auch dies zu einer Verkiirzung der Relaxationszeiten [VKGV00]. Dabei
gelten die Zusammenhénge nach Gleichung (14) und Gleichung (16), solange ein
schneller Austausch zwischen den Populationen bzw. Kompartimenten stattfin-
det. Ist dies nicht der Fall, zeigt die Relaxation einen biexponentiellen Verlauf
mit abnehmendem Anteil der langeren Komponente A. Hierbei entsteht bei ge-
mittelter Betrachtung mittels eines monoexponentiellen Fits (aus Griinden wie
in 7.3.1 erortert) ein Abfall der Relaxationszeiten, der gering bleibt, solange A
grof} ist gegeniiber B, fiir kleine A aber sprunghaft zunimmt.

Der bedeutende Unterschied zwischen T; und T fiir die betrachteten Austausch-
prozesse liegt darin, dass diese Relaxationszeiten in Pflanzen um bis zu zwei
Groflenordnungen voneinander abweichen kénnen. Damit unterscheidet sich die
Wirkung der Austauschzeit zwischen zwei Kompartimenten auf die gemessenen
Relaxationszeiten erheblich [ZJ96, BR85]. Typische Austauschzeiten liegen mit
10ms bis 50ms, in Einzelfdllen bis zu 150ms, in der Gréflenordnung von Ty und
sind deutlich verschieden von T;. Betrachtet man Gleichung (15), wird klar, dass
der Einfluss der Austauschzeit auf die langeren T;-Zeiten starker ist als auf T\,
wenn benachbarte Kompartimente mit sehr kurzen Relaxationszeiten vorliegen.

Im Hinblick auf die Interpretation spéter gezeigter Messdaten, soll abschlieflend
der Fall durchgespielt werden, dass sich durch eine Beschddigung des Tonoplasten
Vakuole A und Zytoplasma B durchmischen.

Fiir eine intakte Zelle setzt sich die Relaxationszeit der beiden Kompartimente A
und B nach Gleichung (10) zusammen aus einem Anteil (1 —c4/p) freien Wassers
mit Ty, =2.0s und einem Anteil ¢4, p in verschiedenen Hydrathiillen gebundenen
Wassers mit Tjyq. =1.0ms. Fiir c4=5-10"" ergibt sich als effektive Relaxationszeit
T,4=1.0s in der Vakuole und fiir cg=10"" ergibt sich Tp=10ms im Zytoplasma.

Nach einer Durchmischung beider Volumina mit Anteilen A/B = 90%/10% zu
einem Volumen M = A 4+ B findet sich eine Konzentration der Hydrathiillen-
population mit cpy=10"2, und damit wird Tj;=92ms. Man sieht, dass ein sehr
kleiner Volumenanteil der urspriinglichen Probe, der bei einer globalen Messung
die Relaxationszeit kaum beeinflusst (vgl. Abbildung (32)), nach einer solchen
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Durchmischung die Relaxationszeit erheblich verdndern kann. Selbst fiir eine sehr
kurze Austauschzeit von 10ms zwischen Zytoplasma und intakter Vakuole ergédbe
sich nach Gleichung (14) immer noch eine beobachtete Relaxationszeit von 160ms
fiir die kompletten Zellen — fast das Doppelte der eben berechneten Mischrelaxa-
tionszeit.

7.4 Relaxation und Wassergehalt

Héaufig findet sich ein direkter Zusammenhang zwischen der Spindichte und den
Relaxationszeiten, so z.B. in [JBK87] fiir Ty. Hier wurden die héchsten jeweiligen
Werte in den kleinen Zellen der Leitgeféfle und Epidermis von Geranien gefunden,
die kleinsten Werte im grofizelligen Markparenchym. Daran sieht man auch, dass
der ZellgroBen-Relaxationszeiten-Zusammenhang nicht iiber verschiedene Zell-
bzw. Gewebetypen hinweg betrachtet werden kann. Der unterschiedliche Auf-
bau der Zellen und die verschiedenen Zusammensetzungen der Zellfliissigkeiten
dominieren diesen Effekt. Ein nahezu linearer Zusammenhang zwischen T; und
Spindichte wurde auch in [VJK91] wihrend der Anderung beider Parameter in
Trockenstressexperimenten an Farnstangeln beobachtet.

Nach [VARAJ*94] besteht ein guter Zusammenhang zwischen Ty in verschiedenen
Geweben und dem klassisch bestimmten Wasserpotential. Fiir Ty wird dies auch
von [VJK91] festgestellt.

[IIOM*96] zeigen in Tulpenzwiebeln einen starken Zusammenhang zwischen me-
tabolischer Aktivitdt und der vorhandenen Menge freien Wassers, die tiblicher-
weise aus langen T4-Zeiten interpretiert wird [RCCO00].

7.5 Ubersicht der Relaxationszeit-Abhiingigkeiten

Groflen wie die Temperatur und die Feldstarke bleiben wiahrend eines funktionel-
len Experimentesi.d.R. konstant. So werden die Relaxationszeiten und damit der
Bildkontrast hauptséchlich von den in diesem Kapitel vorgestellten Mechanismen
beeinflusst.

Es lasst sich zusammenfassend feststellen, dass die Relaxationszeiten verkiirzt
werden durch:

— eine Erhéhung der Konzentration paramagnetischer Substanzen

— eine Erhohung der Austauschrate des freien Wassers mit den Hydrathiillen
solcher Substanzen/lonen

— eine Erhéhung der Konzentration von Protonenpopulationen, die in anderen
chemischen Umgebungen andere (sehr kurze) Relaxationszeiten haben

— eine Erhohung des chemischen Austauschs mit solchen Populationen, z.B.

durch Anderung des pH-Wertes
— eine Erhéhung der Viskositét
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— eine Erhohung des diffusionsgetriebenen Austauschs mit Populationen oder
Kompartimenten mit kurzen Relaxationszeiten, z.B. auch durch erhohte
Membranpermeabilitdten

— eine Verringerung der Kompartimentgrofle, die den Einfluss einer relaxie-
rend wirkenden Kompartimentbegrenzung verstarkt.

Ausschliefilich Ty wird weiterhin stark verkiirzt durch:

— eine Erhéhung der Diffusion durch Gradienten an Suszeptibilitétsspriingen
oder Gradienten des NMR-Experimentes

— starkere Suszeptibilitdtsspriinge oder stérkere Gradienten des NMR-Expe-
rimentes

— schnellerer statistischer chemischer Austausch zwischen Umgebungen mit
unterschiedlicher chemischer Verschiebung.
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8 Relaxationsmessung bei freier Diffusion

In Kapitel 7 wurden die Mechanismen dargestellt, die fiir die Ty- und Ty-Werte
verantwortlich sind, die in Pflanzengeweben gemessen werden. Dabei spielen auch
der diffusive Austausch von Magnetisierung zwischen Kompartimenten mit un-
terschiedlichen Relaxationsprozessen eine Rolle. Diese Kompartimente und die
Diffusionswege waren jedoch stets als klein vorausgesetzt gegeniiber einem Volu-
men (z.B. ein Bildvoxel), dessen Relaxationswerte in einem Experiment gemessen
werden. Das bedeutet insbesondere, dass die Ursache fiir einen gemessenen Rela-
xationswert stets im selben Pixel liegt, in dem der Wert bestimmt wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit Relaxation und Diffusion

wurde nun neu untersucht, welche Fol- Bereich (Kompartiment) A Bereich (Kompartiment) B
gen sich in NMR-Bildern und Rela- D -
xationswertekarten ergeben, wenn die Tia Tis
Diffusionsweiten wéahrend der Rela- T e

xation die raumliche Auflésung sol- \/Iyo

cher Karten iibersteigen. Dafiir wur- .

den Relaxation und Diffusion in einer /\r\{\‘
Computersimulation modelliert und

das Verhalten der Magnetisierung am \““\““\““\“"\““\““\‘“‘;““\““\““\““\““\““\““
Ubergang zwischen Bereichen mit un- Sehioht

terschiedlichen Relaxationszeiten be-
rechnet (vgl. Abbildung (35)). Grund- Abb. 35: In den Bild-/Wasserschichten am

Ubergang von Bereichen unterschiedlicher Re-
laxation bewirkt Diffusion eine (Werte-) Mi-
schung.

lagen und FErgebnisse der Simulatio-
nen werden im Folgenden dargestellt.
Im Vergleich mit verschiedenen Mess-
ergebnissen konnte damit auch ein bislang unverstandener Bildkontrast im Zu-
sammenhang mit Pflanzenwurzeln in Néhrlosung erklart werden [KSHJO0S].

8.1 Simulation von Relaxation und Diffusion

Eine kurze Ubersicht zu verschiedenen Ansétzen, die in der Literatur fiir die ma-
thematische Untersuchung von Diffusion bei rdumlich aufglésten NMR-Experi-
menten verwendet werden, findet sich in [NvDVA98]. Auch dort wird, mit einem
analytischen Ansatz, die Wirkung von getrennten Bereichen mit unterschiedli-
chen Relaxationsbedingungen betrachtet. Das Ergebnis waren dabei Aussagen
iiber die Auswirkungen von HF-Pulsen und Feldgradienten auf die Entwicklung
von Phase und Amplitude der Magnetisierung unter Beriicksichtigung der Rela-
xation und Diffusion zwischen verschiedenen Kompartimenten.

Abweichend sollen hier - ebenso raumlich aufgelost - die effektiven Relaxationszei-
ten berechnet werden, die sich unabhéngig vom durchgefithrten NMR-Experiment
ergeben, ausschlielich aufgrund der beteiligten physikalischen Prozesse. Dazu
wurde das im Folgenden beschriebene Comptermodell implementiert.
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Es wird ein Volumen betrachtet, das in einer Richtung (x) aus aufeinanderfol-
genden Bereichen (Schichten) mit frei w&hlbaren Relaxationskonstanten T4(x)
und Ts(x) besteht. Innerhalb der Schichten, entsprechend den Raumrichtungen
(y und z), sind die Bedingungen konstant. Im Volumen ist freie Diffusion mit der
Diffusionskonstanten D méglich.

Die Magnetisierung M setzte sich in jeder Schicht x aus drei verschiedenen Po-
pulationen zusammen:

— M4(x,t) - Angeregt und in Phase (signalgebend)
— Mp(z,t) - Angeregt und dephasiert (nach Ty-Relaxation)
— Mpg(«,t) - Relaxiert (nach T;-Relaxation)

Die absolute Spindichte wurde homogen = 1 angesetzt, so dass unter den ver-
schiedenen M; ,,Partialdichten” zu verstehen sind, und in jeder Schicht x zu jeder
Zeit t gilt: M4+ Mp + Mg = 1. Der Ausgangszustand der Simulation entspricht
(durch einen 90°-Puls) vollstandig angeregter Magnetisierung mit M4 = 1 fiir
jede Schicht x. Die Entwicklung des System wurde {iber 2000 Iterationen beob-
achtet; jede Iteration entsprach einem Zeitschritt von At = 2.0ms.

Der Relaxation mit T folgend verdandern sich bei einer Iteration die Populationen
der Magnetisierung in jeder Schicht wie folgt:

M, = My(x,t)-e AT
M/D MD(J/',ZL)—FMA(J},ZL)-O —e—At/T2)
M]’% — MR(J},t)

Gleichzeitig wirkt T,-Relaxation, so dass sich die neuen Magnetisierungsanteile
nach einem Relaxationsschritt ergeben zu:

My(z,t +At) = MYy -e /N
Mp(z,t + At) = My, - e~ 8N
Mp(z,t + At) = Mp+ (M} + Mp) - (1 — e 2T

Nach der Relaxation wird die Diffusion fiir einen Iterationsschritt durchgefiihrt.
Dafiir werden die aktuellen M;(x) mit einem GauB-formigen Faltungskern ge-
faltet. Das mittlere Verschiebungsquadrat, um das die Magnetisierung bei dieser
Operation bewegt wird, muss der Diffusionsentfernung wahrend des Zeitintervalls
At entsprechen. Daraus ergibt sich der physikalische Abstand Az der einzelnen
Schichten der Simulation. Der exakte quantitative Zusammenhang dieser bei-
den physikalischen Gréflen ist beim Vergleich des spéateren Simulationsergebnisses
aus Abschnitt 8.5 mit Messdaten wichtig. Grundsédtzlich handelt es sich bei der
physikalischen Diffusion um einen Vorgang im dreidimensionalen Raum. Daher
sollten fiir die Berechnung der Diffusionsentfernung die Einstein-Smoluchowski-
Gleichung im Dreidimensionalen und fiir die Magnetisierungsverschiebung eine
Faltung im Dreidimensionalen herangezogen werden. Die untersuchte Geometrie
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besteht jedoch aus einer ,,geschichteten” Abfolge unterschiedlicher Kompartimen-
te, so dass effektiv nur eine lineare Diffusion untersucht wird, woran sich auch
die Ausfiihrung der Simulation in einem Schichtenmodell orientiert. Das wiirde
fiir die Verwendung der mathematischen Zusammenhéange fiir den eindimensio-
nalen Fall sprechen. Im Folgenden soll fiir beide Ansétze der Zusammenhang der
Groflen At und Az berechnet werden, um zu zeigen, dass das Ergebnis identisch
ist und sich sogar durch Projektion aufeinander abbilden l&sst.

Fiir den allgemeinen dreidimensionalen Fall lasst sich ein gaufiférmiger Faltungs-
kern schreiben als:

a3 ay das g a1 dz a3 ay das
k3D = g a1 a2 a1 o aq g a1 a2
a3 @y a1 g a1 dz a3 @y a1

mit ag = 8/64, a; = 4/64, az = 2/64 und a3 = 1/64. Die Normierung mit 1/64
sorgt flir einen Erhalt der Gesamtmagnetisierung. Nach dem Zentralen Grenz-
wertsatz der Statistik konnte man hier jeden symmetrischen Faltungskern wahlen,
dessen Elementezahl klein ist gegen die Anzahl der Schritte der Simulation; in
jedem Fall wiirde man nach einigen Schritten eine Gau-férmige Verteilung er-
halten.

Bei einmaliger Anwendung dieses Kernes, also in einem Zeitschritt At, wird die
Magnetisierung jedes Raumelementes auf die 27 direkt benachbarten (das Ur-
sprungsvoxel mit eingeschlossen) verteilt. Die dabei bewirkte mittlere Verschie-
bung der Magnetisierung kann man aus dem Verschiebungsquadrat berechnen:

dsp = ¢Z a; - (d;Ax)?-n; = 1/6A Ax

Dabei ist d; = /i die Entfernung der Kern-Elemente vom Kern-Zentrum und
ng = 1, ny = 6, ng = 12 und ny = 8 die Haufigkeit dquivalenter Elemente,
sowie Ay = a1 + 4ay + 4as. Ax ist die rAumliche Auflésung der Simulation im
Sinne einer virtuellen Gitterkonstanten bzw. auch der Schichtabstand. Die Ver-
schiebung muss der mittleren Diffusionsentfernung wéhrend des Zeitschrittes At
entsprechen, die fiir den dreidimensionalen Fall nach der Einstein-Smoluchowski-

dsp = V6DAL

Aufgelést nach der raumlichen Auflésung der Simulation Ax ergibt sich

| D
Az = | —At =4.0um (17)
Ay

mit den oben genannten Werten sowie der Selbstdiffusionskonstante fiir Wasser
bei Raumtemperatur (D=2.0 - 107"m?/s).

Die Diffusion in der y-z-Ebene des hier simulierten Diffusionsvolumens ist irrele-
vant, da das beschriebene System in dieser Richtung homogen ist. Daher wird der

Gleichung gegeben ist zu
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Verlauf der Simulation auch nur entlang x ausgewertet und jede Schicht als ein
beliebig in y und z ausgedehntes Element betrachtet. Die Simulation der Diffusion
kann daher auch auf den eindimensionalen Fall reduziert werden. Die Projektion
des gezeigten Faltungskernes auf x (oder y oder z) ergibt

I 1 1
o= (4 4)=(5 3 )

mit dem oben bereits eingefithrten A; und Ag = ap + 4a; + 4a,. Dies ist exakt
der gauBférmige Faltungskern, den man fiir einen Diffusionsschritt im Eindimen-
sionalen ansetzen wiirde. Als mittlere Verschiebung hieraus ergibt sich:

Ip = ¢Z Ai- (d;A2)? - Ny = /24, Ae

(No = 1, Ny = 2). Setzt man dies wiederum gleich mit der Einstein-Smoluchowski-
Gleichung fiir eindimensionale Diffusion

dip = V2DAt

erhdlt man dieselbe Beziehung (Gleichung (17)) fiir die rdumliche Auflosung wie
im dreidimensionalen Ansatz und mit derselben Diffusionskonstanten wiederum
Ax=4.0pm.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Modell ausschliellich fiir die Simulation der
Diffusion zwischen zwei unterschiedlichen Kompartimenten herangezogen, auch
wenn beliebig viele moglich wéren. Abweichend vom Faltungskern wird das Volu-
men an seinen Grenzschichten x=0 und z.B. x=99 (fiir 100 Simulationsschichten)
geschlossen, so dass hier nur diffusiver Austausch mit der inneren benachbarten
Schicht stattfindet und entsprechend 3/4 der Magnetisierung in der Schicht blei-
ben. In beiden Grenzschichten kénnte man eine Akkumulation von zu stark oder
zu gering relaxierter Magnetisierung aus dem jeweils anderen Kompartiment er-
warten. Fs hat sich jedoch gezeigt, dass die Lange des gewdhlten Volumens von
100 Schichten bereits ausreicht, so dass kein wirksamer Anteil der im jeweils
anderen Kompartiment relaxierten Magnetisierung hier ankommt. Im Rahmen
der Simulation entsprechen diese nur einseitig offenen Abschlussschichten somit
einem Kontinuum.

In jedem Simulationsschritt wurden fiir jede Schicht folgende Operationen durch-
gefiihrt:

— Berechnung der neuen Magnetisierungspopulationen nach Ty-Relaxation
— Berechnung der neuen Magnetisierungspopulationen nach T,-Relaxation

— Verschiebung je eines Viertels jeder Magnetisierungspopulation in die an-
grenzenden zwei Schichten.

Nach Ablauf der Simulation kénnen durch Fit von Gleichung (8) iiber M4(x,t)
und Gleichung (7) iiber Mg(x,t) die effektiv beobachteten Relaxationszeiten
Ty(x) und Ty (x) fiir jede Schicht bestimmt werden.
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Abb. 36: Ergebnisse von drei Simulationen der Diffusion von bei x=0 vollstdndig relaxierter
Magnetisierung in ein Volumen mit endlichen Relaxationszeiten. Gezeigt ist der rdumliche Ver-
lauf der effektiv zu beobachtenden Ti- und Ty-Zeiten. Die Beschriftung in den Grafiken gibt
die zu Grunde liegenden Relaxationszeiten im freien Diffusionsvolumen an.

8.2 Relaxation an einer Oberflache

In einer ersten Simulation von 100 Schichten wurden T und Ty tiber alle Schich-
ten hinweg konstant gewahlt. Als Ausnahme entsprach die Schicht x=0 einer das
Volumen begrenzenden Oberfliche, an der eine schnelle Relaxation stattfindet.
Hier vorliegende Magnetisierung wurde in jedem Iterationsschritt vollstandig re-
laxiert, d.h. Mr(0,t + At) =1, Mp(0,t + At) = M4(0,t + At) = 0.

Die effektiven Relaxationszeiten, die sich in Abhangigkeit vom Abstand x zur
,,relaxierenden Wand” ergeben, werden in den Diagrammen in Abbildung (36)
gezeigt.

Im Bereich vor der ,,Wand” ergibt sich ein zunéchst nahezu linearer Anstieg der
jeweiligen Relaxationszeit, der sich dann asymptotisch dem Wert in der freien
Loésung néhert. Die Steigung des Anstiegs ist dabei fiir hohere |, Zielwerte” grofer.
Trotzdem ergibt sich fiir langere Relaxationszeiten der freien Losung ein deut-
lich breiterer Ubergangsbereich. Die Kurve fiir T,=50ms erreicht ihren Endwert
bereits im Abstand von 50um, Ty von 2000ms wird jedoch erst im Abstand von
250pm bis 300um erreicht. Diese Werte liegen in derselben Gréflenordnung wie
die jeweilige Diffusionslénge mit 155um fiir t=2000ms und 24pm fiir t=>50ms,
mit der oben angefithrten Diffusionskonstanten. Genauer wird darauf noch im
Abschnitt 8.4 eingegangen.

Sehr gut ist auch der zusdtzliche Beitrag der Ti-Relaxation auf T, zu erken-
nen, so dass die erreichten Ty-Werte in der rechten Grafik in Abbildung (36)
(95.2ms, 47.6ms, 19.2ms) unter den Vorgabewerten der freien Losung liegen. Zwei
unabhéngig wirkende Relaxationsmechanismen mit T;=1000ms und Ty=50ms
fithren nach Gleichung (10) genau zu dem aus der rechten Grafik ablesbaren
effektiven Ty=47.6ms der mittleren Kurve.
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8.3 Relaxation und Diffusion in diinnen Schichten

Neben der Untersuchung von Pflanzenwurzeln in Néhrlésung sind auch Messun-
gen an weniger homogenen Umgebungsmedien wie z.B. feuchtem Sand interes-
sant. Betrachtet man die Feuchtigkeit als kleine Kompartimente bzw. Wasserfilm
auf den Oberflichen der Sandkoérner, kann man die in Abschnitt 8.2 benutzte
Simulation auch heranziehen, um die Relaxationswerte eines solchen Mediums zu
verstehen. Fiir eine Interpretation z.B. der Feuchtigkeitsverteilung und Umver-
teilung im Bereich von Pflanzenwurzeln im Medium ist ein solches Verstandnis
hilfreich.
Um den in Abschnitt 8.2 gezeigten ortsabhéngigen T, -Verlauf vor einer relaxiv
wirkenden Wand experimentell zu sehen, bedarf es einer ausreichenden Auflésung
in einem Bildgebungsexperiment. Bei geringer Auflésung oder einer globalen Mes-
sung der Relaxationszeiten einer Probe erhdlt man einen Mittelwert des gezeigten
Verlaufs. Mit der in Abschnitt 8.1 vorgestellten Simulation lassen sich auch die
gemessenen Relaxationszeiten in Abhéngigkeit von dem Volumen angeben, iiber
das eine solche experimentbedingte Mittelung erfolgt.
Globaler Relaxationsit Dazu wird der Fit der Relaxati-
1000 ' ' ' onszeiten nicht iber die zeitlichen

M4- bzw. Mg-Verlaufe jeder einzel-

D =20 10° mile nen Simulationsschicht ausgefiihrt,

600 T2 1000ms . sondern Uber die Summe dieser Ma-
-

gnetisierungen aus allen Schichten

Ty inms

400 zwischen der Wand und einer Schicht

x. Das so gewéhlte Intervall [0, ]

200 - _ -

T2 kann man als Dicke eines Wasser-

0 : : : films auffassen, der einseitig von ei-
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Schichtdicke in um ner stark relaxiv wirkenden Ober-

fliche begrenzt wird. Das Ergebnis
Abb. 37: Simulierte Ts- und T;-Relaxationszeiten eines Fits iiber den gesamten Magne-
abhangig von der Dicke eines Fliissigkeitsfilmes
auf einer stark relaxiv wirkenden Oberflache bei
x=0.

tisierungsabfall in diesem ,,Film” er-
gibt dessen global gemessene Relaxa-
tionszeiten. Abhéngig von der Inter-
vallgrenze x ergibt sich so etwa die Abhangigkeit der Relaxationszeiten von der
Dicke des Wasserfilms und damit vom Feuchtigkeitsgehalt. Abbildung (37) zeigt
diese Abhéngigkeit fiir sehr schnelle Relaxation an der Oberfliche bei x=0 und
intrinsischen Relaxationswerten der Fliissigkeit von T1=1000ms und Ty=>50ms.

Der Unterschied zwischen langen und kurzen Relaxationszeiten bewirkt in diesem
Modell, dass Ty bereits nach gut 80um einen relativ konstanten Wert erreicht, T
jedoch iiber die 400pum des Simulationsbereiches hinaus noch deutlich ansteigt.

In [MJK90] wurde ein Zusammenhang zwischen Ty und dem prozentualen Was-
sergehalt von Sand gefunden. Anfangs steigt Ty mit dem Wassergehalt linear an

und flacht sich bei héheren Werten langsam ab (472ms bei 5% bis 1265ms bei 25%
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Wassergehalt). Ty hingegen zeigte keine sichtbare Abhangigkeit vom Wasserge-
halt und bleibt konstant niedrig (zwischen 54ms und 76ms). Die Autoren bleiben
eine Erklarung schuldig. Der Befund entspricht jedoch den in Abbildung (37)
gezeigten Verldufen, wenn Relaxationszeiten in diesen Gréflenordnungen bei der
Durchmischung durch Diffusion zu Grunde liegen. Moglicherweise ist also die
mittlere Wasserfilmdicke auf den Sandkornern verantwortlich fiir die von den
Autoren gemessenen Variationen der Relaxationszeiten. Aufgrund des gezeigten
Diffusionseffektes ergibt sich je nach Filmdicke ein anderes effektiv gemessenes
mittleres T.

8.4 Diffusion und Ortsauflésung der Relaxation

In der Literatur wurde wiederholt festgestellt, dass bei funktionellen Anderun-
gen T wesentlich stérker variiert und deutlicher physiologische Reaktionen der
Pflanzen z.B. auf Stress wiedergibt als T;, dieses jedoch einen deutlich besse-
ren Gewebekontrast mit feiner aufgelosten Strukturen zeigt [RCCO00, ZJ96]. In
den vorigen Abschnitten wurde bereits gezeigt, wie die Diffusion zu einer ,,Ver-
schmierung” der Relaxationszeiten an den Kompartimentgrenzen fithrt. Es stellt
sich die Frage, ob sich dieser Effekt nicht so grundlegend auswirkt, dass dadurch
die rdumliche Auflésung, mit der die Relaxationszeiten kleiner Objektstrukturen
gemessen werden kénnen, limitiert wird.

