DOI: 10.2478/v10111-009-0029-7 Lesne Prace Badawcze (Forest Research Papers), 2009, Vol. 70 (3): 303-306.

Marcin Klisz!

Program WinCELL — narzedzie do analizy preparatéow mikroskopowych
komorek drewna

WinCELL — an image analysis tool for wood cell measurements

Abstract. WinCELL is an image analysis system which make possible measuring the radial cells size, distribution and
their proportion to walls. Wood cell dimensions can be measured on microtomed samples or, for larger cells, directly on
wood surfaces. WinCELL can analyse images acquired with digital cameras or from optical scanners. Cell morphology
can be done by different methods: automatically, semi-automatically or manually (interactively). Lumen area is
measured automatically based on the number of pixels contained within cells. Wall area is measured by counting the
area of pixels classified as walls in the analysed region. Tracheid length and width are available as maximum length and
width or as longitudinal and radial diameters. The morphological measurements can be computed automatically on all
cells present in the analysed region or on selected cells via interactive measurements. The interactive measurement
mode has four settings. Completely manual mode can be used to measure a cell length or fibre length. Another manual
mode allows to measure a cell length and width along the path. Two semi-automatic measurement modes allow to
measure cells length and their two adjacent walls thickness. With semi-automatic measurement mode — tought??/centre
paths method, it is possible to detect the earlywood — latewood boundary. Measurement data are available interactively
during the analysis in the cell distribution histogram. WinCELL image analysis system is an alternative to wood density

analysis with x-rays — WinDENDRO.
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Program WinCELL jest narzedziem umozli-
wiajacym analizg obrazow mikroskopowych komérek w
aspekcie ilosciowym i jako$ciowym. Zamystem jego
tworcow bylo wyeliminowanie btedow pomiarowych
powstajacych przy klasycznej, manualnej metodzie
analizy cech anatomicznych komorek. Z tego tez wzgle-
du potozyli oni szczeg6lny nacisk na takie funkcje jak:
pomiar lumenu i $ciany komorkowej, pomiar dtugosci i
$rednicy komorek, okreslenie potozenia srodka ko-
morki, okreslenie liczby komorek. Informacje te stano-
wig wyjsciowe dane, ktére umozliwiaja przeprowa-
dzenie szczegdtowych analiz komoérek pod katem
identyfikacji drewna wezesnego i poznego w komorkach
drewna, jak rowniez rozréznienie pomi¢dzy naczyniami,
cewkami i komérkami parenchymy. Przebieg analiz wy-
konywanych za pomoca programu zapisywany jest

1

zaréwno w edytowalnych plikach graficznych, jak i pli-
kach tekstowych, umozliwiajac powrdt do rozpoczetej
analizy oraz wykorzystanie wynikow liczbowych w ich
statystycznej interpretacji. Program WinCELL wspotpra-
cuje z urzadzeniami rejestrujacymi cyfrowe obrazy pre-
paratow mikroskopowych. Wykorzystuje zaréwno obra-
zy powstate w czasie fotografowania badz skanowania
preparatow, jak i obraz z kamery cyfrowej sprz¢zonej z
mikroskopem. Obrazy te moga zosta¢ poddane obrébce
graficznej z wykorzystaniem funkcji programu WinCELL
lub za pomoca standardowego programu do obrobki
graficznej zdj¢c. Jednym z etapéw edycji graficznej jest
kalibracja obrazu umozliwiajaca analize wymiardéw ko-
morek. Rozktad liczby komoérek z podziatem na klasy
prezentowany jest w czasie analizy w postaci histogramu
w funkcji: powierzchni, dtugosci i szerokosci (ryc. 1).
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Analiza obrazoéw mikroskopowych dostarcza ogol-
nych danych dotyczacych cech morfologicznych komo-
rek calego preparatu (global data) oraz szczegdtowych
danych dotyczacych wybranych obszaréw preparatu
(individual data). Dane ogolne zawierajg informacj¢ na
temat ilosci pomierzonych obiektow, powierzchni obje-
tej pomiarami, $rednich dtugosci, szerokosci i powierz-
chni, a takze komorek potaczonych w grupy i rozdzie-
lonych. Dane szczegotowe odnoszace si¢ do wybranych
obiektow zawierajq informacj¢ o numerze pomierzonej

