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* QOdbér vzorku

* Zarovnani pricného rezu

* Odstranéni thyl, zvySeni kontrastu lumenu

* Digitalizace pficného fezu, uprava a sesazeni snimku

Méreni rozméru cév
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Odbér vzorkd
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Odbér vzorku

v o , Vyrez z kotouce (cela
Prirustovym nebozezem y (
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Zarovnani pricneho rezu

* Sankovy mikrotom
* Spravna orientace vzorku (zejména u vyvrtu)!

* Postup:

— Umoznuje-li mikrotom fezat dlouhé vzorky, viepit vyvrt do drevéné listy
vodéodolnym lepidlem

— Nelze-li fezat najednou cely vzorek (vyvrt i vyfez), rozdélit vzorek na
sekce fezy vedenymi Sikmo na letokruhy

— Prfed fezanim namocit vzorek (vyvrt 1 hodinu, vyfez dle jeho rozmérui)

G. S. L. 1 — mirkotom na drevo
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Odstraneni thyl, zvyseni kontrastu
lumenu

* Thyly, vyplnujici lumen, znemoznuji automatické mereni
rozméru lumenu.

* Mohou vypadat jako hranice mezi dvéma cevami nebo
cévu zmensSovat (thyla zabranuje kfidé vyplnit cely lumen,
nebo tvori predél v lumenu).
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Odstraneni thyl, zvyseni kontrastu
lumenu

* Thyly Ize odstranit tlakem proudici kapaliny (jsou
odstranény uplné) nebo Ize jejich negativni pusobeni
potlacit vyplnénim lumenu vhodnou hmotou (plastelina),
ktera je dokaze zatlacit hloubeji do cevy a rovhomeérne
vyplnit lumen.

* Poslednim krokem je ,vizualizace” lumenu — zvySeni
kontrastu lumenu vudéi okoli pomoci kridy
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Digitalizace pricného rezu, Uprava
a sesazeni snimkd
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Digitalizace pricneho rezu, uprava a

o

sesazeni snimku

* Upraveny vzorek nasnimame digitalni kamerou pres
stereolupu (vétsi zorné pole a hloubka ostrosti oproti
mikroskopu; neni tfeba tak velkych detailu).

* Pred samotnym snimanim je tfreba provést vyvazeni bilé
(bily je lumen makrocévy) a nastavit Cerny, Sedy a bily
bod podle histogramu.
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Digitalizace pricneho rezu, uprava a
sesazeni snimku

Kandl: RGB -

oK

Vstupni drovné: 34 1,00 229

Cancel

UloZit...

Auto

— e —

J
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Viystupni Grovné: 0 255 222
B 20 — .
- i [¥| Nahled

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



Digitalizace pricneho rezu, uprava a
sesazeni snimku

* Vzorek mezi jednotlivymi snimky opatrneé posouvame
rovnobézné se snimaCem v kamere. Pritom dbame na
dostatecny pfesah u dvou sousednich snimku (dulezité
pro sesazeni do panoramatu)

* Soucasné se vzorkem nasnimame kalibracni prouzek
umistény ve stejné vzdalenosti od objektivu, jako povrch
vzorku.
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Digitalizace pricneho rezu, uprava a
sesazeni snimku

* K sesazeni snimku je nutné pouzit program, ktery umi
sesadit snimky, aniz by je deformoval (obvyklé u editoru
panoramat). DoSlo by totiz ke sférickému zkresleni
rozmeéru!

* Dale je nutné, aby program umoznoval ulozit vyslednou
kompozici obrazu v plném (puvodnim) rozliSeni bez
komprese.

* Vhodny je k tomuto ucCelu program Adobe Photoshop CS
a vyssi rady.
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Digitalizace pricneho rezu, uprava a

l 4

sesazeni snimku
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Méreni rozmérd cév
WINnCELL
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Méreni rozméru cév - WinCELL

A) Kalibrace

B) Nastaveni barevnych kanalu a parametru

C) Retusovani

* D) Méreni
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A) Kalibrace

* Pred mérenim je nutno zadat, jakou skutecnou velikost
predstavuje jeden obrazovy bod snimku — tato operace
se nazyva kalibrace.

* Ve vhodném programu (napf. Imaged) otevieme snimek s
kalibraCnim prouzkem pro dany vzorek a ru¢né zmeérime
velikost prouzku v pixelech.
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A) Kalibrace

* Mereni nekolikrat opakujeme a z nameéerenych hodnot
vypocitame prameér.