Betrachtet man die Gréflenordnung, in der Diffusionslangen liegen, wenn man
als Diffusionsdauer iibliche Relaxationszeiten einsetzt, so erhdlt man aus der
Einstein-Smoluchowski-Gleichung im Dreidimensionalen:

Ax = 6DAt = 155um fir At=T,=2.0s
Ax = 6DAt = 35um fir At=Ty,=0.1s

Man sieht, dass z.B. bereits relaxierte Magnetisierung iiber 0.15mm weit in ein
Volumen mit Ty=2.0s hineindiffundieren kann, bevor die dortige Magnetisie-
rung auf 1/e ihrer Signalstarke relaxiert wéare. In iiblichen NMR-Mikroskopie-
Experimenten liegt dies deutlich in der GréBenordnung mehrerer Pixel, so dass
ein sichtbarer Effekt dieses diffusionsgetriebenen Inflows zu erwarten ist. Auf der
Zeitskala einer deutlich kiirzeren Relaxationsdauer, wie in Pflanzen bei T, zu
beobachten, erreicht die Diffusionsldnge entsprechend kiirzere Werte. Ein Inflow-
Effekt, der zu einer Vermischung der Werte fithrt, hidtte hier eine deutlich gerin-
gere Reichweite, die fiir T3=0.1s z.B. nur noch einer Pixelbreite bei der in dieser
Arbeit zumeist verwendeten Auflésung von 39um entspricht.

Die im Abschnitt 8.1 eingefithrte Computersimulation wurde fiir die Simulati-
on eines Ubergangs zwischen Bereichen mit unterschiedlichem T herangezogen.
Dafiir wurden die 100 Schichten in die zwei Bereiche A mit 0<x<33 und B mit
34<x<99 aufgeteilt. Bei x=0 und x=99 wurde das Volumen hinsichtlich der Dif-
fusion geschlossen, ohne gesonderte Vorgaben fiir die Relaxation (vgl. 8.1). T,
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Abb. 38: Effektiv beobachtetes T; an der Grenze zweier Bereiche mit unterschiedlichem T;.
Links bei Variation des Ty im Bereich B gegeniiber einem sehr kurzen T; in A. Rechts wird Ty
im Bereich A gegeniiber einem sehr langen T, in B variiert.

wurde mit 10ms in A und 100ms in B stets konstant gehalten. Insgesamt wur-
den 5 Simulationsrechnungen durchgefiihrt. Dabei wurde einmal T im Bereich A
iiber drei Groflenordnungen variiert gegeniiber einem stets gleichen, langeren T,
in Bereich B; und einmal Ty im Bereich B iiber drei Groflenordungen variiert
gegeniiber dem konstanten, kiirzeren T in A. Die verwendeten Werte finden sich

in Abbildung (38).

Nach der Simulation von 3000 Schritten wurde fiir jede Schicht durch Fit das ef-
fektiv beobachtbare Ty bestimmt. In Abbildung (38) ist das relative T; abhéangig
vom Ort dargestellt. Relativ bedeutet, dass die Nullline jeweils dem niedrigeren
Ty im Bereich A entspricht und die 1-Linie jeweils dem fiir den Bereich B gew&hl-
ten hoheren Wert von T;. Deutlich ist in der linken Grafik zu erkennen, wie der
Ubergangsbereich in B um so breiter wird, je gréBer Ty im Bereich B ist. Der in
Bereich A schnell relaxierten Magnetisierung steht wéhrend der langsamen Rela-
xation in B eine immer ldngere Zeit zur Verfiigung, um nach B hineindiffundie-
ren zu konnen. Setzt man die verwendeten T;-Werte und die Diffusionskonstante
(D=2.0 10~?m?/s fiir Wasser) in die Einstein-Smoluchowski-Gleichung ein, erhilt
man als Diffusionsentfernungen Ax:

Tyinms| 20 200 2000 | 10 100 1000
Axinpm | 155 48.9 154.9 [11.0 34.6 109.5

In der linken Grafik wurden die entsprechenden Diffusionsentfernungen als Di-
stanzen im Bereich B eingezeichnet, bezogen auf die bei 0 gelegene Bereichsgren-
ze. Das jeweils beobachtete effektive Ty hat an diesen Positionen stets denselben
Anteil (etwa 0.93) der Differenz zwischen den T; der beiden Bereiche erreicht.
Dieser Anteil bleibt natiirlich nur solange gleich, wie T; im anderen Bereich (A)
unverindert bleibt. Wiirde der Ubergangsbereich durch ein dort verindertes T,
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weiter oder weniger weit nach A hineinreichen, wiirde sich die Steigung des Uber-
gangs verdndern und damit besagter Anteil. Zu erkennen ist dieser Fall in der

rechten Grafik in Abbildung (38).

Wichtig ist, festzustellen, dass die Breite des Ubergangs in einen Bereich hinein
ausschlieBlich von dessen intrinsischem T-Wert abhangt, nicht vom Unterschied
zwischen A und B. Deutlich wird das anhand der rechten Grafik. Betrachtet man
hier den Verlauf des effektiven T; im Bereich B, liegt er je nach Ty in A etwas
héher oder niedriger, néhert sich aber stets auf dieselbe Weise und bei derselben
Distanz seinem FEndwert.

Bereiche mit unterschiedlichen Relaxationszeiten sind in biologischen Proben wie
Pflanzen zumeist verschiedene Gewebetypen. Zu einem diffusiven Austausch zwi-
schen solchen Bereichen und damit zu einer ,,Verschmierung” der Relaxations-
zeiten kann es natiirlich nur kommen, wenn ein Wasser- und damit Magnetisie-
rungsaustausch moglich ist. Bei den in fritheren Abschnitten zitierten Werten fiir
die Wasserpermeabilitdt von Zellmembranen erscheinen diese kaum als Hindernis
gegeniiber der langreichweitigen freien Selbstdiffusion des Wassers. So kann es
wahrend der langen Ty-Zeiten zu einer deutlichen Durchmischung dieser Werte
an den Grenzen der einzelnen Gewebe kommen. Wie gesehen, reicht die Breite
eines solchen Ubergangs leicht iiber mehrere Pixel hinweg, was eine deutliche
Unscharfe in T;-Karten bewirkt. Auf der anderen Seite konnen besonders scharfe
Kanten in T;-Karten daher auch als Diffusionsbarrieren interpretiert werden.

Im Rahmen der deutlich kiirzeren T,-Zeiten ist kaum eine solche Unscharfe
moglich, die iiber einen Pixel hinausreicht. Zu sehen ist der Effekt z.B. im Ver-
gleich von Abbildung (21) mit Abbildung (22) (Seiten 37 und 38). In der T;-Karte
erscheinen die Gewebegrenzen deutlich verwischt. Ein weiterer auf diesem Kon-
zept basierender Effekt wird in 8.5 diskutiert.

Abschlielend muss noch bemerkt werden, dass die Unschérfe durch diffusions-
verschmierte Relaxationswerte nicht nur Karten der jeweiligen Relaxationszeit
betrifft. Es handelt sich in den Ubergangsbereichen um echte Relaxationsmittel-
werte. Angetrieben durch Diffusion werden die angeregten Teilchen anteilig ihrer
Aufenthaltsdauer dort den Relaxationsmechanismen beider benachbarter Berei-
che ausgesetzt. Diese Mittelwerte gehen in jeden Bildkontrast mit ein. Aufgrund
der Kombination mit anderen Bildkontrasten, die eine hohere Auflésung bieten,
besonders der Spindichte, féllt dies jedoch normalerweise nicht auf. Liegen aus-
schlieBllich ein Ty-Kontrast mit langen T4-Zeiten und ein Ty-Kontrast mit kurzen
Ty-Zeiten vor, bedeutet das, dass feine Strukturen nur sichtbar sind, wenn sie
sich ausreichend in Ty- oder ihrer Spindichte unterscheiden oder wenn Diffusi-
onsbarrieren vorhanden sind. Bei entsprechend langem T, wiirde fiir To-Karten
und Ty-Kontrast dasselbe gelten.
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8.5 Der weifle Ring

In NMR-Aufnahmen von Wurzeln, die sich in Ndhrmedium befinden, werden
die Wurzeln i.d.R. von einem hellen Ring umgeben, wie in der Turbospinecho-
aufnahme in Abbildung (39-a) zu sehen ist. Bislang konnte dieser ringférmige
Bildkontrast weder einem Teil der Wurzel zugeordnet noch durch ein bekann-
tes Phénomen erklirt werden. Mit Hilfe der theoretischen Uberlegungen aus den
vorangegangenen Abschnitten konnte im Rahmen dieser Arbeit die Ursache fiir
diesen hellen Ring gefunden und durch verschiedene Messungen belegt werden
[KSHJO08]. Im Folgenden wird diese Erklarung vorgestellt und gezeigt, dass der
fragliche Bildkontrast auf einer Kombination von Diffusions- und Relaxations-
prozessen beruht.

In Abbildung (39-c) ist das Profil der Signalstarke in der Wurzel als durchgehende
schwarze Kurve dargestellt. Das Profil wurde mit dem in Abschnitt 6 beschrie-
benen Verfahren berechnet, beginnt also links mit dem Wurzelmittelpunkt und
endet rechts mit dem Wert des umgebenden Nahrmediums. Verfilschende Struk-
turen in der Nahrlésung, wie Nebenwurzeln und Referenzkapillare, wurden vor der
Profilberechnung wegsegmentiert. Deutlich ist hier der helle Ring als Maximum

c Profil der NMR-Signalstarke
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Abb. 39: (a) und (b) Turbospinechos einer Maiswurzel, 8 Echos mit Tg=T; p=9.1ms,
Tr=1.083s, Schichtdicke 0.5mm, FOV=5mm x 5mm, 128Pkt x 128Pkt. (a) mit Nihrlésung,
in (b) unmittelbar nach deren Entfernung. Die Pfeile zeigen auf Reste der Nahrlosung. (c) Die
Profile der Signalstérken aus den linken Bildern im Vergleich, radial fiir den Bildbereich der
Hauptwurzel aufgetragen.
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der Signalintensitét bei r=0.66mm zu erkennen. Es ist vom Maximum des dufle-
ren Cortex (bei r=0.53mm) durch die Hypodermis mit geringerer Signalstarke
getrennt.

Es wurden verschiedene Moglichkeiten diskutiert [HKO03], um zu erklaren, warum
die Signalstérke in diesem hellen Ring iiber der des freien Umgebungsmediums
liegt, das bereits die maximale Spindichte bieten wiirde. Eine mogliche Erklarung
ware eine verstiarke Ti-Relaxation, z.B. aufgrund einer Schleimschicht auf der
Wurzel, wie sie sich aus den abgestorbenen Zellen der Wurzelkappe beim Wachs-
tum bildet oder spéter gelegentlich aus Algen und Bakterien.

In Abbildung (39-b) wurde die N&hrlosung entfernt. An den kapillar gehalte-
nen Fliissigkeitsresten (Pfeile in 39-b) zwischen Wurzeln, Referenzkapillare und
Gefawand sieht man, dass der Bereich noch mit Feuchtigkeit gesattigt ist. Der
weifle Ring ist hier jedoch verschwunden. Ganz deutlich ist dies am Verlauf des
zugehorigen gestrichelten Profils in der Grafik rechts zu erkennen. Auf das Ma-
ximum im dufleren Cortex folgt ausschlieBlich ein Signalabfall. Die leichte Kon-
traktion in radialer Richtung wird durch das Eigengewicht der nun nicht mehr
im Wasser ,,schwimmenden” Wurzel bewirkt!?,

Mit diesem Befund ist klar, dass der weifle Ring weder einem Teil der Wurzel
zuzuordnen ist noch einer auf der Wurzel befindlichen Schicht, die die Feuchtigkeit
halten wiirde. Das Signal kann nur aus der entfernten Nahrlésung stammen und
durch die direkte Nahe der Wurzel beeinflusst werden.

Ausschlieflen kann man dabei einen Effekt aufgrund von eingeschrankter Diffusion
[PBS92], da er sonst an der Oberflache der Referenzkapillare oder der Glaswand
deutlich starker sein miisste als an einer teils durchlassigen Oberfliche wie der der
Wurzel [HLI1]. An den anderen Oberflachen ist jedoch iiberhaupt kein verstarktes
Signal nachweisbar.

Einen weiteren Hinweis auf den Ursprung des fraglichen Bildkontrastes zeigt Ab-
bildung (40). Ohne zu berticksichtigen, dass aufgrund der Relaxation auch ein
grundsétzlicher SNR-Verlust stattfindet, wurden verschieden Ty und Ty gewich-
tete Bilder aus den Ti-, Ty- und Spindichtekarten der Abbildungen (21), (22)
und (23) (Seiten 37, 38 und 39) errechnet iiber

S(Tp,Te) = S-e7Te/T (1 — e Tn/T)

Wie zu erkennen ist, tritt der helle Ring weder in dem nahezu ausschliellich
Spindichte-gewichteten Bild rechts oben noch bei starker Ty-Gewichtung rechts
unten auf. Der Ring ist somit ein reines T;-Phdanomen und wird unabhéngig von
der Ty-Wichtung in der Darstellung von rechts nach links starker. Gédbe es eine
physiologische Ursache an Ort und Stelle dieser Authellung, miisste nach den in
Abschnitt (7.1) dargestellten Relaxationsmechanismen auch eine Ty-Anderung

zu beobachten sein (siehe auch [HJW00]).

13Das Aerenchym wird durch die Streckung der Wurzel geringfiigig zusammengedriickt, und
folgerichtig ist auch die Signalstirke im Cortex leicht erhoht.
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Starker T4-Kontrast ~ Spindichte

Tr=0.005s Te=0.5s Tr=0.1s Te=0.5s Tr=1.0s Te=0.5s Tr=40.0s Te=0.5s

Abb. 40: Theoretische Spinechobilder einer Maiswurzel, die fiir verschiedene Echo- (oben—unten)
und Repetitionszeiten (links-rechts) aus einer T;- und Ty-Karte (vgl. Abbildung (21) und Ab-
bildung (22)) berechnet wurden. Der starke SNR-Verlust durch kurzes Tg oder langes Tg auf-
grund von Ty- bzw. Ta-Relaxation bleibt dabei unberiicksichtigt, so dass nur der zu erwartende
Bildkontrast (ohne Rauschen) erkennbar ist. Hervorgehoben ist das Bild, dessen Parameter der
in dieser Arbeit hauptsédchlich verwendeten Turbospinechosequenz entsprechen.
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Abb. 41: T1-Karten des Querschnitts eines Zahnstochers aus getrocknetem Birkenholz. Links in
destilliertem Wasser, rechts in Cyclohexan. Der Ring-Effekt ist nur im Wasser zu beobachten.
Auch bei der jeweils in die Holzzwischenrdume eingedrungenen Fliissigkeit sieht man nur beim
Wasser eine deutliche T;-Reduktion.

Um weitere Figenschaften und somit Ursachen dieses Ti-Effektes zu untersu-
chen, wurde nach einem Modellsystem gesucht, in welchem der Effekt ebenfalls
zu beobachten ist. Die wichtigste Frage dabei war, ob der helle Ring die Folge
eines aktiven Prozesses der Wurzeln darstellt. Daher wurden andere Proben auf
das Auftreten dieses Bildkontrastes hin untersucht. Diese sollten dhnlich pordse,
d.h. grofle, Oberflaichen wie die Wurzeln besitzen, aus organischen Verbindun-
gen aufgebaut sein, aber keine physiologische Aktivitdt aufweisen. Als moglichst
unterschiedliche Proben mit diesen Eigenschaften wurden ausgewéhlt: ein Baum-
wollfaden, eine Nudel aus HartweizengrieB, ein Stiick Neoprenschlauch sowie ein
Zahnstocher aus getrocknetem Birkenholz. Einzig die Holzprobe zeigte darunter
den gesuchten Effekt. Damit ist jedoch bewiesen, dass die Ursache fiir den Signal-
anstieg nicht in einem aktiven Prozess der Wurzel zu suchen ist. In der linken
Ti-Karte in Abbildung (41) ist deutlich der Bereich mit reduziertem Ty zu se-
hen, der den Zahnstocher in destilliertem Wasser umgibt. In den Poren des Holzes
sieht man ebenfalls eingedrungene Fliissigkeit mit sehr geringem T;. Im Bereich
der anderen Proben (Baumwolle, Neopren, Nudel) zeigte sich keine offensichtliche
Verkiirzung der Relaxationszeit.

Um die Bedeutung des Mediums fiir den Effekt zu untersuchen, wurde Cyclohe-
xan als Umgebungsmedium verwendet. Es war das einzige verfiighare Losungsmit-
tel, das, mit ausschliellich chemisch identischen Protonen, keine Chemical-Shift-
Artefakte erzeugt. Diese haben z.B. bei Ethanol eine Beobachtung des Effektes
verhindert. Cyclohexan besitzt mit D=1.345-10""m?/s [TLC*00] eine etwas nied-
rigere Diffusionskonstante als Wasser, die aber in vergleichbarer Gréflenordnung
liegt. Die Pflanzenwurzeln wurden durch das Cyclohexan so schnell aufgelost,
dass diese Messung ausschliellich mit der Holzprobe durchgefithrt werden konn-
te. An der rechten Ti-Karte in Abbildung (41) ist zu erkennen, dass das Ty von
Cyclohexan bei gleicher Feldstirke und Temperatur als etwa doppelt so hoch ge-
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Parameterprofile Messung vs. Simulation
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Abb. 42: Resultierende Relaxationszeiten bei der Simulation der Diffusion am Ubergang
zwischen der Wurzel mit effektiv T1=720ms und T»=33ms in das Umgebungsmedium mit
T1=2130ms und T2=87ms. Zum Vergleich wurden aus den Abbildungen (21) und (22) be-
stimmte Messpunkte eingetragen. Fiir die punktierten Linien wurden die Relaxationszeiten
durch einen Fit iiber 12s des Relaxationsverlaufs ermittelt, sonst basierend auf 4s Relaxations-
verlauf wie bei der NMR-Messung.

messen wurde wie das des destillierten Wassers. Stérker noch als Wasser dringt
es ins Holz ein, erfahrt dort aber nahezu keine T;-Reduktion. Ebenso fehlt der
umgebende Ring mit reduziertem Ty um den Zahnstocher.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der weifle Ring

— im freien Medium um eine Probe entsteht,

ausschlieflich aufgrund einer Ty-Reduktion auftritt,

in Zusammenhang mit einer T;-Reduktion des Mediums in der Probe steht,
— unabhéngig von aktiven Prozessen biologischer Proben ist.

Betrachtet man sich dazu die absoluten T;- und T3-Werte des Mediums in den
Abbildungen (21) und (22) und vergleicht die entsprechenden Reichweiten des
Effektes aus Abschnitt 8.4, wird klar, dass der dort beschriebene diffusionsgetrie-
bene Inflow-Effekt (eigentlich eher ,,Outflow”) vorliegen muss.

Zum Beweis der Ubereinstimmung mit der Theorie wurden aus den schon ge-
zeigten Ti- und Ty-Karten einer Maiswurzel (vgl. Abbildungen (21) und (22))
Werte-Profile erstellt. In Abbildung (42) sind die erhaltenen Messpunkte aus die-
sen Profilen fiir den Grenzbereich zwischen Wurzel und Medium eingezeichnet.
Deutlich ist zu erkennen, dass der Ubergangsbereich von T, wesentlich weiter in
die Nahrlosung hineinreicht als fiir T5.
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Das Computermodell fiir Uberginge zwischen Bereichen unterschiedlicher Rela-
xationszeiten aus Abschnitt 8.4 wurde wieder herangezogen. Das Volumen wurde
auf 150 Schichten verldangert. In den ersten 50 wurde T;=720ms und Ty=33ms
gewahlt, als Werte fiir die Hypodermis der Wurzel. In den restlichen 100 Schich-
ten galt Ty=2130ms und T;=87ms, wie im Ndhrmedium gemessen. Fiir diesen
Ubergang wurden die durch Diffusion resultierenden Relaxationszeit-Profile be-
stimmt. Das Ergebnis wurde als durchgezogene Linien (T schwarz und Ty grau)

in die Grafik in Abbildung (42) eingezeichnet.

Auflerhalb der Wurzel (positive Abstandswerte) stimmen die Kurven aus der Si-
mulation perfekt mit den Messpunkten iiberein. Der {iberschielende Wert fiir T
bei r=130pm resultiert aus einem Fitfehler der monoexponentiellen Relaxations-
kurve iiber einen nicht mehr rein exponentiellen zeitlichen Signalverlauf im Uber-
gangsbereich. Dieser Fitfehler féllt jedoch nur ins Gewicht, wenn der Relaxations-
verlauf nur zeitlich begrenzt abgetastet wird. Da die maximale Relaxationszeit
(vgl. 8t in Gleichung (7)) der NMR-Sequenz 4s betrug, wurde zur Vergleichbarkeit
auch die Simulation nur fiir 4s der Systementwicklung durchgefiithrt. Als Ergeb-
nis folgt selbst dieses Fit-Artefakt der Messdaten der theoretischen Vorhersage.
Zum Vergleich wurde eine Simulation {iber 12s berechnet. Fittet man hier eben-
falls fiir jeden Ort die Relaxationsfunktionen an das Simulationsergebnis, erhilt
man die in Abbildung (42) gepunktet eingetragenen Verldufe. Fiir das gegeniiber
der urspriinglichen Simulationszeit von 4s bereits kurze T ergibt sich kaum eine
Anderung. Der Verlauf von Ty enthilt nun keinen ,,Uberschwinger” mehr und
nahert sich erwartungsgemafl asymptotisch dem Wert der freien Losung an.

Im &uBeren Bereich des Wurzelgewebes (negative Abstandswerte in der Grafik)
weicht der Verlauf der gemessenen Datenpunkte deutlich von denen der Simula-
tionskurve ab. Das liegt daran, dass zu den gemessenen Relaxationszeiten hier
Magnetisierung aus unterschiedlichen Zell- und Gewebekompartimenten beitrégt.
Fiir den Diffusionseffekt spielen diese jedoch jeweils nur so weit eine Rolle, wie
sie mit dem Umgebungsmedium in Austausch stehen. Die mittels Diffusion ins
AuBlenmedium wirksamen effektiven Relaxationszeiten des Gewebes sind somit
andere, als man als Mittelwert in den verschiedenen Gewebeschichten misst. Fiir
die Simulation wurden iterativ diese effektiv wirksamen Relaxationszeiten be-
stimmt durch ein grobes Angleichen des unteren Kurvenverlaufs. Dieser ist fiir
den Verlauf auBerhalb, insbesondere fiir die Reichweite des Diffusionseffektes je-
doch unerheblich, wie bereits in Abschnitt 8.4 gezeigt wurde.

Die Breite des Ubergangsbereiches liegt fiir beide Relaxationszeiten wieder in der
Groflenordnung, die man erhélt, wenn man die Zeiten des Umgebungsmediums in
die Einstein-Smoluchowski-Gleichung einsetzt: 160pm fiir T;=2130ms und 32pm
fur Ty =87ms. Fir T; wird dies durch den oben beschriebenen Fit—Uberschwinger
etwas verfilscht, passt aber zum Verlauf der punktierten Linie bei 12s Simula-
tionszeit. Die Reichweite des Effektes fiir Ty liegt deutlich unter der fiir Ty, so
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dass sich beide auch in einem zugleich T;- und Ty-gewichteten Bild nicht kom-
pensieren kénnen. So resultiert eine effektive Signalerhéhung durch den diffusiv
verteilten T;-Kontrast.

In diesem Kapitel wurde gezeigt, wie durch Diffusion zwischen Bereichen mit
unterschiedlichen Relaxationszeiten ein Bildkontrast entsteht, der bisher in der
Literatur nicht beschrieben worden ist. Die Reichweite der Wirkung der Diffusion
auf die Relaxationszeit ist ausschliellich von der intrinsischen Relaxationszeit des
Bereiches abhéangig, in den hinein die Diffusion aus dem jeweils anderen Bereich
bzw. Kompartiment erfolgt. Zum einen bewirkt dies eine prinzipielle Limitierung
der Auflésung, mit der benachbarte Proben-Bereiche aufgrund ihres Relaxati-
onskontrastes unterschieden werden kénnen. Zum anderen ergibt sich dadurch
zumeist ein vollig verschiedenes Verhalten von T; und T, hinsichtlich dieses Ef-
fektes einfach schon aufgrund der oft sehr grolen Werteunterschiede von T; und
T,. Wie gezeigt, kann auf dieser Grundlage z.B. die Abhéngigkeit der Relaxati-
onszeiten vom Feuchtigkeitsgehalt von Sand erklart werden. Insbesondere liefert
der Effekt jedoch eine Erklérung fiir den hellen Ring, der als bislang unverstande-
ner Bildkontrast um Wurzeln und vergleichbare Proben in einem Umgebungsme-
dium in Ty-gewichteten NMR-Mikroskopien beobachtet wurde. Dariiber hinaus
sind weitere Anwendungen denkbar. So kénnte beispielsweise der exakte Verlauf
der Relaxationswerte an der Oberfliche von porésen Materialien herangezogen
werden, um Riickschliisse auf die Relaxationswerte im Inneren zu liefern, wenn
diese nicht direkt messbar sind.
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9 Anwendungen und biologische Ergebnisse

Das Ziel der bis hier vorgestellten Arbeiten, der entworfenen Hardware und ent-
wickelten NMR-Methoden sowie der Analyse von Zusammenhéngen zwischen
NMR-Parametern, Bildkontrasten und physiologischen Eigenschaften von Pflan-
zengewebe ist deren Anwendung auf biologische Fragestellungen. Im Folgenden
sollen die funktionellen Untersuchungen vorgestellt werden, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit an Pflanzen (-wurzeln) durchgefithrt wurden, und welche
Schliisse sich aus den Ergebnissen ziehen lassen. Dariiber hinaus werden weitere
Méglichkeiten aufgezeigt, die die entwickelten Methoden bieten kénnen, z.B. bei
der Analyse dreidimensionaler Strukturen in Pflanzen. Durch Untersuchungen
zur Aufnahme von NMR-Kontrastmittel in Wurzeln und die NMR-Eigenschaften
von Sand als inhomogenem Umgebungssubstrat sollen auflerdem die Grundlagen
fiir die Planung zukiinftiger Experimente an Pflanzenwurzeln erweitert werden.

