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Uvod

Morfologicky popis odrid polnich plodin je vyuzivan
od studia genti az po Slechtitelské uplatnéni v polnich pod-
minkach. Reprezentativni vzorky odrid jsou pro jednotlivé
plodiny sesbirany z celého svéta a uchovavany v genovych
bankach a pfesnd charakteristika poloZzek je zaznamenana
v k tomu urCenych databazich. Tyto databaze genotypt
jsou rozsahlé a mnohdy obsahuji duplicity nebo multiplici-
ty polozek' a nebo je jejich fenotypovy popis poznamenan
nepiesnostmi & chybami’. Pied 20 lety digitalni obrazova
technologie pfinesla do této oblasti popisovani a tiidéni
odriid v genovych kolekcich vyznamny posun®*. Analyza
semen pomoci parametrl obrazové analyzy’, které identifi-
kuji nové kultivary, se stala dobrym nastrojem k urceni
puvodu genotypt, k detekci ptimési ve vzorcich a k testu
pravosti Slechtitelského materidlu i uznani Slechtitelskych
prav.

Postup sejmuti a digitalizace obrazu objektu, jeho
segmentace a vyhodnoceni specialnimi k tomuto ucelu
vytvofenymi PC programy (KS-400, Carl Zeiss Vission,
Némecko) umoznil rychlé t¥idéni genotypt na zakladé
naméfenych parametri pro velikost, tvar a barvu objektu’.
Digitalni snimky ¢asto sledovanych objekt — listy, kvéty,
stonky, kofeny nebo semena jsou segmentovany od pozadi
tzv. prahovanim. Barevny snimek se transformuje na cer-
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no-bily obraz a tento binarni obraz se dale upravi prostted-
nictvim morfologickych operaci (eroze, dilatace, atp.) pro
detekci oblasti zajmu, naptiklad pigmentové zabarveni
kvéti®. U Inu bylo méfeni separovanych korunnich listka
pouzito k vyhodnoceni morfologickych charakteristik kvé-
th Inu a vybran parametr vykazujici nejvetsi variabilitu
a rozliSovaci spolehlivost genotypii'. ProtoZe genotypy
plodin jsou v genovych bankach uchovavany ve formé
semen, muze dochizet ke zménam charakteristik semene
(zména velikosti, tvaru, barvy) vlivem skladovacich pod-
minek nebo dozravani semen’. Proto je prioritou pred pou-
zitim genotypu ze sbirky postihnout tyto zmény pro jejich
praktické pouziti nebo pred aplikaci molekuldrnich analyz.
Dvourozmé&rna obrazova analyza tvaru semen ryze® proka-
zala spolehlivost odliSeni odrid s hladinou pravdépodob-
nosti 94,5 % pfi kombinaci rozmérovych a tvarovych fak-
torl a jeji uplatnéni pfi rozliSovani odrid.

Obrazova analyza dilezitych charakteristik je neza-
stupitelnym objektivnim néstrojem pro identifikaci a kata-
logizaci v biodiverzitnim konzerva¢nim systému napf.
luskovin’, zejména pro eliminaci subjektivniho lidského
faktoru. Technika obrazové analyzy muze byt pouzita
k identifikaci semen rtznych druhti a také ke studiu pro-
ménlivé morfologie semen uvnitf druhu. K posuzovani
barevnosti semen &ocky’ byla vyvinuta metoda obrazové
analyzy vyuZivajici skener'™!'2. Tento t¥idici systém je
zalozen na individualnim méfeni rizného zabarveni a veli-
kosti semen. Citované studie jsou relevantni napt. i pro
Gcely vyvinuti automatického téidiciho systému®. Na seme-
ni Inu (Linum usitatissimum L.) bylo za pouZiti obrazové
analyzy provadéno méfeni velikostnich, tvarovych a ba-
revnych charakteristik a z naméfenych dat byly generova-
ny vyznamné odliSitelné odriidové shluky'’. Obdobny
systém byl vyvinut pro hodnoceni barevnosti suchych
semen 73 odriud polniho hrachu (Pisum sativum L™
Zmeéna barev semen spojena s postupnym rozkladem chlo-
rofylu osemeni v priibéhu zrani a uskladnéni semen vyza-
duje predikci zmény. Pro tento Ucel je pouZivan systém
barevnych odchylek ,,median optical density” a jejich
srovnani s referenénim vzorkem'®. Rozli§ovaci automati-
zovany 2D-digitalni systém barevnych zmén (Red-Green-
Blue data) je také vyuzitelny pro posuzovani viability se-
men’.