Rycina 1. Tryb analizy automatycznej — histogram rozkla-
du liczby komérek z podzialem na klasy

Figure 1. Automatic measurement mode — cell distribution
histogram including categorisation into classes

Rycina 2. Tryb analizy automatycznej — grupy komérek z
zaznaczonymi: prostokatem ograniczajacymi grupe Kko-
morek, obrysem lumenu kazdej komérki w grupie, osiami
pomiaru dlugosci, szeroko$ci komorek oraz grubosci Scian
komérkowych

Figure 2. Automatic measurement mode — group of cells with
marked: rectangle delimiting the cell group, lumen contour of
every cell in a group, length measurement axes, cell width and
cell wall thickness

Rycina 3. Tryb wySwietlania obrazu: a — obraz oryginalny
pochodzacy ze skanera lub kamery cyfrowej sprz¢zonej z
mikroskopem, b — obraz czarno-bialy ulatwiajacy rozroz-
nienie pomiedzy lumenem i §cianami komérkowymi, ¢ —
obraz kolorowy, w ktéorym poszczegélnym kategoriom
komorek przypisane sa rézne kolory

Figure 3. Image acquisition mode: a — original image acquired
using an optical scanner or a digital camera coupled with a
microscope, b —black-and-white image enabling to distinguish
between the lumen and cell walls, ¢ — colour image in which
different colours are ascribed to individual cell categories
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komérki, powierzchni, dlugosci i szerokosci lumenu,
dhugosci komorki oraz dlugosci $ciany komorkowe;.

Program WinCELL pozwala analizowa¢ obrazy na
trzech poziomach:

I —automatycznym (analysis), ktéry uruchomiany
jest automatycznie po zaimportowaniu obrazu do pro-
gramu i wskazaniu na dowolny punkt obrazu,

II- interaktywnym (interactiv), pozwalajacym do-
stosowac sposob analizy do indywidualnych potrzeb,

IIT — edycji graficznej obrazu (image edition), poz-
walajacej skorygowac obraz preparatu przed jego anali-
73 za pomocg narze¢dzi graficznych.

W trybie analizy automatycznej otrzymuje si¢ obraz
7z 7zaznaczong granica analizowanego obszaru i
zaznaczonym prostokatem, ktére ograniczajg kazda
mierzona komorke, obrysem lumenu komorek, osiami
pomiaru dtugosci, szerokosci komorek oraz grubosci
Scian komorkowych. Ponadto, dla grup komorek
zaznaczone sg prostokatne obramowania grup komorek,
linie taczace centra komoérek oraz obrysy lumenu (ryc.
2). Natomiast dla wyodrebnionych komoérek uzyskuje
si¢ obrys wyodrgbnionych komorek oraz lini¢ rozdzie-
lajaca komorki.

Analizowany obraz moze by¢ wyswietlany w za-
leznosci od potrzeb w trzech roznych postaciach:

—jako oryginalny obraz (ryc. 3a). Ta posta¢ obrazu
pochodzi ze skanera lub kamery cyfrowej sprz¢zonej z
mikroskopem 1 jest oryginalnym odwzorowaniem kolo-
row preparatu. Wykorzystujac narzedzia korekcji gra-
ficznej (image edition working mode) mozna korygowac
obraz preparatu przed wlasciwg analiza;

—z rozréznieniem na dwie grupy lumen i $ciany
komorkowe (pixels classification) (ryc. 3b). Wersja
czarno-biata obrazu preparatu pozwala okresli¢, ktore
piksele zostana zaklasyfikowane w trakcie analizy jako
lumen, a ktore jako $ciana komorkowa. Optymalny do-
bor wartos$ci nasycenia kolordw (czarny i biaty) odbywa
si¢ poprzez okreslenie potozenia linii selekcyjnej
warto$ci progowej na histogramie odcieni szarosci.
Mozliwa jest rowniez inwersja kolorow przypisanych
dla lumenow i $cian komorkowych;

