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ABSTRAKT

Vramci disertéani prace Studium vlastnosti biologického materialu pomocitoche
obrazové analyZyje pozornost zagiena na sledovani upl&m metod obrazové analyzy,
prevazre fraktaini analyzy, $ studiu vlastnostitrznych druli kvasinek. Sotasti prace je
stanoveni p&tu burek kvasinek a sledovaniistu i vegetativniho rozmnozovani kvasinek
pomoci fraktalnich paramétr— fraktalni miryK a fraktalni dimenzé. Pozornost je také
zan®iena nejen na vyuZziti stavajicich metod obrazovdyapaale také na jejich renovaci.
K vyhodnoceni ziskanych obrabyla pouzita metoda box counting, ktera byldespina
implementaci vinkové transformace.

K delSimu pozorovéani bk kvasinek bylo nejprve nutnéipravit vhodny mikroskopicky
preparat. K odliSeni zivych a mrtvych kknkvasinek byla pouzita fluoresaam barviva
akridinova oranz, fluorescein diacetat, FUN-1 acG#ilior White M2R. Obrazy kvasinek
byly zaznamenany pomoci fotoaparatu nebo CCD karaemikroskopu. Z pidzenych
digitalnich fotografii byly ziskany stejrvelké vyezy a zpracovany programem HarFA, ktery
je vyvijen na Fakutt chemické, VUT Brno. Z vysledkize sledovat zinu fraktalni dimenze
v zavislosti natase, tj. na zgné struktury pdici buiky nebo stanovit piet a polondr burgk
kvasinek za fedpokladu pedem definovanych podminek.

ABSTRACT

Within the dissertation thesisStudy of Biological Material Attributes by Using dge
Analysis Methods attention is focused on monitoring of the apation of image analysis
methods, mostly a fractal analysis, in studying pheperties of various yeast species. The
thesis includes determining the number of yeads ceid vegetative propagation of yeast
using fractal parameters — fractal meadorand fractal dimensioK. Attention is also paid
not only to the application of the existing imagelgsis methods, but also to their renovation.
The obtained images were evaluated using the baxtiom method specified by
implementation of wavelet transformation.

To monitor yeast cells for a longer time, it wasstfinecessary to prepare a suitable
microscopic preparation. To distinguish live anadieells, the following fluorescent dyes
were used: acridine orange, fluorescein diaceft#\-1, and Calcofluor White M2R. The
images of yeast cells were recorded using a stithara or a CCD camera and microscope.
Clips of the same size were obtained from the aeduiigital photographs and processed by
the HarFA program developed at the Faculty of Csémni Brno University of Technology.
On the results it is possible to see a changeariréittal dimension depending on time, i.e. on
the change of a budding cell structure, or to deitee the number and radius of yeast cells
upon predefined conditions.

KLi COVA SLOVA

RozmnoZovani kvasinek, fluorescence kvasinekkplkvasinek, obrazova analyza, vinkova
transformace
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Yeast propagation, yeast fluorescence, yeast aeigye analysis, wavelet transformation
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1 UvOD

Pctitatova analyza obrazu je moderni analytickd metoadaakiachazi v poslednich letech
Siroké uplatgni v mnoha oblastech lidskénosti. Mezi hlavni pednosti poitacové analyzy
obrazu pati rychlost, kvalita, objektivita, spolehlivost apredukovatelnost vysledka je
témei jisté, Zze analyza obrazbude ziskavat stale SirSi uplath v praxi. Jiz dnes je
nepostradatelnou metodou v mnoha d&dich od vesmirného vyzkumurigs aplikace
v medicirg, chemickém pmyslu, kriminalistice az po uplaini v potravinéskych \&dach.
Jako piklady pouziti Ize uvést najlad kvalitativni a kvantitativni analyzu DNA, @idani
mikrobiologickych kolonii, analyzu chromatinu v mknnych buitk&ch, analyzu otisku prstu,
kontrolu bankovek, detekce, sledovani a rozpozridgahybujicich se objekt predpowd’
pocasi atd. Obrazova analyza umoje ziskat vysledky jinym Zgobem nedostupné.

Swtelna a fluorescemi mikroskopie jsou nepostradatelné metodiyzBoumani zivych
mikroskopickych struktur. Fluoresos@ri mikroskopie nabizi navic vynikajici kontrast
zobrazeni a s tim souvisi také vysoka citlivostr&te jinymi metodami optické mikroskopie
nep'ekonatelna. S rozvojem mikroskopie rostla ipb& pozorované obrazy zaznamenat
nagiklad pomoci z#izeni utenych k digitalizaci (CCD kamery, digitalni fotoagty),
pievést do péitace, archivovat, zpracovat a analyzovat pomoci specieanych prograrin
Spojeni mikroskopie s obrazovou analyzou uigZ ziskat informace o zkoumaném obraze
napiklad identifikaci a poitani objekt v zorném poli (bugk, bakterii), ndteni jejich
velikosti ¢i zarazovani do vybranychitl podle pedem definovanych podminek, hodnoceni
intenzity barevné reakce nebo fluoresgeho signalu fi kvantitativnim hodnoceni fibchu
metabolickych reakci nebo pozorovani kontinualnigiocest jako je rozmnoZovani
mikroorganisn.

Z hlediska paeb obrazové analyzy jéeba co nejgrnéji zaznamenat obraz v co nejvyssi
kvalit¢, protoZze chyb& zaznamenany obraz lze jiz velmi obtizanalyzovat. Velkou
pozornost jefeba ¥novat nastaveni parameiptické soustavy (opticke filtry, jas, kontrast),
parametitm zadznamového prvku (ploSné rozliSovaci schopnathlosti zd&znamu a formétu
ukladanych dat). Pro obrazovou analyzu je nejvi@inukladat data v komprimované
podol¥ s bezztrdtovou kompresi (TIFF, AVI) a pro menSjeoty dat v nekomprimované
podolz (BMP).
metodou box counting (metodou gi@ni ctveral). Vypocty fraktalnich parameir lze
optimalizovat vyuzitim periodickych a vinkovych tisformaci. Studium fraktéalnich objékt
je ponerné mladou disciplinou, jejiz rozvoj s mnozstvim aptik nastal teprveipd dvaceti
lety. Bohata aplikace v négngjSich oblastech je gdectvim poteby popisovat vlastnosti
okolniho s¥ta wrngji a prirozergji, nez pomoci euklidovské geometrie.

Postupy obrazové analyzy v dnesni &dlolabizirada prograri, od nejjednodussSich, které
umozuji upravu obrazku a jejich barveni (Adobe Photpdh@z po velmi slozité (Lucia
Net), které umaoiuji fadu nétreni nebo jsou speci&gmpravené pro ziskaniditych informaci
z obrazku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganizmyalezici mezi houbyFungi).
Cesky nazev dostaly pro schopnosttdiny druti zkvaSovat monosacharidy askieré
disacharidy, fipadré i trisacharidy na ethanol a oxid utity [1]. Velice lehce a ekonomicky
se pstuji, poskytuji tak bohatou biomasu a tim jsoudrd® pro celowadu vyzkumnych
oborii. Velikost WtSiny burgk kvasinek se pohybuje v rozmezi 3+i6 [2]. Soustavu
kvasinek (disperzni podil) v zivném roztoku (diggmeér prostedi) lze z&adit mezi
heterogennipolydisperzni hrubé disperze a podle tvéastic mezi globulamh disperzni
systémy. Tato soustava je vhodna pro zkoumani pometod obrazové analyzy ve spojeni
s optickou mikroskopii.

Vegetativni kvasinkova lilka se sklada ze silné a pevné &umé stny, jemné
cytoplazmatické membrany, jeZz obsahdigglu membranovych struktur a jadra, které je
od cytoplazmy od&leno dvojitou jadernou membranou (obr. 1). Vicerla&zt nap v [3—-6].

e Obr.1 Schéma piiFezu bukou kvasinek [1]
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12 — Golgiho aparéat

Za z&kladni tvar butk se povaZzuje rotai elipsoid (obr. 2). Bkteré kvasinky tvii buiky
kulové fod Rhodotoruly vélcové fod Schizosaccharomygesebo trojuhelnikoveé r¢d
Trigonopsi$. Preména tvafi burek nastava pod vlivem ¥sich podminek (sloZzeni Zivného
meédia) a Uzce souvisi s vlastni funkcfikyr Odchylky ve tvarech jsou dvojiho druhu: &m
na kulaté tvary a zéma na polodlouhé az vlaknité tvary [4]. Pokud m#ufa dostateny
styk se vzduchem, ale nedostaieu vyZivu, z&nou se jeji bitky prodluzovat a omezi se
jejich rozmnoZovani. AvSak ifpstejnych podminkach kultivace existujecita variabilita
tvaru a velikosti bugk v rdmci druli a jeS¢ vétSi v ramci rod. Tvar buiky také do znéné
miry souvisi se zjsobem jejiho vegetativniho rozmnoZzovani.
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Obr. 2 Ruzné tvary bugk kvasinek: a — kulaté, b — ovalné, elipsoidni,ditrenovité,
d — ogivalni, e — lahvovité, f — podlouhlé, g —kvidé [7]

Obr. 3 Tvar a tvarova rozmanitost vzarlodebranych ziznych mist nétu [4]

Bunka prenesena do nového Zivného média si musi nejprvienowy na nové podminky
a musi na&erpat latky, aby si udiala zasobu energie pro své budouci rozmnoZzovani.
Odehréavaji se v ni slozité biochemické pochodyrékse nijak navenek zje¥meprojevuji.
Pritom buika zwtSuje svoje rozrry, a to nejprve délku. Na konci tohoto stadia jgvioyva
nejprodlouzedSi. KdyZz nastane bujné geni, buiky nest&i dormistat ani do fwvodni
velikosti a oddluji se od matiské buiky jeS€ diive, nez dozraly. itom se ¥tSinou
zmensuji a zakulacuji. Rozmnozovani kvasinek v kema Zivném prosedi se nejprve
projevi zakalem Fi bouflivém rozmnozovani je vid zékal nejlépe, protoze tky byvaji
mensi a leti. Kdyz boulivé rozmnoZovani Zme ustavat, hiky dozravaji a vyrovnavaji se
tvarem a velikosti fvodnim butkam a stavaji s€1Simi.

Starnutim se hiky zalinaji shlukovat a spote¢ tak zvySuji wkolikanasobg svou
hmotnost.Cim je shluk busk t&Z3i, tim rychleji klesa ke dnu nadoby a &asiré strhava
sebou koloidni¢astice zivné tekutiny (kaly). Tekutina seciiyje a na d& nadoby vznika
usazenina (sediment). Bky, které klesaji ke dnu prvni, strhavaji sebowicej kati. Kaly
usazené na povrchu biknjim znemoduji prijimat latky z prostedi, tedy vyZivu, a proto
vétSina €chto burkk odumird a ziskava kdé az tmavohidé zbarveni. Na této vrsiwse
usadi dalSi vrstva zivych a zdravych Bkinkteré se mohou dale rozmnozovat. Nakonec se
usazuji hrubé disperze ze Zivnychdp Tekutina, ve které kvasinky Zily, intenzévrse
rozmnozovaly a nakonec se usadily na dno, niiegsi barvu nez pvodni tekutina [8].



2.1.1 Riist a rozmnozovani kvasinek

Rastem busk kvasinek se rozumi #t8ovani obsahu Ity (objemu, velikosti); distem
kultury se rozumi z&tSovani potu burek, tedy celkové zitSovani zivé hmoty kvasinek
(biomasy).

RozmnoZzovani kvasinek se da lehce ovlivnit. Podéignikteré usrarniuji kvaseni aitrst
k nejwtsSi vygznosti se nazyvaji optimalni podminky, happtimalni teplota, optimalni
mnoZstvi inokula, optimalni koncentrace sacharidptimalni sloZeni Zivného prdsti,
optimalni pH apod. Jsou vSak i takové podminkyrét@mohou mimgadreé zvysit vygzek
nebo urychlit éist a rozmnoZovani a nazyvaji se drazdivé, stismilg].

Pro WtSinu kvasinek je charakteristické vegetativni rap@ovani. Vegetativhse mohou
kvasinky rozmnoZovatprichnym @lenim nebo pucenim U tSiny rodi kvasinek vSak
pievlada pdeni.

Pred pa@atkem pdeni dochazi ke splyvani membran endoplazmatickéhikuta (ER)

a k jeho naslednemwelégni. Dale se opakovandéli vakuoly a mitochondrie se protahuji
(obr. 4). Ri puceni je vznikajici mala déma buka (pupen) spojena Uzkym kanalkem
s matéskou buikou. V mist tvoreni pupenu se Zmaji hromadit sekkami méchyiky, které
jsou zodpowdné za transport latek pro syntézu &ume stény. Po pdéatku tvorby pupenu
do rtho vstupuji drobné vakuoly a mitochondrie. &mré zalne mitotické dleni jadra

a jeho migrace k pupenu [1]. S jadreifeghazeji do pupenu také dalSi slozky cytoplazmy
(ER, drobné vakuoly a mitochondrie) a spolu s nisamotna cytoplazma. Cytoplazmatickou
membranou (plazmalemou) se poté ueakanalek a v pupenu se intenzisyntetizuje ER.
Drobné vakuoly se spoji v jednétsi vakuolu. Po vytvi@ni burcné stény a vzfistu pupenu
je pueni ukorkeno. \£tSinou se no¥ vytvorend buika od mateské oddli. Cely cyklus
déleni trva kolem dvou hodin, a to za optimalnidstovych podminek, v zavislosti na druhu
kvasinky.

Obr. 4 Schématické znazami

struktury puici buiky:
J — jadro, JP — jaderny p6r, JM — jaderna
membrana, DV —7eténko, CP — plaky,
ER - Endoplazmatické retikulum, V —
vakuola, VP — pinocyt6za, T — tonoplast,
GO - Golgiho aparat, M — mitochondrie,
BS - budcna stna, GL - globuly,
CM — plazmalema, | — invaginace [4]

Podle mista, kde pupen na povrchuilkyu vznikd, se rozliSuje @@ni monopolarnj
bipolarni a multipolarni P¢i monopolarnim péeni pupen vznika na jednom, vzdy stejném
polu protahlé biky. Bipolarre pwici kvasinky vytvéeji pupen sidaw na obou pdlech
bunky. U multipolarr® pwicich kvasinek (rodSaccharomyc@smiZe pupen vznikat na
kterémkoliv mist buiky, nevytv&i se vSak nikdy na tomtéZz mistNeékteré buiky mohou
vytvéret jenom jeden pupen (rddlacccharomycesjiné i rekolik puperi najednou (péeni
multilateralni). Pokud nedojde ip puceni po vytvéeni gepazky mezi matskou buikou
a pupenem k Uuplnému o#ldni dcéiné buiky, zistavaji ol buiky spojeny, dale pii, ¢imz
vznikaji rizré rozwtvené svazky buek (obr. 5). Neékteré rody nebo kmeny kvasinek
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vytvéreji protahlé biikky, které péi pouze na poélech augtavaji na polech spojeny
v dlouh&a zaSkrcovana vlakna — tpgeudomyceliunfobr. 3). Pseudomyceluim seé¢hl na
chum&ovité, peslenovité a nepravideinvétvené pseudomycelium. Na koncigbtizki
pseudomycelia vznikaji svazky kratSich elipsoidnizinétk — blastospor které se mohou
odctlovat a dale se mnozit penim. Koncova btka pseudomycelia je menSi nez ostatni
buiky (jde o rostouci pupen), kdezto taznka v myceliu je nej#tSi (jde o rostouci hiku
pied ctlenim). Mezi koncovymi bitkami mycelia byvaji dosud neuzané pepazky s pory,
kdezZto buiky pseudomycelia maji baéné gepazky kompletni. Pseudomyceliumize byt
tvoreno pouze &kolika spojenymi bitkami, nebo doke vyvinuté vytvéejici wtvenou
strukturu. Tvorba pseudomycelia byva obvykle indudma za podminek nedostatku Zivin.
Kvasinka tvagi bohatSi pseudomycelium tam, kde se styka se wesactedy na povrchu
agaru, nebo kapaliny. Pseudomycelium, které sié waerobnich podminkach, ma Gpimy
vzhled, nez to které trpi nedostatkem kysliku anedostaténou oxid&ni premenou latek.
V kapalném prosedi p&i pseudomycelium na obou dvou koncich a nejmladskd byva
kulatd. Na Sikmém agaru se pseudomycelidinen jednim srrem, aby se dostalo co nejdal
od vy¢erpaného prostdi. NejmladsSi bika je na konci &asto ma dlouhy protahnuty tvar.
Bylo by nespravné domnivat se, Ze vliv pfedt je jediny faktor regulujici tvorbu
pseudomycelia. Schopnost tito pseudomycelium a jeho tité formy jsou geneticky
kontrolované vlastnosti. Je znamé, Ze polyploidoituky (S. carlsbergensjs netvai
pseudomycelia v Zzadnych podminkach. Kultura, kteeastala pocase diploidni, rda
schopnost vytvdet pseudomycelium.

U nékterych rodi nebo kmef kvasinek se vyt tzv. pravé myceliungobr. &), tj. vlakno
vznikajici @icnym clenim protédhlych butk. Fi déleni se zde tvd z cytoplazmatické
membrany prstencovita vychlipenina, ktera pstd smrem do stedu buiky, az dojde
k rozdleni cytoplazmy a oddeni dvou jader. Na pravém myceliu vznikaji podolsmézky
blastospor jako na pseudomyceliu [1, 4-6, 8].

%

|
b
Obr. 5 Rust kvasinek: a — ve svazcich Bkinb — v pseudomyceliu, ¢ — v pravém myceliu [1]

Prechodnym typem vegetativhiho rozmnozovani meziepim a picnym dclenim je
puceni na Siroké zakladn V tomto gipads je pupen s matskou bukou spojen Sirokym
kréckem, ktery je ped skokenim péeni uzaven gepazkou [6].

Ztidka se u kvasinek pozorujéigné ctleni. Matéska buika se nejprve prodlouziistem
na nejoblejSicitastech dla (pdlech) a po dosazeni dvojnasobné délky seoifypiepazka
a dé tak vznik d¥ma identickym bitkdm. Rist je uskut&novan obvykle na polu proti
zarodeéneé jizw. Bunka se d¢ma jizvami na polech nasta tak, Ze kijprodnimu stnovému
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prstenci pirtista na jednom nebo na obou pdlech ,novéfiat Now vytvorena stna se vzdy

syntetizuje z jizevniho Kklinu. Jizvy, které vznikgpo cleni kvasinek, jsou trvalymi
strukturami na buftné stné [4, §. Vzhledem k tomu, Ze se jizvygkryvaji, neni mozné na
zaklad pcctu jizev stanovit peet ctleni.

Vedle vegetativnino rozmnozovani bylo u kvasinek roadil od bakterii pozorovano
| pravé pohlavni rozmnozovani, tj. splynuti dvoundluza vzniku zygoty, z niz vznikaji nové
bunky. Toho se vyuZiva ip kiizeni kvasinek, s cilem ziskat nové kmeny &npslow
vhodnymi vlastnostmi [9].

Bunécny cyklus kvasinek je charakteristicky vSemi fazdminséného cyklu eukaryotni
buiky. V pribéhu pweni si mateska butka zachovava jvodni velikost, zatimco déma
buika (pupen) se v pbéhu cyklu z¢tSuje. Jednotlivé faze b&mého cyklu jsou
doprovazeny vyznamnymi morfologickymi Zmami, které je mozno sledovat i veé®iném
mikroskopu (cytokinéza). Cyklus u druh®accharomyces cerevisiagatina tvorbou
satelitniho polarnihodiska (jaderny plak) veténka (stadium b, obr. 6A), pak nasleduje vznik
malého pupenu (stadium c, obr. 6A), separace olotarmich €lisek, takze tvd protilehlé
poly jadra a s mikrotubuly vytw¥o vieténko(stadium d, obr. 6A). S@asré probiha syntéza
DNA chromozéni, z nichz kazdy se zdvojuje ve &chromatidy spojené centromerou.
Po skokeni syntézy DNA z&na migrace jadra a jeho mitotické€lehi (stadium e a f,
obr. 6A): feténko se protdhne, chromozémy se &izgodél centromery a mikrotubuly
vieténka tahnou sesterské chromatidy kéope pohm vieténka. Pak ser@ténko petrhne
a polarni &liska daji vznik déma samostatnym jaiim, z nichz kazdé m& jedno polarni
teélisko s mikrotubuly a stejny get chromozoém jako nElo pavodni jadro. Rechod
protahlého jadra s protahlynteténkem ve dvkulovita jadra je vysledkem elasticity obalové
jaderné membrany. Mezi tim jizZ pupen dorostectédo velikosti matiské buiky (stadium
g, obr. 6A) a nasleduje odéni obou budk. Béhem cytokinéze se kikly odcEluji
plazmatickou membranou a primarnim a sekundarniptese Tim se cely cyklus uza
Casow cytokinézy pechazi az do G1-faze nasledujicihodsmého dleni. Z hlediska obsahu
genetického materialu v jé& mizeme cely cyklus buidného dleni kvasinek rozgit do
¢ty ¥ period:

1.G1-faze kdy je v haploidni biice kazdy gen jenom jednou, chromozOm jeidwmo
jednotkovou chromatidou.

2.S-faze tj. faze syntézy chromozomalni DNA a vyteai dvou chromatid z jednoho
chromozomu. Princip replikace fip zdvojeni DNA chromozéin je vtom, Ze se
dvojSroubovice DNA rozpoji a v mistech, kde se uoiplvazby mezi bazemi,ipojuji se
komplementarni baze tak, Ze vznika éopkompletni dvouSroubovice (dvsesterské
chromatidy). Sesterské chromatidy jsou spojeny roemrou obsahujici DNA, ktera se
replikuje az pozéi. S-faze spada do doby, kdy se vyivdupen.

3. G2-faze kdy je jiz replikace chromozomalni DNA uk@ana.

4. M-faze, kdy probiha mitéza. P mitbze se neporuSuje integrita jaderné membrany.
Casova hranice mezi fazemi G2 a M j¢awana prvnimi morfologickymi znakysténi jadra
(jadro se protahuje), strukturnimi Znmami chromozérn (jejich kondenzaci) a chovanim
déliciho aparatu [1, 10, 11].

V podminkach vyvazenéhdistu jsou G1-, S-, G2- a M-faze higného cyklu piblizné
stejreé velké. Mezi dokotenim jadernéhodkeni a rozdlenim buiky (tj. tvorbou septa mezi
matdgskou a dcé#nou buikou) je interval dlouhy asi 1/4 cyklu. Z¥r@@ posuny
S-faze v pitbéhu cyklu Saccharomyces cerevisiagastava p zménach trvani Gl-faze.
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Pri zménach fistové rychlosti éstava sice trvani S-faze konstantni (20 minutkal&@1-faze
se vSak mze nenit v rozmezi od 40 min do 6,5 h a délka G2-faze0adnin do 45 min [11].
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Obr.6 A) Schéma cyklu bdtného dleni u Saccharomyces cerevisiae: S — syntéza DNA,
M — mitéza, G1 — v bice je zakladni geneticky materidl, tj. jeden ger(soubor geti na
chromozémech bdtiného jadra), G2 — bika obsahuje zdvojeny genom, a — klidovakiu
b — zdvojeni polarniho éliska, ¢ —syntéza DNA, vznik malého pupenu, garaee
polarnich tlisek a vznik keténka, e, f — migrace jadra do pupenudtedi jadra (mit6za),

g —vznik dvou samostatnych jader, dddi obou buek (vznik dvou bufk schopné
samostatné existence, i kdyZz spalstanou spojeny) [1], B) Klasické schéma &tmého
cyklu eukaryotni biky

Cely cyklus buscného d@leni je uS. cerevisiagpod kontrolou zhruba sedmdesati @en
z nichz rgkteré maiji regukéni funkci. Tyto geny jsou ozdavany CDC (z anglcell division
cycle) a jejich produkty tepensenzitivni mutanty umoznily studium kontroly tobatyklu
a jeho regulace. Z hlediska regulace d&mého cyklu je dlezity tzv.start, ktery se nachazi
v druhé polovig G1-faze. V tomto badse rozhoduje, zda bkia nastoupi buiEné dleni.
K zahdjeni dalSiho geni a replikace DNA je nutné, abyika nela uritou velikost po
prichodu tzvstartem VétSinou je dcéina buika menSi nez bitka matéska, @leni je proto
ozna&ovano jako nerovnocenné. Toigobuje, Ze dalSi badny cyklus dcéiné buiky je delsi
nez buwreény cyklus mateské buiky, neba dcdind buika musi nejprve dést do velikosti
matd'ské butky a ma proto obvykle delSi G1-fazi. Dojde-li k tageni buiéného @leni,
pak @i vhodné teplat dobshne cely cyklus aZz do konce.riPnedostatku dusikatych
a uhlikatych Zivin z&na u diploidnich butk v tomto bod funkce gen ovladajicich meidzu
a sporulaci (proces vedouci ke tvérbpory). Tento bod je také vychozim bodem pro
konjugaci dvou haploidnich bak opaného péarovaciho typu [10].

Morfologické projevy cyklu uSaccharomycebyly efektivre vyuZity jako diagnostické
znaky, které leze sledovat i optickym mikroskogdno, 11, 12
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Mikroorganismy se za optiméalnich podminek rozmnibabjovskou rychlosti. Maximalni
dosaZitelna koncentrace Zivych Bknv 1 ml ristového prosedi je u bakteriffadu 16,

u kvasinek 18[1].

Rast a rozmnozovani mikroorganiamse ngii bézrné v laboratornich podminkach
ve statickych kulturach tj. v uzganém systému, kde koncentrace jednotlivych slogakeai
sc¢asem. Postupnym wgrpavanim zivin a hromadim zplodin metabolismu, které inhibuji
rozmnozovani, se postupmnist zpomaluje, az se Uglrzastavi. Rychlost @eni se posuzuje
podle mnozstvi bufk nebo podle hmotnosti biomasy ve vzorcich se staimim objemem
kultivaéniho prostedi odebranych v pravidelny¢lasovych intervalech. V§Zek kvasinek se
muze ukovat i podle mnozstvidakeé latky, nap podle celkového obsahu dusiku, fosforu,
podle mnozZstvi bilkoviny apod. \Wiek Ize zji§ovat i nepimo, nap. podle viskozity,
zvySenim absorpce &elného zéeni apod. [6, 8].

Grafickym vyjadenim pfibéhu ristu kultury mikroorganisiin zatinajic od zadkovani je
rustova Kivka (obr. 7). Ziskava se vynesenim logaritmu celkovgbitiu burek (nebo pétu
Zivych burgk) v jednotce objemu (tedy koncentrace &)nna osuy a na osux ¢as
v hodinach. Vyhoda semilogaritmického vynosucpé v tom, Ze faze exponencialnihistu
je vyjadeena gimkou, jejiz smrnice odpovida rychlostigeni burgk. Protoze vSechny kily
nepwi najednou ani stefnintenzivrg, neni kultura synchronizovand, ale je asynchronni.

lalb 1l lla b Va IV b
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Obr. 7 Ruistova kivka [4]
| a — lag—faze; | b — faze daajiciho ristu; Il — logaritmicka faze; Il a — faze zpomaléoé
ristu; 11l b — stacionérni faze; IV a — faze zrychdao odumirani; IV b — odumirani

Rustovéa Kivka je charakteristicka sitymi useky, fistovymi fazemi [1, 4, 6, 8, 13].
Lag-faze (faze zdrZeniistu)

Zaotkované biiky se vtéto fazi nerozmnoZuji, algizpiasobuji se novému Zivnému
prostedi. Z¥tSuje se jejich objem a aktivuje se jejich enzymaeygtém. NejkratSi je tehdy,
bere-li se inokulum ze stejnégly a pochazi-li toto inokulumIng-faze
Faze z@inajiciho nistu (zrychleného dstu; akceler@ni)

Bunky naierpavaji energii aifpravuji se na rozmnozovani,&suji postups svij objem
a zpravidla se prodluzuji. Na konci této fazealpudosahnou maximalni velikost a mnozstvi
bungk s malymi pupeny je nejtsi.
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Logaritmicka faze (exponencialni faze, log-faze)

Charakteristicka je nejbuisim ristem, tedy boky se rozmnozuji maximalni rychlosti.
Prirastky jsou pimo un®rné casu. Procento pupén které dosahlo maximum ve fazi
zrychlenéhotstu a v prvni polovié logaritmicke faze, v druhé polowirogaritmické faze se
snizuje a na konci se uz blizi nule. Po dobu expoaii faze jsou tési vSechny biiky
Zivé.

Faze zpomalenéhaistu

Dochazi k snizovani intenzity metabolismu a mnobemik v disledku vyerpani Zivin a
hromaanim toxickych konénych produki, nag. ethanolu fi ethanolovém kvaSeni. V této
fazi nafista p@et odumirajicich butk. Buinky zwtSuji svoji velikost, aby se ve stacionarni
fazi vyrovnaly s fgvodnimi buikami. Stacionarni faze v patenim stadiu je vhodna na
posouzeni rozemi burgk a odchylek zfisobenymi nefiznivymi podminkami.

Stacionarni faze

Dochazi k vyrovnani pitu odumirajicich bu¥k a jejich girastku. V této fazi je #tSina
Zivin jiz vycerpana a maximalni délka této faze je dana citlivbsintk k hladowni.
Ve stacionarni fazi jsou také vyiemy endospory.

Faze zrychleného odumirani a logaritmicka faze odwémi

Vzrist burgk se zpomaluje a zastavuje. b odumirajicich butk prevySuje poet now
vzniklych burgk, az nastavd smrt a zanik kultury. V logaritmickézi odumirani biiky
odumiraji piblizn¢ konstantni rychlosti.

Fyziologické vlastnosti butk raznych fazi éstové Kivky jsou zn&né odlisné. Buky
pozdni lag-faze a rustovych fazijsou mnohem citligjSi k negiznivym podminkam
(tj. zvySené tepl@t vysokému osmotickému tlaku a antimikrobidlnimk#&m) rez buiky
stacionarni faze na pdatkulag-faze

Pfi pozorovani kontinualnich prodegako je rozmnozovani mikroorganignize vyuZzit
takeé fraktalni analyzu obrazu (obr. 8). Je moZeémlat zninu fraktalni dimenze nebo miry
v ¢ase pro zvolenou liku (viz kap. 3.3).

— pocet bunék

7
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Obr. 8 Ristova kivka buiky Kloeckera apiculata ziskana pomoci fraktalnilgmaobraz této
bwiky
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2.1.2 Méreni rozméra bunék

Velikost burgk se zjifuje primym meérenim délky a $ky okularovym mikrometrem
(desttka, ktera ma ve & du vyrytou stupnici). ProtoZze se povazuji zadmit&lipsoidy, teti
rozmer (vysSka) se nesiti. Fri produkenich, pivovarnickych, nebo vinnych kvasinkachc¢sta
100 nefeni. U ostatnich kvasinek se provadi az 100ffeni. Ri vySSim p@tu mefeni
kvasinek se zmenSujeratini chyba prmeéru [4]. Buiky se prondituji a zaznamenaji se dilky
okuldrového mikrometru, ktery jeiebba pro dané =ziSeni ocejchovat objektivovym
mikrometrem. KdyZ je zaznamenan dostafepaiet metreni, dilky se fepciitaji na délkove
rozmeéry a vypaita se aritmeticky @mér a jeho stedni chyba. Jednotlivé stovkyéreni se
mohou mezi sebou vyhodnocovat metodou t-testu, rsgba nar&éenych hodnot sestavi
diagram. V diagramu se na oswynasi mnoZstvi gtenych bugk a na oswy stredni chyba.
Az se Kivka zane schylovat k ose a je s ni fiblizn¢ paralelni, je p&et nméfeni dostaujici,

a roznéry burgk se jiz nebudou odchylovat od mezi pouzité péaedobnosti.

Métreni burtk se miize provadt i ne@gimo tak, Zze sedkolik preparat burek vyfotografuje
i se stupnici objektivového mikrometru. Fotografienck a stupnice, které jsou st&jn
zwtSené, se zkopiruji. Stupnice se potom pouzije mgig&ni ostatnich buik na fotografii,
kde 1 dilek odpovida Lom [14].

Dale se velikost mikroobjektda zjistit pomoci digitalni techniky. Ziskana fgtafie se
zpracuje v dkterém z prograifin pro obrazovou analyzu a zjisti se, kolik mm méjegixel.
Ze zwtSeni mgtici aparatury lze poté jednoduSe wyipat, jakou velikost maji jednotlivé
zkoumané biiky. Ke zjiseni rozmeéra burgk na digitalni fotografii Ize vyuzit také fraktalni
analyzu (viz kap. 2.6.1).

2.1.3 Stanoveni p@&tu bunék

V mikrobiologickém vyzkumu secasto setkAvame s nezbytnosti stanovittepo
mikroorganisnd ve vzorku. V zakladnim vyzkumu slouZi stanovenitpdourek k posouzeni
kinetiky ristu a ke stanoveni specifické rychlogststu a mnozZeni vaegnych fazich jejich
vyvoje. V kontrolnich laboratéich se vyuziva ke kontrole mikrobidlniho 2i#2ni surovin
a vyrobki ¢i nas geswdcuje o &innosti sterilizace [7]. Blezitym faktorem i posuzovani
stavu mikrobialnich populaci je také zastoupenydiva mrtvych jedink, které Ize rozlisit
pomoci fluorescamiho barveni¢i pomoci specialnich barvicich postugmethylenové
modre aj.).

K prfimému stanoveni p&u burek se &zr¢ pouziva pimé mikroskopické patani
v pcatitacich kondrkach (Thomow, Birkero¥, Neubaero¥). Stanovuje se celkovy pet
burék v jednotce objemu. Burkerova kdmia ma tvar masivniho podlozniho ski, které je
rozcklené d¥ma ryhami nait ¢ésti (obr. 9). Ve gednicésti, ktera je nizsi o 1/10 mm neZob
postrannicasti jsou vyryté d& miizky, po gekryti krycim skiékem tvai komirku o pesné
hloubce. Kryci skifko se pichytdvd pomoci dvou pruzin. Celétitka je rozdlena na 25
mensichétverelki, které jsou daledeny na 16¢tveretki. Rozngry jednotlivychétvereski
jsou 1/25 mrf, 1/100 mma 1/400 mrfv Fi hloubce konirky 0,1 mm je objem nad kaZdym
stveretkem 1/250 mmy 1/1 000 mma 1/4 000 mrh Po obou stranach vybrousenych ek
jsou kanalky, kam odtékargbyte&na kapalina. Riici buiky se pditaji jako jedna bika,
nese-li dcéna buika dalSi pupen, ale j€Sse neoddila od buiky matéske, pditaji se jako
dvé bunky [7]. Bunky se p@itaji vzdy ve vice potkach, obygejr¢ v 80.
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Obr. 9 Burkerova konirka a paitaci st komirky; Sipky naznéuji smer pocitani [7]

V souwastné dob jsou k dispozici i specialni programy instalovamad. na osobnich
pocitacich, které jsou vhodné zvlésk patitani wtsich burk (prvoci, fasy, kvasinky); méh
vhodné jsou k p#tani bakterii [13]. Ke zji®ovani pdétu burek lze také vyuzit fraktalni
analyzu obrazu (viz. kap. 2.6.1)

Nepimo lze paet burgk mikroorganismi stanovit nejasgji pomoci kultivace, kdy
piredpokladame, Ze z jedné Zivotaschopn#ékbuwyroste jedna kolonie. Jednotlivé kolonie
vyrostlé na agarovych plotnach ggi@ame, nasobiméedinim suspenze (desitkowédini)
a prepaitdime na jeho n&k&ované mnoZzstvisimZ dostaneme @et Zivych bugk obsazenych
v uré¢itétm znamém objemu zkoumané suspenze.