Technika skenovani semen skenerem je nejen rychla
metoda, ale pomérné levny alternativni systém a jeho vy-
voj je v zajmu praktickych aplikaci. Pofizeni kvalitniho
digitalniho snimku s moznosti opakované reprodukce je
prvotnim pfedpokladem pro dalsi zpracovani obrazu. Vy-
ladéni barevnych charakteristik pfed snimanim, a sladéni
vSech soucasti optického systému je zékladnim pfedpokla-
dem pro objektivni méfeni.

Cilem této prace bylo vyuzit skeneru a makrooptiky
k ziskani obrazovych charakteristik semen, na jejich zakla-
dé posoudit odliSitelnost malosemennych a velkosemen-
nych odrid a stanovit vyznamnost korelaci sledovanych
parametrd s obsahovymi nutri¢nimi latkami v semenech.
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Experimentalni ¢ast
Rostlinny materidl

Jako modelové plodiny byly pro experiment vybrany
len sety (Linum usitatissimum L.) a hrach sety (Pisum sati-
vum L.). Len jako zastupce plodiny s malymi semeny oval-
ného, plochého tvaru a barevnou skalou od Zluté po tmaveé
hnédou. Hrach reprezentuje velkd kulovitd semena
s barevnosti mezi zlutou a Sed¢ zelenou. Pro experimenty
byla pouzita such4 vyzrdld semena z rostlin péstovanych
v polnich podminkéach. Bylo pouzito celkem 15 odrid
z Ceské kolekce genetickych zdroju hrachu a Inu vedené ve
firm¢ AGRITEC s.r.o., Sumperk (viz tab. I). Vzorky se-
men testovanych odrid byly analyzovany na nutri¢ni obsa-
hové latky v semenech a pouzity k obrazové analyze.

Stanoveni obsahu mastnych kyselin a tuku

Obsah mastnych kyselin ve vzorcich Inu byl stanoven
podle CSN ISO 5508 (Analyza methylesterii mastnych
kyselin plynovou chromatografii), metodou zaloZenou na
esterifikaci mastnych kyselin methanolem, extrakci methy-
lesterd petroletherem a nasledném stanoveni plynovou
chromatografii. Pomérné zastoupeni jednotlivych mast-
nych kyselin bylo urovdno chromatografickym soft-
warem. Pfiprava methylesteri mastnych kyselin byla pro-
vadéna podle CSN ISO 5509 (Piiprava methylesterti mast-
nych kyselin). Vzorek 10 semen Inu byl homogenizovan
v tfeci misce. Obsah tuku byl stanoven modifikovanou
metodou Soxhletovy extrakce, kdy byl tuk z mletych se-
men extrahovan horkym extrakénim Cinidlem (petrolether)
v automatickém extraktoru Soxtherm (Gerhardt). Po od-
stranéni extrak¢niho ¢inidla (destilace a vysuSeni) se zbyly
tuk zvazil. Metoda s vyuzitim automatického extraktoru
byla validovdna a ovéfena pravidelnou ucastni v kruho-
vych testech UKZUZ.

Obsah celkového Skrobu
Obsah celkového Skrobu v semenech hrachu byl sta-

novovan metodikou NIRS (Near Infra-Red Spektroscopy).

Tabulka I
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Kalibrace pfistroje byla ovéfena pomoci série standardnich
vzorkl hrachu se zndmym obsahem $krobu. Obsah skrobu
v téchto standardnich vzorcich byl stanovovan pomoci
komer¢ni soupravy Megazyme (AOAC metoda 996.11).
Rezistentni Skrob (tj. Skrobu, ktery nepodléha enzymatické
hydrolyze) byl stanoven na komer¢ni soupravé Megazyme
(AOAC metoda 2002.02).

Digit4lni obrazové analyza

Barevny digitalni snimek semen byl pofizen tak, Ze
semena byla srovnana prostiednictvim plastikové miizky
na skenovaci sklo plochého deskového skeneru Canon
4400F a Canon 8800F (Canon Inc., USA). Na snimku
uloZeném ve formatu tiff bylo 288 semen, 3 opakovani,
celkem 864 semen pro kultivar. Timto zpusobem byly
potizeny barevné snimky (RGB 8bit) pro hodnoceni tvaru
a velikosti semen. Pro hodnoceni barevnosti byla semena
umisténa na podstavec s Cernym sametem a k pofizeni
snimku byla pouzita sestava: digitdlni kamera DS-Ul
(5 Mpx) Nikon a makrooptika Pentax, 2/3” Zoom objektiv
Cosmicar, f=12,5-75 mm s pifedsadkou +3 (0,33 m),
(Nikon Instruments, CS-Optoteam, Prague, CR), PC. Sni-
mani bylo provadéno za nizké svételnosti, bez ptimého
osviceni vzorku (expozice 1 s a zesileni expozice 2,8x).
Pro objektivni porovnavani odriid mezi sebou ob& snimaci
zatizeni byly kalibrovany (viz niZe), aby se zarucila stabi-
lita vnimani barev a nedochazelo k zménam/posuntim
hodnot v pribéhu opakovaného snimani vzorkd. Vyhodno-
covani digitalizovanych snimkti bylo provedeno speciel-
nim softwarem NIS Elements AR 2.30 (LIM, Laboratory
Imaging Prague, CR).