— z podziatlem komorek na okreslone typy (ryc. 3c).
Poszczegdlnym kategoriom komorek przypisywane sa
kolory dla utatwienia okreslenia, ktore komadrki uwzgle-
dniono w analizie oraz jak je zaklasyfikowano (cewki,
naczynia, komorki parenchymy). Mozliwa jest rgczna
zmiana klasyfikacji komdrek dla indywidualnych
komorek.

Tryb analizy automatycznej pozwala wplywac na
wybrane parametry analizy poprzez:

— okreslenie sposobu pomiaru dlugosci i szerokos$ci
komorek; moze on by¢ przeprowadzony z preferencja
$rodka komorki, w miejscu najwigkszych wymiarow

lumenu, w obrebie prostokata, ktory opisuje komorke
badz w dowolnym kierunku,

— okre$lenie parametru i wspdiczynnika ksztattu
komorki,

— zaklasyfikowanie komorki jako naczynia na
podstawie zadanej, granicznej wartosci powierzchni,

—wykluczenie z pomiaru komoérek poza zadanag
warto$¢ marginesu analizowanego obszaru,

— wykluczenie z pomiaréw obiektéw (komorek) wy-
kraczajacych poza zadane wymiary (za male, za duze).

W trybie analizy interaktywnej mozliwe sa naste-
pujace sposoby pomiarow:

—manualny pomiar dlugosci wzdluz wyznaczonej
osi (manual length paths); polega on na indywidualnym
wyznaczeniu osi pomiaru, z jej poczatkiem i koncem.
Wykorzystywany jest do pomiaréw obiektow, ktorych
niec mozna wyodrgbni¢ z tla (np. pomiarow dlugosci
cewek);

— manualny pomiar dlugosci i szerokosci wzdtuz wy-
znaczonej osi (manual length & width paths). Polega na
indywidualnym wyznaczeniu dwodch osi dla dlugosci i
szerokosci wzdhuz ktérych wykonywany jest pomiar.
Najczesciej wykorzystywany jest do pomiaru komoérek
naczyniowych drewna, gdy wskazane jest pominiecie
zawartosci obrazu;

— automatyczny pomiar intersekcyjny komoérek wy-
znaczonych osig (intersect paths). Polega on na wyzna-
czeniu osi przecinajacej dowolne komorki, ktére za-
mierzamy pomierzy¢ wzdhuz tej osi. Program WinCELL
dokonuje pomiaru z rozréznieniem na lumen i $ciany
komorkowe uwzgledniajac zadany kierunek pomiaru;

— automatyczny pomiar komorek drewna wzdhuz
wyznaczonej osi (touch/centre paths). Polega na pomia-
rze lumendw i1 grubosci $cian komodrkowych lezacych na
linii wyznaczonej punktami posrednimi. Metoda ta
pozwala klasyfikowa¢ komorki do drewna wczesnego
lub pdznego na podstawie proporcji szerokosci lumenu
do $cian komorkowych (Mork, 1928, Denne, 1988).
Spos6b ten wykorzystywany jest do wyznaczania
granicy pomigdzy drewnem wczesnym i péznym. W
przypadku, gdy w obregbie mierzonych komoérek wypada
granica pomig¢dzy kolejnymi przyrostami rocznymi, pro-
gram WinCELL warto$¢ grubosci $ciany komorkowej
granicznej komorki szacuje na podstawie przeciwleglej
$ciany komoérkowej tej komorki.

