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ABSTRAKT

V ramci disertéani prace Studium vlastnosti biologického materialu pomocitoche
obrazové analyZyje pozornost zagiena na sledovani upl&m metod obrazové analyzy,
prevazre fraktaini analyzy, $ studiu vlastnostitiznych druli kvasinek. Sotasti préace je
stanoveni p&tu burek kvasinek a sledovaniistu i vegetativniho rozmnozovani kvasinek
pomoci fraktalnich paramétr— fraktalni miryK a fraktélni dimenzé. Pozornost je také
zantiena 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 zZivych a mrtvych kknkvasinek byla pouzita fluoresaam barviva
akridinova oranz, fluorescein diacetat, FUN-1 acG#lior 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 zi&nu 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 preperties of various yeast species.
The thesis includes determining the number of yeelds and 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 bountcg 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 diacetit#iN-1, and Calcofluor White M2R.
The images of yeast cells were recorded using kh &iimera or a CCD camera
and microscope. Clips of the same size were oltdimen the acquired digital photographs
and processed by the HarFA program developed d&abelty of Chemistry, Brno University
of Technology. On the results it is possible to s@hange in the fractal dimension depending
on time, i.e. on the change of a budding cell $tma; or to determine the number and radius
of yeast cells upon predefined conditions.
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1 UvOoD

Pcitatova analyza obrazu je moderni analytickd metodaakiachazi v poslednich letech
Siroké uplatini v mnoha oblastech lidskénnosti. Mezi hlavni fednosti pgitacové analyzy
obrazu pat rychlost, kvalita, objektivita, spolehlivost apredukovatelnost vysledka je
témet jisté, Ze analyza obrazdude ziskavat stale SirSi uplatih v praxi. Obrazova analyza
umoziuje ziskat vysledky jinym Zisobem nedostupné.

Swtelna a fluorescemi mikroskopie jsou nepostradatelné metodiyzBoumani Zivych
mikroskopickych struktur. Fluorescsri mikroskopie nabizi navic vynikajici kontrast
zobrazeni a s tim souvisi také vysoka citlivostr&te jinymi metodami optické mikroskopie
nepekonatelna. Spojeni mikroskopie s obrazovou analymmo#uje ziskat informace
o0 zkoumaném obraze ni@dad identifikaci a psitani objeké v zorném poli (buék, bakterii),
meteni jejich velikostii zarazovani do vybranychiit podle pedem definovanych podminek,
hodnoceni intenzity barevné reakce nebo fluoresiho signalu i kvantitativnim
hodnoceni prbéhu metabolickych reakci nebo pozorovani kontineéinproces jako je
rozmnozovani mikroorganisim

Mezi metody obrazové analyzy pattaké fraktalni analyza, kterou lze n&jhgji
realizovat metodou box counting (metodowipi ¢tverai). Vypocty fraktalnich parameir
lze optimalizovat vyuzitim periodickych a vinkovydnansformaci. Studium fraktalnich
objekti je pongrné mladou disciplinou, jejiz rozvoj s mnozstvim aptik nastal teprverpd
dvaceti lety. Bohata aplikace v ngjngjSich oblastech je sdectvim pateby popisovat
vlastnosti okolniho sita wrnéji a prirozergji, nez pomoci euklidovské geometrie.

1.1 Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganizmyalezici mezi houbyFungi).
Velice lehce a ekonomicky se&gtuji, poskytuji tak bohatou biomasu a tim jsoudr® pro
celou fadu vyzkumnych obdr Velikost WtSiny burgk kvasinek se pohybuje v rozmezi
3-15um [1]. Za zakladni tvar bk se povazuje rotai elipsoid.

Ristem bulk kvasinek se rozumi 2t8ovani obsahu lilky (objemu, velikosti); iistem
kultury se rozumi z&tSovani potu burek, tedy celkové z&tSovani Zivé hmoty kvasinek
(biomasy). Pro &Sinu kvasinek je charakteristické vegetativni rapdovani. Vegetativhse
mohou kvasinky rozmnozZovaticnym @lenimnebopucenim U \étSiny rodh kvasinek vSak
prevliada ptdeni. Burkény cyklus kvasinek je charakteristicky vSemi fazémigcného cyklu
eukaryotni biky.

Grafickym vyjadenim pfibéhu ristu kultury mikroorganisiin zatinajic od zadkovani je
rustova kivka. Ziskava se vynesenim logaritmu celkovéhdétpdourek (nebo pétu zivych
burgk) v jednotce objemu (tedy koncentrace &#)nna osuy a na osux ¢as v hodinach.
Prfi pozorovani kontinualnich prodegako je rozmnozovani mikroorganisnze vyuzit také
fraktalni analyzu obrazu (obr. 1). Je mozné sletlawanu fraktalni dimenze nebo miry
v ¢ase pro zvolenou liku.



— pocet bunék

Obr. 1 Ruistova Kivka buiky Kloeckera apiculata ziskana pomoci fraktalnilgmaobraZz této
buiky

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 [2]. Blezitym faktorem i posuzovani
stavu mikrobialnich populaci je také zastoupenydtiva mrtvych jedink, které Ize rozlisit
pomoci fluoresceimiho barvenéi pomoci speciélnich barvicich postup

K primému stanoveni pé&tu burek se BZn¢ pouziva pimé mikroskopické p#itani
v pitacich konirkdch (Thomow, Blrkerow, Neubaerod). Stanovuje se celkovy pet
burgk v jednotce objemu. Ke zjidvani p@tu burek Ize také vyuzit fraktalni analyzu obrazu.

Nepimo lze paet burgk mikroorganismi stanovit neajasgji pomoci kultivace, kdy
piedpokladame, Ze z jedné Zivotaschopnikpwyroste jedna kolonie.

Kvantifikace p@tu burék je mozna také pomoci metogy:itokova cytometriektera je
rychla a pesna. Ritokova cytometrie je mikrobiology stale oblikkgi a ¢astji vyuzivana
metoda, jejimz jedinym limitujicim faktorem pro gtigké pouziti v biotechnologickych
vyrobach je jeji cena.

1.2 Obrazova analyza s vyuzitim integralnich transformai

Vyznatnou roli hraji v komplexni analyze obrazu diskrétriegraini transformace, které
se dli na periodické (nag. Fourierova transformace, sinova, kosinova nebo
Walsh-Hadamardova transformace) vinkové (nag. Haarova transformace vyuZivana
pii fraktélni analyze metodou box counting). Vyuzifdrazovych transformaci je obecn
zaloZeno na tom, Ze obraZibe byt vhodnou transformacigveden na tvar, ktery je pro dané
zpracovani podstatrvyhodrgjsi. Fi linearnich (integrélnich) transformacich seidabbrazu
piifazuji pomoci definované baze jind data (tzv. speklr V €chto spektrech jednotlivé
pixely zvyrazuji urité vlastnosti (definované bazi) celéhévpdniho obrazu. Bitovymi
operacemi takto ziskaného spektra Ize pakli.nagifiltrovat Sum (vysoké frekvence) nebo
naopak zakladni motiv obrazu (nizké frekven&@nz Ize snizit mnozstvi dat popisujicich
dany obraz.



