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ZMIANY STRUKTURY TKANKI BULWY ZIEMNIAKA
W WYNIKU DEFORMACIJI*
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Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace zmiany parametrow struktury tkanki
bulwy ziemniaka powstatych w wyniku odksztalcania. Opracowano metodg utrwalania struktury probki,
umozliwiajaca jej obrobke mechaniczna i dlugotrwate przechowywanie oraz metode uzyskiwania cienkich
przekrojow tkanki do badan mikroskopowych. Przedstawiono metodyke uzyskiwania obrazéw struktury
tkanki bulwy ziemniaka oraz transformacji tych obrazéw pozwalajaca na identyfikacje i parametryzacje
pojedynczych komorek. Automatycznej ilo$ciowej analizy komputerowej dokonano przy pomocy
opracowanego algorytmu do specjalistycznego programu analizy obrazu Aphelion.

Stowa kluczowe: tkanka bulwy ziemniaka, analiza obrazu, utrwalanie struktury

WSTEP

Od wielu lat prowadzone sa badania nad ograniczeniem strat i poprawa jakosci
produktow roslinnych. Badania wykazaty, ze jedna z gtéwnych przyczyn strat i spadku
jakosci tych materiatéw sa oddzialywania mechaniczne jakim sa poddawane podczas
calego cyklu produkcyjnego. Dlatego szczegdlng role odgrywaja badania nad
wlasciwosciami mechanicznymi materiatow rodlinnych i ich podatno$cia na
mechaniczne uszkodzenia [3,5]. W ostatnich latach zwrocono uwagg na wplyw
mikrostruktury tkanek roslinnych na ich mechaniczna odporno$¢ [7,8]. Budowa
anatomiczna tkanki ro$linnej w istotny sposob determinuje jej wiasciwosci mechaniczne
oraz cechy jakoSciowe finalnego produktu. Potwierdzenie tej hipotezy wymaga
udoskonalenia i rozwoju metod badawczych pozwalajacych na iloSciowe opisywanie
struktury tkanek roélinnych. W celu uzyskania obrazow struktury tkanki roslinnej stosuje
sig¢ rozne metody mikroskopowe, natomiast analiza iloSciowa tych obrazow moze by¢
obecnie wykonywana przy pomocy nowoczesnych metod komputerowych. Istotng
trudno$cia przy tego typu analizach jest brak uniwersalnych metod i procedur
komputerowych, ktére mozna by byto zastosowac do r6znych typoéw materiatow. Dobor
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metody analizy obrazu zalezy od rodzaju materiatu oraz od sposobu uzyskiwania jej
struktury, tzn. od typu wykorzystanego mikroskopu. Zastosowanie odpowiednich
procedur przeksztatcen cyfrowych pozwala na dokonanie analizy ilosciowej i otrzymania
parametrow opisujacych struktur¢ komorkowa tkanki roslinne;.

Celem badan bylo okreslenie wptywu parametrow geometrycznych komorek tkanki
bulwy ziemniaka na zmiany struktury wewngtrznej, powstawanie i propagacj¢ w niej
peknigé.

Metodyka uzyskiwania obrazu tkanki bulwy ziemniaka

Obiektem badan byly probki tkanki bulwy trzech odmian ziemniaka pobrane z
rdzenia zewngtrznego. Probki o ksztalcie walca o $rednicy 1 wysokos$ci rownej 5 mm
wycinane byly przy pomocy zaprojektowanego i wykonanego na potrzeby projektu
badawczego urzadzenia mechanicznego.

W celu uzyskania obrazéw tkanki i ich dalszej analizy iloSciowej probki tkanki bulwy
ziemniaka poddawano procedurze sktadajacej si¢ z nastgpujacych etapow:

l.utrwalanie struktury probki do stanu umozliwiajacego jej obrobke mechaniczna i
dtugotrwate przechowywanie,

2.uzyskiwanie cienkich przekrojow tkanki do badan mikroskopowych,

3.akwizycja obrazu mikroskopowego.

Ilosciowe okreslenie parametréw struktury tkanki bulwy ziemniaka i ich zmian
powstalych w wyniku naprezen osiowych wymagalo opracowania metodyki
pozwalajacej na:

1.uzyskiwanie obrazu tkanki bulwy ziemniaka,

2.transformacjg¢ obrazu struktury tkanki bulwy =ziemniaka pozwalajacej na
identyfikacjg pojedynczych komorek,
3.parametryzacj¢ komorek.

Przeprowadzenie ilo$ciowych badan i opisanie uszkodzen tkanki bulwy ziemniaka
wymagalo zastosowania specjalnych procedur utrwalania probek. W tym celu wybrano
metodg parafinowq [4]. Pozwala ona na utrwalenie struktury (réwniez uszkodzonej) i
nastepnie uzyskanie skrawkow probki o dowolnej grubosci.

