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Vyuziti digitdlniho zobrazovani v rybatské biologii

Anotace:

Ukolem této bakalai'ské prace je seznameni a zorientovani se v moznostech, které
nabizi technika digitdlniho zobrazovani k vyuziti v rybai'ské biologii a rybarstvi obecné.
Dale prostudovani a osvojeni si zakladt digitalizanich technik. Nésledné¢ pak
v experimentalni ¢asti si osvojit laboratorni a praktické postupy umélé reprodukce.

Cilem je vyhodnotit oplozenost jiker standardnimi postupy pouzivanymi
v lihnafské praxi a vypracovat navrh metodického postupu k hodnoceni oplozenosti
pomoci poc¢itaového programu analyzy obrazu.

Utilization of digital imaging methods in fisheries science

Annotation:

The aim of this bachelor thesis is introduction to the methods of digital imaging
and its utilization within the fisheries science and fisheries generally. Next aim is
practical training in basic methods of digital imaging techniques. Integral part of the
work is introduction to the laboratory and practical methods of fish artificial reprudction
techniques.

Aim of the practical part is evaluation of egg fertilization rate using standard
methods and to elaborate proposals of fertilization rate evaluation using software for
image analysis.
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UvOD

Digitalni zobrazovani je jednou z vyraznych metod digitalizace obrazu a béhem
uplynulych deseti let se stalo Casto citovanym ndstrojem védeckého poznani (Weyda,
2000d). Je to prudce se rozvijejici oblast modernich technologii nabyvajici rapidné na
vyznamu ve sladkovodni biologii a ekologii a i v dalSich oblastech védy. Soucasné
publikace ve vztahu ke sladkovodni biologii se tykaji Sirokého tématického spektra od
satelitniho nebo leteckého snimkovani celych ekosystémi a vyhodnocovani zmén
(Marshall a Lee, 1994, Phinn et al., 1999), zobrazovani celych populaci a odhady
populacni density/biomasy napiiklad u planktonu (Brown et al.1989), Verity et al
(1996), populace ryb (Beddow et al. 1996), pfes analyzy obrazu jednotlivych
organismt, protozoa parazitujici na rybach (Kane a Poynton 1994), jednotlivé ryby
napt. méfeni ryb nebo vyhodnocovani barevnych znakd (Tipping , 1994; Magyary et
al., 1998). Zobrazovani priubéhu fyziologickych funkci jednotlivych organismt - pokud
mozno prihlednych (Daphnia magna, Colmorgen a Paul, 1995), detekce zmén
zobrazovanim na bunécné trovni nebo na tirovni genomu melanofory u ryb — (Danosky
a McFadden 1997), polyploidie ryb (Cormier et al.1993, Flajshans 1997), az po
zobrazovaci detekce gent fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) (Rabova et al., 2001,

FlajShans, Jendrtlek, 2001). (FlajShans, Rodina, Jendrtlek 2005).

Uz n¢kolik poslednich let miZzeme pozorovat "soupefeni" vidcich firem
(Olympus, Nikon, Sony, Canon, Ricoh, ale i dalsi) o priméat. Charakteristicky vyvoj
v této oblasti prochazel nckolika etapami. PredevSim byla vidét snaha o dosazeni
vyssiho rozliSeni (kuriozni je, Ze zvySovani rozliSeni se déje ve "skocich" podle toho,
jak pokroci n€kolik malo vyrobcu ¢€ipt, kteti zasobuji firmy svymi vyrobky). V roce
2000 (predevsim v souvislosti se svétovou vystavou PHOTOKINA 2000) nastal jakysi
zlomovy okamzik- rozliSeni béznych digitdlnich fotoapardti (o profesionalnich
digitalnich fotoaparatech to plati dvojnasob) renomovanych firem dosahlo tirovné, ktera
uz dava témét profesiondlni vysledky. Digitalni fotoaparat se postupné prosazuje i ve

véd€ (Weyda, 1997, 1998, 1999a-c, 2000a-1, 2001).



Tak Siroké pole uplatnéni technik digitalniho zobrazovani pochopitelné predpoklada:

1. odpovidajici technické vybaveni (hardware, software a periferie), které se mize
velice liSit vykonem, dostupnosti a cenou.
Firmy vyvijeji specidlni aplikace pro obory, kde dostatek zijemcii zaruci
navratnost investice do vyvoje (medicina, primysl, kriminalistika, vojenstvi).
V malém oboru, jako je rybarstvi, 1ze s vyhodou vyuzit fady medicinskych nebo
primyslovych aplikaci, pfipadné sestavovat vlastni aplikacni moduly formou

maker.

2. odpovidajici stupeni znalosti obsluhy.