* Vysledkem je delka prouzku v pixelech. Je — i skuteCna
délka prouzku napf. 1mm (1000 ym) a délka prouzku v
pixelech x, pak:

X
000

px/ m

— Rozliseni snimku R =

1
R

— Hodnota kalibraCni konstanty =
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A) Kalibrace

* Kalibracni soubor bud’ vytvorime, nebo upravime jiny.
* V hlavni listé zvolime zalozku Calibration — New/Load

* VepiSeme hodnotu do kalibraéniho souboru (2x) a
ulozime

* Kalibrani soubor (.cal) bude ulozen do slozky, ve které je
umistén analyzovany snimek.
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B) Nastaveni barevnych kanalu a

parametru

* Je treba zadat, zda ma program obraz analyzovat jako
cernobily (true grey), nebo barevny (RGB).

Pixels classification method x|
" Based on color
% Based on grey levels
© futondtc D.EEWW
" Manual
Yalue 1130 [r255
4 [
™ Dark cells onwWhite background
% Pale cell: on Black background
¥ Red Scale | o.oo
Channel W Grey W Green
0 a0 100 150 200 2460
¥ Elue I Log
Fits in:_ 8 bits o I 265
Cancel I Ok
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B) Nastaveni barevnych kanalu a
parametru

v v

RGB analyza, ktera ale vyzaduje kalibraci barevnych
kanall a tvorbu barevnych tfid a skupin (viz manual
str. 45 a 85)

* V zalozce Analysis — Parameters oznaCime
INDIVIDUAL ANALYSIS

* V nabidce Parametry, muzeme také nastavit
prahovou hodnotu velikosti pro pozadovany drevni
element.
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B) Nastaveni barevnych kanalu a

parametru

Analysis Parameters

— Meazurements
[ annual Ring Analysis Mode

v Individual analyzis

[~ Perimeter and Faorm coefficient

v Length and width IEentre [HY, W' allz)

[ Clazsify az Vesszel if area is larger than IF"I:I.EIEI LI,

| 4

— Parameters

h
Border width [pieelz] ‘.

e

[ Ask to zave images after acquizit

]

[ Allow Regions of Analysis Overlap

When opening an analyzed image ILIIIEIIIl analyzis & sethngz ™

Cancel |

ak |
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B) Nastaveni barevnych kanalu a
parametru

* V zalozce Analysis — Filter nastavime pozadované
hodnoty pro odfiltrovani objektl na snimku, které nejsou
mérenym drevnim elementem (napfr. minimalni a
maximalni plochu, délku, Sifku, pomér délky a Sirky...)

B
— Remove from the analyziz objects which meet theze criteria

v Area ¢ 10000.000  wm, ™ Area> 1000000

[ Length < 01000 LI [ Length > |10.0000 LI

I width < 0mo0  um I~ width> 10000

I Form coefficient < ID-“:":":I I Form coefficient » I':'-E'DE”:'
[T LengthAwfidth ratio < |1D-DDDD [T LengthAwfidth ratio > |1E.DDDD

[T Image smoothing  [rtemsty IMeu:Iium ""I
Cancel | Ok I
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C) Retusovani

* Na kazdém snimku se objevi nedokonalosti (vzorku, Ci
obrazu), které mohou zpusobit zkresleni vysledku méreni
(napf. thyly v lumenech, porusené bunécné stény Ci
preexponovani = spojeni dvou lumenu do jednoho atd.)

* Tyto nedokonalosti je mozno odstranit retusovanim
pomoci jednoho z nastroju programu WIinCELL.
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C) Retusovani

Tyto upravy vsak nejdou opravit behem rezimu analyzy a
jsou zruseny pri vypnuti analyzy.