1.2.1 Vinkové transformace

Vinkova transformace (wodné francouzsky ondulatte transformation prelozeno
do anglttiny jako wavelet transform- WT) neni vlasté jedinou transformaci; jde o jisty typ
transformaci se spaleymi rysy, vzajema se liSicich podle tvaru zvolené bazové funkce —
matdské vinky. Tyto transformace se objevily az roku8Q9v praci A. Grossmanna
a J. Morleta jako alternativa ke klasickym iyp transformaci [3]. Princip vyjddni
slozi#jSiho signélu jako linearni kombinace jednodussiidzovych funkci, které twd
ortogonalni bazi, istdvad nezrnén, ale tato baze je obecmvolena tak, aby umadvala
¢asovou lokalizaci udalosti i v ziskaném spektrunkélvé transformace tak umagi
tzv. casoe-frekvertni analyzu 1D signél[4]. U 2D signalh umo#iuje lokalizovat frekvence
a jejich vyskyt v rovig. Vinkovou analyzu Ize chépat jakonatematicky mikrosképktery
umoziuje zkoumat pozorovana data lok&lfmisto od mista) iip raizném z¥étSeni optikou
matdské vinky, kterou si lze zvolit [5].

1.2.2 Diskrétni vinkové transformace

Pro ziskani diskrétni spektralni reprezentaliscfete wavelet transform DWT) je nutné
dvojdimenzionalni spojitou transformaci vzorkovét.tomuto &elu se poziva dyadické
vzorkovani, pi némz uzlové hodnoty paramétjsou dany jako
a=2b=ak =2 k proj, k celécislo, j > 1. Pak bazovou funkci, co? je konkrétni vinka
lze vyjadit jako

1 t -
;)= —.w[—,. -2/ k], (1)
J2i T2

kde j urtuje mefitko, k polohu. Metitko a je tedy vzorkovano v dyadické posloupnosti,
zatimco ¢asova osa je cElena rovnomirné. Vzorky spektra nesou v takto stanovenych
bodech Uplnou informaci o originalnim signalu, ktezdy miZe byt dokonale rekonstruovan
na zéklad téchto diskrétnich koeficiefitspektra. Hustota vzorkovani spektralnich hodnot
v ¢ase se zmenSuje se tajicim méritkem a. Diky ortonormalig pak takto zvolena vinka
umoziuje neredundantni dekompozici signalu, tzv. analgzmnoha rozliSenimi neboli
viceurowiovou analyzurfultiresolution analysiss MRA; decomposition

DalSi krok g vyvoji dyadické diskrétni vinkové transformace WD) je vzorkovani
analyzovaného signalu kofreého trvani se vzorkovaci perioddu které lze interpretovat
jako disledek pouziti vzorkovanych vinek namisto spojityefiniéni integral je tak oviem
nahrazen saitem. Obvykle se pak pracuje s promymi indexy j, k, nalezejicimi
k dyadickému schématu [4]. N-1

SDWT(j’k): zsn (t)wj',k (t)’ (2)

n=0

kdes, = s(nT) jsou vzorky signélu@/@)w(t /20 =2 k) je bazova funkce diskrétni vinky, jez
je v mtitku 2, N je paset vzorki signalu. Diskrétni spektrum ma celkéynhodnot, vetre
sttedni hodnoty signalu a {set spektralnich koeficietitna utité drovni jeN/2*2,

1.2.3 Haarova transformace

Haarova transformace je nejjednodussSi dyadickarétiskvinkova transformace z#&dy
vinkovych transformaci. V roce 1909 nalezl A. Hastonormalni systém a poprvé pouZzil
zakladni myslenku vinkové teorie: popisovat progtiunkci pomoci celdiselnych translaci



a dyadickych dilataci jedné jediné funkce. Dyadiclkdilataci funkce se rozumi nasobeni
argumentu této funkce ¢mkou mocninoucisla 2. Haarova transformace je podobna
Hadamardo¥ transformaci v tom, Ze ma pravouhlé (@istech konstantni) bazoveé funkce.
Haarova vinka fedstavuje velmi jednoduchou vinku, kterd ale neumj@ hladkou
rekonstrukci signalu. Byvédasto nazyvana Daubechiggdu 1. Haarova vinka je nespoijita
a jeji phbeh pripominad skokovou funkci, dale je symetricka, ma paktni nosi a je
ortogonalni.

B&zové funkce vinky jsou [6]: 1 t _
5 t) =ﬁw(?—2l kj, (3)
kde
1 0<st<1/2
w(t)=1-1 pro 1/2<t<1. 4)
0 jinak

Haarova transformace vyuzZiva nesymetrické Haarowafioe, jejiz prvky jsou 1, -1
nasobené mocninariR nebo 0. Jadro této transformace je Nre 1, 2, 4 [7]:

1 1 1 1
H:lH:[l 1}H:1 1 -1 -1
! 2701 -1 * V2 -4J2 0o o |77
0 0 2 -2

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 respctvrtéemiadku 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 jakatasow posunuté diference #éanym casovym ngiitkem [4]. Haarovy
bazové funkce mohou byt také interpretovany jakebso ortonormalnich vinek s§znym
casovym ndtitkem (funkci, jejichz tizné formy ziskdame roztaZzenim nebo ¢gldm 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
uspdéadéani vinkovych koeficiefit s tiznym znaménkem, které slouzi k odkryti datovych
detail.

1.3 Fraktalni analyza

Fraktalni analyzou se rozumi stanoveni fraktélrdustiorffovy) dimenze a fraktalni miry.
Za objevitele fraktalni geometrie a pojmu fraktél povazovan Benoit B. Mandelbrot.
Po objeveni fraktalni geometrie, bylo i, Ze eukleidovska geometrie je limitnim
piipadem fraktalni geometrie a dimenze nemusi byt@atiselna. Nazev fraktal je odvozen



z latinského fidavného jménafractus odvozeného od slovesfiangere coZz znamena
»zlomit'. Fraktal je nekonén¢ clenity Gtvar ktery je jistym zjpsobem pravym opakem
geometricky hladkého utvaruGeometricky hladkym atvam (nag. use€ka, kruZnice,
krychle, ...) je moZno iradit jisté cel&islo, které se nazyva topologickd dimenze, narozdil
od fraktalnich utvat, které mohou mit necelou dimenzi.

Hodnota fraktalni dimenze udéva, s jakou rychlasdika ¢i odpovidajici veliina
pii v&tSim pd@tu roznera) téchto Utvafi roste do nekorma. LiSi-li se fraktalni dimenze
od dimenze topologické malo, pak je dany objektanidénity. 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 W&tSi neZ jeji topologickd dimenze tof)(

dimg) > top(X). )

Tato definice ovSem neni zcela obecnd, dehezahrnuje vSechny typy fraktalnich
objekti. Obecna definice neni dosud k dispozici. Mandetiva definice vyhovuje zejména
tzv. ,sokEpodobnym® fraktalnim atvaéim. SolEpodobnost (matematicky se tato vlastnost
nazyvainvariance vici znmene neritka) je hlavnim znakem fraktalnich GtvarSokEpodobny
objekt vypada stefy & se na 8 divame v jakémkoli z&tSeni (kterykoliv vysek jeiesnou
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 [8]:

X =Q“’(X) (6)

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

Fraktalni dimenze umdhje popsat stugeslozitosti objektu podle toho, jak roste jeho
délka, obsalii objem v zavislosti na velikosti ¢titka.

