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1. UvOoD

Po odd€leni listu od matetské rostliny nastavaji dva procesy: vodni stres, ktery ma
za nasledek pokles turgoru doprovazeny vadnutim listu, a poSkozeni pletiv
(tzv. wounding). Méfeni procest probihajicich v rostlinném pletivu v disledku rtiznych
forem stresu se obvykle provadi kontaktnimi az destruktivnimi metodami. Naptiklad
Malone (1992) vyuzil ke snimani tloustky listu popalené rostliny pSenice kontaktni
snimace polohy. Podobny pfistup pouzili také Stankovi¢ a kol. (1997) ke snimani zmén
rozméru slunec¢nicového stonku po popaleni listu. Mancuso (1999) méfil deformaci
stonku popalené vinné révy pomoci tenzometrii umisténych na opacnych stranach
stonku, spojenych v tzv. Wheatstonové mistku. Systémovou akumulaci rostlinnych
stresovych hormont po popaleni listu tabdku meéftili Hlavackova a kol. (2006) pomoci
HPLC-MS metody vyzadujici odd¢leni a kompletni destrukci méteného listu pred
vlastni purifikaci. Podobné stanoveni exprese stresovych gent (RT-PCR) ptipadné
stanoveni vodniho potencialu pfi stresu rostlin suchem jsou destruktivnimi metodami
(Vojta a kol. 2016). Jak je uvedeno vyse, tyto metody vyzaduji minimalné kontakt mezi
méfici aparaturou avzorkem az destrukci rostlinného pletiva, coz muze zpusobit
nechténé zkresleni vysledk.

Tyto poznatky nas vedly k myslence sestavit méfici systém, ktery by snimani
zmén v biologickych vzorcich vystavenych stresu provadél neinvazivné. Jako idedlni
pro naSe ucely se jevi metody optické. Prezentujeme neinvazivni optickou metodu
pracujici na zaklad¢é jevu koheren¢ni zrnitost, ktera umoziuje sledovani zmén nejen
makroskopickych a povrchovych, nybrz také strukturnich zmén uvnitf opticky
propustného pletiva.

Jev koherencni zrnitost a jeho praktické vyuzZiti je v soucasnosti stile vice
predmétem vyzkumu. Pfedstavuje fenomén vedouci k novym a cCasto netradicnim
aplikacim v fad¢ pfirodovédnych a technickych oborti. Toto potvrzuje mimo jiné také
rostouci publikacni zajem vénovany tomuto jevu V poslednich dvaceti letech. Nemaly
vliv na prudky nartst aplikaci na bazi koheren¢ni zrnitosti ma rovnéz rozvoj modernich
technologii, softwaru a elektroniky. Lze fici, ze soucasny technologicky trend zptlisobuje

obecné renesanci klasickych méticich optickych metod a celé klasické optiky viibec.



Jev koheren¢ni zrnitost je vyuzivan vifadé védeckych obort jako fyzika
(napfiklad mechanika téles nebo astronomie), ale také biologie ¢i lékarstvi. Cilem
zkoumani byva stav deformace povrchu predmétu ¢i biologicka aktivita zivych vzorkd.

V teoretické Casti prace je uveden princip métfeni S vyuzitim koheren¢ni zrnitosti,
ktery spociva ve vysokofrekvencnim sniméni sérii snimkt struktury koherencni zrnitosti
od zkoumaného vzorku, a dile je veénovdna pozornost riznym metodikam
pro zpracovavani naméfenych dat za ucelem obdrZzeni maximalni informace
0 zkoumaném vzorku. Obsahem praktické casti je experiment, v némz provadime
meéfeni Casového vyvoje struktury koherenéni zrnitosti od zkoumaného vzorku.
Inspiraci nam byla metodika analyzy koheren¢ni zrnitosti, kterou publikoval Kadono
a kol. (2003) a ktera vyuziva diference mezi kazdymi dvéma v Case po sob& potizenymi
snimky struktury koheren¢ni zrnitosti.

Vysledky experimentu jsou zaroven soucasti SirSiho teoretického a aplika¢niho
vyzkumu jevu koheren¢ni zrnitost, na kterém pracuji RNDr. Pavel Horvath, Ph.D., ktery
je soudasné mym vedoucim price, a RNDr. Petr Smid, Ph.D., ktery je mym
konzultantem. Oba vySe zminéni ve&decti pracovnici informuji pravidelné Sirokou

vetejnost ve svych odbornych publikacich.



2. PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 Pojem koherencni zrnitost

V odborné literature se doslovna definice pojmu koherencni zrnitost 1isi, nicméné
jeji obecny vyznam zlstava stejny.

Dainty (1984) definuje koheren¢ni zrnitost (z anglického speckle) jako opticky
jev vznikajici pti dopadu koherentniho svételného svazku na drsny povrch predmétu.
Pritom musi platit, ze zmény mezi vyskami reliéfu povrchu pfedmétu v riznych bodech
jsou minimalné na urovni vlnové délky dopadajiciho svételného svazku. Jev vznika,
jestlize je koherentni svétlo odrdaZzeno od drsného povrchu pfedmétu, nebo jestlize
svételna vlna prochazi fazovym prostiedim s nahodnymi fluktuacemi indexu lomu. Dle
Hrabovsky a kol. (2001) je podstatou tohoto jevu interference svételnych vin §iticich se
odrazem nebo rozptylem od mikroskopickych plosek povrchu pfedmétu nebo rozptylem
na nahodné rozlozenych rozptylujicich ¢asticich pfi priichodu svétla prostredim.

Horvath a Smid (2012) popisuji rovnéz vznik koherenéni zrnitosti pii priichodu
koherentniho, pfipadné ¢astecné koherentniho svétla pfedmétem s difuzné rozptylujicim

rozhranim.

Cast pole koherenéni zmitosti

Predmét s drsnym povrchem

P

Struktura koherencni zrnitosti zachycena
na stinitkach umisténych kdekoli v
prostoru pred predmétem

Obr. 1 llustrace k vzniku pole koherenéni zrnitosti po odrazu od pfedmétu s drsnym
povrchem. (pievzato z Horvath a Smid 2012)



Jev se vyznacuje vznikem svétlych a tmavych skvrn, které je mozno pozorovat,
napiiklad, pomoci stinitka umisténého Vv libovolném misté prostoru. Prostor pted
osvétlenym predmétem, ve kterém vznika koherencni zrnitost, je oznacovan jako pole
koheren¢ni zrnitosti (Obr. 1). Rovinny fez polem koherencni zrnitosti se nazyva
struktura koherencni zrnitosti. Ta vypovida o povrchovych vlastnostech predmétu a je
mozné ji zaznamenat pomoci detektori nebo stinitek vlozenych dovnitt pole koherenéni
zrnitosti. Pii detekci struktury koherenéni zrnitosti ziskavame informaci o vlastnostech
skvrn v rovinném fezu pole koherenéni zrnitosti. Sledujeme pouze plo$ny fez zrny,
ktera jsou ve skutecnosti trojrozmérnymi objekty v prostoru. Cela zrna lze zobrazit
(vizualizovat) z mnoha struktur koherenéni zrnitosti zaznamenanych v rovinach
definovanych pohybem detektoru ve sméru kolmém na jeho ucinnou plochu
(Horvath a Smid 2012).

V souvislosti s vyuzitim koheren¢ni zrnitosti v biologii se v anglicky psanych
publikacich objevuje pojem biospeckle. Saude a kol. (2012) definuji tento pojem jako
prostiedek (nastroj) slouzici k vyzkumu a studiu aktivity biologickych materiald, které
pouhym okem nelze zaznamenat. Pfitom poznamenavaji, ze zdkladem technik, které
vyuzivaji biospeckle, je pofizeni sekvence snimka struktury koherencni zrnitosti
od laserem osvétleného povrchu zkoumaného biologického vzorku. Sekvence snimku
jsou dale zpracovavany a analyzovany, pfiemz je mozno ziskat pfedstavu o mife
aktivity zkoumaného vzorku. Jednotlivym pfistupim analyzy sekvence snimkid je

podrobnéji vénovana kapitola 2.6.

2.2 Typy koherencni zrnitosti

I

Z hlediska prostiedi, ve kterém se $ii'i pole koheren¢ni zrnitosti, rozliSujeme v optice

dva typy koherenéni zrnitosti (Horvath a Smid 2012):

1. Objektivni koheren¢ni zrnitost se §ifi volnym prostfedim. To znamend, Ze
v prostoru mezi predmétem a rovinou detekce neni umistén zadny opticky
systém.

2. Subjektivni koherencni zrnitost nastdva v piipadé, Ze je mezi predmétem
a detektorem sv€tla umistén opticky systém. Struktura méfeného pole

koheren¢ni zrnitosti je pak ovlivnéna také parametry tohoto optického systému.



2.3 Vlastnosti koherencni zrnitosti

Dulezitou vlastnosti pfi analyze koherenéni zrnitosti je vlastni velikost skvrn ve
struktuie koherencni zrnitosti. Omezime—li se na piipad objektivniho pole koherencni

zrnitosti, pak pro stfedni velikost d skvrny v roviné pozorovani plati vztah (Ennos 1984)

Az

kde 1 predstavuje vinovou délku pouzitého svétla, zje vzdalenost detektoru
od zkoumaného predmétu (vzorku) a D je primér osvétlené kruhové plosky povrchu
predmétu. Ze vztahu (1) vyplyva, Ze s rostouci vzdalenosti detektoru od predmétu
a rostouci vinovou délkou pouzitého svétla, roste také velikost skrvn pozorovatelnych
prostiednictvim detektoru v poli koherencni zrnitosti. Naopak se zvétSujicim se
primérem osvétlené plosky povrchu pfedmétu se tyto skvrny zmensuji. Vhodnymi
upravami zminénych geometrickych a optickych parametric méfici sestavy je mozné
definované ménit velikost generovanych skvrn (Horvath a Smid 2012).

