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Streszczenie. Celem pomiarow bylo okre$lenie przydatnosci reflektometrii czasowej
(TDR) do rozrdzniania zdrowego i porazonego fuzarioza ziarna pszenicy. Material doswiadczalny
stanowilo ziarno pszenicy trzech odmian ozimych i jednej jarej. Reflektogramy TDR dla ziarna
kontrolnego i porazonego wykazuja nieznaczne réznice, jednakze zastosowanie metod statystycznej
analizy wielowymiarowej do zespotow zarejestrowanych reflektograméw pozwolito te réznice ujaé
wystarczajaco wyraznie by moc odrozni¢ ziarno porazone od kontrolnego.

Stowa kluczowe: fuzarioza, pszenica, TDR, AGS, LAD

WSTEP

Prace nad zastosowaniem metod fizycznych do wykrywania porazenia ziarna
pszenicy fuzarioza sa prowadzone w licznych osrodkach naukowych. Powodem tego
zainteresowania jest fakt, iz metody fizyczne pozwalaja otrzyma¢ wynik pomiaréw
w krotszym czasie i przy nizszych kosztach niz w przypadku stosowania metod che-
micznej analizy skladu ziarna. Najbardziej popularne wsrod metod fizycznych wyda-
ja sig¢ metody spektroskopii optycznej, zwlaszcza w zakresie bliskiej podczerwieni
(Berman i in. 2007, Delwiche 2003, Delwiche i Hareland 2004, Dowell i in. 1999),
Pettersson and Aberg 2003, Polder i in. 2005). Jednak znane sa takze prace, w kto-
rych wykorzystuje si¢ wyniki pomiarow podstawowych cech fizycznych pojedyn-
czych ziarniakow, takich jak masa, $rednica zastgpcza, wilgotnos¢ i twardos¢
w potaczeniu z pomiarami optycznymi (Siuda i in. 2006). W innym podejsciu oce-
niano mozliwo$¢ wykorzystania pomiaréw czterech wymienionych cech (mozli-
wych do przeprowadzenia za pomoca urzadzenia SKCS 4100 firmy Perten Instru-
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ments) rozszerzonych o pomiar objetosci 1 wyliczonej ggstosci (masy wiasciwej)
(Grabowski 1 in. 2008, Siuda i in. 2006). Znane sa takze proby wykorzystania do wy-
krywania fuzariozy pochtaniania i odbicia ultradzwigkow (Juodeikiene i in. 2004,
Juodeikiene i in. 2005). Wedlug wiedzy autoréw nie ma publikacji, w ktérych pro-
bowano by oceni¢ mozliwosci zwiazane z reflektrometria czasowa TDR (Time Do-
main Reflectometry) ziarna w konteks$cie wykrywania fuzariozy, chociaz znane sa
liczne publikacje opisujace zastosowania tego typu pomiaréw do wyznaczania wil-
gotnosci ziarna (Kwok i in. 1979).

Mozna oczekiwaé, ze zastosowanie TDR do wyznaczania cech innych niz wil-
gotnos¢ nastreczy wigeej trudnosci, gdyz duza warto$¢ statej dielektrycznej wody
czyni pomiar wilgotnosci stosunkowo latwym. Jednakze zastosowanie do analizy
reflektograméw metod stosowanych do interpretacji widm optycznych, takich jak
analiza gtéwnych sktadowych (AGS) i kalibracja wielowymiarowa (Vandeginste i in.
1997) stwarza nadziej¢ na mozliwo$¢ wyodrebnienia i ilosciowego opisu efektow
subtelniejszych niz te, ktore zwiazane sa ze zmianami wilgotnosci ziarna (Siuda i in.
2008). Z tego powodu uznano za celowe wyprobowanie mozliwosci, jakie oferuje ta
technika w powiazaniu ze wspodtczesnymi metodami interpretacji danych w zasto-
sowaniu do rozrdzniania ziarna porazonego fuzarioza i ziarna kontrolnego.