Przygotowano dwa rodzaje probek ziemniaka o ksztalcie cylindrycznym i1
nastgpujacych wymiarach: §rednica - 5 mm, wysoko$¢ 5 mm:

— nieuszkodzone (kontrolne),
— odksztalcone w maszynie wytrzymato$ciowe;.

Wszystkie probki odpowietrzone w podcis$nieniu, utrwalano przez 24 h w utrwalaczu
chromowym CrAF. Zostat on tak dobrany, aby jego dzialanie bylo powolne i nie
powodowato drastycznego kurczenia $cian komorkowych.

Utrwalone probki odwadniano w roztworze alkoholu etylowego (od 10% do ~100%
alkoholu, co 10% do alkoholu absolutnego). Na tym etapie, oprocz usunigcia wody z
probek, nastgpuje takze rozpuszczanie i wymywanie z tkanek lipidow, zwiazkow
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drobno-czasteczkowych oraz jonéw. W celu przygotowania probek do etapu przesycania
ich parafing, odwodnione probki plukano w mieszaninie alkoholu etylowego i
rozpuszczalnika parafiny — benzenie, a nastgpnie w czystym benzenie. Przesycanie
parafing przeprowadzono rozpoczynajac od parafiny rozpuszczonej w benzenie (~5%
w/w). Probki umieszczano w suszarce i wysycano tym roztworem przez dobg w
temperaturze 37°C. Nastepnie dodawano parafine w ilosci rownowagowej z benzenem i
cat6$¢ ogrzewano w temperaturze 60°C (do catkowitego odparowania benzenu). Tak
przygotowane probki zatapiano w parafinie formujac bloczki zawierajace probki.

Kolejny etap preparatyki probek polegat na pocigciu bloczkéw przy pomocy
mikrotomu. W efekcie cigcia uzyskiwano cienkie skrawki o grubosci 25 pm. Duza
grubosc¢ skrawkow zastosowano ze wzglgdu na duze wymiary komorek tkanki ziemniaka.
Wybrany sposéb cigcia pozwolit na uzyskanie sekwencji kolejnych przekrojow komorek.

Pocigte skrawki przyklejono do szkietek mikroskopowych przy pomocy lepiku
Houpta, nastgpnie odparafinowano i poddano barwieniu w hematoksylinie alunowe;j i
safraninie w celu uwidocznienia $cian komorkowych, a nastgpnie ogladano je pod
mikroskopem konfokalnym. Uzyskane wyniki obserwacji okazaty si¢ nie zadawalajace
(duze zaciemnienie preparatow spowodowane absorpcja barwnika, niejednoznacznie
odcinajace si¢ §ciany komorkowe). W zwiazku z tym podjeto dziatania w celu uzyskania
obrazu mikroskopowego lepszej jakosci, z wyraznie okreslonymi granicami komorek
pozwalajacego na przeprowadzenie dalszej analizy ilo$ciowych parametrow tkanki i
prawidtowa identyfikacjg uszkodzen tkanki powstatych w trakcie zgniatania probek.
Ostatecznie zastosowano z dobrym wynikiem nie barwione probki ogladane w
mikroskopie optycznym BIOLAR EPI BE-2403 ze $wiatlem przechodzacym. Zdjgcia
zarejestrowano za pomocg dwoch kamer, kolorowej kamery CCD ELEMIS KK-35 oraz
kamery CCD-HDD ARCO KAMA-2000 i komputerowego programu Matrox Intellicam.
Tak uzyskane zdjgcia poddano dalszym transformacjom.

Przetwarzanie obrazu struktury tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka

Celem prac zwiazanych z realizacjg tego zadania byto uzyskanie obrazu komorek,
ktéry umozliwiatby automatyczna ich identyfikacj¢ i parametryzacjg przez program
analizujacy.

Gloéwny problem zwiazany z identyfikacja komoérek wynikat ze ztozonosci
uzyskiwanego obrazu pochodzacego z mikroskopu. Oprécz przecigtych $cian
komorkowych (Rys. 1) zawsze widoczne byty na nim liczne, czesto stykajace si¢ ze soba
ziarna skrobi zastaniajace krawedzie Scian. Ponadto czg$¢ Scian dawata obraz nie ostry
poniewaz ich plaszczyzny nie byly prostopadie do ptaszczyzny przekroju. Oba te
czynniki, w powiazaniu z wtraceniami i pewnymi wadami uktadu optycznego
mikroskopu, utrudnialy automatyczna identyfikacjg struktur komorkowych. Mimo tych
trudno$ci uzyskano nowe, interesujace wyniki co nalezy w duzej mierze zawdzigczac
programowi analizy obrazu.