Existuje rékolik forem této dimenze:

= sokEpodobnostni dimenzaélf-similarity dimension

= Hausdorffova dimenzeHausdorff dimension

= miiZzkova dimenzekiox counting dimensign

Soképodobnostni dimenze Ize aplikovat na strukturyréisou pesré sokEpodobné. Lze
ji urcit analyticky pomoci vztahu:

D==97, ™

kdeN je patet zmenSenych Utvals je meiitko zmensSeni.



Hausdorffova mira fize byt definovana nasleday[®]:
Nech’M je metricky prostor. Prd>0,¢>0a X [JM polozime

1200=im [ S0[° 0 Ju, ) < ®

Se sniZujicim se se mnozina moznych pokryti zuzZuje, a proto senafn zvySuje. Ma tedy
smysl definovat HY(X)= lim H (), (9)

kdeH? je Hausdorffoval-dimenzionalni mira.

Lze vidkt, Ze Hausdorffova mirel? je definovana fes vdechna spaiea pokrytiU, jejichz
pramér |U| je roven nejvySe. Ukazuje se, Ze prodtSinu hodnod je Hausdorffova mira hii
O,dnebooo. Je-li nap. d < D, kdeD je jista kritickd hodnota, paK® = . Je-lid > D, pak
H" = 0.

Hausdorffova dimenze dirK} je rovna kritické hodneétD, presrgji receno je infimem
vechd > 0, pro kterdH® (X) = 0, resp. supremem vsed® 0, pro kterdH® (X) = c.
Hausdorffova dimenze je dibdefinovatelnym realnyréislem 0< dim(X) < o jakéhokoliv
metrického prostoriyl.

Hausdorffova dimenze mnoZingy [0 M miZe byt tedy definovana takto [8]:

dim(X)=inf{d 20:H*(X)=0} =sufd 2 0: H*(X) = o} (10)

Definice Hausdorffovy dimenze je natolik obecnasiepodle ni daji @dtat dimenze jen
u tch nejjednodussich fraktalNejrozstergjSi metoda vypétu fraktalni dimenze je metoda
box counting (metoda gé&ani ¢tverai). Na rozdil od dimenze s®bodobnostni, ktera je
definovana pouze pro ryze s@odobné Uutvary, lze box counting dimenzi aplikovat
na libovolny utvar.

V ramci této metody se fraktalni objekt pokryje painou pravidelnou iizi, jejiz
elementarni bitky maji velikost hrany a zji¥uje se poet burgk N(¢) nutnych k pokryti
objektu. Pdet burgk N(¢) samokejm¢ zavisi nas. Postupse opakuje prouzné velikosti
¢tverce pokladané sit paitd seN(e). Z praktického hlediska je vhodné volititku dvakrat
hust3i neZ vigdchazejicim kroku. Tomuto &gobu pokryti odpovida mirll ¢ a dimenzeD

d.,_N(E)d_ d °°’d<D
MS = Zl:s =N(e)z HM{O’ i>D (11)
Z této symbolické definice Ize W Ze proe — 0 plati

N(e)=e®,
a dimenziD Ize proto nalézt jako s¥mici logaritmické funkce zavislosti mnoZzstvi @knN
k pokryti fraktalu y-osa) na velikosti palka e (x-0sa) tj.

D =-lim M : (12)

£¢-0 Ing

Usek na osg je pak roven fraktalni . Box counting dimenze sekuy nazyva nizkova
dimenze, protoZe pro matematické zjednodusSenigsauce obvykle satasti n¥izky.

V této disertani praci Ize k vyhodnocovani obfaobjekii pouZit pa@itacovy program
HarFA —Harmonic andFractal Image Analyserktery byl vyvinuty na Fakudt chemické
VUT v Brné [10]. Tento program je ten primarg ke studiu fraktalniho charaktertiznych
struktur pomoci metody box counting s vyuZitim harioké a vinkové transformace.
Program umoiuje provadt také modifikace obrazovych datied jejich vlastnim
zpracovanim. Modifikace datibe spaivat napiklad v provadni korekci obrazu (odstrani
teplotniho Sumu, nehomogenity ¢#eni), aplikovani derivénich, integranich, integrané
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derivanich a hranovych filtr na obrazové struktury a vyteni barevnych separaci obrazu
(RGB, HSB, HLS). Vtéto praci byla pouZita k vyhedovani obraz fraktalni analyza
zastoupena metodou box counting, ktera byla mamrika zavedenim vinkové transformace
(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
definovény jejich hranice. Pomoci maskovacich kfit&teré mohou byt gnény, je mozné
ziskat mnoho fraktalnich struktur aymdniho obrazku. Pro jeden obrazek Ize ziskahé
fraktalni dimenze a fraktalni miry [11].

Pokud je hodnocen fraktal, u kterého neni znamaakiégst barevného spektra ma byt
hodnocena, je mozné pouZit v programu HarFA nastraptal Analysis— Range[12].
Fraktalni dimenze je automaticky stanovena prolu$genozné vytviené fraktaly vybraného
kanalu barevné informace (Red, Green, Blue, Hueur&@&n, Brightness, Intensity).
Vysledkem je fraktalni spektrum, kde je fraktalimédnze funkci maskovaci hodnoty barevné
informace. Ziskame fraktalni dimenzi obrazu v adéasti maskovacich podminek.

Box counting metodou v programu HarFA mohou byt &gk fraktalni dimenzeégy,
Dgeew Dwew Pro Vyp(éet dimenzﬂDBBW aDWB\lee pOUiit sodet éern)'IchNBB\Nz Ng + Naw
(resp. bilyciNwsw= Nw + Naw) acernobilych¢tverai. Nejwtsi vyznam ma fraktalni dimenze
Dsw, ktera charakterizuje vlastnosti rozhrani a jejéay

NBW (8) = KBW‘E‘_DBW
odkud (13)
In NBW(1/£) =InK;, *+ Dgy In(l/g)

kde Kgw je fraktélni mira rozhrani ®gw je fraktalni dimenze. Takto ziskana fraktalni
dimenze se v programu HarFAcuje pomoci linearni regresni analyzy [12].