Sledované parametry

Pro posouzeni velikosti a tvaru semen byly na snim-
cich ze skeneru sledovany tyto parametry:
Area (plocha) je hlavnim kritériem velikosti, v pfipadé
kalibrovaného systému udava realnou plochu.
Perimetr (obvod) je mirou celkové hranice, pocitd se ze
Ctyt projekcei ve smérech 0, 45, 90 a 135° pomoci Crofto-
novy rovnice: ©¥*(Pry+Prys+ProgtPr35)/4

Ptehled analyzovanych odrid a barevna a obsahova charakteristika semen

Odridy Inu Charakteristika semen Odriidy hrachu Charakteristika semen
Amon nizkolinolenovy (2,7 %) zluty Alan skrob (53,81 %) Zluty
Bonet vysokolinolenovy (50,3 %) hnédy Bohatyr Skrob (56,16 %) zluty
Jantar nizkolinolenovy (2,1 %) zluty Herold Skrob (56,76 %) zluty
Jitka vysokolinolenova (55,2 %) hnédy Janus skrob (50,15 %) zluty
Lola nizkolinolenova (4,1 %) hnédy Romeo Skrob (53,27 %) zluty
Marylin vysokolinolenova (57,8 %) hnédy Smaragd Skrob (51,75 %) zeleny
Rina vysokolinolenova (61,4 %) hnédy Tyrkys skrob (54,02 %) zeleny
Zekon Skrob (50,62 %) zeleny
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EqgDiameter (ckvivalentni primér) je kritériem velikosti
odvozenym z plochy a urCuje primér kruznice, ktera ma
stejnou plochu jako objekt: sqrt(4*Plocha/ w)

MaxFeret, MinFeret (maximalni/minimalni Feretiv prt-
mér) je maximum/minimum z Feretovych pramérd, kdy
pfi thlu a se rovna délce projekce objektu pii thlu a, a=
{0,10,20....180°}

Elongation (protahlost) se urcuje jako pomér MaxFeret/
MinFeret, je to uzite¢na charakteristika tvaru

Circularity (kruhovost) 1 pouze pro kruh a vSechny ostat-
ni tvary jsou charakterizovany kruhovosti < 1. Je to uzite¢-
na charakteristika tvaru, odvozend mira tvaru pocitana
z plochy a obvodu: 4**Plocha/Obvod®

MeanRed, MeanGreen, MeanBlue (stfedni cervena,
zelena, modra) jsou pruméry z hodnot barevnych slozek
obrazovych bodul, obvykly aritmeticky pramér z hodnot
intenzity barevné slozky

MeanSaturation (stfedni nasyceni) primér hodnot satura-
ce (sytosti) obrazovych bodu

HueTYypical (typicky odstin) hodnoty odstinu s maximalni
frekvenci v histogramu odstinu popisuje nejpouzivanéjsi
odstin v objektu

Pro posouzeni barevnosti semen byly na snimcich pofize-
nych makrooptikou sledovany tyto piiznaky:

L,a,b jsou soufadnice v barevném systému CIE-LAB

Na zéklad¢ hodnot L,a,b byla vypoc¢tena odchylka:
Barevna odchylka AEa,b je dileZitou vSeobecné piijimanou
metodou hodnoceni rozdilu barev: AEa,b = (AL*+Aa’+Ab?)"?

Kalibrace skeneru a makrooptiky

Naméfena data ptredstavujici minimum (MIN), maxi-
mum (MAX), primérnou hodnotu (MEAN), smérodatnou
odchylku (SD) byly exportovany do programu Excel
(Microsoft Office 2007, USA) a byly dale hodnoceny sta-
tisticky. Pfed zahajenim snimani byla provedena kalibrace
métenych objektll uréenim piesné velikosti jednoho pixelu
jednotkou velikosti (mm), tj. 0,08 mm/px pro urceni sku-
teCnych rozmérd semen. Barevna kalibrace skeneru byla
provedena nastavenim vstupnich parametrii barevného
prostoru — mezni hodnoty: 0 (¢ernd) do 255 (bild), velikost
rozliseni 300 dpi, kalibrace bilé barvy (R=243, G=243,
B=242) pomoci tabulky MunsellColor Mini ColorChecker
(X-Rite Inc. USA).