MATERIAL I METODY
Material

Materiat doswiadczalny stanowito ziarno trzech odmian pszenicy ozimej (Trend,
Tonacja, Satyna) i jednej odmiany jarej (Bombona), kazda uprawiana na dwoch po-
letkach doswiadczalnych w roku 2006. Na jednym poletku pszenica rosta w warun-
kach naturalnych (material kontrolny), zas na drugim w okresie kwitnienia dokony-
wano inokulacji kloséw zarodnikami Fusarium culmorum (material porazony). Po
zbiorach obie kategorie ziarna suszono powietrznie w warunkach laboratoryjnych,
w ktorych takze byto przechowywane przed i w trakcie pomiardéw (temperatura ok.
21°C, wilgotno$¢ ok. 60%).

Przyrzad

W Zaktadzie Fizyki Doswiadczalnej UTP zaprojektowano i wykonano stano-
wisko pomiarowe z zastosowaniem reflektometru TDR100 (firmy Campbell Scien-
tific), pozwalajace rejestrowac reflektogramy probek ziarna o objgtosci ok. 400 ml
w warunkach kontrolowanego ci$nienia (poprzez regulacje sity docisku denka po-
jemnika) wywieranego na ziarno znajdujace si¢ w cylindrze pomiarowym.
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Generator TDR100 wytwarza im-
puls o napigciu 250 mV, czasie trwania
2 71 14 ps oraz czasie narastania 170 ps.
Uktad probkujacy TDR100 pozwala
zarejestrowa¢ od 20 do 2048 punktéw
w pojedynczym reflektogramie. W kaz-
dym punkcie rejestruje si¢ wartos¢
wspotczynnika odbicia, ktora moze
by¢ $rednia z maksymalnie 128 po-
miaréw. Zdolno$¢ rozdzielcza TDR100
wynosi 12,2 ps. Reflektometr pota-
czony jest kablem o impedancji 50 Q
z sonda pomiarowa. W wykonanym
stanowisku zastosowano sonde CS645
(firmy Campbell Scientific), w postaci
trzech pretow o dlugosci 75 mm i $red-
nicy 1,59 mm rozstawionych réwnole-
gle w plaszczyznie w odstepach 7,5 mm.
Sonda osadzona jest w dolnym denku
pojemnika na ziarno (rys. 1). Pojem-
nik w ksztalcie walca jest zamykany
z obu stron denkami, z ktérych gorne
jest przesuwne, umozliwiajac jego
Rys. 1. Schemat pojemnika na ziarno napehianie oraz regulowanie sity doci-
Fig. 1. Schematic of sample container . . . .

sku. Wewnetrzna S$rednica pojemnika
na ziarno wynosi 71 mm. Jego wysoko$¢ natomiast, uzalezniona od pozycji gérnego
denka miesci si¢ w przedziale od 90 mm do 125 mm. Pozwala to na pomiar probek
0 objetosci od 360 ml do 500 ml.
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Pomiary

Procedurg pomiarowa rozpoczeto od odsypania z materiatu pomiarowego 8 pro-
bek (4 odmiany ziarna w 2 kategoriach — kontrolnej i porazonej) o jednakowej obje-
tosci, do szklanych naczyn, w ktorych byly przechowywane pomigdzy pomiarami.
Nastepnie wykonano 5 serii pomiarowych dla probek kategorii kontrolnej, na kazda
serie sktadaty si¢ 4 pomiary po jednym dla kazdej odmiany. W analogiczny sposob
pdzniej wykonano 5 serii dla kategorii porazone;.