* Vhodngjsi metodou je provezt retus v jiném editoru a

zmeény ulozit. Do programu WInCELL pak nacist opraveny
snimek.
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D) Mereni

* MEéfit Ize rznymi zpusoby:

— Cely snimek kliknutim levym tlaCitkem mysi do
obrazku

— VyznacCenim pravidelné oblasti

— Méreni oblasti s nepravidelnym tvarem (,laso”)
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D) Méreni

[ ase5.4876 | | [686.6951 um 255 Data File: wyslediy. TXT Calibration: DBZ_2.CAL  Color Classes:
Histogram of cell area 4 objects in class 30000.000 to 40000.000 um2 Area B
0.0
oo

0.000 10000.000 20000.000 30000.000 40000.000 50000.000 0000000 70000000 SO000.000 90000.000 100000.000110000.000 120000.000130000.000140000.000150000.000 160000.000170000.000130000.000190000. Inf. U;

=lobal [ata
Id 1

RanA 25326370.22)
Ringuy 0,000

NiseA 52,70

T otA 23427 065.7:
C%A 1730

CTotA 4599303.492)
ChAwgA 43300 607
ChwglL 259.83
CAwgUl 184.05
ChAvgLAN 1.43
NCell 37 Dens 0.001

Grp 0400
Split 0400
L ™
IF
1/2.0
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D) Mereni

* Jakmile vyznaCime oblast/klikneme, objevi se dialogové
okno pro identifikaci vysledku méreni z dané oblasti
(Cislo, rok...), poté dialogové okno pro ukladani dat.
Vybereme jednu z moznosti (Create one, Open One),
ktera bud' vytvori novy soubor, nebo prepise stary
(respektive prifadi souCasné méreni ke starsim ve
vybraném souboru).
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D) Mereni

I Identification

Sample |l
Year 2011
Image # 'I_
2 [ Eegirning
Frezent in image ™ Ending af year

Operatar INDH ame

Cancel |

-r.lv'l

' X
C'ata are ready to be saved.

Mo data file 1= open,
woLld pou like bo

| Open one I Create one |

Save nothing |
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D) Mereni

* Vysledky méreni jsou ukladany do textoveho souboru
(.txt)

* PfFi kazdé zmené program automaticky prepisuje
vysledky, nebo pridava vysledky z dalSi merene oblasti

* Béhem méreni nelze upravovat snimek. Pokud je ve
vyznacené oblasti misto, kde program nedokaze spravné
rozlisit lumeny cév, muzeme postupovat nékolika zpusoby
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Méreni

[ azesl ] | [Tesesiiom] | 6 | Data File:wsledky. TAT __ Calibration: DEZ_2.CAL _ Color Classes
Histogram of cell area 0 objects in olass 0.000 e 10000000 UMz Area [
100

]

(=1
EIER
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0.000

10000.000 20000.000 20000.000 <0000.000 S0000.000 G0000.000 7FOO00.000 £0000.000 G0000.000 100000.000110000.000 120000.0001320000.000 140000.000150000 000 160000 .000170000.000 120000000 190000. Inf. =]

Global Data
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D) Mereni

* Moznosti opravy mereni:

— Nastaveni filtru (vyzaduje cancel analysis)

— Odebrani méfeného objektu, ktery neni céva, z vysledku
(Ctrl+klik na objekt)

— Nastaveni prahu detekce (klik pravym tlaCitkem do zvolené
oblasti a nastaveni rahovani pomoci posuvniku vlevo)

— RetuSovani (vyZzaduje cancel analysis)
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Zlutd - méreny
lumen
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Calibration: Or

_ Zlutd - méreny
w " .k 4 lumen

Q Accept the modifications to the pixels classification?
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Individual [ata |
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D) Mereni

— Rozdéleni sloucenych cév (v pfipadé, Ze program od
sebe neodliSi lumeny a meri je jako jeden velky,
priCemz prahovani chybu nenapravi (aniz by vyrazne
ovlivnilo vysledky u jinych lumenu), provedeme
rozdéleni pomoci Ctrl+2*+klik Do vysledku je pak
ulozena dvakrat* polovina ptuvodniho méreni —
oznaceno napf. 3.1 a 3.2

*Cislo dle poctu spojenych lumenu.
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D) Mereni

* Je-li potfeba upravovat snimek v prubéhu méfeni (napf.
chybu nelze napravit prahovanim), neni mozné vypnout
analyzu (Analysis — Cancel analysis), protoze dojde k
odstranéni nameérenych dat ze souboru. Nejprve musime
,Zzaviit" datovy soubor (Data — Close file) a teprve poté
vypneme analyzu. Data zustanou uloZena a po upravé
obrazu v dalSim méfeni zvolime moznost Open one a
pokracujeme.

-r.H - .
1 x|
I [rata are ready to be saved.

Mo data file iz open,
wiauld you fike ta

Open one Create one

Sawve nothing
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D) Mereni

* Na konci méreni ,zavieme"” datovy soubor a poté
vypneme analyzu (pfipadné cely program).