Pfi kalibraci makrooptiky bylo postupovano nasle-
dovné: otevfeni clony a zaostfeni objektli objektivem, na-
staveni snimani v programu NIS Elements AR 2.30 (LIM,
Laboratory Imaging Prague, CR) pii danych svételnych
podminkach: nastaveni ¢erné (0,0,0) a bilé (255,255,255)
barvy, vyvazeni RGB kanali, kontrastu, jasu a manudlni
nastaveni expozice (1 s) a zesileni (2,8x). Kalibrace bilé
barvy byla provedena pomoci vlozeného bilého kancelai-
ského papiru.

Statistické zpracovani dat

Moznost klasifikace jednotlivych odrid na zakladé
jednotlivych charakteristik ziskanych ze semen byla zjis-
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tovana metodou ANOVA, jako hodnotici systém byl pou-
zit vypocetni systtm MATLAB R2009a (procedury pro
automatické zpracovani byly nové vytvoreny). V ptipade,
ze byly pro dany parametr zjistény statisticky vyznamné
rozdily mezi odriidami (na hladin€ vyznamnosti o = 0,05),
pfistoupilo se k parovému porovnani jednotlivych odriid.
Hierarchickou shlukovou analyzou obrazovych dat byl
ziskan dendrogram pro ob¢ plodiny. Multifaktorova ana-
lyza dat byla provedena s pouZitim software Statistica
ver.8.0 (StatSoft Inc., USA) a stanovena korelacni zavis-
lost naméfenych parametri semen a obsahovych latek
v semenech.

Vysledky a diskuse

Technické feSeni snimani a kalibrace snimacich
zafizeni

Deskovy plosny skener predstavuje vyhodné snimaci
zafizeni jednak z divodu vylouceni externiho osvétleni
a jednak diky moznosti snimani velkého poctu semen
(obr. la,c). Optické a fyzikalni faktory svételného detekto-
ru a ruznd hloubka ostrosti mohou zpisobit rozdily
v kvalité¢ snimkt. Vznik stini za objektem u kulatych se-
men hrachu nebo odlesky semen Inu je nutné odfiltrovat
a nezahrnovat do prahovani'’. Nejprve byla testovana ba-
revna stabilita pozadi pfi opakovaném snimani — proméfo-
vanim RGB hodnot v riznych uspofadanich barvy pozadi
a objektl. Soucasné byly posuzovany dva typy skenerQ
Canon 4400F a 8800F. Ackoliv studie 4 typu skeneri
s odlisnou kvalitou od firem Umax, Canon a Microtek
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Obr. 1. Usporadani vzorka hrachu (a,b) a Inu (c,d) pfi snima-
ni na skeneru (a,c) nebo makrooptikou (b,d)
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poukazuje na pouzitelnost barevné kalibrace tabulkou Q60
(Kodak, Kanada) pro shodu s referenénimi snimky'®, nase
vysledky prokazaly barevnou nestabilitu sniméani komerc-
nim typem deskového skeneru Canon 4400F. Pfi opakova-
ném snimani i pti pouziti kalibraéni barevné tabulky Mun-
sellColor byl detegovan posun RGB hodnot pozadi. Proto
byl tento postup pouzit pouze v ptipadé¢ sledovani nebarev-
nych charakteristik, jako jsou tvar a velikost semen. Zna-
mend to, ze skenovaci postup selhal v pfipad€ posuzovéani
barevnosti semen, nebot’ nebylo dosazeno spolehlivé re-
produkovatelnosti barvy semen. Proto bylo zahéjeno sni-
mani cca 50 semen (pro hrach), nebo 2,5 g vzorku (pro
len) makrooptikou za pfitmi (obr. 1b,d), coz vyzadovalo
dlouhy expozicni ¢as a vysokou fotografickou citlivost, ale
zarovenl bylo moZné objektivni posouzeni barevného vni-
mani u vSech snimkii vzhledem ke stabilité nastavenych
parametrll sniméni. Na takto ziskanych snimcich byly hod-
noceny nezavislé parametry L,a,b. Snimky tedy nebyly
vyuzity k pfimému hodnoceni barvy, ale pouze k vypoctu
odchylky AEa,b mezi barevnosti vzorku a barevnym mar-
kovala zménu barvy a stanovila barevnou pfislusnost vzor-
ku k jedné z kontrolnich odriid (semeno se stanovenou
barevnou charakteristikou a reprezentativni hodnotou pro
dany barevny standard). Tento postup byl rychly a spoleh-
livy. Pro posuzovani tvarovych, velikostnich a barev-
nych charakteristik semen byla vybrana drobna (len)
a velka (hrach) semena, kde se tvar a zabarveni semen
lisily a zaroven byl pro odridy chemicky stanoven obsah
vyznamnych slozek. V tab. I je uveden ptehled analyzova-
nych odrid Inu pfadného/olejného typu a polniho hrachu
s udanim barevné charakteristiky semene a obsahu sledova-
nych komponent. Nizkolinolenové odriidy Inu jsou olejné
Iny péstované pro potravinaiské a farmaceutické tcely, vy-
sokolinolenové odridy jsou piadné typy Inu. Polni odridy
hrachu jsou charakterizovany vysokym obsahem Skrobu.