<+ WM
= BCM

log(N ew)
[T 7 R S s N T«

0 1 1 1 1 1
-6 -5 -4

-3
log(1/)

Obr. 2 Urceni fraktalni dimenze — metoda box counting. Vuwlad také viet porovnani stanoveni
fraktalni dimenze s wavelet metodou

Na obrazku 2 lze vi#t zietelnou chybu pro malé velikostiverai sit, ktera vyplyvéa
z interpolace hodnot a také chybu pro velké hodretikosti ¢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 strukturaifjjen

maloucast obrazu, hodnota B 2 nastane, kdyz analyzovana struktura fnyja obraz tér
cely.
Obdobr i fraktalni mira nize nabyvat hodnoK 0(0,K, .}, kde Kmax je paset pixeli

obrazu. Z této veliny Ize ukit procentualni kryti obrazu fraktalni strukturateinou, bilou
barvou nebo rozhranim). Pro rozhrani s fraktalmeiziDgw = 2 (nag. Peanova ikvka),
bude fraktalni mira rovna celkovémudcpo pixeki obrazu respektiv&gw/Kmax = 1 tj. 100%
pokryti. Fraktalni mira tedy &uje, jak mnoho je obraz pokryt fraktalni strukturou

1.3.1 Fraktalni analyza s vyuzitim vinkové transformace

Z popisu box counting metody vyplyva, Ze je variategralni metody. S vyuZitim této
znalosti Ize nalézt vhodnou integralni transform&eerou lze pouzit k ziskani fraktalnich
parametil (fraktalni dimenze a miry) obrazovych struktiir petod box counting. Pomoci
integralni transformace Ize zjednodusit algoritrpus ziskani fraktalnich parameéta rozsiit
oblast mozZné interpretace vyslédkMetoda niZze byt pouzita pro stanoveni fraktalnich
parametit barevnych obrazk(nag. Sedoskalovych nebo plnobarevnych), pourehobjeni
3D struktur. Pouzitim velmi jednoduché vinkové sfammace — Haarovy transformace Ize
ziskat identické vysledky hodnot fraktalnich partminpro naprahovany obraz jako u klasickée
metody box counting.i@dnosti vypoétu fraktalnich parameirpomoci Haarovy transformace
je vzdjemna nezavislost dat, ze kterych jsou ftakf@arametry ufeny.

Haarova transformace transformuje redlny obra@n, n) na diskrétni spektrum

predstavované realnou funkgi(k, I) podle vztahu
M-1N-1

Fk,)=2 3 f(m,mh, i, (14)

m=0 n=0
kde hmk @ hn, jsou koeficienty Haarovy matiddy, které jsou uvedeny v kap. 1.2.3. Haarova
matice je 2 dimenzionalni matice. Metoda tedy vyZadujwercovou matici dat danou
mocninoucisla 2 [13]. Hlavni nevyhoda této metodyide spdivat v mensi skupih dat
pouzitych pro regresni analyzu nez u box countirgoaly. Ri stanoveni fraktalni dimenze
a miry pro obraz o velikosti 1024 x 1024 pixdte ziskat pouze 10 nezavislych hodnot.
AvSak tato nevyhoda @ize byt zndnéna na vyhodu, nelfose odstrani nadbyteé pouziti
chybrg stanovenych hodnot pixXglcoZz minimalizuje chybu stanoveni. Haarova tramséxre
tedy zefektiviuje paitani ¢tveral pokladané sit rizné velikosti pi box counting meto#l
za gredpokladu, Ze je analyzovaét&ercova oblast.

Na obrazku 3 Ize 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 nizSi rozliSeniipodniho obrazu. Informaci o mnozstérnych
pixeli v kazdé ¢tvrting obrazu niZze byt ziskdna xn(- 1) inverznich matic (maji vzdy
polovi¢ni velikost gedesSlé) obdrzené pomoci inverzni Haarovy transfoemteré byly
predtim filtrovany pomoci filtru typu dolni propust oelikosti (—1) x fi— 1),

(n =-2)xf -2), ... pixei. Odstiny Sedé pak reprezentuji mnoZswinobilych pixek
v danéctvrting.

Tento algoritmus vSak @ie byt nahrazen jednoduchyngitanim étveric sousednich
pixeli, které maji hodnotu 0¢¢rné pixely) a 1 (bilé pixely) v originalnim napoafaném
obrazu. Po prvni kroku obdrzime obraz o veliko8ti’x 2"~ pixelii s hodnotami od 0 do 4,



po druhém kroku bude mit obraz velikoSt 2x 2"~ 2 pixeli s hodnotami od 0 do 16, atd.
Patet ¢ernych ¢tveral v obrazu je pak dan hodnotou 0,¢pb bilych étverar hodnotou
maximalni 1, 4, 16, ... a get cernobilych¢tveral je dan zbyvajicimi hodnotami, kterym Ize
priradit stejna hodnota pomoci prahovani.

64 x 64 32x32 16x 16

64 x 64 32x32 16 x 16

Obr. 3 Stanoveni fraktalni dimenze a fraktalni miry pdaozitlnkové transformace

Ziskané hodnoty fraktalnich mkeew, Kwew Ksw mohou byt pouzity pro stanovetgrné
— S resp. bilé plochy Sy naprahovaného obrazu
S = Kesw ~ Kew S, = Kwew ~ Kew (15)
B

KBBW + KWBW - KBW KBBW + KWBW - KBW

a pro stanoveni délky hrami ¢ary objektuL v naprahovaném obrazu
KBW

L=S,, = .
o KBBW + KWBW - KBW

(16)

Vysledky jsou ziskany v relativnich jednotkach (sgobenim 100 pak v procentech).
Vynasobenim velikosti obrazki(.y) Ize ziskat vysledky v pixelech.

Fraktalni parametry lze vyuzit k hodnoceni uspanosti obrazku, ale také map
ke zji¥ovani p@tu ¢i polomeru definovanych objektbez toho aniz by je bylo nutno §itat.

Mnozstvi definovanych objekt (nag. burek) x a jejich polongr r lze stanovit
za predpokladu, Ze obrazy objékjsou kruhového tvaru podobné velikosti a jsouigiteliné
na pozadi podle vztah

(17)

kde Ng je patet ¢ernych aNgw pocet cernobilychétveral o velikostie x ¢ pixehi. Vysledny

pocet definovanych objektx je dan maximalni hodnotauz hodnot vypgitanych pro iizné

velikosti si¢ (obr. 4). Maximélni hodnota je zvolena, protoZekfélni struktura je
nejvhodrji ohraniena i dané velikosti s&[14]. B mensi velikosti sé& by hranice obrazku
tvorend pixely byla nespojitd aipvyssi velikosti sit by hranice nebylaifis hladka. Tuto
metodu Ize oznat jako metodu maximalni hodnoty ¢ia.
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Obr. 4 Stanoveni polo#mu burek r a jejich mnozstvi x

Patet definovanych objektN Ize stanovit zaigdpokladu, Ze obrazy objékisou kruhového
tvaru podobné velikosti a jsou rozliSitelné na mbzaké podle empirického vztahu

..(\/SNsw/”_\/SN/ﬂ)\/\/swsw/”"‘\/s/v/”_ \/\/SWBW—E
N 2 2 =/ Swew ~ S Py (18)

2 Seaw _\/STa (19)
srm

Plochycerné —Ss resp. bilé -Sy naprahovaného obrazku lze ziskat ze \z{dh) a plochy
cernobilé ze vztahu (16). Dany vztah vybereme pbdtey, na kterou je analyzovany objekt
naprahovan. Tuto metodu lze ozitgako metoda prahové distribuce

resp. N= SBBW—SB\/

2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Stanoveni pé&tu a poloméru bunék kvasinek

Byl stanoven pé&et a polomdr kvasinekSaccharomyces cerevisiae FY&birka FCHPT
STU Bratislava) Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevi§i&Y 21-4-102,Kloeckera
apiculataCCY 25-6-22,Hansenula anomal&€CY 38-1-30 (CCY — Zbierka kultdr kvasiniek,
Chemicky ustav AV SR, Bratislava). Tyto kvasinkylyoyybrany, protoze nevytwé piilis
rozsahlé rozétvené svazky buik a diky vhodnému tvaru a velikosti kikn