Zaotkovani inokula do agarového média je mozné prévédéma zmsoby. Inokulum
oc¢kujeme na fedsusené agaroveé plotny a réeste sterilni hokejkou nebdgdijeme znamy
objem vhodg ztedného inokula (n€pstji 1 ml) vytemperovanym agarem na teplotu 45 °C.

Metod roz€rem se dava ipdnost, protoze umadje lepsSi rozptyleni buk a lepSi
reprodukovatelnost vysledknez gelivem a nehrozi nebezfieusmrceni buk horkym
agarem. Je vhodna pro kvasinky. Nevyhodézhto metod je delStas potebny k ziskani
vyslediki (minimalre 24 hodin) a v fipact smesi rtiznych mikroorganistin skut&nost, Ze
dostavame &tsSinou nizsi péty. Jednou z§icin je, Ze nemizeme zardit vhodné kultiv&ni
podminky vSem fitomnym mikroorganisiim. DalSim dvodem je, Ze vyrostlé kolonie
nemusi byt z jedné kiky. Rovrez piiprava materialu pro tuto metodu je Zné& casow
nara:na (nap. piiprava md, sterilizace) [7].

Kultiva¢ni stanoveni p#iu kvasinek pomoci membranovych filtrse pouziva i
mikrobiologické analyze tekutin nizkého mikrobi&laizngisténi (pitn4 voda). B pouZziti
této metody jeitba zpracovat&Si mnozstvi vzorku, aby se dosahloesmaatnych vysledk
Princip metody sp@iva ve filtraci vzorku sterilnim membranovym filing ktery zachyti
mikroorganismy, a jehorpneseni na desku Zivnédy.

Kultiva¢ni stanoveni pfiu kvasinek mikrobitestem (stripem). Bactostripgusprouzky
filtra¢niho papiru napojené obecnou nebo selektivni Ziymalou s pidavkem indikatoru,
ktery zménou barvy upozorni na nitajici kolonie. Velikost prouzku je volena takyatasal
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definovany objem zkoumané kapaliny. Bactostripykspuji hotové, zabalené v igelitovych
obalech, ve kterych se &ppo zadgkovani inkubuji. Jejich vyhodou je uUsporasu,
kultivacnich pid, nadobi i prostoru. Nevyhodou je mengtgmost stanoveni, vysoka cena
a omezena skladovatelnost. Metoda je vhodna pemtakni kontrolu v zavodech [14].

Mezi nefimé metody mizeme z#adit i metodynefelometrickéNefelometrické stanoveni
poctu burek je zaloZeno na #éiieni intenzity s¥tla rozptyleného od jednotlivych beky ktere
jsou suspendované v kapalirRozptyl s¥tla zavisi na vinové délce, optickych vlastnostech
kapaliny, vlastnostech rozptyleny@astic (jejich velikosti, tvaru). Intenzita prochfizéno
swtla se zmensuje v zavislosti nha koncentraci suspard/chéastic. Metoda je velmi rychla
a citlivd. Umoiuje zjis&ni pastu burk posinaje koncentraci fakterii/ml do koncentrace
10" bakterii/ml. Nejvhodgsi je pro kratké tinky nebo koky, fi delSich tginkach nebo
fetizcich niZze dojit k nepravidelnostem. Metodu Ize pouzit ouz kombinaci
s mikroskopickou nebo kulti¢ai metodou stanoveni @il burek v urgitém koncentrénim
rozmezi suspendovanydasti. Touto metodou se zife celkovy pdet burgk na zaklad
kalibratni kiivky zhotovené nap pomoci pimého mikroskopického gaéani burgk [15].

Kvantifikace p@tu burtk je mozna také pomoci metogy:itokova cytometriektera je
rychla a pesna. Ritokova cytometrie je mikrobiology stale oblikkgi a c¢astji vyuzivana
metoda, jejimz jedinym limitujicim faktorem pro gtigké pouziti v biotechnologickych
vyrobach je jeji cena. Ve spojeni s vhodnym flucegsnim barvenim je schopna velice
dohkre popsat okamzity stav populace stejako pesré zachytit jakékoli jeji zrény. Tato
metoda umokuje simultdnni réteni a analyzu fyzikaichemickych vlastnosti velkého
mnozstvi buk nebo jinych biologickyckastic lEhem jejich pachodu laserovym paprskem.
Ve chvili, kdy buika tento paprsekiki dochazi k lomu a rozptylu &la, ktery podle sgru
a uhlu lomu byva ozravan jako pimy rozptyl — forward scatter (FSC; 2-13°) achio
rozptyl — side scatter (SSC; 90°). FSC je¢tmy velikosti buiky SSC podava informaci
0 buré¢né morfologii (struktura membranového povrchu aopldzmy bugk). Krome
parametii lomu a rozptylu sitla je detekovana rovi fluorescence prochazejicich Bkn
nebocastic. Dilezitou viastnosti cytometrické analyzy je skuest, Ze je provaso meieni
kazdé castice nebo hiky a nejde jen o @mérné hodnoty rfené suspenze. Specialni
aplikaci pftokové cytometrie je bukiné tideéni (cell sorting). Jednd se o kombinaci
analytickych postup pritokové cytometrie se schopnostidit buiky na zaklad predem
znamych paramaeir Behem procesuiidéni jsou buiky emitujici Zzadany fluoresceni signal
elektricky nabity ve vysokong&povém elektrickém poli mezi specialnimi tzv. vychydaimi
destEkami a potéiidény do skirnych zkumavek.

DalSi moZnosti stanoveni biknje elektronicky. Toto stanoveni je zaloZeno nadwani
piesré definovaného objemu elektrolytu, ¥mz jsou buky suspendovany, do elektricky
nevodivé trubice velmi malym otvoremiiRprachodu bugk otvorem dochézi ke zmé
vodivosti, kterou fistroj registruje jako impuls. Ret impulgi Ize odeist na displeji. Metoda
je omezen& na pdani burk, které netvti shluky neboretizky, protoZze i mnohobgtny
organizmus je fistrojem registrovan jako jedri@stice. U gkterych istroji Ize zapojenim
diskriminatoru zjistittetnost jednotlivych velikostnich skupin.
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2.2 Swételnd mikroskopie

Razné mikroskopické metody dosahly obrovskych moingst pozorovani nejen
biologickych objekii. Pokud je pdtba pozorovat Zivé biologické objekty v jejichstu,
zaniku, nebo § dlouhodobém pozorovani je nejvha@i swtelna mikroskopie a jeji
piipadné modifikace. Stelné mikroskopii je pblizné vyhrazena oblast od 10n
do 0,2um. Vyuziva hlavi swtlo o vinové délce 400—-700 nm.

2.2.1 Fazow kontrastni mikroskopie

Je nenahraditelnou metodou pro studium kvasinkawékyh neba@ umoziuje studium
jader, vakuol, mitochondrii a b&nych inkluzi bez obarveni a navic posuzovani celkov
stavu bugk v pribéhu ristu a mnozeni.

JelikoZ nelze pozorovatijmo fazovy kontrast, je nutné&qyvést fazovy kontrast na rozdil
v intenzieé swtla nebo na rozdil v baév Fazovy kontrast odtlje ohybajici se paprsky
prochazejici objektem, kteréigrichodu vzorkem &ni nejen svou fazi, ale i smSiteni od
primych paprski prochazejici okolnim pragtdim. Mezi obma skupinami paprskvznika
fazovy posun. R tvorb¢ obrazu v objektivu oba typy papisinterferuji, coz podstatnzvysi
kontrast pozorovaného objektuii Hazovém kontrastu je doigdni ohniskové roviny
kondenzoru vloZena apertura ve tvaru Uzkého mezikilla je naslednou optickou soustavou
kondenzoru a objektivu zobrazena do jeho zadnngow objektivu je vliozena dalSi apertura
tj. sklertna podloZka s nanesenou fadzovou maskoué&dve tvaru mezikruzi. Ghapertury
(tj. v roviné kondenzoru a objektivu) seigaiji do zakrytu.

Pii fazovém kontrastu séasto pouziva kvazimonochromatického &@kani Zlutozelené
barvy (na takové s¥lo je lidské oko nejcitligjSi, cca 540 nm) a fazova degt nenici fazi
priméhozé&eni océtvrtinu vinové délky [16]. Intenzitaipmého s¥tla z pozadi je redukovéana
pomoci neutralniho materialu ve fazovém krouzkwekibyu. Tim se zvySuje kontrastni efekt
a lze pozorovat i ty nejmérodliSné detaily prepanat Fazoveé objekty pak vidime jako tmavé
na s¥tléem pozadi, tim tmavséim je objekt silgjSi (pozitivni fazovy kontrast). To umidje
rozliSovani bus¢nych struktur s malym indexem lomu. Fazovou masku$ak mozno
zhotovit i tak, Ze pozorované fazové objekty sé jako s¥tlé na tmavSim pozadi (negativni
fazovy kontrast pozadi; m& podobnyinek jako pozorovani v temném poli.). Pokud
oswtlime vzorek bilym sgtlem, bude jeho obraz zbarveny, néb@dzové poniry mezi
interferujicim difraktovanym a nedifraktovanym feaim zavisi ze iejmych divodi na
vinové délce. Bzn¢ konstruovany fazovy mikroskop umage rozeznat fazové rozdily mensi
nez 10°. RozliSovaci schopnost se bliZzi hodn®flL um.

Zavaznym nedostatkem fazového kontrastu je existbalo efekty coz je jas#é z&ici
rozhrani mezi objektem a okolnim pri@stim, které vznika vigledku lomu s#tla na stnach
mikroskopickych objekt, zejména kdyZz jsou z materialu o vysokém indexmnuonap.
kvasinky ve vodném prastdi (obr. 10). Ztraci se tak hranice objekY klasickém fazovém
kontrastu vznika halace tam, kde je fazovy rozaklteliky, Ze dojde k pozitivni interferenci
mezi s¥tlem z pozadi a $tlem ze vzorku. V takovémifpad: vznika nezadouci jasné&ho,
protoZe odchylené stlo ma wtSi amplitudu, nez $tlo piimé. Index lomurf) zivych burk,
je obvykle 1,36 az 1,37. Budeme-iigplpokladat kulové objekty, bude s rostouci tfeos
pozorovanych objektrast fazovy rozdil a uhel difrakce bude mejid, 17, 18.

Pokud se chceme vyhnout tomuto figgmnému efektu, musime pouzit Hoffnian
modulani kontrast nebo Nomarského techniku. Pro dalSkadaleni obrazu vyvinula také
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spol&nost Nikon jedingnou fadu objektiv vyuZivajici metody nazyvané "apodizovany"
fazovy kontrast. Tyto objektivy minimalizuji &elny kruh, ktery nastava ve fazovych
objektech a obraz se tak stava dokonale kontragtd mnohem SirSi tonovy rozsah [18].

preparat primé svétlo

kondenzor objektiv
obraz

odchylené svétlo

fazova vrstva

+
amplitudovy filtr

prstenec kondenzoru fazovaldesticka

Obr. 10 Optické schéma fazového kontrastu [16], halo efekt

2.2.2 Fluorescereni mikroskopie

Fluorescence je vlastnostkterych atonmi a molekul absorbovat &o uréité vinové
délky (obvykle v rozsahu od UV do VIS oblasti elekbagnetického spektra; 250-700 nm)
a nasledda emitovat s¥tlo delSi vinové délky (viditelné stlo) po kratkém intervalu,
nazyvaném fluorescéni doba Zivota. DelSi vinova délka odpovida mensgirgii s\wtla, coz
znamena, Ze energie fluorescence je mensi nezieraagprbovaného &ni. Fluorescami
swtlo je emitovano vSemi stry nezavisle na sénu excit&niho sétla a postup& mizi.
Ztrata gebyt&né energie elektronévexcitovanych stav molekul se mze uskuténit
za&ivymi nebo nezévymi prechody (vibrani relaxace, vniti konverze, mezisystémovy
piechod). Nezivé prechody, které mohou byt intramolekularni nebo mtdekularni,
dramaticky sniZuji emisi,ifpadré ji naprosto odstiauji. V praxi biologické mikroskopie se
rozeznavaprimarni fluorescence(autofluorescence), kdy je fluoreskujici latkéitgmna
v objektu jako jeho firozena sloZka, aekundarni fluorescenckdy aplikujeme fluoreskujici
latku (fluoreskujici barvivo, fluorochrom), které specificky absorbuje nebo vaze néitér
struktury buiky. Fluorochromy maji charakteristickd spektra m@osorpci a emisi [19].
Excitadni a emisni spektra mohou byt povaZzovany za gaadbbnostni rozflovaci funkce,
které dané kvantum energie fotonu bude absorbogamakonec umozni molekule emitovat
sekundarni foton ve forénfluoresceriniho zdeni. \&tSina fluorofofi miZze opakovat cyklus
excitace a emise stokrat az tisickré&gtim nez je vysoce reaktivni excitovana molekula
fotovykelena (zanik fluorescence) diky kovalentni modifikac

Fluorescetini mikroskopie se &i na dw metody: pozorovani v odrazenémétby
(epifluorescence a pozorovani v prochazejicim éde (diafluorescence Fluorescetni
pozorovani v prochazejicim&le se v sotiasné dob ténei nepouziva.

Fluorescetini mikroskopy jsou vybaveny intenzivnim éeinym zdrojem, obvykle se
pouZzivaji vysokotlaké rtiové (50-200 W) nebo xenonoveé (75-150 W) vybojkyloDkove
lampy se zaZehdavaji vysokor@pvymi pulsy a jsou umishy ve skince, ktera je spojena
S nastavcem pro oseni dopadajicim sitlem. Obvykle ped excit&nim filtrem je umistna
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zawrka za welem kompletniho zastaveni ex¢itého swtla, pokud neni vzorek pozorovan
nebo sniman detektorem. Jsou zde také anyidiD filtry, které umo#uji snizit intenzitu
excitatniho os¥tleni. DileZitou sowdasti fluoresceini vybavy je systém filfr, ktery je
u episkopické metody twen excit&nim filtrem, dichroickym zrcadlem a bariérovym ridtn
[20, 21]. Filtry lze umistit do specializované HKost (filtrblok). Moderni fluorescetni
mikroskopy jsou schopny pojmout 4 az 6 fluoresoéch kostek na otmém revolveru nebo
v posuvnych Soupatkach, coz umoje jejich jednoduchou vy#ému pro potebnou aplikaci
(obr. 11). Vyrobci nabizeji mnozstviianych filtra, n¢které z nich jsou i vicepasmové
(Omega Optical, Inc., Chroma Technology Corp.).

Epifluorescence sgdva ve vertikalnim ositleni excit&nim swtlem o pozadované vinové
délce a objekt je pozorovanigs objektiv. S¥tlo emitované rttiovou vybojkou prochazi
excitatnim filtrem, ¢imz se ze spektra &elného zdroje oddli poZadované excitai s\wtlo
a ostatni sitlo je pohlceno. Pak je &tlo odraZzeno na dichroickém zrcadle vesam90° do
objektivu (v takovém Pipack slouzi objektiv jako kondenzor). Dichroické zraagd umistno
do optické drahy sila v Uhlu 45°. Odrazi excitai swtlo o ucité vinové délce sirem do
vzorku a propousti ostatni vinové délky. Nakoneo texcit&ni swtlo dopada na vzorek.
Dichroické zrcadlo také odrazi osamocené paprskita&riho sétla zpst ve snéru zdroje.
Cast fluorescetniho swtla, které je emitovano do vech & prochazi také objektivem.
Bariérovy filtr pak zachyti zbytky excitaiho swétla, které nebylo pouZito k excitaci
a propousti pouze fluoresaan swtlo, ¢imz poskytujecerné pozadi k fluorescémimu
obrazu. Zdalo by se, Ze afleni excit&niho a fluorescamiho s¥tla je dokonalé i bez
bariérového filtru. V realnych systémech je bangrdiltr nutny, protozecast exciténiho
swtla se odrazi odocek a povrchu vzorku. Velkéast excitaniho s¥tla je sice odraZzena
smérem ke zdroji, ale dichroickym zrcadlem projtest s¥tla, které ma vinovou délku, pro

kterou je dichroické zrcadlo propustné a t&ist je absorbovana bariérovym filtrem.

fluorescenéni emise

requlace fluorescencni
volni SR
I"i aperturni tepelny  cocky fily
I]-OIIlit thlO“Y L e bariérovy vt ovy
o Zavitovy
ey cocka - {emisni} upeviiovaci
otocny revolver é i Ll
kiyt
b dichroické .
zrcadlo vstupujici
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lampova skiin {filtrblok)
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vyhojky

excitacni filtr

opticka kostka
{filtrblok)

UV stinitko
Obr. 11 Epifluorescedni iluminator; schéma optické kostky [21]

U episkopickych fluorescénich mikroskofi se pouziva Kohlerovo osweni (obr. 12).
OsWtlené zorné pole Ize regulovat pomoci aperturmckondenzoru a clony zorného pole.
Clona zorného pole zmensSujeapr svazku paprak swtla, ktery vstupuje do objektivu
a pouziva se tedy k omezeni édmné oblasti (viditelné oblastiXimz zvySuje kontrast
obrazu. Tato clona branigmhodu nezadouciho &la, které vznikne rozptylem na vzorku
nebo na povrchuwocek, obraz neni fgswtlen a je kontrastni. Vhodné nastaveni této
clony je obzvlag dalezité @i mikrofotografovani. Aby nedochazeldipepifluorescetinim
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mikroskopovéani a i mikrofotografovani k nezadoucimu vyhasnuéisti obrazu vzorku,
nechame odclamou pouze nezbytnatast clony zorného pole. Aperturni clona feopvrena

k ¢cocce kondenzoru a pouZziva seaikeni rozliSeni, kontrastu a hloubky ostrosti. Aperi
clona poméaha nastavit jas a zlepSit kontrast pezorého objektu. Tyto parametry vSak nelze
nastavit nezavisle. Obegnze fici, Zze optimalni nastaveni aperturni clony kondeanze
70-80 % numerické apertury objektivu. Pokud je tdéma zaclo#na vice nez na 70 %, pak
dochazi ke snizeni jasu. Sasré se vSak z&tSuje kontrast a hloubka ostrosti sestsv
dvakrat.
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Obr. 12 Fluorescedni mikroskopie v odrazenémetle (epiluminiscence) s Kéhlerovym didenim
[21]

U preparai, které rychle ztraceji barvy, je velmi vyhodné Konovat fluorescetni
pozorovani s fazovym kontrastem, Hoffmanovym mothila kontrastem nebo Nomarského
diferenciélnim interferamim kontrastem. Lze pak |épe najit oblast nebdairu ve vzorku,
ktera emituje fluoresceéni swtlo.

Pomoci konfokalniho mikroskopu se lIze zbavit nexssirv disledku pekryvani se
zaosteného obrazu s rozmazanymi obrazy struktur, kteréhachazeji mimo zadshou
rovinu, coZ je obzvlas ruSivy jev @i fluorescerni mikroskopii. K hlavni pednosti
konfokalni mikroskopie p&t moznost vest tenké optickéezy i tlustSim vzorkem
a zaznamenavat série digitalizovanyea vzorkem, které fedstavuji vhodna vstupni data
pro studium trojrozérné struktury objeki nagiklad meieni objemu a povrchu bék Fi
fluorescerni konfokalni mikroskopii byva maximalni intenzitaudiciho zéeni omezena
nezadoucim zvySovanim rychlosti fotochemickych cédkioreskujicich molekul, po nichz
mizi fluorescence. To znamena, Zg fluorescerni konfokalni mikroskopii slabz&icich
objekii nelze z principialnich iovodi dosahnout zarovievysokého prostorovéhocasového
rozliSeni. Dvoufotonova konfokalni mikroskopie veowani s klasickou konfokalni
mikroskopii ma ¥tSi hloubku proseni (az do 40@m), a to i vzork, jejichz povrchové
vrstvy silre fluoreskuji, dale kontras¥jsi zobrazeni, zejména v hlubSich vrstvach vzorku.
Dvoufotonova excitace navic vyraznredukuje problémy spojené s fotodegradaci
fluoreskujicich molekul, neanimo ohnisko, kde neni intenzita laserovéhieaadostaténé
vysoka, nebyvaji fluorochromy excitovany a tim awysviceny. Specialni varianta
fluorescerni konfokalni mikroskopie STEDStimulated Emission Depletipmikroskopie

22



dosahuje molekularniho rozliSeni [22]. Bezkontak®ii zobrazeni povrchu biologickych
vzorki s nanometrovym rozliSenim v realnégase umoiuje digitalni holograficka
mikroskopie, diky nizkym intenzitdm pouZitéhoterdi a mozZnosti pouZziti transmisniho
rezimu [23].

Pro pozorovani fluorescence jednotlivych molekydovrchové vrsty na rozhrani dvou
prostedi je vhodna TIRFT{tal Internal Reflection Fluorescencenikroskopie pouzivana
v burg¢né a molekularni biologii. Metoda TIRF zvidiieie burg¢né povrchy a vyléuje
rusivy vliv fluorescence z hlubSich oblasti cyt@phy. Technika FRET Hluorescence
Resonance Energy Transfge ¢asto pouzivana v kombinaci s totalnim imitn odrazem
k ziskani dodataych informaci. Renos exciténi energie fedstavuje vhodny nastroj
k detekci mezimolekularnich interakci vilidch a dovoluje sledovatfiplizovani mezi
dvéma molekulami v rozsahu ¢kolika nanomett. Alternativni metoda pro &eni
fluoresceniho resonaimiho genosu energie je stanoveni dob dohasinani fluaresce
metodou FLIM Fluorescence Lifetime Imagipgse uplaiuje vSude tam, kde &ime
intenzitu fluorescence jako odezvu nagaminterakci sondy s jejim okolim. UZirga metoda
pro pozorovani difuze a pohybu biologickym makroskal je metoda FRAPHuorescence
Recovery After PhotobleachingMetoda je zaloZzena na fotoweni definované oblasti
vzorku kratkym intenzivnim pulzem laserového paprskiery je zaosen do definované
oblasti. Nasleduje difuze nevysvicenych molekulkalip kterd se projevi obnovenou
fluorescenci v migt do rejz byl intenzivni pulz zarten. Vhodna technika pro pozorovani
molekulérni pohyblivosti a dynamiky v Zivych iikéch je FLIP Fluorescence Loss Induced
by Photobleaching Technika je vyuzivana pro sledovani snizeniraoence v definované
oblasti, lezici vedle oblasti fotovyleni.

2.3 Fluoresceréni barviva

Samotné biky a jejich vnitni struktury jsou prhledné a aZz na vyjimky (pigmentové
bunky, erytrocyty, chloroplasty, spory plisni) bezbarv Ri béZném pozorovani
v prochazejicim sitle je nevidime s dostateym kontrastem, nelfoténmei neabsorbuji
prochazejici sstlo. Tradiné se tento problénieSi nejiznejSim specifickym barvenim.
Mnohé barvici postupy jsou zaloZzeny na chemickyebkeich barviv s latkami uviit
burg¢nych struktur.

Kategorie molekul, které jsou schopné podstougmktebnovy gechod vedouci nakonec
k fluorescenci jsou znamé jako fluoreséminbarviva (fluorochromy). Mnoho fluoresaarich
barviv jsou aromatické organické staminy navrzené tak, aby se vazaly k biologickym
makromolekulam. Fluorochromy, které jsou konjugaas ¥tSimi makromolekulami
(nukleové kyseliny, lipid, enzym, protein) diky adsci nebo kovalentnim vazbam, se
nazyvaji fluorofory. Fluorofory seé&i do dvou obecnychiid a to navnitni (vlastni;
intrinsic), které se vyskytuji ve vzorkuipozere a navrejSi (nevlastniextrinsiq, které jsou
pridavany ke vzorkm, které nemaji vhodné fluores¢en viastnosti. Kromd poZzadavku na
specifickou vazbu nevlastniho fluoroforu k ktinym slozkam a citlivosti emise fluoroforu na
zmeny v okoli, je dilezité, aby zavedenim fluoroforu do bilkovin, rneddych kyselin,
membran apod. nedoslo k naruseni funkchtb biologickych systétn

Vnéjsi, neboli nevlastni fluorofory se pouzivaji mnoheice nez vnini. Ridavaji se

ke studovanému vzorku, a pokud se tjgvazi kovalents, nazyvaji sdluorescerdni zna'ky,
pokud se vazi nekovalertiedna sdluorescedni sondy.
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Fluorescetni znaky se nejastji pouzivaji k fluorescetnimu zngeni proteir, kdy se
kovalent& vazou na jejich aminové, sulfhydrylové nebo histidé ba@ni fetzce, thiolove,
aldehydové skupiny atd. lontové fluorofory, jejickZantovy vytzek fluorescence ackdy
I spektralni vlastnosti sedni po navazani na bilkoviny, membrany nebo nukldoseliny
se pouzivaji pro studium zm konformace bilkovin, tlowky membran, membranového
potencialu, viskozity prostdi apod. Vliv okolniho prodi na emisni vlastnosti takovych
fluorofora je dan velkym zvySenim jejich dip6lového momentexeitovaném stavu;chem
doby Zivota excitovaného stavu potom dochazi kieataci obklopujicich molekul a tim
k posuvu fluorescaemiho spektra. Velikost molekuly fluoroforu a ged kladnych nabdj
které si nese je velmi podstatny z hlediska stgbwizniklé molekuly (nap nukleova
kyselina-fluorofor). Velikost molekuly fluoroforu @ké gitomnostéi negitomnost naboje je
také dilezita z hlediska moznosti prostupnosti barvivazskuré¢nou membranu a je
vlastnosti, ktera se také udavéaiisfuSného fluoroforu (anghermeantimpermeant

Fluorescetni indikatory (chemické sondy) jsou ozoaany fluorofory jejichz spektralni
vlastnosti jsou citlivé na ditou latku. V sodasné dob jsou dostupné fluorescami
indikatory profadu latek, vetne vapniku, heiku, sodiku, chléru, kysliku, fosfatu, aniim
pro pH. Obvykle tyto indikatory vykazuji spektralpésuv v zavislosti naiftomnosti dané
latky, jejiz koncentrace se potomcéuje z pondru intenzit @i raznych vinovych délkach
excitace nebo emise nebo se jedna o indikatorye kigkazuji zvySeni intenzity fluorescence
v pritomnosti dané latky, aniz by dochazelo ke spekimdl posuvu.

Pro studium Zivych bufk jsou uZiténé acetoxymetylové (AM)a acetatove estery
fluoresceknich indikatofi, protoZze zatimco gwodni indikator neprochazi bé&mou
membranou, jeho AM nebo acetatovy ester tak snakhi@nenabitd molekula). Uviibuiky
vznika msobenim nespecifickych esterazivpdni indikator. Fikladem je fluorescein
diacetat, Fura-2 AM a dalsi.

2.3.1 Fluorescertni barviva pro testovani vitality bunék

Testovani vitality (Zivotaschopnosj@ zaloZzeno na #ileni podilu Zivych a mrtvych bek
v populaci. Jako sondy Zivotnosti ikrslouzi [24]:

1. Fluorogenni substraty esteraz, které mohou pagivonikat do bugk a neii jednak
zachovani enzymatickeé aktivity btimych esteraz, které jegvadi na fluoreskujici produkt,
jednak membranovou integritu, ktera z&ji® nitroburcnou retenci jejich fluoreskujicich
produkti. Jednou z prvnich sond pro toto pouziti byl flsoen diacetat (FDA).
Mezi nejlepSi indikatory vitality butk pati calcein AM (diky vysokému zachytu
v zivych bukach a silné fluorescenci). DalSimi vhodnymi inddegt vitality jsou
nag. 2',7'-bis-(2-karboxyetyl)-5-(a 6)-karboxyfluooesn, acetoxymetyl ester (BCECF, AM),
karboxyfluorescein diacetéat, karboxyeosin diacet@alsi.

2. Barviva pro nukleové kyseliny, kterd neprostiipupgmbrany zivych butk a lze je
proto pouzit pro detekci mrtvych btkn Mezi takoveé indikatory p#&tnag. ethidium bromid,
ethidium homodimer-1, propidium jodid, cyaninovantea, jako TOTO, SYTOX Green
a dalSi. Pouzivaji séasto v kombinaci s nitrobgdnymi substraty esteraz, membradéov
propustnymi barvivy nukleovych kyselin, sondamiligiimi na membranovy potencial,
sondami pro organely nebo indikatory propustnostinoran.
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3. Sondy, které jsou aktivnimi kiami oxidovany nebo redukovany a umoj tak nefit
redox potencial buik jako znak jejich vitality; naip resazurin, tetrazoliové soli.

4. Sondy citlivé na transmembranovy potencial, mhaC4" (Rhodamine 123, Fura-1,
Indo-1, Fluo-3).

Obr. 13 Buiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1. Vlew lméiky obarvené akridinovou
oranzi (180uM AO; pH 6) a vpravo fluorescein diacetatem 6V FDA; pH 7,2).
Kultivace burk: 24 hod. v glukoso-peptonovém kvasinkovém emtrai@ aerobnich
podminek. Pouzita filteani kostka B-2A

Pro rozliSeni zivych a mrtvych bék se ¢asto pouziva fluorescéni barvivo akridinova
oranz (AO). Zivé biiky poskytuji zelenou fluorescenci, poskozenékyuzlutou fluorescenci
a mrtvé biiky cervenou (obr. 13). AO se vaze na DNA (zelena flsoeace), RNA,
denaturovanou DNA, kyselé polysacharidgriena fluorescence). AO snadno difundujesp
buns¢né membranyip neutrdlnim pH, ale stane se membr&nogpiichodna pi kyselém pH
a shromaduje se vlyzozomech. AO vytiiddimer nebo polymer pokud jsou sousedni
molekuly barviva velmi blizko sebe. Excitd a emisni spektra dimeru a polymeru AO jsou
nepatri raizna vzhledem k monomeru a z tohotovadu barva fluorescence AO vazané na
RNA je obvykle ¢ervend nebo oranzovd, v kontrastu k zelené flueresc monomeru
vazaného na DNA. Mezi poziti¢n nabitou molekulou AO (dimethylamino skupiny)
a negativ nabitymi fosfatovymi skupinami se upiaji elektrostatické interakce a poté co je
molekula dostata¢ blizko retézci uplatiuji se také van der Waalsovskeé sily a vodikove
vazby s purinovym a pyrimidinovym kruhem. KationyDAsou umisiné giblizn¢ na kazdé
tieti parové bazi dvousSroubovicového helixu DNA. Zehto okolnosti je vzdalenost mezi
molekulami barviva dostate¢ velka, aby nedoSlo kinterakci mezi édva molekulami
barviva. Fluorescami charakteristiky jsou dany monomerem AO tj. zélemise. Pokud je
AO vazana na jeditettzcoveé nahodné klubko (denaturované DNA, RNA), jeawa na
témst kaZdou nukleotidovou jednotku fosfatové skupiietzec nahodného klubka pak
dovoluje sousedicim molekuldm barviva d@bl@Zit dostaténé blizko pro interakci mezi
molekulami barviva za vzniku polymeru, coz vede&ekvené fluorescenci. Podobny
mechanismus se vyskytujeii parveni cytomplazmatické RNA. Fluorescence jg te@lvisla
na sekundarni strukter molekuly nukleové kyseliny (dostupnost fosfatdvgkupin), neb
ma silny vliv na vazani AO [19, 25]. Molekuly AOqgg umisény na molekulach nukleové
kyseliny tak, Ze nemohou vytiibdimer (obr. 14).

Pri pH 5,7-8 Zivé biikky fluoreskuji zeleé a mrtvécerveré. Nad pH 4,7 AO produkuje
cervenou fluorescenci cytoplazmy. Jadro gervené p niZzSim pH a posunuje se na
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Zlutozelené p pH 6,8. Atkoliv je AO pongrné netoxickd, je mutagenni. Bylo také zjiso,
Ze AO zpomaluje nadorovyist.

EZE [ﬁl [ﬁl
—H—OH + MNaOH === —FI-—o-Na+ + Hy0
0

fosfat | I

CH-
I |
Zhytek kyseliny fosforecne
fosfat O I iontava wyména (ﬁ' I
.
—F'—CI'N + M. —_— —P—ir *p +  Max
| ;o A — |
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CH-

fnsfat | "2 ationativni fluorsor |
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Obr. 14 Vazba fluoroforu k nukleové kyselirstrukturni vzorec akridinové oranzi (AO); strukdu
komplex: DNA-AO [25]

Existuji také sady pro testovani cytotoxicity aalityy. Jednou z nich je napLIVE/DEAD
Yeast Viability Kit, kterd poskytuje neobgjr¢ jednoduchy a sensitivni kvantitativni rozbor
pro rozliSeni zivotaschopnych kvasinek a hub ¥smich nebctistych kulturach [26-28].
Tato souprava obsahuje dvoubare¥inorescenni barvivo FUN-1, které ma nizkou vlastni
fluorescenci, pimérnou afinitu k nukleovym kyselinam a mid@@nou membranovou
propustnost [29]. Sada také zahrnuje UV excitowdtddarvivo Calcofluor White M2R pro
burgcnou stnu kvasinek a hub, které fluoreskuje mtbez ohledu na baény metabolicky
stav.