Na téchto reprezentativnich souborech odrid byl vy-
pracovan systém, ktery umoziiuje pomérné rychle a objek-
tivné analyzovat vétsi soubory odrid, které jsou soucasti
kolekei genetickych zdrojii. Systém tedy zahrnuje pofizeni
kvalitniho snimku, naméfeni parametrt a jejich statistické
vyhodnoceni s tfidénim odrid do shluka''.

Charakteristika odrid ziskana obrazovou analyzou

V hodnoceném vzorku bylo analyzovano kazdé jed-
notlivé semeno zvlast. Z naméfenych hodnot bylo mozné

Tabulka II
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25—

a
Cetnost
20+
150 160 170 180 190 200 210 220
kategorie hodnot MeanRed
b 25—
Cetnost
105 15 125 135 145 155 165 175
kategorie hodnot MeanGreen
c 30—
Cetnost

25+

65 75 85 95
kategorie hodnot MeanBlue

105 15 125 135

Obr. 2. Histogramy hodnot jednotlivych semen ziskanych pro
parametr charakterizujici primérnou intenzitu ti'i barevnych
kanali (MeanRed (a), MeanGreen (b) a MeanBlue (c)) a jed-
nu odridu (Bohatyr); osa x kategorie hodnot parametru, osa y
Cetnost jednotlivych kategorii ve vzorku semen

Zakladni statistické hodnoceni odridy hrachu Bohatyr pro parametry charakterizujici intenzitu 3 barevnych kanald
(MeanRed, MeanGreen, MeanBlue); primér (mean), smerodatnd odchylka (s.d.), minimalni a maximalni hodnoty (min,

max)

Parametr Mean s.d. Min Max
MeanRed 190,73 5,379 176,42 203,40
MeanGreen 159,42 7,890 141,98 177,88
MeanBlue 121,87 10,322 99,343 145,98
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pro kazdou odridu stanovit primér (mean), smérodatnou
odchylku (s.d.) a najit minimalni a maximélni hodnotu
(min, max) jak uvadi tab. II a zkonstruovat histogram
(obr. 2). Pfibliznd normalita dat byla potvrzena a miZeme
ji 1 testovat. RozlozZeni hodnot parametr zavisi na volbé
prahovani, tj. jaka ¢ast objektu bude pouzita k méteni. Pro
hodnoty MeanRed, MeanGreen a MeanBlue rozdéleni
hodnot odpovida nejednotné barevnosti semen (obr. 1b),
zapii¢inéné piirodnimi podminkami. Semena Inu nevyka-
zovala tyto problematické odchylky v zabarveni, nicméné
leskly povrch semen Inu (obr. 1d) mize rovnéz zpusobit
zmény Vv intenzit¢ zabarveni semen. Proto bylo pfi snimani
vylou€eno piimé osvétleni vzorku, aby bylo mozné elimi-
novat vyskyt téchto problematickych jevi. Ziskané zaklad-
ni statistické hodnoty pro dany parametr naméfené
v souboru analyzovanych semen predstavuji jedno
z hodnoticich kriterii odlisnosti odrid. Volba §ife katego-
rie osy x se da nastavit podle pozadavkl hodnotitele, coz
ma zasadni vliv na rozlozeni Cetnosti pro dany parametr.
Stavajici rozlozeni a kazdy posun nékteré z téchto hodnot
vlivem vngjSich faktori mize svéd¢it o biologické pro-
ménlivosti odriidy. Velmi dilezita je v tomto sméru analy-
za dostatecné velkého souboru semen.