Mimo zmén pole koherencni zrnitosti v dusledku geometrickych parametru Ize
pozorovat také zavislosti na vlastnostech svétla, jako jsou napiiklad vinova délka svétla
nebo stupent koherence. Zcela koherentni svétlo se vyznacuje jednotkovou hodnotou
stupné¢ koherence a maximalni rozliSitelnosti skvrn pozorovanych ve struktufe
koherenéni zrnitosti. Kontrast (respektive viditelnost skvrn) je maximalni. Pole
koheren¢ni zrnitosti v takovém piipadé vznika v celém poloprostoru pied predmétem.
Hustota pravdépodobnosti intenzity Vv jednom libovolném bodé pole koherenéni
zrnitosti se fidi exponencidlnim pravdépodobnostnim rozdélenim. Zcela nekoherentni
svétlo naopak predstavuje nulovou hodnotu stupné koherence a strukturu koherencni
zrnitosti viibec nepozorujeme. Pro dosaZzeni co mozna nejlepsi viditelnosti jevu je tedy
vhodné pouziti koherentniho zdroje svétla, kterym je napiiklad laser nebo laserova
dioda (Horvath a Smid 2012).

Briers (1975) uvadi, Ze pokud je osvétleny objekt biologickym vzorkem
(naptiklad list rostliny nebo ovoce), lze pozorovat casové fluktuace struktury
koheren¢ni zrnitosti. Rychlost fluktuace zavisi na vinové délce svétla, kterym je vzorek
osvétlovan, na barvé vzorku a na tthlu sméru pozorovani. Autorv experiment dokazuje,
ze pii osvétleni Cervenym svétlem helium-neonového laseru, Cervené rajce generuje pii
pozorovani V Case rychlejsi fluktuace struktury koherenéni zrnitosti nez zelené rajce.

Opacna situace nastane v ptipad¢, ze na vzorky sviti zeleny svazek argonového laseru.



Pro tyto uvahy Briers ptedpoklada, ze povrch vzorku je nehybny, kdezto plastidy jsou
béhem meéfeni v pohybu.

Pfi¢inou barvy rajcete je tedy piitomnost plastida (chloroplasty a lykopen,
chromoplasty) v jeho bunkach, které selektivné rozptyluji nékteré slozky dopadajiciho
svétla. Cervené rajée tedy na svych chromoplastech rozptyluje Gervené svétlo, kdezto
zelené svétlo je absorbovéano. Zelené raj¢e naopak selektivné rozptyluje zelené svétlo
a absorbuje Cervené. Zachycené svétlo ze vzorku osvétleného pii pokusu, ktery provedl
Briers (1975), je tedy slozeno ze dvou slozek. Prvni slozkou je svétlo rozptylené
na plastidech (,,scattered component®) a druhou slozkou je svétlo odrazené od povrchu
vzorku (,,quasi—specular component®). Vysledek experimentu popsany v ¢lanku
naznacuje, Ze intenzita svétla rozptyleného plastidy je mnohem méné zavisld na sméru
pozorovani (detekce) nez intenzita svétla odrazeného od povrchu vzorku (Obr. 2
a Obr. 3). Cim vice se smér pozorovani odchyluje od piimého sméru odrazu paprsk,
tim méné intenzivni svétlo obou slozek detekujeme. Zavislost intenzity detekovaného
svétla na uhlu sméru pozorovani je nicméné mnohem strméjsi u svétla odrazeného nez
u svétla rozptyleného.

Jestlize je barva biologického vzorku odlisSnd od barvy laserového svazku
(napriklad Cervené rajce a zeleny svételny svazek), dominantni slozkou detekovaného
svétla je svétlo odrazené od povrchu vzorku. Briers (1975) uvadi, ze v tomto ptipadé je
pozorovana struktura koheren¢ni zrnitosti neménna. Obr. 2 zobrazuje zavislost intenzity

slozek rozptyleného a odraZené¢ho svétla na thlu sméru pozorovani pro tuto situaci.

svétlo odrazené
— v p v s . .
(neménna struktura koherenéni zmitosti)

INTENZITA

svétlo rozptylené
(dynamicka struktura koherenéni zrnitosti)

Uhel SMER POZOROVAN|—=
odrazu

Obr. 2 Graf zavislosti intenzity svétla rozptyleného na plastidech a svétla odrazeného
od povrchu zkoumaného vzorku na tthlu sméru pozorovani pii osvétleni
vzorku svétlem jehoZ barva je rtizna od barvy vzorku.

(modifikovano z Briers 1975)
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B svétlo odrazené
(neménna struktura koherencni zrnitosti)

__ svétlo rozptylené
(dynamické struktura koherenéni zrnitosti)

—

INTENZITA—

e

|
Uhel SMER POZOROVANi—=
odrazu

Obr. 3 Graf zavislosti intenzity svétla rozptyleného na plastidech a svétla odrazeného
od povrchu zkoumaného vzorku na thlu sméru pozorovani pii osvétleni
vzorku svétlem jehoZz barva je stejna jako barva vzorku.

(modifikovano z Briers 1975)

Pokud je barva biologického vzorku stejna jako barva osvétleni (Obr. 3), dominantni
slozkou detekovaného svétla je svétlo rozptylené na plastidech. V tomto piipadé
pozorujeme dynamickou strukturu koherenéni zrnitosti, ktera je v pfimém sméru odrazu
méné vyrazna.

Podle Briers (1975) méfeni na listu, pti osvétleni zelenym argonovym laserem,
ukazuje nejrychlejsi fluktuace struktury koheren¢ni zrnitosti pobliz cévnich svazki,
jejichz mikroskopicka analyza potvrzuje vyskyt aktivnich chloroplasti pravé v téchto
oblastech.

Zhong a kol. (2013) v experimentu poukazuji na nékolik dalSich ukazateld, které
lze vyuzit k posouzeni ¢asové zavislosti biologické aktivity vzorku zkoumané rostliny.
List rostliny mize ménit svou strukturu v zavislosti na klimatu, stavu rostliny a stresu.
Stres muze vyustit ve zmény jako je tfeba uzavieni praduchd, snizeni turgoru
a v krajnich ptipadech i v buné¢nou smrt. Autofi se v této souvislosti zabyvaji analyzou
drsnosti povrchu listu v jeho riznych mistech s vyuzitim znalosti ze statistického popisu
struktury koherenéni zrnitosti (byla pouzita autokorela¢ni funkce) a dale pozorovanim
zmén ve vnitini mikrostruktufe listu pomoci analyzy sérii snimk struktury koherenéni
zrnitosti  zaznamenanych s definovanou casovou prodlevou. Mikrostrukturu listu
ovliviuji souhrnné zmény probihajici uvnitf listu, které jsou napiiklad v publikacich
Kadono a kol. (2003), Zhong a kol. (2013) oznacovany biologickou aktivitou, proto

jsme v ramci piedlozené prace termin biologické aktivity prevzali.



Pii analyze experimentu, ve kterém odde¢leny list rostliny osvétlovali cervenym
svétlem z laserové diody a strukturu koheren¢ni zrnitosti generovanou po odrazu
snimali CCD kamerou, Zhong a kol. (2013) naméfené snimky posoudili z pohledu
riznych kvantitativnich ukazatelt (Obr. 4). Témito ukazateli jsou entropie, g—variance,
diference snimkt, moment setrva¢nosti a absolutni hodnota z diference snimku.
Prestoze c¢lanek jiz neuvadi pfesny postup pii vypoctech s vyuzitim téchto kli¢ovych

ukazatell, fady snimk, které autofi v ¢lanku prezentuji, maji jednu spole¢nou vlastnost,

a sice tmavnuti vyslednych snimka s rostoucim ¢asem po oddéleni listu.

(a) Time evolution of the approximate entropy

(b) Time evolution of the sample entropy

) Time evolution of the g-Tsallis entropy

(d) Time evolution of the g-variance

(e) Time evolution of the absolute value of differences

(f TlIll[‘ evolution of the inertia moment

(g) Tlme evolution of the generalized difference

L 1 I I I L I 1 1 1 L | L 1 1 1 1 1 | I 1 1

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
hours after the leaf is chopped off from the stem

Obr. 4 Casovy vyvoj aktivity listi fazole méfeny kazdou hodinu po oddé&len listu od stonku
s uzitim kvantitativnich ukazateld: aproximovana entropie (a), vzorkovaci entropie (b),
g-Tsallis entropie (c), g—variance (d), absolutni hodnota z diferenci (e),
moment setrva¢nosti (f), zobecnéna diference (g).

(pfevzato z Zhong a kol. 2013)



2.4 Statistické vlastnosti koherencni zrnitosti

Struktura koherencni zrnitosti je charakterizovana nahodnym rozlozenim
interferenénich maxim a minim, které lze analyzovat pomoci statistiky. Horvath a Smid
(2012) wuvadgji, ze pii statistickém popisu koherenéni zrnitosti povaZujeme
charakteristické veli¢iny svételné viny (intenzitu a fazi) za spojité ndhodné veliiny.
Ve statistickém vyhodnoceni pfitom pouzivame stfedni hodnoty zkoumanych velicin,
abychom odlisili fluktuace zplisobené odrazem svételného vinéni od povrchu predmétu
od fluktuaci jinych nahodnych vinéni. Tyto stfedni hodnoty hledame dle Goodman
(1985) stiedovanim pies soubor mnoha makroskopicky stejnych, ale mikroskopicky
ruznych odraznych, popiipadé opticky propustnych povrchii predmétu.

V této praci se vénujeme statistickym vlastnostem pole koheren¢ni zrnitosti
1. f4du, tedy vlastnostem v jednom bod¢ pole koherencni zrnitosti za ptedpokladu, ze je
pole koherenéni zrnitosti plné¢ vyvinuté (je pouzit zdroj uplné¢ koherentniho
a polarizovaného svétla). Z predpokladi vyplyva, ze uvazované pole ma ve vSech
bodech pted pifedmétem stejnou polarizaci a svételné viny odrazené od predmétu se
v daném bod¢ sklddaji koherentné (scitaji se jejich komplexni amplitudy). Pro intenzitu
a fazi viny, jakozto spojité ndhodné veli¢iny v jednom bod¢ prostoru, a pro jejich

funkce hustoty pravdépodobnosti p; (V) a ps (@) plati vzorce:

1

p) =ge®, )

py(W) = Rect % ) (3)

kde (I) je oznaceni stfedni hodnoty pro intenzitu, v je hodnota intenzity, w je hodnota

faze.