2.1.1 Mé¥ici aparatura

Pro zdznam obraéz bylo vyuZito spojeni sttelného mikroskopu s epifluoreséaim
nastavcem Nikon Eclipse E200 a digitalniho fotodparNikon Coolpix5400, iemz
k zaznamu obrdzbyl pouZzit program Lucia Net 1.16.6., ktery bylrayeny pro fotoaparat.
Sledovany Zivy obraz byl continudlrpozorovan na monitoru pomoci TV karty WinFast
TV2000 XP RM od firmy Leadtek s aplikaci WinFast RWlisto fotoaparatu byla vyuZzita
také pro gkterd ngreni videokamera PixelLink PL-A662. Mikroskopovangdobjektivem
40x. Ziskané obrazy ve forméatu TIF byly analyzovaoyoci programu HarFA.
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2.1.2 Priprava preparatu a popis experimentu

Fraktalni analyza byla pouzita na 2§ani p@&tu a polonéru obrasi Zivych a tepel&
usmrcenychi prirozere mrtvych burk kvasinek. Pro sodasné rozliSeni zivych a mrtvych
burgk bylo pouzito fluorescemi barvivo akridinova oranz AO (mrtvé itky vykazuji
cervenoudi oranzovou fluorescenci (agregatni forma barviga}ivé buiky Zlutozelenou
(monomerni forma) nebo LIVE/DEAD Yeast Viability tkiYeast Viability Kit je sada, ktera
obsahuje d¥ komponenty, dvoubarewn fluorescetini barvivo FAN-1® Cell Stain
a Calcofluof™ White M2R. Barvivo FUN-1 difunduje do Bky a zpmisobuje, Ze mrtvé hiky
fluoreskuji jas® Zlutozele® s nerozpoznatelnymiervenymi strukturami (obr. 5). Druha
komponenta zjsobuje modrou fluorescenci bitmé stny bez ohledu na metabolické
stadium buiky. ProrozliSeni jen Zivych butk bylo pouZzito zndmé fluorescém barvivo
pro testovani vitality busk fluorescein diacetat FDA (zelenkavé fluorescen&é}ivych
buinkach zmisobuje FDA zelenou fluorescenci, protoZe je schgpeniknout do cytoplazmy,
kde je nasledhhydrolyzovan esterasami na fluoreskujici fluor@scktery jiz neni schopen
difundovat cytoplazmatickou membranowizp

Pomoci fluorescemiho barveni Ize na jednom obrazku naprahovdt foutvé, nebo zivé
buiky na ¢ernou barvu. Obrazy bgk byly prahovany dle intenzit¢i dle slozek RGB
prostoru.

Obr.5 Buiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 obarveméog LIVE/DEAD Yeast
Viability kitu (6,35uM FUN-1 a 25,25:M Calcofluor White M2R; pH 7,2). Kultivace btk
20hod. v glukoso-peptonovém kvasinkovém extraktuaerabnich podminek. PouZit4
filtra¢ni kostka UV-2EC(DAPI) (vpravo) a B-2A (vlevo)

2.1.3 Metoda maximalni hodnoty pdtu ve vysledcich

Pii pocitani Zivych a mrtvych buk raznych druli kvasinek pomoci fraktalni analyzy
bylo zjiS€no, Ze pimérna chyba stanoveni @o burtk z 35 obrazik porizenych
fotoaparatem Nikon Coolpix5400 je menSi nez 10 #opoctu burek v obrazku do 20
(tabulka 1, 2, 4). Tato chyba je tgmbena nestejnou velikosti kna tvaru, rozdily
v barevnosti jednotlivych bwk a kvalitou zaznamenaného obrazku. Pokud jsonkybu
usmrceny teplem, barvi se také cytoplazma na zgleob komplikuje proces prahovani
u burék obarvenych AO. Stefnjako @i piimém stanoveni @tu burgk byly pwici buiky
pocitany jako jedna hika, nesla-li dcéna buika dalSi pupen, ale j€Stse neoddila
od buiky matéské, byly pditdny jako d¥. ZjiSténé polongry obrazi burgk kvasinek
za predpokladu, Ze maji kulaty tvar, jsou uvedeny vuted 3, jsou v rozsahu 2,61-4,12 um.
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Polon®ry rozmerové spadaji do hodnot uvéaych v literatde, @gipadré jsou 0 gco WtSi

[15].
Tabulka 1

Pramerné paty burek z 35 obrazk vzorku riznych druli kvasinek obarvené akridinovou oranzi AO,

které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvélubyly tepeléds 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 FV1 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

Tabulka 2

Prumérné paty burek z 35 obrazk vzorku riznych druli kvasinek obarvené fluorescein diacetatem

FDA, které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtuély byly tepelti usmrcenyy — primerna chyba

FDA
Druh kvasinky
Poget zivych bungk 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 3

Prumérné 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 Prﬁm.érny Pramérny Prﬁm§rny
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
cerevisae FV1
Kloeckera 2,88 2,72 2,96 2,62
apiculata
Hansenula 2,61 2,65 2,72 3,17
anomala
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Tabulka 4

Primerné hodnoty pétu a polonagru 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 séef[)vy Pramérna | polomér polomér
vy chyba (%) P . chyba (%) | mrtvych vSech burék
bunék bunék 2
bunék (pm) (nm)

Saccharomyces |, o 8,64 9,65 7,96 3,61 4,10
cerevisiae

P porizeni 15 snimk vzorku kvasinekSaccharomyces cerevisig&&CD kamerou, bylo
zjisttno, Ze jsou obeénmrtvé buiky (praimérny poloner r = 20 pixef) menSi nez zZivé
(prameérny poloner r = 22 pixeh), coz platilo i u pedchoziho r¥eni. Piimérny celkovy
pocet burgk v obrazku byl 13 (chyba = 21 %), tep&lmsmrcenych buik 8 (20 %) a Zivych
burgk 4 (15 %). Z vysledk Ize tedy vidt, Ze pokud je hitka reprezentovana vice pixely
chyba stanoveni gtu burek klesa. Z vysledk Ize vidt, Ze chyba stanoveni o burek
v obrazech piizenych CCD kamerou s rozliSenim 1280 x 1024 j&ivys

Tabulka 5
Prumeérné patty burek z 15 obrazk vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarfem@novou
oranzi AO, které byly ziskany fraktalni analyzortyénbuiky byly tepeléi usmrceny

AO
Druh kvasinky | Poget Pramérna Pocet Praimérméa | Celkovy | Primérna
mrtvych chyba (%) Zivych chyba (%) pocet chyba (%)
bunék bunék bunék
saccharomyces | ¢ 20,33 4,34 15,48 12,62 20,79
cerevisiae

VySSi [Fesnost je dosaZitelnd optimalni volbou velikostndbuv obrazu (ta rize byt
jednoduse modifikovana zZmou optického z&tSeni) a optimalnim mnozstvim kikn
v obrazu (niZze byt nménén 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 [16]. Paet burgk v analyzovaném obrazku, ktery lze stanovit, dnizse projevil
chybnym vyhodnocenim, je limitovan skéesti, Ze se hiky nesmi vzajemhpiekryvat.