Tabulka III
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Tvarové a velikostni charakteristiky posuzovanych
odrud

Pro tvarové a velikostni charakteristiky byla pouZita
data ze skenovaciho systému. Semena byla uspofadana na
sklenéné desce plosného skeneru tak, aby pro kazdé seme-
no mohlo byt naméfeno 7 parametrii. Celkem bylo analy-
zovéano cca 860 semen pro kazdou odridu. Velikost vzor-
ku byla uréena jako dostacujici pro nasledné statistické
zpracovani. Primérné hodnoty jsou uvedeny v tab. III. Na
zakladé statistickych vysledkti mnohonasobného porovna-
ni lze konstatovat, Ze sledované parametry statisticky vy-
znamné (o = 0,05) pomohly odlisit vzdy alespon jednu
odriidu hrachu i Inu. Pfiklad mnohonésobného porovnéni
odrdd je znazornén na obr. 3. Odrida Inu Amon (vlevo) se
v charakteristice Area (plocha) statisticky vyznamné (o =
0,05) 1isi od ostatnich odrid, odrida hrachu Bohatyr se ve
znaku plocha statisticky vyznamné (o = 0,05) lisi od odrid
Janus, Zekon a Romeo, Alan, Herold a Smaragd, ne vsak
od odrudy Tyrkys. Lze tedy predpokladat, ze i v §irSim
souboru odrud lze detegovat pomoci zvolené¢ho piistupu
statisticky prikazné rozdily mezi odridami a vytvorit urci-
ty systém shluki', ke kterym se odriidy budou piifazovat.

Semena hrachu a Inu, métené tvarové a velikostni charakteristiky ziskané ze skenovaciho systému. Plocha (mmz) semene
kalibrovana skute¢nou velikosti na 1 px (velikost obrazové jednotky) = 0,08 um/px. Statisticky prikazné odlisné skupiny
odrid na hladiné vyznamnosti a. = 0,05 (ANOVA, mnohonasobné porovnavani)

Hréch Plocha Ekvivalentni Obvod Maximalni Feretiuv Minimalni Kruhovost  Protahlost
pramér pramér Feretdv pramér
Alan 55,91° 8,416° 26,69° 8,85° 8,040° 0,982 % 1,101°
Bohatyr 4581° 7,626° 24,13 7,96° 7,347 0,986° 1,084°
Herold 48.42° 8,406° 26,66° 8,85° 8,030° 0,981 1,104°
Janus 47,04 7,679° 24,75° 8,11° 7,317° 0,951° 1,109°
Romeo 51,60° 7,841° 24,81° 8,23° 7,506° 0,986° 1,098°
Smaragd 50,70° 7,788° 25,17° 8,22° 7,476° 0,950 ™ 1,100°
Tyrkys 46,46 ™ 8,093 25,82° 8,58" 7,676 0,971° 1,119°
Zekon 47,78° 8,022° 25,43° 8,47° 7,636° 0,983° 1,110°
Len Plocha Ekvivalentni Obvod Maximalni Feretuv Minimalni Kruhovost  Protihlost
primér primér Feretiv pramér
Amon 8,01° 3,192° 11,192 4,586° 2,339° 0,804 ° 1,963 2
Bonet 7,42° 3,056° 12,03° 4.815° 2,267° 0,756° 2,065
Jantar 9,34° 3,446° 12,08° 4953° 2,518° 0,803 % 1,969
Jitka 7,37° 3,062° 10,58 4,164° 2,399° 0,828° 1,738°
Lola 8,76° 3,337° 11,85° 4,731° 2,522° 0,785° 1,879
Marylin 7,83° 3,156° 11,37° 4,472° 2,393° 0,771° 1,874%®
Rina 7,04° 2,992° 10,272 4,125° 2,299° 0,840° 1,799

> Symbol a resp. b znadi prislusnost konkrétni odriidy do skupiny a resp. b dané na zaklad& parového porovnani odrid.

Skupiny a a b nejsou vzdy disjunktni
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Parové porovnani odriid
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Obr. 3. Piiklady statistického hodnoceni parametru plocha; pro len (vlevo) odriida Amon statisticky vyznamné odli$na v parametru
plocha od ostatnich odrud, pro hrach (vpravo) odriida Bohatyr odli$nd od 6 odrid, pro odridu Tyrkys neni v tomto parametru rozdil