Platnost vzorce (2) experimentalné potvrdil McKechnie (1974) métenim ve 23000
bodech pole koheren¢ni zrnitosti a Dainty (1984) mé&fenim 2400 bodu pole koherenéni
zrnitosti. Z rovnic vyplyva, Ze intenzita se v bod¢ plné vyvinutého pole koheren¢ni
zrnitosti  fidi  klesajicim  exponencidlnim  rozloZzenim  pravdépodobnosti.
Nejpravdépodobnéjsi hodnotou intenzity v bodé pln€ vyvinutého pole koherencni
zrnitosti je tedy nulova hodnota (tmavy bod). Faze v bodé pole koheren¢ni zrnitosti se
za stejnych podminek fidi rovnomérnym rozdélenim pravdé€podobnosti na intervalu
(—m, ). Horvath a Smid (2012) uvadgji, ze vyse zminéné statistické vlastnosti 1. fadu

plati jak pro objektivni, tak i1 pro subjektivni pole koherencni zrnitosti. Obecnému
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popisu statistickych vlastnosti pole koheren¢ni zrnitosti se velmi podrobné vénuje

Goodman (1975).

2.5 Aplika¢ni potencial koherencni zrnitosti

Pfredmétem zkoumdni jevu koheren¢ni zrnitost byvaji analyzy zmény pole
(respektive struktury) koheren¢ni zrnitosti v Case, které davaji pro pfedmét generujici
pole koherenéni zrnitosti informaci o postupnych strukturnich zménach jeho povrchu
(nebo objemu v piipadé fazového piedmétu). U méficich metod vyuzivajicich jev
koherenéni zrnitost pfitom nedochazi k mechanickym interakcim se zkoumanym
pfedmétem. Takové bezkontaktni (neinvazivni) metody lze vyhodné aplikovat
na predméty zkoumani, které jsou nachylné na mechanické poskozeni (napiiklad zivé
tkan¢), a zabranit tak zavedeni chyb méteni a poSkozeni vzorku.

Horvath a Smid (2012) zmifuji moznosti vyuziti tohoto jevu V praxi pfi méfeni
refrak¢niho stavu lidského oka, méfeni indexu lomu kapalin, nebo stanovovani drsnosti
a deformace povrchu piedmétu. Principem metod, které predklada Leger a kol. (1975)
pro stanoveni drsnosti povrchu vzorku je korelace dvou struktur koheren¢ni zrnitosti
generovanych od stejného mista zkoumaného vzorku a osvétlovaného postupné pod
dvéma riznymi uhly osvétleni. Ze zméfené zavislosti korela¢niho koeficientu
a zndmého thlu mezi prvnim a druhym osvétlovacim svazkem lze urcit drsnost povrchu
vzorku.

Salazar a Barientos (2013) vyuzivaji korelaci struktur koheren¢ni zrnitosti
ke studiu povrchii materialt pouzivanych pro konstrukce letount. V této oblasti je
pfesna informace o povrchu materialt zvlasté dilezita, protoZze zmény v mikroskopické
struktufe povrchi mohou byt znamkou poskozeni téchto materialti. Detekuji se tedy
nepravidelnosti v drsnosti povrchu, které pomahaji najit misto poSkozeni v plasti
letound.

V lékafstvi na zaklad¢ Casové analyzy struktury koherencni zrnitosti probihaji
naptiklad analytickd méfeni pritoku krve krevnim fecistém. K tomuto ucelu existuje
zobrazovaci technika LSCI (z anglického laser speckle contrast imaging), kterou se
podrobné zabyva Briers (2001). Principem techniky je osvétleni sledovaného vzorku
laserovym svétlem a zaznam obrazu vzniklé struktury koherencni zrnitosti digitalnim

fotoaparatem. Vice k této metod¢ je uvedeno v kapitole 2.6.
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Sandker a kol. (2014) publikovali studii, ve které se zabyvaji praktickou
vyuzitelnosti koheren¢ni zrnitosti pro Allentiv test (Mehrotra 2015). Pti vykonu
Allenova testu pacient sevie ruku v pést a stlaci se tepny Arteria radialis a Arteria
ulmaris tak, aby krev neprotékala do dlané¢. Kdyz pacientovi zblednou prsty a dlan,
povoli ruku a uvolni jednu ze zminénych tepen. Testuje se doba prokrveni dlané od
uvolnéni tepny. Sandker a kol. (2014) uvadi, ze v disledku pohybu Cervenych krvinek
dochazi k rozptylu koherentniho osvétleni z laserového zdroje a generuje se dynamicky
se ménici pole koheren¢ni zrnitosti. Toto se pak da vyuzit ke sledovani pratoku krve
(krevni perfuze). Autoii provedli tficet méfeni na riznych pacientech, pfi kterych byl
test vykonan nejprve zdravotni sestrou za obvyklého postupu (bez vyuziti jevu
koherenéni zrnitosti) a poté také pomoci ¢asové analyzy struktury koherenéni zrnitosti.
Uvedena méteni nepotvrdila mezi sebou zadny statisticky vyznamny rozdil mezi
naméfenymi dobami prokrveni dlan€é. Braga (2011) konstatuje také moznost vyuziti
jevu koheren¢ni zrnitosti k zobrazeni a studiu pohybu spermii.

V biologii se také setkavame s vyuZzitim jevu koherenéni zrnitost pro zobrazovani
biologické aktivity rostlin. Na jeho zaklad¢ Ize sledovat jak okamzity stav rostliny, tak
také dlouhodoby vyvoj. Costa a kol. (2018) poukazuji na schopnost ¢asové analyzy
struktury koherené¢ni zrnitosti predpovédét vznik podlitin na povrchu brambor, k némuz
dochdzi s prodlevou po mechanickém poskozeni brambory, naptiklad pfi sklizni. Snahu
vyuzit koheren¢ni zrnitost pro ucely detekce vadnych potravin, u kterych vada neni
pouhym okem zaznamenatelna, projevili ve své publikaci také Amaral a kol. (2013).
Autofi deklaruji moznost vyuziti podobné analyzy na stanoveni kvality hovéziho masa.

Kadono a kol. (2003) se pii zkoumani koherenéni zrnitosti motivuji
environmentalni problematikou ve snaze najit zpusob, jak sledovat stres rostlin
zpiisobeny faktorem zhorSujiciho se Zivotniho prostfedi na nasi planeté. V ¢lanku se
autori zabyvaji znecisténim zivotniho prostfedi rychlym vyvojem pramyslu. Disledkem
primyslového pokroku jsou napiiklad kyselé desté, které maji pro floru znicujici efekt.
Autofi této studie patfi k navrhovatelim vyhodnocovani sérii snimka struktur
koherencnich zrnitosti pomoci vzajemného odectu kazdych dvou po sobé& nasledujicich
snimki. Ze vSech rozdilovych snimkii je pak sestrojen prumérny rozdilovy
snimek — jeden obrazek vypovidajici o celé naméfené sérii snimkd. Tento obrazek je
tmavy, pokud pofizené snimky struktury koheren¢ni zrnitosti s definovanym ¢asovym
zpozdénim nevykazuji zménu v ¢ase (biologicka aktivita je utlumend), nebo svétly,

pokud se od sebe pofizené snimky struktury koherencni zrnitosti s definovanym

11



casovym zpozdénim lisi (biologicka aktivita je prokazatelna). Vhodna velikost casové
prodlevy mezi snimky zavisi podle autora na zkoumaném materidlu a aktivit¢ uvnitf
zkoumaného vzorku. Cim piesngji je tento parametr zvolen, tim 1épe je mozné aktivitu
vzorku vizualizovat. Protoze se aktivita uvnitf vzorku na riznych mistech rizni, volba
frekvence snimani se provadi na zaklad¢ testovacich méteni.

Kadono aplikuje vy$e popsanou metodu na rostliné Syngonium, ktera byla pfedem
stresovana uméle vytvofenym znecisténim (kysely dést’ pfipraveny z vody a roztoku
kyseliny sirové, kyseliny chlorovodikové a kyseliny dusi¢né v poméru 2:1:1, pH 2.0).
Vysledkem byla ¢asova fada prumérnych rozdilovych snimka struktur koherenéni
zrnitosti. Tyto rozdilové snimky byly na zacatku méfeni svétlé, po dvou dnech
od aplikace kyselého desté vSak zacaly rozdilové snimky tmavnout. Jak jiz bylo
zminéno, toto tmavnuti zna¢i pokles biologické aktivity rostliny. Zietelny pokles
biologické aktivity listu rostliny se objevil po tiech tydnech, ale i v této dobé nebyly
tyto zmény okem pozorovatelné. NejsvétlejSimi misty na rozdilovych snimcich po dobu
celého méfeni byly cévni svazky.

Podobnou ¢asovou fadu obdrzeli Kadono a kol. (2003) také pfi testovani vlivu
ozonu (hlavni slozky smogu v atmosféic) na list rostliny (Syngonium), ktera byla béhem
experimentu vystavena riznym koncentracim tohoto plynu v okolnim prostfedi. Toto
méfeni ukdzalo negativni vliv plynu na rostlinu jiz po 10 hodinach od zac¢atku méfeni.
Autor také uvadi, Ze jedna z testovanych rostlin byla nakaZena virem, jehoz disledkem
byla Cerna skvrna na listu rostliny. Snimani struktur koheren¢ni zrnitosti
od zkoumaného listu tento virus dokazalo piedpovédét diive, nez byl okem

zaznamenatelny (Kadono a kol. 2003).