Czynnos$ci zwiazane z kazdym pomiarem wygladaty nastgpujaco: do pojemnika
wsypywano przygotowana probke ziarna, nastgpnie zakladano denko, opuszczano
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srube dociskajaca do powierzchni denka i wykonywano 10 obrotow $ruba. Sita doci-
sku wynosita 315 N, co powodowato, ze zewnetrzne cisnienie dzialajace na ziarno
zawarte w pojemniku wynosito okoto 800 hPa. Przed kazdym pomiarem ziarno byto
mieszane. Kazdy pomiar polegat na zarejestrowaniu za pomoca programu PCTDR
(Campbell Scientific) 20 reflktograméw (wspdtczynnik odbicia w funkcji punktu
pomiarowego), kazde z 2000 punktow, wartos¢ w kazdym punkcie byta $rednia 50
odczytow. Po zakonczeniu pomiaru ziarno przesypywano do szklanego naczynia,
nastgpnie wykonywano pomiar dla kolejnej odmiany. W wyniku pomiaréw otrzyma-
no po 100 reflektogramow dla kazdej probki.

Metody analizy

Do interpretacji wynikdw pomiarow zastosowano dwie metody statystycznej ana-
lizy wielowymiarowej, t.j. analize glownych sktadowych (ang. principal component
analysis, PCA) oraz liniowa analiz¢ dyskryminacyjna (ang. linear discriminant
analysis, LDA) (Dobosz 2004). Pierwsza z metod pozwala uwidoczni¢ strukture da-
nych, natomiast druga jest narzedziem najczesciej stosowanym do zagadnien zarow-
no dyskryminacji, jak i klasyfikacji obiektow wielowymiarowych (Vandeginste i in.
1997). Dane w postaci reflektogramow reprezentuje si¢ jako wektory w przestrzeni
zmiennych (punktéw pomiarowych), co pozwala na analizg geometryczng ich struktu-
ry i nazywa obiektami. Obliczenia, ktdre byly konieczne w zwiazku z zastosowaniem
obu metod wykonano za pomoca pakietu PLS-Toolbox (Eigenvector Research, Inc.,
USA) programu Matlab (Mathworks, Inc., USA).

WYNIKI I DYSKUSJA

Do przedstawienia na wykresach wybrano wyniki dla odmiany Satyna, ze
wzgledu na to, iz sa to wyniki typowe dla ziarna pszenicy ozimej. Dane pomiaro-
we dla odmiany pszenicy jarej (Bombona) nie modeluja si¢ tak dobrze, co jest wi-
doczne w tabeli 3. Na wykresach wykonanych dla tej odmiany widoczne jest to
glownie poprzez mniejsze rozdzielenie kategorii porazonej od kontrolnej. Na rysunku
2 przedstawione sa reflektogramy dla probek ziarna odmiany Satyna kategorii kon-
trolnej i porazonej uzyskane w wyniku usrednienia wszystkich reflektograméw dla
danej probki. Zauwazalne na wykresie jest przesunigcie reflektogramu kategorii
porazonej wzgledem reflektogramu kategorii kontrolnej. R6znice pomiedzy reflek-
togramami widoczne sa jedynie, gdy na wykresie znajduja si¢ pojedyncze usred-
nione reflektogramy, w przypadku naniesienia wszystkich zarejestrowanych reflek-
tograméw wykres staje si¢ nieczytelny. Wigcej informacji z wykonanych pomiaréw
pozwalaja uzyska¢ metody statystycznej analizy wielowymiarowe;.
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Rys. 2. Usrednione (100 pojedynczych reflektograméw dla kazdej kategorii) reflektogramy zareje-
strowane dla odmiany Satyna, linia przerywana — ziarno kontrolne, ciagta — porazone

Fig. 2. Waveforms averaged over 100 scans each for healthy (dashed line) and damaged (solid)
grain of variety Satyna

Wyniki AGS

Do analizy wiasciwosci zespotéw reflektogramow otrzymanych z wszystkich
serii pomiarowych zastosowano AGS. Na rysunku 3 przedstawiono wykresy wag
(loadings) dla pierwszych trzech gtéwnych sktadowych.

4

Wagi - Loadings

" 500 RRT T 1500
Punkt pomiaru - Measurement point

Rys. 3. Wagi poszczegdlnych glownych sktadowych: 1GS — linia ciagta, 2GS — przerywana, 3GS —
kropkowana
Fig. 3. Loadings on particular PC: 1PC — solid line, 2PC — dashed, 3PC — doted
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Obliczenia wykonano dla wszystkich zarejestrowanych reflektograméw (tab. 1)
oraz dla reflektograméw usrednionych w ramach nasypek, aby zminimalizowaé
wplyw zrodet przypadkowych zaburzen (tab. 2).