9.1 PfHlanzenwurzeln unter Trockenstress

Bei funktionellen Untersuchungen werden Erkenntnisse iiber physiologische Ab-
liufe und Zusammenhénge ermittelt, indem die Anderung von physiologischen
Grofen tiber die Zeit verfolgt wird und damit z.B. Reaktionen auf duflere (defi-
nierte, kiinstliche) Reize beobachtet werden. Einer der wichtigsten methodischen
Ansétze, um so etwas iiber den Wasserhaushalt und -transport von Pflanzen zu
erfahren, sind Trockenstressexperimente. Dabei werden die Reaktionen der Pflan-
ze auf mehr oder weniger starken bzw. lange andauernden Wasserentzug und auf
die anschliefende Wiederbewasserung gemessen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Reaktionen in den Wurzeln von Maispflan-
zen auf Trockenstress und Wiederbewiasserung untersucht. Mit den vorgestellten
NMR-Methoden standen die Messung der Flussgeschwindigkeit in den Xylem-
geféfen, die Spindichte sowie Ti- und Te-Karten zur Verfiigung. Die Spindichte
entspricht dabei hauptsédchlich der Wasserverteilung im Gewebe; die Relaxations-
zeiten geben Anhaltspunkte zur Konzentration geloster Metabolite und Verdnde-
rungen der Kompartimentgrofen (Zelldurchmesser).

Ziel der im folgenden beschriebenen und diskutierten Messreihen war es, dar-
aus auf die Funktion verschiedener Gewebe unter solchen Stressbedingungen zu
schlieBen. Dabei konnte auch das Auftreten von Kavitationen in den Xylem-
geféflen beobachtet werden sowie die Wiederbefiillung der so gasgefiillten Gefafle.
Mittels Flussmessung konnte dabei auch erstmals der Nachweis erbracht werden,

dass die wiederbefiillten Gefafie wieder voll funktionsfahig sind [IKKSTS*08].

9.1.1 Experimentverlauf, Auswertung und Darstellung

Maispflanzen wurden unter den in Abschnitt 3.3 angefithrten Bedingungen ange-
zogen und in den Wurzelréhrchen in die Klimakammer des Probenkopfes tiberfiihrt.
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Je nach zur Verfiigung stehender Messzeit wurden iiber 16h bis 24h (im Fall der
gemeinsam vermessenen Pflanzen 16 und 17 iiber 37h) T4- und Flussgeschwindig-
keitskarten aufgenommen. Zugunsten der Zeitauflosung wurde auf Ty-Karten im
Allgemeinen verzichtet. Es wurde bereits festgestellt, dass Ty bei funktionellen
Beobachtungen oft nur geringe Variationen aufzeigt (Abschnitt 8.4). Um zu be-
urteilen, inwieweit die Ty-Gewichtung die Spindichte-Karten beeinflusst und ob
sich aus den Ty-Werten doch Aussagen ergeben, wurde eine Messreihe (Pflanze
27) um eine Ty-Messung erweitert.

Vor dem Entfernen der N&hrlésung wurde mindestens je eine Karte des Aus-
gangszustands aufgenommen. Die N&hrlosung wurde aus den Wurzelréhrchen
abgelassen, so dass eine gleichméfig benetzende Menge Restfliissigkeit zuriick-
blieb. Dadurch ist in den ersten Bildern jeder Messreihe hdufig noch umgeben-
de Néhrlésung zu erkennen, die durch die Kapillaritdt zwischen den Réhrchen,
Wurzeln und Seitenwurzeln gehalten wird. 3h bis 5h nach Beginn der Trocken-
stressphase wurde die Beleuchtung im Zuge des weitergefithrten Tageszyklus” ab-
geschaltet. Bei zahlreichen Vorexperimenten hat sich fiir Maispflanzen des ver-
wendeten Alters (7 Tage bis 15 Tage) und unter den genannten Bedingungen
eine durchschnittliche Trockendauer von 6h als geeignet herausgestellt, um zum
einen weitgehende Reaktionen beobachten zu kénnen und zum anderen die Pflan-
zen nicht irreparabel zu schddigen. Die letzten 1h bis 3h dieser Trockenperiode
fanden wihrend der Dunkelphase statt, ebenso wie die Wiederbefiillung der Wur-
zelréhrchen mit Nahrlésung. Wahrend der restlichen Messdauer, die die restliche
Dunkel- und die anschliefende Tagphase umfasste, wurde die Regeneration ver-
folgt.

Neben den NMR-Karten wurden die Transpiration und die CO3-Assimilation der
Pflanzen mittels einer Gaswechselmessanlage (vgl. Abschnitt 4.2) gemessen.
Zeitverlaufe der NMR-Parameter, zusammen mit den Daten der Gaswechselmes-
sung, sind in Abbildung (43) gezeigt. In den Ausschnitten der Spindichtekarten
dieser Messung (Abbildung (43-a)) sind neben der Hauptwurzel zwei kleine Sei-
tenwurzen zu sehen, sowie im ersten Bild verbliebene Nahrlosung, die rechts die
Innenwand des Probenréhrchens und links den Teilumriss einer Kapillaren zeigt.
Diese an den Enden verschlossene Kapillare enthdlt Nahrlésung als Signalrefe-
renz. Jede Spindichtekarte wird auf den Mittelwert aus dieser Referenz normiert
und Spindichtewerte darauf bezogen in relativen Einheiten (r.E.) angegeben. Die
Zeitachse bzw. der Zeitindex aller Darstellungen bezieht sich auf die Uhrzeit des
Tages, an dem die Messung gestartet wurde. Diese Angabe wurde, anstelle des
willkiirlichen Bezuges auf den Messungsbeginn, gewahlt, um mogliche Tageszeit-
effekte im Verhalten der Pflanzen erkennen zu kénnen, die an den Tagesrhythmus
der Aufzucht nach Abschnitt 3.3 gewéhnt waren.

Um die zeitliche Verdnderung der Werte darzustellen, wurden, wie in Abschnitt 6
beschrieben, aus den Parameterkarten radiale Profile berechnet. Die Metaxy-
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lemgefafie wurden bei dieser Berechnung ausgenommen und separat dargestellt
(Abbildung (43) rechte Spalte). In den Hohenliniengrafiken in Abbildung (44-d)
bis (-f) sind die Profile in zeitlicher Abfolge nebeneinander gelegt. Die Werte wur-
den farbkodiert. Nach oben ist der Radius der Wurzel aufgetragen, so dass von
links nach rechts die zeitliche Entwicklung von Spindichte, Ty bzw. Ty sichtbar
wird. Gleichzeitig lésst sich daran die Schrumpfung der Wurzel verfolgen. Die
von links nach rechts verlaufenden weiflen Linien zeigen den Radius des Zentral-
zylinders und den Auflenradius der Wurzel an, wie er bei der Auswertung fiir die
Profilermittlung nach Abschnitt 6 eingezeichnet wurde. An das Wurzelgewebe
schlieit sich oben in diesen Grafiken der luftgefiillte Raum der NMR-Kiivetten
an. Dartiber wurde am oberen Rand der Darstellungen zum Vergleich der jeweilige
Mittelwert aus der Referenzlésung eingetragen. Die durchgezogenen senkrechten
Linien markieren den Anfang und das Ende der Trockenstressperiode, die gestri-
chelten Linien den Anfang und das Ende der Nachtphase.

Die Akquisitionsdauer einer NMR-Aufnahme betrug etwa 13 Minuten fiir die
T1-, 15 Minuten fir die Ty- und 20 Minuten fiir die Fluss-Karte. Die in diesen
Karten gemessenen Werte stellen damit Mittelwerte tiber diese Zeitraume dar.
Eine Einzelmessung der im folgenden gezeigten Experimente bestand immer aus
einem Kartensatz mit einer T;-Karte und einer Fluss-Karte, im Fall von Pflanze
27 zuséatzlich aus einer Ty-Karte. Als Zeitindex einer solchen Messung wurde die
Startzeit der ersten Karte definiert.'"* Ein Messpunkt, der mit einer Anderung
der Bedingungen (Licht an/aus, Bewéasserung) zusammenfillt, zeigt oft bereits
eine Reaktion auf diese Anderung, da seine Messzeit im Intervall zum nichsten
eingezeichneten Punkt liegt.

4 Genauer wire es gewesen, als Zeitindex jeder Einzelkarte die Mitte ihrer Aufnahmedauer
zu wihlen. Da jedoch sowohl Flusskarten tiiber T;-Karten gelegt als auch T;- und Ts-Karten
als Grundlage fiir Spindichtekarten miteinander verrechnet wurden, musste ein Kartensatz als
eine Finheit mit einem zugehoérigen Zeitindex definiert werden.
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Abb. 43: Trockenstressreaktion von Pflanze 12. Die Ausschnitte aus den Spindichtekarten (a)
zeigen den Schnitt durch die Hauptwurzel und zwei Nebenwurzeln (NW) vor und am Ende
der Stressphase, wihrend der Regeneration und am Ende der Messung. Darunter sind die
Ergebnisse der Gaswechselmessung (b und d) zu sehen und die zeitlichen Werteinderungen im
Xylem der Pflanze, einschliefllich der Flussgeschwindigkeit (c, e und f). Zum Zeitpunkt 24.3h
werden die drei rechten eingefallenen und um 27.1h die linken leeren Xylemgefifle wiederbefiillt.
In diesem Zeitintervall ergibt sich fiir den Mittelwert der Spindichte aller Xylemgefafie ein
entsprechend grofier Fehler. Die gestrichelten Linien zeigen den Werteverlauf in den mittleren
Pixeln der Xylemgefafle, um mogliche , Partialvolume-Effekte” mit dem umgebenden Gewebe

zu beurtellen bzw. auszuschlieflen.
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9.1.2 Normalwerte in Maiswurzeln

In den Spindichtebildern (Abbildung (43-a) aus dem T;-Fit und Abbildung (44-
a) einschlieBlich einer Ty-Korrektur) lassen sich die verschiedenen Gewebetypen
klar unterscheiden. Tabelle (1) gibt einen Uberblick iiber die gemessenen Werte.
Die T;-Karten lassen hingegen kaum eine Unterscheidung zwischen Zentralzy-
lindergewebe und Xylem zu (Abbildung (44-b)). Vom Mittelpunkt mit 2.0s bis
2.5s zum Bereich des Vaskularringes mit 0.8s bis 1.5s féllt Ty nahezu linear ab
(Abbildung (44-g), scharze Profillinie). Im inneren Bereich des Cortex’ findet sich
ein erneutes Maximum, je nach Pflanze zwischen 1.1s und 2.5s, dem ein weiterer

Abfall nach auflen bis auf 0.5s im Bereich der Wurzelrinde folgt.

Gewebe ‘ Spindichte in r.E. ‘ T;ins
Wurzelmittelpunkt 0.7 bis 0.8 2.0 bis 2.5
Metaxylemgeféfle 1.0. ... monotoner
duferes Zentralzylindergewebe 0.6 Abfall auf ...
Vaskularring 0.75 bis 0.9 0.8 bis 1.5
innerer Cortex 0.3 bis 0.6 1.1 bis 2.5
auflerer Cortex 0.5 bis 0.8 0.5

Tabelle 1: Ubliche Spindichte- und T;-Werte in verschiedenen Geweben der Maiswurzeln.
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Abb. 44: Trockenstressreaktion von Pflanze 27. Die Ausschnitte aus den Parameterkarten (a bis
c) zeigen den Schnitt durch die Hauptwurzel; von links nach rechts: bei Experimentbeginn, am
Ende der Trockenphase, wahrend der Regeneration, am Ende der Messung. In (d bis f) ist die
zeitliche Entwicklung der Werteprofile zu sehen (Farbkodierung identisch zu den Parameterkar-
ten; Werteverteilung ohne Xylem) sowie in (g) die Profile der vier oben gezeigten Tp-Karten.
Details im Text.
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9.1.3 Reaktionen unter Trockenstress

Maximal eine Stunde nach Entfernung der N&hrlésung ist die erste Veranderung
der Wurzeln feststellbar. Grundsétzlich ist eine Reduktion der Spindichte-, To-
und besonders der T;-Werte in den Wurzeln beobachtbar. Die Abnahme des
Wurzelradius’ setzt spatestens 1.5h nach Trocknungsbeginn ein (vgl. Hohenlini-

enkarten Abbildung (44-d) bis (-f)).

Trocknung des Cortex

Einen auffélligen Unterschied in der Austrockung des Cortex’ gibt es zwischen
Pflanzen mit viel und solchen mit wenig Aerenchym im Cortex. Zur Bestim-
mung des Aerenchymanteils wurden in den Spindichtekarten aus dem Cortex der
Pflanzen die Regionen gleicher maximaler Intensitat segmentiert. Der Spindich-
temittelwert des kompletten Cortex” wurde auf den Mittelwert dieser als gasfrei
interpretierten Bereiche bezogen, wodurch sich der Anteil des Aerenchym-freien
Volumens in der gemessenen, 0.5mm dicken Schicht ergibt - unter einschlieBlicher
Beriicksichtigung von partial-Volume-Effekten. Tabelle (2) listet den so bestimm-
ten Aerenchymanteil und zeigt, dass der Durchmesser des Cortex’ um so starker
abnahm, je weniger Aerenchym vorhanden war. Die Pflanzen mit viel Aerenchym
hatten eine deutlich geringere Ausgangs-Spindichte im Cortex, zeigten aber nur
einen geringen Abfall dieses Wertes wahrend des Trockenstresses. Erklaren lassen
sich beide Beobachtungen zum einen mit einem geringeren Ausgangswassergehalt,
was zu einem geringeren absoluten Volumenverlust bei gleichem relativen Wasser-
verlust fithrt. Zum anderen unterbricht das Aerenchym die Wassertransportwege
durch den Cortex, so dass hierdurch méglicherweise weniger Fliissigkeit aus dem
Cortex in die Pflanze oder auch aus dem Zentralzylinder an die Umgebung ab-
gegeben werden kann.
Im duBleren Cortex beginnen der Abfall von Ty und Spindichte nahezu zeitgleich,
im inneren Cortex findet der Spindichteabfall um bis zu 3h verzogert statt (vgl.
Ti-Héhenlinienkarte in Abbildung (44-d)). Besonders T zeigt die Tendenz, in
Bereichen héherer Werte zuerst bzw. starker abzufallen, so dass wahrend der
Trocknung eine homogenere Verteilung erreicht wird. In [VJK91] wurde fiir die
SD- und T;-Anderung bei Trockenstress in Farnstingeln ein dhnliches anglei-
chendes Verhalten beschrieben. Geht man davon aus, dass beide Gréfien mit der
Zellgrofle und besonders Ty mit dem Wasserpotential [VJK91] des Gewebes kor-
relieren, zeigt dies, dass das Zell-Wasservolumen (in der Vakuole) der Pflanze als
Reservoir dient. Einerseits verlduft die Ausschépfung dieses Reservoirs von au-
Ben nach innen, um die funktionellen Teile der Wurzel zu schiitzen. Andererseits
geben die groflen Zellen des inneren Cortexbereiches mehr Fliissigkeit ab, da sich
deren osmotischer Druck langsamer erh6ht. Durch das groflere Zellvolumen steigt
bei gleicher absoluter Wasserabgabe die Konzentration der gelésten Substanzen
langsamer an als in kleinen Zellen.
Zum Ende der Trockenperiode liegt Ty im gesamten Cortex unter 1s und fallt
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Pflanze Nr. ‘ 11 12 13 14 15 16 17 27
Alter in Tagen 13 10 15 10 11 13 7 11
Wurzelldange in ecm 40 28 40 25 33 26 14 25
Trockenstressdauer in h 70 6.0 60 6.5 6.5 58 5HE8 6.0
VFluss VOT Stress in ™% 1.0 09 09 06 08 08 - 0.6
VFluss oOtressbeginn in 2 1.0 09 1.1 08 09 08 - 0.5
Anteil Aerenchym im Cortex | 34% 11% 23% 19% 15% 34% 35% 20%
Starke Cortex trocken® 8% 62% T6% 68% 51% 2% 8% 63%
() Zentralzylinder trocken* 8% % 99% 79% 91% 90% 90% 84%

Tabelle 2: Uberblick iiber die Ergebnisse der Trockenstressexperimente. *bezogen auf die Stirke
bzw. den Durchmesser dieser Gewebeschicht im Ausgangszustand.

ebenso wie die Spindichte von innen nach auflen monoton ab (vgl. Zeitindex
22.1h in den Hohenlinienkarten von Spindichte und T; (Abbildung (44-d) und
(-e), sowie die rote Profillinie in der T;-Grafik in Abbildung (44-g)). Die aus
anderen Griinden fiir die Darstellung gewéhlte Pflanze 27 zeigt eine extrem star-
ke Reaktion auf den Trockenstress. In anderen Experimenten dieser Art ist die
Angleichung an einen einheitlichen Ty-Wert im Cortex, bei insgesamt héherem

Wert, deutlicher ausgeprigt. Als Ubersicht iiber die verschiedenen Messreihen
dient Tabelle (2).

Trockenstressreaktionen im Zentralzylinder

Im Zentralzylinder ist lediglich im Vaskularring in allen Pflanzen eine ver-
gleichbare Reduktion der Spindichte auf 80% bis 90% des Ausgangswertes zu
beobachten. Im inneren Bereich des Zentralzylinders verlaufen die Reaktionen
auf den Trockenstress hdufig langsamer oder sind gar nicht zu beobachten oder
aber durch Kavitationen in den Xylemgefaflen dominiert.

Xylemfluss bei Trockenstress

Wihrend der ersten 1h-2h der Trocknung bleibt der Fluss im Xylem erhalten
(Abbildung (43-f)), bis er iiblicherweise, besonders in Pflanzen mit mehreren
kavitierten GefaBen, innerhalb kurzer Zeit nicht mehr nachweisbar ist. In den
Pflanzen 13, 14 und 15, die spéater keine Kavitationen wiederbefiillten, stieg die
Xylemflussgeschwindigkeit vgy,ss vor dem Abfall kurzfristig um 10% bis 20% an
(vgl. Tabelle (2)). Diese Beobachtung teilt die untersuchten Pflanzen jedoch auf
so kleine Gruppen auf, dass der Effekt nicht signifikant ist.
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9.1.4 Regeneration nach Wiederbewisserung

Deutlich schneller als nach der Entfernung der Nahrlésung erfolgt die Reaktion
der Wurzelgewebe auf die Wiederbewisserung. Ohne nachweisbare Verzégerung
setzt ein Anschwellen der Wurzel sowie Anstiege in den T;- und Spindichtewerten

aller Gewebe ein (vgl. Hohenlinienkarten in Abbildung (44-d) bis (-f)).

Reaktion des Xylems

Im Bereich der Metaxylemgefiafle vieler Pflanzen durchlauft T; ein Maximum
und fallt dann wieder um 0.1s bis 0.3s, in zwei Féllen sogar um 0.5s und 0.8s
ab. (siche Abbildung (43-e)). Das Maximum dieses Uberschwingers liegt 1h bis
2.5h nach der Wiederbewiasserung, kann aber zwischen 2h und 4h anhalten. Thm
folgt héufig eine schwéchere und langer andauernde FErniedrigung des T;-Wertes,
bis sich allmédhlich ein Gleichgewicht einzustellen beginnt. Bei der einzigen T;-
Messreihe (Pflanze 27) wurde fiir Ty ein vergleichbarer Uberschwinger im Xylem
gemessen.
Dieser tiberschiefende T;-Wert 1st in kavitierten wie nicht kavitierten Gefdfien
einer Pflanze gleichermaflen zu beobachten. Da im einen Fall das Umgebungs-
gewebe aufgrund des .,partial Volume Effektes”, im anderen Fall der Saft im
Geféal den Messwert dominiert, bedeutet das, dass Xylemsaft und Xylem ge-
meinsam dieses Maximum durchlaufen. Offensichtlich spiegelt sich also darin ei-
ne Verdiinnung der Ionenkonzentrationen und eine Weitung des Gewebes wider,
die durch das schnell aufgenommene Wasser verursacht werden. Innerhalb von
maximal 4h (iiber-) kompensiert die Pflanze diese Verdiinnung durch eine Kon-
zentrationserh6hung.

Reaktionen im Vaskularring

2h bis 3h nach der Wiederbewésserung erreicht die Spindichte im Vaskularring
ein Maximum zwischen 85% und 95% des Ursprungswertes, das nach weiteren 3h
bis 6h zumeist wieder abfallt (auf 75% bis 85% des Ursprungswertes).
Der Spindichtewert ist, aufgrund der dafiir verwendeten T;-Sequenz, leicht T-
gewichtet. Der beschriebene SD-Uberschwinger im Vaskularring ist der einzige
beobachtete Effekt, bei dem diese Ty-Wichtung den funktionellen Verlauf der
Spindichte mafigeblich beeinflusst. Sowohl in den Ty-Karten in Abbildung (44-
c) als auch in der Ty-Hohenlinienkarte Abbildung (44-f) (beim Radiuswert von
0.15mm, zwischen Zeitindex 24h und 28h) ist der Ty-Anstieg im Bereich des
Vaskularringes deutlich sichtbar. Aber auch nach einer Ty-Korrektur der SD-
Karten ist dort der Uberschwinger noch vorhanden und beginnt sogar etwas
frither als in Ty. Ein vergleichbarer T,-Effekt fehlt im Vaskularring jedoch. In
diesem Bereich liegt neben den ,frithen” Xylemgeféflen auch das Phloem, das
hautpséchlich Metaboliten wie Zucker aus den Blattern transportiert. Geloste
organische Verbindungen wirken durch Protonenaustausch mit dem Wasser stark
Ts-verkiirzend. Ebenso wie kurz zuvor in den groflen Metaxylemgefédfien scheint
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hier eine voriibergehend iiberschieflende Verdiinnung des Saftes statt zu finden
und/oder eine deutliche Weitung der GeféaBe bzw. Zellkompartimente.

Regeneration der Spindichte

In [VJK91] wurde bei der Wiederbewisserung von Farnen ein dhnlicher Uber-
schwinger beobachtet, bei dem die Spindichte iiber den ganzen Sténgelquerschnitt
voriibergehend iiberschiefend zunahm. Der oben beschriebene SD-Uberschwin-
ger, der im Vaskularring mit einem iiberschieflenden Ty einhergeht, lasst sich in
der Tat iiber den gesamten Wurzelquerschnitt beobachten. Deutlich wird das,
wenn man die SD-Parameterkarten vergleicht, die wahrend der Regenerations-
phase und am Ende der Messung entstanden (Jeweils die beiden rechten Karten,

der Reihen Abbildung (43-a) und Abbildung (44-a)).

Zeitliche Entwicklung der Spindichte

SD-Regeneration
in verschiedenen Gewebebereichen ein-
zeln (Abbildung (45) oder auch Abbil-
dung (44-d)), sieht man, dass der Anstieg
und auch das Maximum fiir verschiedene

Betrachtet man die

Gewebe zu unterschiedlichen Zeiten lie-
gen. Deutlich zeigt sich, dass zuerst ein
Anstieg im Vaskularring erfolgt; danach
ool L ————————— ) ) ist er im inneren Cortex, mehr oder weni-

SD in relativen Einheiten
I

02 n

ger verzogert im Wurzelmittelpunkt und
deutlich spéater im dufleren Cortex zu be-
obachten. Diese Reihenfolge war bei al-
len untersuchten Pflanzen identisch. Das
Maximum des oben beschriebenen Uber-
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Abb. 45: Entwicklung der Spindichte in ver-
schiedenen Gewebebereichen von Pflanze

schwingers im T-Wert des Xylemsaftes
variiert in seinem Auftreten innerhalb die-
ser Reihe hingegen. Er wurde frithestens
mit dem SD-Maximum im Vaskularring, aber durchaus auch erst zeitgleich mit
dem SD-Maximum im &ufleren Cortex beobachtet.

15 mit Experimentverlauf.

Nach 6h war die Regeneration der Spindichte ebenso wie die des Wurzeldurch-
messers weitestgehend abgeschlossen. Der Wurzeldurchmesser erreicht i.d.R. den
Ausgangswert wieder, die Spindichte im Cortex etwa 90% des Ausgangswertes.

Regeneration von T,

Der Anstieg von T ist deutlich schwécher als sein Abfall, und auch auf lange
Sicht (10h bis 20h) erreichte keine der Pflanzen im Cortex mehr als 70% ihrer
Ausgangswerte wieder. Jedoch scheint die Regeneration dieses Wertes zum Ende
der Messungen nicht abgeschlossen (vgl. Abbildung (46), der abweichende Verlauf
von Pflanze 27 aus Abbildung (44-e) wird spater erértert). Im Zentralzylinder
wurden 80% bis 90% des urspriinglichen Ty wieder erreicht.
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Abb. 46: T1-Anderung der Trockenstressreaktion von Pflanze 14. Die Ausschnitte aus den Para-
meterkarten links zeigen den Schnitt durch die Hauptwurzel vor und am Ende der Stressphase,
withrend der Regeneration und am Ende der Messung. Rechts ist die zeitliche Anderung des
T;-Profiles zu sehen. Die durchgezogenen waagrechten Linien markieren den Radius des Zentral-
zylinders bzw. der gesamten Wurzel, die senkrechten durchgehenden Linien Beginn und Ende
der Trockenstressphase und die senkrechten gestrichelten Beginn und Ende der Nachtphase.