2.6 Metody analyzy aktivity zkoumaného biologického vzorku pomoci jevu
koherenéni zrnitost

Jak jiz bylo vySe zminéno, koherencni zrnitost ptedstavuje mimo jiné nastroj
k vyzkumu aktivity biologickych vzorkl. Spole¢nym zakladem téchto metod je pofizeni
sekvence snimki struktury koherencni zrnitosti generované zkoumanym vzorkem.
Sekvence snimku jsou dale analyzovany a zpracovavany za Ucelem ziskani informaci
0 mife aktivity zkoumaného vzorku (Satde a kol. 2012).

Existuje mnoho jiz zndmych a zavedenych pfistupi k analyze sekvence snimkl

struktur koherencni zrnitosti. Zde si uvedeme ty nejvyznamné;jsi.
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2.6.1 Metoda GD (z anglického generalized difference)

V této metod¢ (Saude a kol. 2012) se nejprve pro kazdy snimek pofizené
sekvence n snimku uréi soucet absolutnich hodnot diferenci mezi timto referencnim
snimkem a snimky po ném nésledujicimi. Vysledek je poté stanoven jako kumulativni
soucet téchto souctu diferenci. Predpokladame—li, ze aktivitu v pixelu p snimku odrazi
sekvence celych ¢&isel Sp=[Xo, X1, X2, ..., Xn1], kde X udava digitalni hodnotu
odpovidajici barvé v daném pixelu p ve snimku s pofadovym cislem i, Ize metodu

matematicky popsat rovnici

GD(sp) = Xd Xiohalx — x5 “)

2.6.2 Metoda WGDs (z anglického weighted generalized differences)

Metoda WGDs (Satde a kol. 2012) je modifikaci metody GD. Na rozdil
od metody GD jsou soucty absolutnich hodnot diferenci omezeny na oblast W snimkt

nasledujicich po referen¢nim snimku. Obecné je definovana rovnici
—\yn i+w
WGD(w,s,) = Xito Xithi|xi — x;| a;- ®)

Vahové koeficienty gj jsou pak zpravidla voleny tak, aby nabyvaly hodnoty 0 mimo
oblast zajmu W snimkl a hodnoty 1 uvnitt této oblasti. Nulové vahové koeficienty tak

eliminuji naméfend data lezici mimo oblast zajmu.

2.6.3 Metoda Fujiiho (z anglického Fujii‘s method)

Fujiiho metoda byla ptivodné navrzena pro méfeni toku krve (Fujii a kol. 1985,

Fujii a kol. 1987). Fujiiho metodu charakterizuje vztah

F(Sp) = X5 Bitiaa] (6)

Xi+Xit1

Pouziti této metody pro objekty s vysoce odraznym povrchem je nevyhodné. Hodnota
jmenovatele ve vztahu (6) roste svyssi mirou odrazeného svétla, a proto mista
studovaného objektu s vy$§im jasem jsou vice ,,penalizovana“ hodnotou jmenovatele.

Vysledek Fujitho metody na dvou mistech stejného objektu o stejné mife biologické
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aktivity mize tedy byt rGzny v zavislosti na lokalni mife jasu povrchu. Proto Satude

a kol. (2012) navrhli inverzni metodu Fujiiho.

2.6.4 Inverzni Fujiiho metoda (z anglického inverse Fuijii‘s method)
Tato metoda je modifikaci metody Fujiiho a je popsana vztahem
Fi(sp) = Yol — xipa | - (o + xi40)- (7)

Inverzi jmenovatele ve vztahu (6) se zvySuje projev probihajici aktivity v mistech
S vySS$im jasem.

Posledni dvé zminéné metody pii analyzach berou v potaz také vliv jasu
studovaného objektu V riznych mistech jeho povrchu, potazmo odrazivosti povrchu.
Satide a kol. (2012) mimo jiné demonstruji aplikace obou verzi Fujiiho metody na minci
natfené bilym inkoustem s vysokou odrazivosti.

Vyse uvedené metody vcetné Kadono a kol (2003) a Zhong a kol. (2013) ndm
byly inspiraci v pofizeni sekvence snimkl struktury koherencni zrnitosti a v hledani
informace o mife biologické aktivity z rozdili po sobé& nésledujicich snimkid. NaSim
ucelim nejblizsi biologicky model — list rostliny — zvolili ve svych publikacich Kadono
a kol. (2003) a Zhong a kol. (2013), proto jsme v této praci vychazeli z jejich postupt
(vice v pfedchozich kapitolach 2.3 a 2.5).
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3. CiL PRACE

1. Zpracovani reserSe.

2. Zavedeni metodiky pro méfeni casového vyvoje strukturnich zmén v listu
rajéete pomoci jevu koherencni zrnitost vzniklého po prichodu svételného
svazku timto listem.

3. Pozorovani biologické aktivity listu v prub&éhu 47 hodin po oddéleni od mateiské
rostliny.

4. Kvantitativni vyhodnoceni strukturnich zmén ve dvou definovanych oblastech
listu rajcete, uvnitt hlavni zilky a v mezofylu, pomoci statistického ukazatele
stanoveného ze sérii zdznami struktur koherencni zrnitosti.

5. Zjistit reprodukovatelnost vysledki méfeni a moznost aplikace metody

pii studiu stresu rostlin.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Rostliny rajc¢ete Lycopersicon esculentum Mill. cv. Moneymaker jsme péstovali
ve fytokomote typu SGC 170, Weiss Gallenkamp, Velka Britanie. Fytokomora méla
nastaveny denni i no¢ni rezim, pfi¢emz kvantova ozafenost ve vysce rostlin pfi dennim
rezimu ¢inila 200 pmol-m™-s, v noénim reZimu byla ve fytokomoie tma. Denni rezim
probihal vzdy Vv ¢asech 7:00 hod —21:00 hod, no¢ni rezim v ¢asech 22:00 hod —
6:00 hod. Mezi rezimy probihalo Vv intervalu jedné hodiny postupné rozsvécovani
a zhasinani. B&hem denniho rezimu byla ve fytokomoie teplota 23 °C, zatimco
v no¢nim rezimu 20 °C. Relativni vlhkost vzduchu c¢inila v dennim rezimu 35 %
a Vv no¢nim 40 %. Protoze méfeni byla ¢asové naro¢na, bylo nutno provést 3 vysevy

rostlin, pficemz prvni vysev probéhl 20. 9. 2018, druhy vysev 20. 12. 2018 a posledni

Obr. 5 Fotografie vypéstované rostliny rajéete Lycopersicon esculentum pfipravené
k naslednému méfeni. Uvedeno méftitko.
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vysev 11.2.2019. Substrat byl sterilizovan pii teplot¢ 70 °C po dobu 30 minut, poté
zchlazen, zvlhéen a nasledné do néj byly vysety semena zkoumanych rostlin.

Pti kazdém vysevu bylo do pfedem pfipraveného substratu zasazeno 11 semen
rajete. V experimentu pouzivame nekvetouci, zhruba mésic staré rostliny rajcCete.
Hnojeni rostlin probihalo 1x tydné (hnojivo Kristalon Start) a zalévani 3x tydné.
Pouzité rostliny byly zhruba 25 cm vysoké a mély 8 listi. VSechna méfeni jsme

provadéli na pln€ vyvinutém zdravém postrannim listku zdravého listu.

4.2 Pouzitd aparatura

Pro realizaci méfeni jsme nejprve navrhli samotnou podobu experimentu
S pfislusnou méfici sestavou. Sestrojenda méfici sestava se skladala ze zakladnich
komponent, kterymi jsou laserova dioda, ¢ocka, zrcatko, drzak s otvorem pro umisténi
a uchyceni listu, CMOS kamera s objektivem, pocita¢ (PC) a napajeci zdroj. Konkrétné
se jedna o laserovy diodovy modul ALA5-3-650 0 vyzatované vinové délce 650 nm
a vystupnim vykonu svazku 3 mW pro napajeci napéti 5 V, maticovou CMOS kameru

wewvr

kamery lze najit v P¥iloze 1), ktera ma rozliSeni 1288 x 1032 pixelil(px), s velikosti

CMOS kamera
> PC —€
y 3
y S
Napaject zdroj

Cocka
w

L

i
]

Laserova dioda

Obr. 6 Naért (schéma) experimentalni sestavy.

! Pixel reprezentuje nejmensi svétlocitlivy element CMOS kamery.
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CMOS kamera

s objektivem
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1 Podstavec se ’
vzorkem .

o Zrcatko

= w A

Obr. 7 Fotografie experimentélni sestavy.

kazdého pixelu 7,5 x 7,5 pm? a volitelnou osmibitovou nebo desetibitovou barevnou
hloubkou (256 nebo 1024 odstinii $edé), a konecné¢ objektiv Schneider Kreuznach
Tele — Xenar 2.2/70.

Prezentované vysledky experimentu odpovidaji nastaveni osmibitové barevné
hloubky. Kamera byla fizena pomoci komeréniho software EPIX XCAP v 2.2,
ve kterém jsme na kamefe nastavili oblast zdjmu (area of interest) na hodnoty

600 x 584 px, expozici (exposure) 35,152 ms a zisk (gain) 3,3 dB.
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Z vyse popsanych komponent jsme vytvorili métici aparaturu tak, aby struktura
koheren¢ni zrnitosti generovana pii pruchodu svétla z laserové diody skrz oddéleny list,
byla snimana CMOS kamerou a data nasledné ulozena do PC (viz Obr. 6 a Obr. 7).

Diky propojeni kamery a pocitace jsme vysledky zaznamenané CMOS kamerou
softwarové ukladali do pfislusného adresafe v PC a nasledné vyhodnotili v software
Mathematica, jehoz zdrojovy kod je uveden v Priloze 2.