od odridy Bohatyr statisticky vyznamny

Hodnoceni barevnosti semen — tvorba barevnych
kalibra¢nich fad

Pro detailnéjsi hodnoceni semen je vyzadovana meto-
da hodnoceni métenych charakteristik pro barevnost (viz
kapitola Material a metody). Podle vyhlasky ¢.329/1997
Sb. (zékon & 110 Ministerstva zemédélstvi CR) je barev-
nost semen hrachu rozdélena do dvou kategorii na Zluty
(hnédozluty, oranzovy a zluty) a zeleny (svétlezeleny,
olivovy, zeleny) hrach. U Inu byly stanoveny 4 odlisné
skupiny — svétle, stfedné a tmavé hnédé Iny a Zluté Iny —
obdobné definované i jinymi barevnymi stupnicemi analy-
zovany pomoci DOA (cit."?). Existuje i vyznamngjsi varia-
bilita v barevnych odstinech semen, neZ je v soucasnosti
pouzivano. Proto na zdklad¢ existujicich morfologickych
klasifikatora'® (ptirucka pro len) byly vybrany standardni
odridy, které byly pouzity k ziskani typického
,.kalibra¢niho*“ semenného standardu (obr. 1b,d). Bylo
postupovano tak, ze pro cca 100 semen vybrané odrudy
byly zjistény charakteristiky L,a,b, a z téchto hodnot byl

80t
B0
ant

201

| = 1

Bonet Jitka  Marylin  Rina Lola Amaon  Jantar

vypocitan primér a semeno, které mélo nejbliZ§i hodnotu
jako barevny standard. Pro hrach byly definovany tyto
barevné standardy: svétlezluty (1), Zlutorizovy (2), vosko-
vy (3), zlutozeleny (4), tmavézeleny (5), Sedozeleny (6),
svétlehnédy (7), hnédy (8), cerny (9). Pro len byly defino-
véany tyto barevné markery: Zluty (1), olivovy (2), svétle
hnédy (3), vicebarevny (4), hnédy (5), ¢ernohnédy (6),
tmavehnédy (7). V ptipad¢€ Inu bylo pro tento postup upus-
téno od vicebarevné kategorie (plochy Zluté a plochy hné-
dé) vzhledem k nejednoznacénému vysledku (zlutohnédy
odstin blizky markeru ¢. 3 nebo 5). Prostfednictvim obra-
zové analyzy lze velice pfesné pfifadit vzorek
k barevnému standardu, v pfipadé pochybnosti o barevnos-
ti semen by pak tento postup dokazal rozhodnout o piislus-
nosti k barevnému markeru.

Na zékladé 17 sledovanych charakteristik semen byl
vytvofen souhrnny dendrogram (obr. 4). Pro len dendro-
gram naznacil 2 shluky: Zlutosemenné (Amon, Jantar)
a ostatni hnédosemenné odridy (Bonet, Jitka, Marylin,

3aEF

0r

251

201

]

Alan Tyrkys Fekon Smaragd

st ——

Herold Romeo Bohatyr Janus

Obr. 4. Vysledné dendrogramy zkonstruované ze 17 parametri; pro len (vlevo) a pro hrach (vpravo) byly vytvofeny 2 hlavni shluky
odpovidajici barevné charakteristice semen; osa y — vzdalenost mezi objekty
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Rina, Lola). Pro hrach byly stanoveny 2 odliné shluky:
zelenosemenné (Tyrkys, Zekon, Smaragd) a ostatni Zluto-
semenné odriidy (Herold, Romeo, Bohatyr, Janus, Alan).
Obdobné zpracovani dat do 7 shlukli vytvofenych pro
53 odriid’ podporuje na§ postup pro vybér tzv. standard-
nich odrtd, pfedstavujicich extrémné odlisné odrudy.

Barevna charakteristika semen je vyznamnym odliSo-
vacim znakem. Nasledné hodnoceni ostatnich parametra
mize mit vyznam v piipadé odriid se shodnou barevnosti
semen. Ttidéni semen na zakladé barevnosti mize vycha-
zet z pomérové hodnoty tfi barevnych kanald R,G,B
(cit.'”). Naptiklad odridy Bonet a Lola jsou definovany
jako stfedn€ hné&dy len. Statisticka analyza dat parovym t-
testem vsak potvrdila vyznamné rozdily mezi stfedné hné-
dymi odridami Bonet a Lola. Byl zji§tén vyznamny rozdil
v obsahu linolenové kyseliny a také byl prokazan statistic-
ky vyznamny rozdil (o = 0,05) ve sledovanych kvantitativ-
nich parametrech (plocha, kruhovitost, ekvivalentni pru-
mér, Minim4lni Feretliv priimér). Pro objektivni posuzova-
ni odrad méa rozhodujici vyznam i fada faktort jako lokali-
ta, ro¢nik, velikost vzorku, zdravotni stav semen, apod.
Proto je nutné analyzovat data minimalné ze 3 nezavislych
lokalit a 3 ro¢nikt’, aby metodu bylo mozné povazovat za
objektivni. Vyznamnymi faktory zmén hodnot parametrii
se mohou také jevit ro¢nik (kvalita semen), podminky
skladovani, zrani a stafi semen, testované napt. na kli¢i-
vosti semen digitalni technologii’ nebo zména tvaru semen
ryZe pii obrusovani’. V této studii byla vypo&tena odchyl-
ka AEa,b pro 3 ro¢niky (2005; 2007; 2008) a hnédou odrt-
du Inu setého (5) Marylin: 3,467; 3,656; 3,837. Vliv ro¢ni-
ku na barvu semen se zda byt minimalni, pfesto je z tohoto
pohledu vhodné vytvotit ptepocitavaci koeficient, ktery by
mohl vliv ro¢niku odfiltrovat pro vSechny odridy najed-
nou. Touto problematikou se budeme zabyvat v budoucnu.
K tplné charakteristice odridy bude nutné posuzovat vy-
sledky hodnoceni obou skupin parametrli, kvantitativnich
(Area, EqDiameter atd.) i kvalitativnich parametri (L,a,b).
Statistické zpracovani dat provadéné vypocetnim systé-
mem (MATLAB R2009a) je funkénim a rychlym zauto-
matizovanim celého procesu a miize byt pravem poklada-
no za technologickou jednotku vyuzitelnou k charakte-
rizaci a posuzovani pravosti odriid v kolekcich.