9.1.5 Reaktionen auf erneute Beleuchtung

Wiéhrend der Regenerationsphase, zwischen 6h und 8h nach der Wiederbewasse-
rung, begann die nachste Beleuchtungsphase Bei Beginn der Beleuchtung erhéht
sich in den Pflanzen 11, 12 und 13, die zeitgleich eine deutliche Zunahme der
Flussgeschwindigkeit zeigen, Ty im Xylem um 0.1s bis 0.3s (vgl. Tabelle (3)) und
die SD um 0.03r.E. bis 0.08r.E. (siehe auch Abbildung (43-c), (-e) und (-f)). In den
restlichen Pflanzen ist keine T;-Erhéhung zu diesem Zeitpunkt festzustellen, in
einzelnen eine leichte Zunahme des Flusses. Die Pflanzen 14, 15 und 16 sind dabei
jene, in denen kavitierte Gefafie nicht wiederbefiillt werden (vgl. Abschnitt 9.1.7).
Die junge Pflanze 17 besitzt noch kein aktives grofies (sog. ,,spites”) Metaxylem
und weist Fluss ausschlielich im . frithen” Metaxylem des Vaskularringes auf.
In Pflanze 27 lasst sich der Beleuchtungsbeginn nicht eindeutig als Ursache dem
Anstieg von Ty und Flussgeschwindigkeit zuordnen, da hier die Xylemwieder-
befiillung erst wihrend der letzten beiden Messungen davor stattfand.

Der Anstieg des Ti-Wertes mit zunehmendem Fluss lasst sich als eine weitere
Verdiinnung des Xylemsaftes interpretieren, da die Pflanze nun deutlich mehr
Wasser transportiert. Tabelle 3 zeigt den nach Gleichung (11) berechneten Ver-
diinnungseffekt (eingetragen ist der reziproke Wert, der bei gleichbleibender gels-
ter Stoffmenge der Volumenzunahme entsprechen sollte). Dafiir wird Ty 4, =4s£1s

geschitzt!s,

15Tn diesem Bereich liegt unter den vorliegenden Bedingungen (Feldstirke, Temperatur) die
T1-Zeit von gereinigtem Wasser; der Fehler wird sehr grof8 angenommen, um zu zeigen, dass
die aus den deutlich kleineren und genaueren Messwerten berechnete Konzentrationsdanderung
nur gering vom geschitzten T ;¢ abhéngt.
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Pflanze Nr. | 11 12 13
T4 xytem Ende DP in s 0.93 1.15 1.22
T4 xytem Beginn LP in s 1.08 1.32 1.50
CEnder/CBeganp 1.2240.02 1.2240.03 1.37+0.06
VEss nde DP in % 0.654+0.10 0.35£0.15 0.34+0.15
Viss Beginn LP in % 1.004+0.40 0.52£0.15 0.72+0.20
VFluss,Beganp/VFluss,Endepp 1.5440.66 1.49£0.77 2.12+1.10

Tabelle 3: Verdiinnung des Xylemsaftes bei Beginn der Beleuchtungsphase. Als Fehler der Fluss-
geschwindigkeiten werden die Standardabweichungen aus der Mittelwertbildung der Flusskarten
angegeben. Uber das Fehlerfortpflanzungsgesetz ergeben sich daraus die Fehler der Volumen-
flussénderung, die der Konzentrationsédnderungen ergeben sich aus einem grofiziigig geschitzten
ATy jntr.==x1s. DP bezeichnet die Dunkel- und LP die Beleuchtungsphase.

Gleichzeitig nimmt die Xylemflussgeschwindigkeit zu, was zu einer Volumenfluss-
erh6hung fiithrt, wie in Tabelle 3 angefiihrt.

Die aus der Konzentrationsdnderung bestimmte Verdiinnung des Xylemsaftes
liegt in allen drei Féllen deutlich unter der Verdiinnung, die sich aus dem erhéhten
Flussvolumen ergeben wiirde. Daraus lédsst sich schlieflen, dass mit Beginn der Be-
leuchtung auch die Menge der transportierten Substanzen im Xylemsaft zunimmt,
jedoch nicht in dem Mafle wie das Fliissigkeitsvolumen.

9.1.6 Entstehung von Kavitationen

Unter Kavitationen versteht man das Abreiflen der Fliissigkeitssdule in den Xy-
lemgefafien, worauthin sich eine ,,Embolie”, ein gasgefiillter Xylembereich, bildet.
Ausloser fiir Kavitationen kénnen z.B. mechanische Beanspruchung der Pflanze,
Kélteeinwirkung oder eben besonders Trockenstress sein. Die genauen Vorginge,
die zur Entstehung und insbesondere zur Regeneration von Kavitationen fithren,
sind nicht endgiiltig verstanden und werden stark diskutiert (siehe z.B. [ZHO00,
BSG*03, DSB*06]), da sie eine Schliisselrolle beim Verstédndnis der Mechanis-
men des Wassertransportes in Pflanzen spielen. Die erfolgreiche Beobachtung
von Kavitationen in Einzelgefaflen mittels NMR-Bildgebung wurde erst in vier
Féllen beschrieben: in einer Weinpflanze bei Trockenstress [HABZ01], Lianen un-
ter verschiedenen Bedingungen [CCO03], jungen Kiefern aufgrund von Fadenwurm-
befall [UFS05] sowie einer Gurkenpflanze nach Kélteeinwirkung auf die Wur-
zeln [SVHVAOQ7]. In allen Fillen wurden die Messungen an den Pflanzenstangeln
durchgefiihrt.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zu Kavitationen und ihrer
Wiederbefiillung, die bei den Trockenstressmessungen in den Wurzeln aufgetre-
tenen sind, sollen im Folgenden dargestellt und diskutiert werden.
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Pflanze Nr. |11 12 13 14 15 16 17 27|52 53 54 55
Anz. Metaxylemgefafie 6 6 5 6 7 7 5 5|7 7 6 7
beob. Kavitationen 1 3 0 2 2 4 0 4,3 0 0 1
beob. Wiederbefilllungen | 13 - 0 0 0 - 4|3 - - 1
davon zeigten Fluss r1r - - - - - 413 - - 0

Tabelle 4: Uberblick iiber die Anzahl der groflen ,spiten” Metaxylemgefafle und den darin
beobachteten Kavitationen und Wiederbefiillungen aufgrund von Trockenstress und Wieder-
bewésserung.

Tabelle (4) gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der groBen Metaxylemgefifie
jeder Pflanze, die mit der NMR-Mikroskopie zu erkennen waren. Fiir Pflanze
12 ist in den Spindichtekarten in Abbildung (43-a) sehr gut nachzuvollziehen,
wie durch den Trockenstress in 3 der 6 Geféfle eine sichtbare Kavitation auftrat
und nach der Wiederbewésserung wiederbefiillt wurde. Der zeitliche Verlauf ist
auch deutlich im mittleren Spindichtewert der Xylemgeféfe zu erkennen (Abbil-
dung (43-¢)).

Im gefiillten Xylem ist Ty mit 1.5s bis 2.0s mit dem T;-Wert im Wurzelzentrum
vergleichbar. Ein gefiilltes Gefaf scheint in den Ty-Karten somit Teil des mittleren
Bereiches des Zentralzylinders zu sein. Ein ,leeres” Metaxylemgefafl erscheint
aufgrund des Partial-Volume-Effektes in der T-Karte mit dem mittleren T;-
Wert des Umgebungsgewebes, sofern das Signal fiir einen Fit ausreicht (vgl. Ab-
bildung (44-b) und 48). Da T; im Zentralzylindergewebe auflerhalb des Ringes
mit den groflen Metaxylemgeféaflen deutlich niedriger ist als im Zentrum, zeigt
ein ,leeres” Xylemgefafl daher meist einen im Mittel etwas niedrigeren T;-Wert
als ein volles.

Die ersten Kavitationen traten in den Pflanzen 1.6h bis 3.8h nach dem Beginn
des Trockenstresses auf. Bis auf wenige Ausnahmen wurden alle Kavitationen in
einer Pflanze innerhalb von maximal 1h sichtbar. Ob sie zu genau diesen Zei-
ten stattfanden oder dann erst in der Messschicht ,,ankamen”, ldsst sich nicht
feststellen. Oft zogen sich die Gefafle wihrend der Austrocknung stark zusam-
men bzw. schienen eingefallen zu sein, wie z.B. die rechten Geféfle in Pflanze 12
(vgl. zweites Bild (22.10h) in Abbildung (48), Seite 93). Solche Gefafle zeigten
sich durch die Regeneration nach der Wiederbewisserung aber wieder unmittel-
bar als fliissigkeitsgefiillt. In zwei Féllen (Pflanzen 14 und 27) trat hier jedoch
wahrend des ,,Aufquellens” der Wurzel eine neue Kavitation auf, méglicherwei-
se dadurch bewirkt, dass die damit einhergehende Ausdehnung des eingefallenen
GefaBles schneller ablief, als Fliissigkeit in das Gefafl einstrémen konnte. Den
zeitlichen Verlauf der Kavitationsanzahlen in den verschiedene Pflanzen zeigt
Abbildung (47). Ob oder wie viele Kavitationen in einer Pflanze auftraten, war
im Rahmen der Messreihe vollig zufillig, insbesondere mit keinem anderen be-
obachteten Parameter zu korrelieren. Zufillig war auch die Verteilung mehrerer
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Abb. 47: Zeitlicher Verlauf der Kavitationsereignisse und deren Wiederbefiillung wahrend der
Trockenstressexperimente. Die Pflanzen der linken Grafik wurden wahrend der Dunkelphase
wiederbewissert, die der rechten Grafik wihrend der Beleuchtungsphase, und hier wurde erst
9h spéter die Beleuchtung ausgeschaltet. Jeder Graph ist in zwei Zweige aufgeteilt, mit dem
Beginn des Trockenstresses bzw. dem Wiederbewésserungszeitpunkt als Zeitindex Oh. Zur bes-
seren Unterscheidbarkeit der Graphen-Verldufe wurde jeder mit einem leichten vertikalen Offset
versehen.

Kavitationen innerhalb einer Wurzel, d.h. die Kavitation benachbarter Geféfle
(wie zuféllig in Pflanze 12, Abbildung (48)) trat nicht bevorzugt auf.

9.1.7 Wiederbefiillung von Gefaflen nach Kavitation

Die Dynamik der Wiederbefiillung einzelner kavitierter Xylemgeféafien ist in der
Literatur praktisch nicht beschrieben. Neben der NMR ist kein anderes Verfahren
bekannt, mit dem die Wiederbefiillung einzelner Gefafle iiberhaupt direkt beob-
achtet werden kann, und dies ist bislang erst in zwei weiteren Féllen veréffentlicht
worden [HABZ01, SVHVAO07]. Die erneute Funktionalitét, d.h. erneuter Fluss in
diesen wiederbefiillten Gefaflen, konnte von diesen jedoch nicht gezeigt werden.
Andere Untersuchungsmethoden stiitzen sich auf indirekte Messungen. Wie vie-
le Kavitationen auftreten, wird z.B. anhand der hydraulischen Leitfahigkeit des
Xylems (z.B. [SLGDPZ96]) oder des Anteils gasgefiillter Gefafle bewertet. Ein-
zelne GefaBe werden mit der sog. ,,Cryogenic scanning electron microscopy”
(kurz Cryo-SEM) untersucht (z.B. [MHL98]), bei der elektronenmikroskopisch
die Querschnitte von in fliissigem Stickstoff schockgefrorenen Pflanzen betrach-
tet werden. Bei all diesen Methoden werden die Pflanzen jedoch in jedem Fall
zerstort, und ob die invasive Behandlung der Pflanzen korrekte Ergebnisse fiir
Kavitationen liefert, ist umstritten. Entstehung und Wiederbefiillung von Kavi-
tationen iiber einen Experimentverlauf hinweg kénnen so nur durch die statisti-
sche Auswertung vieler Pflanzen gewonnen werden. Der Zeitverlauf, inshesondere
das Verschwinden der Kavitationen in einer Pflanze oder gar einem einzelen Xy-
lemgeféaf, ist nur durch eine nichtinvasive Methode wie der NMR méglich.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Trockenstressexperimente im Hinblick auf
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Abb. 48: Flusskarten fiir Pflanze 12 (128pkt x 32pkt, 4mm Schichtdicke) iiberlagert den entspre-
chenden Spindichte-Karten (128pkt x 128pkt, 0.5mm Schichtdicke, aus T1-TSE, Tg=8.8ms).
Fiir den Zeitverlauf vgl. Abbildung (43-f). Nach der Wiederbefiillung der Kavitationen ist wie-
der Fluss in diesen Gefifien messbar, der jedoch in zweien davon spéter verschwindet (Diskussion
im Text).

die beobachteten Wiederbefiillungen dargelegt werden. Insbesondere wurde auch
eine neue Methode entwickelt, um zu messen, mit welcher Geschwindigkeit die
Wiederbefiillung eines Einzelgefédfies ablauft.

Zeitpunkt und Bedingungen fiir Xylem-Wiederbefiillung

In den Pflanzen 11, 12 und 27 fand die Wiederbefiillung des Xylems 5h bis 6h
nach der Wiederbewisserung ausschlielich in der Dunkelphase statt und damit
am Ende der frither beschriebenen Geweberegeneration (linke Grafik in Abbil-
dung (47)). In den Pflanzen 14, 15 und 16, die ebenfalls Kavitationen aufwiesen,
erfolgte wahrend der Regenerationsphase in Dunkelheit keine Wiederbefiillung
und konnte im Rahmen der Messdauer von weiteren 5h bis 10h unter Beleuchtung
auch nicht beobachtet werden.
Eine hier nicht gezeigte Pflanze der Vorexperimente mit 5 (von 7) bereits bei
Messungsbeginn vorhandenen Embolien wurde erst nach Beginn der Beleuch-
tungsphase wiederbewissert. Hier befiillte sich das Xylem erst weitere 9h spéter,
in der ersten Stunde der néchsten Dunkelphase. Das Gleiche gilt fiir die im Fol-
genden beschriebenen Pflanzen 52 und 55. Diese wurden unter Beleuchtung wie-
derbewéssert. Die Geweberegeneration (SD- und Durchmesserzunahme) verlief
im {iblichen Zeitrahmen. Erst 9h nach der Wiederbewisserung endete die Be-
leuchtungsphase. 1h bis 2h nach dem Beginn der Dunkelphase konnte die Wie-
derbefiillung der Embolien beobachtet werden (rechte Grafik in Abbildung (47)).

Xylem-Wiederbefiillung und Flussmessung

Zum ersten Mal konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass in wie-
derbefiillten Gefaflen Fluss nachweisbar ist, dass die Geféfle also nach einer Ka-
vitation ihre Funktionalitdt wiedererlangen kénnen.
Abbildung (48) zeigt Flusskarten von Pflanze 12 (vgl. auch Abbildung (43)). Zu
erkennen ist deutlich der fehlende Fluss wihrend der Trockenphase (22.10h) so-
wie in den kavitierten Gefafien wahrend der Regneration (25.40h). Mit sichtbar
wiedergefiillten XylemgefafBen ist auch gleichzeitig wieder Fluss messbar (29.80h).
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Dieser ist in der Dunkelphase in allen Gefaflen etwa gleich (niedrig) und steigt
mit beginnender Beleuchtung deutlich an (vgl. auch Tabelle 3). In zwei der zuvor
wiederbefiillten Xylemgefiafle setzt der messbare Fluss jedoch zu diesem Zeit-
punkt aus (32.55h). Zwei Erklarungen hierfiir sind denkbar: Zum einen waren
beide Gefafle moglicherweise nur scheinbar gefiillt und der zuvor gemessene Fluss
stammt aus einer verhédltnismafig kurzen ,,Wassersaule”, die sich nach oben ver-
schoben hat, dariiber und darunter aber nach wie vor gasgefiillte Bereiche besaf.
Dem widerspricht jedoch die zu hohe Geschwindigkeit des Flusses, die die im
Folgenden gemessene Aufstiegsgeschwindigkeit in einem kavitierten Gefafl weit
iibersteigt, stattdessen aber der Geschwindigkeit in den durchgehend gefiillten
GefaBlen entspricht. Wahrscheinlicher ist, dass bei beginnender Beleuchtung au-
Berhalb der Messebene eine neue Kavitation aufgetreten ist. In jedem Fall sind
beide Geféfle in ihrer Funktionalitdt gestort und tragen, entgegen dem dritten
wiederbefiillten, nicht zum Wassertransport bei. In den anderen Parametern (Ty,
Spindichte) unterschieden sich beide Gefafle jedoch nicht von den funktionellen.
Uberhaupt lasst sich weder in Ty noch in der einen Ty-Messung ein Unterschied
zwischen wiederbefiillten und nichtkavitierten Gefaflen feststellen. Unmittelbar
ab der Wiederbefiillung folgt der Verlauf der Relaxationszeiten in den vorab ka-
vitierten Gefdflen dem in den nicht kavitierten.

Die diskutierte Messung konnte die Vorschlige aus [HABZ01] und Feststellung
in [SVHVAOQ7] bestétigen, dass eine Flussmessung in scheinbar wiederbefiillten
Gefalen notwendig ist, um die Funktionalitdt und damit eine tatsdachlich Wie-
derbefiillung belegen zu kénnen.

Aufstiegsgeschwindigkeit des Saftes

Wie eingangs erwahnt, ist der zeitliche Verlauf der Wiederbefiillung von Em-
bolien in Einzelgeféflen bislang praktisch nicht beschrieben. Daher ist es auch
nahezu unbekannt, wie schnell ein kavitiertes Geféafl wieder mit Fliissigkeit auf-
gefiillt wird, bzw. lieflen sich hierzu bislang erst aus zwei vollig unterschiedlichen
Beobachtungen Anhaltspunkte finden, die spéter diskutiert werden sollen. Die
in fritheren Abschnitten gezeigten Spindichtekarten mit einer Zeitauflésung von
33min liefen fiir die Wiederbefiillung der Messschicht eine Gréflenordung von we-
nigen Minuten erwarten. Um diese Dynamik genauer zu untersuchen, die fiir die
bisher verwendeten NMR-Flussmessmethoden offensichtlich zu langsam abléuft,
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine neue Methode entwickelt.
Da die Befiillung eines Leerraumes gemessen werden sollte, lag der Ansatz nahe,
dafiir die zeitliche Zunahme des NMR-Signals heranzuziehen. Um eine héhere
zeitliche Dynamik als mit den sonst verwendeten Parameterkarten zu erzielen,
wurde dafiir eine einfache Spinecho-Sequenz verwendet. Wiirde die Befiillung
der Messschicht {iber mehrere Aufnahmen hinweg erfolgen, kénnte so aus dem
Anstieg der Signalstarke tiber die Zeitreihe hinweg die Befiillgeschwindigkeit be-
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stimmt werden. Leider war zu erwarten, dass die Dauer fiir die Befiillung einer
Messschicht von 0.5mm deutlich unterhalb der Aufnahmedauer eines Bildes lie-
gen werde. Auch fiir eine deutlich dickere Schicht konnte dieses Problem nicht
grundséatzlich ausgeschlossen werden. Daher wurde als Ausgangspunkt fiir die
Messung die gleichzeitige Aufnahme mehrerer transversaler Schichten durch die
Wurzeln verwendet. Setzt man voraus, dass die Wiederbefilllung durch einen
konstant ansteigenden Saftspiegel erfolgt, werden diese Schichten in einer eindeu-
tigen Reihenfolge nacheinander befiillt. Selbst wenn dies wahrend einer Messung
fiir alle Schichten relativ kurz nacheinander geschieht, schlégt es sich in einem un-
terschiedlichen Gesamtsignal der jeweiligen Schicht nieder - abhéngig davon, zu
welchem Zeitpunkt wihrend der Messung sie befiillt wurde. Aus dieser Variation
des Signals {iber die Schichten hinweg kann einerseits bestéatigt werden, dass die
Befiillung tatsdchlich mittels eines ansteigenden Saftspiegels erfolgt. Andererseits
kann daraus die Geschwindigkeit ermittelt werden.

Fiir diese Untersuchungen wurde das Avance500 herangezogen, das sonst wie in
4.1 beschriebene, mit einer neuen Konsole versehene AMX500. Mit einer Multislice-
Spinecho-Sequenz wurden 3 transversale, 0.5mm dicke Schichten mit einem Ab-
stand von 2.0mm aufgenommen (2.5mm Abstand von Schichtmitte zu Schicht-
mitte). Die Auflésung in der Bildebene (39um x 39um) und das FOV (5mm x
hmm) wurden analog zu den bisherigen Messungen gewéhlt. Die Repetitionszeit
und Echozeit von Tr = 2.0s bzw. Tg = 7.3ms ergaben hauptsédchlich Spindichte-
gewichtete Bilder. Mit zwei Mittelungen dauerte eine Aufnahme 8.9min.
Innerhalb einer Repetitionszeit wurde der jeweils gleiche Phasenschritt fir alle
drei Schichten mit einem Zeitversatz von 0.66s aufgenommen. Die Mittelung er-
folgte zeilenweise, d.h. jeder Phasenschritt wurde unmittelbar nacheinander dop-
pelt ausgefiithrt. Die Phasenkodierung erfolgte linear ansteigend und startete im
negativen k-Raum, so dass die k-Raum-Mitte auch wahrend der Mitte der Ak-
quisitionszeit von 8.9min durchlaufen wurde.

Aus den aufgenommenen Zeitreihen der drei Schichten konnten die Geschwindig-
keiten abgeschétzt werden, mit denen die Embolien wiederbefiillt wurden. Dafiir
wurde eine Funktion S(p,T) aufgestellt, die die Signalstarke in Abhéangigkeit von
der Schichtposition p und der Startzeit T einer NMR-Messung angibt. Da in
Voxeln, die ausschlieflich Xylemsaft (oder eben nichts) beinhalten, alle anderen
Parameter konstant bleiben, ist die Signalstarke direkt proportional zur mittleren
Befiillung des Bildvoxels.

Ausgangspunkt fiir diese Berechnung ist also der Anteil F(t,;5.) eines Bildvoxels
im Xylem, der mit signalgebender Fliissigkeit gefiillt ist. Dabei ist t,;5. der Zeit-
index fiir die Beschreibung des Saftanstiegs innerhalb einer Schicht, mit t,;5.=0,
wenn der Saftspiegel die untere Grenze dieser Bildgebungsschicht erreicht. F(t,;s.)
ist somit eine abschnittweise definierte Funktion:

0 fiir Upise trise < 0
F(trise) = Urise * trzlse fiir 0 S Urise * trise S d
1 fir d < Upise trise
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Kavitation - Wiederbefiillung Xylemgefalt
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Abb. 49: Bestimmung der Aufstiegsgeschwindigkeit des Saftspiegels im kavitierten Xylem von
Pflanze 52, Kavitation 2 aus den Signalstirken. Zur Ubersichtlichkeit sind im Schema rechts
nur die mittlere und obere der drei Schichten dargestellt. Details im Text.

Wie auch rechts in Abbildung (49) zu sehen, ist d=0.5mm die Schichtdicke und
Vyise die gesuchte Aufstiegsgeschwindigkeit.

Ausgehend von drei verschiedenen Schichten an den Positionen p={-2.5mm, Omm,
+2.5mm}, die der Reihe nach vom Saft gefiillt werden, kann man eine Zeittrans-
formation zwischen dem t,;s. jeder Schicht und einer allgemeinen Experimentzeit
t angeben:

p—d/2

Urise

trise(pa t) =t—1g—

to ist dabei als der Zeitpunkt der Experimentzeit t definiert, zu dem der Saftspie-
gel den Mittelpunkt der mittleren der drei Schichten erreicht.

Zusammen mit t.;5.(p,t) beschreibt die obige Funktion F fiir jede Schicht den
Fillzustand eines Xylemvoxels in Abhangigkeit von der Experimentzeit t. Wenn
jedes aufgenommene Echo identisch zum Gesamtsignal beitrégt, wenn also die
Empfindlichkeit der Messung {iber den gesamten Akquisitionszeitraum konstant
bleibt, erhdlt man die gesuchte Funktion S(p,T) durch einfache Integration von
F(p,t) iiber den Akquisitionszeitraum [T, T+At] mit T als Startzeitpunkt und
At als Dauer (hier also 8.9min) eines einzelnen NMR-Experimentes:

T+At
Sp,T) = /T F(p, t)dt

Diese Annahme ist jedoch nur fiir Bildstrukturen korrekt, die aus einem Ein-
zelpunkt bestehen, dessen Fouriertransformierte eine Konstante ist. Die Xylem-
gefafle besitzen jedoch einen Durchmesser von etwa 2 Bildpunkten und damit
in Phasenkodierrichtung eine ebensolche Breite. Als Fouriertransformierte ei-
ner Bildstruktur aus 2 Punkten findet man das mittlere Maximum einer Sinc-
Funktion. Eine solche muss daher als Gewichtungsfunktion G(k,) fiir den Beitrag
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der einzelnen k-Raumzeilen k, zur Gesamtintensitat dieser Bildstruktur bertick-
sichtigt werden. Aufgrund der linearen Phasenkodierung (siehe oben) kann die-
se Gewichtungsfunktion direkt in Abhéngigkeit von der Akquisitionszeit ausge-
driickt werden G(t-T)=Sinc(2-(t-T)/At) fiir 0<t-T< At, =0 sonst. Fiir die Be-
schreibung der Signalstérke S(p,T) ergibt sich somit insgesamt als Integral {iber
den Aquisitionszeitraum:

S(p,T) = /TT+AtF(p,t)G(t _ Tt (18)

S(p,T) beschreibt die NMR-Signalstérke, die man im Xylem wéhrend der Wie-
derbefiillung erhélt, abhdngig von der Schichtposition p und dem Startzeitpunkt
T des Experimentes. Diese Funktion wird derart normiert, dass sie =1 fiir durch-
gehend gefiillte und =0 fiir durchgehend leere Voxel ergibt.

Mit dem Integralsinus als Stammfunktion ist die Sinc-Funktion nicht analy-
tisch integrierbar. Die Akquisition einer k-Raumzeile dauert etwa 2.56ms und
ist im Rahmen der Gesamtakquisitionsdauer von 8.9min ein diskretes Ereignis.
Aus diesen beiden Griinden wird S(p,T) fiir die Auswertung nicht als vielfach-
abschnittweise-definierte Funktion aufgestellt, sondern als numerische Summe
iiber die Beitrdge der 128 k-Raumzeilen zum Gesamtsignal. Fin Fit dieser zweidi-
mensionalen Funktion S iiber die gemessenen Signalintensitéten aller drei Schich-
ten eines Xylemgefifies (siehe Abbildung (49) links) liefert die gesuchte Steigge-
schwindigkeit v,;sc und den mittleren Wiederbefiillungszeitpunkt to fiir ein Xy-
lemgefafl im Messbereich.