Prace nad opracowaniem automatycznych procedur komputerowych analizy obrazow
mozna podzieli¢ na trzy zwigzane ze soba kolejne etapy:



112 K. PAWLAK, A. KROL

— opracowanie algorytmu (tzw. makro) do specjalistycznego programu analizy obrazu
Aphelion v.2.3,

— testowanie poprawno$ci wynikow uzyskanych z program Aphelion na obrazie
wzorcowym i optymalizacja parametréw algorytmu,

— automatyczna analiza wybranych obrazéw struktur komorkowych i zapis wybranych
parametrow wszystkich komorek widocznych na obrazie do arkusza Excel.

Rys. 1. Przyktadowy obraz mikroskopowy tkanki bulwy ziemniaka.
Fig. 1. Example image of the potato tuber tissue.

Obraz wzorcowy powstal na podstawie jednego z obrazéw mikroskopowych tkanki
ziemniaka (obraz pierwotny), na ktérym zaznaczono “recznie” $ciany komoérkowe (Rys.
2). Obraz ten (w formacie BMP) zostal przeanalizowany przy pomocy programu do
analizy obrazu - Aphelion. Na podstawie uzyskanych w ten sposéb wynikéw wybrano z
biblioteki programu do analizy obrazu taka sekwencje procedur, aby po ich zastosowaniu
do obrazu pierwotnego, automatycznie uzyskaé obraz §cian komérkowych, ktéry bytby
Jak najbardziej zblizony do obrazu uzyskanego “rgcznie”. Podstawa oceny jakosci
wynikow byto zar6wno poréwnanie wizualne dopasowania przebiegu $cian uzyskanych z
programu z obrazem pierwotnym jak i poréwnanie ze sobg odpowiadajacych sobie
histogram6w. Trzeba nadmieni¢, Ze wigkszo$¢ funkcji programu Aphelion jest
wieloparametrowa. Nalezato wigc dobra¢ nie tylko sekwencje odpowiednich funkcji, ale
rowniez ustali¢ warto$¢ ich parametrow.

Ponizej przestawiono optymalng naszym zdaniem sekwencje funkcji (tzw. makro)
przetwarzajacych obraz z kamery CCD wraz z wynikami ich dzialania (Rys. 3-12).

Przy opracowywaniu tego algorytmu, czyli wyborze odpowiednich procedur,
ustaleniu ich kolejnoéci oraz doborze optymalnych parametréw, korzystano z
dos$wiadczen innych naukowcoéw zajmujacych sig tego typu badaniami [1,2,6,9].
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Rys. 2. Obraz
Fig.2. M

Rys. 3. Oryginalny obraz w formacie RGB (R-czerwony, G-zielony, B-niebieski) .

Fig. 3. Original image in RGB mode (R-red, G-green, B-blue).
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Rys. 4. Obraz w odcieniach szaroéci uzyskany w wyniku konwersji z formatu RGB na format HSI (H-barwa,
S-nasycenie, I-jasno$¢, procedura AphImgRGBToHSI ) i wydzieleniu sktadowej jasno$ci (procedura
AphImgSplitBand).

Fig. 4. Grey image obtained after RGB to HSI conversion (H-hue, S-saturation, I-intensity, procedure
AphImgRGBToHSI) and intensity channel splitting.

Rys. 5. Wyznaczanie obszaréw lokalnych maksiméw (identyfikatorow komorek) (procedura Aphlmg
ExtendedRegionalMaxima).

Fig. 5. Determination of local maximum regions (cell identifiers) (procedure AphImgExtendedRegional
Maxima).
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Rys. 6. Obraz po klasyfikacji identyfikatoréw komorek (procedura AphImgClustersToLabels).
Fig. 6. Image after classification of cell identifiers (procedure AphImgClustersToLables).

Rys. 7. Procedura Dziatu Ciekéw Wodnych (AphImgConstrainedWatershed) wyznacza obiekty na podstawie
sklasyfikowanych identyfikatorow komoérek (Rys. 6).

Fig. 7. Constrained watershed procedure (AphlmgConstrainedWatershed) derives the objects via the
classified cell identifiers (Fig. 6).
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Rys. 8. Obraz po usunigciu matych obiektéw nie bedacych komérkami (procedura AphImgAreaOpen).
Fig. 8. Image after deleting of small (not cells) objects (procedure AphImgAreaOpen).

Rys. 9. Powtorzenie procedury Dziatu Ciekéw Wodnych. Zapeienie pustych miejsc powstatych po
usunigciu matych obiektow (procedura AphImgConstrainedWatershed).
Fig. 9. Free space filling arising after deleting of small objects (procedure AphImgConstrainedWatershed).
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Rys. 10. Usunigcie obiektéw brzegowych (procedura AphImgBorderKill).
Fig. 10. Image after border objects deleting (procedure AphImgBorderKill).