Tabela 1. Parametry charakteryzujace strukture zestawow reflektogramoéw zarejestrowanych dla
poszczegdlnych odmian (k — kategoria kontrolna, p — kategoria porazona) dla wszystkich pomiarow
Table 1. Values of some parameters chosen to characterize the structure of the sets of all waveforms
recorded for particular wheat varieties (k — control grain, p — damaged grain)

Bombona Trend Tonacja Satyna
k p k p k p k p
Zmiany intensywnosci
IGS . 0,29 0,17 0,31 0,17 0,23 0,15 0,29 0,16
Changes in intensity
1PC (%)

Wzgledny  2GSx107°
udziat 2PCx107
Relative im-
portance  3GSx10°
3PCx10°

5,2 2.4 5,6 1,8 2,4 1,8 4,4 2,2

0,74 2,8 0,94 2,2 0,99 1,4 2,2 2,3

GS — gtéwna sktadowa — PC — principl component.

Tabela 2. Parametry charakteryzujace strukturg zestawow reflektogramoéw zarejestrowanych dla po-
szczegodlnych odmian (k — kategoria kontrolna, p — kategoria porazona) dla usrednionych reflektogramow
Table 2. Values of some parameters chosen to characterize the structure of the sets of averaged
waveforms for particular wheat varieties (k — control grain, p — damaged grain)

Bombona Trend Tonacja Satyna
k p k p k p k p
Zmiany intensywnosci
1G8 021 0075 027 0092 015 0077 024 0,064
Changes in intensity
1PC (%)
-5
Wzgledny ZGSXIO_s 3,2 0,78 4,0 0,35 1,1 0,31 2.6 0,84
: 2PCx10
udziat
Relative 3GSx10%
importance X 0,66 2,1 0,67 1,2 0,73 1,2 2,2 1,0

3PCx10°
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Wyniki AGS pokazuja, ze dla wszystkich czterech odmian wyraznie domi-
nujacy wpltyw na strukture¢ zespotow reflektograméw miala pierwsza gtowna
sktadowa (1GS) (ang. first principal component, 1PC) zaréwno dla calego ze-
stawu reflektogramow jak i reflektograméw usrednionych. Wariancja z nia
zwiazana jest o 5-6 rzedow wielko$ci wieksza od wariancji zwiazanej z kolej-
nymi gtéwnymi skladowymi, co znaczy, ze intensywnos¢ rejestrowanego sy-
gnalu w praktyce okreslona jest przez udziat tylko pierwszej GS. Na podstawie
zmian wartosci tych udziatow w poszczegolnych seriach mozna oszacowaé po-
wtarzalno$¢ intensywnos$ci mierzonych sygnaldéw, poprzez stosunki odchylen
standardowych udziatow 1GS do wartosci $rednich dla poszczegdlnych serii. War-
tosci te umieszczone w tabeli 1 pokazuja, Ze tak mierzone zmiany intensywnosci we
wszystkich seriach nie przekraczaly 0,5%. Dla reflektograméw usrednionych
wartosci te dla ziarna kontrolnego sa nieznacznie mniejsze, natomiast dla ziarna
porazonego — znaczaco mniejsze. Dla kolejnych GS (2GS i 3GS) wyliczono spa-
dek wariancji w stosunku do wariancji zwigzanej z 1GS jako stosunek odpowied-
nich wartosci wilasnych, ktory nazwano wzglednym udzialem, a wyniki ujeto
w tabelach 1 i 2. W poréwnaniu z ziarnem kontrolnym, dla ziarna porazonego ten
stosunek jest mniejszy w przypadku 2GS i wigkszy dla 3GS. W przypadku reflek-
togramow usrednionych wartosci wszystkich tych stosunkéw maleja, a szczegol-
nie dla 2GS ziarna porazonego.