Grundsédtzlich kann Signal aus den kavitierten Xylemgefédflen entsprechend ei-
ner Wiederbefiillung der Messschichten von unten nach oben wieder nachgewie-
sen werden. Die Befiillungsgeschwindigkeit ist so grof, dass lediglich wéhrend
einer einzigen Messung innerhalb der Zeitreihe ein Unterschied zwischen den Si-
gnalstdrken aus den drei Schichten festgestellt werden kann. Dieser resultiert
aus dem Zeitversatz, mit dem der Saftspiegel die jeweilige Schicht wéhrend der
Messung durchléduft. Bedenkt man zudem die Streuung der Signalstarken aus
den Xylemgefafen (vgl. Abweichungen der Messpunkte von den horizontalen Be-
reichen der Fitkurve), wird klar, dass es sich bei dem erhaltenen Fitwert fiir
die Befiillgeschwindigkeit nur um eine gute Abschétzung handeln kann, die die
Groflenordnung wiedergibt.

Fiir weitere Messungen dieser Art wird daher vorgeschlagen, die Messdauer eines
Einzelexperiments deutlich zu verkiirzen, zum einen durch einen Verzicht auf eine
Mittelung, zum anderen durch den Einsatz einer Mehrschicht-Turbospinechose-
quenz. Damit sollte es moglich sein, die Empfindlichkeit fiir den Zeitabstand der
Befiillung der verschiedenen Bildschichten zu erhéhen oder sogar zu erreichen,
dass der Saftspiegel die drei Schichten wahrend unterschiedlicher Bildgebungs-
experimenten erreicht. Auflerdem erscheint es ratsam, die Phasenkodierschritte
der Bildgebungssequenz so umzusortieren, dass eine gleichméfigere Empfindlich-
keit fiir xylemartige Bildstrukturen iiber den Akquisitionszeitraum gegeben ist.
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Pflanze Nr. 52 53 154 55
Kavitation Nr. 1 2 3 - | - 1
Befiillungszeitpunkt in Std:Min 17:11 | 17:12 | 17:08 | - | - | 16:41
Aufstiegsgeschwindigkeit in mm/min | 3.3 1.8 1.0 -] - 0.5

Tabelle 5: Zeitpunkt und Geschwindigkeit der Wiederbefiillung von Embolien in den Pflanzen
52 und 55. Der Zeitindex fiir den Wiederbefiillungszeitpunkt bezieht sich auf den Beginn des
Trockenstresses als 0:00h, mit Wiederbewésserung bei 6:00h und Ende der Beleuchtung bei
15:00h.

Dadurch wird der Anstieg der Signalstarke flacher, im Idealfall linear (im Gegen-
satz zum hier gezeigten steilen Anstieg in der Mitte der S-férmigen Fitkurve in
Abbildung (49) links).

Messungen mit der Multischicht-Spinecho-Sequenz wurden an vier Pflanzen (mit
52 bis 55 bezeichnet) durchgefiihrt. Der Trockenstressverlauf entsprach dabei den
frither beschriebenen Messungen. Die Beleuchtung wurde jedoch erst 9h nach der
Wiederbewésserung abgeschaltet. Tabelle (5) listet die Kavitationen, die in diesen
Pflanzen beobachtet wurden, und die dazu ermittelten Werte.

Diskussion der Wiederbefiillungsmessungen

Grundsétzlich wurde im Rahmen aller Trockenstressexperimente dieser Arbeit,
in denen Kavitationen auftraten, festgestellt, dass eine Pflanze entweder alle der
entstandenen Embolien oder keine wiahrend der Messzeit wiederbefiillte (vgl. Ta-
belle (4) und Abbildung (47)). Die Wiederbefiillung mehrerer Kavitationen fand
dabei immer innerhalb eines Zeitraumes von maximal einer Stunde statt. Eine
genauere Zeitauflosung erlaubt hier nur die Messung an Pflanze 52, deren drei
Kavitationen in der gemessenen Schicht mit einer Zeitdifferenz von 4 Minuten
wiederbefiillt wurden (siehe Tabelle (5)). Bei jeweils erheblich mehr vorhandenen,
beobachtbaren Gefafien beschrieben [SVHVAQ07] und [HABZ01] Wiederbefiillun-
gen, die sich {iber eine Gréflenordnung von 10h verteilten.
In der Literatur wurde basierend auf Messungen der hydraulischen Leitfadhigkeit
oder mittels Cryo-SEM vielfach beschrieben, dass auch unter Stressbedingungen
Embolien wieder befiillt werden wiirden (vgl. z.B. [SLGDPZ96, MGM*01] und
konkret fiir Maispflanzen [MHL98]). Bei den hier durchgefithrten Messungen wur-
den Wiederbefiillungen kavitierter Gefafle mit NMR ausschliefilich in Dunkelheit
beobachtet. Das deckt sich mit den Aussagen in [HABZ01], wo an einer Weinrebe
ebenfalls erst ab 1h nach dem Ausschalten der Beleuchtung Wiederbefiillungen
der Xylemgefafie beschrieben wurden. Dariiber hinaus beobachteten [SVHVAOQT]
vier Wiederbefiillungen von Embolien im Stangel einer Gurkenpflanze, von de-
nen drei wihrend einer Dunkelphase der Messung und eine wahrend der Beleuch-
tungsphase in der untersuchten Schicht einsetzten. Die von diesen Autoren un-
gerichtet bestimmte Wiederbefiillgeschwindigkeit ergibt sich aus einer 5h bis 14h
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andauernden Spindichtezunahme innerhalb einer Schicht von 3mm. Sollte es sich
hierbei tatsachlich um eine Wiederbefiillung durch einen fortschreitenden Saft-
spiegel handeln, wiirde bei gleichbleibender Geschwindigkeit die Befiillung eines
Gefafles auf ganzer Lange mehrere Tag-Nacht-Zyklen benétigen. Eine eindeutige
Aussage iiber den Zusammenhang zwischen Transpirationsstress und Embolie-
wiederbefiillung kann hier also nicht gemacht werden. Vielleicht wurde in dieser
Veroffentlichung ein anderer Ablauf, méglicherweise eine radiale oder abschnitt-
weise Befiillung beobachtet. Ob auch die NMR komplette Kavitationsbefiillung
unter Stressbedingungen zeigt, ist somit noch ungeklart. In jedem Fall konnten
[SVHVAOQ7] keinen neuen Fluss in den wiederbefiillten Gefaflen feststellen; der
Nachweis funktioneller Gefédfle nach der Wiederbefiillung einer Kavitation konnte
in der vorliegenden Arbeit somit zum erstenmal gefithrt werden.

Die Aufstieggeschwindigkeiten in Pflanze 52 und 55 lagen in der Groéflenordnung
um Imm/min, unterschieden sich aber doch erheblich - zum Teil aufgrund der
bereits diskutierten Ungenauigkeit bei der Geschwindigkeitsbestimmung. Die von
[SVHVAO0T7] beschriebene Auffiillgeschwindigkeit an der Gurkenpflanze liegt da-
gegen um gut zwei Groflenordungen unter der hier an Maiswurzeln gemessenen
Aufstiegsgeschwindigkeit. Eher vergleichbar sind die hier vorgestellten Ergebnisse
mit der Dynamik, die aus den Messungen von [HABZ01] am Sténgel einer Wein-
rebe interpretiert werden kénnen. Hier war die Befiilllung im Vergleich mit der
Zeitauflésung von 20min ein spontanes Ereignis.

Wie stark derartige Unterschiede von der Pflanzenspezies, vom Pflanzenteil (z.B.
Whurzel versus Stangel), von Stressbedingungen oder weiteren Faktoren abhangen,
diirfte in Zukunft interessante Erkenntnisse {iber die dahinterstehenden Mecha-
nismen bringen.

Aus den hier vorgestellten Ergebnissen lassen sich einzelne Hinweise zu diesen Me-
chanismen diskutieren. Z.B. lassen die identischen T;-Werte und Zeitverldufe von
wiederbefiillten und nicht kavitierten Gefédfle darauf schlieflen, dass eine Konzen-
trationserhohung von (paramagnetischen) Ionen oder Zucker im Xylem im vor-
liegenden Fall wenn iiberhaupt, dann nur sehr begrenzt fiir die Wiederbefiillung
verantwortlich ist.

Bei einem Xylemdurchmesser in der Gréflenordnung von 60pm und einem nach
[ZH00] geschdtzten Benetzungswinkel von 45° ergibt sich aufgrund der Kapil-
laritat eine Steighohe fiir Wasser von 35cm. Das iibersteigt bei weitem die etwa
3cm, die die Messschicht an der Wurzel oberhalb des Néhrlosungsspiegels nach der
Wiederbewésserung liegt. Fine unmittelbare Wiederbefiillung in der Messschicht
kénnte demnach durch einen (wenn auch sehr geringen) Uberdruck von minde-
stens 3.5kPa in der Gasphase der Kavitation verhindert worden sein. Das lasst
moglicherweise zum einen darauf schlielen, dass das kavitierte Gefafl nicht of-
fen ist und zum anderen die Pflanze Fliissigkeit, die ggf. weiter oben im Gefa3
vorhanden ist, auch nicht in den Spross abzieht, bevor das Gefafl ohne Transpira-
tionsstress (im Dunkeln) gefiillt werden kann. Eine alternative Interpretation ist
zu hoher osmotischer Druck im Wurzelgewebe und den funktionstiichtigen Xy-
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Pflanze Nr. ‘ 12 13 14 15 16 17 27
sichtb. Cortexschadigung |7/ v - - v vV -
Ty corter Regener. in s 09 1.2 07 08 09 1.0 1.4 09
T1.cortex Ende in s 0.5 09 0.8 09 04 03 1.3 0.5

Tabelle 6: T1-Werte im Cortex am Ende der Regenerationsphase und am Ende der Messung.
T; wurde am Maximum des T1-Profils im inneren Cortex bestimmt, vgl. Werteprofil in Abbil-
dung (44-g). Fiir Pflanze 11 war keine eindeutige Beurteilung einer sichtbaren Cortexschadigung
moglich, die Ti-Karten deuten jedoch darauf hin. *Bei Pflanze 12 war der aufgrund der Schidi-
gung zu beobachtende Ti-Abfall innerhalb der Messzeit nicht abgeschlossen.

lemgefafien, der verhindert, dass im unteren Wurzelbereich {iberhaupt Fliissig-
keit radial in das kavitierte Gefafl einstromen kann. Die Kapillaritdt hatte in
den Wurzeln also das Potential, an der Wiederbefiillung mitzuwirken, wird aber
offensichtlich von anderen Mechanismen, die mit deutlich héheren Driicken ein-
hergehen, dominiert. Fiir die gemessene Aufstiegsgeschwindigkeit ist nach der
Hagen-Poiseulle-Gleichung ein Druckgradient von 130Pa/m notwendig, fiir den
die Kapillaritdt im Wurzelxylem ebenso ausreichend wire.

9.1.8 Waurzelschiaden durch Trockenstress

Einzelne Pflanzen wiesen nach den Trockenstressexperimenten sichtbare Wur-
zelschaden auf (Tabelle (6)). Thre Wurzelrinde erschien verschrumpelt, trotz Wie-
der-Aufquellens, und war dunkel, braunlich verfarbt. Der Wurzelcortex dieser
Pflanzen zeigte zuerst ebenfalls den erwarteten Anstieg des T;-Wertes nach der
Wiederbewésserung. Nach 1h bis 3h (in Pflanze 12 erst nach 5h) setzte jedoch
ein plotzlicher, schneller Abfall von Ty ein (vgl. Ti-Hohenliniengrafik in Abbil-
dung (44-e) ab Zeitindex 24.5h). Dieser ist im Wesentlichen bereits nach 1h bis
2h abgeschlossen. Die Ty -Zeiten gehen dabei im ganzen Cortex auf unter 0.5s
zuriick.

Die Spindichte ist von dieser Anderung nicht betroffen. Das nur in Pflanze 27
gemessene T, folgt qualitativ, aber deutlich schwicher dem Verlauf der Ty-Ande-
rung.

Bei einer vorliegenden Gewebeschédigung lasst sich dieser starke Abfall durch
eine Vermischung des Zytoplasmas mit einer groflen Fliissigkeitsmenge z.B. aus
der Vakuole nach folgendem Szenario interpretieren:

Durch den mechanischen und osmotischen Stress bei der Austrockung sind die
Zellen strukturell geschadigt bzw. geschwécht. Der hohe osmotische Druck in den
getrockneten Zellen bewirkt ein schnelles Einstromen von Fliissigkeit nach der
Wiederbewésserung. Die strukturell geschéddigten Zellen kénnen dem sich auf-
bauenden hydraulischen Druck (Turgor) nicht standhalten. Baut sich ein solcher
hoher Druck in der Vakuole auf, werden der Tonoplast und méoglicherweise auch
das Plasmalemma aufreilen. Der Inhalt von kleinen Kompartimenten mit sehr
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kurzen Relaxationszeiten, das Zytoplasma oder der Apoplast, vermischen sich
mit dem groflen Volumen der Vakuole.

Fiir eine Modellrechnung werden - Mischung zweier Kompartimente -
Daten aus dem inneren Cortex 14 ' ' ' ' 14

. . L == getrennte Populationen ]
herangezogen, dem Bereich mit 2k vermischte Populationen

den grofiten Zellen (vgl. Abbil-
dung (56)). Dadurch ist der Ein-
fluss der Kompartimentbegren-
zung nach Gleichung (13) (Sei-
te 56) gering, und das gemesse-
ne Ty wird von der Fliissigkeits-

Tiins

zusammensetzung in der Vakuo- Fpe _
le dominiert. Aus den Ti-Karten oo Y s oo Toe o
der Wurzeln, deren Werte spéter Anteil Population B (Vakuole)

abfielen, ldsst sich fiir die Re-
generationsphase ein Mittelwert
von Ty ,.,=1.0s£0.1s bestimmen.

Abb. 50: Durch monoexponentiellen Fit erhaltener
Ti-Wert in Abhéngigkeit vom Volumenanteil zwei-
er Populationen. Gestrichelt bei rdumlich getrennten
Nach dem Einbruch des Wertes (nach Abschnitt 7.3.1), durchgezogen bei vermisch-
ergibt sich Ty .,q=0.4s%0.1s (Vgl. ten Populationen (nach Abschnitt 7.1). Dicke Linien

Tabelle (6) ohne Pflanze 12)‘ Die- fl'.iI' Tl.A.:0.15s qnd T, p=1.20s, die Rechtecke mar-
se T,-Bereiche werden in Abbil- kieren die Werteintervalle aus dem Text.

dung (50) durch die grauen Rechtecke markiert. In dieser Grafik ist T; {iber
dem Anteil der Vakuole am Gesamtvolumen aufgetragen. In der NMR-Literatur
werden fiir diesen Anteil tiblicherweise 60% bis 80% angenommen [BR84, SVA92].
Diesen Bereich begrenzen die grauen Rechtecke in Richtung der Ordinate.
Solange die Populationen beider Kompartimente getrennt sind, ergibt ein mo-
noexponentieller Fit einen gemeinsamen T;-Wert, wie er von den gestrichelten
Linien in Abbildung (50) gezeigt wird (vgl. Abschnitt 7.3.1). Durchmischen sich
beide Populationen, so dass ein sehr schneller Austausch zwischen ihren urspriing-
lichen Komponenten méglich ist, ergibt sich nach Gleichung (10) (Abschnitt 7.1)
der von den durchgzogenen Linien gezeigte T1-Wert in Abhéngigkeit vom Anteil
der Vakuole.

Nimmt man fiir die Vakuole Ty g=1.2s und fiir das umgebende Zytoplasma
T1.4=0.15s8 an, so verlaufen die zugehorigen Graphen (dicke Linien in Abbil-
dung (50)) durch die markierten Bereiche T} ., und Ty cpq.

Es zeigt sich, dass sich der rapide Abfall der T-Zeit damit erklaren lasst, dass sich
ein verhéltnisméBig kleines Volumen mit sehr kurzen Relaxationszeiten, das zuvor
kaum ins Gewicht fallt, mit einem groflen Volumen durchmischt. Ohne Verdnde-
rung der Aussage konnen zum kleinen, schnell relaxierenden Volumen auch Zyto-
plasma und extrazellulare Fliissigkeit zusammengefasst werden, gegeniiber z.B.
der Vakuole als groflem Volumen mit einer langen Relaxationszeit. Eine detaillier-
tere Beispielsrechnung dieses Modelles findet sich am Ende von Abschnitt 7.3.3.
Eine Beeintriachtigung der Funktionalitdt im Zentralzylinder, besonders in den
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GefaBlen, durch die Schadigung des Cortex im Messbereich konnte nicht festge-
stellt werden.
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9.2 Volumenfluss, Exsudation und Wurzeldruck

Aufler durch Transpiration aus den Spaltéffungen der Blatter geben Pflanzen
Wasser auch durch die sog. Guttation ab. Dabei bilden sich Wassertropfen an
den Hydathoden, einem Porensystem, zumeist an den Blattriandern, das Xylem-
fliissigkeit direkt austreten lasst. Dieser Mechanismus erlaubt den Pflanzen einen
Nettowassertransport in die Blatter z.B. auch bei 100% Luftfeuchtigkeit. Be-
sonders bei Grésern sind die Hydathoden passiv und die Guttation erfolgt nur
aufgrund eines Uberdruckes im Xylem, der von den Wurzeln aufgebaut wird (bei
Biaumen kann ein solcher Uberdruck auch im Stamm erzeugt werden, ebenso
wie hier aktive Hydathoden gefunden werden) [SS91]. Unter anderem bei Mais
wird Guttation auch bei geringen Luftfeuchtigkeiten, parallel zur Transpiration,

beobachtet [MS92].

Der verantwortliche Wurzeldruck tréagt mit zum Wasser-
Auffangschlauch fiir

transport in den Pflanzen bei und wird dariiber hinaus abgegebene
als wichtiger Mechanismus bei der Wiederbefiillung kavi- et
tierter Xylemgefafie diskutiert [ECT97]. Wird der Spross Kapillare

von einer Pflanze abgetrennt, so bewirkt der Wurzeldruck
die sogenannte ,,Exsudation”, ein Austreten von Xylem-

saft (Exsudat) aus der Schnittfliche an der verbliebenen B M o

Wurzel bzw. dem Sprossstumpf.

Schnittstelle

Um zu untersuchen, ob und welche Aussagen mit NMR-
Mikroskopie iiber den Wurzeldruck und damit zusam-
menhéngende Abldufe gemacht werden kénnen, wurde der
Spross einer Maispflanze wéhrend einer Messreihe abge-
trennt (Abbildung (51)). So wird die mégliche Ursache
gemessener funktioneller Vorgdnge auf die Wurzel einge-
schrankt.

Fiir das Abschneiden der Pflanze war ein Aus- und Einbau
des Klimakammerprobenkopfes notwendig, was in etwa 10
Minuten dauerte. Da sich im Messbereich der Wurzeln da-
bei keine Anderung ergab und die Positionierung mit Hil-
fe von Markierungen sehr gut reproduzierbar war, konnte
auf eine neue Justierung (insbesondere Shim sowie Puls-

winkelbestimmung) des Gerétes hinterher verzichtet wer- Abb. 51: Abgeschnitte-
ne Maispflanze, mit Auf-

fangschlauch.

den. Versuche, eine Abschneidevorrichtung in der Kam-
mer zu konstruieren, um mit Hilfe eines reififesten, diinnen
Fadens (chirurgische Seide) die Pflanze zu kappen, schei-
terten an der Zahigkeit der dufleren Pflanzenfasern. Der abgeschnittene Spross
wurde in der Kammer belassen, die Beleuchtung blieb unverédndert hoch.

Uber mehrere Stunden wurden Ti- und Flusskarten aufgenommen. Innerhalb
der Messdauer von bis zu 10h nach dem Abschneiden der Pflanze war in den

Spindichte- und Ty-Karten keine Anderung feststellbar. Parallel zu den NMR-
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Abb. 52: Zeitverlauf der Messung an Maispflanze 22. Nach einer Hell-Dunkel-Hell Sequenz wur-
de der Pflanzenspross unmittelbar iiber dem Korn abgeschnitten, aber in der Klimakammer
belassen. Ausgehend von der Beleuchtungsstirke sind hier die Transpirationsrate, die Assimi-
lationsrate und die durchschnittliche Flussgeschwindigkeit im Xylem der Wurzel gezeigt. Die
Flussgeschwindigkeit ergibt sich als Mittelwert aus den NMR-Flusskarten, die ca. 4cm unter-
halb des Korns aufgenommen wurden. Die eingezeichneten Fehlerbalken sind die Standardab-
weichung des Mittelwertes aus den Bildpunkten mit Xylemfluss.

Daten wurden Transpiration und COq-Assimilation der Pflanze sowie die Umge-
bungsparameter in der Kammer gemessen.

Abbildung (52) zeigt den Verlauf der Messung. Um eine Vergleichsbasis fiir die
Xylemflussgeschwindigkeit der abgeschnittenen Pflanze zu haben, wurde zuerst
die Flussgeschwindigkeit der intakten Pflanze wéhrend eines Hell-Dunkel-Hell-
Zyklus’ gemessen. Jede Phase dauerte dabei knapp 3h, um der Pflanze aus-
reichend Zeit zur Adaption an die neuen Verhiltnisse zu geben. Wie in Ab-
bildung (52) zu sehen, erfolgt die Reaktion der Assimilation sehr schnell. Die
Transpiration ndhert sich etwas langsamer, leicht asymptotisch, einem neuen
Wert an. Die Flussgeschwindigkeit wurde wie in fritheren Kapiteln aus den NMR-
Flusskarten als Mittelwert im Bereich des Zentralzylinders ermittelt. Als Fehler
wird die Standardabweichung dieser Mittelwertbildung angegeben. Die Flussge-
schwindigkeit folgt qualitativ sehr gut der Transpirationskurve.
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Der Spross der Pflanzen wurde 0.5cm bis 2cm tiber dem Korn abgeschnitten. In
einigen Féllen wuchs der innere Bereich des Maisstangels wahrend der Messdauer
um bis zu 0.5cm tiber die Schnittflache hinaus weiter (vgl. Abbildung (55) links).
Bei den in Abbildung (52) gezeigten Daten von Pflanze 22 sowie bei Pflanze 23
wurde der abgeschnittene Spross in der Klimakammer des Probenkopfes belas-
sen. So sind Transpiration und Assimilation ohne ,,Nachschub” aus der Wurzel
beobachtbar. Der Fluss im Xylem der Wurzel bleibt auch nach dem Abschneiden
der Pflanze deutlich messbar, fillt jedoch noch unter den Wert in Dunkelheit ab.
Dieser Fluss wird alleine vom Wurzeldruck getrieben, muss nun jedoch nicht mehr
gegen den Leitungswiderstand in der Pflanze, den Blattern und der Hydathoden
arbeiten. In allen vier untersuchten Pflanzen war in den ersten 1-2 Stunden nach
dem Abschneiden ein leichter Anstieg des Flusses um 0.03mm/s bis 0.08mm/s
beobachtbar. In Pflanze 25 war dieser Anstieg am schwichsten und nach 2h be-
reits wieder abgeklungen. Nach 6 bis 9 Stunden fiel die Flussgeschwindigkeit in
allen Pflanzen um 0.08mm/s bis 0.17mm/s deutlich ab (siehe Tabelle 7).

Pflanze Nr. | 22 | 23 | 24 | 25
Fluss, Lichtphase 1 in mm/s 1.0 | 0.8 | 1.1 | 0.9
Fluss, Dunkelphase in mm/s 0.6 |0.45]0.65| 0.35
Fluss, Lichtphase 2 in mm/s 1.3 1065 1.1 | 0.6

Fluss, direkt nach Abschneiden in mm/s 04 |03 |025] 0.35
Fluss, 2h — 4h nach Abschneiden in mm/s | 0.45 | 0.35 | 0.33 | 0.33
Fluss, 8h — 10h nach Abschneiden in mm/s | 0.3 | 0.25 | 0.16 | 0.25*

Tabelle 7: Flussgeschwindigkeiten verschiedener Messreihen. *Bei Pflanze 25 fiel die Flussge-
schwindigkeit erst 12h nach dem Abschneiden ab.

Da fiir das Abschneiden der Pflanze ein Umbau sowieso notwendig war, bot es
sich an, dabei den Pflanzenstumpf mit einem Schlauch zu umgeben (vgl. Abbil-
dung (51)), um das Exsudat aufzufangen und seine Menge bestimmen zu kénnen.
Die Menge wurde gewogen, und fiir die beiden so durchgefithrten Messungen
ergaben sich 412mg in 17.75h (Pflanze 24) und 448mg in 18.5h (Pflanze 25).
Zur Vereinheitlichung wird der Wasserumsatz im Folgenden stets wie bei der
Transpirationsmessung als Stoffmenge in Mol angegeben. Mit der molaren Masse
von Wasser mit 18.015g/mol ergeben sich aus der Wiegung Mengen von 22.9mmol
fiir Pflanze 24 und 24.9mmol fiir Pflanze 25. Aus der Transpirationsmessung lasst
sich durch Summation tiber den Zeitverlauf die transpirierte Fliissigkeitsmenge
ermitteln. Sie ist in Abbildung (54) als grauer Graf dargestellt. Addiert man die
Exsudatmenge hinzu, ergibt sich als insgesamt umgesetzte Endmenge der rechts
grau-gestrichelt angedeutete Wert.

Um die durch Transpiration und Exsudation umgesetzten Fliissigkeitsmengen mit
der Aufnahme durch das Wurzelxylem vergleichen zu kénnen, wird im Folgenden
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Abb. 53: (a) Bereich der Maiswurzel aus einer Fluss-Signalstarkenkarte von Pflanze 24. (b)
Werteverteilung der Signalstérken aus dem Zentralzylinderbereich von 50 Flussdatensitzen.
Das Signal in (a) wurde auf den Maximalwert des |, Hauptfeldes” der Werteverteilung normiert.
(c) Flussgeschwindigkeitskarte. (d) Das Produkt von normierter Signalstiarke, Flussgeschwin-
digkeit und Pixelflache ergibt eine pixelbezogene Volumenflusskarte. (¢) Gleicher Ausschnitt
eines Turbospinechobildes der Wurzel.

aus den Flusskarten der Volumenfluss ermittelt.