Rys. 11. Kontrastowanie obiektow (procedura AphImgLabelsOby;).
Fig. 11. Objects labelling (procedure AphImgLabelsObj).
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Rys. 12. Por6wnanie wynikéw uzyskanych przy pomocy programu Aphelion z oryginatem.
Fig. 12. The comparison of original image and Aphelion-processed one.

Rozklady parametréw struktury tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka

Opracowana procedura pozwolila wykona¢ analize kilkuset obrazow tkanki
mickiszowej bulwy ziemniaka. Do ilo§ciowego opisu struktur komérkowych wybrano
nastgpujace parametry geometryczne:
powierzchnia komorki,
obwod komorki,
maksymalna $rednica Fereta,
minimalna $rednica Fereta,
stosunek $rednic Fereta minimalnej i maksymalne;j.

|

Feret max

Feret min

Obiekt Obiekt
Z wWyznhaczony mi
Srednicami Fereta

Rys. 13. Sposdb wyznaczania $rednic Fereta.
Fig. 13. The determination of Feret’s diameters.
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Wyniki przedstawiono w postaci rozkladow czestosci wyzej wymienionych
parametréw. Nalezy podkreslié, ze prezentowane wyniki nie odnosza sig¢ do komorek,
bedacych obiektami trojwymiarowymi o blizej nieokre$lonym ksztalcie, lecz do ich
przekrojow. Tak wigc przez pojecie powierzchnia komorki nalezy rozumie¢
powierzchnig przekroju komorki. Nalezy réwniez nadmieni¢, ze uzyskane rozktady nie sa
rozktadami normalnymi, z czym wiaze si¢ trudnos¢ ich parametryzacji.

Struktura tkanki niezdeformowane;j

Rozktady wybranych parametrow dla tkanek niezdeformowanych wykazujq wiele
cech wspolnych. I tak, czesto$§¢ wystgpowania komorek jest najwigksza dla komorek
malych i szybko maleje ze wzrostem powierzchni. W zakresie poczatkowym od 2680
muz do 5360 muz znajduje si¢ 47,5% komorek odmiany Bila, a dla Pandy i Triady
wielkoéci te wynosza odpowiednio 40,0% i 24,2%, co daje wyobrazenie o stopniu
zroznicowania wielkosci powierzchni komorek tych odmian. Srednie powierzchnie
komorek sa nastgpujace : Bila - 8118 muz, Panda - 8667 muz, Triada - 13214 mpz (Rys.
14, 161 18).

Maksimum rozktadu obwodu komoérek dla odmian Bila i Panda wystepuje przy 389
my, a dla Triady - przy wartosci blisko 2 razy wigkszej, tzn. przy 648 my. Z powyzszych
danych wynika, ze komorki tkanki bulwy Triady sa $rednio wigksze od komorek
pozostatych odmian (Rys. 15, 171 19).

Chcac scharakteryzowaé rowniez ksztalt komoérek okreslono dwie $rednice Fereta:
Fuax maksymalng i Fy,;, minimalna. Srednice te sa wymiarami bokow prostokata
opisanego na dowolnej figurze, w sposob zapewniajacy minimalizacj¢ powierzchni
prostokata (Rys. 13). Oprocz tego wyznaczano stosunek S$rednicy minimalnej do
maksymalnej. Wspélczynnik ten mozna uwazac¢ za miarg wydtuzenia (ang. elongation)
komorki. Jego wartosé dla figur zblizonych ksztattem do kwadratu, kota bliska jest 1 i
maleje dla figur jest wydtuzonych.

Z Rys. 21, 23 i 25 wynika, ze rozklady obu $rednic sa podobne do siebie dla
wszystkich odmian i pokrywaja si¢ w znacznym zakresie wartosci. Je$li za miarg
wydtuzenia komoérek przyjaé ich stosunck wowczas, jak wynika z Rys. 20, 22 i 24
najwiecej komérek wydhuzonych posiada odmiana Panda, a najmnie;j -Triada.

Struktura tkanki peknietej

Charakterystyki dotyczace struktury komorek po zgnieceniu prébki w maszynie
wytrzymato$ciowej otrzymywano w podobny sposob. Poniewaz jednak wynikiem
naprezen byty peknigcia struktur komoérkowych, powstata konieczno$¢ ich rozrézniania i
eliminacji. W programie do analizy obrazu warunek ten uwzgledniono pomijajac
elementy struktury o powierzchni wigkszej od najwigkszej z zaobserwowanych w probcee
kontrolnej. Uzyskane wyniki dotyczace powierzchni, obwodow, srednic Fereta komorek
tkanki bulwy odmian: Triada, Bila , Panda przedstawiono na Rys. 27-37.
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Przed rozpoczgciem badaf postawiono hipoteze dotyczaca zwiazku migdzy
odporno$cia mechaniczng i parametrami geometrycznymi komoérek, ktéra mozna
sformutowa¢ nastepujaco: Jesli odporno§¢ mechaniczna tkanki ziemniaka na pekniecia
zalezy od parametrow jej struktury, to nalezy si¢ spodziewaé, ze czesto$é wystegpowania
komorek nalezacych do pewnych klas zmieni si¢ w stosunku do stanu kontrolnego.