1. LITERARNI PREHLED

1.1. Digitalni zobrazovani a digitalizace obrazu

Digitalni zobrazovani je souhrnny termin zahrnujici vSe, co se tykd zobrazovani
objektti digitalnimi technikami (Weyda 2001a). Digitalizace je proces vzorkovani
analogovych dat a pfevod signidlu do digitdlniho formatu, ktery je pouzitelny pti
zpracovani na pocitaci (Kingova 2000). Vysledek digitadlniho zdznamu se na prvni
pohled nelisi od vysledného zaznamu analogového. Princip zdznamu je vSak naprosto
odlisny. U digitalnitho principu se zaznamenivand informace nejdfive pfevede na
analogové elektrické veliCiny, ty se ale na rozdil od analogového principu neuloZi,
nybrz presné zméii a az pak se zaznamena udaj o jejich Ciselné hodnoté. Postup
zaznamu je komplikovany, slozeny z velkého mnoZstvi matematickych operaci
a provadi se ve dvojkové soustave (sled nul a jednicek). Takto zdigitalizovany format je
mozno pocitacoveé zpracovavat. (Zpracovani obrazu, nebo-li také image procesing).

(Novak 2001).

1.2. Teorie digitalniho zobrazovani

* Obraz je vizudlni znazornéni objektu nebo skupiny objekti (Olympus Microlmage™

4.0 Reference Guide, 1999).

Na rozdil od klasickych fotografii zndzoriiujicich obrazovou informaci, digitalni
zobrazovani predstavuje prijeti obrazu v numerické formé (digitalizace obrazu) pro jeho
dal$i uschovani a zpracovani pocitacem. Obraz si lze pfedstavit jako miizku tvofenou
nékolika desitkami tisic obrazovych castic, tzv. pixeli. Vysledné informace, které
chceme ziskat zpracovanim obrazu v pocitaci, souvisi predevsim se zplsoby zpracovani

v softwaru, které jsou odlisné pro cernobile fotografie a pro barevné fotografie.

Snimky digitdlni fotografie lze pofidit pomoci digitdlniho fotoaparatu nebo
digitalni kamery. Kvalita pofizenych fotografii zavisi na rozliSovaci kapacité zatizeni,
od které jsou odvozeny nasledné zpracovaci a analytické procesy. Vys$si rozliSeni
snimku umoziuje vétsi zvétSeni v pocitaci bez ztraty kvality (ostrost, svétlost, kontrast)

detailli, které chceme analyzovat. Na druhé stran¢ v¢tsi kvalita obrazu vyzaduje také



vétsi velikost souboru. Nalezeni optimalniho formétu souboru pro ulozZeni obrazku je

dalsim dalezitym bodem.

JPEG format je sice malé velikosti, ale v nékterych ptipadech mize dochazet ke
ztrat¢ kvality obrazu. Pro podobné studie jsou vyhodné formaty BMP nebo TIFF
(Flajshans, 2001)

1.2.1. Model RGB

Tento popis barev je vyuzivdn v zobrazovacich zatizenich (monitor, TV), kdy
jeden viditelny bod (pixel) tvofi tfi velmi blizko umisténé body barevnych slozek Red,
Green, Blue (Cervend, zelend, modra). Jejich slou¢enim vznika opticky jina barva. Tento
model barev je aditivni — tedy pro hodnoty 0,0,0 je vysledna barva ¢ernd. Se zvysujici se

hodnotou se barvy prolinaji, az po maximalni hodnotu 1,1,1 kdy je vysledna barva bila.

8 bitd + 8 bitd 8bith  _ Celkem 24 bitl
256 barev 256 barev 256 barev. —  16.7M barev

@®.

Plati, ze pokud jsou hodnoty
jednotlivych slozek stejné, jedna se

o odstin Sedi. V pocitacové grafice

se vétSinou uvazuje rozsah hodnot
vcelych ¢islech vrozmezi pro

jednotlivé slozky.

Barevna hloubka 8 bitl je tvofena vybérem (tabulkou) 256 definovanych barev.

Tento model je nejvice vyuzivan v biologii.

V RGB modelu s 8bitovou barevnou hloubkou na kandl (bézny JPEG) je kazdy kanal
representovan 8§ bity, coz dava 256 moznych barev na kazdy kanal. Kanaly jsou celkem

3, coz dava tctyhodnych 256*256*256 = 16.777.216 riznych barev. (Weyda 1998)



1.2.2. Model CMY a CMYK

Tento barevny model je vyuzivan pro tisk a pfi vyrobé fotografii. Na rozdil od
pfedchoziho (RGB) barevného systému se jednd o substraktivni systém. Barvy se
neskladaji, ale odeéitaji od ptivodné bilé. Cim je tedy hodnota dané slozky vyssi, tim se
vice blizime k ¢erné barvé. Plati tedy, ze barva 1,0,0 v RGB je ekvivalentem 0,1,1
v CMY. Jinak feCeno — RGB systém barvy vyzatuje, CMY (Cyan, Magneta, Yellow —
azurova, purpurovd, zlutd) pohlcuje. V tiskdrnach se vétSinou dopliluje slozkou K
(blacK —Cernd), ktera se v tisku pouziva velmi €asto (pro Cernou se jinak musi nanést

vSechny tfi barevné slozky a vysledné slozena barva je spiSe Sedd).