Jak jiz bylo feceno vyse, vinova délka pouzitého svétla laserové diody byla
650 nm. Protoze je v tomto piipadé Cervend barva svétla z diody doplnkova k zelené
barvé listu, vyluCujeme v souladu s Briers (1975) vyznacéné fluktuace struktury
koheren¢ni zrnitosti v disledku pohybu chloroplasti. Zurzycki (1980) a Galland
a Senger (1988) ptitom pro ¢ervené svétlo (o vinové délce A = 650 nm) vyluéuji pohyby
chloroplasti tGpln¢. Vykon svazku z laserového modulu byl zméfen po jeho odrazu
od zrcatka a dosahoval piiblizn¢ hodnoty 0,1 mW pro napajeci napéti laserového
modulu 4,5V. V pribéhu meéfeni byl tento vykon stabilizovan. Pramér osvétlené

kruhové oblasti na listu ¢inil 2,2 cm.

4.3 Postup méreni a vyhodnoceni dat

Metodika méfeni byla adaptovana dle Zhong a kol. (2013). Mezi jednotlivymi
sériemi méfeni (celkem bylo provedeno 48 sérii méfeni) jsme ponechédvali hodinovy
Casovy interval a kazda série méfeni obsahovala 100 pofizenych snimkd struktur
koheren¢ni zrnitosti. Mezi snimky v ramci jedné série jsme zvolili Casovy interval
100 ms. Tento interval nebyl volen na zakladé poznatkil z reSerSe, nybrz byl stanoven
dle technickych moznosti pouzitého pocitace a kamery s ohledem na pozorovatelnost
struktury koherenéni zrnitosti. Méfeni bylo provadéno za naprosté tmy, nebot” jakékoli
parazitni svétlo mimo svétlo zlaserové diody by mélo za nasledek zkresleni
naméfenych dat uzité CMOS kamery. Pfi méfeni je dale nezddouci také jakykoli pohyb
meétfeného vzorku, V jehoz disledku by dochéazelo k znehodnoceni vysledkl, a proto
jsme vyuzili specialni uchyceni zkoumaného listu mezi dvé hlinikové podlozky (Obr. 8).

Na jednotlivych snimcich zaznamenanych CMOS kamerou Ize pozorovat
strukturu koheren¢ni zrnitosti v okamziku pofizeni snimku. Tyto snimky, jak si

popiseme pozdéji, byly dale zpracovany v software Mathematica (Pfiloha 2).
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Obr. 8 Detailni pohled na studovanou oblast listu. List byl upevnén (zafixovan) pomoci
hlinikové podlozky a papirového ramecku, ktery zabranuje pruchodu
svétla v disledku ohybu na okraji listu, jehoz struktura
se v dtsledku vadnuti narusuje.

Provedli jsme celkem ¢tyfi plnohodnotna méteni v délce 47 hodin, ve kterych
jsme, vsouladu s metodikou popsanou vyse, pofizovali jednotlivé série snimki
koheren¢ni zrnitosti pozorovaného vzorku listu rostliny. Prvni série byla potizena vzdy
bezprostiedné (do 1 minuty) po oddéleni listu od mateiské rostliny. Kazda nasledujici
série byla zaznamenana 60 minut po sérii pfedchozi, pficemz posledni 48. série byla
potizena 47 hodin od odd¢leni listu. List byl pfi méfeni zatizen hlinikovou podlozkou.
Hmotnost podlozky byla zvaZena na laboratornich vahach a ¢inila 38,7 g. V duasledku
poklesu turgoru dochazelo ke zméné tvaru listu (vadnuti), pohybu listu a ke zvySovani
propustnosti svétla v nékterych jeho ¢astech. Pokud by se do kamery dostalo svétlo
ptimo ze svételného zdroje, zplsobilo by znehodnoceni naméfenych dat. Z tohoto
ditvodu jsme omezili plochu listu v drzdku pomoci papirového ramecku, ktery v mistech
vadnuti listu zajist'uje dodatecné clonéni.

Pro kazdé ze Ctyf méfeni jsme v ramci vSech sérii snimka struktur koherencni
zrnitosti provedli pomoci skriptu vytvofeného v software Mathematica nejprve operaci
odecteni mezi vSemi sousednimi snimky v sérii. Vystupem pro kazdé meéfeni,
po aplikovani této operace na pofizenou sérii snimku, je nova série 99 rozdilovych

snimkt. Tuto sérii rozdilovych snimkid jsme dale charakterizovali pomoci smérodatné
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odchylky, ktera je kvantitativnim ukazatelem fluktuaci v naméfeném souboru dat.
Pro vysokou miru biologické aktivity ve struktufe listu plyne vysoka hodnota
smérodatné odchylky, a naopak pii nizké biologické aktivité ve struktuie listu fluktuace
téméf nepozorujeme a smérodatna odchylka je nizSi. Smérodatna odchylka je tedy
kvantitativnim ukazatelem vystihujicim miru biologické aktivity. Obecny vztah

pro vypocet smérodatné odchylky std je

N =
std(sp) = /% , (8)

kde sekvence sp=[X1, X2, ..., Xn] odrazi aktivitu v pixelu p, N je celkovy pocet
rozdilovych snimki (v nasem piipadé 99), xi udava digitalni hodnotu odpovidajici barvé
vV daném pixelu p v i-tém rozdilovém snimku a x je aritmeticky pramér v daném pixelu
p v sekvenci rozdilovych snimkt. Vysledkem vypoctu std je tedy vzdy jedina matice
hodnot (snimek smérodatné odchylky), jejiz kazdy prvek kvantifikuje v ptislusném
pixelu p miru strukturnich zmén, které ve vzorku probihaji béhem ¢asového intervalu
(10 s) pofizovani dané série snimku struktury koherenéni zrnitosti.

Abychom mohli charakterizovat biologickou aktivitu zkoumaného listu v ¢ase po
odd¢leni listu od mateiské rostliny, porovnavame parametr std v kazdé ze 48 potizenych
sérii struktur koherencni zrnitosti. Zaméfili jsme se predev§im na definované lokalni
oblasti listu, pficemz prvni oblast byla zvolena uvnitf hlavni zilky listu a druha oblast
byla zvolena v mezofylu (Obr. 9). Vzdalenost mezi obéma zvolenymi oblastmi naseho

zajmu Cinila ve snimku 20 pixell (coZ odpovidalo redlné vzdalenosti na listu ptiblizné

Obr. 9 llustrace zvolenych oblasti zajmu ve snimku smérodatné odchylky pro sledovani
vyvoje biologické aktivity b&hem uvadani oddéleného listu. Zluté je vyznadena
oblast uvnitt hlavni zilky listu. Zelené je vyznacena oblast v mezofylu.
Vzdalenost obou oblasti ve snimku je 20 pixelt.
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1,2 mm). Oblasti zajmu byly ve snimku zvoleny ve tvaru usecky o velikosti 50 pixeli
(tomu odpovida realna vzdalenost na listu 3 mm). Z hodnot smérodatnych odchylek pro
kazdy pixel ve zvolené oblasti jsme vypocitali pramérmou hodnotu, tzv. primérnou
smérodatnou odchylku, ktera pro nas ucel charakterizuje aktivitu v dané oblasti listu
v kazdé ze 48 potizenych sérii.

Primérné hodnoty smérodatné odchylky v oblastech zdjmu studovaného listu
jsme uvedli do tabulky (Tab. 1, kapitola5). Dale jsme vykreslili ptislusné grafy
(Obr. 10, kapitola5), které udavaji zavislost téchto hodnot primérné smérodatné
odchylky na ¢ase od odd¢leni listu. Trendy dat uvedené v grafech tedy zobrazuji vyvoj
biologické aktivity ve zvolenych oblastech z4jmu studovaného listu v pribéhu 47 hodin
po oddéleni tohoto listu od matetské rostliny. Pro vykresleni téchto trendu jsme zvolili
aproximaci Bézierovymi kiivkami (Wolfram 2019). Bézierova kiivka je jednou
z mnoha parametrickych kiivek urcenych fidicim polygonem — lomenou ¢arou uréenou
polohovymi vektory bodu Po, P1..., Pn. Pro vypocet Bézierovy kiivky C(t) n—tého stupné

pro n + 1 zadanych kontrolnich bodi plati
C(t) = ?:0 Bi,n(t)Pi ) (9)
Bin(®) = ()@= ", (10)

kde t € < 0,1 >, Bijn znaci ity Bernsteintiv polynom n—tého stupné. Kiivka prochazi
ptesné koncovymi body Po a Pn, pfi¢emz jeji te€na v pocatecnim bod¢ Po je rovnobézna

s vektorem P; — Pg a te€na v koncovém bod¢ Pn je rovnobézna s vektorem Pn — Pn.1.
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5. VYSLEDKY

V této kapitole si shrneme dosazené vysledky méfeni. Provedli jsme celkem ctyii
meéfeni vyvoje biologické aktivity listu po odejmuti od mateiské rostliny, jejichz
vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1). V kazdém méieni bylo provedeno 48 sérii
zaznamu struktur koherencni zrnitosti @ na kazdou sérii tak pfipadd jeden snimek
vysledné smérodatné odchylky. V této tabulce uvadime hodnoty primérné smérodatné
odchylky ve zvolenych oblastech zajmu (uvnitt hlavni zilky listu av mezofylu
ve vzdalenosti 20 pixelt od hlavni zilky).

Hodnoty primérnych smérodatnych odchylek uvedeny v tabulce (Tab. 1) jsou
vykresleny také graficky (Obr. 10). Grafy AazD reprezentuji Casovou zavislost
biologické aktivity uvnité hlavni zilky listu, postupné pro prvni az ¢tvrté méfeni
a analogicky grafy F az I reprezentuji tuto zavislost pro oblast mezofylu. Dale grafy
E a J ptedstavuji shrnuti vSech naméfenych dat v hlavni zilce listu a v mezofylu.

Rovnéz poskytujeme cCtendii snimky smérodatnych odchylek z celého pribéhu
méfeni, ve kterych lze pro nazornost sledovat ¢asovy vyvoj biologické aktivity v celé

sledované plose listu (Obr. 11 a Obr. 12).
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Tabulka 1

Pramérné smérodatné odchylky pro prvni, druhé, tieti a ¢tvrté méteni. Prvni sloupec tabulky
udava ¢as po oddéleni listu od matefské rostliny mezi 0. a 47. hodinou po oddélenti listu.