W Tabeli 1 zestawiono wartosci $rednich i median 5-ciu rozktadéw parametrow
geometrycznych dla bulw trzech odmian ziemniaka w stanie kontrolnym i peknigtym.
Wynika z niej, ze na ogot dla tkanek peknigtych wartoéci $rednich i median wszystkich
rozkladow badanych parametréw w stosunku do stanu kontrolnego zmniejszyly sie, przy
czym roznice rosty w kolejnoéci Bila - Panda - Triada.

Tabela 1. Wartosci $rednich i median rozkladéw parametréw komorek trzech odmian ziemniaka
Table 1. Average and median values of cell parameter distributions for three potato varieties

Bila Panda Triada
bez pekniete bez pekniete bez peknigte
peknige peknigé peknigé

Powierzchnia $rednia 8118 8114 8667 6189 13214 6099
(x 102 m?) mediana 5782 5185 6991 4133 11566 4147
Obwod $rednia 481 483 476 427 579 425
(x 10°m) mediana 424 404 455 360 580 362
Srednica $rednia 90 91 94 78 115 78
Fereta mediana 82 77 89 67 115 67
Max (x 10 m)

Srednica $rednia 127 127 124 115 152 113
Fereta mediana 112 108 120 99 150 99

Min (x 10 m)

Iloraz érednic $rednia 0.73152 0.73539 0.76034  0.70543 0.76553 0.71311
Fereta mediana  0.73779 0.74065 0.77079  0.70038 0.78033 0.71698
_(Fmin/Fmax)

Roznice migdzy struktur tkanki peknigtej i niezdeformowanej

Poniewaz poréwnanie wartosci §rednich i median nie pozwala oszacowaé podatnosci
na zniszczenia poszczeg6lnych klas komorek sporzadzono histogramy dotyczace roznic
rozktadow wszystkich parametréw geometrycznych komérek tkanki migkiszowej bulw
trzech odmian ziemniaka.

Ogolna prawidtowo$¢ dotyczaca zmian rozktadow powierzchni komérek (Rys. 38, 40
1 42) polega na tym, ze w materiale z peknigciami zmalata liczba komérek duzych i
wzrosta liczba matych (ktorych i tak bylo najwiecej). Komérki ktérych ilo§é nie ulegta
zmianie mialy powierzchnie 8000 muz dla Triady i Pandy oraz 5400 muz dla Bili.
Najwigksze zmiany zauwazono dla Triady, gdzie udziat jednego z przedziatow komorek
wzrost az 0 20%, najmniejsze za$ - dla Bili (>4%).
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Podobne prawidlowosci zauwazono analizujac rozktady obwodow komorek (Rys.
39,41143). Z wyjatkiem jednej klasy komorek Bili, obserwowano wzrost liczby komorek
o matych obwodach przy jednoczesnym zmniejszaniu si¢ liczby komoérek duzych.

Wyniktfe z naprezen zmiany rozktadéw $rednic Fereta komorek (Rys. 44, 46 i 48)
objawialy si¢ wzrostem ilo$ci komodrek najmniejszych (dodatnie przyrosty udziatlow
zarOwno Fr; jak 1 Fiax w zakresie 40 mp -90 mpt). Jednoczesnie nastepuje zmniejszenie
si¢ ilosci komoérek $rednich i duzych. Spostrzezenie to dotyczy wszystkich odmian
(pewna roznica daje si¢ zaobserwowac w przypadku Bili, jednak jest ona stosunkowo

mata < 1%).
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Rys. 14. Rozktad powierzchni komoérek ziemniaka,
odmiana Bila, przed pgknieciem.

Fig. 14. Distribution of the area for potato cells,
variety Bila, before cracking.
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Rys. 16. Rozklad ilorazu $rednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Bila, przed peknieciem.

Fig. 16. Distribution of the Feret’s diameters ratio for
potato cells, variety Bila, before cracking.
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Rys. 15. Rozklad obwodéw komorek ziemniaka,
odmiana Bila, przed pgknigciem.

Fig. 15. Distribution of the perimeter for potato
cells, variety Bila, before cracking.
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Fig. 17. Distribution of the Feret’s diameters for
potato cells, variety Bila, before cracking.
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Rys. 18. Rozkiad powierzchni komorek ziemniaka,
odmiana Triada, przed peknigciem.

Fig. 18. Distribution of the area for potato cells,
variety Triada, before cracking.
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Rys. 20. Rozktad ilorazu $rednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Triada, przed pgknigciem.

