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Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki okreslenia minimalnej liczby komérek niezbgdnej
do iloéciowego wyznaczenia geometrycznych parametroéw struktury tkanki migkiszowej bulwy ziem-
niaka. Material badawczy stanowily 4 odmiany ziemniaka w trzyletnim cyklu uprawowym. Mikrosko-
powe obrazy tkanki w stanie naturalnym uzyskano przy uzyciu optycznego mikroskopu konfokalnego.
Do analizy parametréow struktury wykorzystano kilkadziesiat tysigcy komorek. Rozldady powierzchni
phaskiego przekroju komérek uzyskano przy pomocy specjalistycznego program Aphelion. Minimalng
liczbe komoérek wyznaczono poprzez poréwnanie rozkladéw empirycznych powierzchni plaskiego
przekroju komoérek, dla duzej bazy danych zapewniajacej statystyczna przypadkowos§¢ wybranych prob,
wg nastepujacego schematu: 200 (2x100), 400 (2x200), 600 (2x300), 800 (2x400) komérek, przy uzyciu
testu zgodno$ci A Kolmogorowa-Smirnowa.

Stowa kluczowe: tkanka miekiszowa bulwy ziemniaka, geometryczne parametry
struktury komérkowej, optyczny mikroskop konfokalny, analiza obrazu

WSTEP

Obecny etap rozwoju nauki o materiatach charakteryzuje si¢ poszukiwaniem
ilosciowych zaleznoSci pomiedzy sktadem chemicznym, parametrami technolo-
gicznymi, struktura i wlasciwo$ciami materiatow. W badaniach majacych na celu
wyznaczenie tych zaleznoéci podstawowe znaczenie ma obiektywno$¢ i doktad-
no$¢ oceny struktury [5,8,12].

Do uzyskania obrazow struktury uzywane sa metody mikroskopowe, a ich analiza
ilo§ciowa moze byé wykonana przy uzyciu nowoczesnych metod komputerowych.
Duzg trudnoécia w tego typu analizach jest brak uniwersalnych metod i procedur
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komputerowych, ktore mozna byloby zastosowaé do réznych typéw materiatow.
Dlatego tez ciagle trwaja prace nad udoskonalaniem metod badawczych pozwalajacych
na ilociowe opisywanie struktury badanego materiatu [2,4, 9,15,17,18].

Badania struktury wykonywane s takze dla materialéw pochodzenia roslinnego.
Wynika z nich, ze mikrostruktura ma istotny wplyw na inne wiasciwosci materiatu,
m.in. na mechaniczna odpornoéé tkanek ro$linnych [16,19]. Zmiany struktury
w wyniku réznych oddzialywah moga wywotywaé procesy — chemiczne, biologiczne
— prowadzace do obnizenia jakoéci produktu. Ograniczenie strat oraz poprawa jakosci
surowcow i produktéw roslinnych sa od wielu lat przedmiotem prowadzonych prac
badawczych [1,3,5,7,19].

Znalezienie zwiazku struktury tkanki roslinnej z innymi wiasciwosciami wymaga
jej opisu ilociowego, zaréwno w stanie poczatkowym, jako surowca, a takze
zarejestrowania zmian w trakcie catego procesu produkcyjnego. Dotychczasowe
badania wykazaty, ze struktura jest cecha charakterystyczna o$rodka, ale bardzo
labilng. Prawidtowe wykorzystanie struktury w programach badawczych wymaga
wige kazdorazowo jej scharakteryzowania. Wigze sie z tym potrzeba opracowania
metodyki wyznaczania parametréw struktury dla réznej klasy materialow.

Do przeprowadzenia analizy iloSciowej parametrow struktury wymagany jest
mikroskopowy obraz dobrej jako$ci oraz wystarczajaca liczba elementéw struktu-
ralnych, w przypadku tkanki ro$linnej — komérek. Dotyczy to zaréwno pojedynczego
obrazu jak Waznym etapem badan staje si¢ wiec wyznaczenie liczby elementéw
niezbednych do charakterystyki parametréw struktury danego materiatu [13].

Celem pracy jest okreslenie minimalnej liczby komérek do wyznaczenia
geometrycznych parametréw struktury tkanki miekiszowej bulwy ziemniaka.
W badaniach wykorzystano obszerny materiat doswiadczalny — trzyletni cykl
uprawowy, cztery odmiany - ktéry pozwolit na poré6wnanie wynikéw rozktadéw
parametrow struktury komoérkowej tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka dla
duzej liczby komoérek z zachowaniem statystycznej przypadkowosci wybranych
prob do badan i obiektu traktowanego jako rodzaj materiatu, np. tkanki ziemniaka.