V dalsich sloupcich tabulky jsou uvedeny ptislusné hodnoty primérnych smérodatnych
odchylek uvniti zvolenych oblasti zajmu v hlavni Zilce listu a v mezofylu.

Smérodatnd odchylka [107 r.u.]

([:r?]s _ Mgfeni | _ Mgfeni2 _ Mgfeni 3 _ Mgfeni4
Zilka Mezofyl Zilka Mezofyl Zilka Mezofyl Zilka Mezofyl
0 13,11 5,33 13,12 4,74 13,83 451 23,79 5,74
1 1513 5,52 13,52 4,88 10,66 4,88 12,76 6,02
2 10,68 5,72 11,91 4,88 9,22 4,91 12,50 6,46
3 13,13 6,17 11,81 5,02 9,32 4,93 10,63 6,49
4 11,18 6,42 10,86 5,04 8,57 4,95 10,31 7,11
5 12,36 6,89 10,86 5,24 8,53 5,18 10,55 7,24
6 12,12 7,15 11,20 521 8,25 5,20 9,81 7,49
7 11,39 7,38 10,43 5,22 8,37 5,16 8,68 7,33
8 11,96 7,39 9,39 5,16 7,81 5,45 7,87 7,36
9 9,52 7,41 8,71 5,43 7,45 5,33 7,31 7,68
10 10,05 7,44 8,51 5,47 7,18 5,29 7,21 7,37
11 9,35 7,54 7,51 5,57 7,00 5,24 7,04 7,84
12 9,23 7,26 7,48 5,56 6,33 5,29 7,40 7,67
13 8,83 7,86 7,04 5,28 6,41 5,20 6,81 7,44
14 7,74 8,02 6,72 5,63 6,47 5,22 6,46 7,46
15 7,24 8,13 6,61 5,37 6,58 5,30 6,67 7,73
16 6,71 8,42 6,52 5,30 6,50 5,35 6,55 7,40
17 6,47 8,08 6,59 5,42 6,50 5,39 6,43 7,31
18 5,95 7,83 6,31 5,46 6,35 5,24 6,42 7,52
19 5,78 7,83 6,15 5,46 6,34 5,36 6,27 7,27
20 5,73 8,10 6,40 5,52 6,18 5,38 6,11 7,45
21 5,80 8,14 6,14 5,74 6,53 5,50 6,54 7,44
22 5,73 8,37 6,19 5,67 6,39 5,38 6,19 7,28
23 5,73 8,44 6,06 5,63 6,27 5,53 6,10 7,56
24 594 8,48 5,87 5,67 6,75 5,60 6,28 7,65
25 5,83 8,44 6,21 5,95 6,28 5,55 6,12 7,46
26 5,98 8,42 6,20 6,03 6,28 5,61 5,93 7,58
27 5,88 8,62 6,05 5,92 6,13 5,51 5,94 7,15
28 6,06 8,58 6,07 6,16 6,64 5,74 6,39 7,78
29 6,26 8,45 5,87 6,10 6,24 5,72 5,97 7,46
30 6,26 8,34 6,42 6,01 6,45 5,70 6,05 7,49
31 6,26 8,73 6,30 6,15 6,45 5,57 6,08 7,48
32 6,27 8,23 5,99 6,01 6,55 5,48 5,99 7,41
33 6,02 8,43 6,01 6,18 6,29 5,57 6,04 7,82
34 6,07 8,60 6,18 6,04 6,61 571 5,83 7,62
35 6,08 8,23 5,97 6,21 6,35 5,55 6,08 7,88
36 6,03 8,35 6,13 6,34 6,59 5,50 5,85 7,85
37 6,03 8,20 5,94 6,14 6,37 5,62 6,28 7,58
38 6,07 8,40 5,95 6,11 6,43 5,55 6,28 7,92
39 6,13 8,06 5,73 6,06 6,42 5,75 5,78 7,65
40 6,25 8,07 5,81 6,58 6,39 5,82 6,08 7,74
41 6,24 8,28 5,77 6,16 6,56 5,79 5,96 8,03
42 6,18 8,48 6,05 6,61 6,54 5,75 5,90 8,30
43 6,15 8,38 5,88 6,42 6,66 5,88 5,78 8,55
44 6,32 8,62 5,93 6,26 6,54 5,67 5,90 8,72
45 6,29 8,41 6,06 6,80 6,32 5,83 6,24 8,94
46 6,27 8,20 5,79 6,59 6,64 5,85 6,03 9,13
47 6,02 8,33 5,80 6,60 6,38 6,03 5,79 8,86
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Obr. 10 Casova zavislost primérné smérodatné odchylky uvnitt hlavni Zilky listu z prvniho
(A), druhého (B), tietiho (C), étvrtého (D) méfeni, aproximacni kiivky ze vSech
naméfenych dat uvniti hlavni zilky (E), ¢asova zavislost smérodatné odchylky
v mezofylu z prvniho (F), druhého (G), tietiho (H), ¢tvrtého (1) méfeni,
aproximac¢ni kiivky ze vSech namétenych dat v mezofylu (J).
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méreni 1 méreni 2 méreni 3 méreni 4

Obr. 11 Casové fady snimkt smérodatnych odchylek mezi 0. a 14. hodinou po oddéleni listu
ze vSech provedenych méfeni. Vertikalni osa udava ¢as po oddélent listu.
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Obr. 12 Casové fady snimkil smérodatnych odchylek mezi 15. a 47. hodinou po oddéleni listu
ze vSech provedenych méfeni. Vertikalni osa udava ¢as po oddéleni listu.
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Shrneme-li dosazené vysledky naSich méfeni, miizeme konstatovat, Ze spolecnou
vlastnosti vSech méfeni uvniti hlavni zilky listu je prudky pokles biologické aktivity
beéhem nékolika hodin po oddéleni listu. Mira poklesu aktivity zpravidla s rostoucim
¢asem PO odd¢€leni listu klesa a zhruba 19 hodin po odd¢€leni listu se mira biologické
aktivity uvnité hlavni Zilky listu prakticky ustaluje (Obr. 10). Cas ustaleni biologické
aktivity v oblasti uvnitf hlavni zilky listu je podobny pro vSechna ¢tyfi méteni. Pro
rizné testované listy se liSily pouze Cciselné hodnoty primérnych smérodatnych
odchylek, se kterymi pracujeme béhem celého méfeni, nicméné trend zmén zistava
stejny (Tab. 1). V oblasti mezofylu pozorujeme zpravidla trend nartstu ciselnych
hodnot primérné smérodatné odchylky odrazejici zvySeni biologické aktivity v této
¢asti listu. Ackoli kinetika nartstu je obdobna pro vSechna ¢tyfi méteni, ¢iselné hodnoty

prumérné smérodatné odchylky se mezi né€kterymi méfenymi listy zietelné lisi (Obr. 10).
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6. DISKUSE

Predkladand prace je jedinecnd v interdisciplindrnim a nekontaktnim pfistupu
k monitorovani stresu rostlin. Protoze pouziti uvedeného optického jevu vyzaduje
rozsahlé teoretické ,know—how®, na dané téma je pouze nékolik pilotnich studii
s nedostateCnym popisem metodik a vypoctl, proto uvedena prace vyzadovala rozsahlé
vlastni modifikace. K vyhodnoceni experimentu, ktery je soucasti praktické Casti této
prace, jsme se rozhodli inspirovat metodikou publikovanou autory Kadono a kol. (2003),
Zhong a kol. (2013). Autofi odecitaji kazdé dva po sobé nasledujici snimky struktury
koherenc¢ni zrnitosti, ¢imz ziskavaji informaci o strukturnich zménach ve vzorku béhem
meéfeni. Noveé vzniklou sérii rozdilovych snimkii nakonec popisuji prosttednictvim
zvoleného Kkvantitativniho ukazatele (v pfipadé Kadono a kol. je timto ukazatelem
prumér, Zhong a kol. demonstruji vysledky s uzitim hned celé fady nedostate¢né
popsanych kvantitativnich ukazatelt, viz Obr. 4, kapitola 2.3). Narozdil od vyse
zminénych publikaci jsme vnasi praci zvolili  kvantitativnim ukazatelem
tzv. smérodatnou odchylku, ktera se ukazala byt vhodnou Kk charakterizaci miry
fluktuace dat. Navic vyuziti jevu koherenéni zrnitost pfi prichodu (nikoli odrazu)
koherentniho svétla zkoumanym listem rajéete ndm umoznilo zachytit zmény nejen
na povrchu listu ale i uvnitt. Zavislost struktury koherencni zrnitosti na prostorovém
uspofadani experimentalnich komponent méfici aparatury nam zaroven zajistila
znacnou flexibilitu pro konkrétni cile méfeni. Provedli jsme ¢tyfi méteni na pruchod
svételného svazku laserové diody skrze oddéleny list rostliny, pii kterych jsme
generovanou strukturu koheren¢ni zrnitosti snimali CMOS kamerou. Mé&feni jsme
provadéli bezprostfedné po oddé€leni listu (do 1 minuty) a poté kazdou nasledujici
hodinu po dobu 47 hodin.