Beim Fit der Funktion (9) von Seite 43 in einem Punkt eines Flussdatensatzes
wird neben der Flussgeschwindigkeit v auch die Signalamplitude A ermittelt.
Sie gibt das Maximum des sinusférmigen Signalverlaufes an und ist direkt pro-
portional zum Volumenanteil der ,.fliefenden” Magnetisierung in einem Voxel
— gegeniiber dem stationdren und durch die Flusssequenz unterdriickten Anteil.
Als ,,Voxel” wird dabei das Volumen bezeichnet, das sich aus Pixelfliche (39um
X 39um - nach ,,zero-filling”) und Schichtdicke (4.0mm) ergibt und dessen Ge-
samtsignal auf einen Pixel abgebildet wird. Der tatsdchliche Zahlenwert (in DE
— ,,digitale Einheiten”) der Signalstérke héangt von der Empfangskette des NMR-
Gerites, insbesondere vom Digitizer des Receivers ab. Der maximale Wert fiir
die Signalamplitude der Flussmessung wird in den Datenpunkten erreicht, deren
Signal aus einem Voxel herrithrt, das vollsténdig in einem Xylemgefafl zu liegen
kommt. Da die PixelgréBle von 39um nur wenig unter dem Durchmesser der grofien
XylemgefaBe von 50um bis 70pm liegt, werden nur wenige Pixel diese Bedingung
erfiillen, so dass die meisten eine geringere Signalstérke zeigen. Abbildung (53-a)
zeigt eine solche Fluss-Signalstarkenkarte einer Maiswurzel.

In Grafik (b) ist ein Histogramm der Signalstarken im Zentralzylinderbereich von
50 zu einer Messreihe gehorigen Karten dieser Art zu sehen. Abgesehen von ein-
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Abb. 54: Links: Vergleich der Transpirationsrate mit dem Volumenfluss durch das Wurzelxylem
von Maispflanze 24. Rechts: Das Zeitintegral der Raten zeigt die umgesetzte Fliissigkeitsmenge.
Das exakte Treffen beider Kurven zum Abschneidezeitpunkt ist im Rahmen der Messgenauigkeit
zufillig entstanden. Die gestrichelte Linie gibt die zur Transpiration zusétzliche exsudierte
Fliissigkeitsmenge an, die iiber der Schnittfliche an der Pflanzenbasis aufgefangen wurde.

zelnen ,,Ausreiflern”, die durch rauschbedingte Fitfehler zu hohe Werte ergaben,
liegen die Signalstérken alle in einem deutlichen ,,Hauptfeld” zwischen 20DE und
200DE zusammen. Aufgrund der vorangegangenen Uberlegungen wird die obere
Grenze dieses Hauptfeldes als eigentliche maximale Signalstérke identifiziert. Die
Signalstarkekarte (a) wurde bereits mit diesem Wert normiert.

Aus der Multiplikation der Pixelfliche mit der normierten Signalstarke in jedem
Bildpunkt erhélt man die effektive Querschnittsfliche eines Bildpunktes, die zum
Volumenfluss beitragt. Pixelweise Multiplikation mit der Flussgeschwindigkeit
fithrt zu der — noch pixelbezogenen — Volumenflusskarte (d) in Abbildung (53),
die Summation tiber den ganzen Zentralzylinderbereich dieser Karte schliellich
zum Volumenfluss in nl/s.

Bei der Darstellung von Flussgeschwindigkeitskarten werden iiblicherweise Punk-
te mit groflen Fitfehlern und zu kleinen Signalstarken verworfen, so dass Ar-
tefakte, wie in Abbildung (53) auBerhalb der Wurzel zu sehen, wegfallen. Um
fiir die Volumenflussberechnung auch den Beitrag von Pixeln mit sehr geringem
Flussanteil zu beriicksichtigen, die in {iblichen Flussgeschwindigkeitskarten nicht
mehr sichtbar wéiren, wird auf diese Diskriminierung hier verzichtet.

Durch das Rauschen in der Messung kénnen fiir die ermittelte Signalstarke Fit-
fehler nach oben ebensowenig ausgeschlossen werden wie nach unten. Um fiir
einen statistischen Ausgleich zu sorgen, wurden die Punkte, deren normierte Si-
gnalstérke tiber 1 lag, daher ebenfalls nicht verworfen.

Mit dem molaren Volumen von Wasser unter Standardbedingungen wurde aus
dem Volumenfluss die Durchflussmenge bestimmt und das Ergebnis in Abbil-
dung (54) als jeweils schwarze Linie eingetragen.

Zum Vergleich sieht man als grauen Grafen jeweils die Transpirationsrate (links)
und die abgegebene Gesamtfliissigkeitsmenge (rechts). Vor dem Abschneiden der
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Abb. 55: Zur Diskussion der Volumenflussmenge. Links: 17.75h nach dem Abschneiden ist das
Stangelzentrum weitergewachsen. Rechts: Gleichbleibende mittlere Fluss-Signalstérke wahrend
der Messung von Pflanze 25.

Pflanze ist die Transpiration nahezu deckungsgleich mit der ermittelten Durch-
flussmenge und das trotz eines Fehlers von schatzungsweise 10% bis 20% bei der
Normierung der Signalstarke bzw. der Abschétzung deren Maximalwertes.

Nach dem Abschneiden zeigt der Volumenfluss qualitativ das gleiche Verhalten,
das schon im Zusammenhang mit der Flussgeschwindigkeit aus Abbildung (52)
diskutiert wurde. Die aufintegrierte durch das Xylem transportierte Fliissigkeits-
menge geht bei beiden Messungen (Pflanzen 24 und 25) jedoch um 18mmol bzw.
13mmol iiber die Exsudatmenge hinaus, die in 16h bzw. 14.5h iiber dem Pflan-
zenstumpf aufgefangen werden konnte. Geringe absolute Verluste beim Auffan-
gen und Wiegen lieflen sich zwar sicherlich nicht vermeiden, jedoch diirfte sich
der relative Fehler bei gut 0.4ml erhaltener Fliissigkeitsmenge deutlich unter 10%
bewegen — nicht vergleichbar mit der gemessenen Abweichung von nahezu 100%.
Méglicherweise findet im Phloem, das hier jedoch nicht aufgel6st werden kann, ein
weiterer nennenswerter Wassertransport nach unten statt. Ein solcher Transport
kann bei Nacht durchaus die Hélfte des nach oben flieenden Volumens wieder
in die Wurzel zuriicktransportieren [WVVA]. Moglicherweise bewirken Storeffek-
te wie Rauschen eine konstant zu hoch berechnete Flussrate, was bei geringeren
Flussgeschwindigkeiten starker ins Gewicht fallen wiirde. Wie in Abbildung (55)
rechts zu sehen ist, ist der zeitliche Verlauf der Fluss-Signalstiarke im Rahmen
der statistischen Fehler konstant. Da sich das Xylemvolumen und die Bildvoxel
nicht dndern, ist das zu erwarten und als Fehlerquelle auszuschlieffen. Auch die
Wasserspeicherung durch Wachstum im Bereich zwischen der Messebene in der
Wurzel und der Schnittfliche kann vernachlassigt werden. Abbildung (55) zeigt
links eine Pflanze, aus deren Stangelansatz die gerollten Blétter hervorgewach-
sen sind. Thr geschitztes Volumen betragt jedoch nur 0.012ml, die Luftrdume
zwischen den Bléattern unberiicksichtigt.

Aufféllig, aber nur mit duflerster Vorsicht zu interpretieren ist noch, dass bei
beiden Messungen die aufgefangene Exsudatmenge in etwa dem Flussvolumen
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entspricht, das bis zum Abfallen der Flussgeschwindigkeit gemessen wurde, gut

zu erkennen am Knick im schwarzen Kurvenverlauf der aufgenommenen Fliissig-
keitsmenge rechts in Abbildung (54).

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Messung der Flussgeschwindig-
keit in Wurzeln einen interessanten Beitrag zur Untersuchung des Wurzeldruckes
und der Effekte, bei denen er eine Rolle spielt, leisten kann. Aus Flussgeschwindig-
keitskarten lésst sich mit der vorgestellten Methode ein Volumenfluss ermitteln,
der sehr gut mit der Transpiration iibereinstimmt. Selbst bei Dunkelheit ist die
Flussgeschwindigkeit in der intakten Pflanze hoher als in der Wurzel ohne Spross.
Das zeigt, dass der Spross verglichen mit der Wurzel starker zum Wassertransport
beitragt als zum hydraulischen Widerstand der kompletten Pflanze. Der Wurzel-
druck muss bei abgeschnittenem Spross nur noch den ,,Leitungswiderstand” der
Wurzel selber iiberwinden, erzeugt aber deutlich weniger Volumenfluss.
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Abb. 56: Bestimmung der Zellengrofien in einer Maiswurzel. (a) Lichtmikroskopieschnitt. (b)
Mustermatrix zur Suche von Kreisen (Zellen) mit 20 Pixeln (20.5p¢m) Durchmesser. (¢) Er-
gebnis der Faltung des Mikroskopiebildes mit der Mustermatrix. (d) Ermittelte ZellgroBen. (e)
ZellgréBenprofil, das wie in Abschnitt 6 beschrieben aus (d) bestimmt wurde.

9.3 Relaxationszeiten und Zellgréfien

In fritheren Abschnitten, z.B. in Abbildung (44), wurden Profile der Relaxati-
onszeiten aus Maiswurzeln gezeigt. Aus der Literatur sind mit Gleichung (13)
und Gleichung (16) Zusammenhéinge zwischen Kompartimentgrofien und Rela-
xationszeiten bekannt. Zur Interpretation der Relaxationszeit-Profile stellt sich
die Frage, ob sich die Variationen der Werte innerhalb eines Gewebes durch un-
terschiedliche Zellgroflen erkldren lassen. Besonders der radiale T;-Verlauf im
ansonsten recht homogenen Cortex wirft diese Frage auf.

Um den Zusammenhang zwischen Maiswurzelzellen und den gemessenen Relaxa-
tionszeit-Profilen zu beurteilen, muss die Verteilung der Zelldurchmesser ermittelt
werden. Dafiir wurde ein Algorithmus implementiert, der bei geeignetem Kontrast
und Auflésung in einem Lichtmikroskopiebild die Zellen auffindet und ihre Grofle
bestimmt.

Das Mikroskopiebild (Abbildung (56-a)) wird als Matrix behandelt, deren Ein-
triage die Graustufenwerte der Bildpixel wiedergeben. Diese Matrix wird mit ver-
schieden groflen Mustermatrizen gefaltet, die dem Schema verschieden grofler,
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runder Zellen entsprechen (Abbildung (56-b)). Die Karte Abbildung (56-c) zeigt
ein Beispiel einer der dabei entstehenden ,,Korrelationsmatrizen”, die die Grofle
der Bildmatrix besitzen. Je besser ein Bereich des Mikroskopiebildes mit dem
Inhalt der Mustermatrix iibereinstimmt, desto grofler wird der Eintrag in der
Korrelationsmatrix im Mittelpunkt dieses Bereiches.

Fiir alle zu erwartenden Zellgroflen wird eine Mustermatrix und damit eine Kor-
relationsmatrix erzeugt. Damit diese untereinander vergleichbar sind, wird die
Summe aller Eintrage der inneren Kreisfliche der Mustermatritzen auf 1 nor-
miert und werden die Eintrdge und Fléache des umgebenden Ringes so gewahlt,
dass die Summe aller Elemente einer Mustermatrix 0 ergibt.

Alle erhaltenen Korrelationsmatrizen werden verglichen und jedem Bildpunkt
der Zelldurchmesser zugeordnet, dessen Korrelationsmatrix den hochsten Wert an
diesem Punkt enthélt. Von allen Ergebnisbereichen, deren Korrelationswert einen
vorgegebenen Schwellenwert tiberschreitet, wird der Mittelpunkt (entsprechend
dem Pixel mit dem hochsten Korrelationswert) gesucht und als Zellmittelpunkt
identifiziert.

Das Verfahren findet offensichtlich ausschliellich kreisférmige bzw. kreisdhnliche
Zellen, was, wie man im Mikroskopiebild Abbildung (56-a) sehen kann, eine gute
Néherung der Zellform darstellt. Die Identifikation der ,,unférmigen” Interzel-
lularrdumen, besonders des Aerenchyms, wird dabei vermieden. Man beachte,
dass aufgrund des Mikroskopiebildes damit die Innendurchmesser der Vakuolen
bestimmt werden, nicht die Auflendurchmesser der Zellen, da Zytoplasma und
Zellwande als dunkler Auflenbereich die detektierbare Umrandung der hellen Va-
kuole bilden.

Abbildung (56-d) zeigt das Ergebnis der ZellgroBenbestimmung fiir den Licht-
mikroskopieschnitt (a). Fiir jede gefundene Zelle ist ein Kreis in entsprechender
Grofle dargestellt, dessen Grauwert dem Zellendurchmesser entspricht.

Nach dem in Abschnitt 6 beschriebenen Verfahren wurden aus den ZellgroBen-
karten von acht verschiedenen Mikroskopieschnitten Profile erstellt. Auch dabei
wurden die groflen Metaxylemgefiafie ausgenommen. Die Grafik Abbildung (56-
e) zeigt das Profil der nebenstehenden ZellgroBenkarte. Deutlich ist ein nahezu
linearer Abfall des Radius’ der Zellen im Zentralzylinder, vom Mittelpunkt bis
zu den kleinen Parenchymzellen zwischen den Metaxylemgefiafien, zu erkennen.
Als Mittelwert der acht ausgewerteten Profile ergibt sich fiir die Wurzelmitte
ein Zelldurchmesser von 14.9um=+2.2um und fiir das Ende des linearen Abfalls
8.6pum=+1.4um. Der nach auflen anschliefende, sehr uneinheitliche Verlauf ent-
spricht dem aufleren Bereich des Zentralzylinders zwischen Metaxylem und En-
dodermis, der mit Phloem und ,,frithem” Metaxylem sehr unterschiedlich grofle
Zellen enthalt. An die Endodermis mit sehr kleinen Zellradien schliefit sich das
Cortexgewebe an. Dessen Zelldurchmesser erreichen im inneren Cortexbereich
ein Maximum mit durchschnittlich 25.3pm+3.9um und fallen zur Wurzelrinde
hin bis auf 12.9pym=+2.5um ab.

Einen qualitativ sehr &hnlichen Verlauf findet man fiir das T;-Profil der Mais-
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wurzel, wie z.B. in Abbildung (44-g) zu sehen (schwarze Kurve fiir ungestressten
Zustand). Mit Gleichung (13) wurde daher ein theoretisches Tq-Profil aus den
ZellengroBen ermittelt. Fiir das intrinsische Ty wurde dabei wie in 9.1.5 wieder
4s angenommen; es hat keinen mafigeblichen Einfluss auf das Ergebnis. In Abbil-
dung (57) ist das so berechnete T;-Profil fiir zwei verschiedene Werte der ,,surface
sink strength” H dem gemessenen T;-Profil von Pflanze 27 (vgl. Abbildung (44-

g)) gegeniibergestellt.
Theoretisches Relaxationsprofil Innerhalb des Zentralzylinderge-
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Abb. 57: T;-Relaxationsprofil nach Gleichung (13)
aus dem ZellgroBenprofil aus Abbildung (56) berech- . . .
net. Zum Vergleich ist als diinne durchgezogene Linie heblich. Mit einer theoretischen
das T;-Profil einer anderen Pflanze zu sehen. Berechnung des T;-Wertes nach

Gleichung (16) ergibt sich ein glei-

cher Verlauf, der den starken Abfall des T;-Wertes zum Rand der Wurzel hin
ebenfalls nicht erklaren kann.
Es ist daher davon auszugehen, dass neben der Zellgréfie zumindest ein weiterer
Parameter im Cortex nicht konstant ist. Durch eine Zunahme der Konzentration
verschiedener geloster Substanzen von innen nach auflen koénnten entweder H
zu- oder das T ;.. kontinulerlich abnehmen. H wiirde in diesem Sinne einer
Konzentrationsdnderung im Zytoplasma, Ty ;.. einer Anderung in der Vakuole
folgen.

Wie in Abschnitt 9.1 beschrieben, nimmt wahrend einer Trockenstressphase T
im Cortex erheblich ab. Ein Teil dieser Abnahme ist mit Sicherheit durch die Ver-
kleinerung der Zellen zu erkldren. Eine Lichtmikroskopie der gestressten Planzen
ist aufgrund der Empfindlichkeit des eingetrockneten Cortex nur schwer méglich,
so dass die ZellgroBen in diesem Zustand nicht direkt bestimmt werden kénnen.
Aus der Abnahme des Wurzelradius’ lisst sich jedoch auf eine ungefihre Ande-
rung der Zellvolumen und damit deren Durchmesser schlielen. Der Vergleich die-
ser Werte der untersuchten Pflanzen {iber Gleichung (13) mit der beobachteten
Ti-Anderung ergab jedoch auBer der grundsitzlichen Abnahme beider GréBen
(T und Durchmesser) keinen sichtbaren Zusammenhang. Es ist davon auszuge-
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hen, dass hier andere Relaxationsmechanismen wie die Konzentrationserh6hung
eine wesentliche Rolle spielen, ebenso wie die Tatsache, dass die Volumenabnah-
me verschiedener Zellen und verschiedener Zellkompartimente duflerst inhomogen
verlauft.
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Abb. 58: Ti-Karten einer Maiswurzel, vor und direkt nach der Befiillung des Réhrchens mit
10mmol Gd-DTPA versetzter Nahrlosung, sowie 4.8h und 9.2h spéter.

9.4 Kontrastmittelaufnahme von Wurzeln

Paramagnetische NMR-Kontrastmittel verkiirzen die Relaxationszeiten und er-
zeugen so neue Bildkontraste, abhéngig davon, wie schnell sie welche Gewebe-
oder generell Probenbereiche erreichen kénnen. In einzelnen Fallen wurden Kon-
trastmittel bereits fiir NMR-Studien an Wurzeln eingesetzt.

Mit Kupfersulfat als Kontrastmittel versetzte Nahrlésung wurde z.B. genutzt, um
die Wiederaufnahme von Wasser durch ein Wurzelsystem darzustellen [BRF86];
wobei sich die Frage stellt, ob das CuSO4 mit der gleichen Kinetik aufgenommen
wird wie das Wasser.

Das biologisch weitestgehend inerte Gadolinum-DTPA (Gd-DTPA, auch unter
dem Markennamen ,,Magnevist”'® bekannt) wurde eingesetzt, um durch den ver-
ursachten Suszeptibilitatsshift extrazellulare von intrazellularer Fliissigkeit zu un-
terscheiden [ZLSH*00]. Die ungehinderte Aufnahme in den Apoplasten war dabei
jedoch nur bei zerschnittenen Wurzeln méglich.

Letztere Aussage lasst darauf schlieflen, dass eine intakte Wurzel (-epidermis) das
grofle Gd-DTPA-Molekiil nicht oder nur gering passieren lésst. Die im folgenden
beschriebene Messung der Aufnahme von Gd-DTPA durch eine Wurzel wurde mit
zwei moglichen Zielen durchgefiithrt. Zum einen sollte untersucht werden, ob sich
gef. Diffusionsbarrieren fiir dieses Makromolekiil erkennen lassen. Zum anderen
kénnte eine geringe oder unmégliche Aufnahme des Gd-DTPA durch die Wurzel
dazu verwendet werden, die Wurzeln von Umgebungsmedien zu unterscheiden,
die inhomogener oder in ihren Bildkontrasten dem Wurzelgewebe dhnlicher sind
(vgl. Abschnitt 9.5) als eine rein wéssrige Nahrlosung.

Die Nahrlésung einer 6 Tage alten Maispflanze wurde wahrend einer Messreihe
ausgetauscht. Nach der Aufnahme einer ersten T;-Karte wurde Nahrlésung mit
10mmol Gd-DTPA in das Réhrchen gefiillt. Durch die Akquisition von weiteren
Karten iiber 10 Stunden hinweg wurde die Aufnahme des Gd-DTPA durch die
Wurzel beobachtet.

In Abbildung (58) sind Ty-Karten zu verschiedenen Zeiten des Experimentes zu
sehen. Deutlich nimmt im Laufe der Zeit der T;-Wert im Cortex ab. Verglichen

16Schering AG
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Abb. 59: Links ist Ty, rechts sind die daraus berechneten Gd-DTPA-Konzentrationen gezeigt,
normiert auf den berechneten Wert im umgebenden N&hrmedium. Oben ist der Zeitverlauf
des jeweiligen Wertes als Profil der ganzen Maiswurzel zu sehen. Unten sind die Zeitverldufe
spezieller Geweberegionen herausgegriffen. Bei der Mittelwertsberechnung aus der Ti-Karte
ergeben sich die eingezeichneten Standardfehler und iiber das Fehlerfortpflanzungsgesetz daraus
die Fehler der Konzentrationswerte der rechten Grafik.

mit dem Ty der Gd-DTPA versetzten Néhrlosung von 0.0247s+0.0014s ist diese
Abnahme jedoch unbedeutend. Das deutet auf eine nur geringe Aufnahme des
Gd-DTPA durch die Wurzelepidermis hin.

Je hoher die Konzentration des Gd-DTPA (z.B. innerhalb der Wurzel) ist, desto
stéarker erscheinen diese Bereiche im Bild nach rechts, in Ausleserichtung, verscho-
ben. Die Ursache dafiir ist die schon erwéhnte Suszeptibilitat des Kontrastmittels,
die lokal die By-Feldstérke erh6ht und so zum Lesegradienten beitrédgt. Im schma-
len Bereich zwischen Wurzel und Referenzrohrchen (das mit Kontrastmittel-freier
Nihrlosung gefiillt ist) ist dieser Effekt am auffalligsten. In der Uberlagerung ver-
schiedener Probenregionen fiithrt dies zu Fitfehlern am rechten und linken Rand
von Strukturen wie der Wurzel. Deshalb wurde fiir die Auswertung des radia-
len Ty-Profiles (wie in Abschnitt 6 beschrieben) nur ein vertikaler Streifen der
Ti-Karte in Breite des Zentralzylinders beriicksichtigt.

In Abbildung (59) ist links die zeitliche Entwicklung der T;-Werte dargestellt, be-
ginnend mit der Einzelmessung vor der Gd-DTPA-Zugabe. Im Aulenbereich, hier
als Rizodermis bezeichnet, erfolgt eine spontane Ti-Anderung, die danach iiber
die Zeit weitestgehend konstant erscheint. Wahrscheinlich resultiert die schnelle
Reduktion aus einem Eindringen des Kontrastmittels in die Unebenheiten der
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Wurzeloberflache und somit aus einem Partial-Volume-Effekt, der ein mittleres
Ty bewirkt. Hinzu kommt moglicherweise eine Diffusion relaxierter Magnetisie-
rung in die Wurzel (vgl. Abschnitt 8.5).

Im dufleren Cortex fallt der Wert zuerst auch steiler ab, gleicht sich dann aber
dem asymptotischen Verhalten des inneren Cortex’ an. Erstaunlicherweise folgt
der Verlauf fiir den Endodermisbereich und den Vaskularring, der bereits in-
nerhalb des Caspary-Streifens liegen sollte, ebenfalls diesem Ti-Abfall. Erst der
Bereich des Zentralzylinders zwischen Vaskularring und Metaxylem zeigt einen
schwicheren Abfall. Im Zentrum ebenso wie im Metaxylem ist kaum ein Effekt
des Kontrastmittels festzustellen.

Die Wirkung eines paramagnetischen Kontrastmittels wie Gd-DTPA auf T l&sst
sich nach Angabe aus der Literatur ([Pri94]) wie folgt durch die Konzentration
¢(Gd-DTPA) im Medium beschreiben:

1 1
— = — — R ¢(Gd-DTPA
T Tho ( )

Dabei ist Ty der Ausgangswert fiir ¢(Gd-DTPA)=0mmol/l und R die ,,Relaxi-
vitdt”, eine Konstante, die abhingig von Kontrastmittel, Feldstéarke, Temperatur
etc. die Wirkung der Kontrastmittelkonzentration beschreibt.

Die rechte Seite von Abbildung (59) zeigt den Zeitverlauf der so berechneten Kon-
zentrationen. Aufféllig ist der zuerst sprunghafte Anstieg im Rizodermisbereich,
der dann in einen nahezu linearen Anstieg, parallel zum Verlauf in Vascualérring,
Endodermis und Cortex, iibergeht. Der ,,Sprung” wird offensichtlich durch den
direkten Kontakt mit dem ausgetauschten Medium bewirkt.