Korelace s vybranymi obsahovymi ldtkami semen

Nejen vyZziva, ale i barevna charakteristika semen, je
spojena s vitalitou kli¢eni semen'®. U Inu jsou viechna
semena na jedné rostlin€ stejnd, i kdyZ embrya se mohou
lisit v obsahu mastnych kyselin. Barevnost semen hrachu
je déna obsahem pigmentll v délohach embrya, protoze
osemeni je prasvitné. Z vysledkt je patrné, Ze barevnost
semen by mohla vypovidat i o pfipadné zméné chemické-
ho slozeni semen (obr. 5), popiipadé by mohla byt zjisténa
statisticky vyznamna korelace hodnot mezi nékterym
z parametri a obsahem latek v semenech. Test byl realizo-
van pomoci p-hodnoty. Byla zjisténa statisticky vyznamna
korelace obsahu tuku v semenech Inu s veli¢inami EqDia-
meter (p=0,045), MeanRed (p=0,013), MeanGreen
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Obr. 5. Grafické zhodnoceni primérnych hodnot 3 barevnych
kanali MeanRed, MeanGreen, MeanBlue (a), obsah tuku (b)
a mastnych Kyselin (c) u sledovanych odriid Inu setého
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(p=0,014), MeanBlue (p=0,018), HueTypical (p=0,021), L
(p=0,012), a (p=0,015), b (p=0,017). Vztah mezi paramet-
ry a obsahem Skrobu v semenech hrachu nebyl potvrzen.
Predpoklada se, Ze u jinych obsahovych slozek, napf.
u obsahu karotenoidd, by statisticky vyznamné korelace
mély existovat a Ze by mohl byt v budoucnu vypracovan
opticky kalibraéni systém pro osiva jako reference
k analytickym metodam (http://biometris.wur.nl Wagenin-
gen). Pokud bude tfeba kvalitné a spolehlivé analyzovat
celé soubory odrud v kolekcich, je nutné provést ucelenéjsi
statistické analyzy, které by pracovaly se soubory obsahu-
jicimi mnohonasobné vice dat. V této studii je jen na ome-
zeném pocétu odrid a vybranych obsahovych slozkach
testovan postup pro vyhodnoceni dat.

Popsand metodika zpracovani digitdlnich snimki
semen, pofizenych na skeneru a makrosnimacim systému,
poskytuje zakladni udaje o charakteristice semen, o jejich
barveé, tvaru a velikosti. Uvedena metodika pofizovani
obrazovych dat v kombinaci s metodami statistického hod-
noceni dava moznost objektivné hodnotit pocetné kolekce
odrtid ve sbirkach vyznamnych kulturnich plodin.

Prezentované vysledky bylo mozné ziskat za podpory
projektu MSMT ¢.: MSM2678424601.
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Digital image analysis (DIA) has become a powerful
technique for characterization and grading of plants in
crops. DIA is utilized in determination of cultivar origin,
detection of contaminants and in discrimination of new
cultivars for registration purposes. Seed images, their dig-
itization, segmentation and evaluation using special soft-
ware enable rapid sorting of genotypes based on the meas-
ured size, shape and colour characteristics of seeds. In the
study DIA was used for measurement of characteristics of
small flax and large pea seeds followed by seed classifica-
tion. The size and shape of seeds were evaluated from
scanner images due to colour instability in scanning. Col-
our deviation calculated from the coordinates in colour
space was used for colour classification of seeds. Some of
the DIA data were correlated with fat nutrients in flax
seeds.