Zatimco vySe zminéni autofi vizualizuji biologickou aktivitu v celém listu
sestrojenim ¢asové fady snimkl kvantitativniho ukazatele biologické aktivity, my jsme
se v této praci zamé&fili na konkrétni oblasti uvnitt hlavni zilky a v mezofylu, kde lze
predpokladat velmi odliSnou biologickou aktivitu. Tato hypotéza byla podloZena naSimi
vysledky, kde byly naméfeny dokonce opacné trendy biologické aktivity v zilce (pokles)
a v mezofylu (nértst) béhem nékolika hodin po oddé€leni listu od matetské rostliny.
Vysledky méteni v oblasti uvniti hlavni zilky listu odpovidaji vysledkiim experimentt
monitorujicich biologickou aktivitu v celych listech Syngonium (Kadono a kol. 2003)

a fazole (Zhong a kol. 2013), kde autofi podobn¢ jako my pozorovali ztmavnuti dané
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oblasti. V oblasti mezofylu se naimi naméfeny trend od zminénych publikaci naopak
ruzni. Zatimco Kadono a kol. (2003) a Zhong a kol. (2013) zaznamenavaji v disledku
stresovani rostliny pokles biologické aktivity v mezofylu v ¢ase (ztmavnuti), vSechna
naSe meétfeni poukazuji na postupné rozsahlejsi strukturni zmény v této oblasti listu
(zesvétleni mezofylu). Tyto rozsdhlé zmény jsou jeSté¢ podtrzeny grafy zavislosti
primérné smérodatné odchylky na ¢ase. Nami zvoleny kvantitativni ukazatel se tedy
prokazal byt dostatecné citlivy. Zjisténd heterogenita v ramci jednoho listu mize byt
zpusobena odlisSnymi anatomickymi i1 optickymi vlastnostmi téchto Casti listu a také
jejich rozdilnou fyziologickou reakci na vystaveny stres.

Byt’ nase prace nepiimo vychazela z uvedenych pilotnich studii, v té€chto studiich
pouzivali autofi jiny rostlinny druh nebo stres a také odliSné vypocty pro vyhodnoceni
vysledkl. OdliSné rostlinné druhy se 1i§i poctem trichomii na listech, odrazivosti,
strukturou povrchu a propustnosti listd. Dal$imi vyznamnymi faktory vyvolavajicimi
zmétené strukturni zmény mohou byt ztrata turgoru (a nasledné uzavirani pruduchu,
pokles vodniho potencialu ¢i nariist propustnosti listu) a poskozeni pletiv vlivem utrzeni
listu.

Reprodukovatelnost vysledkii experimentu nasvédcuje tomu, ze je mozné nasi
metodiku meéfeni strukturnich zmén v listech rostlin po vystaveni stresu uplatnit
i v dalSich experimentech. Jak poukazali Kadono a kol. (2003) a Costa a kol. (2018),
optickymi metodami lze neinvazivné odhalit v€asny stres rostlin jesté pfed tim, nezZ je
stres prokazatelny pouhym okem. Na zaklad¢ literatury a naSich ziskanych dat maji
optické metody velky aplikaéni potencidl v stresové biologii rostlin. Nicméné
prezentovana optickd metodika nam nedokaze odhalit konkrétni fyziologické pficiny
pozorovanych strukturnich zmén v listu. Témito pfi¢inami bychom se chtéli zabyvat

Vv nasi dalsi praci na neoddélenych (intaktnich) listech rostliny po aplikaci stresu.
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7. ZAVER

1. Byla vypracovéana reSerSe na dané téma, na jejimz zaklad¢ jsme se nepiimo
inspirovali pfi vlastnim méfeni a vypoctech pti vyhodnocovani vysledka.

2. Podafilo se nam vyvinout metodiku pro meéfeni ¢asového vyvoje strukturnich
zmén v listu rajcete po oddéleni z rostliny pomoci jevu koherencni zrnitost
po priuchodu koherentniho svételného svazku timto listem. Metodika méfeni
vyuziva zaznamu cCasové fady snimku struktury koherencni zrnitosti. Zmény
v listu se vyhodnocuji na zakladé odectu kazdych dvou po sobé nasledujicich
snimk struktur koherenc¢ni zrnitosti.

3. Biologickou aktivitu v listu rajéete jsme pozorovali pofizovanim snimkut struktur
koherenéni zrnitosti béhem 47 hodin po oddéleni listu od matetské rostliny.
Prvni série snimk byla vramci kazdého meéfeni pofizena bezprostiedné
(do 1 minuty) po oddé€leni listu od matetské rostliny. Biologicka aktivita byla
vyhodnocovana jak v celém listu, tak ve dvou definovanych oblastech zajmu —
Vv hlavni zilce a v mezofylu listu.

4. Pro kvantitativni analyzu strukturnich zmén listu rajcete jsme zvolili statisticky
ukazatel, kterym je smérodatna odchylka. K jeho vypoctu byl pouzit software
Mathematica, ve kterém jsme pomoci skriptu vzniklého ve Spole¢né laboratofi
optiky zpracovali pofizené série snimkd struktur koherenc¢ni zrnitosti.
Ve snimcich smérodatnych odchylek jsme v definovanych oblastech zajmu,
uvnitf hlavni zilky listu a v mezofylu, stanovili primérné smérodatné odchylky,
které charakterizuji strukturni zmény v dané oblasti listu vkazdé ze
48 potizenych sérii.

5. Vysledky ze vSech c¢tyf méfeni vykazuji velmi dobrou reprodukovatelnost
a domnivame se tedy, Ze je mozné navrzenou metodiku méteni Casového vyvoje
strukturnich zmén v listu rajéete pomoci jevu koherenéni zrnitost uplatnit 1 pfi

dal$im studiu stresu rostlin.
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PRILOHY

Pfiloha 1 Spektralni odezva a datovy list ¢Gipu ZORAN pouzité CMOS kamery

ZR32112 Spectral Response
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PIXEL
CAm.

Description

#RAN
1288x1032 Digital Image Sensor

ZR32112

Features

The PixelCam™ ZR32112 is a high-performance
CMOS image sensor for digital still and video camera
products.

With its Distributed-Pixel Amplifier™ design the pixel
response is independent of its distance from the CDS
circuitry. This unique architecture results in an ex-
tremely uniform pixel array. The result is a sensor with
extremely low "fixed-pattern noise" without the need
for off-chip "background frame subtraction" circuitry.

The bank of analog front-end circuits quantize each
pixel to 10 bit resolution. This highly parallel approach
eases speed requirements on individual analog cir-
cuits and reduces overall power consumption. Sepa-
rate programmable Red, Green and Blue PGA

* S+ * 2 + e e e+ @

No Dark Frame Subtraction Required
Still Frame and Video Modes

Analog Color Balance PGA
Programmable Exposure Control
Movable & Sizable Output Window
Mirrored and Flipped Scan Modes
Decimation by 2 or 4 Subsampling
Optically Black Reference Pixels

I2C Control Interface

Single Voltage Power Supply
Internally Generated Reference Voltages

Key Specifications

circuitry enables analog-domain color balance. Active Resolution 1288 x 1032
The flexibility of the ZR32112 output image format  Array Diagonal 12.3mm
permits the trade-off between resolution and frame  pixel Pitch 7.5um x 7.5um
rate. The output window size may be reduced to in- Color Filter Array RGB Bayer
crease the frame rate. The output may also be s ina Mod p .
sub-sampled to scan the entire array at reduced res- car.mlng .O € rogressive
olution and high frame rate. The image output may Maximum Pixel Rate 16MHz
also be horizontally "mirrored" and vertically "flipped". ~ Full Frame Rate 9.3 fps (1280x1024)
. . Decimate by 2 32.4 fps
Ordering Information Frame Ratey (640x48€)
Product Package | Order Number Decimate by 4 102 fps
Frame Rate (322x258)
ZR32112 44 LCC ZR32112-PLC Dynamic Range 66dB
Color R, G and B PGA Gain 0 to 14dB
ZR32112 44 LCC ZR32112-MLC ADC Resolution 10 bits
Monochrome Supply Voltage 3.3V
Power Dissipation 260mw
Bandgap Reference
T i ‘ Buffer [ ®Data
CDS PGAs ADCs

1 t % 1

Timing and Control Logic

!

12c

T

Trigger Signals

-

Sync Signals
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PIXEL

ZBRAN ZR32112

CAm. 1288x1032 Digital Image Sensor

Pin Descriptions

~—o0Wo
NAME PIN TYPE DESCRIPTION L« 5288%25h
opWOO>>p0ouLX
. EFO=00<<<0=
Supply Signals SRR
AVDDO, AVDD1, 44, 36, IN Analog Supply Pins. SCL ! 14 T JARST/
AVDD2, AVDD3 35,10 SDA [:3 [']JARO
- AGND3 [ .2 L. JAGND1
AGNDO, AGND1, 42, 37, ouT Analog Ground Pins.
AGND2, AGND3 34,9 AVDDS3 £:11 £ JAVDD1
_ i DCLK [:3 ZR32112 £ ]AVDD2
DVDDO, DVDD1 12,1 IN Digital Supply Pin. DVDDO |1 44 LCC £ 1AGND2
DGNDO, DGND1 13, 2 OUT | Digital Ground Pin. ggg‘f’o 13 (top view) 55352
IOVDDO 22 IN Digital IO Supply Pins. | HACT 1 s
IOGNDO 23 ouT Digital I/O Ground Pins. | YACT [ 30£°]VRD
DO ] 20 TITAL
Output Pixel Data Signals e Tl el el e B
Do, D1, ..., D9 17, ouT Pixel Output Data Bits 0 oaR20088583
18-21, (LSB), to 9 (MSB). 23
24-28 00
Timing and Control Signals
MCLK 3 IN Master Clock. Clocks all of the ZR32112’s internal state machines.
MRST/ 40 IN Master Reset. Active low device reset. Must be driven low for at least
two MCLK periods after powerup.
ARO 38 IN Array Read Out. Begins readout of pixel values in Still Frame mode.
Should be held low in Video Mode.
ARST/ 39 IN Array Reset. Stops the current frame readout, automatically
switches the ZR32112 into Still Frame Mode, resets pixel values,
and starts integration for a new frame. Should be held high in Video
Mode.
OE/ 4 IN Pixel Data Output Enable. O=enabled; 1=tri-stated
DCLK 11 ouT Data Output Clock. Same Frequency as MCLK, with internal signal
delays matched to DO-D9, BPF, HACT, and VACT.
BPF 14 ouT Black Pixel Flag. Asserted when output is an optically black pixel.
HACT 15 ouT Horizontal Active. High during active pixel output.
VACT 16 ouT Vertical Active. High during image frame output.

Configuration Register I°C Signals

SCL 7 IN IC Serial Clock. SCL maximum frequency is fyc /4.
SDA 8 IN/OUT | I1°C Serial Data. (open collector, bi-directional)
OFST 41 IN I“C Base Address Offset.