+

>_CH @ @ NtCH CH,OH),
CH - >—NH‘©—CH CH —Q—w—{
FUN-1 (HOCH,,CH,) N —Q

Calcofluor White M2R

Obr. 15 Strukturni vzorce FUN-1, Calcofluor White M2R (flescent brightener 28; Tinopal LPW)
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Obr. 16 Spektralni charakteristiky barviv [26]

FUN-1 je nesymetrick& cyaninova stamina s jednim kladnym nabojem (obr. 15). Volné
barvivo FUN-1 ve vodném roztoku nefluoreskuje, &vpakud se spoji s DNA nebo RNA
fluoreskuje po excitaciip530 nm (obr. 16). FUN-1 barvivo vykazuje neob\/ldpektralni
vlastnosti, kdyZ je pouzito na barveni metaboliekgivnich kvasinek a bwk hub. FUN-1
barvivo pasivi difunduje do znych bugénych drutii a nejprve barvi cytoplazmu difagn
distribuovanou zelenou nebo Zlutozelenou fluoresiceivSak, u #kolika béZnych druld
kvasinek a hub, dalSi zpracovani barviva Zivymikami vede k vytvéeni jasnych ovalnych
intravakularnich struktur, které vykazuji napadnéarvenou nebocéervenooranzovou
fluorescenci, doprovazenou redukci zelené fluomeseeytoplazmy (obr. 17 a 19). Vytemi
cerveré fluoreskujicich intravakularnich struktur vyZadypk neporusSenou plazmatickou
membranu, tak metabolickou schopnost [30—-32]. Brwoieni ovalnych intravakularnich
struktur je patebny adenosintrifosfat vytveny oxidativni fosforylaci nebo glykolyzoutiP
pH 8 probiha spontasmreakce mezi FUN-1 barvivem a redukovanym glutathio vedouci
k cervené fluorescenci s maximenii 10 nm. Mrtvé biiky fluoreskuji jasa Zlutozeler
S nerozpoznatelnyndervenymi strukturami (obr. 20).

LIVE/DEAD Yeast Viability Kit byl prozatim testovana rékolika druzich hub, getrg
Candida albicans Candida pseudotropicalisa bylo provedeno &kolik barveni
Saccharomyces cerevisiaga fiznych experimentalnich podminek. Vyteai cerverg
fluoreskujicich struktur bylo pozorovano nejen g liézi ristu, ale také u nekultivovanych
burgk se zbytkovou metabolickou aktivitou. LIVE/DEAD dstViability Kit by mél byt
vhodny pro detekci velmi nizkého mnoZzstvi Zivychoenrtvych busk hub, i ve smssich.

Z dosavadnich studii seareme setkat s hypotézou Ze FUN-1 barvivo je tramspéno
neznamym proteinem, ktery cirkuluje z Golgiho apamo ¢asti prevakuol. Barvivo FUN-1
muze byt akumulovano v transportnich vezikulach, & pozorovat jako maléervené
bodové struktury v hice. Pro skteré mutanty kvasinek neni barvivo FUN-1 vhodnja
indikator Zivotaschopnosti, nebb@e nevytvél ovalné intravakularni struktury dikygkazce
v cest tiidéni proteini vakuol [33].
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Obr. 17 Fluorescerni emisni spektra suspenze kvasinky Saccharomyaresisiae, ktera byla
obarvena barvivem FUN-1 z LIVE/DEAD Yeast Viabifiu. Po pidani FUN-1 do média,
fluoresceidni emisni spektrum (excitacé& g80 nm) bylo zaznamenano spektrofluorometrem
pri ruznychcasech Bhem 30 minutové inkubai periody. Posun zelené (G) fluorescence
k cervené (R) je zfsoben zpracovanim FUN-1 barviva metabolicky aktivnbuikami
kvasinek [30]

Calcofluor White M2R je fluorescéni aniontové barvivo schopné vyted vodikovée
vazby sB-(1—4) a B-(1—3) polysacharidy. Tento fluorofor vykazuje vysokadinitu
k chitinu, celuléze, a sukcinoglykanu, vytefci vodikové vazby s volnymi hydroxylovymi
skupinami [34, 35].

Vnitini vrstva buaéné stny kvasinek se sklada hlaviz p-1,3-glukanové sita chitinu,
a reprezentujeijblizn¢ 50-60 % suché hmotnostiésy (obr. 18). Chitin se vyskytuje ve
formé linearnichrettzci okolo kiku puperi, v okoli zarodeéné jizvy i v primarnim septu.
Priblizné 10 % z celkového mnoZstvi je rovné&me rozptylené po celém obveédsiny
bunky. VngjSi vrstva butcné stny kvasinek obsahuje mannoproteiny s malym mnaastvi
lipidu, které vy¢nivaji z povrchu biiky. VnéjSi proteinové vrstva zabira okolo 1/3 ze suché
hmotnosti bui¢né sény. Proteiny bu&né sény mohou byt navzajem vazané disulfidovymi
mustky nebo #které jsou zadrzovany v b&tné s&éné iontovymi a neiontovymi interakcemi
[36].
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Obr. 18 Struktura budcné sény kvasinek, strukturni vzorec chitinu
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Obr. 19 Buwiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené poseady LIVE/DEAD Yeast
Viability Kit (4,52uM FUN 1 a 25,25 M Calcofluor White M2R; pH 7,2). Nalevo Ize étid
vytvdeni jasnych ovalnych intravakularnich struktur, réterykazuji ndpadnodervenou
nebocervenooranzovou fluorescenci, doprovazenou redzédené fluorescence cytoplazmy.
Uprosted lze vidt obarvenou bu#tnou stéhu Calcofluorem White M2Rfigemz intenzita
fluorescence je vySSi v oblasti vyskytu chitinarykie lokalizovan zejména v oblasti jizev.
Na obrazku vpravo Ize \dtsouwasnou fluorescenci obou komponent sady. Kultivarek
2 mesice v glukoso-peptonovém kvasinkovém extraktuerabmich podminek. PouZita
filtracni kostka UV-2EC(DAPI) (uprosd) a B-2A (vlevo) a objektiv 40x. Dobagobeni
barviv: 4 hodiny

Obr. 20 Bwiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené poseady LIVE/DEAD Yeast
Viability Kit (2,26 uM FUN 1 a 25,25 M Calcofluor White M2R; pH 7,2). Nalevo Ize étid
vytvo'eni jasnych ovalnych intravakularnich strukturervenou neba’ervenooranzovou
fluorescenci bez zbytkové zelené fluorescencelaytop. Doba fisobeni barviv: 12 hodin

2.4 Obrazova analyza

Nas zrakovy orgdn — oko — pozoruje predt kolem néas afftfom rozliSuje detaily podle
kontrastu, velikosti, barvy (chromatiosti a jasu), tvaru, vzdalenosti atd. Z tohotogoozani
potom vznikne celkovy zrakovy vjem — obraz. Velkali ptitom hraje pamt’ a zkuSenost
pozorovatele, zrakem vSak neumime hodnotit det&imntitativie. Hodnoceni je jen
subjektivni a mze byt icaso¥ promenné (psychofyziologicky proces).rdstozeclovek
doke rozliSuje barvy, pro rozliSeniuznych odstii Sedi neni dostate¢ vybaven.

U ¢ernobilych obrak je pro pozorovateléasto nemozné detekovat v pozorovaném vzorku
jemné odstiny nehbbolidské oko nerozliSi vice nez cca 80 uUrovni jasiederni digitalni
fotoaparaty, kamery ve srovnani s lidskym okem &g\ kontrastgjSi obrazy
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a zaznamenavaji mnohem mensi intenzigtlav Obraz snimany digitalnim fotoaparatém
kamerou ma elektronickou podobu, coz umgé Upravu jeho kvality a automatizované
vyhodnocovani metodami obrazové analyzy.

Obrazova analyzdrfage Analysisbyla vyvinuta pro kvantitativni (objektivni) hodoeni
vlastnosti obrazu. Jeji podstatou je digitalizabeanu a zpracovani vzniklého souboru dat
v pcitaci. Do obrazové analyzy Ize zahrnout vSechny postkfsré umoiuji kvantitativre
vyhodnotit obrazovou informaci z hlediska geomédyah roznéri, morfologickych znak,
optické hustoty, barvy a ptu zkoumanych objelt a pogipad ji porovnavat s jinymi
soubory dat a @ovat miru shody. Relevantni objektiitpm Ize popsat hil prostednictvim
parameti jejich hranice (pokud nas zajimaji tvarové charaktiky) nebo progednictvim
obrazovych boil objekty tvdicich (pokud nas zajima jejich barva, opticka hiasiotextura).

Pcatitatova analyza obrazwtsinou z&ina definovanim standardnich podminek pro dané
meéteni. Tyto podminky musitstat zachovany po celou dobuieni, aby bylo dosazeno
opakovatelnych vysledk Mezi zakladni podminky reprodukovatelnéheremi pati vyber
oswtleni (Uhel osw¥tleni, monochromatické stlo, bilé s¥tlo o definované teplét
chromaténosti, absence okolniho &la, atd.). DalSi nezbytnou operacteg samotnym
snimanim je vy& vhodné optické soustavy (objektiv, mezikrouzky) .kamery ¢i
fotoaparatu, mikroskopu a kalibrace systému. Keibkati systému pét definovani
standardu pro bilou barvu, vhodné nastaveni kamfmpaparatu, mikroskopu (clona,
zaosteni) a poté délkova kalibrace. Kalibrace systéemuaymou podminkou objektivizace
a reprodukovatelnosti &eni. Poté z&n4 samotné snimani. Obraz j&i pnimani
transformovan na matici o definovanémc¢poiadku a sloupt. Kazdy bod této matice
obsahuje informace o své poloze a o hogisufch barevnych slozek.

Pred vlastni obrazovou analyzou se data zpravidlawpir do podoby vhodné k dalSimu
Zzpracovani. Zpracovani obrazim@ge Processirjgzahrnuje tedy kvalitativni Upravu obrazu
pro vyniknuti utité informace. P&t sem tizné techniky minimalizace zkresleni a Sumu,
zvyrazréni gradiend intenzity, hran, Uprava strmosti aupghu kontrastnich charakteristik,
tzv. prahovani Thresholding podle stup#é Sedi i ve tech RGB komponentach, barevné
separace do aenych barevnych prostir atd. Z matematického hlediska se jedna
0 geometrické transformace, transformace jasu,rdlisk linearni transformace, filtrové
operace&i operace matematické morfologie.

K metodam obrazové analyzy datipaakladni analyza obrazku, ktera &p@ v neieni
délek a ploch studovanych objgékha obrazku a dovani histograrn v jednotlivych
barvovych prostorech. Vy¢b detaili je moZzné provad rucné nag. ozn@&enim nebo
ohrantenim pomoci mysi.

DalSi metodou obrazové analyzy dat je komplexrdlyga dat. Vyhoda této analyzy
spaiiva predevsim v tom, Ze nepracuje s jednotlivymi pixdbyaaku, ale s celym obrazkem
najednou. Hodnoti obrazek jako celek z pohledu ojeikh se motiu, jejich zmensenych,
prip. poot@enych kopii [37].

2.4.1 Obraz a jeho reprezentace

Interpretace obrazovych dat je jadrem porosimobrazu. Porozuémi reprezentace
obrazovych dat je slozité. ivodem je zobrazeni ugodré trojrozmérné scény do
dvojrozmeérné obrazoveé roviny, komplikovany a nejednaanjavztah mezi jasem, kterydi
kamer&’i jiny obrazovy senzor, a tvarem povrchu 3D objekd scén, Sum, atd.
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Staticky obraz Ize popsat spojitou obrazovou fumkaiu prostorovych sdadnic v rovir
f (X, y). Obrazova funkceait proménnych se pouzije, kdyz se obrazgmhv ¢aset, tj. f (X, vy, t)
nebo v pipac objemovych obrakf (X, y, 3, nag. tomografu. Hodnoty obrazové funkce jsou
urceny g@islusnou aplikaci, ndjklad odpovidaji skteré ngfené fyzikalni velling (jasu
u obrazu ziernobilé TV kamery, tepléttermovizni kamery nebo schopnosti pohlcovdera
v daném mist objemu u rentgenového tomografu). Abychom mohlraabvou funkci
zpracovat v pdéitaci, musime ji digitalizovat. Digitalizace spiwd ve vzorkovani obrazu
v matici M x N bodi a v kvantovani spojité jasové ur@évkazdého vzorku dé& intervali.
Diky kvantovani nabyva jasova funkce v digitalizoyeh obrazech cettselnych hodnot.
V¢étSina systéerh pro digitalni zpracovani obrazu pouziva kvantovdmk stejnych intervai.
Jestlize je pro reprezentaci informace o obrazoeéementu pouzite bitt, je paet drovni
aproximovan pvodni spojity signal. Vysledkem je dvojrogma maticef celych cisel
s roznéry M x N popisujici obraz [38]:

f(00) flo) .. f(oN-1)
f = : : : (1)

f(M.—J,O) f(M.—l,l) .. (™ —iN—l)

Prvky matice jsou obrazové elementy (pixely), jéjédnota je Grrna mnozstvi sstelné
energie.

V trojrozmerném prostoru se pro objemovy prvek pouziva pojemxel (volume pixél
a ve trojrozrdrném zpracovani dvojrozimych obra# se pracuje se spicelggace intensity
cell). Z hlediska zpracovani digitalizovaného obrazwlgazovy element dale ndidelna
nejmensi jednotka. Binarni obrazy reprezentujirmfaci o obrazovém bédedinym bitem.

2.4.2 Reprezentace barev v péitaci

Dnesni metody ®teni barvy se zakladaji na systémech a standardtarié, vypracovala
Mezinarodni komise pro os&tleni — Commision Internationale d&clarage — CIE. Roku
1931 standardizovala néjezitejSi prvky systému gieni barvy. Byly definovany barvové
prostory, standardni zdroje @eni, podminky ositleni vzorku a detekce odrazenéhétky
byly zavedeny funkce standardniho pozorovatele. ké@instandardniho pozorovatele
piedstavuji spektralni citlivost pmérného normalniho lidského oka nai tzakladni
barvy —¢ervenou, zelenou a modrou. Tyto funkce se nazyi&jitrichromattti ¢lenitelé X ,

y, Z [39]. Ozn&uji se také jako 2° standardni pozorovatel CIE 1Ra&ku 1964 CIE
definovala CIE 1964 dopkové trichromatick&lenitele X,,, Y,,, Z, pro 10° standardniho

pozorovatele. Rozeznavame tedy dva typy pozorayatetliSené podle Ghlu vstupu papisk
do oka a tim i plochy sitnice, kterou barvu vnirh@? standardni pozorovatel vnima barvu
celou sitnici, 2° standardni pozorovatel vnima banejcitlivéjSi ¢asti oka, tzv. Zlutou
skvrnou. Pednost se davadienim za podminek 2° pozorovatele (obr. 21).
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Obr. 21 Kolorimetricky trojuhelnik CIE x, y 1931. Funkeehromatickychcleniteli CIE 1931
a doplikovych trichromatickychlenitek: CIE 1964 [40]

Trichromattti ¢lenitelé definuji, jak se barevny signal, ktery ikrodrazem osstleni od
povrchu barevné plochy, v procesuétami barvy transformuje naiit ¢isla nazyvané
trichromatické slozky, Y, Z.

780
X =k [ S(A)R(A)X(A)dA

380

Y= kTOS(/i)R(A W) k=190 @)
0 | S(A)yA
Z =k [S)R(A)z(1)dA 0

380
kde S1) je spektralni rozlozeni intenzity &elného zdrojeR(1) je spektralni odrazivost
vzorku, X, y, Z jsou funkce 2° standardniho pozorovatele. Konatase voli pro absoluth

bilé €leso na hodnotu 100. Trichromatické slozky jednéméiadentifikuji barvu ve smyslu
barevného vjemu.
Trichromatické sotadnice se ziskaji normovanim trichromatickych dtoze

X Y Z

X=— y=—— z=— ", X+y+z=1 (3)
X+Y+Z X+Y+Z X+Y+Z

Rovnice pedstavuji transformaci 3D barvového prostoru BMZ do 2D CIExyY.
Na definovani barvy sta znat d¢ trichromatické sotadnicex ay, které s trichromatickou
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slozkou Y definujici setlost, ukuji polohu v barvovém prostoru CHyY. Rovina, kterou
definuji trichromatické saadnicex, y se nazyva chromatickou rovinou a souboriadaoic
x ay v8ech barev vytd@ v chromatické rovié kolorimetricky trojuhelnik — diagram
chromaténosti CIEx,y (obr. 21). Obvod kolorimetrického trojuhelniku @&l barvovym
tonam sytych barev. Sémnem do stedu k centrélni neutralni oblasti sytost barvy &les

Pokud mame dany hodnoty $adnic barvyx, y a trichromatickou sloZzkw prostoru
CIE xyY ziskame z§t CIE XYZtrichromatické sloZky takto:

X:xi, Z:(l—x—y)i. (4)
y y

Tento prvni standardni systém hodnoceni barvy avbgch rozdii nebyl uniformni,
tj. barevné rozdily odpovidajici stejnym rozdil barevného vjemu, se v chromatické r@vin
zobrazuji nestejnymi U8kami, jejichz délka zavisi na poloze pozorovanycarel
v kolorimetrickém trojuhelniku. Model se d@b transformuje na modely CIEa™"”
a CIE L'u"v"a dal3i z nich vychazejici.

Roku 1976 CIE navrhla pouzivat dva alternativnivbaé prostory a to CIELU™V"
a CIE Lab"” pro nazorné a matematicky snadné&owméni barev. Tyto prostory jsou
pravouhlé s nepestrymi barvami ve vertikalni oser&reprezentuje &tlost (Lightness L")
v rozsahu od 0 do 100. Nula zname@ny bod a sto bily bod. Chromatické oaya b"
resp. u” a v vytvari chromatickou rovinu. Slozka barvg” popisuje barvu bodu ve s
od zeleno-modré (zaporné hodnoty) g@veno-purpurovou (kladné hodnoty). Slozka barvy
b", kterd popisuje barvu bodu ve &m od modro-purpurové (zaporné hodnoty) po zeleno-
Zluto¢ervenou (kladné hodnoty). Ve istlu kruhového diagramu je neutrdlni oblast,
v prostorovém tvaru pakistlem &lesa, popisujicihoL"ab" prostor, prochéazeji neutralni
barvy €¢erna, stup& Sedé a bila; obr. 22). Pro popis odstinu a sytmdyi definovany d¥
veliciny mérny Uhel barevného tonkw, hy,, @ meérnd cistota chromaC_,C.. . Mé&rny uhel
barevného tondervené barvy je 0°, Zluté barvy 90°, zelené ba®9°la modré barvy 270°.
Syté barvy jsou vzdaléjsi od p@&atku sodadnicové soustavy a maji hodnotérme cistoty
VétSi nez méé syté. Poloha barvy v barvovém prostoru je potomadsotiadnicemil”, C_

a hapresp.L”, C,, ahy, (obr. 22).

Barvovy model CIE 197G "a'b”, byl navrzen tak, aby byl zcela nezavisly nézeni. To
ho umo#uje pouzivat jako barvovy model refeten Velkou vyhodou modell"ab" je
rozsah zaznamenatelnych barev) a dale naprostdeoddasové slozky." od barvovych
slozeka",b".

Gamut neboli barvovy prostor izeni je trojuhelnikova plocha umisé do diagramu
vSech moznych barev, jehoZ vrcholy jsourery zakladnimi RGB sily a tento trojuhelnik
ozn&uje realizovatelné barvy pro konkrétnitizeni. Vrcholy trojuhelnika jsou dany
pouzitymi sw¥tly (fosfory) a barvy mimo tento trojuhelnik jsouamym zdizenim
nerealizovatelné (jsou mimo gamut). Mapelena mimo tento trojuhelnik se zobrazi jako
nejblizSi zelena na obvodu trojuhelnika. Obvyklegssficky vyjaduje jako podmnoZina CIE
chromatického diagramu 1931, coZ je mnoZzina vSeaewrozliSitelnych lidskym okem.
Tento diagram se nezabyva jasem, ale pouze barygju gytosti. A diky tomu jeehledré
zobrazen v rovié a je to vlasté gamut lidského vighi.
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Obr. 22 Barvovy prostor CIE 197&."a"b" a souadniceh,, a C [41]

Souadnice barvy se @ita pomoci trichromatickych slozek vzorku pro
2° ¢i 10° standardniho pozorovatele, jestlize pltiX,, Y/Yy, Z/Z, > 0,008856 pomoci
nasledujicich vztah

a” =500 (LJ —[ij , )
X Y

13 13
b"” =200 Y| |Z£
Yn Zn ’

kde X, Yn, Z, jsou trichromatické sloZzky normalizovanéh@tt.
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Nasledujici pipad charakterizuje nelinearitu ok#& pizkém jasu a je mozno hdignimani
kamerou, ktera nema obvykle takovou citlivost pizké Urovrt jasu, zanedbat. Jestli2€'X,

1/3
YIY,, ZIZ,< 0,008856, pabEXL] 5 7,787[LJ +1_6

) X, ) 116"
Y 1/3
L” = 903,3(—} :
Yn
a” =38935 - 1| (6)
Xn Yn

b =15574 - £ |
Yn Zn

Hodnoty X,, Yn, Z, pro s¥telné zdroje jsou uvedeny v tabulce 1. K popisuvip
pouzivame tedy barvové prostory, kde je kazda bawpsana jedirmymi barvovymi
souadnicemi. Obraz v digitalni podélje dvojrozngrné pole bod — pixeli, z nichz kazdy

ma réjakou barvu. Ta je zaznamenandiselné podob pomoci hodnot sdadnic této barvy
v daném barevném prostoru.

Tabulka 1

Hodnoty trichromatickych sloZzek pro standardnétsiné zdroje dané normou ASTM E308 (Metoda
pro vypa@et barev pednéti: pomoci systému CIE)

Zdroj swtla | 2° standardni pozorovatel CIE 1931 10° standardmdmovatel CIE 1964
Xn Ya Z, Xa Yn Z,

A 109,850 100 35,585 111,144 100 35,200

C 98,074 100 118,232 97,285 100 116,14b
D50 96,422 100 82,521 96,720 100 81,427
D55 95,682 100 92,149 95,799 100 90,926
D65 95,047 100 108,883 94,811 100 107,304
D75 94,972 100 122,638 94,416 100 120,64
F02 99,186 100 67,393 103,279 100 69,02f
FO7 95,041 100 108,747 95,792 100 107,686
F11 100,962 100 64,350 103,863 100 65,60[7

Z chromatickych satadnic a”a b” prostoruCIE L"a™®” Ize vypaitat mérnou gistotu
chromuC,, a merny Uhel barevného tonki,

c2 =@ +p°F, ng=arcta r[ Z_z ] ©)
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Mezi dva nejznarjSi barvové modely p&it RGB model (Red €ervena, Green — zelend,
Blue—modra) a CMYK (Cyan-—azurovd, Magenta— puoyd, Yellow — Zluta,
blacK —¢ernd) uteny zejména pro tisky. Digitalni fotoaparaty pracuparvovém prostoru
RGB a ¥tSina fotografii je v tomto modelu také uloZzena.

RGB model je aditivni model, zaloZzeny n#&davani RGB s#tel na tmavou nesvitici
podlozku (klasicky monitoki televize). Aditivni michani barev demonstroval uok961
Maxwell. Fidanim vSech sitel naplno se vytvid bila (obr. 23). Sad#itéisel RGBuréuje jak
barvu, tak i intenzitu stla. Po doplgni minimalni hodnoty (v psitacich nefastji 0), které
budou odpovidat nulovému dra&rd receptoru (barva nesviti), a maximalni hodnoigd
které je jiz senzor zcela oslepen a dale nevidiimmgni svit barvy). Tato horni hodnota se
v digitélni fotografii pouziva obvykle 255g¢kdy také 4 095. Dale jedba se shodnout na
piresnych barvach jednotlivych RGB slozekjpadré na definici bilého bodwi hodnot
gamma. Gamma charakterizujetivku reprodukce toim Pokud mame ndjad
6 megapixelovy fotoaparat, tak pro kazdy bod obig@ixel) je jeho barva zaznamenana jako
tii ¢isla: R, G, B. Kazda barva je vyjddna kombinacéiselR, G a B, kde kazd&islo mize
dosahnout 256 hodnot (0 az 255). Je tak k dispaztkiem 256 diskrétnich Urovni kazdé
barvy. Kazda barva je tedy vyj&ha 8 bity a popis barvy jednoho bodu vyZaduje i24. b
Fotoaparat umi zaznamenat celkem 16 777 216 barev.

Model RGB nema Zadnourgsnou specifikaci svych zakladnich baksrvené, zelené
a modré a tak vzniklo vice RGB modeNejznandjSi a nejroz§ensjSi je varianta sRGB,
kterd je standardem Windows. Barevny prostor sRGRlefi@aovany ti zdkladni RGB barvy,
bily bod D65 a gammativku. Barevny model SRGB je prakticky zejména prdmodpovida
realnym moznostem zobrazeri3iny monitofi, a pouziva se proto masowvna Internetu.

Barevny prostor sRGB navrhla firma Hewlett Packard sp®lupraci s Microsoftem.
Vychazi z charakteristik #ného monitoru v slaboswtlené mistnosti. fdpokladany typ
osWtleni je standardni CIE iluminant D50 (model pro mieswtlo o barevné teplét5000 K),
arover oswtleni mistnosti 64 lux Okoli obrazovky ma uvaZzovanou odrazivost 20 %,
obrazovka sama pak ma svitivost 80 ctl/ndvoj (flare) 1 % a chromatiost bilého bodu je
nastavena na hodnotu CIE iluminantu D65 (6500 Khtamatické sotadnicex = 0,3127,

y =0,3290). Chromatnost fosfofi obrazovky odpovida standardu ITU-R BT.709/2:
R (x = 0,6400 & = 0,3300), GX = 0,300 & = 0,6000), Bx = 0,1500 & = 0,0600).

YELLOW BLUE

MAGENTA

RED B GREEN  CvaN

MAGENTA L AN GREEN RED

BLUE VELLOW

Obr. 23 Aditivni a subtraktivni michani barev

36



Model RGB si Ize zobrazit jako krychli, v jejichz clrolech jsoucernda, bila,cervena,
zelena, modra, azurova, purpurova, Zluta.

RGB=255,255,0 RGB=255,255,255 CMY=0,00
CMY=0,0,255

RGB=255,0,0 480
CMY=0, CMY=0.255,0

RGB=255,0,255 253,235

- | RGB=0,255,0

CMY=255,0,255

RGB=0,
255,255

CMY=
=255,0,0

Intenzita svétla Cerveného (0..255)

RGE=0,0,0 RGB=0,0,255
3, Intenzita svétla modrého (0.255) CMY=255255255 CMY=255,255,0

Obr. 24 Barvovy prostor RGB a CMY

CMYK model je subtraktivni model, zaloZzeny nacitdni RGB barev ip odrazu bilého
swtla od inkousi. Fridanim vSech inkoustnaplno se vytvid ¢erna barva, neboli vSechno
swtlo je pohlceno. CMY model je teoreticky inversniodelu RGB. Lze ho tedy popsat
stejnou krychli, ale s vychozim bodem v bilé Baas inkousty dogikovymi k barvam RGB,
tedy CMY (obr. 24). VSech mozZnych barev jeba dosahnout jinak, a sice krytim bilého
papiru inkousty — tedy subtraktivni @thci) metodou. PouZzitim inkouiss barvami azurova,
purpurova a Zluta se podobného efektu d4 dosahihoptraxi realné inkousty maji jinou
barvu nez pesné dopikové barvy k RGB.Cerna barva sefjlava pro snazsi realizaci
tmavych barev. Teoreticky nenfibec nutnd, prakticky je ale obtizné wtvaak idealni
inkousty, aby jejich smichanim vznikla opravgirna nehleéina ekonomické hledisko.

Pro rtkteré situace, zejménaipeditaci fotografii pipadré pii grafickych navrzich je
vyhodny barvovy model HSBHyue Saturation Brightnes3 orientovany zejména na
uZivatele, ktery vytviil v roce 1978 Alvy Ray Smith (obr. 25). V literdtuse tento model
¢asto ozné&uje jako HSV Hue Saturation Valug. Jeho pinos je v tom, Ze odpovida
lidskému vnimani (popisu) barev. Zatimco REECMYK jsou modely zaloZzené na michani
barev, HSV model definuje barvyipzenym zgisobem pralovéka a odpovida narpozené
otazky: Jakd je to barva? Jak je syta? Jak §dassi jak je tmava? Je tedy velmi intuitivni
a pro rekteré gipady velmi ndzorny. Barvovy model HSB pouZiva goggako model RGB
také 3 velkkiny pro popis barvy, dava jim ale jiny vyznam. Odstién barvy KHue H)
popisuje vlastntistou grevladajici spektralni barvu (tedy rfapervena, zelena, modrd). Pro
popis barvy se pouzivd uhel na barevném kole varor90—360°. Dohodou se za uhel
0° povaZujecervena, 120° odpovida zelené a 240° modré a 36&°cepvené. Obeense
odstin ozn&uje nazvem barvy, jako jgervend, oranzova nebo zelena. SytSsttration S),
nékdy nazyvana chroma popisuje, jak moc je bawiatd" tedy bez imichani bilé (Sedé).
Na standardnim barevném kole datid sytost od Btdu k okraim kola. Nap. cervena
s 50% sytosti buddizova. Sytost popisuje viastnosti barvy ve smyskcpodu od neutralni
Sedé kcistému odstinu ip stalé hodnat jasu. Nkdy se hovéi i o prechodu od slabého
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odstinu k odstinu zivémim vice ma v sobbarva bilé (5edé), tim vigéstota tedy sytost
barvy klesa. Udava se v procentecki¢gmz sytost 100 % znamena j&stou barvu, sytost
50 % znamena poloi primés bilé (Sedé) a sytost 0 % potom znamena jen odste
(od bilé pocernou), tedy jiz zcela bez barvy. J&8sightness Brekdy tézValue \J popisuje
mnozstvi bilého sitla v rozsahu 0-100 %. Jas je relativnétlast nebo tmavost barvy. Jas
vyjadiuje, kolik s\étla barva odrazi, dalo by se takét pridavanicerné do zakladni barvy.
Prostorovy model HSB je odvozen od modelu RGB. Tentmlel ma tvar Sestibokého
jehlanu, jehoz vrchol méernou barvu (K). Hexagon barev neboli podstava toleftanu
vnika promitnutim barev RGB a CMY na rovinu kolmoutdogri¢ce spojujicicernou a bilou
barvu v krychli RGB (obr. 26). Jasova hodnota resterem k podstad, sted podstavy tvid
bila barva. Sytost je dana vzdalenosti bodu odjetsyanu. Dominantni barvy lezi na plasti
jehlanu,cisté barvy §= 100 %,V = 100 %) jsou u obvodu podstavyi Pohybu po obvodu
ve stejné vysSi od zakladny se postéipmeni barevny tén, sytost a jagstavaji nezrénény.
Prostor HSV ma uité nedostatky, které mohou¢zobvat praci i presném uteni barvy.
K t¢émto nedostatkm pati jehlovity tvar modelu (p zméné hodnotyH se ve vodorovném
fezu pohybujeme po Sestithelniku, nikoliv po jedri&dkruznici) a nesymetrie prostoru
z hlediska jasu. Nesymetrii prostoru HSV z hlediskaujaodstrauje prostor HSL
(Lightness— swtlost). Prostor HSL je v podstabbdobou prostoru HSV. Jehlan je &mm
nahrazen dvojici kuz&| coz pl odpovida skutaosti, Ze nejvicetaznych barev vnimame
pii pramérném os¥tleni (oblast podstav). Schopnost rozliSit barwysié pi velkém ztmaveni
¢i preswtleni. V praxi z dvodi jednodusSich vypoid se jehlanovy model nahrazuje
kuzelovym. V této prezentaci je odstikeln jako trojrozrdrné konické tvéeni barevného
kola. Saturace je reprezentovana vzdalenosti omlackruhového pifezu kuzelem a hodnota
L je vzdalenost od §mtého konce kuzele. Prostorové zobrazeni modelu jdSBodné pro
zobrazeni celého HSB prostoru v jediném objektu,kaldi jeho trojroznérnému prosedi

neni vhodny k vyéru barvy v dvojrozrérnych paitacovych rozhranich.
0773607

Green v

Obr. 25 Barvovy model HSB resp. HSV
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Chceme-li z §akého divodu pouzit jiny prostor, je nutné obrazova datanzierto-
vat tj. paticnym zpasobem zmanit ¢isla, ktera digitalni obrazek tkioV principu neni zadny
problém pevést obrazek uloZzeny mapy modelu RGB na stejny obrazek uloZeny v jiném
modelu (nap Lab"). Jedna se o matematickyepaset nefastji 3 ¢isel, které definuji
barvu kazdého bodu. Jinymi slovy - mist@iSel typuRGBu kazdého bodu (pixelu) budou
v novém modelu aft 3 ¢isla, ale s vyznamerha™®”. Pri praktickém pevodu vzdy nastane
mala ztrata kvality. Jednakizné modely maji obvykletizné gamuty a jednak nutnost
zaokrouhlovani na celéisla v realné 8 bitové representaci provede makump Posuny
zpasobené zaokrouhlovanim jsou ale prakticky nepbsiutelné.

Porekud slozitjsi je situace $ prevoduRGB¢i L'a™®” do CMYK Vyuziti étvrté barvy

(blacK) cla prevod nejednozriay a lze tedy fevést RGB na CMYK mnoha @iznymi

zpasoby. V praxi se potom voli #apob, ktery nejlépe vyhovuje konkrétnimu tiskovému

zdizeni.

e T |

T
C_OP’_B G=%-¥%=3%

R=1%
H=60°x (4 + %) =60°x (4-%) = 200°

B =4
120° )

.240" .

Obr. 26 Projekce odstinu a sytosti barvy z RGB krychle dooroltické roviny tvaru
Sestithelniku. Bily &rny roh krychle vytva vertikalni osu k Sestidhelnikové ra#in
ostatni rohy krychlecerveny, Zluty, zeleny, azurovy, modry, purpurovyu jso

projektovany do vrchdélroviny Sestithelniku [42]
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Transformace barvy z RGB do HSV prostoru definovamdnbtami RGB), kdeR, G aB
jsou v rozsahu od 0 do 1, hodnota nula je minimélhoédnota jedna je maximalni. Ekvivalent
dané barvy v prostoru HSV je definovany néasledujiaiovnicemi. PokudMAX je rovno
maximalnim hodnotarRGBaMIN pak minimalnim hodnotalRGB pak [43]

nedefinovao, pokud MAX = MIN
60°x— "8 Lo pokud MAX=R G=B
MAX - MIN
G-B
60°x—— —  +360°, pokud MAX=R G<B
H = MAX - MIN P : (8)
60°x— SR 1100, pokud MAX =G
MAX - MIN
60°x— ""C 424, pokud MAX =B
MAX - MIN
0, pokudMAX =0
S=q - MIN jinde ©)
MAX
V = MAX. (10)

Vysledna barva je dana hodnotantiS\), kde H je vrozsahu od 0° do 360°
aS Vvrozsahu od 0 do 1. Pokud je hodnidtanimo interval nap 480°, pak od&#eme 360°,
coz odpovida 120° nebo pro —30° je to 330°.