1.2.3. Model HSI

Oproti pfedchozim modelim nejsou jeho slozky tvofeny ruznymi zékladnimi
barvami, ale jejich tfemi vlastnostmi: Hue, Saturation a Intensity maji vyznam: barva,

sytost a jas.

e Barva je udavana jako ,,ahel’’ v rozmezi 0-360° (0° resp. 360° — Cervena, 120° —
zelend, 240° — modra). Barvy tvofi uzavieny kruh a jsou linearni. Lze tedy zadat
libovolny zlomek thlu pro uréeni pozadované barvy.

e Sytost urcuje mnozstvi pfidané bilé slozky. Tedy cervena barva s 50% bilé je
ruzova.

e Jasurcuje, kolik svétla dana barva odrazi — jak jasna (zariva) tedy bude.

Pouziti tohoto barevného modelu je asi nejlépe vidét v piipadé obrazii — kdy se
pouzivaji barvy, do kterych se pridava cerna a bila pro vytvoreni jejich odstini.
1.2.4. Model YUV

Tento model se v obrazovém zpracovani nepouziva. Jednd se o systém, ktery ma
uplatnéni v televizni technice. Y pfedstavuje jas, nebo Sedivost a U a V jsou barevné

slozky.

1.2.5. Seda $kala

V nékterych aplikacich postaci obraz v Sed¢ Skéle. Tedy v rozmezi bila — stupné

Sedi — ¢ernd. VéEtSinou se vyuziva 256 odstint, tedy 8 bit hloubky.



1.3. Pixel zakladni jednotka obrazu

Obraz produkovany digitdlnimi fotoaparaty neni nic jiného, nez mnoZina
barevnych bodii usporddanych do pravidelné mozaiky. Jeden bod obrazu se nazyva
pixel (Picture Element) a nese kompletni informaci o barvé a jasu bodu. Pfesnost,
s jakou je jeden pixel schopen zaznamenat barvu, se nazyva barevna hloubka (Color
Depth). Fotografii tvoii velké mnozstvi pixell - ¢im jich je vice, tim vétSi mnoZstvi
jemnych detailii je fotografie potencidlné¢ schopna zaznamenat. Slovo "potencialng"
v posledni vété je velmi dulezité. Nemd totiz smysl zaznamendvat velké mnozstvi
pixell a tim detailt obrazu, kdyZ nejsme nésledné schopni je ani zobrazit na obrazovce

ani vytisknout na tiskarné.

1.3.1. Body obrazu na palec (Pixels per Inch - PPI)

6megapixelovy fotoaparat bude mit obraz slozen z asi 2 000 x 3 000 pixeld (bodi
obrazu). Pokud vytiskneme takovou 6 MPix fotografii na papir velikosti 9 x 13 cm d4 se
jednoduse spocitat, ze na 1 cm fotografie pfipadne asi 225 pixeld. Neboli hustota,
s jakou se obraz tiskne, je 225 pixelt na cm. V tiskové praxi se z historickych divodi
nepouziva jako jednotka délky centimetr ale palec (inch), pfiCemz 1 palec je 2,54 cm.
Hustota tisku potom v nasSem piikladé vychazi 570 pixelt na palec = Pixel per Inch =

PPI.

1.3.2. Barevna hloubka (Color Depth, Bit Depth)

Barevnou hloubku je naprosto pfirozené vyjadfit v celkovém mnozstvi barev,
které jsou v daném piipadé dosazitelné. AvSak digitalni svét je svétem jednicek a nul,
a tak zakladni jednotkou je "bit" (bit je nejmensi builka informace, ktera je schopna nést
praveé jen "0" nebo "1"). Proto je zvykem vyjadfovat barevnou hloubku v bitech neboli
kolik bithi (bungk) je reservovdno na kazdy pixel. Ve fotografii bézné pouzivana
24bitova barevnad hloubka ma reservovéano 24 bitii na kazdy pixel (Bit per Pixel, bpp)
a je tedy schopna vytvotit celkem: 2°/ = 16.777.216 riiznych barev

1.3.3. Porovnani barevné hloubky

Naésledujici tabulka uvadi typické a v minulosti nebo i dnes pouZzivané barevné

hloubky, jejich moznosti a nazvy:



Bit@i/kanal Bitii |Pocet moznych L. o,

(R+G+B) |/pixel |barev/pixel Obvykly nazev a pouZit

- 1 2 Monochrom

= 2 4 CGA

(1 4 16 EGA

3+3+2 8 256 VGA

5+6+5 16 65.536 XGA, High Color

8+8+8 24 16.777.216 SVGA, True Color, JPEG

12+12+12 (36 |68.719.476.736 RAW nékterych pokrocilych fotoaparatd
16+16+16 |48 281.474.976.710.656 | TIFF, PNG, PSD

Prehled riiznych druhii ukladani barev, jejich barevna hloubka, pocet moznych barev na

pixel a obvykly nazev ¢i pouZiti.