MATERIAL I METODY

Do analizy wykorzystano material do$wiadczalny wieloletniego programu
badawczego czterech odmian ziemniaka o réznym przeznaczeniu uzytkowym:
Danusia, Kuba, Mila i Triada pochodzacych ze zbioréw 1999, 2000 i 2001
Oddziatu Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Jadwisinie”.

* Materiat badawczy uzyskano dzigki wspolpracy z Instytutem Hodowli i Aklimatyzacji Roélin,
Oddziat Jadwisin.




WYZNACZANIE MINIMALNEJ LICZBY KOMOREK 581

W bulwie ziemniaka wyodrebniono 2 obszary: rdzen wewngtrzny i zewngtrzny,
z ktorych pobierano po 10 prébek dla kazdej odmiany. Probki mialy ksztalt walca
o wysokoéci 1 mm i érednicy 5 mm, co umozliwiato pobieranie materiatu z tych
dwéch obszaréw (rys. 1).

Do wykonania obrazu
mikroskopowego struktury tkan-
ki bulwy ziemniaka wyko-
rzystano optyczny mikroskop
konfokalny ,,Confocal 2002”
TSRLM, wyposazony w obiek-
tyw 20/0.4 i precyzyjny, ciagly
przesuw obiektu w ptaszczyZnie
X-Y, z doktadnoscig 1 pm.
Mozliwe bylo przeprowadzenie
calej obserwacji (~20 obrazéw)
jednej probki w ciagu kilku
minut, co w warunkach stalej
Rys. 1. Schemat pobierania prébek do obserwacji mikrosko- temperatury pokojowej (~20°C)
powych i wyznaczania parametréw struktury komdrkowej i wilgotnosci wzglednej powie-
tkanki miekiszowej bulwy ziemniaka, gdzie: RW — rdzefi 73 (50-60%) nie powodowato
wewnetrzny, RZ — rdzefi zewngtrzny.

Fig. 1. Sample collection scheme of potato tuber tissue for .
microscopic observations and determination of parameters of Mikroskop konfokalny poz-
cellular structure, where RW — inner core, RZ — outer core. wala na badanie tkanki roslin-

nej w stanie naturalnym, bez
wstepnej preparacji prébki. W catym eksperymencie wykonano kilkaset obrazow
dla kazdej odmiany i kazdego typu rdzenia, przy czym kazdy obraz zawieral od
kilku do kilkunastu catych komorek.
Podczas eksperymentu w roku 2001 uzyto metody skiadania obrazéw, ktora
pozwalata uzyska¢ o 40% wigcej calych komérek niz z obrazoéw pojedynczych, [6].
Dla uzyskanych mikroskopowych obrazow przeprowadzono analizg iloSciowa
parametréw struktury komorkowej zgodnie z wcze$niej opracowana metodyka, przy
wykorzystaniu programu do analizy obrazu — Aphelion, [11]. Na podstawie ptaskich
przekrojéw struktury uzyskano parametry, oraz ich rozklady, zwiazane z wielkoscia
komérek: powierzchnia — A, obwéd — P, érednica Fereta, maksymalna — Fiya i mini-
malna — F,;, oraz z ksztaltem komorki: stosunek $rednic Fereta — Fri/Finax,
wydtuzenie — E (stosunek roznicy maksymalnej i minimalnej $rednicy elipsy
wpisanej w komorke do sumy tych érednic), zwartos¢ — C (16 A/P?). Przeliczenie

jej wysychania.
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wynikéw — powierzchni, obwodéw i $rednic — uzyskanych w pikselach na jednostki
diugosci jest natychmiastowe na podstawie skali, uzyskanej poprzez przeprowadzenie
analogicznej analizy dla obiektu o znanych plaskich wymiarach. Do analizy staty-
stycznej oraz uzyskania rozktadéw mierzonych wielkoéci wykorzystano program Excel.

W celu wyznaczenia minimalnej liczby komérek do analizy parametréw
struktury uzyto testu zgodnoSci A Kolmogorowa-Smirnowa, ktéry umozliwia
poréwnanie dwoch populacji o ciaglych rozktadach. Z kazdej populacji pobiera sig
losowo préby o liczebnosciach n; i ny, przy czym obydwie powinny byé mozliwie
duze, przekraczajace 100 element6w. Nastepnie na podstawie uzyskanych rozkladow
przeprowadza si¢ weryfikacje hipotezy zerowej czy obie populacje maja taki sam
rozktad — co oznacza, Ze obie proby pochodza z tej same;j populacji.