Der gleichméBige Anstieg deutet auf eine relativ ungehinderte Verteilung des
Kontrastmittels tiber den Cortex hinweg hin, wobei jedoch die Diffusion durch
die Rizodermis stark reduziert ist. Im Zentralzylinder zeigt der Konzentrations-
wert nahezu keine Verdanderung im Rahmen der Messdauer. Im Bereich der En-
dodermis liegt die Konzentrationserh6hung leicht iiber denen der benachbarten
Bereiche, selbst iiber der des &ufleren Cortex. Das gleiche Verhalten ist noch
deutlicher im dariiber dargestellten Profil-Zeitverlauf zu erkennen. Innerhalb der
ersten Stunden findet der Anstieg der Konzentration von auflen nach innen statt.
Nach etwa 3 Stunden (ab Zeitindex 23h) tibertrifft jedoch die Konzentration um
r=0.18mm in der Wurzel die Konzentration der weiter auflen liegenden Bereiche.
Trotz weiterer Erhohung in diesem Bereich bleibt der innere Zentralzylinder ohne
nachweisbare Kontrastmittelkonzentration, was einen sichtbar zunehmenden Gra-
dienten zwischen r=0.18mm und r=0.10mm zur Folge hat. Diese Beobachtungen
lassen auf eine Diffusionsbarriere im dufleren Zentralzylinderbereich schlieflen, an
der eine Akkumulation des Gd-DTPA stattfinden kénnte. Aufgrund der Breite
des Konzentrationsgradienten und seiner Lage in einem Bereich, der bereits dem
Zentralzylinder zugeordnet werden kann, stellt sich jedoch die Frage, ob daran
ausschlieflich der Caspari-Streifen beteiligt ist.
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Die als niedriger berechnete Konzentration im mittleren Cortexbereich lésst sich
aber auch mit einem hier deutlich geringeren Anteil extrazellularer Fliissigkeit
deuten. Da zum einen die Zellen des Cortex’ in diesem Bereich gréfler sind und
zum anderen die Pflanze bereits sichtbar Aerenchym ausgebildet hat, liegt die
Gd-DTPA-Menge pro Volumen hier ggf. deutlich unter der eigentlichen Kon-
zentration in der Fliissigkeit. Dieser Konzentrationsdefekt fithrt im Mittel zu
einem ldngeren beobachteten T;. Im untersuchten Wurzelbereich (3cm unter-
halb des Korns, 7em von der Wurzelspitze entfernt) findet im allgemeinen keine
nennenswerte Nahrstoff- und Wasseraufnahme statt. Eine Transport-getriebene
Gd-DTPA-Akkumulation ist somit als Erklarung fiir den ,,inversen” Konzentra-
tionsverlauf im inneren Cortex als eher unwahrscheinlich anzusehen.

Die vorliegende Messung war als Vorstudie konzipiert, um die Moglichkeiten zu
bewerten, die sich mit dem Einsatz von Gd-DTPA oder dhnlichen makromoleku-
laren Kontrastmitteln fiir NMR-Studien an Pflanzenwurzeln ergeben. Es konnte
gezeigt werden, dass das Kontrastmittel auch von einer intakten Wurzel aufge-
nommen wird und durchaus erste Aussagen iiber mogliche Diffusionswege und
-barrieren durch und im Apoplasten erméglicht. Daneben kann festgestellt wer-
den, dass die Kontrastmittelaufnahme sehr langsam ablauft — nach 10h sind im
Cortex etwa 4% der Konzentration im AuBlenmedium erreicht. Daher erscheint
eine Kontrastmittelzugabe ins Aulenmedium als vielversprechender Ansatz, um
die Wurzeln zumindest auf einer kurzen Zeitskala von diesem unterscheiden zu
kénnen.
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9.5 Wurzeln in inhomogenen Umgebungsmedien

Ublicherweise befanden sich die in dieser Arbeit untersuchten Wurzeln in einer
Néahrlosung als Umgebungsmedium bzw. Substrat. Fiir die bisher gezeigten funk-
tionellen Untersuchungen von Pflanzenwurzeln erwies sich dies in mehrerer Hin-
sicht als vorteilhaft:

— Es war eine kurzfristige kontrollierte Variation des Fliissigkeits- und Nahr-
stoffangebotes méoglich.

— Es traten keine Suszeptibilitatsspriinge innerhalb des Umgebungsmediums
auf, die zu Bildstérungen fithren und besonders die Werte am Rand der
Wurzel verfalschen kénnten.

— Im einheitlichen Medium waren die Wurzeln eindeutig zu identifizieren und
zu segmentieren.

Daneben wiren jedoch auch viele Studien interessant, die sich gerade mit dem
Umgebungsmedium beschaftigen. In Anlehnung an Abschnitt 9.6 kénnte z.B.
die Auswirkung des Substrates auf die dreidimensionale Struktur des Wurzel-
wachstums untersucht werden, wie [AJFK99] die Gravitationsorientierung des
Wachstums durch verschieden feine Substrate untersucht haben. Auch NMR-
Untersuchungen, die sich mit dem sog. ,hydraulic lift” beschéftigen, bei dem
Pflanzen zur Néhrstoffaufnahme Wasser aus tieferen Bodenschichten in héheren
wieder abgeben (siehe z.B. [XB93]), wéren auf variable Substrate angewiesen.
Grundséatzlich sind viele Ansdtze denkbar, die sich wie [MJK90] mit der Was-
seraufnahme aus dem Boden beschiftigen und dafiir unter anderem den lokalen
Wassergehalt des Substrates um die Wurzeln messen.

Im Folgenden soll am Beispiel von Sand untersucht werden, wie sich Wurzeln
in einem inhomogenen Umgebungsmedium darstellen. Anhand von Relaxations-
zeitkarten werden die Grundlagen fiir Bildkontraste ermittelt, um Aussagen zur
Segmentierbarkeit der Wurzeln treffen zu kénnen.

Fiir diesen Zweck wurde eine Maispflanze auf Silikatsand angezogen und Para-
meterkarten ihrer Wurzeln aufgenommen. In Abbildung (60) ist links oben eine
Turbospinechoaufnahme aus dem innen 11mm durchmessenden, sandgefiillten
Réhrchen zu sehen. Kennt man die Struktur einer Maiswurzel in solchen NMR-
Bildern, findet man relativ leicht die drei Nebenwurzeln (A) am linken Rand
unterhalb der Mitte. Etwas schwerer ist die flach durch die Bildebene verlaufen-
de Hauptwurzel (B) links oberhalb der Bildmitte zu identifizieren. Eine weitere
Wurzel am oberen Bildrand (C) findet sich leichter mit Hilfe der T;-Karte (links
unten in Abbildung (60)), da hier der Cortex mit einheitlich niedrigerem T4-Wert
von der Bildebene angeschnitten wird.

Grundsétzlich unterscheidet sich jedoch das Wurzelgewebe nicht in seinen Wer-
ten (weder Ty, Spindichte noch T3) von der Feuchtigkeit, die sich zwischen den
Sandkoérnern hélt. Fine automatische Segmentation nur anhand dieser Karten
erscheint kaum méglich.
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Abb. 60: Links oben: Turbospinecho einer Maiswurzel in feuchtem Sand, 4-Echozug, 256 Pkt x
256Pkt, Tr=1s, Tg=Tg; =9.1ms, in den markierten Bereichen A - C finden sich Wurzeln in
der Bildebene. Rechts oben: To-Karte derselben Schicht, 128Pkt x 128Pkt. Unten: T;-Karten,
128Pkt x 128Pkt, links vor, rechts unmittelbar nach der Zugabe von Gd-DTPA ins Umgebungs-
medium. Fiir alle 4 Bilder gilt: FOV=13.3mm x 13.3mm, Schichtdicke=0.5mm.

Der Fliissigkeit im Sand wurde Gd-DTPA als NMR-Kontrastmittel zugegeben,
um die Ty-Zeit zu senken. In einer weiteren T;-Karte (rechts unten in Abbil-
dung (60)), die eine Viertelstunde nach der Zugabe entstand, sind die Wurzeln
nun deutlich zu erkennen. In dieser Zeitspanne erfolgt nach den Ergebnissen aus
Abschnitt 9.4 keine nennenswerte Aufnahme des Kontrastmittels durch die Wur-
zeln. Es zeigt sich, dass in der Mitte der oberen Bildhélfte eine weitere Seitenwur-
zel durch die Bildebene verlduft, die in der inhomogenen Struktur des feuchten
Sandes vorher nicht zu erkennen war.

Um Strukturinformationen iiber ein Wurzelsystem in einem inhomogenen Medi-
um wie Sand oder Erde zu gewinnen, erscheint ein Kontrastmittel als der einzige
mogliche Weg. So ldsst sich (zumindest fiir einige Stunden) das Wurzelgewe-
be von der Fliissigkeit im Substrat unterscheiden. Aus einer 3D-Aufnahme mit
geeignetem Kontrastverhalten kann so wie in Abschnitt 9.6 das Wurzelsystem
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automatisch segmentiert und seine Struktur rekonstruiert werden.

Als Hinweis fiir mogliche Alternativen sei noch angefiigt, dass anstelle von bzw.
zusatzlich zu T, und Ty auch die Diffusion betrachtet werden kann. Die Auf-
nahmedauer einer entsprechenden 3D-Sequenz muss jedoch in einem zeitlichen
Rahmen bleiben, in dem keine nennenswerten Anderungen, besonders durch das
Wachstum der Wurzel, stattfinden.

Auch fiir funktionelle Studien, z.B. zur Wasseraufnahme, bei denen der Wasserge-
halt des Substrates gemessen werden soll, kann ein Kontrastmittel hilfreich sein.
Ob ein solches bereits wahrend der Messung eingesetzt werden kann, ohne dabei
die Ergebnisse zu beeinflussen, muss im Finzelfall entschieden werden. Denkbar
ware jedoch in jedem Fall, nach Abschluss einer solchen Messreihe Kontrastmit-
tel zur Flissigkeit im Umgebungsmedium zuzusetzen, um die Lokalisation der
Wurzeln zu verifizieren.
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9.6 3D-Struktur von Wurzeln

Mit klassischen Methoden ist eine zerstérungsfreie Untersuchung des Wurzelsys-
tems nur schwer méglich. Durch Ausgraben und Entfernen des Umgebungsmedi-
ums werden die Wurzeln nicht nur méglicherweise beschadigt, sondern vor allem
wird ihre dreidimensionale Anordung verdndert. Die Information tiber Verzwei-
gungswinkel und richtungsabhéngige Ausbreitung des Wurzelsystems geht verlo-
ren. Die Pflanzenanzucht zwischen Glasplatten schafft nur eine bedingte Abhilfe,
da damit das natiirliche Wachstum des Wurzelsystems in seiner Geometrie be-
eintréachtigt wird.

Aus diesen und dhnlichen Griinden wurde bereits versucht, die dreidimensionale
Struktur von Wurzeln mit Hilfe von NMR-Projektionsaufnahmen zu rekonstru-
ieren [SJ92]. Auch in einzelnen anderen Arbeiten wurden in Projektion Wurzel-
systeme und besonders ihre Wasserverteilung untersucht [BRF86, BRP93].

Will man jedoch auch (geometrische) Informationen iiber den inneren Aufbau
eines Wurzelsystem erhalten, ben6tigt man wesentlich héhere Auflésungen in alle
drei Raumrichtungen als in den genannten Arbeiten verwendet. Dabei muss man
sich notwendigerweise auf einen Ausschnitt des Wurzelsystems beschranken.

Im Folgenden werden Ergebnisse der in 5.2.2 vorgestellten 3D-Turbospinecho-
Sequenz gezeigt. Damit wurde ein (5mm)® grofies Volumen des Wurzelsystems
einer 11 Tage alten Maispflanze abgebildet [KWZHO3]. Die angeregte Schicht lag
senkrecht zum Verlauf des Probenrohrchens und der Wurzel, so dass Finfaltungen
aus dem Bereich darunter und dariiber durch eine Beschrankung der Anregungs-
breite reduziert werden konnten. Durch restliche Einfaltungsartefakte und die
zum Rand hin reduzierte Signalstédrke kénnen von den 5mm in Z-Richtung nur
ca. 3.75mm ungestort dargestellt werden.

Abbildung (61) zeigt drei Schnitte durch das akquirierte Volumen. Neben der
Haupt- und etlichen Seitenwurzeln ist auch eine Kunststoffkapillare als Kontrast-
referenz zu sehen. In der Wurzel lassen sich deutlich Cortex und Zentralzylinder
unterscheiden sowie innerhalb des Zentralzylinders die Xylemgefafie verfolgen. In
sechs sequentiellen Einzelschnitten ist die innere Struktur der Abzweigung in eine
Nebenwurzel gezeigt.

Um zu einer ,,echten” dreidimensionalen Darstellung zu gelangen, wurde der
Datensatz mit der Visualisierungssoftware AMIRA bearbeitet. Von Hand wur-
den dabei grob die Bereiche der Wurzeln und der Kapillare segmentiert, um
storende Schmutzeffekte im Umgebungsmedium von der Rekonstruktion auszu-
nehmen. Ein Helligkeitsschwellwert zwischen dem umgebenden hellen Ring und
dem dunklen Bereich des dufleren Wurzelcortex” wurde vorgegeben. Fiir diesen
Schwellwert berechnete AMIRA die Grenzflache zwischen Wurzel und Ndhrme-
dium. Das Ergebnis ist in Abbildung (62) gezeigt.

Gut kann man den Verlauf der verschiedenen Wurzeln durch das Bildvolumen
erkennen und auch die Abzweigungen der Seitenwurzlen an der Hauptwurzel. In
der rechten Darstellung ist auflerdem zu sehen, dass der gleiche Schwellwert auch
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geeignet ist, die Grenzflache zwischen Cortex und Zentralzylinder zu bestimmen.
Selbst in den Seitenwurzeln lésst sich dieser verfolgen.

Mit diesen ersten 3D-NMR-Mikroskopiebildern einer Pflanzenwurzel konnte ge-
zeigt werden, dass es moglich ist, in praktikabler Zeit (70min) eine ausreichende
Auflésung zu erzielen, um die duflere und innere Struktur eines Wurzelsystems
nichtinvasiv darzustellen.

Bei halber rdumlicher Auflésung, vorzugsweise entlang der Léngsrichtung der
Wurzel, und somit 35min Aufnahmedauer, wéren auch funktionelle Studien mit
dem Fokus auf dreidimensionale Verdnderungen denkbar. Fiir eine Untersuchung
von Wachstumsprozessen kénnte man die Zeitauflésung zugunsten einer noch

Seitenwurzel- ’

abzweigung

1mm

Abb. 61: Die Bilder X, Y und Z zeigen Schnitte durch den 3D-Datensatz von Haupt- und
Nebenwurzeln einer 11 Tage alten Maispflanze. Fiir die drei Darstellungen wurde jeweils x,
y bzw. z als konstant gew#hlt. Die gewdhlten Schnittebenen von X und Y sind in der Z-
Ebene eingezeichnet. Deutlich ist der Verlauf der Xylemgefiafie im Zentralzylinder zu erkennen.
Rechts unten ist in einer Schnittsequenz die Verzweigung in eine Nebenwurzel zu sehen. 3D-
Turbospinecho, Tp=T; g=8.7Tms, Tg=1.1s, (128Pkt)?, vom FOV=(5mm)? sind nur 5mm x
Smm x 3.75mm gezeigt. Isotrope Auflésung: 39um.
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Abb. 62: Oberflichenrekonstruktion einer Maiswurzel mit Nebenwurzeln. Links ist transparent
auch die Kunststoffkappillare zu erkennen. Rechts erkennt man beim ,,Blick” in die Hauptwurzel
den Zentralzylinder ebenso wie die Zentralzylinder der Nebenwurzeln in der halbtransparenten
Darstellung.

héheren raumlichen Auflésung oder eines grofleren Volumens auch reduzieren.
Solche Anwendungsmoglichkeiten sollen jedoch nicht mehr Aufgabe der vorlie-
genden Arbeit sein.
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9.7 Messungen an Phaseolus vulgaris

Neben Messungen an Zea mays wurden die erarbeiteten Methoden auch fiir Un-
tersuchungen an Wurzeln von Bohnenpflanzen (Phaseolus vulgaris) eingesetzt.
Das Ziel waren dabei sogenannte ,,split-root” Messungen [LOBS98], bei denen
das Wurzelsystem einer Pflanze auf zwei unterschiedliche Nahrlésungen aufge-
teilt wird.

Abbildung (63) zeigt einen der Vorversuche zu diesen Studien. Hier entwickel-
ten sich nach dem Abschneiden der priméaren Hauptwurzel einer Bohnenpflanze
zwei neue Hauptwurzeln, beide im selben Medium. Die innere Struktur der lin-
ken Wurzel deutet darauf hin, dass diese bereits etwas weiter ausgebildet ist.
In den verschiedenen Parameterkarten (T, Ty und Spindichte) ist aber auch
zu erkennen, dass sich beide Wurzeln hinsichtlich ihrer NMR-Eigenschaften iden-
tisch entwickelten. Auch zeigen beide bereits deutlichen Xylemfluss, wiederum die
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Abb. 63: Zwei Hauptwurzeln einer ca. 3 Wochen alten Bohne (split-root-Ansatz). FOV al-
ler Darstellungen = 5mm x bmm. Links-oben: Turbospinecho, 4-Echo-Zug, 256Pkt x 256 Pkt,
Tgr=1s, Tg=T; g=9.1ms, Schichtdicke 0.5mm, iiberlagert mit einer Geschwindigkeitskarte des
Xylemflusses (128Pkt x 128Pkt, 4.0mm Schichtdicke). Links-unten: Ty-Karte. Rechts-unten:
Ti-Karte. Rechts-oben: Spindichtekarte, die aus den Ti- und Ts-Daten berechnet wurde. Mit
128Pkt x 128Pkt gilt fiir alle Karten: 39.5um isotrope Auflésung bei 0.5mm Schichtdicke.
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linke mit etwas hoheren Geschwindigkeiten und iiber eine gréflere Querschnitts-
fliche. Die Entwicklung NMR-geeigneter Geféfle fiir eine split-root-Anzucht so-
wie weitere Messungen an diesem System wurden im Rahmen einer Diplomarbeit
[Sch01, STKS*08] durchgefiihrt.

Die in Abbildung (63) vorgestellten Karten sollen hier nur die grundsatzliche Eig-
nung der entwickelten Methoden fiir Untersuchungen an anderen Wurzelsystemen
aufzeigen. Daneben bieten sie einen Vergleich mit den im iibrigen behandelten
Maiswurzeln, und man sieht, dass sich die NMR-Parameter Ty und Ty im selben
Rahmen bewegen. In den Bohnenwurzeln ist ebenfalls eine eindeutige Unterschei-
dung zwischen Zentralzylinder und Cortex gegeben, und interne Strukturen sind
klar unterteilt. Durch das Nachfiillen von Nahrlésung unmittelbar vor der Mes-
sung besitzt das Umgebungsmedium etwas andere Werte als die Losung in der
Kapillaren. Auffillig ist auch die lange T4-Zeit im Cortex der beiden Hauptwur-
zeln, die, wie auch bei den meisten Maiswurzeln, tiber dem Wert der Néhrlésung
liegt. Dies deutet auf grofle Zellvakuolen hin, in denen eine geringere Konzen-
tration paramagnetischer Tonen vorliegt als im umgebenden Nahrmedium (vgl.

Anhang Seite 139).
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10 Fazit und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war es einerseits, Hardware und Methoden fiir die Kern-
spinresonanztomographie zu entwickeln, um damit nichtinvasive Untersuchungen
an Pflanzenwurzeln durchzufithren zu kénnen. Andererseits sollten erste Anwen-
dungen der erarbeiteten Methodik insbesondere zum Verstandnis der funktiona-
len Vorgange in den Wurzeln beitragen und physikalische Phdnomene im Zusam-
menhang mit der NMR an Wurzeln untersuchen.

Fiir die Handhabung und insbesondere die Einbringung und die Versorgung der
Pflanzen im NMR-Tomograph wurden die in [Kau98] entworfenen Probenrohr-
chen optimiert, die einen Zugang der NMR-HF-Spule zu den Wurzeln gestat-
ten. Fiir Anwendungen, die auch iiber den Bereich der Pflanzen-NMR hinaus
reichen, wurde ein neues modulares Probenkopf-Konzept entworfen, umgesetzt
und patentiert. Dieses Konzept gestattet die Nutzung von verschiedenen auf die
gewiinschten HF-Frequenzen optimierten Kanédle in Kombination mit derselben
Zusatzhardware. Eine solche Zusatzhardware wire im Sinne der vorliegenden Ar-
beit eine Klimakammer, die eine kontrollierte Versorgung der Pflanzen im NMR-
Gerit erlaubt und dariiber hinaus weitere zusatzliche Messgroflen wie Transpira-
tion, Atmung, Temperatur, Beleuchtungsstarke, etc. liefert. Mit diesem Konzept
ist es in Zukunft méglich, einen speziellen Probenkopf fiir Messungen von Pflan-
zen unter kontrollierten Bedingungen aufzubauen, der nicht auf wenige, vorher
festgelegte HF-Kanéle begrenzt ist. Nach Bedarf ist es méglich, HF-Kanéle fiir
verschiedene Frequenzen und damit untersuchte Atomkerne einzusetzen.
Funktionelle Untersuchungen an Pflanzen erfordern zum einen NMR-Sequenzen,
die in ausreichend kurzer Zeit die geforderten Daten liefern, um zeitliche Verédnde-
rungen in den Pflanzen verfolgen zu kénnen. Wie gezeigt, sind zum anderen Se-
quenzen notwendig, die unempfindlich gegeniiber Suszeptibilitatsspriingen in der
Probe sind. Am besten erfiillen sog. Turbospinechos oder RARE-Experimente
beide Bedingungen. Darauf basierende Sequenzen, besonders fiir die Messung von
T; und T,, die am AMX implementiert wurden, konnten in zahlreichen Anwen-
dungen ihre Eignung fiir die funktionelle NMR-Mikroskopie an Wurzeln zeigen.
Mit einer entwickelten 3D-Mikroskopie-Turbospinechosequenz konnte zum ersten
Mal die dreidimensionale Struktur eines Abschnittes einer Pflanzenwurzel mit
ihren Verzweigungen dargestellt werden. Die isotrope Auflésung von 39um in
128% Bildpunkten erlaubt bei einer Messdauer von nur gut einer Stunde auch die
Untersuchung zeitlicher Verdnderungen in der dreidimensionalen Struktur der
Wurzeln.

Zum ersten Mal konnten im Rahmen dieser Arbeit Kavitationen in der Was-
sersaule der Xylemgefafle in Wurzeln sowie deren Wiederbefiillung beobachtet
werden. Die Wiederbefiillung wurde systematisch untersucht, und mit einer Multi-
Schicht Bildgebungssequenz gelang erstmals die Messung der Geschwindigkeit
(etwa Ilmm/min), mit der die Wassersdule von unten kommend den kavitier-
ten Bereich befiillt. Der anschlielend gemessene Fluss belegte ebenfalls erstmals,
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dass ein kavitiertes Geféfl seine Funktionalitdt wiedererlangen kann. Diese Da-
ten ergdnzen die umfangreichen Untersuchungen, die zum Wasserhaushalt der
Wurzeln unter Trockenstressbedingungen durchgefithrt wurden. Neben der Mes-
sung der Flussgeschwindigkeit in den Gefaflen der Wurzeln waren fiir den Was-
serhaushalt des Wurzelgewebes dabei besonders Groflen wie die Relaxationszei-
ten und die Spindichte interessant. Diese Groflen geben Aufschluss tiber phy-
siologische Verdnderungen. Eine umfangreiche Literaturrecherche zu bekannten
Zusammenhéngen zwischen physiologischen Werten und den NMR-Parametern
wurde durch eigene Simulationsrechnungen ergénzt. Die daraus resultierende Zu-
sammenstellung in dieser Arbeit diente als Grundlage fiir die Interpretation der
gemessenen Werte. Es ldsst sich damit verfolgen, wie aus den Zellen des Cor-
texgewebes wéhrend der Trocknung um so mehr Wasser entzogen wird, je mehr
lokal gespeichert ist. Nach der Wiederbewisserung zeigt sich eine voriibergehen-
de Verdiinnung des Saftes in den Gefaflen der Wurzeln. Anschliefend nimmt das
Gewebe von innen nach auflen wieder Feuchtigkeit auf.

Mit den Erkenntnissen aus den Arbeiten zu den Relaxationszeiten konnte weiter-
hin das Ph&nomen des hellen Ringes erkléart werden, der in den NMR-Bildern die
Wurzeln umgibt. Die Diffusion von schnell relaxierter Magnetisierung hinein in
Probenregionen mit langsamer Relaxation sorgt fiir einen T;- oder Ty-Kontrast,
ohne dass entsprechende Relaxationsmechanismen an Ort und Stelle vorliegen
miissen. Die Reichweite dieses ,,inflow”-Effektes wird von der lokalen Relaxa-
tionskonstanten vorgegeben, die zeitlich die Diffusionsweite limitiert. Dieses im
Rahmen dieser Arbeit neu beschriebene Phénomen limitiert bei freier Diffusion
zwischen verschiedenen Probenbereichen auch grundséatzlich die Auflésung von
Relaxationskarten.

Basierend auf den Methoden und Ergebnissen dieser Arbeit kénnen nun weitere
biologische Fragestellungen zu Pflanzenwurzeln untersucht werden. Von Interesse
waren hier z.B. die erwdhnten Phanomene des , hydraulic lift” oder der Symbio-
se mit Pilzen fiir den Wasserhaushalt der Wurzeln, besonders im Hinblick auf
kritsche Anbaubedingungen von Nutzpflanzen.

Daneben sollte aber auch das methodische Spektrum weiter untersucht werden
und z.B. der Einsatz von SPRITE-Sequenzen fiir die schnelle Akquisition von
Bildern betrachtet werden. Auch diese Sequenzen sind unempfindlich gegeniiber
Suszeptibilitdtsstorungen und kénnten zudem dazu dienen, auch sog. ,,gebunde-
nes” Wasser nachzuweisen.



Anhang






Zusammenfassung 131

Zusammenfassung

Mit der direkten Nutzung des Sonnenlichtes bilden Pflanzen die energetische
Grundlage fiir das Leben auf der Erde und damit auch die Nahrungsgrundla-
ge fiir den Menschen. Trotz langjéhriger Forschungen sind viele Fragen zu den
funktionellen Ablaufen, insbesondere dem Wassertransport, in den Pflanzen noch
nicht endgiiltig geklart. Als nicht-invasive Methode bietet die magnetische Kern-
spinresonanztomographie durch ihre Vielzahl an messbaren Gréfien wie Wasser-
gehalt und Flussgeschwindigkeiten gute Voraussetzungen, um diese funktionellen
Abléufe zu untersuchen. Damit sind diese Methoden auch gut geeignet, Pflan-
zenwurzeln in-vivo zusammen mit dem sie umgebenden Medium zu untersuchen.
Dafiir notwendige Hard- und Softwaremethoden wurden in dieser Arbeit ent-
wickelt und angewendet.