PokudMAX = MIN tedy S = 0, pakH neni definované. Barva nema odstin, jde o Sedou.
JestlizeMAX = 0 tedyV = 0, pakSje nedefinovana, nebdarva jecist¢ ¢erna, tak proto
nema zadny odstin a sytost.

Zpétna transformace do RGB |ze provést nasledujicitaihyz[43]:

H, =[H /60]mod6
f =(H /60)-H,
p=Vv(1-S) (11)
q=V(iL- fS)
t=V([1-(1-f)3s)
Podle hodnotyi stanovime hodnoty RGB takto:
pokud Hi=0 - R=V,G=t, B=p

pokudHi=1 - R=q,G=V,B=p

pokudHi =2 - R=p,G=V,B=t (12)
pokudH; =3 - R=p,G=q,B=V

pokudHi=4 — R=t, G=p,B=V

pokud Hi=5 - R=V,G=p,B=q

Priklad: H =180°,S=1,Vv=1

Hi =[180/60] mod 6 = 3 g=V(1-f9=1(1-01)=1

f=MH/60)-H; =180/60-3=0 t=V1-(1-4)9=11-(1-0)1=0
p=V(1-9=11-1)=0 RGB = (pgV)= (0, 1, 1)
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Rizné zaizeni nepopisuji barvu a nemanipuluji s ni stejrppiisobem. Skenery, digitalni
kamery a poéitacové obrazovky definuji barvu pomoci slozek RGB modetiskové z&zeni
pomoci slozek CMYK modelu. Barvové prostory RGB BIYK jsou pristrojow zavislé.
Razna zaizeni jsou schopné technicky zobrasgmou barvovou Skalu neboli gamut. Systém
spravy barev (Color Management System — CMS) komyenbarevné deformace na
jednotlivych zgizenich aidi proces toku a zpracovani digitalnich obrazowah Roku 1993
vzniklo Mezinarodni konsorcium pro barvu, Interpagl Color Consortium, ICC
a definovalo zakladni prvky systému spravy barepoaadavky na Z#&eni, které s timto
systémem pracuiji. Profil ICC popisuje vlastnostideho z&izeni a doda ho vyrobce nebo si
ho uzivatel vytvéi sam [39]. Profil ICC obsahuje vSechny informakiré systém spravy
barev patebuje @i zpracovani, transformacich a konverzich digitédrbarevného obrazu.

Konverze barvovych hodnot mezi jednotlivymiizanimi se uskutgéuje ve dvou krocich.
Prvnim krokem je transformaceéigtrojow zavislych hodnot jednoho #aeni do pistrojow
nezavislého barvového prostoru (tzv. Profile CotinecSpace, PCS). Prostorem PCS je
standardni kolorimetricky prostor CIEKYZ nebo CIE Lab". V druhém kroku se potom
hodnoty standardniho barvového prostoru transfdrnaupodnoty fistrojow zavislé zézeni
druhého.

ICC standard pro CIKYZ a CIE L"ab“coby PCS pedpoklada, Ze hodnoty odpovidaji
barvam, jak bychom je viti na predloze odrazejici stlo (Cili na papirovém obrazku),
nasvicené pod uhlem 45° a pozorovaném veérsrkolmém k pedloze pi oswtleni o sile
500 luxa standardnim iluminantem D50. Tentoé®ny zdroj modeluje denni &io
0 barevné teplét5000 K a je BZnym standardemipposuzovani barev reflexnictiqaloh.
Jiné barevné prostory mohou uvaZovat odliSné pezaoaio podminky. Mnohé
nag. predpokladaji, Ze zrak je adaptovany namisto iluminaD50 na iluminant D65,
modelujici denni sitlo o barevné teplét6500 K (speciakatieba rkteré ,monitorové” RGB
prostory, protoZe monitor s bilym bodem nastavengne500 K je jas#jSi a uzivatelé tomuto
nastaveniasto davaji fednost). V takovémifpact je poteba i konverzi z/do CIEXYZ
nebo CIE L"a™” hodnoty sosasré jes& transformovat tak, aby odpovidaly uvaZzovanym
pozorovacim podminkam.

2.5 Obrazova analyza s vyuzitim integralnich transformai

Vyznanou roli hraji v komplexni analyze obrazu diskrémmegralni transformace, které
se ali na periodické (nag. Fourierova transformace, sinova, kosinova nebo
Walsh-Hadamardova transformace)viakové (napg. Haarova transformace vyuZzivané p
fraktalni analyze metodou box counting). VyuZitiramovych transformaci je obecn
zaloZzeno na tom, Ze obraZibe byt vhodnou transformacigveden na tvar, ktery je pro dané
zpracovani podstagrvyhodrgjsi. Fi linearnich (integralnich) transformacich setidabbrazu
pritazuji pomoci definované béze jina data (tzv. speklr V €chto spektrech jednotlivé
pixely zvyraziuji urcité vlastnosti (definované bazi) celéhévpdniho obrazu. Bitovymi
operacemi takto ziskaného spektra Ize paki.nagifiltrovat Sum (vysoké frekvence) nebo
naopak zakladni motiv obrazu (nizké frekven&@nz Ize snizit mnozstvi dat popisujicich
dany obraz. Na tomto principu jsou zaloZeny ztrétkemprese dat. Pokud je transformace
ortogonalnt, Ize pomoci inverzni baze dat ziskat linearnie@indlni) transformacitwodni

! Ortogonalni baze — baze v euklidovském prostejiz, kazdé dva vektory jsou na sebe kolmé.
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data. Ortogonalni transformace je zvlaStnibipgdem unitarni transformace, kdy prvky
transforma&ni matice jsou realnésla.
O pouZziti a volb jistého druhu transformace mohou rozhodovat nagigdiivody [44]:
= obraz Ize ve spektralni (frekwvémi) oblasti jednoduseji vyhodnaotit,
= ve spektrdlni oblasti lze provéstekteré operace (nap filtraci) snadgji nez
v originalni oblasti,
= ze spektrélni oblasti Ize snaginvyloucit redundantni slozky,
= spektralni reprezentace obfiamuze byt odoldjSi pi pienosu, neZ reprezentace
originalni.

2.5.1 Periodické transformace

Pfi obrazové analyze se daeptji pouziva diskrétni Fourierova transformace, kosi
transformace a Walsh-Hadamardova transformace. riddpekych transformaci fize byt
baze tvéena harmonickymi (sin, cos), nebo obdélnikovynmgrisifunkcemi.

Diskrétni Fourierova transformacéDFT) je linearni ortogonalni transformace, pomoci
které se transformuje obrédm, ), kdem=0,1,2,.M-1,n=0,1, 2, ..N-1 jsou
souadnice obrazu o velikosil x N, na diskrétni spektrunt@dstavované komplexni funkci
F(k,I), kdek=0,1,2,..M-1,1=0,1,2,..N-1.

M-1N-1

F(k,l) - ZZ f(m’n)e—Zﬂj(mk/M+nI/N) ’ (13)

m=0 n=0
kde j =+/-1 je imaginarni jednotka. K vy@tu spekter obrazsecéasto pouzivaji algoritmy
rychlé Fourierovy transformac@FT) vyzadujici péet datN =M =2', kdei je celégislo.
Je-li transformace aplikovana na realna obrazova, jia realna slozka obrazu funkci sudou,

imaginarni funkci lichou. K hodnoceni se pak uzizé modulani prenosova funkcéMTF),
ktera je oso¥ symetricka [44]:

MTF =Rk, 1)] + Im[F(k, 1)] (14)

Fourierova transformace zachovava symetrii, tealysiormace liché (resp. sudé) funkce je
opct lichou (resp. sudou funkci). Tato skiriest vyplyva pimo z vlastnosti baze, které Ize
rozlozit do sudé realné (kosinova funkce) a lighéginarni (sinové funkce&gsti [45].

Fourierova transformace séasto pouZziva ip ifeSeni diferencialnich rovnic na
oboustran& neohraniené gimce, kde nezavisle pramna ma vyznam séadnice na fimce,
béZneé se pouziva ve zpracovani signaliegstavuje ve své dvojrozmmé verzi dlezity
pomocny prosedek i g digitAlnim zpracovani obrazové informace. Pom&&T lze
posuzovat kvalitu ze srovnani tzv. modulah genosovych funkci.
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Vyznamna nesinusova ortogonalni transformaceN@sh-Hadamardova transformace
(WHT), jeji bazi tvai funkce signum (obdélnikova funkce). Walshovy hdézdunkce jsou
uspdadany podle pdu prichodh nulovou urovni, podolkinjako jsou harmonické funkce
u Fourierovy transformace iszeny podle frekvence [38]. Je zaloZena na systému
Hadamardovych matic s prvky nabyvajicich pouze bbdrl nebo —1 a jejichziislusne
fadky a sloupce jsou navzajem ortogonalni. Trangi@mealny obraZ (m, n) na diskrétni
spektrum pedstavované realnou funkei(k, 1)

M-1N-1

F(k,0)=">" f(m,n)h, h,,, (15)

m=0 n=0

kde hmk @ hny jsou koeficienty tzv. Hadamardovy matidény) Obecna konstrukce
symetrickéctvercové ortogonalni Hadamardovy matidg, kdek =0, 1, 2, ... Ize provést
nasledovs:

1 1 H H H k-1 H k-1
H,=[1 H, = e T O T L
=l H, L —1} ¢ {Hz -Hj i {H ‘sz-l (16)

2

Existuji i Hadamardovy matice jinyatadi nez 2, ale v digitalnim zpracovani obtase
nepouZivaji. Pro Hadamardovu matinitého fadu plati H" ‘H, = n'l, kde H" je
transponovana matice K, | je diagonalni jednotkova matice [44].

2.5.2 VInkové transformace

Vinkova transformace (wodné francouzsky ondulatte transformation pieloZzeno
do anglétiny jako wavelet transform+ WT) neni vlastg jedinou transformaci; jde o jisty typ
transformaci se spaleymi rysy, vzajem& se liSicich podle tvaru zvolené béazové
funkce — matiské vinky. Tyto transformace se objevily az rok@Q 9 praci A. Grossmanna
a J. Morleta jako alternativa ke klasickym iigp transformaci [46]. Princip vyjéeni
ortogonalni bazi, istava nezrnén, ale tato baze je obetmvolena tak, aby umdésvala
¢asovou lokalizaci udalosti i v ziskaném spektrunkdvé transformace tak umagi
tzv. casow-frekvereni analyzd 1D signah [47]. U 2D signdl umoiiuje lokalizovat
frekvence a jejich vyskyt vrowén Vinkovou analyzu lze chapat jakomatematicky
mikroskop, ktery umozuje zkoumat pozorovana data lokélfmisto od mista) #ip rizném
zw¢tSeni optikou matskeé vinky, kterou si Ize zvolit [48].

Vinkové transformace jsou od vSech klasickych ti@msaci odliSeny tim, Ze kazda
bazovéa funkce je lokalizovana. To znamend, Ze gppmvana (ti. ma nenulové hodnoty)
pouze na konmeém ,relativie malém®¢asovém intervalu a jeji hodnoty mimo tento interval
jsou zanedbatethmalé. Vinka je ted¢aso¥ omezeny signal, ktery se objevi, zakmita a zase
zmizi. Tato zakladni vlastnost vinkové transformgctindamentalnim rozdilem od ostatnich
transformaci, kde se pouzivaji nekém& harmonické signaly (sinusovky apod.)
nag. Fouriero¥ transformaci s jejimi harmonickymi bazovymi funhkte jeZ jsou nenulové
na celécasové ose, takze kazda spektralni hodnota je @évlaviplnym pitbéchem signalu
teoreticky oboustrarfnneomezeného trvani. Jestlize se¢pakém mist signaluf (t) objevi

2 Nezavisle pronnou samazjmé nemusi bytas, ale i viiznych aplikacich jde napo polohu, dréhu atd.
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lokalni oscilace fedstavujici zvlaStni znak signalufigméje tato oscilace k vygitené
Fouriero¥ transformaci, ale jeji pozice gasove ose bude ztracena. Fourierova transformace
je tedy vhodna pro popis stacionarnich sign&lnkové bazové funkce pokryvaji gastech

cely casovy rozsah analyzovaného signalu, takze Uplioantgce je zachovana.
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Obr. 27 Porovnani Fourierovy, kratkodobé Fourierovy a vim&@nalyzy; pokryifasov frekverni
plochy [49]

Pokud jde o schopnostasové lokalizace udalosti ve spektru, vinkové fansace
predstavuji alternativu ke kratkodobé verzi Fourigrdvansformace short time Fourier
transform — STFT) s posouvanynéasovym oknem - Gabor-Fouriegowransformaci,
v diskrétni podod znamé pod ozrenim spektrogram [47].iPtéto transformaci je pouzito
okno, které ase ohrari kratky Usek signalu a umozni &ruréovat spektrum v daném
¢asovém intervalu. Z obdoby Heisenbergova princiguriitosti vyplyva, Ze nelze sg¢asré
piesré urcit frekvenci a polohu jejiho vyskytu ¥ase. Proto ma uvedeiiéSeni pratasow
konstantd Siroké okno pro vSechny kmitty velkou rozliSitelnost ve frekvenci a malou
v ¢ase a naopak pt@asow uzké okno velkou rozliSitelnostéase a malou ve frekvenci. Ideou
vinkové transformace je vhodnou &mou Sfky okna v ¢ase a jeho tvarem dosahnout
optimalniho pordru rozliSitelnosti véase a frekvenci. Pro nizké frekvence je okno §msi,
vysoké uzsi, a proto nizsi frekvence jsou Iépeifenly frekvetiné a vysSicasow (obr. 27).
Vinkova transformace navic odsitge dalsi nevyhodu vSech metadso¢ frekvertni
analyzy zaloZenych na Fourietkowransformaci, které pouZivaji harmonicky@asow
neomezenych bazovych funkci. Tou je ipbh velkého p&u harmonickych slozek pro
vyjadieni strmych pechodi v ¢ase. Signaly¢asto obsahuji ostré hrany, impulsy nebo
nespojitosti a k jejich vyjaéni ve Fouriero¥ spektru (nebo jinych klasickych spektrech) je
titeba mnoha spektralnich koeficienNaproti tomu, vinky jsou generovatiésovou dilataci
z jediného vzorku, takZze stasré s prodluZzovanim jejich délky klesa frekvence fmiith
oscilaci. Vyjadeni kratkodobych slozek signatiaso¥ omezenymi bazovymi funkcemi je
snazSi a vede k menSimucho aktivnich slozek ve spektru nez #fgact harmonickych
bazovych funkci.

Vinkova transformace pouziva korelaci vstupnihondig s fizr¢é roztazenymi verzemi
matdgské vinky a detekuje podobnost vstupniho signdhizse roztazenymi verzemi
matdské vinky. Zakladem vinkové transformace je tedyistini vinky nacast nebo cely
prabéh signalu. K tomu je pétba zrgnit méritko ve vodorovné ose (frekvence), ve svislé ose
(amplituda) a posunout vinku ve vodorovné ose (p@joTakto vzniknou koeficienty, které

N w7

signél utuji. Tyto parametry se oz&agji jako mefitkova funkce @(t) (scaling fiction,
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father wavelét Vinkova transformace tedy zpracovavé signal pdnmanslaci a dilataci jisté
zakladni funkce. Podle pouzitych koeficignize tyto translace a dilatace hierarchicky
uspdadat do stromové struktury, kde vynikne schopndskoxé transformace analyzovat
signal na fiznych udrovnich rozliSeni. Tato struktura urg® velmi rychle provagt primeé

i inverzni vinkové transformacefodné se pouzivala jedna vinka pro cely proces analyzy,
dnes se ale provadi testovani vikenych vinek, takzefibyla jeSt informace o druhu vinky.
Tvar vinky je popsén tzv. vinkovou bazovou funid(t).

Bazové funkce nejsou u vinkové transformadesg predepsany. Zgnou piibéhu
bazovych funkci fizeme ndnit vlastnosti transformace podle poZzadavkteré jsou weSeni
aplikace kladeny. Vyr tvaru vinek sice skyta velky stupeolnosti, glesto vSak musi vinky
tvorici transformani bazi sphovat jisté pondrné prisné pozadavky. Na vinku jsou kladeiiy t
zékladni pozadavky: hladkost, rychly pokles v nekom a co mozna nejvysSSi el
nulovych momernt. Vinkou miZze byt kazda funkce s nulovouesini hodnotou, diky které
ma pibeh, ktery vyjaduje pomalejSi nebo rychlejSi 2Zmu. Teorie navrhu vinek je zaloZena
na dosti nartné matematické teorii, existuje vS&kda standardnich typvinek (Haarovy,
Daubechiesové, biortogonalni, tzv. coiflety nebonkty apod.), jejichZz vlastnosti jsou
podrobré popsany a které pokryjitsinu Eznych poteb analyzy a zpracovani sighd#i7].
Nekteré vinkové baze maiji fraktalni strukturu (haPpaubechies skupina) a poskytuji velmi
prirozeny zmsob analyzovani frakt&l[50]. VInky Daubechies maji také kafmg paet
nenulovych prvi, coz odpovida filikm typu FIR {inite impulse respon¥elmpulsni odezvy
téchto filtrd udavaji frekvedni charakteristiky horni a dolni propusti, kteréuspouzity
pii transformaci pomoci banky fifir VSeobec# je davana fednost biortogonalnim vinkam,
ti. bankdm rozkladovych a rekonstimkch filtrd se symetrickymi  impulsnimi
charakteristikami. Impulsni odezvou je mySlena wgai posloupnost hodnot, ktera vznikla
jako reakce filtru na vstup jediné jednotkové hadginge vstupni posloupnosti. Biortogonalni
badze jsou takové, znichZz jedna je linearnim zadwbm druhé a které vzajemnym
vynasobenim tvd jednotkovou matici. Skupinat¢hto vinek umo#uje odvodit dlezité
vlastnosti, které peebujeme pro rekonstrukci signaluobrazu. Misto jednoduché vinky se
pouzivaji d¥ vinky, jedna pro rozklad a druha pro rekonstrukci.

Vinkova transformace nasla za posledni desetiledk& uplaténi viad oblasti, nap
filtraci signah (potlatovani Sumu) a obréz jejich analyze (popis obrisobjekti) i
kompresi. Podle aplikace se pouzivagmé modifikace vinkové transformacei Ritraci se
neiastji vyuziva dyadické vinkovéa transformace (DWT) alrgymi vinkami (ortogonalnéi
biortogonalni) a to jak s podvzorkovanim, tak i Ipezlvzorkovani. Varianta DWT do jedné
arovre bez podvzorkovani je vho#si pro filtraci, ovSem za cenw&téi vypaetni nargnosti,
protoZze se jedna o redundantni transformaci. VIdktnansformace se da vyuZit nejen
ke kompresi, ale i na zrychlenygmos kvalitnich obraizv pomalejSich sitich, jako je v dnesni
dob Internet. Princip takovéhoig@nosu spéiva v prvni fazi v penosu jen velice malého
poctu vinkovych koeficient obrazu, ze kterych se rekonstruuje jeho rozmazgiitdljzna
verze. S postupersasu postuph pribyvaji koeficienty, pomoci kterych se dap)i detaily
v tomto rozmazaném obraze.
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2.5.3 Spojité vinkoveé transformace

Spojita vinkova transformacedntinuous wavelet transformmCWT) je definovana jako

[

Sewr(@.b) = [ s{thy, (tet (17)
t//a’b(t):iw(l—bj, a>0,b0R, (18)
a a
Proy (t) musi platit
[w(t)dt=0

Hodnoty spektra (koeficienty) dvojrozZmé funkce Scwr(a, b) dvou redlnych
proménnych a a b, jez gedstavuji polohyb a Sftky a vinkovych impul#, jsou dany
korelanim integrdlem mezi analyzovanym signals(t) jedné realné proémné a vinkovou
bazovou funkc(l/\/g)w(t/a—b), jiZz je konkrétni vinka vygenerovana ze zakladmiteské

vinky w. MnoZina funkcig,, (t) tvori ortogonaini bazi ay,,(t) se nazyvaji dané vinky.

Aplikaci CWT tedy ziskame&adu koeficienl vyjadiujicich podobnost signalu a vinky.
Charakteristickou vlastnosti vSech vinovych transfaci je, Ze zakladniiedpis vinky tzv.
zakladni matisk& vinkay, je stejny pro vSechny vektorg,(b). Parameta, ozn&ovany jako
métitko vinky, meni Siku vinky, a tedy ovladacasovou dilataci funkce; peékeni
ginitelemya  zaji¥uje zachovani energie vinky. Volbougtitka a Ize, takéfidit rozsah
frekvenci, pokryvany ve spektru konkrétni vinkoual® hodnota ®ftitka a odpovidé rychle
se ménicim detaiim a tedy vySSim frekvencim, a naopak velka hodnitiaym frekvencim.
Parametrb ovliviuje ¢asovy posun funkce podéasové osy, ®ni polohu natasové ose
(translace)dceiné vinky vi¢i mataské vince. Zrmina tohoto parametru umide postups
pokryt vinkami utitého konéného trvani celgasovy rozsah signalu. ldentifika¢asového
umisgni spektralnich hodnot je ovSem moZnéresposti, odpovidajici délce konkrétniho
signalu. Translaci a dilataci m#gké vinky, kterd odpovida konkrétni bazi Ize vyivo
skupinu zakladnich funkci majici analogicky tvaal® detaily o CWT Ize nalézt v [51-54].

Algoritmus CWTje néasleduijici:

1. Zvolené vinka se umisti nadadek signalu a vypite se koeficient CWT.

2. VInka se posune agdem ugeny krok doprava a spia se koeficient.

3. Tento postup se opakuje az do dosazeni konkélsig

4. Zménime ngfitko vinky (roztahneme nebo smrstime) a opakujerokykl az 3.

5. Krok 4 opakujeme pro vSechna zvolengitka.

Pokud ma byt transformace invertibilni, bazové fimknusi byt vzajentnortogonalni
a musi mit nulovou #&dni hodnotu.

46



2.5.4 Diskrétni vinkové transformace

Pro ziskani diskrétni spektralni reprezentatisc(ete wavelet transform DWT) je nutné
dvojdimenziondlni spojitou transformaci vzorkovéttomuto &elu se pouZzivd dyadické
vzorkovani, pi némz uzlové hodnoty paramétjsou dany jako

a=2)b=ak =2'k proj, kcelégislo, j > 1

0,020 3r-2x) o)

kde j urcuje mefitko, k polohu. Mtitko a je tedy vzorkovano v dyadické posloupnosti,
zatimco ¢asova osa je dlena rovnomirné. Vzorky spektra nesou v takto stanovenych
bodech (obr. 28) Uplnou informaci o originalnim reitu, ktery tedy riize byt dokonale
rekonstruovdn na zakladtéchto diskrétnich koeficiefit spektra. Hustota vzorkovani
spektralnich hodnot ¥ase se zmen3uje se figiajicim ngtitkem a. Diky ortonormalig® pak
takto zvolena vinka umdgije neredundantni dekompozici signalu, tzv. analgazunoha
rozliSenimi neboli viceurawovou analyzu rultiresolution analysiss MRA; decompositiof
Tato analyza je vhodna pokud signal obsahuje kdatisovysoké frekvence a dlouhodob
nizké frekvence. Vinkova funkag ma charakter pasmové propusti duje detaily signalu.
Meritkové funkce ¢ (scaling fiction, father wavelet)predstavuje komplementarni
dolnofrekverini propust, a pomoci ni se ziskava aproximace ksigna

Podobr jako u vinky musi ri¥itkova funkcegspliovat podminku fipustnosti

Tcﬂ(t)dt =1 (20)

DalSi krok g vyvoji dyadické diskrétni vinkové transformace WD) je vzorkovani
analyzovaného signalu katreého trvani se vzorkovaci perioddy které lze interpretovat
jako disledek pouziti vzorkovanych vinek namisto spojitypefinicni integral je tak ovsem
nahrazen sattiem. Obvykle se pak pracuje s pramymi indexy j, k, nalezejicimi
k dyadickému schématu [47].

pak

N-1

Sowr (J k) = 2.5h (t)(/jj,k (t), (21)
n=0
kdes, =s(nT) jsou vzorky signétlu(l/\/g)z,z/(t/2j - 2! k) je bazova funkce diskrétni vinky, jez
je v neiitku 2, N je paset vzorki signalu. Diskrétni spektrum ma celkévnhodnot, ¢etne
sttedni hodnoty signalu a {set spektralnich koeficietina utité arovni jeN/2*,

DuleZitou roli gredstavuji tzv. nulové momenty. Vinka(t) ma k nulovych momerit
jestlize o
[wlthd=0 (22)
proi =0, 1, ...,k — 1. Kazda fipustna vinka m& alespgeden nulovy moment. Ma-li

vinka w(t) k nulovych momerit, pak vSechny polynomy az daduk — 1 Ize vyjadit jako
linearni kombinace posunutiétitkovych funkcig (t — k), kdek je celécislo. Znamena to, Ze

% Ortonormalni baze — baze v euklidovském prosti@ji; kazdé dva vektory jsou na sebe kolmé a kazdy
vektor je jednotkovy.
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pokud podrobime analyze s mnoha rozliSenimi polymagth fddu nejvySek — 1, vSechny
vinkové koeficientyc, , :<p,l//j'k> budou nulové prg> 0. Pokud by se v signalu hladkého

charakteru vyskytla ,singularita®, odrazila by sdad skuténost v analyze s vicenasobnym
rozliSenim tim, ze pouze v mispiislusSné této singulagitby koeficienty gk proj > 0 byly
nenulove.

S patem nulovych momeiitje Gzce spjata tzv. hladkost vinky. Hladkost udéisio,
kolikrat muze byt funkce diferencovatelr@m vetsi je pdet nulovych momerit tim vetsi
hladkosti vinka disponuje.
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Obr. 28 Dyadické vzorkovani v prostorwiitko —cas [47]

Grafické vyjadeni vinkovych koeficierit v roviré (b, a) se nazyva scalogram nebo
vinkovd mapawavelet mappbr. 29).Scalogram s#uje ¢asow-frekvereni lokalizaci vlastnosti
DWT. Frekverini osa je obvykle ozwana jako mifitko. Souvislost mezi #titkem
a frekvenci detekovanych sloZzek se musi stanoyaneakaZzdou vinku zvIas Doporigenym
postupem je nalezeni éfitka, @i kterém nastava maximum vinkovych koeficienpii
transformaci sinusovky referémi frekvence. U &kterych vinek je souvislostima (Mexican
hat, Morlet), u jinych (Daubechies) je vztah digilni [55].
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Obr. 29 Zobrazeni vinkovych koeficiénpo dekompozici do paté dravrDlouha okénka v 5. arovni
poskytuji nejlepsi frekveni rozlideni. Uzka okénka v 1. Grovni maji nizkékdemni
rozliSeni, ale dobré rozliSe@asové. V grafu je kazdy vinkovy koeficient rozkladbrazen
jako barevny obdélnik, jehoz barva odpovida frekvkoeficientu [56]
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2.5.5 Realizace vlkovych transformaci bankami filtni

Dyadické DWT a IDWT jsoucastji formulovany v podob rychlych algoritni,
realizovanych jistym typem bank filtr Tato realizace umdhbje prakticky uZziténou
interpretaci spektralnich hodnot jako hierarchideéompozice signalu a stasré umoziuje
také zavedeniasténych (neuplnych) transformaci. Z hlediskalicového zpracovani signalu
je mozné peateini vinkovou funkciy povazovat za dolnopropustny filtr s mezni frekvenc
v polovirg normalizovaného frekvéniho rozsahu, ktera je zavisla naiitku mocninou
dvou [57]. S rostoucim #hitkem roste $ka pasma tohoto filtru. Dekompozici signélu Ize pak
provadt dvojici zrcadlo¥ kvadraturnich filth (QMF), z nichZ jeden je typu dolni propust
(scaling filter; otcovsky wavelgt druhy horni propusty (wavelet filtej. Par kvadraturnich
filtra, které maji komplementarni propustnd pasma lzepathfako ortonormalni jadro
transformace. Podle vychozi formulace vinky jsokeny filtry h a g. Negasgji je
z mefitkové funkce godvozen nititkovy filtr, ktery mé& charakter dolni propusti. Po
normalizaci podlenim normou poskytne koeficienty dolnopropustnftiiou h. K nému se
vypatitd horni propustg jako komplement (kvadraturni zrcadlovy filtr). lodpni
charakteristiku odpovidajici dolni propusti |zewgfit jako

9o(n) = (-1)"ny(M, ~1-n), (23)
, kde index nula znamena nulova uraeMy je skut€éna délka filtru na drovni nula. Filtry
s kon€nou impulsni charakteristikou (tfypu finite impulse response FIR) jsou pesré
definovany N hodnotami této charakteristiky, které tvcosowasré vektor systémovych
konstanth = [hy], kde n0(O,N - 1.

V praxi vSak nikdy nelze dosadhnout toho, abychoekali kvadraturni zrcadlové filtry
idealniho piibéhu. Riznym vinkdm odpovidaji rozdilné délky impulsnicterevh(n) a g(n).
Neékteré maji dokonce nekotr® mnoho koeficient, jiné, nap. vinky Daubechies maji
koneiny paiet prvki, coZ odpovida filikm typu FIR. Impulsni odezvyethto filtrd udavaji
frekvertni charakteristiky horni a dolni propusti. U vingksSihoradu (&tSi délky impulsni
charakteristiky neboli &Siho pd@tu koeficienti filtru) dochazi k menSimu vzajemnému
piekryti spekter a tim i k menSimu aliasingu. Lzeytpdznamenat, Ze s rostoucfiddem
vinky dochazi ke zvySeni strmosti modulovych krétiewych charakteristik a tim i k lepSimu
odcEleni pasem dolni a horni propusti. Filtr doIni prsp p‘enese nizké frekvence a potla
vysoké frekvence (detaily, Sum), ale n€éminpaet vzorki v signdlu. Horni propust je filtr
odstraujici z obrazu slozky nizkych prostorovych knitfoa pivodni stejnosrrnou slozku.

Dolni propust poskytuje vzorky oztmvané jako aproxintai koeficienty ¢A) a horni
propust detailni koeficientycD) na arovni nula. Ziskame tak vSak dvojnasobn§epdat. To
je dvakrat vice nez piabujeme pro reprezentaci signalu. Vystupy oboutfilisou
podvzorkovany na polovinu vstupnich vzorkTo lze «init proto, Ze filtrovany signal
obsahuje vzdy polovinu frekvéniho spektra origindlu. iP operaci podvzorkovani
(decimace; ozn=eni ,|2") se zachovaji pouze sudé vzorky a vypusti seli©iky decimaci
je celkovy pa@et koeficientt po jednom kroku filtrace rovenipodnimu pétu vzorki signalu
N. Koeficienty aproximace lIze dale analyzovat shadmgzkladem filtry a obdrzet tak dalSi
soubor koeficierit aproximace a detdil vysSich fadl. Na kazdé dalSi arovni je pet
vystupnich vzork polovicni ve srovnani stpdchozi arovni. # kazdém dalSinfadu této
operace se zdvojnasobuijeiitko (pii prvnimfadu mame witko 2 pi n-témiadu 2). Tak
lze pokr&ovat az do w§erpani vstupni sekvence. V zadné filtra Grovni se neztraci
informace, je mozné zastavit proces dekompozicerékoli vhodné drovni. V aplikacich je

49



casté, Ze aproximaci nadité urovni neni teba déle analyzovat, nebo dokonce, Ze tato
aproximace je pravtim, co potebujeme jako vhodny popis signalu. Vyhodou reabzagVT
pomoci popsané banky filtrje, Ze umoi#uje neuplnou diskrétni vlkovou transformaci.
Reprezentace signalu, ktery je popsan svym apra@xiimmavektorem a vektory detailu je
ozna&ovana jako hierarchicka dekompozice signalu. Nackgsyramidového algoritmu
ziskame vinkovy rozkladovy stromwévelet decomposition treePostup filtrace pomoci
tzv. pyramidové struktury je znazémna obr. 30.

netpiné
dekomprimovane

dekompozice DWT spektrum
HP fitr |—|¢ " o0 | |
hy Lo
vstupni | & |
signal s | = |
3
HP filtr D | © ]
h V2 i 2|
DP fitr oA ; HP i p | &1 (poke)
2
DP filr A | &1
; 3]
DP fitr A ||
I |
Al | D DWT
nelipha DWT dekompozice signalu
A3 20 10 D
,,"I -------- uplna DWT dekompozice signalu
kA | KP | k-1P k=20 | s
k =log,N -1
Obr. 30 Dyadicka DWT-dekompozice signalu [47]
Jednotlivé konvoluce s decimaci Ize formulovat edgjicimi vzorci [57]:
N
CAy.(K) = X h(m = 2k)cA, (m)
-1
) (24)

N

cDp.a (k) = 3. g(m—2k)cA, (m),

m-1

kdecA,, cDy, jsou koeficienty aproximace resp. delaitétitka pJ(0,P) aN je délka vstupni
sekvenceA,, cAo=1 (n).
Pri vinkové svazkové transformaaivévelet packet transfornWPT), ktera je zobeénim

v v AL

vinkové transformace, je do vysSiiddi rozkladana aproximace i detail.
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Pokud analyzujeme signal sgem vzorki N, dostavame podle algoritmu popsaného vyse
N koeficienfi. ProtoZze nedochazi ke zttdmformace, je popis neredundantni. ProtoZe jegopi
aplny Ize stanovit i inverzni transformaci. Operagedvzorkovani se nahradi operaci
pievzorkovani (za kazdy vzorek se da ntilanterpola&ni hodnota mezi ddma nasledujicimi
vzorky a umisti se meziapodni vzorky tak, aby se nachazely na lichych dohica misto
puvodnich filtni se pouZiji rekonstruai filtry.

2.5.6 Haarova transformace

Haarova transformace je nejjednodussSi dyadickarddiskvinkova transformace z#&dy
vinkovych transformaci. V roce 1909 nalezl A. Haatonormalni systém a poprvé pouzil
zakladni mysSlenku vinkové teorie: popisovat progtiunkci pomoci celgiselnych translaci
a dyadickych dilataci jedné jediné funkce. Dyadickdilataci funkce se rozumi nasobeni
argumentu této funkce ¢@mkou mocninoucisla 2. Haarova transformace je podobn&
Hadamardo¥ transformaci v tom, Ze ma pravouhlé (gistech konstantni) bazové funkce.
Haarova vinka fedstavuje velmi jednoduchou vinku, kterd ale neumj hladkou
rekonstrukci signalu. Byvéasto nazyvana Daubechiggdu 1. Haarova vinka je nespojita
a jeji pmbeh pripomind skokovou funkci, dale je symetricka, ma gaktni nosi a je
ortogonalni.