0=I°C base address is 60h; 1=I°C base address is 62h.
Analog Reference Signals
VRP 32 ouT Voltage Reference Positive. Bypass to AVDD with a 0.1uF.
VRN 33 ouT Voltage Reference Negative. Bypass to VRP with 0.1uF.
VRCM 31 ouT Voltage Reference Common Mode. Bypass to AGND with 0.1uF.
ADVRG 43 IN Reset Ground Reference. Normally connected to AGND.
VRD 30 IN Pixel Reset Voltage Reference. Normally connected to AVDD.
Production Test Signals and N.C. Pins
TDA 5 IN Test Serial Data Input Signal. Connect to Ground.
TCL 6 IN Test Serial Data Clock Signal. Connect to Ground.
TAI 29 IN Analog Input Test Signal. Connect to AGND.
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ZERAN ZR32112
1288x1032 Digital Image Sensor

Electrical Characteristics

MNiwE
PIXEL

CAM.

Absolute Maximum Ratings
VDD Supply Voltage

DC Voltage at any input pin
DC Current at any input pin

-0.3Vto 7.0V
-0.3V to VDD+0.3V
-10mA to +10mA

Storage Temperature =~ === ----memom e -40C to +125C
Max Solder Temperature =~ ------ oo oo m oo 230C

(less than 10 minutes)

Recommended Operating Conditions

VDD Supply Voltage =~ = ---m-mmmee e 3.0V to 3.6V
Temperature =~ 0000 ceeeeeeeeeeeeeeeeeeineaeoaaaes 0C to 70C

Note: VDD represents any supply voltage (AVDD, DVDD, or IOVDD). Voltages are relative to GND (AGND,
DGND, or IOGND, respectively.)

Pixel Array Characteristics. Room Temp. VDD=3.3V, fy;c k=16MHz unless stated otherwise.

SYMBOL DESCRIPTION CONDITIONS MIN TYP MAX  UNITS
Total Total array size includ- 1304 x pxls x
Resolution | ing black pixels 1032 pxls
Active Total R, Gand B 1288 x pxls x
Resolution | pixels 1032 pxls
Black Pixels | Black, Optically Optically Shielded on the 16 pxls /

Shielded Pixels. ZR32112-PLC (color) line
Unshielded on the
ZR32112-MLC (mono)
Pixel Pitch | Sensor Element Area 7.5x mm x
7.5 mm
FF-M Fill Factor for the 51 %
ZR32112-MLC
FF-C Fill Factor for the 63 %
ZR32112-PLC
DRK Mean Dark Signal Dark Condition”, Full 38 80 codes
Accumulation Frame Exposure*,
Includes Offset.
SENS-M ZR32112-MLC Mono- | Noise based ISO-Sensitiv- TBD ISO
chrome Sensitivity ity (1ISO 12232: 1998(E))
SENS-C ZR32112-PLC Color | Noise based ISO-Sensitiv- TBD ISO
Sensitivity ity (ISO 12232: 1998(E))
SAT Saturation Level 1023 codes
Noise Temporal Noise 0.40 TBD codes
Single Pixel | Ratio of pixel satura- 66 dB
Dynamic tion level to temporal
Range noise.
T.A'mechanical shutter is closed so there is no illumination on the sensor array.

2. Video mode, with a full frame exposure (i.e. Reg 12h = 03h, Reg 13h =FFh), 107ms with a 16MHz MCLK.
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Pfiloha 2 Skript v software Mathematica

V této ptiloze si struéné popiSeme skript pro zpracovani pofizenych snimki
struktur koheren¢ni zrnitosti. Tento skript byl poskytnut Spolec¢nou laboratofi optiky
V ramci feseni této prace a byl optimalizovan pro software Mathematica v 9.1 a operac¢ni
systém Microsoft Windows XP.

Celé meéteni sestava ze série snimkl pofizenych kamerou v hodinovém intervalu.
Série snimki jsou ukladany do adresaia (viz Obr. 13) oznacenych pofadovym cCislem.
Celé¢ méfeni se nachazi v adresafi s ndzvem oznacujicim den, mésic a rok pocatku
méfeni.

C:\Mereni\
2019-02-21\
01

02
03

Obr. 13 Struktura adresait, ze které skript pro zpracovani snimkd struktur
koherenc¢ni zrnitosti nacitd data.

Soubory snimkl struktur koheren¢ni zrnitosti maji v kazdé sérii snimkd nazev
ImgXXX.tif, kde trojice XXX predstavuje pofadové Cislo souboru v sérii. Soubory jsou
Cislovany od 0, takze prvni soubor ma nazev img000.tif, druhy img001.tif, atd. Typ
souboru snimku je TIF (Tagged Image File Format) s barevnym rozlisenim 8 bit
(256 trovni sedi).

ProtoZe skriptem se zpracovavaji soubory postupné v kazdé¢ sérii, je Zadouci pred
jeho aplikovanim na danou sérii soubori uvolnit pamét’ blokovanou daty z jeho

ptedchozi aplikace a ovéfit uvolnéni paméti pro dalsi uloZeni dat.

ClearAll["Global *"]
Print [N[MemoryInUse[]/2720], " MiB"]

Po uvolnéni veskeré paméti by skriptem vypsana ¢islice méla byt vzdy ,,0 MiB*.

Import dat ze souborl pofizenych snimki struktur koheren¢ni zrnitosti se provadi
pomoci seznamu nazev, ktery obsahuje nazvy téchto soubort. V dalSim kroku se tento
seznam vytvoii. Text uvedeny mezi zdvorkami (* *) reprezentuje dopliujici

komentafr.
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adrl = "c:\\Mereni\\2019-02-21"; (* adresar s merenim *)

adr2 = "24"; (* poradove cislo serie¥)

adr = adrl <> "\\" <> adr2; (* sestav cestu k serii souboru *)
nazev = {}; (* inicializuj seznam nazvu souboru ¥*)

souborOd = 0; (* cislice prvniho snimku v serii *)

souborDo = 99; (* cislice posledniho snimku v serii *)

krok = 1; (* vyber snimky vzdalene o krok kroku¥*)

(* sestav seznam nazvu souboru *)

For[i = souborOd, 1 <= souborDo, i = 1 + krok,
If(i < 10, pomStr = "00", If[i < 100, pomStr = "0", pomStr = ""]];
nazev = Append[nazev, "img" <> pomStr <> ToString[i] <> ".tif"];

]

{pocetSouboru} = Dimensions|[nazev];
Print ["Poclet soubort: ", pocetSouboru]

V dalsim kroku se vytvoii matice o stejné dimenzi jako potfizeny snimek struktury
koherenc¢ni zrnitosti, do které se ulozi primérné hodnoty vypoctené z rozdilti nac¢tenych
normovanych dat vzdy dvou po sobé nasledujicich snimkt. Vysledna hodnota v prvku
matice na dané soufadnici je stanovena pomoci odpovidajici série normovanych hodnot
nactenych ze stejné soufadnice vSech snimkii dané série. Data ze soubort jsou béhem
nacitani funkci Import konvertovand do 32 bitového ¢&isla s plovouci desetinnou

¢arkou.

(* dej velikost snimku a vytvor nulovou matici soucet typu Real32¥*)

obrl = Import[adr <> "\\" <> nazev[[1]]1];
{radku, sloupcu} = Dimensions[ImageData[obrl]];
soucet = Table[0., {radku}, {sloupcu}];

(* dej soucty rozdilu po sobe jdoucich snimku *)

Monitor|[
For[i = 1, i1 <= pocetSouboru - 1, i =1 + 1,
obrl = ImageData[Import[adr <> "\\" <> nazev[[i]]], "Byte"]/255.;
obr2 = ImageData[Import[adr <> "\\" <> nazev[[i + 11]],
"Byte"]1/255.;
soucet = soucet + (obr2 - obrl);
obrl =.;
obr2 =.;

;1]

(* vypocti prumerne hodnoty *)
prumer = soucet/ (pocetSouboru - 1);
soucet

V nésledujicim kroku se na kazdé soutadnici snimku stanovi smérodatnd odchylka
std pomoci vypoctené¢ prumérné hodnoty nachézejici se na stejné soufadnici matice

prumer.
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(* dej matici soucet o stejne dimenzi jako snimek prox*)
(* soucet kvadratu odchylek od prumernych hodnot ¥*)
soucet = Table[0., {radku}, {sloupcu}];

(* dej soucet kvadratu odchylek od prumernych hodnot *)

Monitor |
For[i = 1, 1 <= pocetSouboru - 1, i =1 + 1,
obrl = ImageData[Import[adr <> "\\" <> nazev[[i]]], "Byte"]/255.;
obr2 = ImageData[Import[adr <> "\\" <> nazev[[i + 1]1]],
"Byte"]1/255.;
diff = obr2 - obrl;
soucet = soucet + (diff - prumer)"2;
obrl =.;
obr2 =.;

;11
(* dej rozptyl var *)

var = soucet/ (pocetSouboru - 2);
soucet =.

(* vypocti smerodatnou odchylku std *)
std = Sqgrt[var];

Na zéavér se matice vypoctenych smérodatnych odchylek ulozi do souboru na disk
pocitace. K jejich archivaci se pouzije soubor typu TIF s barevnou hloubkou 32 bitl
totoznou s poctem bitli, které jsou pouzity pro reprezentaci hodnoty smeérodatné
odchylky. Tato barevna hloubka umoznuje archivovat hodnoty smérodatné odchylky
S ptesnosti az na 9 desetinnych mist. Nedojde tak ke zkresleni vypoctenych hodnot
smérodatnych odchylek béhem jejich ulozeni a déale soubor typu TIF nabizi rychlou

vizualizaci vypoctenych dat.

obrStd = Image[std, "Real32"];
Export[adrl <> "\\" <> "std" <> adr2 <> ".tif", obrStd,
"BitDepth" -> 32, "ImageEncoding" -> "ZIP"]
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