Aufgrund der starken Suszeptibilitdtsunterschiede zwischen verschiedenen Pflan-
zengeweben, der darin enthaltenen Luft und Umgebungsmedien wurden aus-
schlieBllich Spinechomethoden fiir die Anwendung an Wurzeln optimiert. Um fiir
funktionelle Studien eine ausreichend schnelle Datenakquisition zu erzielen, wur-
den besonders Turbospinechomethoden (auch als RARE bekannt) fiir die Mi-
kroskopie entwickelt. Auf dieser Basis wurden an einem 11.7T NMR-Mikros-
kopiesystem (Bruker AMX500) T;-, Ty-, T3-Sequenzen sowie eine 3D-Sequenz
implementiert. Dabei wurden auch die Moglichkeiten sog. ,,Gradienten-Blibbs”
untersucht. Zu Lasten der Aufnahmedauer konnten die Artefakte dieser inkre-
mentellen k-Raumabtastung durch Mittelung iiber geeignete Pulsphasenzyklen
reduziert, aber nicht beseitigt werde. Als weitere wichtige Pulssequenz kam eine
bereits etablierte Phasenkontrast-Flussmessmethode zur Anwendung.

Alle Messungen der Arbeit wurden an Wurzeln von Maispflanzen durchgefiihrt.
Probenrohrchen, die speziell fiir die Messung an den Wurzeln darin aufgezoge-
ner Pflanzen entwickelt worden waren, wurden weiter verbessert, insbesondere im
Hinblick auf die Anzucht der Pflanzen und die N&hrlésungsversorgung wéahrend
der Messungen. Im Rahmen einer betreuten Diplomarbeit wurde auch eine Varia-
tion dieser Probenrohrchen entwickelt, die aus zwei parallelen Kammern besteht.
Diese Réhrchen wurden fiir sog. ,,split-root” Messungen an Bohnenwurzeln ein-
gesetzt.

Ein neues, inzwischen patentiertes, modulares Konzept fiir NMR-Probenkopfe
wurde entwickelt. Es ermdglicht die Konstruktion von aufwéndigeren Probenkép-
fen fiir Spezialanwendungen wie Pflanzen-Klimakammern, ohne dass man sich von
vornherein auf feste Frequenzen fiir die HF-Zuleitungen und Ankoppelelektronik
festlegen muss. Diese konnen nach Bedarf mit der Basis und der Spezialhardware
kombiniert werden.

Der Querschnitt von Maiswurzeln zeigt eine konzentrisch angeordnete Abfolge
verschiedener Gewebe. Um Mittelwerte und Standardabweichung der Messwerte
aus den verschiedenen diinnen Gewebeschichten zu erhalten, wurde eine Software
geschrieben, die Mittelwerte entlang geschlossener Pfade berechnen kann. Das
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Ergebnis sind Profile, die vom Mittelpunkt bis zur Oberflache der Wurzeln den
Verlauf der Messwerte iiber die Gewebeschichten hinweg wiedergeben.

Als Grundlage fiir die Auswertung biologischer Aussagen der T;-, Ts- und Spin-
dichtekarten wurden aus einer umfangreichen Literaturrecherche die bekannten
Zusammenhénge zwischen diesen Parametern und physiologischen Groflen zusam-
mengestellt. Besondere Bedeutung erhielt dabei die Verkiirzung der T;-Relaxa-
tionszeit durch erhéhte lonenkonzentrationen sowie verkleinerte Zelldurchmesser.
Mit Softwaremethoden aus der Mustererkennung wurde aus einem Lichtmikro-
skopiebild die radiale Verteilung der Zellgroflen tiber einen Wurzelquerschnitt
bestimmt. Der Vergleich mit dem T;-Profil aus einer intakten Wurzel zeigte,
dass der Zusammenhang zwischen Zelldurchmesser und T;-Wert innerhalb einer
Gewebearte gut der Theorie folgt. Fiir verschiedene Zelltypen, insbesondere im
Vergleich zwischen Zentralzylinder und Cortex, hdngt T jedoch starker von ande-
ren Faktoren (wie den intrinsischen Ty-Werten verschiedener Zellkompartimente)
als von den Zellgréflen ab.

Untersucht wurde zur Theorie auch das Ergebnis einer monoexponentiellen Be-
schreibung von mehr-Kompartimentsystemen. Eine Durchmischung solcher Kom-
partimente mit sehr unterschiedlichen urspriinglichen Relaxationszeiten kann sich
dabei im Messergebnis erheblich vom urspriinglichen Gesamtsystem unterschei-
den, bei dem nur ein begrenzter Magnetisierungs- (Wasser-) Austausch zwischen
diesen Kompartimenten moglich war. Mit diesem Ergebnis bot sich eine mégliche
Erkléarung fiir den starken, irreversiblen Ti-Abfall, der in zerstértem Pflanzenge-
webe beobachtet wurde.

Eine Computersimulation der Diffusion zwischen Volumenschichten mit unter-
schiedlichen Relaxationszeiten wurde implementiert. Damit konnte gezeigt wer-
den, dass die Reichweite der Durchmischung der messbaren Relaxationszeiten
bei freier Diffusion abhéngig ist von der Diffusionsweite, die nach der Einstein-
Smoluchowski-Gleichung aus der jeweils lokalen Relaxationszeit resultiert. Damit
ergibt sich eine grundsitzliche Limitierung der rdumlichen Auflésung von Re-
laxationszeitkarten und auch des jeweiligen Relaxationszeitkontrastes in NMR-
Bildern.

Basierend auf diesem Ergebnis konnte auch die Ursache fiir den hellen Ring ge-
funden werden, der in NMR-Bildern die Wurzeln in N&hrlésung umgibt. Schnell
relaxierte Magnetisierung diffundiert aus dem Wurzelgewebe heraus in das Me-
dium und bewirkt dort einen T;-Kontrast.

Die wichtigsten biologischen Ergebnisse der Arbeit betreffen die Reaktion der
Pflanzenwurzeln auf Trockenstress. Aus der Angleichung der Spindichte- und T,-
Werte iiber den Wurzelquerschnitt hinweg konnte geschlossen werden, dass von
Gewebe mit grofleren Zellen, die mehr Fliissigkeit enthalten, bei Wassermangel
auch mehr der gespeicherten Fliissigkeit abgegeben wird. Fin voriibergehendes
Maximum im T;-Wert der Xylemfliissigkeit nach der Wiederbewésserung deutet
auf eine voriibergehende Verdiinnung durch die schnelle Aufnahme von iiberméfig
viel Fliissigkeit hin. Es schlieflen sich auch Maxima in der Spindichte des Wurzel-
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gewebes an, und zwar zeitlich versetzt von innen nach auflen. Die Wiederbefiillung
der Fliissigkeitsspeicher in den Zellen erfolgt im untersuchten basalen Bereich der
Wurzel folglich von innen nach auflen, gespeist aus dem Xylem. In Einzelféllen
kam es wahrend des Spindichtemaximums im Cortex zu einem plétzlichen Abfall
der Ti-Werte, der sich im Rahmen der Messungen auch nicht wieder regenerier-
te. Aufgrund des optisch beurteilten schlechten Zustandes der Wurzelrinde nach
der Messung wurde dies als irreversible Schadigung des Gewebes beim ,,Aufquel-
len” interpretiert. Moglicherweise wurden durch zu plétzlichen zu hohen Druck
Zellmembranen zerstort, was wie oben beschrieben zu einer Durchmischung ver-
schiedener Kompartimente fiihrte.

Erstmals konnten im Rahmen dieser Arbeit Kavitationen der Wassersdule im
Xylem von Wurzeln sowie deren Wiederbefiillung beobachtet werden. Bei der
systematischen Untersuchung zu Kavitationen gelang es auch, die bislang unbe-
kannte Geschwindigkeit zu bestimmen (um Imm/min), mit der die kavitierten
Bereiche von unten mit einer neuen Wassersidule gefiillt werden. Neu ist weiter-
hin der Nachweis, dass kavitierte Gefafle nach der Wiederbefiillung Fluss zeigen,
also ihre volle Funktionalitat wiedererlangen kénnen.

Um zu untersuchen, welchen Beitrag der Wurzeldruck gegeniiber den Prozessen
im Spross und der Transpiration an den Blattern beim Wassertransport hat, wur-
de der Fluss im Xylem von Wurzeln gemessen, vor und nachdem der Spross abge-
schnitten wurde. Es zeigt sich, dass die Flussgeschwindigkeit zwar messbar bleibt,
aber noch unter den Wert in der unbeleuchteten Pflanze abfdllt. Zum Vergleich
des Flusses durch die Wurzel mit den gleichzeitig gemessenen Transpirationsra-
ten und dem nach dem Abschneiden iiber dem Pflanzenstumpf aufgefangenen
Exsudat wurde eine Methode entwickelt, um aus den Daten der Flusskarten auch
die Durchflussmenge bestimmen zu kénnen. Fiir die Messung bei intakter Pflanze
ergab sich eine sehr gute Ubereinstimmung der Durchflussmenge mit der Tran-
spiration. Uber die Ursache fiir die Messung eines gegeniiber der Exsudatmenge
anndhernd doppelt so groen Flussvolumens nach dem Abschneiden der Pflanze
konnte daher nur spekuliert werden.

Messungen zur Aufnahme des NMR-Kontrastmittels Gd&-DTPA durch die Wur-
zeln zeigen das leichte Eindringen dieses Makromolekiils in den Wurzelkortex
sowie das Vorhandensein einer Diffusionsbarriere zum Zentralzylinder. Allerdings
erreicht auch nach 10h die Gd-DTPA-Konzentration im Cortex erst 4% der Kon-
zentration in der verwendeten Nahrlosung. Damit ergibt sich, wie im weiteren
gezeigt wurde, eine gute Moglichkeit, Wurzeln auch von einem inhomogenen Um-
gebungsmedium, wie z.B. feuchtem Sand, zu unterscheiden.

Mit der implementierten 3D-Turbospinecho-Mikroskopiesequenz wurde erstmals
eine hochaufgeloste NMR-3D-Darstellung eines Wurzelabschnittes erméglicht (iso-
trop 39um bei 128 Voxeln). Darin kann z.B. auch die innere Struktur der Ab-
zweigung einer Nebenwurzel von der Hauptwurzel verfolgt werden. Durch die
mit 70min verhéltnisméBig kurze Messdauer dieser 3D-Sequenz sind in Zukunft
auch funktionelle Untersuchungen méglich, z.B. der Ausbildung dreidimensiona-
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ler Wurzelstrukturen wahrend des Wachstums.

Neben den bereits im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen biologischen FErkennt-
nissen stehen hiermit eine ganze Reihe erprobter Methoden fiir weitere Untersu-
chungen an Pflanzenwurzeln zur Verfiigung.
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Summary

Because they can directly convert sunlight into useable energy, plants are the
energetic basis for life on earth and the food supply of mankind. Despite intense
research on the topic, there are still many open questions concerning functional
processes in plants, especially the uptake and transport of water. MR imaging
methods allow the non-invasive determination of values such as flow velocity
and water content. Therefore, these methods provide a perfect means for the in-
vivo examination of plants together with their surrounding medium. It was the
aim of this PhD thesis to develop necessary hardware and software methods for
functional studies on plant roots.

Because of the large susceptibility differences between different plant tissues, the
surrounding medium, and air that could be enclosed within both, only spin echo
methods were used and optimized for the examination of roots. To provide a
sufficient time resolution for functional studies the development of microscopy
methods was focused on RARE sequences (also known as "turbo spin echo se-
quences”). Different multi spin echo sequences were implemented at an 11.7T
MR microscopy system (Bruker AMX500), including the acquisition of Ty, Ts,
T% maps, and a fast 3D sequence. The potential of "gradient blips” was examined
for a RARE sequence. Artefacts caused by the incremental sampling of k-space
could be reduced by the design of an appropriate pulse phase cycle. Nevertheless,
the artefacts caused by the ”blips” could not be eliminated completely and the
duration of the necessary phase cycle significantly increased the total acquisition
time. Another important pulse sequence used was an already established flow
measurement method using phase contrast.

Corn plants were grown in specially designed glass tubes which provided a narrow
part for the inclusion of an RF Helmholtz coil. During a diploma thesis, a spin-off
of the work done here, a variation of those tubes was created consisting of two
parallel chambers. These tubes were used for so called 7split root” experiments
on bean plants.

A new, patented concept for modular MR probes was designed. It allows the con-
struction of probes that are adapted to the needs of certain samples (like climate
chamber probes for plants) without the limitation caused by fixed frequencies for
the RF channels. RF channels could be plugged in fitting to the needs of the later
planed experiments.

A method to average values of tissues that are composed of concentric layers, like
corn roots, or exhibit radial value gradients was implemented. By averaging along
closed paths, this technique provides the mean values and standard deviations
of thin tissue layers. This results in profiles which represent the course of the
measured values from the centre of the root to the ricodermis.

An intense literature research about the known dependency of Ty and T, on
physiologic aspects of plant tissue was performed, resulting in a compilation of
relaxation influencing effects. This compilation serves as a basis for the inter-
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pretation of the biological experiments. The most important dependency was the
relation between the shortening of Ty and increased ion concentrations, increased
membrane permeability, and reduced compartment sizes.

The radial distribution of cell sizes was determined by means of pattern recogni-
tion from the light microscopy of a root. It was compared to the Ty-profile of an
intact plant root. Within individual root tissues (cortex or central cylinder) the
correlation of cell sizes and Ty-values follow the theory found in the literature.
Comparing especially the values of the central cylinder and the cortex, it is ob-
vious that effects other than the cell size have major influence on the difference
in Ty between those tissues (like the intrinsic T4 of different cell compartments).
Further theoretical considerations dealt with the effect of a mono exponential
description of the relaxation within multi compartment systems. Compartments
that are comprised of very different relaxation rates may result in a global measu-
red relaxation rate that differs greatly from the relaxation rate that is measured
after mixing the contents of the compartments. This result led to a possible ex-
planation of the irreversible Ty decay observed in damaged tissues.

A computer algorithm was implemented to simulate the free diffusion between
volumes that exhibit different relaxation values. It could be shown that tran-
sition regions of "mixed” relaxation values occur on the edges of those volume
regions. The width of these transition regions can be determined by the Einstein-
Smoluchowski-Equation for the diffusion displacement, using the underlying rela-
xation values as the diffusion time. This effect is a fundamental limitation to the
spatial resolution of relaxation maps and to the contrast that those relaxation
values create in MR images.

Based on this finding, the cause for the bright ring that surrounds roots within
nutrient solution in MR images could be explained. It results from the diffusion
driven inflow of quickly relaxing magnetisation from the outer part of the roots
into the free solution.

The most important biological results of this PhD thesis concern the reaction
of plant roots to drought stress. During the desiccation phase, the Ty and spin
density values within the root decreased more and more. This occurance was
more pronounced for high values of spin density and Ty, resulting in reduced
radial variations for both values. That shows that bigger cells containing more
water also dispense more of their stored humidity to the plant. When the plants
were rehydrated, a temporal maximum in the Ty values of the xylem sap occurs,
indicating a temporary dilution of the sap. This is assumed to be due to the fast
water uptake. After the T; maximum at the xylem, a temporary maximum of
the spin density could be observed, beginning at the central cylinder and running
to the outer cortex. The rehydration of the root tissue in the examination area
located at the base of the root starts at the inner and extends to the outer tissues,
fed by water that ascends through the xylem vessels. In the cortex of some corn
roots, a sudden decrease in the T; value was observed at the same time as the
spin density maximum at the cortex. This T; decrease did not recover during the
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experiments and all roots affected showed a brownish discolouration of the cortex
afterwards. Therefore, this decrease is interpreted as the result of damage to the
tissue during swelling. It is hypothesized that the sudden increase of hydrostatic
pressure disrupts the cell membranes and different cell compartments were mixed,
as described above.

In the context of these drought stress experiments, cavitations of the sap in the
xylem vessels on the roots could be observed for the first time using MR. In
addition, the refilling of these cavitated vessels was monitored systematically. It
was also possible to measure the velocity of the newly ascending sap level, which
was calculated to be in the order of Imm/min. Using flow imaging, it was possible
to confirm the regained functionality of the refilled vessels for the first time.
The contribution of the root pressure to the water transport was also examined
and compared to that of the transpiration at the leaves and processes within
the shoot. In order to accomplish this, the xylem flow velocity in the root was
measured before and after the shoot was cut of. With only the root and a small
stub left, the velocity was still measurable, although its magnitude was less than
that measured without illumination of the plant. A method was developed to
calculate the absolute volume flow from the data derived by the flow velocity MR
sequence. Therewith, it was possible to compare the flow through the root with
the transpiration rate and with the amount of exsudat that was collected above
the stub. Along with the still intact plant, the estimated volume flow matched
the measured transpiration. Nevertheless, after cutting, the integrated volume of
the xylem flow resulted in about twice the amount of liquid then the collected
amount of exsudat.

Experiments on the uptake of the MR contrast agent Gd-DTPA by the roots were
performed. The results showed a comparatively free infiltration of Gd-DTPA
into the root cortex but also the existence of a diffusion barrier that hampers
the infiltration into the central cylinder. Nevertheless, 10h after the start of the
experiment, the concentration of Gd-DTPA in the cortex reached only 4% of the
concentration in the surrounding medium. As shown in further experiments, this
was a good pre-condition to use this contrast agent to distinguish between roots
and an inhomogeneous surrounding medium like wet silica sand.

The implemented 3D RARE microscopy sequence was used to acquire the first
high resolution MR dataset (39um isotropic, 1283 voxels) of a section of an intact
plant root in-vivo. This allows one to follow the inner structure of the branching
of a side root. Because of the relatively short imaging time of 70 minutes, this
sequence can also be used for functional studies, for instance, examining the
formation of three dimensional root structures during growth.

Besides the biological results achieved in this work, a set of field-tested physical
methods was provided which will allow further studies on plant roots dealing with
different parameters and conditions.
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Nahrlosung ,,Long Ashton”

Da die Aufnahme bzw. mogliche Einlagerung von Ionen in den Wurzeln erhebli-
chen Einfluss auf die in dieser Arbeit gemessenen NMR-Parameter haben kann,
wird im folgenden die genaue Zusammensetzung der verwendeten N&hrlésung

[Hew66] angefiihrt:

Stammlosung 1

333mM KNOg3
333mM CEL(NOg)g

Stammlésung 2

150mM MgSO,4
2mM MnSO,
10mM H3BOs;
198uM NayMoO4!”
78uM CoSOy4
194uM 7ZnSO4
128uM CuSOy
10mM FeCl;
10mM Nay,EDTA!'®

Stammlésung 3

IM NaH3;POy4

Auf einen Liter Nahrlésung kommen 4.0ml Stammlésung 1, 4.0ml Stammlésung
2 und 0.3ml Stammldsung 3.

17da nicht verfiighar, wurde abweichend die gleiche Molaritit an Molybdin mit
(NH4)sMo7024 eingestellt
BEDTA = EthylenDiaminTetraAcetyl
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frithes, 19

spates, 19, 89
Methode, 13
Mikroskopiegradient, 21
Mittelung

Parameterkarten, 45
mittleres Verschiebungsquadrat, 65
modulares Probenkopfdesign, 24
molare Masse von Wasser, 105
monoexponentieller Fit, 55
Monokotylen, 18
Morphing, 47
Multi-Spin-Echo, 15
Multiecho, 15
multiexponentielle Relaxation, 54

Néhrlsésung, 20

Vorteile, 118
Néahrmedium, T5-Effekte, 42
Network-Analyzer, 27
NMR, 5
NMR-Gerit, 106
NMR-Kontrastmittel, 114

O-Ring, 22

osmotischer Druck, 100

P4, 59
paramagnetische Stérungen, 50
Parameterkarten

Ty, 36
Partial-Volume-Effekt, 45, 91
Permeabilitét, 56

Zellmembran, Bestimmung, 59
Pflanzen

Anzucht, 20
pH-Wert
und T, 52

phasegradient, 12

Phasengradient, 12
Diffusionsabschwéchung, 53

Phasengradientenpulse, 34

Phasenzyklus, 15

Phloem, 19, 87

Plasmalemma, 17

POM, 28

pordse Materialien, 78

Positionierung, 22

Praparationsgradient, 13
Prereadgradient, 13
Probenkopf
modularer, 24
Tragerrohr, 22
Probenrdhrchen
Konzept, 22
Profil
radial, 45
Protonenaustausch, 52
Protonenaustauschrate, 52
Protonenfrequenz
AMXH500, 21
Puls, 9
90°, 10
180°, 14
Pulsdauer, 32
Pulsphase, 15
Pulsphasenzyklus, 15
Purcell, EM., 15

Quadratur, 24
Quermagnetisierung, 10

radiales Profil, 45
RARE, 16
readgradient, 11
Receiver, 106
Referenzkapillare, 38
Refokussierungspuls
Dauer, 32
Rekonstruktion
des Bildes, 13
Relaxation
T, und Diffusion, 52
durch Kompartimentgrenzen, 56
monoexponentiell, 77
multiexponentiell, 54
Relaxation und Diffusion, 63
Computermodell, 63
Relaxationsfunktion
Ty, 37
T,, 38
Relaxationsmechanismen, 10, 49-62
Relaxationszeit
intrinsische messen, 57
Relaxationszeiten
Kompartimentauthebung, 60
und Sauerstoff, 51
und Spindichte, 61
und Viskositdt, b1
und Wasserpotential, 61



INDEX

161

und Zellengrofle, 56, 61

Wasser in Sand, 68
Relaxationszeitkontrast

Verschmierung, 71
Relaxivitédt, 50, 116

Kontrastmittel, 51
RG178, 27

Rizodermis, 18

Sattigungspulse, 37
Sand, 68, 118
Sattelspule, 22
saturation recovery, 37
Sauerstoff, 50

und Relaxationszeiten, 51
Schichtdicke, 12
Schichtgradient, 12

Refokussierung, 12
Schichtprofil, 12, 32
Schimmelbildung, 23
Schockgefrieren, 92
Segmentation, 45
Segmentierung, 31
sekundéares Dickenwachstum, 18
Selbstdiffusionskonstante, Wasser, 65
Semi-Rigid-Kabel, 25
Sequenz, 13

Ty-Karte, 36

Ty-Karte, 38

T%-Karte, 39

3D-TSE, 32

BEPI, 34

BEST, 34

CP, 15

CPMG, 15

EPI, 15, 34

FLASH, 29

Flussbildgebung, 43

Gradientenecho, 14

HASTE, 16

RARE, 16

Spinecho, 14

TSE, 16, 31

Turbospinecho, 16
Signalamplitude

Flussmessung, 106
Signalreferenz, 38
Signalstirke

Flussmessung, 106

Histogramm, 106
Silikatsand, 118

Simulation

von Diffusion, 63
Sin-Cos-Reihe, 46
Sinc-Funktion, 96
slicegradient, 12
SNR-Verlust, 22
Sonne, 4
spates Metaxylem, 19
Spaltéffungen, 103
Spektrale Dichte, 49
Spektrometer, 21
Spin, 9
Spin-Gitter-Relaxation, 10

Ursachen, 49
Spin-Spin-Relaxation, 10
Spindichte, 12

Fehler ohne Ty-Korrektur, 39

Referenz, 38

und Relaxationszeiten, 61

unter Trockenstress, 85

Wurzelgewebewerte, 83
Spindichtekarten, 38
Spindichteverteilung, 13
Spinecho, 14
Spinecho-Sequenz, 14
Spinensembel, 9
split-root, 23, 124
Spoiler, 32
Spule

Beladung, 22
Starke, 52
stimuliertes Echo, 15
Substrat, 118
surface sink strength density, 56
Suszeptibilitat, 52, 115

Verschiebung durch, 27
Suszeptibilitatsspriinge, 30
Sweepweite, 30

Tg, 14
Tig, 15
Ti-Karte
Holz in Cyclohexan, 75
Holz in Wasser, 75
Temperatur
und Relaxation, 50
Tonoplastenmembran, 17
Transpiration, 21, 103
abgeschnittene Pflanze, 105
Transversalmagnetisierung, 10
Trockenstress

an Farnstdngeln, 61
Definition, 79



162 INDEX
in Wurzeln, 79 Zahlenwerte, 111

TSE, 16 Zellmembran, 17

Tune, 24 Zellschadigung, 100

Turbospinecho, 16 Zellwand

3D, 32
Turgor, 17, 100

Umgebungsmedium, 118
Unschérfe von Ti-Karten, 71

Vakuole, 17

Volumenanteil Apfelzelle, 54
Vaskularring, 19

Wiederbewisserung, 87
Verschiebungsquadrat, 64, 65
Viskositéat

und Relaxationszeit, 51
Volumenfluss, 106
vorgezogenes Echo, 30
Vorratsvolumen, 22

Voxel, 106

Walz GmbH, 21
Wasser
molare Masse, 105
Selbstdiffusionskonstante, 65
Wassergehalt
von Sand, 68
Wasserpotential
und Relaxationszeiten, 61
und Trockenstress, 85
Wasserreservoir der Wurzel, 85
Wurzeldruck, 103
Wurzelhaare, 18
Wurzelhaube, 18
Wurzeln
in Cyclohexan, 75
in Sand, 118
Wurzelsystem, 114
homorhizes, 18
Wurzelwachstum, 18

XMS400, 21
Xylem, 4
Xylemfluss
abgeschnittene Pflanze, 105

z-Magnetisierung, 9
Zeitauflosung, 37
Zellengrofie

Bestimmung, 110

und Relaxationszeiten, 56, 61

chem. Austausch, 52
zentraler Grenzwertsatz, 65
zero-filling, 44
Zucker, 52
Zytoplasma, 17, 56

Volumenanteil Apfelzelle, 55
Zytoskelett, 17

und Permeabilitit, 59

und Relaxationszeiten, 59



163

,,Hofstadtersches Gesetz: Es braucht immer langer, als man erwartet, sogar dann,
wenn man das Hofstadtersche Gesetz berticksichtigt.”

Douglas R. Hofstadter in [Hof79]

,,Jedes nichtliterarische, lesenswerte Werk mit einem Umfang von mehr als zwan-

zig Seiten verdient einen Index.”
L. Lamport in [Lam94]

,,Mais ist ein lebendes Suszeptibilitatsartefakt.”
M. Rokitta [Rok98]



164