Pozn. - Barvy jsou vybirdny jen z piedem definované tabulky barev (palety).

Pro fotografii maji vyznam posledni 3 Zluté oznacené fadky. VSechny fotoaparaty

bez vyjimky pouzivaji 24 biti na pixel (8 bitlh na kanal), coz je i1 standard

nejpouzivanéj$iho formatu JPEG. Nékteré kvalitni fotoaparaty (zejména DSLR) maji

12bitovy A/D pievodnik (mySleno na kanal) a umoZznuji tak pouZzivat i 36bitovou

barevnou hloubku na pixel. Pro velmi narocné aplikace, zejména pro editaci obrazki, se

pouziva dokonce 48bitova hloubka, kterou ale umi z béznych formatt jen TIFF, PNG

a PSD.



1.4. Formaty pro ukladani fotografii
1.4.1. JPEG

Idedlni a specidlné pro fotografii navrzeny format pro ukladani fotografii je JPEG
(Joint Photographic Expert Group). Stal se Siroce akceptovanym standardem praveé
v digitalni fotografii a snad neexistuje fotoaparat, ktery by snimky neukladal pravé ve
formatu JPEG. JPEG pouziva ztratovou kompresi, ktera z fotografie odstraiiuje okem
nepostizitelné detaily zejména v oblasti barev, kde je oko mnohem méné schopné
rozliSovat malé rozdily nez v oblasti jasu. Pfi kompresi je mozné nastavit Siroky rozsah
stupnit komprese, a tak se JPEG hodi jak pro pomérné naro¢né aplikace, kde zalezi na
kvalité obrazu, tak i pro aplikace, kde je prioritni velikost souboru (mail, web). Findlni
uspora velikosti souboru zalezi nejen na nastaveném stupni komprese ale i na obsahu
fotografie. Ostré fotografie plné jemnych detaild (napf. pole nebo trava) lze

zkomprimovat mnohem mén¢ nez napf. jemny portrét s rozostfenym pozadim.

I kdyz je JPEG komprese pomérné kvalitni, pfi vy$§im kompresnim poméru (nizsi
kvalit¢) se projevuje celd tada tzv. artefaktd - umélych a nechténych produkth
komprese, které v piivodnim obraze nebyly a obraz degraduji. Aby byly na ukazkach
artefakty co nejlépe vidét, jsou vSechny ukazky uklddany v kvalit¢ 0 = maximalni

komprese.

1.4.2. TIFF

Format TIFF (Tagged Image File Format) je standard pro vysoce kvalitni ukladani
obrazki v tiskovém primyslu. Umi pracovat jak s 8bitovou tak s 16bitovou barevnou
hloubkou na kanal a dokaze do jednoho souboru pojmout i vice obrazkii ¢i vrstev.

Pouziva se bud’ zcela bez komprese nebo s bezeztratovou kompresi LZW ¢i ZIP.

1.4.3. GIF

Format GIF (Graphics Interchange Format) nebo také GIFF (Graphics Interchange
File Format) je format uréeny zejména pro web a pro ukladani grafiky. Pro fotografie se
viibec nehodi, protoze pouziva tzv. indexované barvy. Jde o to, Ze tabulkou je mozné
definovat od 2 do 256 libovolnych barev (tzv. paleta), které se potom v obrazku

pouzivaji. Jiné barvy ale pouZzit nelze. To je velmi vyhodné pro grafiku s omezenou



barevnosti ale nevhodné pro fotografie. GIF format pouzivad bezeztratovou kompresi

a umoziuje pouzivat pruhlednost i animace.

1.4.4. PSD

Format PSD (PhotoShop Document) je interni format firmy Adobe pouZzivany
programem Photoshop. Prosel obrovskym vyvojem a dnes je snad nejobecnéjSim
formatem na uchovani grafickych dat. Uchovava fotografie i vektorovou grafiku,
umoznuje indexované barvy i barevnou hloubku 8 i 16 bitii na kanal, podporuje vrstvy,
Exif, animaci, prihlednost i zpravu barev. Aniz bychom tento format podrobné
popisovali, je to nejlepsi volba pro wuchovavani rozpracovanych fotografii
1 nejriznéjsich kombinaci fotografii, grafiky i textu. Sou¢asné umoZznuje pomoci vrstev
uprav uchovat kompletni historii Uprav fotografii a vracet se kdykoliv zpét. Dani jsou
ale obrovské soubory - 100 MB pro editovanou 6 MPix fotografii neni zaddnou

vyjimkou.