B&zové funkce vinky jsou [58]:

R LAY 25

;,t) @w(zj 2 kj (25)
1 0<st<1/2

kde w(t)=4-1 pro 1/2<t<1. (26)
0 jinak

Haarova transformace vyuziva nesymetrické Haarowaticm, jejiz prvky jsou 1, -1
nasobené mocninami2 nebo 0. Jadro této transformace jelro 1, 2, 4, 8 [59]:

1 1 1 1]
Y {1 1} 11 1 -1 -1
! 271 -1 V2 -J2 o o |
0 0 2 -42]
(1 1 1 1 1 1 1 1 ]
1 1 1 1 -1 -1 -1 -1
J2 2 -J2 -J2 0 o o0 o
L .|0 0o o o J2 N2 -2 -2
® 12 -2 0 0O 0 0 © o’
o 0 2 -2 0 0 O 0
0 0 O 0 2 -2 0 0
0 0 O o 0 0 2 -2]
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7 w2

Jednotlivéradky reprezentuji tzv. bazové funkce, n& rse rozklada transformovany
signal. Prvnitadek matice definuje igdni hodnotu signalu a ostatni bazové funkce udavaj
vahové atasow razre rozsahlé atizné posunuté rozdily fiméra vzorki. Jsou to: ve druhém
fadku rozdil mezi levou a pravou polovinou signakifretim respctvrtémiadku rozdil mezi
prvou a druhoutvrtinou, resp. mezireti actvrtou ¢tvrtinou signélu atd. Posledni®i2 fadka
poskytuje rozdily mezi ddma po sob jdoucimi vzorky ve vSeciN/2 moznych posunutych
pozicich. Vysledné hodnoty transformace (tzv. koefity transformace) tak mohou byt
interpretovany jakaiaso¥ posunuté diference éanym casovym ndtitkem [47]. Haarovy
bazové funkce mohou byt také interpretovany jakebso ortonormalnich vinek sznym
casovym ndtitkem (funkci, jejichz izné formy ziskame roztaZzenim nebo ¢&tdm podle
casové osy)Vinkové koeficienty v matici jsou uspédany tak, Ze liché sloupce obsahuji
uspdadani vinkovych koeficiedttak, Zze se chovaji jako vyhlazujici filtr,fadky obsahuji
uspdadéani vinkovych koeficiefit s tiznym znaménkem, které slouzi k odkryti datovych
detail.
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Obr. 31 Bazové funkce Haarovy transformace [59]

Na obrazku 31 Ize vid skupinu Haarovych vinek, umidjici analyzu konéného Useku
signalu. Poslednich osiadki reprezentuje vinky pra = 1 s¢asovym posuner, ktery se
zvétSuje od 0 do 7 v krocich po 1, vy$§jti fadky jsou vinky pra =2 ab =0, 2, 4, 6, atd.
Prvnitadek slozi k vypétu stedni hodnoty signalu jako prvniho spektralniho laefitu, je
Vv jistém smyslu dopkem maximalg dilatované vinky & = 8,b = 0 na druhéniadku [47].
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Jednodimenzionalni Haarova transformace
M¢&jme danou posloupnoz{sn},'f:l={§,Sz,...,SN}. Pak @i kazdé urovni rozkladu zadané
posloupnosti pomoci Haarovy funkce Ize ziskbf{2 koeficienfi v obou \tvich

dekompoziniho rozkladu. Prvni &ev slouzi k detekci rychle pramnych sloZzek signélu
a [islusné vinkové koeficienty seduji ze vztahu:

d= S
n 2 !
Rovnice - vinkova funkce odpovida vysokofrekseimu filtru (HP-filter) a Ize z ni vypéitat
vinkové koeficientyd, (rozdily). Detailni data jsowt8inou mal&isla.
Druhd \tev slouZi k detekci pomalu prémmych sloZek signalu afiglusné koeficienty
(,scaling coefficient$ se ukuji pomoci vztahu:

n=1,2, ...\ (27)

+
@:35?2, n=1,2, ...N. (28)

Rovnice — ndfitkova funkce odpovida nizkofrekwarimu filtru (LP-filter) a Ize z ni vypéitat
koeficientya, (praméry). Priméry davaji reprezentaci signélu s hrubSim rozliSeairnzdily
informaci potebnou k vraceni hrubé reprezentacét r@a originalni signél. Pokud originalni
signal ma gjakou mistni souvislost, n&églad pokud prvky maji hodnoty hladce seéniti
funkce, pak hrubda reprezentace budeétépodobna originalnimu signalu a detail je velmi
maly a tak niZze byt vhoda reprezentovan. NejhrubSi hladina signalu obsajarejeden
prvek, ktery je pkmérem vSech prvk originalniho signalu, nafklad nulova frekvence
signalu.

Ziskané koeficientya, se stavaji vstupem do dalSiho kroku vinkové tramséce.
V ptipad, ze N = 2= je tedy mozny rozklad dba Grovni. Rivodni posloupnosi prvki je
nahrazena vypdtanou fadou koeficient vtomto pdadi: posledni vektor, nasledovan
tfadou koeficient, jejichZ velikost vektat je vziistajici mocninou dvou 8224, 22, ..., N/2).

Pro naslednou rekonstrukci po dekompozici do priwivre Ize z tchto rovnic ziskat
puvodni signal pomoci vztah

s, =a, +d,
_ (29)
S =&~ dn
rozli§eni signal dekompozice  rozdily — detailni rekonstrukce 1 dn2 di do
koeficienty
4 B a3 (B+a)2=6 B 413 / / / /
(1+3)/2:2 S —tn S — Sy 0 e —_— 5; —& 5,
(8-4)/2=2
ime (1-3)2=-1 L L a du 1
prumery
6+2=8 \ \ \ \
6+2)/2=4 6-2=4
2 6 2 ( 2 -1 S) == Sy —W 5, .. — Sy g —— Sp
62l (6-2)/2=2 -1 2+(-1)=1
2-(-1)=3
1 [4] [4 22 - [2] 4+2=6
4-2=2

po normalizaci {4 2 i __1}
2 \2

Obr. 32 Priklad dekompozice 1D signalu
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2.5.7 Vicerozmérné signaly

Bézre se pouzivaji transformace siginggdnorozngrnych. Ri transformaci obrazku, ktery
je signalem dvourozénnym, je nutné transformacitipptisobit. Lze postupovat dmna
zpasoby. Bul’ nadefinujeme dvourozgmou transformaci, nebo aplikujeme jednorgemou
transformaci nejprve ngadky, resp. sloupce matice dvoura@zmého signalu a naslegima
sloupce, resgadky matice dvourozénného signalu.

Maticové vyjadeni imé dvojroznérné diskrétni linearni transformace obrazu, ktery |
reprezentovan matici cely¢iself a ma rozrary M x N je sowin matic [38]

F=PfQ (30)

kdeP aQ rozmeru M x M, resp.N x N jsou transforméni matice.
Pomoci soéti Ize vztah vyjatit jako

M-1IN-1

F(u,v) =YY Pu,m)f (mn)Q(n,v), (31)
m=0n=0
kdeu=0,1,..M-1;v=0, 1,..., N -1 jsou diskretizované prostorové frekvence.
Pro regularni (. maji nenulové determinanty) m&atP a Q lze zapsat inverzni
transformaci
f=P'FQ" (32)

Rychlou vinkovou transformaci matice detdR™" ve dvou dimenzich s hloubkadyy
v prvni dimenzi a s hloubko\y v druhé dimenzi Ize definovat [60]

vy =wnEW )y =wh i) (33)

2D vinkova transformace se sklad@dz1D vinkovych transformaci matideé a pak je
provedend\ 1D vikovych transformaci sloupanaticeF @V"N )T.

Vynikajicim prostedkem pro zpracovéni obfazse ukazuje byt skupina 2D vinkovych
transformaci. Zakladnimi vyhodami je jednak lokahiany charakter bazovych funkci, ktery
umoziuje Usporné vyjaavani lokalnich vlastnosti obrazu, zejména hrarazla déle s tim
souvisejici schopnost simultdnniho zpracovani telgbrazi. Kontury a hrany objektu
v obraze jsou velmiidezité proc¢lovéka z hlediska porozugni obsahu obrazu. Na zékéad
kontur rozezndvame tvary a jednotlivé prvky obrgejich barva nebo textura je obvykle
druhdada. Tyto kontury a hrany jsou reprezentované vzawta vyznamnou zénou barvy
nebo jasu a tyto zény jsou dobe detekovatelné prawWT. WT davéa vysoké hodnoty signalu
v mistech vyraznych hran a nulové hodnoty v plobrg&&onstantni intenzitou nebo barvou.
Zachovani jené&chto vysokych hodnot odpovidajicich hranam v obrazedstrasni vSech
ostatnich umaiuje vyraznou redukci objemu dat &itpm zachovéa zakladni strukturu obrazu,
kterd je tak dlezita z hlediska porozuini jeho obsahu.

Pokud mame vstupni obraz velikosti 8 x 8, kteryMyj@drit matici 8 x 8, kde kazdy prvek
matice pedstavuje hodnotu jednoho obrazového bodu (pixé€la}o matice jfedstavuje
zpracovavany obraz a na ni se aplikuje 1D DWT iiegdv rdmcitadki a pak sloupi.
To znamena, Ze obraz je rozloZzen na posloupnostopd jdoucichiadki a pak sloupi
(standardni dekompozicfs8]. Vysledkem jsou hodnoty vSech detailnichfi@enta a jediny
koeficient celkového giméru. Pokud mame obraz o velikostvercové matice 2x 2" pixeli
lze pouzitnestandardni dekompoziobrazu, coZ je alternativa mezi operacemiiadky

54



a sloupce (obr. 33). To znamend, Ze se vstupnilsigeeha projittadou filti typu horni
propust k analyze vysSich frekvencitadou filtni typu dolni propust k analyze nizSich
frekvenci. B prvnim kroku jsou ziskany pmeéry a rozdily dvojic v kazdénsddku obrazu.
Pokud mame r2hodnot ziskama praméra an detaili. Vysledkem DWT aplikované nadky

je matice 8 x 8, avSak jeji leva polovingg@stavuje aproximaci jwodniho" obrazu a prava
polovina detailni informace (detail), coZz jsou w@dstné vyssi frekvence z jwodniho”
obrazu. Potom néasleduje podvzorkovani (downsampliRgdvzorkovanim se odstraast
vzorkn v signélu. Na tuto matici se dale aplikuje DWT paupcich a jsou ziskany vertikalni
praméry a rozdily pro kazdy sloupec. Lze tedy ziskatletaili a m praméra pro 2n hodnot

v kazdém sloupci. Separabilnim rozkladem obrazuqu®WT do jedné Urovndostaneme
vyslednou matici, kterd v selukryva ¢tyii mensi stejs velké vyznamné oblasti, které se
nazyvaji obrazy horizontalnich (LH), vertikalnichil) a diagonalnich (HH) detailnich
koeficienti, které slouzi k rekonstrukci obrazu a dale obragabujici tzv. aproxindai
koeficienty (LL), ktery je mozné dale interaktivrozkladat [61, 62]. Zkratka LH (LowHigh)
prestavuje DWT koeficienty detailu ziskanéi sloupcové DWT aplikované na DWT
koeficienty aproximace ziskané&igadkové DWT. Prvni pismeno tedyepstavuje DWT
koeficienty utradkové aplikace DWT a druhé&gustavuje DWT koeficienty u sloupcové
aplikace DWT [63]. LL oznéuje nizsi rozliSeni ,fivodniho* obrazu a HL, LH, HH detailni
informace, které vypadaji jako vystupujici hranySeelého listu. Timto vykladem byl popsan
jeden stupie dekompozice obrazu [53]. Pro Uplnou dekompozictejeto proces postupn
znovu aplikovan na kazdodtvrtinu obsahujici pmeéry v obou smirech. Dyadickou
dekompozici signalu Ize tedy vyttio3n + 1 podpasem z originalniho obrazu, kde stupé
dekompozice (obr. 33).

Sloupce | o0k LL1 | HL1
fadky sloupce Hi E l HH1
Hi 2 LH1| HH1
|
sloupce fadky
0. DEKOMPOZICE 1. DEKOMPOZICE
Lo 2 'L — HL1 1 i fawz HL1
LH3 |HHZ e
sloupce fadky al Y B, —
LHZY HH\'.! Ty
. ‘-‘_‘, =
radky sloupce Hi 24 LHI s | B i
LHI Y HH1
Lo 2 \
sloupce fadky \‘-. N
Lo 2} [ L s i

Obr. 33 Dyadicka dekomposice 2D signalu. Hi resp. Eedstavuje impulsni odezvu filtru typu horni

propust resp. dolni propust a blok s oZzeaim 2 provadi podvzorkovamislem 2 [61, 62]
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2.6 Fraktalni analyza

Fraktalni analyzou se rozumi stanoveni fraktélrdustiorffovy) dimenze a fraktalni miry.
Za objevitele fraktalni geometrie a pojmu fraktalgevazovan Benoit B. Mandelbrot. Po
objeveni fraktalni geometrie, bylo zggb, Ze eukleidovskd geometrie je limitnikigadem
fraktalni geometrie a dimenze nemusi byt jen delna. Nazev fraktal je odvozen
z latinského pdavného jménafractus odvozeného od slovesiangere coZ znamena
»zlomit'. Fraktal je nekonéne clenity Gtvar ktery je jistym zjpsobem pravym opakem
geometricky hladkého utvaruGeometricky hladkym utvam (nag. Use€ka, kruZnice,
krychle, ...) je mozno iradit jisté cel&islo, které se nazyva topologicka dimenze, na fozdi
od fraktalnich atvar, které mohou mit necelou dimenzi. Pod pojmem togioka dimenze si
lze predstavit poet informaci (nap sodadnic) potebnych k jednozr@@mému uteni stavu
(nap. polohy) réjakého objektu. Kivky maji dimenzi rovnou jedna, nebatai popisovat
vzdalenost od ¢akého pevného bodu. To, Ze midvka dimenzi rovnou jedna, neznamena,
Ze je zobrazena v jednorogmém prostoru. Pro teni polohy bodu na ploSe j&eba dvou
souadnic, proto je dimenze plochy rovnaétha. Krychle, koule, jehlan nebo celgZny
prostor okolo nds ma dimenzi rovndy protoZze poloha bodu v nich je jednoZn&uréena
ttemi parametry. Trochu specifickynipadem je bod, ktery ma dimenzi rovnou nula, pretoz
polohu v #m samém neni piba uéovat pomoci gjakého parametru. Pro geometricky
hladké utvary plati, Ze jejich parametry mohou bgtiany v libovolné jednotce, aniz by se
zmenily jejich vlastnosti (délka, povrch, objem). Toamena, Ze nezalezi nagiitku, se
kterym se na utvar divame.

Hodnota fraktalni dimenze udava, s jakou rychlastika ¢i odpovidajici veliina (i
vétSim pa@tu roznera) téchto Utvad roste do nekorsma. LiSi-li se fraktalni dimenze od
dimenze topologické malo, pak je dany objekt mdlenity. Bude-li fraktalni dimenze
0 hodre vétSi nez dimenze topologicka, potom bude dany obyektni ¢lenity. Fraktalni
dimenze kvantifikuje stugiezaplréni eukleidovského prostoru fraktalnim objektem.

Mandelbrotova definice fraktalu znfraktal je mnozinaX, jejiz Hausdorffova dimenze
dim(X) je oste WwtSi neZ jeji topologickd dimenze tof)(

dimK) > top(X). (34)
Tato definice ovSem neni zcela obecna, tdehezahrnuje vSechny typy fraktalnich

objekti. Obecna definice neni dosud k dispozici. Mandetwa definice vyhovuje zejména
tzv. ,sokEpodobnym® fraktalnim atvaim. SolEpodobnost (matematicky se tato vlastnost
nazyvainvariance vici znene neritka) je hlavnim znakem fraktalnich GtvarSokEpodobny
objekt vypada stefy & se na 8 divame v jakémkoli z&tSeni (kterykoliv vysek jeiigsnou
kopii pavodniho Utvaru). Saipodobna mnoZina vznika opakovanim sebe sama (téhoz
motivu) @i urcité transformaci (z&éna nefitka, rotace, posunuti, zkoseni). Matematicky je
sokpodobna mnozina definovana takto: Swidobnad mnozinaX n-dimenzionalniho
eukleidovského prostoruE, je takova mnoZina, pro niz existuje koén& mnoho
kontrahujicich zobrazem, @, ... @ takovych, zeX vznikne jako [64]:

x=Ja(x) (35)
i=1
Umele konstruované deterministické fraktaly vykazugdy presnou soépodobnost.

V piirodé takova situace nenastava.ec®Bujeme-li girodni objekt, nikdy nedostanem#epré
sokEpodobny Usek, tedy Ztseny pohled celku jedng&sti nebude reprezentovat cely objekt,
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ale bude mit stejny kvalitativni vzhled (tapraky, lesy, vodni hladin&lenitost dychacich
cest, povrch planety§ asti objektu nejsou identické, ale nimwdliSné (sobpiibuzné).

V piirock obecr plati princip Uspornosti. Obrovska je miaplocha plicgi lidského mozku
pii relativné malém objemu.

Pouze mala skupina frakiana pouze jednu gitou fraktalni dimenzi, ktera je n&mna se
stuprtm zmenSeni nebo &&eni. Tyto fraktaly jsoumonofraktalni V piirodé se casto
setkAvame s takovymi objekty, jejichZz tvarovou elkéeristiku neni moznéiesré popsat
pomoci jedné hodnoty fraktalni dimenze. Jsou slpZemnoha fraktdl s iznou fraktalni
dimenzi. Takové objekty se nazyvajiultifraktalni MultifraktéIni charakter lze zjistit
metenim fraktalni dimenzetprizném zétSeni struktury. Pokud je n&bena tiznd hodnota
dimenze pi rizné velikosti ndfitka je mozné fedpokladat, Ze dany objekt je multifraktalem.
K charakteristice mnoziny multifrakial (nagiklad mnozina d#znych poleznich car)
nezjistime vSechny jejich fraktalni dimenze, aledfgstaténé vyhodnoceni jejich fraktalni
dimenze pi stejném ndtitku. Multifraktalni chovani firodnich struktur je mozné&igist vlivu
dvou a vice procésvedoucich k formovani dané struktury. Kazdy z cesd mazZe ovlivnit
tvarovou charakteristiku struktury svym vlastniniiggbem.

Fraktalni objekty Ize také ro&lit na povrchové a objemové. Povrchovy fraktal eedo
uvnitt kompaktni, ale na povrchu fraktélglenéné. Je vytveen jako reliéf z rovinného
utvaru. Objemovy fraktél jeifkladem €lesa s porovitou strukturou. Charakteristickym rgse
objemoveého fraktalu, na rozdil od povrchoveho, geoaliSitelny vnitni a vrEjSi povrch. Jde
vlastre o plochu fraktals ,deformovanou“ v prostoru. Je jasné, Ze oba tymkthli se
nevyskytuji v pirod¢ v deterministickych, pravidelnych podobéach, ale pedobach
neuspdadanych, chaotickych.ffPodnim povrchovym fraktalem iwie byt nap. fraktalre
¢lenité pohdi. Frirodnim fraktdlem objemovym jsou objemy mnohych guitych latek
nap. agregaty formované z koloidni¢hhrubych disperzi [66].

Fraktalni dimenze umagje popsat stugeslozitosti objektu podle toho, jak roste jeho
délka, obsalti objem v zavislosti na velikosti &titka.

Existuje rekolik forem této dimenze:

» solEpodobnostni dimenzeaglf-similarity dimension

= Hausdorffova dimenzeHausdorff dimension

* miiZkova dimenzeklox counting dimensign

SolEpodobnostni dimenze Ize aplikovat na strukturyrékjsou pesré sokEpodobné. Lze
ji ur¢it analyticky pomoci vztahu:

_logN
= 1
log—

s

D

(36)

kdeN je patet zmenSenych Utvars je netitko zmenseni.
Hausdorffova mira iize byt definovana nasledayvf65]:
Neclr M je metricky prostor. Prd>0,e>0aX [0 M polozime

20=ine (S0 x 0 u, < @

Se snizujicim se se mnozina moznych pokryti zuZuje, a proto senafn zvySuje. Ma tedy
smysl definovat
Hd(X)=IirrgH§(X), (38)

kdeH" je Hausdorffoval-dimenzionalni mira.
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Lze vidst, Ze Hausdorffova mirel? je definovana fes viechna spaleé pokrytiU, jejichz
pramér [U| je roven nejvySe. Ukazuje se, Ze prostsinu hodnod je Hausdorffova mira hil
0, neboc. Je-li nap. d < D, kdeD je jista kriticka hodnota, pal® = «. Je-lid > D, pak
HY = 0 (obr. 34).

Hausdorffova dimenze dinX] je rovna kritické hodnétD, presrEji feceno je infimem
véechd > 0, pro kterdH?(X) = 0, resp. supremem vsech> 0, pro kteraH® (X) = c.
Hausdorffova dimenze je di#definovatelnym reélnyrtislem 0< dim(X) < o jakéhokoliv

metrického prostoriyl.
Hausdorffova dimenze mnozing 1 M mazZe byt tedy definovana takto [65, 67]:

dim(X)=inf{d20:H*(X)=0}=sufd 20: H*(X)= oo} (39)
& P L% ind e, ALl
By & g e e )
T ‘- : S g 2 P S,
N ;:I.Z"_L_,_f TS K2 :, :
3 D 4

Obr. 34 Rizné pokryti mnoZiny pro zmensujict $87], H* Hausdorffova d-dimenzionalni mira,
D a K fraktalni dimenze a mira

Definice Hausdorffovy dimenze je natolik obecnaséepodle ni daji pdtat dimenze jen
u téch nejjednodussSich fraktalNejrozStensjSi metoda vypétu fraktalni dimenze je metoda
box counting (metoda gdani ¢tverai). Na rozdil od dimenze s@bodobnostni, ktera je
definovdna pouze pro ryze s@odobné ltvary, Ize box counting dimenzi aplikowvat
libovolny Utvar.

V rdmci této metody se fraktalni objekt pokryje p@tnou pravidelnou i, jejiz
elementarni bitky maji velikost hrany a zji¥uje se poet burgk N(¢) nutnych k pokryti
objektu. Pdet burgk N(e) zavisi nae. Postupse opakuje proizné velikostictverce pokladané
sit a paita seN(¢). Z praktického hlediska je vhodné volittitku dvakrat hustSi nez
v predchazejicim kroku. Tomuto @gobu pokryti odpovida mirel ¢ a dimenzed

N(e) 0. d<D
d d — d_| ’ .
M ;g N(e)z gqo{Q 45D (40)
Z této symbolické definice lze Wt Ze prae — 0 plati
N(g)=&®,

a dimenziD Ize proto nalézt jako s¥mici logaritmické funkce zavislosti mnozstvi kaknN
k pokryti fraktalu y-osa) na velikosti patkac (x-0sa) tj.
D =-lim M ) (41)
£¢-0 Ing
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Usek na osg je pak roven fraktalni é. Box counting dimenze se¢kuly nazyva nizkova
dimenze, protoZze pro matematické zjednodusSenigs@uce obvykle satasti nkizky.

V této disertani praci Ize k vyhodnocovani obkaobjekii pouzit pd@itacovy program
HarFA —Harmonic andFractal Image Analyserktery byl vyvinuty na Fakuit chemické
VUT v Brné [68]. Tento program je ten primarg ke studiu fraktalniho charaktertiznych
struktur pomoci metody box counting s vyuzitim hanmcké a vinkové transformace.
Program umoiuje provadt také modifikace obrazovych datieg jejich vlastnim
zpracovanim. Modifikace datihe sp@ivat nagiklad v provadni korekci obrazu (odstrani
teplotniho Sumu, nehomogenity &#eni), aplikovani derivnich, integranich, integrané
derivanich a hranovych filtr na obrazové struktury a vyteni barevnych separaci obrazu
(RGB, HSB, HLS). V této praci byla pouzita k vyhadovani obrazk fraktalni analyza
zastoupena metodou box counting a jeji modifikagiizivajici vinkovou transformaci
(wavelet metoda). Pomoci metody box counting lzeumkat fraktalni struktury, které vznikly
procesem nazvanym prahovatirésholding. Thresholding transformuje barevné objekty
obrazu nacernobilé. V takto upraveném obrazu lze jiz mnoheradgji provadit méreni
velikosti, plochy, orientace, obvodu nebo¢po danych objeki, protoZze jsou fesré
definovany jejich hranice. Pomoci maskovacich kfit&teré mohou byt gnény, je mozné
ziskat mnoho fraktalnich struktur aymdniho obrazku (n&pzmenénim minimalni hodnoty
odstinu, ktera ma byt prahovana jale@na a vSechny ostatni pixely se stanou bilé)jdeten
obrazek Ize ziskatizné fraktalni dimenze a fraktalni miry [69].

Pokud je hodnocen fraktal, u kterého neni znamerakiast barevného spektra ma byt
hodnocena, je mozné pouzit v programu HarFA nagtraptal Analysis— Range|[70].
Fraktalni dimenze je automaticky stanovena prol$gmozné vytviené fraktaly vybraného
kanalu barevné informace (Red, Green, Blue, Hudur&@on, Brightness, Intensity).
Vysledkem je fraktalni spektrum, kde je fraktalihednze funkci maskovaci hodnoty barevné
informace (nafiklad fraktalni dimenze je funkci maskovaci hodnatyenzity — odstit
Sedé). Ziskame fraktalni dimenzi obrazu v celésibiaaskovacich podminek.

Box counting metodou v programu HarFA mohou bykany fraktalni dimenzeégy,
Dgeew Dwew Pro V)'/p(éet dimenzﬂDBBW aDWB\lee pOUiit sodet éel’n},/ChNBBW: Ng + Naw
(resp. bilychiNwsw= Nw + Naw) acernobilych¢tverai. Nejwtsi vyznam ma fraktalni dimenze
Desw, ktera charakterizuje vlastnosti rozhrani a jejéay

NBW (8) = I<BW‘E‘_DBW

odkud (42)
In Ny, (1/£)=InKg, + Dg, IN(1/ £)

kde Kgw je fraktélni mira rozhrani ®gw je fraktalni dimenze. Takto ziskana fraktalni
dimenze se v programu HarFAcuje pomoci linearni regresni analyzy [70].
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Obr. 35 Urceni fraktalni dimenze — metoda box counting. Vuwlad také viet porovnani stanoveni
fraktalni dimenze s wavelet metodou

Na obrazku 35 lze vid zietelnou chybu pro malé velikostiverar sit, kterd vyplyvéa
z interpolace hodnot a také chybu pro velké hodmetikosti ¢tveral vyplyvajici ze saturace
poctu pixeli.

Z analyzy vyplyva, Ze hodnoty fraktalni dimenze admvych struktur mohou nabyvat
hodnot D D(O, 2>, hodnota D— 0 bude zji&na tehdy, kdyZ analyzovana strukturaifvjien

maloucéast obrazu, hodnota B> 2 nastane, kdyZ analyzovana struktura fnyja obraz tém
cely.
Obdobr i fraktalni mira nize nabyvat hodnoK 0(0,K,.}, kde Kmax je paet pixeli

obrazu. Z této vetiny Ize ukit procentudlni kryti obrazu fraktélni strukturateinou, bilou
barvou nebo rozhranim). Pro rozhrani s fraktalmetizi Dgyw = 2 (naf. Peanova ikvka),
bude fraktalni mira rovna celkovému ¢po pixeli obrazu respektiveKgw/Kmax= 1
tj. 100% pokryti. Fraktalni mira tedyduje, jak mnoho je obraz pokryt fraktalni strukturou

2.6.1 Fraktalni analyza s vyuZzitim vinkové transformace

Z popisu box counting metody vyplyva, Ze je variadégralni metody. S vyuzitim této
znalosti Ize nalézt vhodnou integréini transform&térou Ize pouzit k ziskani fraktalnich
parameti (fraktalni dimenze a miry) obrazovych struktir metod box counting. Pomoci
integralni transformace Ize zjednodusit algoritrpus ziskani fraktalnich paraméta rozsiit
oblast mozné interpretace vyslédkMetoda niZze byt pouzita pro stanoveni fraktalnich
parametit barevnych obrazk(nag. SedoSkalovych nebo plnobarevnych), pourahobjent
3D struktur. Pouzitim velmi jednoduché vinkové sfommace — Haarovy transformace lze
ziskat identické vysledky hodnot fraktalnich partihepro naprahovany obrazek jako
u klasické metody box countingrd@inosti vypotu fraktalnich parameirpomoci Haarovy
transformace je vzajemna nezavislost dat, ze Kbiggau fraktalni parametry &gny.

Haarova transformace transformuje realny obram n) na diskrétni spektrum
piedstavované realnou funkeéi(k, ) podle vztahu (15), kdémk a hy; jsou koeficienty
Haarovy maticeHy které jsou uvedeny v kap. 2.5.6. Haarova matice"jelimenzionalni
matice. Metoda tedy vyZadujgvercovou matici dat danou mocningisla 2 [71]. Hlavni
nevyhoda této metodyime spdivat v mensSi skupthdat pouzitych pro regresni analyzu nez
u box counting metody. iP stanoveni fraktalni dimenze a miry pro obrazeketikosti
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1024 x 1024 pixel Ize ziskat pouze 10 nezdvislych hodnot. Avsak teteyhoda mze byt
zmenéna na vyhodu, nelvese odstrani nadbyieé pouziti chyb& stanovenych hodnot pixel
coz minimalizuje chybu stanoveni. Haarova transtmrentedy zefektiwije paitani ¢tveral
pokladané sé raizné velikosti pi box counting metadl za gedpokladu, Ze je analyzovana
¢tvercové oblast.

Na obrazku 36 lIze vid uplny rozklad obrazu o velikosti 1024 x 1024 paiblaarovy
matice o stejné velikosti. Vpravo lze ¥tdvyiezy levého horniho rohu z matic (2 x 2, 4 x 4,
8 x 8, atd.), kteréipdstavuji nizZSi rozliSeniipodniho obrazu. Informaci o mnozstérnych
pixeli v kazdé ¢tvrtiné obrazu niZze byt ziskana z n(-1) inverznich matic (maji vzdy
polovicni velikost edeslé) obdrzené pomoci inverzni Haarovy transfoemakteré
byly predtim filtrovany pomoci filtru typu dolni propust welikosti h—1) x fi—1),
(n=2) xf—2), ... pixeli. Odstiny Sedé pak reprezentuji mnozsteinobilych pixel
v danéctvrting.

Tento algoritmus vSak fe byt nahrazen jednoduchynditanim ctverfic sousednich
pixeli, které maji hodnotu Océrné pixely) a 1 (bilé pixely) v originalnim napoafaném
obrazku. Po prvnim kroku obdrzime obrazek o vetik@™*x 2™ pixeli s hodnotami
od 0 do 4, po druhém kroku bude mit obrazek velikefs?x 2™2 pixeli s hodnotami
od 0 do 16, atd. Ret cernychétverar v obrazku je pak dan hodnotou 0¢pobilychétveral
hodnotou maximélni 1, 4, 16, ... adabc¢ernobilychétverai je dan zbyvajicimi hodnotami,
kterym lze giradit stejna hodnota pomoci prahovani.

64 x 64 32x32 16x 16

64 x 64 32x32 16 <16

Obr. 36 Stanoveni fraktalni dimenze a fraktalni miry pdozilnkové transformace

Plocha vyplgna vySetovanymi pixely niize byt vyjadena jako

S(n)= % = K h°? (43)
a délkacar v obrazku jako
(o) = M) < ¢ e (44)

kden je mefitko (n = 1k) ac¢ je velikostétverce.
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Ziskané hodnoty fraktalnich mKgsw, Kwsw Ksw mohou byt pouZity pro stanoveni
cerné —Ss resp. bilé plochy Sy naprahovaného obrazku

S, = Keew ~ Kaw .S, = Kwew = Kew (45)

KBBW + KWBW - KBW KBBW + KWBW - KBW

a pro stanoveni délky hrasnii cary objektuL v naprahovaném obrazku
KBW

KBBW + KWBW - KBW

L=S;, = (46)
Vysledky jsou ziskany v relativnich jednotkach (&gobenim 100 pak v procentech).
Vynasobenim velikosti obrazki .y Ize ziskat vysledky v pixelech.
V piipact analyzy Sedoskalového obrazku Izedqpokladat, Ze odstin reprezenttge 3D
objektu (obr. 37). V tomto ffpad® maji konkrétni pixely hodnotu od Gefné pixely)
do 255 (bilé pixely). dtanim hodnotétveric pixeli v obrazku pak dostaneme obrazek
o velikosti 2~ x 2™ pixeli s hodnotami pixél od 0 do 1020. Po druhé iteraci pak dostaneme
obrazek o velikosti 22 x 2™ pixeli s hodnotami pixél od 0 do 4080 atd. Ret cernych
¢tveral v obrazku je pak dan hodnotou 0,¢eb bilych ¢tveral hodnotou maximalni 1020,
4080, ... 258?"a paet sernobilychitveral je dan zbyvajicimi hodnotami [71].

Obr. 37 Stanoveni fraktalnich paramétBD objektu pouZzitim wavelet metody

Objem vyplregny zkoumanymi pixely rize byt vyjaden jako

V(n)= % =K "2, (47)
Nasledujicimi vztahy |ze stanovit oblast p&d)(a nad Y\w) povrchem 3D objektu:
V, = Kesw ~ Kew V,, = Kwew ~ Kew (48)
Keaw t Kwew ~ Kaw Keaw t Kwew ~ Kaw

a velikost plochys

S= KBW (49)
KBBW + KBBW - KBw

v relativnich jednotkachei v procentech. Objemy ve voxelech lze ziskat vgbéasim
vyslediic maximalnim objemem. Ten zavisi na velikosti obtaakna jeho barevné hloubce
(nagx. pro 8 bitovou hloubku to znamena vynasoligsiem 2— 1 = 255).

Podobné hodnoty fraktalnich dimenzi Ize také ziglamoci dalSich typ integralnich
transformaci. V fipact nag. Fourierovy transformace, na rozdil od Haarovydfarmace,
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nelze pouzit zjednoduSeny postufiténi c¢tveral, ale je feba provést ifmou i zgtnou
transformaci, protoZeiptéto transformaci ma na vysledné hodnoty vlivzdalené okoli
odpovidajiciho bodu (obr. 38). Vaha vzd&éich bodi se ungrné snizuje az k nule se
vzrastajici vzdalenosti [73].