W trybie edycji graficznej obrazu narzedzia korekcji
graficznej obrazu pozwalaja: korygowac ksztatt Scian
komdrkowych, rysujac piérem graficznym o zadanej
grubosci i kolorze, obwodzi¢ wybrane obszary w celu
ich automatycznego wypetnienia zadanym kolorem oraz
wydziela¢ do analizy lub wykluczaé¢ z analizy wybrane
obszary.
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Przeprowadzenie analizy obrazu preparatu mikro-
skopowego wymaga uprzedniej kalibracji obrazu. Po-
zwala ona okresli¢ odlegto$¢ pomiedzy pikselami na
obrazie. WinCELL umozliwia przeprowadzenie kalibra-
cji trzema metodami:

— stata kalibracja dedykowana dla obrazéw pocho-
dzacych ze skanera (intrinsic calibration), ktéra — w
zaleznosci  od tego, czy uzywamy skanera
skalibrowanego przez firm¢ Regent Instrument, czy
nieskalibrowanego — przeprowadzana jest odpowiednio
za pomoca plikow kalibracji badz wedtug teoretycznej
wartosci kalibracji;

—kalibracja na podstawie obiektéw o znanych
wymiarach (object of known dimensions). Jest to sposob
kalibracji wskazany przy analizie obrazéw preparatow
mikroskopowych pochodzacych z kamery cyfrowej
sprzgzonej z mikroskopem, lub wczesniej skanowanych
zdje¢ preparatéw. Kazdorazowa zmiana ustawien para-
metréw kamery cyfrowej wymaga powtornej kalibracji
obrazu. Kalibracja tego typu moze by¢ przeprowadzona
na podstawie jednego badz dwoch obiektow o znanych
wymiarach. W pierwszym przypadku zaréwno kalibra-
cja pionowa jak i pozioma oparta jest na jednym
obiekcie, w drugim kalibracja pionowa oparta jest na
pierwszym obiekcie, zas pozioma na drugim;

—kalibracja na podstawie wzorca firmy Regent
Instrument (object of known dimensions — Regent’s
target). Ten rodzaj kalibracji nie dotyczy obrazow prepa-
ratow pochodzacych z kamery cyfrowej. Kalibracja ta
wymaga wczesniejszego ustawienia wymiarow frag-
mentu wzorca wykorzystywanego do kalibracji obrazu.

Parametry kazdego rodzaju kalibracji moga by¢ wy-
korzystywane powtdrnie pod warunkiem wczesniejsze-
go zachowania w odpowiednim pliku i zaimportowania
ich przed kolejng analiza.

Analizy grupy obrazéw mikroskopowych moga by¢
przeprowadzane seryjnie z wykorzystaniem ustawien
zaktadki analiz seryjnych (Batch menu). Program
WinCELL pozwala wykonywac seryjnie analizy obra-
zo6w wedtug okreslonych wczesniej ustawien. Finalnym

plikom powstajacym w toku analiz nadawane sa kolejne
numery, dane moga by¢ zapisywane automatycznie bez
koniecznosci potwierdzania za kazdym razem.

Poza danymi dla calego obszaru analizy, pliki
danych tekstowych mogg zawiera¢ dane dla wybranych
komoérek, dane analiz interaktywnych oraz dane o gru-
pach komoérek. Analizowane obrazy moga by¢ zachowa-
ne w postaci obrazu wyjsciowego bez elementdéw anali-
zy, obrazu z elementami analizy (mozliwy do powtornej
edycji), badz fragmentu obrazu wydzielonego do
analizy.

Firma Regent Instrument co roku udostgpnia wtasci-
cielom programu WinCELL jego najnowsza wersje,
wzbogacong o coraz nowsze narzedzia. W ofercie firmy
znajduje si¢ rOwniez najnowoczesniejsza wersja progra-
mu WinCELL Pro, umozliwiajaca migdzy innymi za-
awansowang analiz¢ wybranych fragmentow obrazu mi-
kroskopowego (WinCELL, 2007). Praca z programem
WinCELL wymaga uzycia specyficznego klucza zabez-
pieczajacego przed instalowaniem nielegalnych kopii
programu
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