Hipoteza alternatywna zaklada réznice w cechach obydwu populacji. Przy
zatozeniu prawdziwosci hipotezy zerowej, statystyka A ma rozklad asympto-
tyczny A Kotmogorowa. Z tablic tego rozkladu mozna odczyta¢ dla przyjetego
poziomu istotnosci o warto$¢ krytyczna A, i porowna¢ z obliczong wartoscig A.
Jezeli zachodzi relacja A > A to nalezy odrzucié hipotezg zerowa, natomiast gdy
A < Ao w6wczas nie ma podstaw do jej odrzucenia. Odrzucenie hipotezy zerowej
dowodzi istotnej roznicy pomiedzy rozktadami badanej cechy w obydwu
populacjach, z kolei brak podstaw do jej odrzucenia wskazuje, ze nie mozna
wykluczyé, iz obie proby pochodza z tej samej populacji lub, ze badane populacje
majq nieistotnie rézne rozklady analizowanej zmiennej losowe;j, [13].

Analizie poddano 8200 komérek przy poziomie istotnosci o, = 0,05, dla ktérego
statystyka Agos = 1,358. Przeprowadzono poréwnanie rozktadéw powierzchni
ptaskiego przekroju komoérek dla wybranego terminu zbioru, odmiany i miejsca
pobrania w bulwie, wg nastepujacego schematu: 200 (2x100), 400 (2x200), 600
(2x300), 800 (2x400) komérek. W celu zachowania statystycznej przypad-
kowosci wybranych prob do analizy wykorzystano tylko te odmiany, typy rdzenia
1 terminy zbioru, dla ktérych liczba komérek byla nie mniejsza niz 600.
Wyjatkowo w badaniach uwzgledniono mniejszgq liczbe komérek tylko dla
odmiany Danusia rdzef zewngtrzny, ktéra cechuje sig na tyle duzymi komérkami,
ze z posiadanej bazy danych nie mozna byto uzyskaé wymaganej liczby komorek.

WYNIKI I DYSKUSJA

Uzyskane obrazy struktury tkanki migkiszowej bulw badanych odmian
ziemniaka réznig si¢ w zaleznosci od miejsca pobrania prébek w obrebie bulwy.
We wszystkich przypadkach komérki rdzenia zewnetrznego sa wieksze od
komorek rdzenia wewnetrznego (rys. 2).




WYZNACZANIE MINIMALNEJ LICZBY KOMOREK 583

»Triada

Rys. 2. Przykladowe obrazy struktury tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka, dla rdzenia wewngtrz-
nego i zewnetrznego, czterech badanych odmian, uzyskane z optycznego mikroskopu konfokalnego
Fig. 2. Samples of images of potato tuber tissue structures for the inner and outer core as obtained
from an optical confocal microscope for the four varieties studied

Na niektérych obrazach, np. RZ v. Danusia, nie uzyskano ani jednej pelnej
komorki dla ktorej mozna przeprowadzi¢ analizg parametréw struktury. Dlatego
tez w badaniach wykorzystano opracowang wczeéniej metodg sktadania obrazow
w celu uzyskania wigkszej powierzchni obserwowanej tkanki i wigkszej liczby
komérek do analizy. Uzyskane obrazy nie preparowanej struktury tkanki bulwy
ziemniaka sa bardzo dobrej jakosci, z wyraznie widocznymi $cianami komoérko-
wymi. Wykorzystujac precyzyjny przesuw stolika mikroskopu w ptaszczyznie X-Y
mozna bylo przeprowadzi¢ procedurg polaczenia $cian komorek z sasiednich
obrazéw i uzyskaé wigksza liczbe obiektow do analizy parametréw struktury (rys. 3).

Rys. 3. Obraz uzyskany po zlozeniu 16 obrazéw pojedynczych oraz przygotowany do analizy
parametréw struktury

Fig. 3. A compilation of 16 single images and an image prepared for the structural parameter
analysis
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Z dotychczasowych naszych badan nad strukturg tkanki miekiszowej bulwy
ziemniaka wynika, ze wielko§¢ komoérek zalezy od odmiany, rodzaju tkanki,
terminu zbioru, natomiast ksztalt komoérek jest zblizony i staly dla wszystkich
odmian, rodzajéw tkanki i terminéw zbioru, [10]. Dlatego tez do dalszych analiz
wybraliSmy parametr wielko$ci komoérki, jakim jest powierzchnia jej ptaskiego
przekroju. Przykladowe rozktady powierzchni dla testowanej liczby komoérek oraz
wszystkich uzyskanych komérek przedstawiaja kolejne wykresy (rys. 4).
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Rys. 4. Rozkiady powierzchni komérek dla czterech badanych odmian z uwzglednieniem liczby
analizowanych komérek, F - czgstotliwo$é, A — powierzchnia, n - liczba komérek