Haarova
transformace

Fourierova
transformace

P

/ \
Obr. 38 &itani pixeli u Haarovy transformace a vliv okolnich liogii Fourierow transformaci:
, = vliv vlastnich bod

Fraktalni parametry lze vyuZzit k hodnoceni usganosti obrazku, ale také make
zjistovani p&tu ¢i polongru definovanych objektbez toho aniz by je bylo nutno ¢itat.

Mnozstvi definovanych objekt (nag. burek) x a jejich polongr r lze stanovit
za redpokladu, Ze obrazy objékfsou kruhoveho tvaru podobné velikosti a jsouigi#iné
na pozadi podle vztah

Xx=—28" = NBB—W‘(: (50)

kde Ng je paet cernych aNgw pocet cernobilychétveral o velikostie x ¢ pixeld. Vysledny
pocet definovanych objektx je ddn maximalni hodnotouz hodnot vypgitanych pro #izné
velikosti sit (obr. 39). Maximalni hodnota je zvolena, protozekfalni struktura je
nejvhodeji ohranitena i dané velikosti s& [73]. i menSi velikosti sé& by hranice obrazku

tvorena pixely byla nespojita aipvyssi velikosti sit by hranice nebylaifiS hladka. Tuto
metodu Ize ozndt jako metodu maximalni hodnoty ¢ia.

120 I 7 32 = I

.
—— #ivé buitky r \ —— #ivé buitky

—— mrtvé bunky 24 == mrtvé buriiky
&y o VSechny u VSechny

buriky o bunky
-~ 16 4
v g
40 /
8

- =

0 0 T T
0 1 2 3 4 mE S 0 2 4 InE) ©

Obr. 39 Stanoveni polo#nu burek r a jejich mnozstvi x
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Pomoci fraktalni analyzy Ize také charakterizovdthylky tvaru objektu od idealniho
kruhového tvaru. Vyuziva séifpm sledovani pottur /ro kder je poloner objektu zjiSeny

z obvodu agpoloner objektu zjisény z plochy.
Pro obvod a obsah sledovaného obrazu objektu plati

Ngw &
L=Ng, =1 = % (51)
S=Ngg &> =r1g = NL]‘;"?Z (52)
Shrnutim rovnic (51) a (52) Ize ziskat pam /r g
Lo e (53)

r's  2\/7TNggy

Tento pondr je zavisly na velikosti &fitka pouzité st Je ¥ejmé, Ze u idealniho kruhu
bude porar r /r, roven jedne, nehopolomery budou stejné. Veskeré odchylky od teto
hodnoty vykazuji informaci o strukt® analyzovanych obrazobjekii. U realnych objekt
nag. burek kvasinek bude tento pamveétSi nez 1, neldbpolomer zjisttny z obvodu bude
vétSi (obvod bude vzdy &Si nez idealni). Obvod seémi (roste) vice nez obsah, coz
vypovida o charakteru fraktalni struktury, ktera zkoumana. Bylo také prokazano, ze
metodou fraktalni analyzy lze charakterizovatmynexcentricity (ovality) v pibéhu nistu
a ckleni burgk [74].

Patet definovanych objekt N Ize stanovit za fedpokladu, Zze obrazy objéktjsou
kruhového tvaru podobné velikosti a jsou rozligiéelna pozadi také podle empirického
vztahu

N:(\/Swsw/”_\/sw/”)\/\/amsw/”"'\/Sw/”:m\/m_ﬁ (54)

2 217 8\

v Seaw _\/ST3
smm

Plochycéerné —Ss resp. bilé -Sy haprahovaného obrazku Ize ziskat ze vz{@h) a plochy
cernobilé ze vztahu (46). Dany vztah vybereme pbdley, na kterou je analyzovany objekt
naprahovan. Tuto metodu lze ozitgako metoda prahoveé distribuce

V grafech na obr. 41 a 42 Ize vidzavislost zji&ného pétu naprahovanych definovanych
objekii podle vztahu (54) na dnici se hodneétcervené slozky barvového prostoru RGB pro
dva vytvaené modely. Modelové obrazy velikosti 1024 x 102druhiovymi strukturami
o puméru 53 pixeti, které byly vytvéeny v programu Malovani (obr. 40) v barvovém
prostoru HSB. Obraz modetu 1 ma 26 barevnych kruhovych objgkkde hodnota odstinu
H =60°, 120°, hodnota sytoSi= 67 % a jaslB = 94 %. Obraz modeltt 2 ma 25 barevnych
kruhovych objeki, kde hodnota odstintd = 0, 15, 30, 45, ..... 360°, hodnota sytosti
S=67 % ajasB = 94 %.

resp N =/ Sgew — SB\/ (55)
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Obr. 40 Model¢. 1(vlevo), modet. 2 (vpravo)

ZAvislost pattu kruhovych objekti na prahované hodnoé ¢ervené slozky
barvového prostoru RGB
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Obr. 41 Modelé. 1
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Z vysledki modelovych dat pro modet. 1 vyplyva rozdil mezi skuteym patem
a zjisenym paitem barevnych objekta tento rozdil je roven jedné modelové stridtu

Z vysledki modelovych dat pro model 2 ogEt vyplyva rozdil mezi skutawym paitem
a zjisenym patem barevnych objekta tento rozdil je roven jedné modelové strisktu
Rozdil mezi nasledujicimi obrazy s klesajicindtean naprahovanych objekpodle ngnici se
cerveneé slozky pak po zaokrouhleni odpovida skirtesti obdob# jako u model&. 1.

3 EXPERIMENTALNI CAST

V poslednich letech doslo k velkému rozvoji v olilasételné mikroskopie, coz umbije
mnoho praktickych aplikaci v mikrobiologickém vyzku. Byla vyvinuta nova fluorescemi
barviva, lepSi kamery, fotoaparaty, nové technikikraskopie. Kombinace modernich
snimacich kamer a piacového zpracovani obrazu uniode napiklad identifikaci
a paitani objekti v zorném poli, rateni jejich velikostii zatazovani do vybranycliitl podle
piedem definovanych podminek nebo pozorovani konftimeld proce8 jako je
rozmnozovani mikroorganisim

Pfi posuzovani kvasinkovych kménse vychazi z jejich vlastnosti morfologickych,
fyziologickych a biochemickych. Wuje se velikost buik, jejich tvar a jeho vyrovnanost.
U kmen kvasinek pouzivanych pro vyrobu piv& pekaského drozdi se vyZaduje
vyrovnanost tvaru, velikosti bg&k a stabilita jejich technologickych vlastnosti.
Technologické kmeny jsou prakticky vyselektovany nkkpu s omezenou sporuai
schopnosti, nelo pohlavni rozmnozZovani je nepgim zdrojem prornlivosti kultur
eukaryotnich organizin

Dulezitym faktorem fi posuzovani stavu mikrobialnich populaci je zasémi Zivych
a mrtvych jeding, které Ize rozliSit pomoci fluoresaariho barveni. K imému stanoveni
poétu burtk se BZné pouzivd pimé mikroskopické p@itani v pditacich konirkach
(Thomow, Burkero¥). Negimo mizeme poet burgk mikroorganisni stanovit nejast;ji
pomoci kultivace, kdyigdpokladame, Ze z jedné Zivotaschopnigkipwyroste jedna kolonie,
které potom spiitdme. Ke zji&ni definovanych objekt(nag. kvasinek) bez toho aniz by je
bylo nutno pditat Ize také vyuZzit obrazovou analyzu.

Obrazky k analyze byly ziskany pomoci fluoresecgmikroskopie, protoze tato metoda je
rychla a jednoducha. Vysledky jsou ziskavéagow v minutach, zatimco klasické kultisai
metody vyZaduji minimakh 24 hodin. Tradini kultivaéni techniky jsou sice nenamé, ale
velmi zdlouhavé a proto v mnohych aplikacich jiflostaténé.

Byly sledovany vlastnostiiznych druli kvasinek, jako je poloén burek, dynamika #stu,
kinetika rozmnoZzovani a byl také stanoverigidurék kvasinek v ziskaném obrazu.
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3.1 Pouzité druhy kvasinek

Kvasinky ze sbirky CCY — Zbierka kultar kvasini€ihyemicky Ustav AV SR, Bratislava.

Candida viniCCY 29-39-3
Burky jsou elipsoidni az valcovité s rozm (3—4,5)um x (6—10)um. Velikost a tvar

z protahnutych buik, které pdi do kratkych elipsoidnich blastokonidii. Optimabeplota
rastu je 23 °C, ale roste iipl az 2 °C a 30 °C. Je nebegpé v pivovarnickém gimyslu,
protoZe zaficinuje zakaly piva a z#mu chuti [75]. N&ir je bily az krémovy, tavnaty,
rozprosteny, hladky. Kolonie rostou rychlosti 4,8 az 5,5 manl00 h.

Dipodascus magnusiCCY 25-6-22

Arthrokonidie jsou val&kovité az protahlé s rozfry (3,5-5)um x (7—20)um. Nekdy jsou
bunky dlouhé az 4@m. Pati mezi netradini kvasinkové druhy, tid obrovské
mnohojaderné hiky a hrubosinné chlamydosp6ry 10-J4m Siroké. Na agarech téidbilé az
krémoveé nebo Zluté, matné, chlupaté az sametowsiyoV kapalnych fdach tvai Splhajici
se kozky. Vegetativhse rozmnoZzuji tvorbou arthrokonidii. Je to sonkaitidtleni, @i kterém
organismus rive jeS¢ pwet a tvdit blastokonidie. Pohlavni rozmnoZovani u rodu
Endomycesse &je tvorbou ask se ¢tyfmi sporami kloboukovitého nebo polokulovitého
tvaru. Nekteré kultury rodu Endomyces které dnes existuji ve sbirkach, jsou jen
v anamorfnim stavu. Ty, které tifoasky a elipsoidni askospory bylyefazeny do rodu
DipodascusKvasinky produkuji ovocny pach. Produkce estovocnou ini je disledkem
metabolismudchto organism, ktery je sice hlavhoxidativni s produkci organickych kyselin
(hlavre kyseliny octové), ale i sl&manaerobni s produkci alkoholu [76].

Geotrichum candidunCCY 16-1-16

Kvasinka se rozmnoZzuje pomoci arthrokonidii. Exisiua typy arthrokonidii: cylindrické
3,5um x 17um a elipsoidni 5um x 14 um. Na agarovych qgach tvaéi jemné koZeSinové
porosty. Obrovska kolonie roste rychle, nejrychigivSsechzeotrich V kapalném mediu se
tvori jemné koZeSinova kozZzka. Kvasinka se rozmnozujetagivre - vytv&i se arthrokonidie,
ve starsi literatie ozngované oidie. Pohlavni rozmnozZovani - sexualni mowni znam, je
to konidialni stadium druhDipodascus geotrichunTato kvasinka provaziovéka i zvicata
v kazdé cinnosti. Vyskytuje se v miiych vyrobcich, mléku, smetintvarohu, syru,
na starSim drozdi, na zkysané kapustokurkdch, ale i vyme, ve vod, v aktivovanych
kalech z odpadnich vod, z odpadu po zpracovaniskgoh ryb apod. Je to lipolyticka
kvasinka, vhodna ndiklad na vyuziti odpadnich produktze zpracovani tinych ryb
a twenych ml&€nych produkii, na neutralizaci zapar z rafinace 6lgj6].
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Obr. 43 Srovnani morfologie Dipodascus magnesii (vlevokatchum candidum, 2tseno 2400x

Hansenula anomalaCCY 38-2-30

Vyskytuji se pevazr jako kontaminanty v potravitgkych zavodech. V pivovarech
zpasobuji zékaly pivaHansenula anomalaati do nadiSe EukaryotaiiSe Fungi, odéeni
Eumycota, itidy Ascomycetes a skupiny jednolunych pwicich kvasinek. Vegetativni
buiky jsou kulovité nebo elipsoidni s rozmg (2—4)um x (2—6)um. Vytv&i i bohat vétvené
pseudomycelium, ne vSak pravé hyfy. Na povrchu kapeoti kuceravé suché kozky. Nt
na tuhych pdach je &stovity, bily, hladky a na povrchu ménaty, okraj ma cipovity
a kainkovity. Z girody se zpravidla izoluji v diploidnim stavu, kdgg diploidni biiky
piimo meni na asky s klobatkovitymi sporami po 1 az 4 v asku. Tento druh jeetaalicky
[75]. Pati mezi nefastji se vyskytujici kvasinky, které nadkych potravinach tvd kozky.
Je pondrné dost roz&ena ve vinech. Pouziva se pro kvasnou vyrobu edteyle kyseliny
octoveé.

Kloeckera apiculataCCY 25-6-22

Vegetativni biiky maji roznéry (1,5-5) um x (2,5-11um. Jsou citronkovitého tvaru
a pwi na nejuzséasti buky. V kapalném progedi kultura vytvéi sediment a slaby prstenec.
V natru jetidka, Sedobila a hladka. Tiwstromekovité vétvené pseudomycelium. Kvasinka
inhibuje cast baktérii nap Lactobacillus plantaruma Bacillus megatheriumKloeckera
apiculata produkuje smrtici toxin. Fermentuje gluk@ celobiézu. Nachazi se hap pade,
mostu, v solenych okurkadch nebo dokonce ¥aké vod [75].

Saccharomyces fragili€CY 51-1-1
Jedna se o elipsoidni az cylindrické vegetativnikigus rozngry (2—6) pm x (3—10)um.

nag. veék, sporulace biky a chemické sloZeni présti. Vyskytuji se ojedifle, v parech
nebo vietizcich. Pseudomycelium se tvdolie, pravé mycelium ne. Ramezi teplomilné
kvasinky, snasi teplotu az 47 °Cukk Zit na teplokrevnych Zi¥ich a zaficinovat jejich
nemoci. Buiky se rozmnoZzZuji ptenim. Kultivuji se na sladinovém agaru, kde tivo

charakteristické koZovité kolonie.
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Vyskytuji se v kefiru a ¢kterych mi€nych napojich. V pgmyslu jsou obavanou
kontaminujici kvasinkou, protoZze gobuji nadouvani srra dalSi problémy [75].

Obr. 44 Srovnani morfologie Candida vini (vlevo), Kloeckamculata a Saccharomyces fragilis
(vpravo), z¥tSeno 2400x

Saccharomyces cerevisig&&CY 21-4-102,Saccharomyces cerevisiae FV1
(sbirka FCHPT STU Bratislava)

Tvar burgk je elipsoidni i kulovity s $kou cca 2,6—6,4m a s délkou 3,7-9,dm [76].
Pro starSi btky je charakteristickd ost ohrantena vakuola. Velmi ddk se pstuji
ve sladiR a rozmnoZzuji se genim [77].

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen CEN1

Kvasinky zCeské shirky mikroorganisinv Brng. Buiiky téchto kvasinek maji tvar kulaty
nebo kratce ovalny. Byvaji osamocené i v malychudich. Uvnit byva jedna vakuola
a plazma je droknzrnita. Buiky téchto kvasinek se rozmnoZzuji ggnim. Kyslik velmi
podporuje jejich mnoZeni a patlge kvaSeni. Nejlépe se kultivuje v slaflirkde tvdi
Sedobilou usazeninu [11]. V #kéAch jsou vidt jasné a ietelné vakuoly. Plazma je
homogenni nebo jen malo zrnita. Optimalni teplotakvaseni je 22—-25 °C.
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Obr. 45 Srovnani morfologie Saccharomyces cerevisiae (vielwe), Saccharomyces cerevisiae
FV1(vpravo nahee), Hansenula anomala (vlevo dole), Saccharomycesevisiae
Meyen ex E.C. Hansen (vpravo doleytZeno 640x
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Byla pouzita d¥ Zzivna média, ktera se sterilizovala p10 °C po dobu 10 minut (obr. 67)
Médium ¢. 1— jedna se o sacharido¥éé zivné médium Zluté barvy

Glukéza—-4g¢g

Pepton-0,5¢

Kvasinkovy extrakt — 0,5 g

Destilovana voda — 100 mi

Médium¢. 2 - jedna se o sladinu obohacenou o vitaminy, bamdé

Sladina — 75 ml

Glukéza-3 g

Kyselina nikotinova — 20 mg

Kyselina aminobenzoova — 20 mg

Pyridoxin — 20 mg

Tiamin — 10 mg

Destilovana voda — 50 ml

Sladina byla pouZzita z pivovaru Starobrno a.s. BygakEna vodou na 7 hmot. % extraktu,
pH bylo upraveno na 6,5 nasycenym roztokemQ@. Obsah extraktu bylo &eno

sacharometrem.

3.2 Stanoveni p&tu a poloméru bunék kvasinek

Byl stanoven péet a polondr kvasinekSaccharomyces cerevisiae F\8accharomyces
cerevisiae subsp. cerevisi@CY 21-4-102 Kloeckera apiculataCCY 25-6-22, Hansenula
anomala CCY 38-1-30. Tyto kvasinky byly vybrany, protozewytvai prilis rozsahlé
rozvétvené svazky buik a diky vhodnému tvaru a velikosti kikn

3.2.1 Mérici aparatura

Pro zdznam obrézbylo vyuZito spojeni sitelného mikroskopu s epifluoreséaim
nastavcem Nikon Eclipse E200 a digitalniho fotoapamikon Coolpix5400 s rozliSenim
2592 x 1944, ficemz k zaznamu obrazbyl pouzit program Lucia Net 1.16.6., ktery byl
upraveny pro fotoaparat. Fotoaparat byl nakalibnovaro objektiv zétSujici 40x
na 0,13698um/px. Sledovany zivy obraz byl kontinudlpozorovan na monitoru v okn
s rozliSenim 640 x 480 pomoci TV karty WinFast TOQOXP RM od firmy Leadtek
s aplikaci WinFast PVR. Misto fotoaparatu byla viaifaké pro sktera néieni videokamera
PixelLink PL-A662 s rozlisenim 1280 x 1024, kterdlab nakalibrovana pro objektiv
zweétSujici 40x na 0,143um/px, pro objektiv 20x na 0,29um/px a pro objektiv 100x
na 0,0538um/px.

Mikroskopovano bylo objektivem 40x. Mezi zdroj ehiho z&eni (rtwova vybojka)
a excit&ni filtr byl dle poteby za&azen vhodny ND filtr (ND4, ND8, ND16) snizujici
intenzitu excitaniho z&eni. Ziskané obrazky ve formatu TIF byly analyzgvgomoci
programu HarFA.
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Obr. 46 Fotografie n#rici aparatury. Mikroskop Nikon Elipse E200 s digitén fotoaparatem Nikon
Coolpix5400i s CCD kamerou PixelLink PL-A662
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Obr. 47 PouZzité softwarové vybaveni pro zaznam a sledmliazu
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3.2.2 Priprava preparatu a popis experimentu

Fraktalni analyza byla pouzita na g£pgani p@tu a polondru obraz Zivych a tepel&
usmrcenychi prirozere mrtvych burk kvasinek. Pro sodasné rozliSeni zivych a mrtvych
burgk bylo pouzito fluorescemi barvivo akridinova oranz AO (mrtvé tiky vykazuji
¢ervenoudi oranzovou fluorescenci (agregatni forma barviga}ivé buiky Zlutozelenou
(monomerni forma) nebo LIVE/DEAD Yeast Viability KiYeast Viability Kit je sada, ktera
obsahuje d¥ komponenty, dvoubarewn fluoresceini barvivo FAN-1® Cell Stain
a Calcofluof™ White M2R. Barvivo FUN-1 difunduje do kilky a zpisobuje, Ze mrtvé liky
fluoreskuji jasg Zlutozelew® s nerozpoznatelnymiervenymi strukturami (obr. 48). Druhé
komponenta zpsobuje modrou fluorescenci bitmé stény bez ohledu na metabolické
stadium biky. ProrozliSeni jen Zivych butk bylo pouzito znamé fluorescén barvivo pro
testovani vitality bugk fluorescein diacetat FDA (zelenkava fluorescemde; 13). V Zivych
bunkach zmisobuje FDA zelenou fluorescenci, protoZe je schgpeniknout do cytoplazmy,
kde je nasledhhydrolyzovan esterasami na fluoreskujici fluor@scktery jiz neni schopen
difundovat cytoplazmatickou membranowizp

Obr. 48 Buiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 obarveméog LIVE/DEAD Yeast
Viability kitu (6,35uM FUN 1 a 25,25uM Calcofluor White M2R; pH 7,2). Kultivace
burek: 20hod. v glukoso-peptonovém kvasinkovém extzak@erobnich podminek. Pouzita
filtra¢ni kostka UV-2EC(DAPI) (vpravo) a B-2A (vlevo)

Roztok akridinové oranZi byliraven rozpughim 10 mg AO v 50 ml vody a nasledn
byl smichan s fosfatovym pufrem o pH 6 v gom1:2. K gipraw fosfatového pufru bylo
pouzito 13,2 ml 1M KHPQO, a 86,8 ml 1M KHPQ,.

Roztok FDA byl gipraven rozpugnim 0,25 g v 10 ml acetonu. Dale byl smichan
s fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem s pja ¥ pongru 1:9.

Zasobni roztok barviva FUN-1 o koncentraci 498 byl piipraventedénim 300 pl
puvodniho roztoku 10 mM FUN-1 v bezvodém dimethylsxiflu DMSO tak, Ze bylo
odpipetovano 25ul tohoto roztoku a fidano 5 ml DMSO. Zasobni roztok Calcofluoru
White M2R o koncentraci 50, M byl piipraventedtnim 500ul pavodniho roztoku 5 mM
Calcofluoru White M2R ve vadtak, Ze bylo odpipetovano 5il tohoto roztoku a fidano
5 ml redestilované vody.

Nasled® bylo odebrdno ze z#kovaného Zivného média. 1 (viz. kap. 3.1) 50ul
a pidano do 1 ml pufrovaného fyziologického roztokubaepufrovaného meédia. 1
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v plastové zkumavce a o#istovano i 10 000 ot.mifft po dobu 5 minut. Supernatant byl
odpipetovan a kvasiny sediment byl off zredn roztokem o pH 7,2 a suspenze kvasinek
byla promichana na mitiépaice. Redini sefidilo nafistem kultury v kapalném Zivném
médiu. K fiznému objemu suspenze Bkn(82-100ul) a riznému objemu zasobniho
roztoku FUN-1 (28—-1Qul) bylo pfidano vzdy 11Qul barviva Calcofluor White M2R, ktery
mél v celkovém objemu 22Ql koncentraci 25,2M a koncentrace FUN-1 se pohybovala
v intervalu od 6,3 do 2,26M.

Kvasinky byly kultivovany na Sikmém sladinovém agaki pokojové teplat a poté byly
sterilni klickou nagkovany do 50 ml sterilniho kapalného Zivného médid (glukoso-
peptono-kvasinkovy extrakt) v Erlenmeyetdyaice. Po promichani kultury v Zivném médiu
byly staticky kultivovdny minimal 24 hodin opt pii pokojové teplot za aerobnich
podminek. Poté byl polosmi objem Zivného média s tkami vystaven 95 °C na 3—6 hodin
(dle druhu kvasinky). fed odkrem byla danad kultura promichana, protoze kvasinky
sedimentuji. Na podlozni skko byla nanesena kapka &n Zivych a mrtvych bufk
kvasinek a byla fidana kapka fluorescéniho barviva AO¢i FDA. Preparat byl pozorovan
ihned i barveni fluorescein diacetatem a po cca 30 maluph barveni akridinovou oranZzi.
Pti barveni sadou LIVE/DEAD Yeast Viability Kit bylrpparat pozorovan po minim&ln
2 hodinach. Vyhodnocovan byl &t burgk v 35 vyfocenych zornych polich, nah@&dn
vybranych mist vzorku obarvenych kvasinek a obrdaidy zpracovany pomoci programu
HarFa.

Pomoci fluorescemiho barveni Ize na jednom obradzku naprahovdt toutvé, nebo Zivé
buiky nac¢ernou barvu (obr. 49). Obrazy kiknbyly prahovany dle intenzityi dle sloZzek
RGB prostoru. Ke zjighi vhodného prahovani Ize pouzit fraktéIni spektrjimzavislost
fraktalni dimenze na intenziti zvolené RGB sloZce, které je dostupné v progratatFA
jako nastrofractal Analysis — Range.

Obr. 49 Obrazky busk kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené aksidu oranzi
s rozlidenim 1280 x 1024 ernobilé obrazky fedstavuji naprahované obrazky na celkovy
pocet burek dle intenzity (I = 55-255), na mrtvé /iky dle komponent RGB prostoru
(R = 100-255, G = 0-254) a na zivésihky ot dle komponent RGB prostoru (R = 0-254,
G = 140-255). Pouzita filtreni kostka B-2A

MnozZstvi bugk x a jejich polongr r byly stanoveny zaipdpokladu, Ze obrazy békjsou
kruhového tvaru podobné velikosti a jsou rozliiéelna pozadi podle vztah(50)
tzv. metodou maximalni hodnoty ¢io a podle vztahu (54) tzwnetodou prahové distribuce
Pfi analyze obraz byla vyuZita vinkova transformacefipfraktalni analyze obrazu
tzv. metodou pditanimctverai site (box counting method).

Pi pouziti fotoaparatu Nikon Coolpix5400 byl poukianudlni expozni rezim, kdy lze
nastavit manuathhodnotucasu zaerky i clonu. \EtSinou vyhovovalo nastaveni pro 2éku
1/8 a pro cloniF 4.6. Samoiejmosti bylo nastaveni kvality obrazu na nejvy38s fbrméatem
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TIFF s velikosti fotografie 5M. Hodnota citlivosfotoaparatu ke s#lu byla nastavena
na ISO 5 byl pouzit automaticky rezim AUTO, aby se minimzalval vyskyt obrazovéeho
Sumu. Blesk byl vypnut. Vyvazeni bilé barvy bylostaveno na z&kové swtlo
Fluorescent FL2. Pro nastaveni kontrastu bylo gouwdce kontrastu, nastaveni sytosti barev
na normalni. Mieni expozice bylo nastaveno na optimalriteiné vyvazeni celého snimku.
Zaosteni na nekon®no.

V piipact pouziti videokamery PixelLink PL-A662 sitrtheme pomoci programu Lucia
Net 1.16.6. nastavit tak&které parametry jako je vyvazeni biécerné barvy, sytost barvy,
gama korekci.

3.2.3 Metoda maximalni hodnoty pdtu ve vysledcich

P pocitani Zzivych a mrtvych buk raznych druli kvasinek pomoci fraktalni analyzy
bylo zjiS€no, Ze pimérna chyba stanoveni @i burtk z 35 obrazk porizenych
fotoaparatem Nikon Coolpix5400 je menSi nez 10i¥pactu burek v obrazku do 20 (tab. 2,
3,5). Tato chyba je Z#gobena nestejnou velikosti @na tvaru, rozdily v barevnosti
jednotlivych bugk a kvalitou zaznamenaného obrazku. Pokud jsaikyousmrceny teplem
barvi se také cytoplazma na zeleno, coz komplikugees prahovani u bék obarvenych
AO. Stejre jako @i ptimém stanoveni @tu burek byly pwici buiky pccitany jako jedna
buinka, nesla-li dcéna buika dalSi pupen, ale j€Sse neoddila od buiky matéskeé, byly
pocitany jako d¥. Zjistené polongry obrazi burék kvasinek za fedpokladu, Ze maji kulaty
tvar, jsou uvedeny v tabulce 4, jsou v rozsahd-26l2 um. Pologry rozmerové spadaji
do hodnot uvaghych v literatiie, gfipadré jsou o co WtSi [75].

Tabulka 2
Prameérné paty burek z 35 obrazk vzorku riznych druli kvasinek obarvené akridinovou oranzi AO,
které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvélubyly tepeléd usmrceny/ — primerna chyba

AO
Druh kvasinky Pocet Pocet Celkovy

mrtvych | A (%) Zivych A (%) pocet A (%)

bunék bunék bunék
Saccharomyces cerevisiae 5,42 8,05 6,60 8,66 11,97 6,10
Saccharomyces cerevisiae FVL 4,19 7,23 7,00 4,85 11,19 4,61
Kloeckera apiculata 4,94 6,61 10,34 6,94 14,90 5,66
Hansenula anomala 10,17 8,44 10,38 6,92 20,57 5,22
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Tabulka 3

Prameérné patty burek z 35 obrazk vzorku fiznych drubi kvasinek obarvené fluorescein diacetatem

FDA, které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtuély byly tepeléi usmrceny/ — primérna chyba

FDA
Druh kvasinky
Pocet zivych burék A (%)
Saccharomyces cerevisiae 11,40 4,02
Saccharomyces cerevisiae FV1 8,96 3,74
Kloeckera apiculata 10,53 5,93
Hansenula anomala 8,05 8,11

Tabulka 4

Prumeérné polondry burek z 35 obrazk vzorku riznych drubi kvasinek, které byly ziskany fraktalni

analyzou; mrtvé biky byly tepela usmrceny; AO — akridinova oranz, FDA — fluoresadiscetat

AO FDA
Druh kvasinky Priamérny Pramérny Pramérny Priamérny
polomér mrtvych | polomér Zivych polomér vSech polomér Zivych

bunék (pm) bunék (um) bunék (um) bunék (pm)

Saccharomyces 3,25 4,12 3,74 3,78
cerevisiae

Saccharomyces 3,47 3,70 3,55 3,75

cerevisiae FV1

Kloeckera 2,88 2,72 2,96 2,62
apiculata

Hansenula 2,61 2,65 2,72 3,17
anomala

Tabulka 5

Prameérné hodnoty pétu a polondru burek z 35 obrazk vzorku, které byly ziskany fraktalni analyzou

s mnozstvimsirozere mrtvych buek po dvourdsicni kultivaci v kapalném zivném médiu

LIVE/DEAD Yeast Viability Kit
, Pramérny Pramérny
. Pocet Celk
Druh kvasinky m(::\?'ch Pramérna ;ef[)vy Pramérna | polomér polomér
Vy chyba (%) P . chyba (%) | mrtvych vSech burék
bunék bunék .
bunék (pm) (um)
Sacch g
accharomyees: 5 90 8,64 9,65 7,96 3,61 4,10
cerevisiae

P porizeni 15 snimik vzorku kvasinekSaccharomyces cerevisig&&CD kamerou, bylo
zjisteno, Ze jsou obeénmrtvé buiky (primérny poloner r = 20 pixel) menSi nez zivé
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(prameérny polon®gr r = 22 pixet), coz platilo i u pedchoziho r&eni. Piimérny celkovy
pocet burgk v obrazku byl 13 (chyba = 21 %), tepelmsmrcenych buik 8 (20 %) a Zivych
burgk 4 (15 %). Z vysledk lze tedy vidt, Ze pokud je htka reprezentovana vice pixely
chyba stanoveni @tu burek klesa. Z vysledk Ize vidit, Ze chyba stanoveni §a burek

v obrazech pzenych CCD kamerou s rozlisenim 1280 x 1024 j&ivyS

Tabulka 6
Prumeérné patty burek z 15 obrazk vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarkefm@novou
oranzi AO, které byly ziskany fraktalni analyzortyénbuiky byly tepeléi usmrceny

AO
Druh kvasinky | Poget Pramérna Pocet Primémé | Celkovy | Priamérna
mrtvych chyba (%) Zivych chyba (%) pocet chyba (%)
bunék bunék bunék
Saccharomyces| o 20,33 4,34 15,48 12,62 20,79
cerevisiae

V pitedchozich pracich byla zjta chyba stanoveni o burek Saccharomyces
cerevisiaepomoci klasické metody box counting v programu tana 9,28 % ib analyze
100 obrazik porizenych CCD kamerou s rozliSenim 752 x 548 jixelpd@tem burgk
v rozmezi fddow¥ od desitek do stovky. Bylo zji&to, Ze stanoveni ptu burek
Saccharomyces cerevisige presrgjSi nez réni patitani, @i snizeni vlivu lidského faktoru
[78].

VySSi [Fesnost je dosaZzitelnd optimalni volbou velikostndbuv obrazu (ta rize byt
jednoduse modifikovana zZmou optického z&tSeni) a optimalnim mnozstvim kikn
v obrazu (niZze byt nénén fedénim burééné kultury). Nejvhod&si parametry (velikost
burgk, mnoZstvi buk v obrazu) mohou byt zavedeny do jejich vyhodndcem dvou
ideélnich pipadech:

1. Pro fizné mnoZzstvN burek kulovitého tvaru se stejnym polénemr.

2. Pro nerdinné mnoZzstvN burek kulovitého tvaru sitznym polongremr.

Bylo nalezeno, Ze optimalni velikost lkn(tim se mysli polowr r) pro obrazovou analyzu je
35 pixel [79]. Paet burgk v analyzovaném obrazku, ktery lze stanovit, dnizse projevil
chybnym vyhodnocenim, je limitovan skéesti, Ze se hiky nesmi vzajemhpiekryvat.

3.2.4 Metoda prahové distribuce ve vysledcich

Bylo analyzovano vzdy 10 piaenych fotografii kvasinkggaccharomyces cerevisiae FV1,
Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata asdanla anomaldotoaparatem Nikon
Coolpix5400 obarvené akridinovou oranzi a fluorescdiacetatem Jedna série deseti
porizenych fotografii kvasinkysaccharomyces cerevisidgla obarvena také Calcofluorem
White M2R.Pro kazdou sérii fotografii byly zji&ty moznosti analyzy viznych barvovych
prostorech (tab. 7). Pro zj#ti t¢chto moZnosti byla ziskana fraktalni spektra z agbr
fotografie kazdé série podle barevnych sloA&Rk G, B, H, B a intenzity. Fraktalni
spektra vybraného obrazti 5 kvasinky Saccharomyces cerevisiae F\itahovaného dle
cervené slozky barvového prostoru RGB a dle jasarvdvém prostoru HSB Ize witl
na obr. 50, obr. 51. Z tabulky 7 Ize #idZe celkovy p&et burgk kvasinky Saccharomyces
cerevisiae FV1lze ziskat analyzou podle intenzity, jasu, zelengeené slozky a get
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mrtvych burtk analyzou podle intenzity @&rvené slozky. Je vhodné volit pro analyzu takovy
barvovy prostor, kde Ize nalézt Sirokou t&menenici se oblast hodnot ziskanéha@{po

Tabulka 7
Hodnoty prahu pro mrtvé, zivé kky kvasinky Saccharomace cerevisce FV1 obarvené@ AQradi
obrazuc. 5 podle sloZzek barvového prostoru RGB, HSB &glmitenzity

Slozka barvy Hodnota prahu Rozsa}h hodnot prahii  Rozsah hodnot prahu
pozadi Zivé buiky mrtvé buiky
Intenzital 65 80-160 80-230
CervendR 60 65-135 65—255
ZelenaG 95 90-255 90-255
OdstinH 95 93 65-70
JasB 90 90-255 95-255

Fraktélni spektrum kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1
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Obr. 50 Kvasinka Saccharomyces cerevisiae FV1 — zavisi@dttaini dimenze na prahované
hodnot jasu v barvovém prostoru HSB, obras
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Fraktalni spektrum kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1
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Obr. 51 Kvasinka Saccharomyces cerevisiae FV1 — zaviskadttadini dimenze na prahované
zjis
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Obr. 52 Zavislost pétu burek kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 na hédpahu jasu,
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V nasledujici tabulce jsou uvedeny zji¥¢ pdty burgk kvasinky Saccharomyces
cerevisiae FVlanalyzovanych obréaz U kazdého obrazu vSech sérii bylo tapérovano
minimalné 21 hodnot z oblasti, kdy byl obraz kndokre naprahovan. Minimalni hodnota
v intervalu skuteného pdétu burek byla paitana tak, ze i ptici buiky byly pcitany za
jednu steji jako osamocené kkly a maximalni hodnota byla dana tak, ze kazdy pupg
pocitan jako dalSi bika.