Fig. 20. Distribution of the Feret’s diameters ratio for
potato cells, variety Triada, before cracking.
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Rys. 19. Rozklad obwodéw komorek ziemniaka,
odmiana Triada, przed peknigciem.

Fig. 19. Distribution of the perimeter for potato cells,
variety Triada, before cracking.
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Fig. 21. Distribution of the Feret’s diameters for
potato cells, variety Triada, before cracking.
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Rys. 24. Rozklad ilorazu $rednic Fereta komoérek Rys. 25. Rozklady érednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Panda, przed pgknigciem. ziemniaka, odmiana Panda, przed pgknigciem.

Fig. 24. Distribution of the Feret’s diameters ratio for Fig. 25. Distribution of the Feret’s diameters for
potato cells, variety Panda, before cracking. potato cells, variety Panda, before cracking.
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Rys. 26. Rozktad powierzchni komoérek ziemniaka,
odmiana Bila, po peknieciu.
Fig. 26. Distribution of the area for potato cells,
variety Bila, after cracking.
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Rys. 28. Rozktad ilorazu $rednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Bila, po peknieciu.
Fig. 28. Distribution of the Feret’s diameters ratio for
potato cells, variety Bila, after cracking.
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Rys. 27. Rozktad obwodéw komoérek ziemniaka,
odmiana Bila, po peknigciu.
Fig. 27. Distribution of the perimeter for potato cells,
variety Bila, after cracking.
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Rys. 29. Rozklady s$rednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Bila, po peknieciu.
Fig. 29. Distribution of the Feret’s diameters for
potato cells, variety Bila, after cracking.
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Rys. 30. Rozktad powierzchni komoérek ziemniaka,
odmiana Triada, po pgknigciu.

Fig. 30. Distribution of the area for potato cells,
variety Triada, after cracking.
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Rys. 32. Rozkiad ilorazu $rednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Triada, po peknigciu.
Fig. 32. Distribution of the Feret’s diameters ratio for
potato cells, variety Triada, after cracking.
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Rys. 31. Rozktad obwodéw komoérek ziemniaka,
odmiana Triada, po peknigciu.
Fig. 31. Distribution of the perimeter for potato cells,
variety Triada, after cracking.
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Fig. 33. Distribution of the Feret’s diameters for
potato cells, variety Triada, after cracking.
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Rys. 34. Rozklad powierzchni komorek ziemniaka,
odmiana Panda, po peknigciu.
Fig. 34. Distribution of the area for potato cells,
variety Panda, after cracking.
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Rys. 36. Rozktiad ilorazu $rednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Panda, po pgknigciu.
Fig. 36. Distribution of the Feret’s diameters ratio for
potato cells, variety Panda, after cracking.
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Rys. 35. Rozklad obwodéow komorek ziemniaka,
odmiana Panda, po pegknigciu.
Fig. 35. Distribution of the perimeter for potato cells,
variety Panda, after cracking.
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Rys. 37. Rozklady érednic Fereta komorek

ziemniaka, odmiana Panda, po pgknigciu.
Fig. 37. Distribution of the Feret’s diameters for
potato cells, variety Panda, after cracking.
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Rys. 38. Roznica rozktadow powierzchni komorek
ziemniaka, odmiana Bila, peknigte - bez pgknig¢.
Fig. 38. Difference of the area distributions for potato
cells, variety Bila, after — before cracking.
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Rys. 40. Roznica rozktadow ilorazu $rednic Fereta
komorek ziemniaka, odmiana Bila, pgknigte — bez
pekniec.

Fig. 40. Difference of the Feret’s diameters ratio
distributions for potato cells, variety Bila, after —
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Rys. 39. Roéznica rozkltadéw obwodu komoérek

ziemniaka, odmiana Bila, peknigte - bez pegknigc.
Fig. 39. Difference of the perimeter distributions for
potato cells, variety Bila, after — before cracking.
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Rys. 41. Réznice rozktadéw $rednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Bila, peknigte - bez pgknig¢.
Fig. 41. Differences of the Feret’s diameters
distributions for potato cells, variety Bila, after —
before cracking.
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Rys. 42. Roéznica rozktadow powierzchni komorek
ziemniaka, odmiana Triada, pgknigte - bez peknigc.
Fig. 42. Difference of the area distributions for potato
cells, variety Triada, after — before cracking.

4%

Czestosc

lloraz srednic Fereta komorki (Fmin/Fmax)

Rys. 44. Roznica rozktadow ilorazu $rednic Fereta
komorek ziemniaka, odmiana Triada, pekniete — bez
pekniec.