2.1.4 Metoda prahové distribuce ve vysledcich

Bylo analyzovano vzdy 10 piazenych fotografii kvasinkgaccharomyces cerevisiae FV1,
Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata asdanla anomaldotoaparatem Nikon
Coolpix5400 obarvené akridinovou oranzi a fluorescdiacetatem Jedna série deseti
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porizenych fotografii kvasinkysaccharomyces cerevisidgla obarvena také Calcofluorem
White M2R.Pro kazdou sérii fotografii byly zji&ty moznosti analyzy viznych barvovych
prostorech (tab. 6). Pro zj#ii ©€chto moznosti byla ziskana fraktalni spektra z agbr
fotografie kazdé série podle barevnych sloARRk G, B, H, B a intenzity. Fraktalni
spektrum vybraného obrazd. 5 kvasinky Saccharomyces cerevisiae F\fodle jasu

v barvovém prostoru HSB Ize dna obr. 6. Z tabulky 6 Ize Wt Ze celkovy pdet burgk
kvasinky Saccharomyces cerevisiae F\#e ziskat analyzou podle intenzity, jasu, zelené
acervene slozky a get mrtvych bugk analyzou podle intenzity @&rvené slozky. Je vhodné
volit pro analyzu takovy barvovy prostor, kde |zalgzt Sirokou tért nenenici se oblast
hodnot zjis¢ného peétu.

Tabulka 6
Hodnoty prahu pro mrtvé, zivé sy kvasinky Saccharomace cerevisce FV1 obarvené@ pGradi
obrazuc. 5 podle slozek barvového prostoru RGB, HSB &glimdenzity

Slozka barvy Hodnota prahu Rozse}h hodnot prahu| Rozsah hodnot prahu mrtyé
pozadi Zivé buiky buiky
Intenzital 65 80-160 80-230
CervendR 60 65-135 65—-255
ZelendG 95 90-255 90-255
OdstinH 95 93 65-70
JasB 90 90-255 95-255

Fraktalni spektrum kvasinky Saccharomycescerevisae FV1
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Obr. 6 Kvasinka Saccharomyces cerevisiae FV1 — zaviskadttadini dimenze na prahované
hodno# jasu v barvovém prostoru HSB, obrab

Pro kazdou hodnotu prahu régad podle jasu Ize vypdtat odpovidajici piet prag
naprahovanych objektcoz Ize vidt v nasledujicim grafu.
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6-10
8-13
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13-23
11-19
azejic

obrazé. 5

V piedch
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¢.
1
4
5
9
10
16

které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvéilou byly tepeléi usmrceny. Zpimérovany rozsah
hodnot jasu B= 160-80, zprimérovany rozsah hodnot intenzity=1 100-120, zprimérovany rozsah

Pocty burek obrazi vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 ebarakridinovou oranzi AO,
hodnotcervené slozky R 80-100,zprimérovany rozsah hodnot zelené slozky G3G-150

Obr. 7 Zavislost pétu burek kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 na hégmahu jasu,

Tabulka 7
Obraz.




minimalné 21 hodnot z oblasti, kdy byl obraz indokre naprahovan. Minimalni hodnota
vintervalu skuténého pdétu burék byla pa@itana tak, Ze i ptici buiky byly pcatitany
za jednu stejajako osamocené kikly a maximalni hodnota byla dana tak, Zze kazdy pupe
byl patitan jako dalSi bika.

Saccharomycescerevisae FV1

35 I B skuteény pocet - MINIMALNI -
| O zjistény pocet — jas B
30 7 O zjistény podet — zelend slozka G — -
| O zjistény pocet — intenzita I
25 + B zjistény pocet — Cervend sIo,z“kz R e
B skutecny pocet — MAXIMALNI

celkovy p@et burgk

Obr. 8 ZjiStené paty burek kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1obarvenéddlk riznych
barvovych sloZek ziskaného obrazu

Tabulka 8

Pocty burek obraz: vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 eharakridinovou oranzi AO,
které byly ziskany fraktalni analyzou, mrtvéilou byly tepeld usmrceny. Zpimerovany rozsah
hodnot intenzity £ 190-210,zprimerovany rozsah hodnaervené slozky R 150-170

Obraz.. Skuté&ny patet Zjistény patet mrtvych Zjistény patet mrtvych busk
mrtvych burgk burgk podle intenzityl podlecervené slozkyR
1 6-8 5 6
2 3-4 3 4
3 2-4 3 3
4 6-7 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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Saccharomycescerevisiae FV1

W skuteény pocet — MINIMALNT

O zjistény pocet — intenzita 1

B zjistény pocet — Cerveni sloZzka R

® skuteény podet — MAXIMALNT

pocet mrtvych bugk

Obr. 9 Zjistené paty mrtvych buek kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1obarvenépddle
riznych barvovych slozek ziskaného obrazu

Z predchazejicich graflze vidt, Zze zjiStné pdty kvasinky Saccharomyces cerevisiae
FV1 obarvené akridinovou oranzi v obrazeeSinou spadaji do intervalu skameho pétu
burgk. Totéz plati i pro ostatni druhy analyzovanycladmek. Pro zjignhi celkového pé&tu
obarvenych bu¥k je vhodna analyza podle jagiv barvovém prostoru HSB nebo podle
intenzityl a pro zjis&ni mrtvych bugk je vhodna analyza podéervené sloZky v barvovém
prostoru RGB.

Déle byly analyzovany série desetitfzenych fotografii kvasinkysaccharomyces cerevisiae
FV1, Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculataHansenula anomalabarvené
fluorescein diacetatem FDA. Z tabulky 9 lze &jdze pdet Zivych bugk kvasinky

Saccharomyces cerevisiae F\Zk ziskat analyzou podle intenzity, jaservené a zelené
slozky.

Tabulka 9

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 Rozsa}h hodnot prahu
pozadi Zivé buiky
Intenzital 15 30-225
CervendR 1 1-200
ZelendG 30 45-255
OdstinH 110 100-120
JasB 30 45-255
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Tabulka 10

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

Obraz. Saccharomyces cerevisiae FV1 Saccharomyces cerevisiae
c. Skut&ny paiet | Zjistény patet zivych | Skut&ny patet | Zjisteény paset Zivych bugk
Zivych burgk | burgk podle intenzity | 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
Saccharomycescerevisae FV1
35
W skuteény podet — MINIMALNT
30 H O zjistény pocet — intenzita I
W skuteény pocet — MAXIMALNT

o 25

v}

>

O

<

\O

S

N

9]

3

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 10 Zjisteny patet Zivych buek kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1 obarveoéeficein
diacetatem FDA podle intenzity |
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Saccharomycescerevisae

35

B skuteény podet — MINIMALNI

30 O zjistény pocet — jas B

@ skuteény pocet — MAXIMALNT

poet zivych bugk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 11 Zjisteny patet Zivych buek kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené Hoene
diacetatem FDA podle jasu B barvového prostoru HSB

Jako nejpesr¥jSi se ukazala byt analyza obiiakvasinky Saccharomyces cerevisiae
obarvené fluorescein diacetatem FDA podle jBdbarvového prostoru HSB. Ostatni druhy
kvasinek vykazuji vzdy jednu odchylku z intervakutiného patu.

Nakonec byla analyzovana série deseti fotograféiskwky Saccharomyces cerevisiae
obarvené Calcofluorem White M2R podle modré sloBkyarvového prostoru RGB. Lze také
pouzit pro analyzu néixlad slozku jasiB nebo intenzitd.