1.5. Zaklady digitalizac¢nich technik

Vlastni digitalni fotoaparat soucasné doby je pro biologickou préaci velmi vhodny.
Jeho rozliseni dosahuje kolem dvou az tii miliont pixeli- a to naprosto dostacuje pro
zakladni prace ve védé i pro publikovani vysledkii ve védeckém tisku.. Rozsah zoomu
je obvykle v ekvivalentu kolem 35- 110 mm. Digitalni fotoaparat resp. Cip je obvykle
méné citlivy nez fotoaparat klasicky resp. film- okolo 100 ASA. Nastaveni vys$$i
citlivosti (do 400 ASA) je mozné, ale miZze se zde uz objevit zrnéni jako vysledek
Sumu. S obecné niz8i citlivosti souvisi také mensi clonova c¢isla u digitalnich
fotoaparatii. Nékde konci clona na ¢isle 7, jinde na ¢isle 11. To pak souvisi s hloubkou
ostrosti, ktera miize byt- pfedev§im u makrofotografie- mensi nez je potiebné. Na to
musime myslet pfi vybéru vhodného fotoaparatu. Pro optimalni vybér ze Siroké palety
nabizenych pftistroji jsou pak diilezité nekteré detaily, které se v biologické laboratofi
nebo v terénu mohou skvéle uplatnit- jako jsou tfeba mechanickd odolnost, dobra
optika, vétsi rozsah zoomového objektivu, vEétsi vnitini pamét’ a podobné. Jak uz jsem

zminil vySe, dilezité mize byt clonové ¢islo toho kterého aparatu.



1.5.1. Koncepce "Védecké digitalni fotografie"

Zakladni charakteristiky védecké digitalni fotografie (Weyda, 2001a). Discipliny
velmi mladé- vzdyt doba jeji existence je desetkrat krat$i nez v piipad¢ fotografie
klasické.

V ptipadé digitalni fotografie je jeji vyvoj stale velmi rychly az zivelny. Dost uzivateli
zatim zfejmé¢ neciti potfebu vymezit digitalni fotografii jako samostatnou disciplinu,
protoze jim klasicka a digitalni fotografie (i ptes vnimané rozdily) splyva do jednoho
funk¢niho celku. A je to logické- digitalni fotografie je na prvni pohled velmi podobna
fotografii klasické- vzdyt’ kone¢nym produktem obou je obrazek zachycujici objektivni
realitu. Za podobnych svételnych podminek v urcitém rozmezi se jedna dokonce
o obrazky témet shodné. Ale tady je pravé ten hacek- digitdlni fotografie je shodna
s fotografii klasickou jen do urcité miry (Weyda, 2001a). Pfi Givahdch o postaveni

a vzajemném vztahu klasické i digitalni fotografie vychdzim z nésledujicich tezi:

1) Digitalni a klasicka fotografie jsou obrazové dokumentac¢ni metody

2) Digitalni fotografie neni zcela totozna s fotografii klasickou- a ani byt nemiize
(fotograficky pftistroj je sice vnéjSkové u obou typll témét shodny, ale princip

zaznamu je zcela odlisny)

3) Digitalni a klasicka fotografie mohou existovat vedle sebe a vhodn¢ se dopliiovat

4) V budoucnosti zcela jisté pfevazi z mnoha diivodt digitalni fotografie

5) Digitalni fotografie sehraje v lidském konani (vcetné védy) minimaln¢ stejnou

roli, jakou sehrala fotografie klasicka od svého pocatku az do soucasnosti.

Védeckou digitalni fotografii (VDF) se zde uvazuje "v uzsim smyslu", tedy digitalni
fotografii zalozenou na mobilnim digitdlnim fotoaparatu. Do VDF lze totiz do urcité
miry zafadit 1 dalsi ,okrajové“ typy zobrazovani, jako  napfiiklad:
+ fotografovani se statickymi CCD kamerami né¢kolika typti (v anglictiné se casto
oznacuji terminem digital camera a tento nazev v sob¢ zahrnuje jak digital, tak CCD
kameru)

« fotografovani “s digitdlnimi kamkordéry v tzv. ,,foto médu*



+ fotografovani riznymi typy skenerii a nekomercnimi zafizenimi se zabudovanym
CCD prvkem (Weyda 2002b). Soucasna digitalni fotografie (komercni digitalni
fotoaparaty existuji zhrubal2 let) méa nasledujici ptednosti (+) i nedostatky (-):
- mensi rozliSeni nez kinofilmové policko (nyni uz patfi minulosti-v roce 2002 byly
kone¢né ohlaSeny a na Photokiné 2002 ptedstaveny komer¢ni fotoaparaty s Cipem

o velikosti 24x36mm)

- digitalni fotoaparat nepodava barvy vérné, nebot zde pracuje na principu
interpolace (novy ¢ip X3 firmy Foveon,Inc. USA, zabudovany napt. do
profesiondlniho digitadlniho fotoaparatu SIGMA ziejmé tuto situaci zcela zméni)

- digitalni fotoaparat je relativné drahy (zatim minim. 2x)

- vétSinou absence vyménitelnych objektivli u amatérskych a poloprofesiondlnich

fotoaparatii
+ lze dosahnout vysledkl presahujicich moznosti fotografie klasické
+/- zatim maly soubor znalosti
+ relativné levny provoz (baterie)

+ fotografie na zacatku svého vyvoje, ocekava se dalsi prudky rozvoj (Weyda

2002b)