Fig. 44. Difference of the Feret’s diameters ratio
distributions for potato cells, variety Triada, after —
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Rys. 43. Roznica rozkladéow obwodu komorek
ziemniaka, odmiana Triada, pgkniete - bez peknie¢.
Fig. 43. Difference of the perimeter distributions for
potato cells, variety Triada, after — before cracking.
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Rys. 45. Réznice rozktadow Srednic Fereta komorek
ziemniaka, odmiana Triada, pekniete — bez peknigc¢.
Fig. 45. Differences of the Feret's diameters
distributions for potato cells, variety Triada, after —
before cracking.
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Rys. 46. Roznica rozkltadow powierzchni komérek Rys. 47. Réznica rozkladow obwodu komorek
ziemniaka, odmiana Panda, pgknigte - bez peknigé.  ziemniaka, odmiana Panda, peknigte - bez peknigé.
Fig. 46. Difference of the area distributions for potato  Fig. 47. Difference of the perimeter distributions for
cells, variety Panda, after — before cracking. potato cells, variety Panda, after — before cracking.
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Rys. 48. Roznica rozkladow ilorazu $rednic Fereta Rys. 49. Réznice rozkladéw érednic Fereta komorek
komoérek ziemniaka, odmiana Panda, peknigte — bez ziemniaka, odmiana Panda, peknigte - bez peknigé.
peknieé. Fig. 49. Differences of the Feret’s diameters
Fig. 48. Difference of the Feret’s diameters ratio distributions for potato cells, variety Panda, after —
distributions for potato cells, variety Panda, after — before cracking.
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Podobnie jak w poprzednich przypadkach zmiany dla odmiany Triada byly
najwieksze do 24%, mniejsze dla Pandy - 13%, najmniejsze dla Bili 3-4%.

Wynikiem naprezenia byly rowniez zmiany rozktadu ksztattu komorek wyrazanego
poprzez iloraz §rednic Fereta (Rys. 45, 47 1 49). Najmniejsze zmiany zaobserwowano dla
Bili - na poziomie <1%. Rozktady ksztattu komérek bulwy Triady i Pandy zmienity sig w
bardzo podobny sposéb: zmniejszyt si¢ udzial komorek o ksztatcie zblizonym do
kwadratu (stosunek $rednic 0,8 do 1,0 ) o 3-4% i wzrost o 2,5 -3% udziat komorek
wydtuzonych o stosunek $rednic 0,5 (prostokat 2 na 1). Komorki, dla ktorych ten parametr

Rys. 50a. Obrazy szczeliny na kolejnych przekrojach probki tkanki ziemniaka, powstalej w skutek
odksztatcenia probki.
Fig. 50a. Sequence of the potato tuber crack pictures resulting the deformation of potato sample.
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rowny byt 0,75+0,05 okazaty si¢ stosunkowo nie wrazliwe na naprezenia - ich udziat
prawie nie ulegt zmianie.

Nalezy wspomnie¢, ze histogramy dotyczace roznic czgsto$ci parametréw zostaty
pomyslane tak aby suma zmian r6wnata sie zero.

Ich interpretacja wymaga pewnego wyjasnienia. Czesto$¢ wystepowania
okreslonego przedziatu badanego parametru moze, w wyniku naprezenia niszczacego,
wzrosna¢ lub zmale¢. Interpretujac zmiany ujemne przyjmujemy, ze komorki z pewnego
przedziatu ulegty czg$ciowemu zniszczeniu przez co odpowiadajaca im czesto$é zmalala.
Jednoczesnie zakladajac, ze komoérki z innych przedziatéw nie zostaty zniszczone, w

Rys. 50 b. Obrazy szczeliny na kolejnych przekrojach probki tkanki ziemniaka, powstalej w skutek
odksztatcenia probki.
Fig. 50 b. Sequence of the potato tuber crack pictures resulting the deformation of potato sample.
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zbiorze komorek po dziataniu napre¢zenia, odpowiadajace im czgsto§ci musza wzrosnacé w
poréwnaniu do probki kontrolne;.

Wizualizacja pojedynczego peknigcia tkanki

Uzyskanie sekwencji kilkudziesigciu cienkich przekrojow wzdluz osi probki
poddanej naprgzeniom niszczacym umozliwilo nam stworzenie serii obrazow
wizualizujacych ksztalt szczeliny. Szczelina jest rezultatem przytoZzonego naprgzenia, w
wyniku ktérego powstaje pegknigcie struktur komorkowych w tkance migkiszowej bulwy
ziemniaka.

Metodyka wyszukiwania peknig¢ przy pomocy analizy obrazu pozwolila na
identyfikacje obszaréw z nimi zwiazanymi. Przyjeto za peknigcie uwazac te elementy
obrazu, ktoérych powierzchnia byla wigksza 1,5 razy od najwigkszej komorki
zidentyfikowanej w probkach kontrolnych.