Tabulka 11

Pocty burek obraz: vzorku kvasinky Saccharomyces cerevisiae obar@ahéofluorem White M2R,
které byly ziskéany fraktalni analyzou, mrtvéilou byly tepeld usmrceny. Zpimerovany rozsah
hodnot modré 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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Saccharomycescerevisiae

35

B skuteény podet — MINIMALNI

B zjistény pocet — modri sloZzka B

B max. skutecny

celkovy p@et burgk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 12 ZjiSteny pa'et Zivych buek kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené Qadce
White M2R podle modré slozky B barvového prost@a R

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

2.1.5 Zavér

Fluorescetini mikroskopie ve spojeni s obrazovou analyzou ké&zala byt vhodnou
metodou pro p&tani bukk kvasinek. Je to metoda rychla, ceé@ostupna a spolehbjsi
nez klasické réni patitani v Burkero¢ komarce. Pro barveni mrtvych a s@sré Zivych
burgk je vhodrjsi barvivo akridinova oranz nez pouziti LIVE/DEADeast Viability Kitu.
Barvivo FUN-1 vyZaduje minimain 30 minutovou inkubaci ve tnpro posun zelené
fluorescence Kervené metabolicky aktivnimi kBkami. Barvivo je vS3ak nutné nechat
vétSinou pisobit déle a pouzit spiSe nizSi koncentrace (4,28+M FUN-1), aby nebyla
patrna zbytkova fluorescence cytoplazmy u Zivychékucoz komplikuje proces prahovani
mrtvych burk. DalSi nevyhodou je, Zefippozorovani fluorescence komponent této sady je
zapotebi jina filtraini kostka, pokud neni k dispozici vhodripaismovy filtr. VSechny tyto
aspekty prodluzujéas zjiStni paitu burék. Calcofluor White M2R barvi intenziji jizvy
na burcné sténé. Pro barveni Zivych bik je vhodny fluorescein diacetat.

Metodamaximalni hodnoty pitu je vhodna pro stanovenitpnérného poloniru burek
v obraze a vysledky jsou shodné s udaji v litagatiPro stanoveni ptu burek v patizeném
obraze je vhodna metogmahové distribuceneba’ vypocet vychézi z p&tu naprahovanych
pixeli danych budk v SirSim intervalu ve zvoleném barvovém prostddié metody jsou
zaloZzeny na principu box counting metody s impletaeinvinkové transformace pro jeji
zpiesreni.
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2.2 Sledovani rozmnozovani kvasinek

Fraktalni analyza byla dale pouzita na sledovastur a rozmnozovaniaznych druli
kvasinek Saccharomyces fragiliCY 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 zangéteno naiizné druhy vegetativniho rozmnoZzovani (multipolabmplarni pdeni).

Byla pouzita d¥ Zivna média, ktera se sterilizovaia p10 °C po dobu 10 minut.

Médium ¢. 1 — jedna se o sacharidow#é Zivné médium Zluté barvy (glukéza — 4 g,
pepton — 0,5 g, kvasinkovy extrakt — 0,5 g).

Médium¢. 2 — jedna se o sladinu obohacenou o vitaminy, bandaéh (sladina — 75 ml,
gluk6za - 39, kyselina nikotinova — 20 mg, kysalimminobenzoova - 20 mg,
pyridoxin — 20 mg, tiamin — 10 mg, destilovana véadaml).

Sladina byla pouzita z pivovaru Starobrno a.s. Eggatna vodou na 7 hmot. % extraktu,
pH bylo upraveno na 6,5 nasycenym roztokenO @,

2.2.1 Mé¥ici aparatura

Pro zaznam obrézbylo vyuZito spojeni sitelného mikroskopu s epifluoreséeim
nastavcem Nikon Eclipse E200 a digitalniho fotoaparNikon Coolpix990. Mikroskop
Nikon Eclipse E200 disponoval &wa filtracnimi kostkami B-2A (EX 450-490, DM 505,
BA 520) a UV-2EC (DAPI) (EX 340-380, DM 400, BA 43835).Déleni burtk bylo také
sledovano pod mikroskopem Nikon Eclipse E400 swgao kontrastem. # obou
mikroskopech se pouzival planachromaticky objekse zé¥tSenim 4G, nasazeny
na trinokularni tubus s okuldrem sestdenim 26. Ziskané obrazky ve formatu TIF byly
analyzovany pomoci programu HarFA.

2.2.2 P¥iprava preparatu a popis experimentu

Vzorek kvasinek byl fipraven @kovanim Sikmého agaru poZzadovanou kulturou, ktgty b
kultivovan i pokojové teplot 17—24 hodin. Z této kultury bylo n&wovano kapalné Zivné
médium, kde se kvasinky nechaly staticky kultivovainimalré jednu hodinu, aby se
prizpasobily novému Zivnému prasdi. Do stedu Burkerovy koriirky byla sterilni pipetou
pienesena kapka suspenze ddukvasinek a pkryta krycim sklékem tak, aby nevznikly
vzduchové bubliny. V taktoipraveném preparatu byla pod mikroskopem sledovsiiia
kvasinky.

Béhem pozorovani vybrané fky kvasinky byl po ufitych ¢asovych intervalech sejmut
obraz a ulozen ve formatu TIFF. Nagtji byl pouzit interval 2-4 minuty.
Ze zaznamenanych sniinkyly ziskany vyezy o utité velikosti programem HarFA. \fgzy
byly provadny tak, aby sledovana kvasinka byla stale na jedmasi v obrazu.

Pomoci programu HarFA bylo provedeno prahovani @adienzity. Vzniklécernobilé
obrazy byly posledni fazi experimentu, které byprarovany programem HarFA byly
obdrZzeny konéné hodnoty — fraktalni dimenze a fraktalni miry wk@ného objektu.

Na upravenych snimcich byla dale provedena fraktalmlyza s vyuzitim vinkové
transformace.
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2.2.3 Vysledky a diskuze

Candidavini CCY 29-39-3

Na obrazku lze vigt n¢kolikanasobné pieni kvasinky Candida vini V grafu lIze
pozorovat, Ze ifp objeveni pupenu fraktalni dimenze roste, potigktalni dimenze fiblizné
konstantni, nelib kvasinka si vytvi zdsobu Zivin na dalSiist a a@leni. Po n&erpéani
dostatku Zivin na budouci rozmnozZovanirm kvasinka dale get a dimenze aj roste.
Candida vinise vyznauje pomalymiistem a pravidelnynserpanim Zivin.

Sipky naznauji misto, kde dana kvasinkaczda puéet. U rekterych kvasinek Ize vid, Ze
pucely i nekolikrat. Vidime, Ze vzistajici tendence je zastoupena u v3agtiech néfenich.
Candida vinise tedy vyznauje vzfiistajicim ptibchem s fazemi odminku, nabirani energie
a Zivin.
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Obr. 13 Srovnani zavislosti fraktalnich dimenziybna zneéné struktury kvasinky Candida vini pro
vice ngreni. Vzoreks.1:24°C, Zivné médiuri. 1, ¥ vzrostlé pupenyyzorekc. 2 (fazovy
kontrast):23°C, zivné médiuth 2, sedm vzrostlych pupgrvzoreké. 3: 24°C, zivné médium
¢. 2, i vzrostlé pupenyzoreke. 4: 23°C, zivné médium 2, jeden vzrostly pupen.