1.5.2. Digitalni fotoaparaty a védecka digitalni fotografie

Prikladti vyuziti digitalni fotogragie ve vyzkumu je uz hodné (Delange a Diana,
1999, Novakovd a Weyda, 2000, Ratner et al., 1999, Weyda, 1997, 1998, 1999 a,b,
2000 a,b,c). Nejcastéjsi je pouzivani digitalniho fotoaparitu jako dokumentacniho
zafizeni, v digitalni makrofotografii a dale ve spojeni s mikroskopem. Lze
dokumentovat 1 vysledky elektroforéz, digitalizovat snimky z elektronovych
mikroskopti atd. Velkou vyhodou né¢kterych digitdlnich fotoaparati je mozZnost
sekvencniho fotografovani, kde mizeme zachytit n€které pomalejsi casové posloupnosti
(cca 2 snimky za sec, u novéjSich "digitald" 1 30 snimki/sec v niz§im rozliSeni).
Prosvétlovaci desticku miizeme také pouzit pii digitalizaci negativnich snimki (desky,

planfilmy) z TEM tak, Ze je pomoci digitdlniho fotoaparatu nafotime.



Obraz lze pofidit napi. scannerem, digitalni fotografickou kamerou nebo digitalni
videokamerou.
Kvalita potizeného obrazu se odvozuje zejména od rozliSovaci schopnosti nastavené na
digitalizatnim zatizeni.
Od zvoleného rozliSeni obrazu se odvozuji dalsi zpracovatelské a analytické moznosti

digitalniho zobrazovaciho softwaru.

Vyssi rozliSeni obrazu umoziuje vétsi zvétSeni obrazu na monitoru PC beze ztraty

kvality (ostrosti, jasu, kontrastu) detaill, které chceme studovat.

1.6. CCD kamery

Jsou to zafizeni, jejichz snimaci jednotkou je — podobné jakou digitalniho
fotoaparatu — ¢ip. Obvykle to nejsou, na rozdil od digitdlnich fotoaparatli, samostatné
jednotky, ale jsou vétSinou upevnény k mikroskopiim, kde slouzi k zachyceni statického
i pohyblivého obrazu. Ve videomikroskopii patii pravé tyto kamery s CCD snimaci
k nejbéznéji pouzivanym. Jsou nékolikerého typu, podle zplisobu sniméani obrazu —
prokladany, neprokladany, kombinovany, atd. (Weyda 2001a).

Dtlezitou hodnotu, kterd udava kvalitu a cenu kamer, je samoziejmé rozliSeni
cipu.

Uplatiiuji se pfi snimani obrazu v elektronové, ve svételné mikroskopii — kde pevné
zakomponované CCD kamery do fluorescen¢nich nebo konfokalnich mikroskopti bézné
pracuji pti vlnovych délkéach odlisnych od viditelného svétla (Weyda 2000c). Konkrétné
ale tyto kamery maji pon¢kud odlisny CCD snimac, pravé kviili pozadované schopnosti
pracovat napf. i v UV oblasti. Spektralni citlivost je dana optickymi vlastnostmi
kiemiku, tj. 400 — 1100nm. Pouze specialné ptipravené CCD detektory jsou citlivé i
v UV oblasti pocinajici od 300, piipadné 200 nm (Reischig 2002). Citlivost CCD
snimacl lze extrémné zvysit ochlazenim na teplotu —100 °C (Plasek 1996). Pii vysokém
rozliSeni jsou schopny velmi kvalitniho zdznamu dynamickych dé&ji. Pfi niz$im

rozliSeni se mizou uplatnit pro zdkladni dokumentacni prace, pro webovou stranku, atd.



CCD kamery ve spojeni s digitalizacnimi adaptéry piekonavaji klasickou fotografii
v téchto parametrech:

- Mezni citlivost (moznost zaznamenat jednotlivé fotony)

- Rozsah pouzitelnych intenzit osvétleni

- Rozsah pouzitelnych vinovych délek

- Finan¢ni néklady na pofizeni a archivaci snimku

- Rychlost pofizeni vysledného obrazu

- Prostorové a klimatické naroky na archivaci obrazii

- Snadnost pfistupu k rozsahlym archiviim dat

- Moznosti automatické analyzy obrazu

- Moznost pfenosu obrazu na dalku (napf. po pocitacové siti)

- Moznost potizovat kopie bez degradace obrazu (Reischig 2002)

Jak dokonaly bude zédznam, jak kvalitn€¢ bude zpracovan (vyhodnocen,
zdokumentovan a archivovan), je ovlivnéno kvalitou obsluzného softwaru a vykonem

pocitace (Weyda 2002a).