W polu widzenia mikroskopu widoczna byla jedynie czgs¢ powierzchni
pojedynczego skrawka (cienkiej warstwy). Zarejestrowanie obrazu catego skrawka
wymagato wykonania 11-12 przystajacych do siebie uje¢ obiektu. Poniewaz peknigcia
byly w niektorych przekrojach bardzo duze konieczne byto precyzyjne taczenie dwoch,
trzech, a niekiedy wiecej, obrazow zawierajacych fragmenty pgknigc¢, ze soba.

Obraz catosci byt analizowany przy pomocy programu do analizy obrazu Aphelion w
sposob opisany w poprzednich rozdziatach.

W efekcie otrzymano seri¢ obrazéw pojedynczego peknigcia w probece bulwy
ziemniaka (Rys. 50 a i Rys. 50 b). Starano sig zarejestrowa¢ zardwno poczatek (obraz 1)
jak koniec szczeliny (obraz 30). Na poszczegdlnych obrazach widoczna jest zmiana
rozmiarow i ksztattu analizowanej szczeliny. Zaskakujaca jest obecnos¢ na wigkszosci
obrazéw wielu (nawet 5-ciu) a nie tylko jednej szczeliny. Swiadezy to o ztozonej budowie
szczeliny, ktora moze mie¢ wiele rozgatezien, bedacych efektem procesu bifurkacji.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badain mozna wyciagna¢ nastgpujace wnioski

szczegotowe dotyczace niszczenia komorek wskutek oddziatywan mechanicznych:

— cechy geometryczne komorek tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka maja wptyw naich
podatno$¢ na uszkodzenia,

— najlatwiej ulegaja uszkodzeniu komorki najwigksze (duze warto$ci powierzchni,
obwodu i maksymalnej $rednicy Fereta),

— komorki wydtuzone o stosunku $rednic Fereta 1:2 sa najbardziej, a komoérki zblizone
ksztattem do okrggu (kwadratu) najmniej odporne na zniszczenie,

— podatno$¢ na uszkodzenia uzalezniona jest od odmiany ziemniaka 1 maleje w
nastegpujacej kolejnosci Triada - Panda - Bila,
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— mechanizm niszczenia tkanki bulwy ziemniaka zwigzany jest z powstawaniem
mikropgknie¢ w calej objgtosci probki, ktorych cze$¢ taczy si¢ ze sobg tworzac
szczeling o wymiarach porownywalnych ze $rednica badanej probki.

Metoda analizy obrazu okazala si¢ bardzo uniwersalnym i wydajnym narzedziem
pozwalajacym na wykonanie bardzo duzej liczby skomplikowanych pomiaréw w
krotkim czasie. Z tego wzgledu mozna uwazaé, ze stwarza ona jako$ciowo nowe
mozliwosci w badaniach mikroskopowych.

PISMIENNICTWO

1. Boudry C., Herlin P., Coster M., Chermant J.L.: Cell classification and sieving in biology. Acta
Stereologica, 16/3, 215-222, 1997.

2. Chazallon L., Pinoli J.C.: An automatic morphological method for aluminium grain segmentation in
complex grey level images. Acta Stereologica, 16/2, 119-130,1997.

3. Haman J., Konstankiewicz K., Zdunek A.: Badania procesow pgkania tkanki rdzenia wewngtrznego i
zgwnetrznego bulwy ziemnika. Acta Agrophysica, 24, 97-108.

4. Gerlach D.: Zarys Mikrotechniki Botanicznej. PWRIL, Warszawa, 1972.

5. Konstankiewicz K., Zdunek A.: Do mechanical properties of potato tuber depend on the place of
sampling? Proc. Int. Conf. Flow and deformation in Biology and environment, Praque, 139-144, 1998.

6. Meyer F.: Morphological segmentation on a neighbourhood graph. Acta Stereologica, 16/3, 175-182,
1997.

7. Pitt R.E., Chen H.L.: Time-dependent aspects of the strength and rheology of vegetative tissue. Trans.
ASAE, 26(4), 1275-1280, 1983.

8. Pitt R.E.: Models for the rheology and statistical strength of uniform strressed vegetative tissue. Trans.
ASAE, 25(6), 1776-1784, 1982.

9. Wojnar L., Majorek M.: Komputerowa analiza obrazu. FOTOBIT-DESIGN S.C., Krakow, 1994.

THE CHANGES OF THE POTATO TUBER TISSUE STRUCTURE RESULTING
A DEFORMATION

K. Pawlak, A. Krol

Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences
Doswiadczalna 4, P.O. Box 201, 20-290 Lublin

SUMMARY

The relationship between the structure parameters of potato tuber tissue and the deformation has been
investigated. The method applied allowed to stabilise structure and to obtain thin slices for microscopic
investigation. Then the special procedure for image obtaining and transformation to identify and quantify each
individual cell has been done. Automatic quantitative computer analysis of the images has been executed by
means of image analysis (IA) program Aphelion v3.2.

Keywords: potato tuber tissue, image analysis, stabilisation of structure