Na rysunkach 4a i 5a przedstawiono mapg obiektow dla pierwszej i drugie;j
glownej skladowej (2 wymiarowy rzut obiektow na podprzestrzen pierwszej
i drugiej GS). Na rysunku 4a zawarte sa wszystkie obiekty dla odmiany Satyna,
natomiast na rysunku 5a pomiary w ramach nasypek zostaly usrednione. Wi-
da¢, ze w obu przypadkach utozenie punktow ma charakter nieprzypadkowy:
punkty reprezentujace pomiary wykonane dla kategorii kontrolnej znajduja si¢
w lewym dolnym obszarze wykreséw, natomiast punkty przedstawiajace kate-
gorig¢ porazong — w prawym gornym rogu. Rozdzielenie kategorii wystgpuje
zarowno wzdhuz 1GS jak i 2GS. W ramach poszczegdlnych kategorii utozenie
punktow jest dos¢ przypadkowe, jedynie punkty (1-20) reprezentujace pierw-
sza nasypke sa przesunigte w kierunku mniejszych wartosci obu GS. Fakt od-
stawania pierwszej nasypki od pozostatych jest jeszcze lepiej widoczny na ry-
sunkach 4b i 5b. Wprawdzie 3GS nie wnosi widocznego wktadu w przesunig-
cie kategorii, ale mapa obiektéw drugiej i trzeciej gtownej sktadowej wydaje
si¢ lepiej rozdziela¢ kategorie kontrolna i porazona, przynajmniej w przypadku
pomiaréw nie usrednionych. Widoczne jest takze pogrupowanie pomiaréw na-
lezacych do poszczegolnych nasypek.
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Rys. 4a. Mapa obiektow dla pierwszej i drugiej gtownej sktadowej dla odmiany Satyna (symbole
puste — ziarno kontrolne, symbole wypetnione — ziarno porazone)

Fig. 4a. Two dimensional plots of scores on first and second PC of original waveforms for variety
Satyna (empty symbols for healthy grain, filled — for damaged grain)
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Rys. 4b. Mapa obiektow dla drugiej i trzeciej gtdwnej sktadowej dla odmiany Satyna (symbole
puste — ziarno kontrolne, symbole wypetnione — ziarno porazone)
Fig. 4b. Two dimensional plots of scores on second and third PC of original waveforms for variety
Satyna (empty symbols for healthy grain, filled — for damaged grain)
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Rys. 5a. Mapa obiektéw dla pierwszej i drugiej gtownej sktadowej dla odmiany Satyna, usrednione
nasypki (symbole puste — ziarno kontrolne, symbole wypelione - ziarno porazone)

Fig. Sa. Two dimensional plots of scores on first and second PC of averaged waveforms for variety
Satyna (empty symbols for healthy grain, filled — for damaged grain)
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Rys. 5b. Mapa obiektow dla drugiej i trzeciej glownej sktadowej dla odmiany Satyna usrednione
nasypki (symbole puste — ziarno kontrolne, symbole wypelione — ziarno porazone)

Fig. S5b. Two dimensional plots of scores on second and third PC of averaged waveforms for
variety Satyna (empty symbols for healthy grain, filled — for damaged grain)
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Wyniki LDA

W celu okreslenia stopnia odseparowania reflektograméw dwu kategorii ziarna
zastosowano liniowa analize dyskryminacyjna (LDA) dla modelu danych pomiaro-
wych uzyskanego przy wykorzystaniu trzech pierwszych GS. Otrzymane warto$ci
funkcji dyskryminacyjnej okreslaja przynalezno$¢ poszczegolnych pomiardéw do ka-
tegorii ziarna kontrolnego badz porazonego. Miara rozdzielenia tych grup jest warto$¢
wspotczynnika Fishera wyliczona na podstawie wzoru (Sharaf'i in. 1986)

_Ip,-D,]