Dipodascus magnusii CCY 25-6-22

RozmnoZovani probihalo pomoci arthrokonidii. JagnaiEne kvasinka piet, fraktalni
parametry se zvysuji rovna@me, trend je stoupajici bez pokiesiebo faze relaxace.
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Obr. 14 Zavislost fraktalni dimenzegly na znéne struktury kvasinky Dipodascus magnesii

Geotrichum candidum CCY 16-1-16

Geotrichum candidunse rozmnoZuje pomoci arthrokonidii. Nevyhodaichto kvasinek
byla jejich velikost a slaba &ta. Kvasinky se nedaliadre zaostit a @i prahovani byly
snimky neudplné. Tento fakt ztr& ovlivioval fraktalni dimenzi i miru.
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Obr. 15 Zavislost fraktalni dimenzegly na znéné struktury kvasinky Geotrichum candidum

Na paatku nereni byly buiky obdélnikového tvaru, nabiranim Zivin a dospiwérse
zaoblovaly a zéaly puwet.
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Kloeckera apiculata CCY 25-6-22

Typické zavislosti fraktalnich paramétma zméné struktury i puceni jsou uvedeny
na obr. 16 a obr. 17. Tento druh kvasinek se wavel rychlym pdenim, oddlovanim
jednotlivych burk zietizku od sebe. Lze také ¥id Ze na matské buice se objevuje
nékolik pupeni najednou, jde tedy o peni multilateralni. Kvasinka siéncerpa energii
po skoreni kazdé periody @eni. Jakmile jsou v kulte buiky alespa ctyii, ¢asto se
od sebe oddi nebo se zkrouti. Fraktalni mira kopiruje trerekfalni dimenze. To znamen4,
Ze naist pixeli byl stejny jako st fraktalni dimenze.
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Obr. 16 Zavislost fraktalni dimenzegly na znéne struktury kvasinky Kloeckera apiculata
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Obr. 17 Zavislost fraktalni miry Ky na zn@né struktury kvasinky Kloeckera apiculata

25



1,20 w

Dgy

R
spodni bunka
-

1.04 } —\r
1,00 —% \ / T
F] A T * N
0.96 A : ]
Y AN

+
+

PO
¥y,

T+ yrclmd buika
0.9: T T T T T T

0 40 80 120 160 200 240

¢as (min)

Obr. 18 Zavislost fraktalni dimenzegl) na zn@ne struktury kvasinky Kloeckera apiculata

Saccharomyces fragilis CCY 51-1-1

DalSi pozorovana kvasinka by&accharomyces fragilidako jedina ze vSech zkoumanych
druhi kvasinek se projevovala rychlym nastupendgmi a tedy rostouci hodnotou fraktalni
dimenze a tento trend pokmval dale téns beze zmany.
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Obr. 19 Zavislost fraktalni dimenzegly na znéne struktury kvasinky Saccharomyces fragilis
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2.2.4 Zavér

Sledovani vegetativniho rozmnozovani kvasine&epim bylo nejvhod§si v Birkerow
komarce z ostatnich vyzkouSenych moznosti (Bottcherkwenirka, zplostla kapilara).
Po zagkovani do kapalného Zivného média je vhodné ndoradinky cca 2 hodiny staticky
kultivovat pro gizptisobeni na nové prdastli ged nanesenim kapky jejich suspenze
na Birkerovu korfrku. Pro nastartovani intenzivniho rozmnozovanicpa 2 hodinach se
ukazalo byt Zivné médiuh 1 vhodrjsi.

Pomoci vhodného nastaveni paraihetptické soustavy (optické filtry, jas, kontrastg|
usnadnit vlastni obrazovou analyzu. Pozorovani bshodné pod klasickym stelnym
mikroskopem. Nevyhodou fazového kontrastu je talotefekt, ktery je zjsoben lomem
swtla na strukturach s velkym rozdilem indexu lomyin&vasinky ve vodném prasdi.
Projevuje se jagnz&icim rozhranim mezi objektem a pri@stim a tim se ztraci hranice
objekii.

Pfi sledovani iistu a rozmnozovani bylo zji&to, Ze po objeveni pupenu dochazi ke
kontinualnimuci skokovému vaistu fraktalni dimenze,f@emz mezi jednotlivymi skoky se
nachazi faze relaxace, kdy se fraktalni dimerfd& meneni. Béhem faze relaxace si fika
dopliuje latkovou a energetickou rezervu pro datdémi a niize zw&tSovat své rozery. Tato
faze vSak neni pozorovana vzdy, neélpeni nezbytna. Strmost vigtu fraktalni dimenze je
také dana pfiem sodasré se vyvijejicich pupenna matéské buice. Fraktalni dimenze
dceiné buiky prudce poklesnefpoddileni od mateské buiky. Bylo zaznamenano také
odcEleni pupenu od maiteké butky a nasledujici &eni ®chto dcéinych burgk. Trend
vzrastu fraktélni dimenzeipdalSim a@leni dcéiné buiky je opit obdobny jako u matské
buiky. P¥i objeveni pupenu dochazi také ke ustu fraktalni miry (péet policek o stejné
intenzig).

Dva z ggti druhi kvasinek Saccharomyces fragilis a Dipodascus magnuspotebuji ke
svému fistu relaxani fazi proc¢erpéani zivin, zbyléit druhy kvasinek Kloeckera apiculata,
Candida vini, Geotrichum candidyrtuto fazi Gstu projevuji a Ziviny v gibéhu nistu kultury
cerpaji. Snizeni fraktalni dimenze jetigpbeno objevenim pupenu na niské buice. Jako
idealni pozorovaci objekt pro obrazovou analyzujeseé Kloeckera apiculata(pro svou
rychlou reprodukci) @ipodascus magnusipro tlustou stnu). Sledovani se tykal@gznych
zpasohi mnoZzeni, pedevsim multipolarniho a bipolarnihogeuni. Bipolarni pteni kvasinky
Kloeckera apiculataumoZiovalo pozorovat oddeni dcéiné buiky od matéské. Hodnota
fraktalni dimenze rozhrani jednoduché strukturyikyu kvasinky se pohybuje kolem 1.
V prabéhu ¢asu dochazi k vastu fraktalni dimenze vigledku vzéistu ¢lenitosti povrchu
béhem pueni. Monitorovani zrmy fraktalni dimenze nam ime poskytnout informaci
0 adaptaci butk na izné Zivotni podminky.

Fraktalni mira ukazuje, jak bé&tna stna roste sasem. Obrazek 20 ukazuje
vzrast paateini hodnotyKgwaz do 4,55 % pokryti plochy obrazu. N&gi zwtSeni fraktalni
miry bylo pozorovano u kvasinkyaccharomyces fragilis

Z vysledki Ize vidt, Ze je vhodné ke studiu dynamickych vlastnostadinek pouZzit
metody obrazové analyzy. Fraktalni dimenze a ftaktdira 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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Obr. 20 Srovnani zavislosti fraktalni mirystg nacase pro pt druhi kvasinek
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