1.7. Digitalni kamery

Piimo lze zobrazovat celé¢ ekosystémy, populace nebo jedince na samostatnych
obrazech (snimcich) nebo na jednotlivych statickych snimcich (z videa).
Pro zobrazeni detailnich snimkii z malé vzdalenosti je Zadouci pouzit makrokonvertor.
Pohyb organismi lze zachytit digitdlnimi fotografickymi kamerami v rezimu
sekvenéniho snimkovani (5 — 45 statickych snimkt rychlosti 1 — 2 snimky/sec - podle
typu kamery a nastaveného rezimu zdznamu).
Nékteré typy digitalnich fotografickych kamer lze piepnout do videorezimu a pouzit

jako videokameru.



1.8. Zobrazovani v ¢ase a digitalni videosekvence

Jestlize Ize digitalni videokameru piipojit k PC se specidlnim software zpracovani
obrazu, nabizeji se dvé moznosti:

Zobrazovani v Case znamend pofizovani vétStho mnozstvi snimkld s predem
naprogramovanym intervalem mezi snimky (hodiny, minuty, sekundy, milisekundy),
coz muze byt velmi uzitené naptf. pro zobrazovani ryhovani jiker, embryonalniho
vyvoje, zmén pii embryolarvalnich testech apod.Digitalni videosekvence je zaloZena na
pofizeni jednotlivych snimkli s minimalnim nebo definovanym casovym intervalem
mezi snimky a ulozeni vSech snimk do jednoho souboru jako sekvence. Tu lze

prehravat, editovat, ukladat, atd.

1.8.1. Adaptéry

Zobrazovani drobnych organismi, bunck
a makromolekul pfedpokladd pfipojeni
digitalni kamery k binokularnim lupdm nebo
mikroskoptim.
O kvalité¢ potizeného obrazu pak rozhoduje
kvalita optického systému, osvétleni, pouziti

svételnych filtri spolu s nastavenim kamery.

(gain, white balance, barevna teplota, rychlost zavérky, Groven nastaveni detailu, atd.).
Adaptéry pro pfipojeni kamery k mikroskopu neméni kvalitu obrazu, ale podobné
jako projektivy v klasické mikrofotografii zvétSuji obraz a redukuji velikost zorného

pole.

1.8.2. Skenery

Skenery jsou urceny oficidln€é pro snimani dvojrozmérnych ptedloh (tiskovin,
fotografii). Zpiisob vyuziti zélezi na typu skeneru. Ty se od sebe jesté lisi kvalitou
provedeni.

Ve veédé — k digitalizaci — mizeme predevsim uplatnit skenery ploché, negativni, ru¢ni.



a) Stolni skener

Laboratot digitdlntho zobrazeni v entomologii Entomologického ustavu AV CR
patfila v CR k jednim z prvnich, kterd propagovala vyuziti klasického stolniho skeneru
jako levného a pfitom rychlého a efektivniho digitalizaéniho zatizeni ve védecké
laboratotfi (Weyda 2001a). Stolni skener je plivodé urcen k digitalizaci 2D piedloh
papirového formatu. Hloubka ostrosti objektli zachycenych stolnim skenerem neni
velkd, ovSem postaci na rizné 3D piedméty. V biologické laboratofi je mozné
digitalizovat stolnim skenerem velké mnozstvi pfedmétl a to rychle, levné a kvalitné
(v bézném rozliSeni 200 — 1200 dpi). Dokonce je mozné snimat i Zivé organismy jako
zivoCichy (menSich rozmérl) a rostliny. Stolni skener zvladne za urcitych podminek

dokonce i predméty pohyblivé. (Weyda 2001d).
b) Rucni skener

Pro rychlou digitalizaci plochych biologickych objektd miiZze poslouzit i rucni
skener. Ma ovSem mensi dosazitelné rozliSeni nez skener stolni. Obvykle dosazitelné
rozliSeni se pohybuje okolo 400 dpi (u téch kvalitn¢jSich 1 1000 dpi). Rucni skener ma
také odliSny zplisob snimani predlohy — ptejizdi se ru¢né ptes predlohu (Weyda 2001a)

Pro strukturovanéjsi objekty a pro ty, pies nézZ neni mozné ru¢nim skenerem piejet,
lze vytvotit specialni vodici liStu, kterd umoziiuje piejet tésné nad predmétem bez
kontaktu skeneru s nim. Naptiklad pouziti tenkého skla umisténého nad objektem

(Limper 1993).
¢) Negativni skener

Ve védecké laboratofi se dobie uplatni i negativni skener. Plivodni ur¢eni tohoto
pfistroje je samoziejm¢ pro digitalizaci a pfenos obrazu znegativii (barevnych,
cernobilych) a diapozitivii do pocitace. To je velmi vyhodné naptiklad pfti katalogizaci
snimkti. Podobné jako skener stolni, 1ze i negativni skener vyuzit k netradi¢nim
feSenim, jako je tfeba snimani obrazu parafinovych nebo polotenkych fezl, tenkych
biologickych objektl atd. pfi vysokém rozliSeni. Negativni skener je ovSem velmi
kiehké zatizeni a pii danych postupech (na které neni konstruovan) je nutné jednat

jemné a kvalifikované, aby nedoslo k jeho poskozeni (Weyda 2001a).