—, 1

gdzie D, 1 D, oraz s i sp sa, odpowiednio, §rednimi warto$ciami funkcji dys-

FKP

kryminacyjnej i odchyleniami standardowymi dla grup kontrolnej i porazonej. Warto-
sci wspolczynnika Fishera wyliczone dla poszczegdlnych odmian, wszystkich od-
mian tacznie oraz wszystkich odmian z wytaczeniem odmiany Bombona umieszczo-
no w tabeli 3. We wszystkich przypadkach obliczenia wykonano dla oryginalnych
danych oraz danych usrednionych w obrgbie kazdej nasypki. Im wigksza warto$¢
wspotczynnika Fishera, tym kategorie ziarna sa bardziej rozdzielone. Wartosci
wspotczynnika Fishera zblizone do 4 oznaczaja, ze mozna przyjac, iz istnieje prak-
tyczne rozroznienie ziarna na dwie kategorie. Zardwno dla usrednionych jak i poje-
dynczych reflektogramow, LDA daje najlepsze wyniki w przypadku, gdy do wyzna-
czenia funkcji dyskryminacyjnej wzigte sa trzy gtowne skladowe. Zblizone wyniki
otrzymujemy przy zastosowaniu 2 i 3 GS do reflektograméw nieusrednionych oraz
112 GS dla usrednionych.

Tabela 3. Wartosci wspotczynnika Fishera dla wybranych kombinacji gtéwnych sktadowych
Table 3. Values of Fisher coefficient for selected combinations of principal components (oryg. — all
waveforms, sr. — averaged)

Wszystkie
bez Bombo- )
GS Bombona Trend Tonacja Satyna ny- Wsﬁ’lsltkle
PC All without
Bombona

oryg. sr. oryg. Sr. oryg. Sr. oryg. SI. Oryg. Sr. Oryg.  Sr.
12 1,55 2,83 264 5,75 3,12 734 3,77 533 293 428 239 3,11
13 1,44 2,07 246 2,65 3,02 450 3,52 438 271 3,19 2,08 240
23 20 253 391 3,63 562 687 545 532 423 427 321 349
123 2,02 391 4,03 6,01 564 780 545 549 424 452 321 3,54
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WNIOSEK

Reflektogramy TDR dla ziarna kontrolnego i porazonego wykazuja nieznaczne
réznice, jednakze zastosowanie metod statystycznej analizy wielowymiarowej do
zespolow zarejestrowanych reflektogramow pozwala te roznice ujaé wystarczajaco
wyraznie by méc odr6zni¢ ziarno porazone od kontrolnego. Mozna oczekiwaé, ze
opracowanie udoskonalonej procedury pomiarowej zmniejszajacej wptyw przypad-
kowych zaburzen poprawi zdolno§¢ TDR do rozrézniania probek ziarna porazonego
i zdrowego. W zwiazku z tym celowe wydaje si¢ kontynuowanie prac majacych na
celu zaré6wno zebranie wynikow dla wigkszej liczby odmian, jak 1 wyjasnienie, jakie
cechy ziarna (ziarniakéw) decyduja o wystapieniu roznic w reflektogramach TDR.
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PRELIMINARY RESULTS FROM APPLYING TIME-DOMAIN
REFLECTOMETRY FOR DIFFERENTIATION OF HEALTHY
AND FUSARIOSIS-DAMAGED WHEAT GRAIN

Tomasz Hiller, Ryszard Siuda, Andrzej Grabowski

Institute of Mathematics and Physics, University of Technology and Life Sciences
ul. Kaliskiego 7, 85-796, Bydgoszcz
e-mail: tomasz.hiller@utp.edu.pl

Abstract. The aim of the study was to determine the usefulness of time-domain reflectometry
for differentiation of healthy and fusariosis-damaged wheat grain. Three winter wheat varieties and
one spring variety were measured. TDR waveforms of healthy and damaged grain show subtle dif-
ferences, however applying appropriate chemometric methods enables one to distinguish healthy
and damaged grain

Keywords: fusariosis, wheat, TDR, PCA, LDA