Tabulka 8

Paocty burek obraz: vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 eharakridinovou oranzi AO,
které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvéilou byly tepeld usmrceny. Zpimerovany rozsah
hodnot jasu B= 160-180, zprimérovany rozsah hodnot intenzity=1100-120, zprimérovany rozsah
hodnotcervené slozky R 80-100,zprimeérovany rozsah hodnot zelené slozky G30-150

Obraz| Skute&ny Zjisteny Zjisteny celkovy| Zjistény celkovy| Zjistény celkovy
.. celkovy | celkovy p@et pocet burgk pocet burgk pocet burgk
pocet burgk podle podle zelené | podle intenzity | podlecervené

jasuB slozky G slozkyR

1 15-23 14 18 18 18

2 8-14 9 10 10 14

3 9-16 10 15 14 13

4 15-21 13 17 17 18

5 10-14 10 10 10 13

6 6-10 6 6 7 7

7 8-13 7 8 8 9

8 9-16 9 10 10 12

9 13-23 15 15 16 23

10 11-19 12 12 13 15
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Saccharomyces cerevisiae FV1

3% - E— ————
B skuteény pocet — MINIMALNI
p— O zjistény pocet — jas B
30 ' O zjistény pocet — zelend slozka G e -
O zjistény pocet — intenzita I
o5 | ~ B zjistény pocet — Servend sIo'sza R b
B skuteény pocet — MAXIMALNI

celkovy p@et burgk

Obr. 53 Zjistené paty burek kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1obarvengddle miznych
barvovych slozek ziskaného obrazu

Tabulka 9

Pocty burek obrazi vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 ebarakridinovou oranzi AO,
které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvéilou byly tepeléi usmrceny. Zpimérovany rozsah
hodnot intenzity £ 196-210,zprimérovany rozsah hodnaervené slozky R 150-170

Obraz.c. Skut&ny paet Zjistény patet mrtvych Zjisteény paset mrtvych busk
mrtvych burgk burgk podle intenzityl podlecervené slozkyR
1 6-8 ) 6
2 34 3 4
3 2-4 3 3
4 67 5 6
5 5-7 3 6
6 2-3 2 2
7 3-5 2 3
8 4-8 4 4
9 3-6 5 5
10 5-8 4 5
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pocet mrtvych busk

Saccharomyces cerevisiae FV1

—— B zjistény poclet — Cervend sloZka R

W skuteény podet — MINIMALNT

O zjistény pocet — intenzita I -

u skuteény podet — MAXIMALNI

Obr. 54 Zjistené paity mrtvych buek kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1obarvenéddle
riznych barvovych sloZek ziskaného obrazu

Tabulka 10
Pocty burek obraz: vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae obare&ndinovou oranzi AO,
které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvéilou byly tepeld usmrceny. Zpimerovany rozsah
hodnot jasu B=50-80, zprimerovany rozsah hodna@ervené slozky R 90-254

Obraz.| Skute&ny celkovy | ZjiStény celkovy pdet | Skut&ny paiet | Zjisteny paiet mrtvych busk
¢. pocet burek burgk podle jasB mrtvych burgk podlecervené slozkyR
1 9-18 13 3-6 3
2 9-16 14 3-6 4
3 14-26 22 6-12 8
4 13-20 18 5-7 5
5 13-24 20 9-15 11
6 12-23 18 6-12 8
7 12-23 20 5-9 7
8 15-29 28 2-4 3
9 10-17 17 6-10 7

10 13-20 18 6-9 7
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Saccharomyces cerevisiae

i

1 2 3 4 5 8 9 10

Obr. 55 Zjisteny celkovy péet burek kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené A@ gtafky
jasu B barvového prostoru HSB
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W skuteény pocet — MINIMALNI
0O zjistény poclet — jas B

30 o
B skuteény pocet — MAXIMALNI

celkovy p@et burgk

Saccharomyces cerevisiae
16

W skuteény pocet — MINIMALNI

14 B zjistény pocet — Cervend sloZka R

B skuteény podet — MAXIMALNI

poc¢et mrtvych bunsk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 56 Zjisteny pa’et mrtvych buek kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené AQe pod
cervené slozky R barvového prostoru RGB
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Tabulka 11

Paocty burek obraz: vzorku kvasinky Kloeckera apiculata obarvené akadou oranzi AO, které byly
ziskany fraktalni analyzou, mrtvé iy byly tepeld usmrceny. Zpimérovany rozsah hodnot jasu
B = 3355, zprimérovany rozsah hodnotervené slozky pro obraz. 2, 6-10 ¢ R = 80-100
a pro obraz. 1, 3-5 jeR=90-110

Obraz.| Skute&ny celkovy | Zjistény celkovy p@et | Skut&ny paiet | ZjiStény paet mrtvych busk
¢. pocet burgk burgk podle jasB mrtvych burgk podlecervené slozkR
1 16-29 19 6-12 7
2 18-25 24 6-11 6
3 16-23 19 7-9 7
4 28-47 32 10-16 10
5 23-34 23 4-7 6
6 15-21 15 34 3
7 15-24 15 7-11 7
8 17-32 18 3-6 4
9 15-24 20 6-10 7
10 10-14 12 3-5 4

Kloeckera apiculata

50

B skuteény podet — MINIMALNI
45 O zjistény pocet — jas B
40 W skuteény podet — MAXIMALNT

celkovy p@et burgk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 57 Zjisteny celkovy péet burek kvasinky Kloeckera apiculata obarvené AO podisujd
barvového prostoru HSB
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pocet mrtvych busk

16

Kloeckera apiculata

14

W skuteény pocet — MINIMALNT

B zjistény pocet — Cervend sloZka R

B skuteény podet — MAXIMALNI
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Obr. 58 Zjisteny pa‘et mrtvych buék kvasinky Kloeckera apiculata obarvené AO patHevené
sloZky R barvového prostoru RGB

Tabulka 12
Paocty burek obraz: vzorku kvasinky Hansenula anomala obarvené alaidin oranzi AO, které byly
ziskany fraktalni analyzou, mrtvé iy byly tepeld usmrceny. Zpimérovany rozsah hodnot jasu
B = 50-70, zprzmerovany rozsah hodnaervené slozky R 45-75

Obraz.| Skute&ny celkovy | ZjiStény celkovy pdet | Skut&ny paiet | Zjistény paiet mrtvych busk
¢. pocet burek burgk podle jasB mrtvych burk podlecervené slozkyR
1 20-35 21 8-13 9
2 27-42 29 10-15 11
3 18-34 23 9-16 10
4 23-33 23 15-20 15
5 37-54 37 20-27 21
6 51-70 56 31-44 34
7 16-23 15 12-17 11
8 19-27 17 13-18 12
9 33-44 33 21-30 23
10 10-13 10 7-9 10
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celkovy p@et burgk

Obr. 59

pocet mrtvych bugk

Obr. 60

Hansenula anomala

70

W skuteény podet — MINIMALNI
60 O zjistény pocet — jas B

B skuteény podet — MAXIMALNI
50 I
40 I
N r | ' I I I

1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

Zjisteny celkovy peet burk kvasinky Hansenula anomala obarvené AO podle pRsu
barvového prostoru HSB

Hansenula anomala

45
W skuteény pocet - MINIMALNIT
40 1 B zjistény podet — ervend slozka R
B skuteény pocet — MAXIMALNI

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zjisteny paret mrtvych buek kvasinky Hansenula anomala obarvené AO paelwené
sloZzky R barvového prostoru RGB

Z predchazejicich grafech lze ¥id Ze zjiSéné p@ty kvasinky Saccharomyces cerevisiae
FV1, Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculdt@nsenula anomalaobarvené
akridinovou oranZi &sSinou spadaji do intervalu skdteho pdétu burek. Pro zjiséni
celkoveho poétu obarvenych buik je vhodna analyza podle jaBw barvovém prostoru HSB
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nebo podle intenzity a pro zjis&ni mrtvych bugk je vhodna analyza podéervené slozkyr
v barvovém prostoru RGB.

Dale byly analyzovany série desetitzenych fotografii kvasinkggaccharomyces cerevisiae
FV1, Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculateHansenula anomalaobarvené
fluorescein diacetatem FDA. Z tabulky 13 lIze &jdZze pa&et Zivych bugk kvasinky
Saccharomyces cerevisiae F\Ze ziskat analyzou podle intenzity, jaservené a zelené
slozky.

Tabulka 13
Hodnoty prahu pro Zivé liky kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 obarvara¥escein
diacetatem FDA a pozadi obrazu8 podle sloZzek barvového prostoru RGB, HSB &glimtenzity

Slozka barvy| Hodnota praHu Rozsah hodnot prahi
pozadi Zivé buiky
Intenzital 15 30-225
CervendR 1 1-200
ZelendG 30 45-255
OdstinH 110 100120
JasB 30 45-255

Tabulka 14

Pocty burek obrazi vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1, h@emmyces cerevisiae
obarvené fluorescein diacetatem FDA, které bylkarig fraktalni analyzou, mrtvé kky byly tepel#
usmrceny. Zpimeérovany rozsah hodnot intenzity 4 40-60, zprimeérovany rozsah hodnot jasu
B =60-120

Obraz. Saccharomyces cerevisiae FV1 Saccharomyces cerevisiae
c. Skut&ny paiet | ZjiStény paset zivych | Skut&ny paset | ZjiStény patet zivych bugk
Zivych burgk | bungk podle intenzityl Zivych burgk podle jasuB

1 9-15 10 10-14 12

2 7-11 7 10-16 12

3 11-16 10 15-28 22

4 9-13 11 10-18 16

5 7-8 7 17-24 19

6 10-14 13 16-21 21

7 6-9 8 9-13 9

8 6-8 8 11-16 12

9 16-27 22 7-11 9

10 8-13 9 10-18 15
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pocet Zivych bugk

Obr. 61

pocet zivych bugk

Obr. 62

Saccharomyces cerevisiae FV1
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Zjisteny patet zivych bugk kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 obarvenéeficein

diacetatem FDA podle intenzity |

Saccharomyces cerevisiae
35

B skuteény podet — MINIMALNI

30 O zjistény pocet — jas B

@ skuteény pocet — MAXIMALNT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zjisteny patet Zivych buek kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené Hoene
diacetatem FDA podle jasu B barvového prostoru HSB
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Tabulka 15
Pocty burek obrazi vzorku kvasinky Kloeckera apiculata, Hansenulanaala obarvené fluorescein
diacetdtem FDA, které byly ziskany fraktalni anralyz mrtvé biiky byly tepeléd usmrceny.
Zprimerovany rozsah hodnot zelené slozky G0=50 pro kvasinku Kloeckera apiculata,
zprimeérovany rozsah hodnot zelené slozky @0=100pro kvasinku Hansenula anomala

Kloeckera apiculata Hansenula anomala
Obraz. Skuteny Zjisteny paset zivych bugk Skuteny Zjisteny pacet zivych busk
¢. pocet Zivych podle zelené slozke pocet Zivych podle zelené slozke
burgk bunsk
1 17-27 25 17-24 19
2 14-20 15 9-13 11
3 15-22 17 14-18 13
4 14-26 15 13-15 15
5 16-21 20 9-14 14
6 16-27 17 21-32 23
7 12-20 13 13-18 13
8 10-15 9 5-9 9
9 9-15 9 8-10 8
10 11-13 10 9-15
Kloeckera apiculata
35 ——
B skuteény pocet — MINIMALNI
0 zjistény pocet — zeleni sloZka G
30 o
B skutecény pocet — MAXIMALNI
« 25
w
>
o)
S 20
>
2
N
o 157
o
o
10 1
5 .
0 Jd

1

2 3 4

5 6 7

8 9 10

Obr. 63 Zjisteny patet Zivych buek kvasinkyKloeckera apiculatabarvené fluorescein diacetatem
FDA podle zelené slozky G barvového prostoru RGB
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Hansenula anomala

35
W skuteény podet — MINIMALNI
30 O zjistény pocet — zelend slozka G
B skuteény podet - MAXIMALNI

pocet Zivych burk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 64 Zjisteny patet Zivych bugk kvasinkyHansenula anomalabarvené fluorescein diacetatem
FDA podle zelené slozky G barvového prostoru RGB

Jako nejpesr¥jSi se ukazala byt analyza obiiakvasinky Saccharomyces cerevisiae
obarvené fluorescein diacetdtem FDA podle j&udarvového prostoru HSB. Kvasinky
Saccharomyces cerevisiae FdIHansenula anomalaykazuji jednu odchylku z intervalu
skute&neého pdtu. KvasinkaKloeckera apiculatavykazuje odchylky d¥ Tato odchylka je
vzdy o jednotku menSi nez spodni hranice intergkiu&ného pétu burek kvasinek.

Nakonec byla analyzovana série deseti fotografiiskky Saccharomyces cerevisiae
obarvené Calcofluorem White M2R podle modré slogkyarvového prostoru RGB. Lze také
pouzit pro analyzu najlad slozku jasuB nebo intenzitd.

Tabulka 16

Pocty burek obraz: vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae obar@atéfluorem White M2R,
které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvéilou byly tepeld usmrceny. Zpimerovany rozsah
hodnot modre slozky B 35—-55

Obraz. Skuteny Zjisteny celkovy | Obraz. Skuteny Zjisteny celkovy

¢. pocet zivych pocet burgk podle ¢. pocet zivych | pocet burgk podle
burgk modré slozkyB burgk modré slozkyB

1 8-11 9 6 8-10 9
2 8-10 8 7 67 5
3 16-19 19 8 14-16 16
4 21-33 27 9 8-12 7
5 9-10 9 10 22-32 26
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Saccharomyces cerevisiae

35

W skutecny podet — MINIMALNI

W zjistény polet — modri slozka B

@ max. skutecny

celkovy p@et burgk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 65 ZjiSteny pafet zivych buék kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené Qabdcefm
White M2R podle modré slozky B barvového prost@a R

Z predesSlého grafu Ize witl Ze stanovovany get burgk spada do intervalu skut@eho
poctu nebo je o jednotku mensi.

Metodaprahové distribucesrychazi z pétu naprahovanych pixéldanych busk v SirSim
intervalu ve zvoleném barvovém prostoru a bere tedgtaz plochu naprahovanych kkn
Lze tedy fici, Ze zjiSény paiet spadajici do intervalu skdteeho pdétu burek zalezi
na skuténosti, zda dana matka buika nese malyi velky pupen. Pokud je pupen na
matdské buce maly, hodnota @tu je blize k minimalni hodnétv intervalu skuténého
poctu a naopak.

3.2.5 Zavér

Fluorescetini mikroskopie ve spojeni s obrazovou analyzou lsgzala byt vhodnou,
cenow dostupnou metodou pro ¢tani buk kvasinek. Je to metoda rychla a spolefjdiv
nez klasické réni paitani v Burkero¥ komarce. Pro barveni mrtvych a s@sré Zivych
burgk je vhodrjSi barvivo akridinova oranZz nez pouziti LIVE/DEAeast Viability Kitu.
Barvivo FUN 1 vyZaduje minimaé 30 minutovou inkubaci ve tnpro posun zelené
fluorescence Kervené metabolicky aktivnimi Bkami. Barvivo je v3ak nutné nechat
vétSinou pisobit déle a pouzit spiSe nizSi koncentrace (4,28+42M FUN 1), aby nebyla
patrna zbytkova fluorescence cytoplazmy u Zivychékucoz komplikuje proces prahovani
mrtvych burtk. DalSi nevyhodou je, Ze&ippozorovani fluorescence komponent této sady je
zapotebi jina filtratni kostka, pokud neni k dispozici vhodriipésmovy filtr. VSechny tyto
aspekty prodluzujéas zjiséni paitu burek. Calcofluor White M2R barvi intenziej jizvy
na bur¢né stné (obr. 66). Pro barveni zivych btknje vhodny fluorescein diacetat.

Metodamaximalni hodnoty ptu je vhodné pro stanovenitpnérného poloniru burek
v obraze a vysledky jsou shodné s Udaji v liteatlPro stanoveni ptu burek v parizeném
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obraze je vhodnd metogmahové distribuceneba@’ vypcatet vychazi z p&étu naprahovanych
pixeli danych budk v SirSim intervalu ve zvoleném barvovém prostddie metody jsou

zaloZzeny na principu box counting metody s impletaeinvinkové transformace pro jeji
zpresreni.

Obr. 66 Buwiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené poseady LIVE/DEAD Yeast
Viability obsahujici barvivo FUN-1 a Calcofluor W@iM2R

3.3 Sledovani rozmnozovani kvasinek

Fraktalni analyza byla dale pouzita na sledovésfur a rozmnozovaniaznych druli
kvasinek Gaccharomyces fragili€CY 51-1-1, Candida vini CYY 29-39-3, Kloeckera
apiculata CCY 25-6-22,Geotrichum candidun€CCY 16-1-16,Dipodascus magnusiCCY
25-6-22) v jednorazové kultivaci za aerobnich podrkigi laboratorni teplat Sledovani
bylo zaméteno naiizné druhy vegetativniho rozmnoZzovani (multipolabippolarni pdeni).

3.3.1 Mé¥ici aparatura

Pro zdznam obr#ézbylo vyuZito spojeni sitelného mikroskopu s epifluoreséaim
nastavcem Nikon Eclipse E200 a digitalniho fotoapamikon Coolpix990 s rozliSenim
2048 x 1536. Mikroskop Nikon Eclipse E200 disporiadama filtracnimi kostkami B-2A
(EX 450-490, DM 505, BA 520) a UV-2EC (DARJEX 340—380, DM 400, BA 435-485).
Déleni burgk bylo také sledovano pod mikroskopem Nikon Ecligsé00 s fazovym
kontrastem (obr. 67). U tohoto mikroskopu se ujllataleny interferetini filtr s vinovou
délkou 540 nm, ktery vyrazrevySoval kvalitu sejmutého obrazuii Bbou mikroskopech se
pouzival planachromaticky objektiv se éSenim 40x, nasazeny na trinokularni tubus
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s okularem se z¥Senim 20x. Ziskané obrazky ve forméatu TIF byly lyravany pomoci
programu HarFA.

Podle velikosti nejmenSihtiveretku Birkerovy konirky (0,1 mm) bylo uwteno celkové
zwétSeni obrazu, které je 2400x. Vyed se provedl pomoci vyfotografovanérinky.
Velikost 0,1 mm odpovida 750 pixeh neboli 240 mm z#Seného obrazu. Jeden pixel tak
odpovida 0,31 mm ztSeného obrazu. Pokud tedy zjistime kolik pixeh z\¥tSeném obraze
ma ukita kvasinka Ize pak lehce vygtat jeji skuténa velikost. Tyto hodnoty jsou uvedeny
u kazdého presentovaného vzorku, ktery je udavém tigpicky pitibch pro danou kvasinku.
Hodnoty ovSem odpovidaji pouze tomuto experimentkud by se snimky ukladaly v jiném
formatu, pget pixeli by se zminil a tim i skuténa hodnota velikosti zkoumaného objektu.
Proto jsou hodnoty zaokrouhleny a jejich smyskje grientani.

K zcela prvnim pokusn byla také pouZzita sestava skladajici se 2eekveho mikroskopu
SM 6 od firmy Intraco Micro a CCD kamery od firmyOSlY model SSD-DC50AP.
Pro zaznam, UOpravu a archivaci obrazu byl pouzZdgm@m Lucia, Image Archiv Plus
Version 4.2. s pracovni plochou o velikost 752 8 ixeli, coz odpovidalo 146 x 1Q6n.
Mikroskopovano bylo objektivem 40x. CelkovéectSeni takto ziskanych obrabylo 640x.
Ziskané obrazky ve formatu BMP byly analyzovany pohprogramu HarFA [80].

Obr. 67 Merici aparatura sloZzend z mikroskopu Nikon EclipseO®E4s fazovym kontrastem
a fotoaparatu Nikon Coolpix990, Zivné médidml a 2 (zleva), fklad kultury kvasinek
kultivované na Sikmém agaru
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3.3.2 Priprava preparatu a popis experimentu

Pfi pozorovani pteni kvasinek je wezité, aby preparat vydrzel co nejdelSi dobu.
Na pozorovani vyvoje,tstu a pohybu mikroorganismse pouZivaji vihké kotmky, ve
kterych pozorujeme mikroorganismy ve visuté kapapatného zZivného média. Nagtji se
pouziva Kochova koirka s vybrouSenou jamkou v tlustém podloznimcgklia Béttcherova
komarka se sklegnym prstencem fdepenym na podloZznim skKu [81]. Nejprve byly
pozorovany kvasinkové kky v Bottchero¢é komirce. Bylo zjiS¢éno, Ze pozorovani
v Bottchero¥ komiarce je nevhodné, protoZe visici kapka rychle vyayalpohyb kvasinek je
v kapce pilis intenzivni a tim znemdiije vhodné zaosni.

Dale byla vyzkouSena zplé&k kapilara, ktera aft neumozuje vhodné zaosni.
Nakonec bylo pozorovéani peni kvasinek provaso v Birkero¢ komirce, kterd se
obycejné pouziva na stanoveni ga burék. Pozorovani v Burker@gkomirce se ukazalo byt
jako nejvhodsjSi. Fi hloubce konirky 0,1 mm je pohyb kvasinek omezen oproti visuté
kapce v Boéttcheray komirce a tim je zajigho i vhodné oseni sledované kvasinky.
Pri pouziti Burkerovy konmrky preparat vydrzi dostates dlouho. DalSi vyhodou byla doba
udrzitelnosti vzorku ve stavu schopnéntiemni a to diky kanalkm, kde se udrzovalo
prebyt&né Zivné médium. Pod kondenzor mikroskopu se plaldZétriho miska se studenou
vodou, ktera byladhem ngieni vynenovana, aby bylo oddaleno vysychani preparatu.

Vzorek kvasinek byl fipraven @ékovanim Sikmého agaru poZzadovanou kulturou, ktgty b
kultivovan @i pokojové teplat 17-24 hodin. Z této kultury se n&wmvalo kapalné Zivné
médium, kde se kvasinky nechaly staticky kultivovainimalre jednu hodinu, aby se
prizptsobily novému Zivnému prasidi. Do stedu Burkerovy koriirky byla sterilni pipetou
pienesena kapka suspenze dkukvasinek a pkryta krycim sklgkem tak, aby nevznikly
vzduchové bubliny. V taktoipraveném preparatu byla pod mikroskopem sledoviri&a
kvasinky.

Velmi dulezité je pdidit na pouzité rxici sesta¥ co nejkvalitrgjSi zaznam obrazu pro
nésledujici obrazovou analyzu. Rozhodujicimitelem rozliSeni pozorovanych biin je
kontrast a proto fied vlastnim snimanim obrabyly nastaveny vhodné parametry vstupu
digitalizacni karty. V softwaru Image Archiv Plus je moZné tasg jas, kontrast, odstin
a sytost v rozsahu hodnot od 0 do 127.

V piipact fotoaparatu lze nastavit vhodné parametry pro ariskco nejkvaliteyjSi
fotografie. Bylo nastavenoswtleni — vyvazeni na bilou, pépfluorescenni (dle aktualnich
swtelnych podminek v laboraid meéreni expozice— bodové mseni, kontrast — vice
kontrastu (more contrasgjpostovani- vypnuto (off),digitalni zoom- vypnuto (off),zoom—
maximalni,reZim— manualni, krajinaformat fotografie- TIFF (high). Fotografie se snimaly
pomoci dalkoveé spoustktera zabranila rozasini obrazu, oproti snimani niget fotoaparatu.

Béhem celého ®eni bylo nutné zajistit konstantni n&mmé homogenni ostleni, které
dopadalo na vzorek, a tim se neoftivala kvalita snimaného obrazuéMci se denni s¥lo
ovliviiuje hlavré odstin sejmutého obrazu a v menSitemi intenzitu jednotlivychéasti
v zaosteném obrazu proto je vhodné upravit labafratby se osistleni v pfibchu dne
nenenilo. Homogenni ositleni Ize docilit vyvdZzenim na bilou, pomoci digif&o
fotoaparatu nebo pouzitim jiného jizgpinastaveného ofleni ve fotoaparatu.

Je vhodné najit v preparatu takovounkw, ktera pilis necestujeabychom ji nemuseli
kiizovym posuvem preparatu stale sledovéhd®n dlouhého pozorovani se sledovaniékbu
v Burkerow¥ komirce pohybuje (nahoru, dglrotace kolem své osy v zivném médiu)ia p
puéeni nemusi st pupen ve stejné rowinako je mateska butka proto je nutné dhem
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meéfeni buiku stale zaogbvat. V pabéhu mefeni se bitka musi neustale dodsvat, protoze
médium vysycha a tlotka kapaliny se mikhzmensuje. Vliv prouthi média nize také
ovlivnit polohu pupenu vzhledem k m#&tké buice. Pokud bika z&ala pw&et v jiné rovirg,
nez byla rovina snimani, nebylo vhodné po&xat v néreni.

Mal& hloubka ostrostiip pouZiti objektivu se zstSenim 40x znemabvala zaostt celou
buiku zarove s jejim pupenem, pokud se jejich vzajemna polatim.l Ze zkuSenosti bylo
zjisttnose, Ze nejvice pohybu vykonavajinky s malymi rozniry (Kloeckera apiculatg
zatimco buiky s velkymi rozmdry jsou v podstat bez pohybu Geotruchum candidun
ZaleZi také na viskozitpouzitého Zivného média a v neposledad také na Zivotnich
podminkach kvasinky a druhu kvasinky. ldealni smim#urek bylo v pfipac, Ze kvasinka
pwela do stejné roviny prostoru a byla bez pohybu.

Pii pouziti fotoaparatu s vysokym rozliSenim se zdddodné oseni na vejSi sénu buiky
z divodu cistoty obrazu a linie 8hy. Osteni na vnitni sénu buiky jiZ nebylo tak vhodné,
z divodu velké viditelnosti organel a tim i ztizend aya obrazu fed konénym
vyhodnocenim. Nevyhoda @shi na vijSi stranu biikky byla ve viditelnosti pupenu.
Z pctatku fistu pupenu v naprahovaném obrazu nebyl pupen zeééh a vznikla tim
prodleva ve sin¢, coz po par snimcich (jakmile se pupeiitEV) odpadlo. B pouZziti nap.
kamery s nizkym rozliSenim je vhag$i ostit na vnigni stranu bu&né sény, nebd tak
ziskame vice kontrastni obraz vhodny k dalSimucwani.

Predpokladalo se snimani jen jedné kvasinky po céthwu ngieni. Lze vSak snimat vice
kvasinek najednou, ovSem pokud to dovoli régnzorného pole, tim i velikost bek, jejich
stacionarnost nebo stejna trajektorie pohybwaéuvzdalenost kvasinek od sebe [45].

Béhem pozorovani vybrané fky kvasinky byl po ufitych ¢asovych intervalech sejmut
obraz a uloZen ve formatu TIFF ¥ijpact fotoaparatwei ve formatu BMP v fipad kamery.
Nejcasgji byl pouZzit interval 2—4 minuty. Ze zaznamenanysstimki byly ziskany vyezy
0 urité velikosti pomoci progratn Phothoshop a v poz@i fazi nmefeni jen programem
HarFA, ktery byl obohacen o funkci Upravy obrazydaizovani vyezi a ukladany ve
formatu BMP. Vyezy byly provadny tak, aby sledovana kvasinka byla stale na jednom
misg& v obrazu. Takto upravené snimky lzeyest nafiklad programem Bmp2avia video
ve formatu AVI.

Dale néasledovalo odfiltrovani barevné slozkyiegu a pomoci programu HarFA se
provedlo prahovani. Vznikl€éernobilé obrazy byly posledni fazi experimenturétbyly
zpracovany programem HarFA nasled& byly obdrzeny kongmé hodnoty — fraktalni
dimenze a fraktalni miry zkoumaného objektu.

Obrazky jsou v souboru ulozeny pomoci RGB slozeak.zpracovani dat ve 24-bitové
barevné hloubce Ize tedy maskovat vice nez 16,iomilbarevnych odstin K interpretaci
vyslediki vSak mnohdy postaje menSi peet Udaji. Toho Ize dosdhnout napprevodem
barevnych obrazkna Sedou Skalu (intenzity). Tentéegod s ohledem na citlivost lidského
oka (nejcitliwjSi je na zelenou) se provadi podle vztab0,29R + 0,587 + 0,1148. Timto
zpasobem se snizi barevna hloubka na 8 pie vSechitech barevnych kanalech je stejny
odstin barvy) a pft maskovanych barev bude 256 [82].

Sledovana kvasinka na snimcich byla detekovanaopéaim podle intenzity. Pro zjiti,
kterd cast barevné informace ma byt maskovanagba nejprve ziskat fraktéalni spektrum.
Fraktalni spektrum nam ukaze zavislost fraktalmietize na vSech moznych maskovacich
podminkéach pro intenzitu (obr. 68). Hodnota, kdei®eky protnou nebo prudce zZmi swij
tvar je idedlni intenzita pro prahovani.
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Obr. 68 Fraktalni spektrum vytvené programem HarFA metodou Range

Po zjiseni vhodného intervalu intenzit pro naprahovani pybveden viez obrazu
a nasleda nasleduje samotné prahovanfesu. Velikost vyezu je vhodna, aby byla&t&i nez
2°. Nejeastji byl vyfez 530 x 530 pixél Na nasledujicich obrazcich Ize &tidednotlivé
operace se ziskanymi #gzy. Na poslednim obrazku je odstmaa naprahovana distota
v Zivném médiu, ktera by dale ouliovala fraktalni dimenzi sledované kvasinky.

Obr. 69 Vyrez p@izeného snimku kvasinky Dipodascus magnusii fotatga Nikon Coolpix990
(vlevo), naprahovany vgz dle maskovacich podminek pro intenzitu: 0—-13%sled@
Upraven odstragnim neistot (vpravo)[45]

Na upravenych snimcich byla dale provedena fraktalmalyza s vyuzitim vinkové
transformace. V programu HarFA lze provést i klksic fraktalni analyzu pomoci metody
box counting. Touto metodou je ziskana logaritmifldkce zavislosti mnozstvi podk N
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k pokryti fraktalu y-osa) na velikosti patka r (x-osa) ¢étvercové sit. Sklon linearnicasti
funkce dava fraktalni dimenzi.

Z kazdého obrazu bylo ziskancitphodnot (proto byl obraz wgzavdn na Mgz
530 x 530 pixal, aby se fi posuvuctverce velikosti 512 x 512 pixelbylo ziskano vice
hodnot, které naslednbyly zprimérovany. Vysledky se tak jevirgsrgjSi. Ziskala se tak
pramérna hodnota fraktalni dimenZ@ a fraktalni miryK (obr. 70, tab. 17, 18). Fraktalni
dimenze dava informaci dlenitosti sledované kvasinky. Pokud se fraktalninetize
od topologické liSi malo, je objekt mattenity. Z fraktalni analyzy lze ziskat i fraktamiru,
kterd vyjaduje paet pixeli obrazu, které maji stejny odstin, a dava nam tiaftymaci
o zaplrenosti plochy sledovanou kvasinkou. Lze ji vyj@daké v procentech vzhledem k celé
ploSe obrazu. Fraktalni dimenze tedy charakterizigstnosti povrchu sledovaného objektu
(ploch, rozhrani; nap pii starnuti bugk), fraktalni mira jejich velikost, resp. procerlhia
kryti obrazu fraktalni strukturou.

& Fractal Analysis - Graph E]

Fractal Analysis

InCM )

| & Black&whitein) * B + Baw ¥ W+ BAW |

Statiztics

Bw: y=11321x (+0.0561) + 7.522 (+0.2188). R =0.9831
B +BwW: yp=14621x [+0.0464) + 9.086 (+0.1715). R =0.9920

W+ BW: p=19903x (£0.0017) + 12.429 (= 0.0064). R =1.0000

Obr. 70 Fraktalni analyza vybraného obrazu

Na predchazejicim obrazku je graf fraktalni analyzy ptwraz kvasinkyDipodascus
magnusii (obr. 69). V grafu jsou body zavislosti ¢to ¢tveral pokladané sét na jejich
velikosti proloZzeny lineérni regresniimkou. Ze smarnice rovnice této fimky nagiklad
pro rozhrani tj. pro pixel}ast&né zaplrené cernou a bilou barvou je ziskana fraktalni
dimenzeDgw, kterd je rovna 1,1321 afipaproximaci prox = 0 je ziskan Usek na ose
tj. logaritmus fraktalni miry IiKgw, ktery je roven 7,522. Pokud je tato fraktalni anir
vyjadiena v procentech vzhledem k celé ploSe obrazu oéroz 512 x 512 dostaneme
(Kew/ Kmay-100 = (1848,26 / (512x512))-100 = 0,7051 %. Mguiim sloupci je uveden
koeficient regrese, ktery charakterizuje spoletdiwg/sledku.
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Fraktalni dimenze jednotlivych sniink dané sérii je nasledrvynesena ndase, kdy byl
snimek archivovan.

Pro srovnani jednotlivych experiménu stejného nebodzného druhu kvasinky se
zpracovani obrazu lisSilo jen hodnotou prahovang, logl nutny krok z dvodu jiné tlougky
buné¢né stny, miznou intenzitou zaosni a nakoneciznym os¥tlenim vzorku. Jinak byl
experiment standardizovan. Fraktalni analyza bytedatna v @ti castech obrazu a to: leva
horni ¢ast, prava horndast, prava spodriast, leva spodnfast a sded obrazu [45]. Stein
jako fraktalni dimenze se stanovila fraktalni mira.