* Pokud dany datovy soubor opet neotevieme pomoci
WInCELLu, ztstane nedotcen.
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!! yysledky. TXT - Poznamkowy blok ' ;IEIEI

Soubor  Uprawy Formit  Zobrazeni  Mapoveda

winZELL Pro 201la GLOBAL ImageFilename  ImagexDpi ImageyDpi operatar Date Time ImageAcqDevi |
HistoMofClasses HistoClassesBoundaries HistoDatal HistoDatal...
sampleId CELL Year Image# Cell#  Group# Ty;]Je Lumenarea LumenLength Lumenwidth Hord:
sampleId PATH Year Imaged# PathMame Cellrank Cell#  Lumenirea LumenLength wall:
Samplerd GROUP  year Image# Groupd  NOobj Type AvgLumenirea AvgLumenlength  AvgLumenwidth  AvgH
1 GLOBEAL DEZ_Z_41_50t. jpg 72,0000 72,0000 MoMame 5.12.2012 14:15:57 Adobe Photoshop €5 windows
1 CELL 2011 1 1 0 Z 49816, 6702 247.4122 237.3138 6132, 0018
1 CELL 2011 1 2 0 Z 41199, 4570 272.6584 181. 7722 6364, 0064
1 CELL 2011 1 3 0 Z FE089, 1020 2474122 171.6738 §3659,1901
1 CELL 2011 1 4 0 Z 44656, 7380 242.3830 217.11a8 6301, 2288
1 ZELL 2011 1 ] 0 iZ D2BFF. 2413 3BE. 7904 313.0522 G665, B47E
1 ZELL 2011 1 G 0 Z 39389,3323 247.4122 196, 9199 6787, 7782
1 CELL 2011 1 7 0 Z 16342.1113 1681, 5753 131. 2800 6754 .4663
1 CELL 2011 1 B 0 Z 34230, 4002 2575107 156, 5261 6846, 5590
1 1 = 0 Z 35615.1148 2423630 181, 7722 FO77 . 6854
1 1 10 0 Z 16087 . 1642 141. 3784 126, 2307 7005, 3358
1 1 11 0 iZ 470635, 2411 267.8001 207 0184 Flel. 8773
1 1 12 0 Z 29777, 8254 196, 9199 191. 8707 7212, 7501
1 ’1 13 0 Z 51448, 3318 2878081 2272153 7254, 2308
1 14 0 Z 62665, 0058 323.1507 2728584 F405,4030
1 15 0 Z FO033, 9780 287 0045 2676001 7408, 0275
1 16 o] iZ 47394, 6724 277 .707A 1595.9100 FRIF. 2020
1 17 0 iZ 50250, 0803 2079045 201, 9592 FOG5. 9020
1 18 0 Z 84107, 0598 358.4953 2777076 8004, 0320
1 149 0 Z 584584, 8728 302.9537 2272153 8021, 9307
1 “ear 20 0 Z 20038, 8448 101, 8707 1363292 FOR1. 6191
1 21 0 Z 486594, 9028 282.7568 212.0878 B1a5. 31597
1 Irage # F_- 22 0 iZ S4482, 2027 272.6584 247 4122 B375.2240
1 o Dl 23 0 C 47445, GELE 257. 5107 201. 5652 8471. 9768
1 Prezent in image e of pear 24 0 iZ Fh362,.3731 328.1999 2777076 8515.6147
1 T 25 0 C 51652, 2835 287. BOAL 217.1168 8581. 0607
1 meEMranName 26 0 Z 44815, 7456 272.8584 181, 7722 8525, 7671
1 27 0 Z 13308, 2404 116.1323 BEG3. 3218
1 28 0 iZ Fled4.1024 2777078 BOF5. 2124
1 Carcel | [ Ok | | 3o 0 c 41658, 3618 201. 9692 5928, 6093
1 - 0 0 Z 68070, 8850 2474122 Q053, 8352
1 CELL 2011 1 0 Z GHO8E. 6947 2F7.TOTE D320, 2237
1 CELL 2011 1 3 0 Z 21670, 5085 146.4276 G375, 0878
1 ZELL 2011 1 3 0 iZ 230472210 126.2307 Q5023622
1 ZELL 2011 1 4 0 Z 20905, 6651 121.15815 D785, 58351
7 Va4
Plocha cevy irka lumenu
o~ 7
Cislo
7 7
cevy Delka lumenu




Vystupy
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