Fig. 4. Distributions of the cell surface areas for the four potato varieties studied taking into
consideration the number of cells analyzed , F — frequency, A - surface area, n — number of cells
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W kolejnym etapie badan przeprowadzono testy A Kotmogorowa-Smirnowa
poréwnujac rozktady powierzchni dla réznej liczby komérek w prébie. Uzyskane
wyniki zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wyniki testu A w zaleznosci od liczby analizowanych komorek
Table 1. Results of A tests in relation to the number of cells analysed

odmi — Termin 2%100 29200 2%300  2%400
miana Typ rdzenia bioru
Variety  Type of core éarvest A A A A
{]
Mila WEWREZIY 1999 1,132 0,05 0,735 1,060
mner
t
Triada o reAY 1999 0,989 0,90 0,939
outer
t
Danusia TV 9000 0,494 0,65 0,510
mner
t
Danusia Y o000 1272 1,06
outer
t
Kuba WEWRRHZIY 9001 1,697 0,45 1,147 1,188
mner
t
Kuba ZOWRRHZNY 9001 2,333 1,85 1,102
outer
Liczba R;;gén
komérek 1200 2400 3000 1600  All
Number cells
of cells 8200

Ze wzgledu na duze zréznicowanie wielkosci komoérek wséréd badanych
odmian i rodzajéw tkanki uzyskiwano rozne liczby komérek dla danej populacji,
od ponad 400 do okoto 5500. Poréwnanie rozktadéw mozna bylo prowadzi¢ dla
ograniczonej liczby komorek. W przypadku komoérek wigkszych przeprowadzono
3 testy, natomiast dla mniejszych 4 testy. Przykladowo dla odmiany Danusia RZ
wykonano tylko 2 testy ze wzgledu na niewystarczajaca liczbg komorek.

Uzyskane wyniki wykazuja, ze dla wszystkich badanych przypadkéw liczba
300 komoérek wystarcza do wyznaczenia rozktadéw, ktore sg reprezentatywne dla
catej populacji. W przypadku odmian: Mila, Triada i Danusia rozktad reprezen-
tatywny uzyskano juz dla 100 komoérek.



586

K. KONSTANKIEWICZ i in.

WNIOSEK

Na podstawie przeprowadzonych badan struktury komoérkowej tkanki

migkiszowej bulwy ziemniaka — czterech odmian, trzech lat uprawy, dwéch miejsc
pobrania w bulwie i wyznaczeniu rozktadéw powierzchni komoérek oraz poréwnaniu
rozktadow dla r6znej liczby komorek:

10.

11.

12.

13.
14.

15.

wykazano, ze 300 komoérek jest minimalng liczba niezbedna do uzyskania
reprezentatywnosci rozktadu dla catej populacji.
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DETERMINATION OF THE MINIMUM CELLS NUMBER REQUIRED
FOR THE ANALYSIS OF TISSUE GEOMETRICAL PARAMETERS
OF POTATO TUBERS

Krystyna Konstankiewicz, Marek Garncarz, Andrzej Krél, Kamil Pawlak

Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences, ul. Do§wiadczalna 4, 20-290 Lublin
e-mail: konst@demeter.ipan.lublin.pl

Abstract. Results of determination of the minimum number of cells necessary for the
quantitative determination of geometrical parameters of the potato tuber parenchyma structure have
been presented. The study material consisted of 4 potato varieties over a three-year crop cycle.
Microscopic images of tissue in its natural state were obtained by means of an optical confocal
microscope. Several thousand cells were used for the analysis of the structure parameters. The
surface distribution of flat cell cross-sections was obtained by means of specialist ‘APHELION’
software. A minimum number of cells determined by comparison carried out between empirical
surface areas of flat cell cross-sections for a big database ensuring the randomness of the samples
provided according to the following scheme: 200 (2x100), 400 (2x200), 600 (2x300), 800 (2x400)
of cells by means of the ‘Kolmogorov-Smirnov A Compatibility Test’.

Keywords: parenchyma tissue of the potato tuber, geometrical parameters of the cell structure,
confocal optical microscope, image analysis