Tabulka 17
Priklad vyp@tu fraktalni dimenze

Obr. ¢. (rflﬁ‘ls) Dew1 Dew2 Dews Dswa Dsws Prg;;ver
1 0 1,07794| 1,07746 1,07753 1,07364 1,08997 1,079308
2 2 1,08088| 1,07889 1,07737 1,08115 1,09054 1,0811766
3 4 1,08955| 1,09409 1,09228 1,09291 1,08331 1,090428
4 6 1,09242| 1,09016 1,08652 1,09274 1,09482 1,091332

Tabulka 18

Priklad vyp@tu fraktalni miry

Obr. ¢&. (ri?nss Kewi | Kewz | Kews | Kewa | Kaws Pr;;:ver Kew (%)
1 0 1079 1094 1080 1063 1170 1097,2 1,674194
2 2 1116 1125 1120 1122 1170 1130,6 1,725159
3 4 1161 1195 1189 1168 1125 1167,6 1,781616
4 6 1172 1169 1172 1184 1200 11794 1,799622

VSechny experimenty byly zadsvany na vijSi stranu biiky. Nebylo vhodné &em
experimentu mnit stupé zaosteni. Takové p&inani nélo pozcji vliv na fraktalni
parametry. Bylo prahovano na @&nou sténu a gipadné viditeIné ngstoty nebo organely se
korekci odstranily. Pokud by se organelyiky zachovaly nebo se celaika za&ernila,
fraktalni dimenze (a tim i mira) by se zvySila m&m@mntni hodnotu, ale {d¢h v zavislosti
na ¢ase by byl stejny. Jedinou vyjimkou byl vzorek, rigtese pozoroval mikroskopem
s fAzovym kontrastem. Zde se fiet na vnitni ¢ast buiky. Vyiezy byly provadny
o velikostech 270 x 270 (analyza 256) pixed30 x 530 (analyza 512) pixeh pouze jediny
vzorek 1040 x 1040 (analyza 1024) pixel
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3.3.3 Vysledky a diskuze
Candida viniCCY 29-39-3

Oc¢kovano bylo do zivného médta 2, snimano i teplo€ 24 °C, expozice byla provéda
na hodnotu 1/42 sekundy, clorfa=4. Objeveni pupenu na migké buice nastalo
po 75 minutach po zakovani do zivného média. DalSi pupen se objevillp6 minutach,
dalSi po 240 min. a posledni po 350 minutach. Reahiose provatdo na intenzitu 0-127.
Vytez 530 x 530. Snimano po 2 minutach. Body jsouopgesly klouzavym m@imérem
periody 7.

Na obrazku lze vi&t nékolikanasobné pieni kvasinkyCandida vini V grafu pozorujeme,
Ze i objeveni pupenu fraktalni dimenze roste, potiégktalni dimenze fiblizné konstantni,
neba’ kvasinka si vytvB zasobu Zivin na dalSaist a ¢leni. Po n&erpani dostatku Zivin na
budouci rozmnozovani &ae kvasinka dale get a dimenze ap roste.Candida vinise
vyznauje pomalym idistem a pravidelnynterpanim Zzivin. Poklesikky je také krons
cerpani zivin a zpomalenimistu zmisoben #istem pupenu (nedokonalé zd&esf) a tim
I zmenSenim fraktalni dimenze. Vzorek je zajimawy, Ze posledni pupen rostl ve &onosy
pozorovani. Vyjimeéné se pupen povedlo zatistspolu s celym svazkem bek | kdyZ pupen
neroste kolmo k ose pozorovani, fraktalni dimermzter stejs jako kdyby tomu tak bylo.
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Obr. 71 Zavislost fraktalni dimenzegld na zngne struktury kvasinky Candida vini — typickytipeh

Na dalSim obrazku je zobrazenipth rastu fraktalni miry. Je zajimavé, Ze #sircerné
plochy neni konstantni, ale rychle se zvySujefablgeveni druhého pupenu. Nt tedy byl
pozvolny, s wtitymi relaxanimi fazemi, kdy se velikost kvasinky &8ovala jen mir&
Velikost matéské buiky pii pocatku snimani byla 28m x 13 um. Na konci ndteni byla
velikost vzrostlé kultury 48m x 19um.
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Obr. 72 Zavislost fraktalni miry Ky na znané struktury kvasinky Candida vinicase

Na nésledujicich grafech f@andida vinj pozorovana mikroskopem Nikon Eclipse E400
(obr. 73 a obr. 74). Pouzity byl zeleny filtr o gkré délce 540 nm. Kvasinka byla kultivovana
v Zzivném médiu¢. 2. Clona byla nastavena na hodn&tu= 4, expozice na 1/5 sekundy.
Pri mikroskopu E200 bylo nutné sén podexponovat, vtomto ifpad o -1,7 eV.
Bez podexponovani by fotoaparat nezaznamenal obl@zencernou plochu. Neni bylo
provadno pi 23 °C a fotografie byly snimany po dvou minutaBmahovani se provékd
na intenzitu 0-88. Nizka intenzita prahovani lwdaa mensim kontrastem snimané kvasinky
a okolim, coz u mikroskopu s fazovym kontrastertypické. Vytez byl provadn na velikost
530 x 530 pixal a fraktalni parametry se dmvaly z @ti hodnot. Prvni pupen se objevil
po 150 minutach od z#&kovani do zivného média. DalSi dva pupeny po 16Autich
od naistu prvniho pupenu, dale po 300 min., dalSi dvaepy315 minutach. Posledni pupen
z&tal rast po 330 minutach.

Na obou grafech Ize witl Ze fraktalni dimenze i mira prudce stoupa. Mimnkud
pozvolrgji. Kvasinka roste tégt bez relaxénich fazi, n&erpané Ziviny ji stdly az do
naristu 7 dcénych burgk. Rychly vzist fraktalni dimenze je Zgoben také tim, Ze jakmile
prvni dcéina buika dorostla 3/4 velikosti mateké, zaaly jiz ok buiky putet naraz. Toto se
opakovalo i pi posledni period pweni, kdy vSechny dosf@ buiky zataly puet opet
zarova s rozdilem #kolika mélo minut.

Fraktalni mira méa spiSe exponencialni igtr Je to zfisobeno mirnymicasovymi

prodlevami v jednotlivych periodach ¢eni, které se liSily o 10-15 minut. Mirnym
problémem u snimani pomoci mikroskopu E400 bylmptecka soustava sasto samovokh
rozostovala. Tento aspekt bylo nutné vzit n&demi a pelivé doostovat pged kazdym
sejmutim obrazu. Bfeni bylo ukodeno z dvodu vyschnuti vzorku na Birker®komirce.
A v neposlednitad i naklargnim se vzrostlé kultury na dolni stéancoZ lze pozorovat
i vzmenSenych obrazcich v grafech. Naklui kultura se velmi Spatrzaostuje a hodnoty
fraktalni dimenze se tak mohou stat zkreslenymridbogh kiivky znané jiny nez by byl
u rovnolEzr¢ zaostené kultury. Velikost maieké buiky pii pocatku snimani byla
16 um x 14um. Na konci ndteni byla kultura vzrostla na 3n x 32um.
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Obr. 73 Zavislost fraktalni dimenzegly na znéné struktury kvasinky Candida vini sledovano pomoci
mikroskopu s fazovym kontrastem

Kpw (%)

24 v

bt e
AR +
L

g + r

T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

¢as (min)

Obr. 74 Zavislost fraktalni miry Ky na znénée struktury kvasinky Candida vini sledovano pomoci
mikroskopu s fazovym kontrastem

V poslednich grafech pro kvasinkKiandida vinije srovnani fraktalnich dimenzi aém
zobrazenych na obrazku 71, 72, 73, 74 s dalSirtiemimi, které Ize shlédnout také
v piiloze 2. Sipky nazraiji misto, kde dana kvasinkacada pwet. U rékterych kvasinek
vidime, Ze putely i nékolikrat. Dale vidime, Ze kazdy vzorek byl snimémjmou dobu. To
bylo zpisobeno vysychanim vzarknebo z dvodu nemozného zadshi kvasinek. VSechny
vzorky jsou proloZzeny klouzavymmérem periody 7 a prahované na hodnotu 0-127 (0-88
pro fazovy kontrast). Vidime, Ze vigtajici tendence je zastoupena u v8dgiech néienich.
Relax&ni faze je zastoupena také u v3eakrani jen u vzorku. 2 mér. Tento ptib¢h je
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zdivodrén u obrazk obr. 73 a obr. 74Candida vini se tedy vyzn&uje vziistajicim
pribéhem s fazemi odp@inku, nabirani energie a Zivin¢dne pred objevenim nového pupenu
rast fraktalni dimenze stagnuje, a jakmile sikai doplni Ziviny a pupen Zae fist, fraktalni
dimenze zé&ne stoupat. Velikost fraktalni dimenze je také&ena pdéateini velikosti kvasinky
a jejiho povrchu, ktery je ztiaé ovlivnén stupgm osteni.

Fraktalni miry na obr. 76 vychazeji t&hze stejného bodu, a podle velikosti kvasinek se
mirne liSi. U vzorku¢. 3. vidime, Ze ndist miry je daleko &Si, nez u zbyvajicich &eni.
Ostatni néfeni maji naist pozvolny, a p&et pixeli se zvySuje pomaleji. Vidime, Ze vzorek
¢.3 m& i nejvySsi nést fraktalni dimenze. Jednozmé lze tento vzorek ozké jako
kvasinku s nejvySsSi zasobou energie. Naopak vzorek nel nastadané energie nejmé&n
a jeho ptibeh je nejpozvolwjsi.
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Obr. 75 Srovnani zavislosti fraktalnich dimenziybna znené struktury kvasinky Candida vini pro
vice n#reni. Vzoreke. 1:24°C, Zivné médiumi 1, ti vzrostlé pupenyyzorekc. 2 (fazovy
kontrast):23°C, zivné médiuni. 2, sedm vzrostlych pupgnvzorek ¢. 3: 24°C, Zivné
médium¢. 2, i vzrostlé pupenywzoreke. 4: 23°C, Zzivné médiuh 2, jeden vzrostly pupen
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Srovnani zavislosti fraktalnichemKgyw na znéné struktury kvasinky Candida vini pro vice
meéreni Vzorekc. 1:24°C, zivné médiund. 1, ti vzrostlé pupenyyzorek ¢. 2 (fazovy
kontrast):23°C, Zivné médiuth 2, sedm vzrostlych pupgmvzoreke. 3: 24°C, zivné médium
¢. 2, ¥ vzrostlé pupenyzoreké. 4: 23°C, zivné médium 2, jeden vzrostly pupen



Dipodascus magnusiCCY 25-6-22

M¢éteni probihalo p 23 °C, v Zivném médid. 1. Vyrezy 530 x 530 pixélbyly prahovany
na 0-130 a snimany po 2 minutach. Nastavenérkgvna hodnotu 1/44 a clona = 4.
Sledovana hitka za&ala pwet po 4 hodinach od z&movani do kapalného médéa 2. Jedna
se o tlustogihnou kvasinku, ktera se velmi delprahovala. RozmnoZovani probihalo pomoci
arthrokonidii. Trend je stoupajici, jakmilecn@ kvasinka ptet fraktalni parametry se zvysuji
rovnonerng, bez pokles, nebo faze relaxace.

Velikost matéské buiky na p@&atku snimani byla 2im x 18 um. Na konci nifeni byla
kultura vzrostla na 6bm x 23um. Tlougka stny byla 3,2um.
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Obr. 77 Zavislost fraktalni dimenzegly na znéne struktury kvasinky Dipodascus magnesii
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Obr. 78 Zavislost fraktalni miry Ky na znéne struktury kvasinky Dipodascus magnusii
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Geotrichum candidunCCY 16-1-16

Geotrichum candidunse rozmnozuje pomoci arthrokonidii. Clona byla nastavera
hodnotu 4 a expoani ¢as na 1/42 sekundy. Kvasinkacal puéet po 195 minutach
od nagkovani do zivného média 2 pi teplo® 24 °C. Velikost vyezu byla 1040 x 1040
pixeli a intenzita prahovani byla stanovena na 0—-126yhlou &chto kvasinek byla jejich
velikost a slaba &ha. Kvasinky se nedalfadre zaostit a @i prahovani byly snimky neuplné,
jak lze vidt na obrazku. Tato skuteost znan¢ ovliviovala fraktalni dimenzi i miru.
Vyhodou tohoto druhu bylo, Ze kvasinka sestavalaisharg na jednom migtpozorovani.
Velikost matéské buiky na p@atku snimani byla 3@gm x 11 um. Na konci ndfeni byla
kultura vzrostl4 na 8pm x 13um.

1,065

1,045 //
1,025 'i\ - //{\w T
; T
_Q\ % { T
‘ \

1,005 ~

0,985 | - —
N +m + . ‘I
- +
U
+ +

Dpw

0,965 = =
* +

0.945 T T T T T T T

¢as (min)

Obr. 79 Zavislost fraktalni dimenzegly na znané struktury kvasinky Geotrichum candidum
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Obr. 80 Zavislost fraktalni miry Ky na znéne struktury kvasinky Geotrichum candidum

104



Lze vidit, Ze tyto kvasinky maji str&si prabéhy. Mirn¢ jsou ovlivreny Spatnym
doostenim, kde potom vznikaji neekavané poklesy. Fraktalni mira ma pomaly rovérom
narist hodnot. Na p&tku nefeni byly buiky obdélnikového tvaru, nabiranim Zivin
a dospivanim se zaoblovaly acaly pwet. Rozdil poéatenich fraktalnich dimenzi
u jednotlivych vzork je dan zaosgenim a naslednym prahovanimgéifdni byla ukotena
kvili velikostem kvasinek, které zhorSovaly vyhodndaga.

Kloeckera apiculataCCY 25-6-22

Typické zavislosti fraktalnich parameétna znéné struktury @i puceni jsou uvedeny
na obr. 81, 82. Prvni pupen se objevil po 30 mictutdd zadkovani do zivného média 1.
Expozice byla utena na 1/37 s a clona 4&Mni probihalo $ 23 °C.

DalSi dva pupeny Zzaly rist za 90 minut. Prahovani iezu 270 x 270 pixél bylo
provedeno na intenzitu 0-130. Tento druh kvasinekvgzn&oval rychlym pdenim,
odElovanim jednotlivych bugk zietizku od sebe. Lze také v¥id Ze na matské buice se
objevuje rkolik puperi najednou, jde tedy o peni multilateraini. Negativem tohoto druhu
kvasinek bylo, Ze &tSi kolonie se fevracela a zamotavala se do vertikalnich spirat, co
znemoznilo dalSi zadsini obrazu. Pozorovani tak bylo progad maximalg po dobudtyi
hodin. Tato skut&ost mohla byt zjsobena tim, Ze velikost kvasinky je nejmensi zelvSe
pouzitych druli. Buiky byly velice ,zivé" a nahle gnily svou polohu.

Kvasinka silg cerpa energii po sk@eni kazdé periody geni. Jakmile jsou v kulte
buinky alespa ¢tyti, ¢asto se od sebe afldnebo se zkrouti. Fraktalni mira kopiruje trend
fraktalni dimenze. To znamena, Zeusdmpixeh byl stejny jako #ist fraktalni dimenze.

Velikost matéské buiky na p@&atku sniméni byla 18m x 11 um. Na konci ndieni byla
kultura vzrostla na 2@m x 19um.

1.31

1,26

1.21 ~

1.16

Dgpw

1,06

1 .01 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

¢as (min)

Obr. 81 Zavislost fraktalni dimenzegl) na zn@ne struktury kvasinky Kloeckera apiculata
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Obr. 82 Zavislost fraktalni miry Ky na zn@né struktury kvasinky Kloeckera apiculata

Béhem pozorovani dalSiho vzorku Ize &tidjak se dcéna buika oddlila od matéskée
a opit zatala pwet. Snimano bylo po 2 minutachi 24 °C v Zivném médig. 1. Expozice
byla u€ena na 1/38 s a clona 4. Prahovano bylo na intefzil32. Kvasinka zala puet
po 570 minutach od z&kovani do Zivného média, bk se oddlily po 685 minutach a po
10 minutach zéaly opt puwet. Odaleni bylo zgisobeno vytldaenim givodni buiky novym
pupenem, ktery rostl na stejném raidt) této kvasinky lIze tedyégné pozorovat bipolarni
puéeni. Na obrazku 83 a 84 je nazea trend zrény fraktalni dimenze a miry jakipodni
bunky, tak oddlenych bugk. Po oddleni buiky zanou znovu ptet, coZz se projevi
zvySenim dimenze i miry.iBt fraktalni miry je pozvoljSi nez fist dimenze.
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Obr. 83 Zavislost fraktalni dimenzegl) na zn@ne struktury kvasinky Kloeckera apiculata
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Obr. 84 Zavislost fraktalni miry Ky na zn@ne struktury kvasinky Kloeckera apiculata

Na obrazku obr. 85 a obr. 86 Ize &ticsrovnani vice vzoitk Rust kultur je pozvolny,
srovnatelny pro vSechna ébeni. Fraktalni parametry minklesaji @i objeveni pupenu
na matéské buice. Jakmile se objevil pupen naibe a byl dobe zaosten, fraktalni dimenze
i mira za&aly stoupat. Téwt na konci vSech gieni, buiky zmenily vzhledem k sob
vzajemnou polohu nebo se atity. Diky témto stawm se muselo &feni ukowrit. Rozdil
jednotlivych fraktalnich parameétie dan velikosti biky. Z divodu malé velikosti butk se
i hife zaosbvalo, coZ se projevilo na rozdilech ve fraktalithehzi jednotlivych vzork.
Tento druh kvasinek je vyztiay rychlym bugénym cyklem dleni a rychlym odédenim
na jednotlivé biky.
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Obr. 85 Srovnani zavislosti fraktalni dimenze kvasinky &lteea apiculata na‘ase pro vice vzork
mikroskopickych preparéat Vzorek¢. 1:23°C, zivné médiund. 1, #i vzrostlé pupeny;
vzoreke. 2: 24°C, Zivné médiuh 1, ¥ vzrostlé pupenywzoreké. 3: 24°C, Zivné médium
¢. 1, #i vzrostlé pupeny:

107



!.J

(%)

BW

K

0 50 100 150 200

¢as (min)

Obr. 86 Srovnani zavislosti fraktalni miry kvasinky Kloeekapiculata nacase pro vice vzork
mikroskopickych preparéat Vzorek¢. 1:23°C, zivné médiund. 1, #i vzrostlé pupeny;
vzoreké. 2: 24°C, zivné médium 1, #i vzrostlé pupenwzoreke. 3: 24°C, zivné médium
¢. 1, ¥ vzrostlé pupeny:.

Saccharomyces fragilisCCY 51-1-1

DalSi pozorovana kvasinka by&accharomyces fragilidako jedina ze vSech zkoumanych
druhi kvasinek se projevovala rychlym nastupentgmi a tedy rostouci hodnotou fraktalni
dimenze a tento trend pokval dale téré beze zminy. Méfeni bylo provedenoip24 °C
v zivném médiu¢. 2. Vyrezy 530 x 530 pixél byly prahovany na 0-128 a snimany
po 3 minutach. Nastaveni zdiky bylo na 1/10 s a clona rfa7.8. Prvni pupen vyrostl na
matdské buice po 160 minutach od ndmvani do Zivného média, dalSi po 220 minutach
a 300 minutach. Na diiaych buikach se objevily pupeny po 380 min a datS§pb 450 min.
Diky velkému pirastku pupef je zavislost fraktalni dimenze od druhé polovingiemi
téemet plynule vzistajici. Velky naiist hodnot se projevil i ve fraktalni fai na obr. 88.
Obsahuje dva zlomy, které naZoa dw¢ periody pdeni.

Velikost matéské buiky na p@&étku snimani byla 20m x 10um. Na konci ndifeni byla
kultura vzrostla na 50m x 48um.
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Obr. 87 Zavislost fraktalni dimenzegly na znané struktury kvasinky Saccharomyces fragilis
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Obr. 88 Zavislost fraktalni miry Ky na znéné struktury kvasinky Saccharomyces fragilis
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Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen CEM1

RozmnoZovani tohoto druhu kvasinky bylo pozorovaro sestayv skladajici se ze
swtelného mikroskopu SM 6 od firmy Intraco Micro a B®amery od firmy SONY model
SSD-DC50AP s nizkym rozliSenim 752 x 548 a protieln celého experimentu bylo
zaostovano na vnini ¢ast bugcné stny k ziskani analyzovatelného obrazu. Na snimcich
o velikosti 160 x 160 pixélbyla provedena klasicka fraktalni analyza metoloaxi counting
v programu HarFa. Bylo snimano po 4 minutach ®eigd 20 ms. Nastaveni vstup
digitalizatni karty: jas — 58, kontrast — 89, odstin — 118&y— 65. Nkteré snimky nebyly
zpracovany, protoze sledovana kvasinka byiekgyta n€istotou putujici zivnym médiem
nebo jinou bitkou kvasinky.Cas od objeveni pupenu na niateé buice po objeveni pupenu
na dceéiné buice byl 92 min. Sledovana fka kvasinky z&ala puet (objeveni pupenu)
za cca 160 minut po n&kovani. Bylo pouZzito zivné médium 1, laboratorni teplota byla
28 °C. ZvtSeni objektivu/numericka apertura: 40/0,65. Bodguj v grafech prolozeny
klouzavym ptimérem, periody: 6.

Zavislost fraktalni dimenzeD gy, na zméné struktury kvasinky
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Obr. 89 Graf zavislosti fraktalni dimenzeslpnacase pro vzorek kvasinky Saccharomyces cerevisiae
Meyen ex E. C. Hansen

Na obou Kkvkach lze vidt vzrast fraktalni dimenze rozhranitfipobjeveni pupenu
na mateéské buice, pak nasleduje nevyrazna spiSe konstadsti fed ogtovnym vziistem
fraktalni dimenze i objeveni pupenu na diteé buice. Z grafu je evidentni, Ze naprahovany
vnitini obsah biikky (buré¢né organely, zasobni latky) oulivje nejen pibéh zavislosti
fraktalni dimenze na&ase, ale i jeji hodnotu. Z ¥§z1 byly odstragny pouze ty organely,
které nesplyvaly s naprahovano#nstu kvasinky.

Bunka musi n&erpat latky, aby si udlala zasobu energiergdd budoucim rozmnozovanim.
Pred pwenim dochazi také ke &geni pdtu vnittnich organel (napvakuol). Timto si Ize
vyswtlit pocateeni vznist fraktalni dimenze rozhrani na horniivke. Fraktalni dimenze
rozhrani kvasinky s vritim obsahem neni sétem fraktalni dimenze jeji naprahované
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burg¢né sény a jejiho vnitniho obsahu. Butna séna a vnitni obsah kvasinky se navzajem
ovliviwyji (jsou blizko u sebe) a davaji dohromady meratéini dimenzi rozhrani, nez je

jejich soget [80].

Zavislost plochy naprahovaného rozhrani na z#éné struktury
kvasinky

Sew Qunﬁ

0 50 100 150 200 250 300 350

Prahovan 0 - 168 ¢as (min)
— kvasinka s vniinim obsahel

— kvasinka bez vnihiho obsahu

Obr. 90 Graf zavislosti plochygy, nacase

V piedchazejicim grafu lze Wt vzrast plochy naprahovaného rozhrani kvasinky p
objeveni pupenu na masiké buice a pi objeveni pupenu na diieé buice. Mikroskopické
zwétSeni, rozliSeni digitalni kamery poskytuje spojenézi velikosti obrazu a velikosti
studovaného vzorku (1 pixel na 0,jifn). Toto spojeni bylo vyuZito proigpaiet fraktalni
dimenze na plochu naprahovaného rozhrani.

Béhem celého snimani peni kvasinky je vhodné zbytes negeostovat, pokud to neni
nutné. Rizné zaoseni ma vliv na fraktalni dimenzi i miru u naprahoyeh snimk.

Na sekvenci obrazklze vidt postupnou zinu tvaru vznikajiciho pupenu (od protahlého
do kruhovitého), pesun organel do pupenu a vyiteni epazky mezi maiskou a dcénou
bunkou. Experiment byl ukafen z divodu pretateni dcéiné buiky pod tihou jejiho

vznikajiciho pupenu.
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Zavislost fraktalni dimenzeD g, na zméné struktury kvasinky
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Obr. 91 Graf zavislosti fraktalni dimenzesly nacase pro fizré naprahované vgzy

Zavislost fraktalni miry K g, na zméné struktury kvasinky
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Obr. 92 Graf zavislosti fraktalni miry g nacase pro vyezy naprahované dleizného rozsahu
intenzit

Z grafu Ize vidt, Ze naprahovani sniriikdle izného rozsahu intenzit oviiuje hodnotu
fraktalni dimenze rozhrani i miry. AvSak celkovertd znény fraktalni dimenze a miry

nacase je totozny.
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3.3.4 Zavér

Sledovani vegetativniho rozmnozovani kvasine&epim bylo nejvhod¥jsi v Birkerow
komirce z ostatnich vyzkouSenych moZznosti (Bottcherkwenirka, zplostla kapilara).
Po zagkovani do Zivného média je vhodné nechat kvasirdey 2 hodiny staticky kultivovat
pro prizpusobeni na nové prdsdi ged nanesenim kapky jejich suspenze na Birkerovu
komuarku. Pro nastartovani intenzivniho rozmnozovantge2 hodinach se ukazalo byt Zivné
médium¢. 1 vhodw;jsi.

Pomoci vhodného nastaveni parainetptické soustavy (optické filtry, jas, kontraste|
usnadnit vlastni obrazovou analyzu. Pozorovani bshodné pod klasickym stelnym
mikroskopem. Nevyhodou fazového kontrastu je talolefekt, ktery je zjsoben lomem
swtla na strukturdch s velkym rozdilem indexu lomyin&vasinky ve vodném prasidi.
Projevuje se jagnzaicim rozhranim mezi objektem a phi@stim a tim se ztraci hranice
objekita.

Pfi sledovani #istu a rozmnozovani bylo zj&to, Ze po objeveni pupenu dochazi ke
kontinualnimuci skokovému vazistu fraktalni dimenze,fi@gemz mezi jednotlivymi skoky se
nachazi faze relaxace, kdy se fraktalni dimerfd& meneni. Bechem faze relaxace si tka
dopliuje latkovou a energetickou rezervu pro datdémi a niize zwtSovat své rozery. Tato
faze vSak neni pozorovana vzdy, nélbeni nezbytna. Strmost vigtu fraktalni dimenze je
také dana pfiem sodasré se vyvijejicich pupenna matéské buice. Fraktalni dimenze
dceiné buiky prudce poklesnetpoddleni od mateské buiky. Bylo zaznamenano také
odcEleni pupenu od maiteké butky a nasledujici #&eni #chto dcéinych burgk. Trend
vzrastu fraktalni dimenzeipdalSim @leni dcéiné buiky je opit obdobny jako u mateké
bunky. P¥i objeveni pupenu dochazi také kedstu fraktalni miry (p&et politek o stejné
intenzig). Sledovani se tykalouznych zgisobi mnozeni, pedevSim multipolarniho
a bipolarniho péeni. Bipolarni pteni kvasinkyKloeckera apiculataimoziovalo pozorovat
odckleni dceéiné buiky od matéské.

Srovnani vSech typickych {iséha ristu a rozmnoZzovani vybranycktpdruhi kvasinek
lze vidt na obrazku 93 a 94. Jednotlivé vzorky se od $8beale zakladni principy stale
zastavaji: trend je \irstajici, dva z @i druhi kvasinek Saccharomyces fragilis a Dipodascus
magnusij nepotebuji ke svému ustu relax&ni fazi pro ¢erpani zZivin, zbylé it druhy
kvasinek Kloeckera apiculata, Candida vini, Geotrichum cahdi) tuto fazi Gstu projevuji
a ziviny v pibéhu ristu kultury ¢erpaji. Snizeni fraktalni dimenze jetigpbeno objevenim
pupenu na mateké buice, ktery v poateini fazi svého istu nejde doke zaosft. Jako
idealni pozorovaci objekt pro obrazovou analyzujeseé Kloeckera apiculata(pro svou
rychlou reprodukci) ®ipodascus magnusfpro tlustou sinu).

Z obrazku 93 Ize vigt, Ze hodnota fraktalni dimenze rozhrani jednodwsthéktury buiky
kvasinky se pohybuje kolem 1. Vimhu c¢asu dochazi kvastu fraktalni dimenze
v dasledku vziistu ¢lenitosti povrchu Bhem puieni. Monitorovani zeny fraktalni dimenze
nédm miZze poskytnout informaci o adaptaci Blkuma izné Zivotni podminky.

Fraktalni mira ukazuje, jak b&fna stna roste sasem. Obrazek 94 ukazuje
vzrast paateeni hodnotyKgw az do 4,55 % pokryti plochy obrazu. N&gi zwtSeni fraktalni
miry bylo pozorovano pr8accharomyces fragilis

Z vysledki Ize vidst, Ze je vhodné ke studiu dynamickych vlastnostadinek pouzit
metody obrazové analyzy. Fraktalni dimenze a ftakthira byly pouzity k charakterizaci
rastu a pdeni vybranych drulhkvasinek. Zmina €chto parameftr v ¢ase poukazuje na trend
a poskytuje kvantifikaci procesildni kvasinek.
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5 PRILOHY

5.1 Priloha 1: Stanoveni pétu bunék kvasinek — grafy

KVASINKY OBARVENE AKRIDINOVOU ORANZi AO
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Kvasinka Saccharomyces cerevisiae
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Kvasinka Hansenula anomala
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KVASINKY OBARVENE FLUORESCEIN DIACETATEMFDA

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae FV1
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Kvasinka Kloeckera apiculata
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KVASNKY OBARVENE CALCOFLUOREM WHITE M2R
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5.2 Priloha 2: Sledovani rozmnoZzovani kvasinek — grafy

Vzorek¢. 3

Popis experimentu: zérka 1/43, clonaF 4, prahovani: 0-136, ¥§z 530 x 530, teplota
24 °C, Zivné médiund. 2, snimano po 2 min., mas&a buika za&ala péet po 315 minutach

po zagkovani do kapalného zZivného média, po 150 minut&hla piet ot souwastre

s dceinou buikou, tedy po 465 minutach po Z&ovani.

Zavislost fraktalni miry K zp na zméné struktury kvasinky
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Vzorek¢. 4

Popis experimentu: zérka 1/39, clonaF 4, prahovani: 0-136, vgz 270 x 270, teplota
24 °C, Zivné médiund. 2, snimano po 2 min., mas&a buika za&ala péet po 240 minutach
po zag&kovani do kapalného zivného média.

Zavislost fraktalni dimenze D g na zméné struktury kvasinky
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Popis experimentu: zérka 1/1, clond 4, prahovani: 0-115, y§z 270 x 270, teplota 24 °C,
Zivné médium¢. 1, snimano po 2 min., maska buitka za&ala puiet po 260 minutach
po za@kovani do kapalného Zzivného média.

Zavislost fraktalni dimenze D gp- na zméné struktury kvasinky
Candida vini
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Popis experimentu: zé&ska 1/44, clonaF 4, prahovani: 0-125, wyz 530 x 530, teplota
23 °C, zZivné médiund. 2, snimano po 2 min., mas&a buika za&ala piet po 390 minutach
po zag&kovani do kapalného zivného média.

Zavislost fraktalni dimenzeD g,y na zmeéné struktury kvasinky
Dipodascus magnusii
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Popis experimentu: zé&ska 1/42, clonaF 4, prahovani: 0-123, wyz 530 x 530, teplota
23 °C, zZivné médiund. 2, snimano po 2 min., mas&a buika za&ala pwet po 300 minutach
po zagkovéani do kapalného Zivného média.

Zavislost fraktalni dimenzeD g,y na zmeéné struktury kvasinky
Geotrichum candidum
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Popis experimentu: zé&ska 1/42, clonaF 4, prahovani: 0-118, wyz 530 x 530, teplota
24 °C, Zivné médiund. 2, snimano po 2 min., mas&a buika za&ala péet po 405 minutach
po zagkovéani do kapalného Zivného média.

Zavislost fraktalni dimenzeD g,y na zmeéné struktury kvasinky
Geotrichum candidum
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Popis experimentu: zérka 1/38, clonaF 4, prahovani: 0-132, y§z 270 x 270, teplota
24 °C, Zivné médiund. 1, snimano po 2 min., maés&a buika za&ala piet po 570 minutach
po zagkovani do kapalného Zivného média. Za dalSich 9tutrse biiky od sebe oddily.
Oddleni bylo zgisobeno vytldenim givodni buiky novym pupenem, ktery rostl na stejném
misg.
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Vzorek¢. 2

Popis experimentu: zérka 1/39, clonaF 4, prahovani: 0-130, y§z 270 x 270, teplota
24 °C, zivné médiund. 1, snimano po 3 min., mas&é buiky zataly pwet po 240 minutach
po zagkovani do kapalného Zivného média aiteepo 365 minutach.

Zavislost fraktalni dimenze D gy na zméné struktury kvasinky
Kloeckera apiculata
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Vzorek¢. 3

Popis experimentu: zé&ska 1/39, clonaF 4, prahovani: 0-130, wgz 270 x 270, teplota
24 °C, zivné médiund. 1, snimano po 3 min., mas&é buiky zataly pwet po 240 minutach
po zagkovani do kapalného Zivného média aiteepo 365 minutach.

Zavislost fraktalni dimenze D gp- na zméné struktury kvasinky
Kloeckera apiculata

1.15
1.11
B
81,07
[
1,03
0.99 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
¢as (min)
Zavislost fraktilni dimenze K gy na zméné struktury kvasinky
Kloeckera apiculata
245 e

-2
-3
.

(o)
—
=l
wn
[
+
+
v
¥
+
+ r
1+
M
+
+
+
+
+
.
I
+
—* +
+
+
¥
— 1

B ]..-". 7 '] .. + T
L] + -
1.45 l S .
1 R ! . +++
0,95 Sz T - T T T T T T T T T
0 20 40 60 30 100 120 140 160 180 200

¢as (min)

136



Popis experimentu: zéska 1/43, clonaF 4, prahovani: 0-138, wyz 530 x 530, teplota
25 °C, zZivné médiund. 1, snimano po 2 min., mas&a buika za&ala pwet po 260 minutach
po za@&kovani do kapalného zivného média afteepo 375 minutach.

Zavislost fraktalni dimenzeD g,y na zmeéné struktury kvasinky
Kloeckera apiculata
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Popis experimentu: zérka 1/12, clonaF 4.4, prahovani: 0-136, ¥gz 256 x 256, teplota
24 °C, Zzivné médiund. 2, snimano po 2 min., mas&a buika za&ala puet po 50 minutach
po za@kovani do kapalného Zivného média &tagmovu s dcénou po 190 minutach.

Zavislost fraktalni dimenze D gp- na zméné struktury kvasinky
Saccharomyces fragilis
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