1.8.3 PrisluSenstvi

Vychazi z ptisluSenstvi klasické fotografie (s nimZz je v mnoha bodech shodné).
Patii sem napt. externi blesk, filtry, pfedsadkové ocky, stativy, pouzdra a brasny a cela
fada dalSich drobnosti. Sem mizeme zatadit i konstrukei specifickych zatizeni, modulii
a podobn¢ pouze pro ucely védecké digitalni fotografie. To je otdzkou ptistiho obdobi

vyvoje védecké digitalni fotografie.

Piedevsim je vyhodné mit dostatek vyménitelnych pamétovych médii (smart card
nebo compact flash podle typu fotoaparatu). Také adaptér na pfimy pfenos obrazkl
z této karty do PC (adaptér simuluje disketu a dava se také do disketové jednotky) je

vyhodnéjsi (rychlejsi) nez relativné pomaly pfenos kabelem pies sériovy port.

Pro digitalni fotografovani je nezbytné mit v zasobé dostatek nabitych Ni-MH
akumulatorti a také je nutné mit k dispozici jejich nabijecku. Pro ztizené terénni
podminky s absenci moZnosti nabijeni elektrickym proudem jsou nyni k dostani
nabijecky na slune¢ni baterie (v terénni biologii velmi vyhodné). Vzhledem k jiz
zminéné niz$i citlivosti digitalnich fotoaparatt je diilezité spravné a dostatecné osvétleni
fotografované¢ scény nebo objektii. Vynikajici moznosti jsou profesiondlni svétla
(s korekei na denni svétlo), ale 1 jednodussi uspofadani je mozné. Vyhodnou skute¢nosti
je zde moznost kompenzace typu osvétleni elektronickou cestou (souvisi s tzv.
vyvdzenim bilé barvy). Makroptedsadky jsou periférie, které umozni vyuziti makro
modu, coz je zvlasté v biologii velmi vyhodné. Samoziejmé viceCockové asférické typy
jsou kvalitn€j$i. Nékdy prinese vynikajici vysledky jisté experimentovani s piipojenim
slozitéjSich makro-nastavcl, kdy miizeme dosahnout velkého zvétSeni (zde je nutné fotit
ze stativu) s vynikajici ostrosti kresby. Viibec experimentovani v digitalni fotografii je
to "pravé ofechové". Také nasazeni filtri je mozné a ma své vyhody. Takovy
polariza¢ni filtr je vynikajici pro fotografovani scén s lesky. Je ale celd fada dalSich

periférii vyuzitelnych ve védecké laboratofi (naptiklad diapozitivni nastavec).



1.9. Software

Zakladni operace s digitadlnim snimkem nevyzaduji Zadny specidlni software a daji

se provadét v jakémkoliv bézn¢ dostupném programu napi. Imaging for Windows®
(Kodak) nebo Microsoft Paint in Win95 by Microsoft Corp.
Software pro zpracovani obrazu je skute¢né cela fada a spada do rtiznych kategorii jako
jsou: Grafické komercni (napt. Adobe Photoshop, Corel Draw), grafické shareware
(napf. Paint Shop Pro, ACD See, Photo Styler), grafick¢ freeware (napt. GIMP,
ImageN), "image processing" komer¢ni (napi. Image Pro, MetaMorph, ACC Structure
and Object Analyzer, Lucia), "image processing" freeware (napi. NIH, Osiris, Iris),
specidlni programy pro digitdlni fotografii (napf. Hot Pixel, DCE Enhancer), dalsi
specidlni softwary: LUCIA system - Nikon (fa. Laboratory Imaging)DIPS -Digital
Image Processing System (SOFO Brno, doc. Druckmiiller)ACC Adaptive Contrast
Control- Structure and Object Analyser (SOFO Brno, doc. Druckmiiller),analySIS (Soft
Imaging System, Olympus)

Tyto programy nabizeji zdkladni operace s obrazem jako je uprava svétlosti,
ostrosti, kontrastu, konverze a komprese atd.

K védeckym ucelim se dnes pouzivd specidlni software. FlajShans a Rodina (2001)
zminuji pouzivani analyzatoru obrazu Cue 2 (Galai Inc., Izrael) od roku 1994 na
Vyzkumném ustavu rybaiském a hydrobiologickém ve Vodnanech. Od roku 1998
potom analyzator Olympus Microlmage for Windows v. 3.1 resp. 4.0.
Problematika tisku digitalnich obrazka je slozitd, nicméné moznosti se rapidné zlepSuji

1 pro bézné uzivatele.

1.10. Vyuziti digitalnich makrosnimku

Ve védecké laboratofi se nejvic uplatni digitdlni makrofotografie. Ta je, podobné
jako je tomu u fotografie klasické, podoborem digitdlni fotografie. Pro ptesnéjsi
rozliSeni mizeme oddélit tzv. digitalni fotografii "zblizka" (digital close-up
photography), kterd pracuje s finalnim zvétSenim fotografovaného objektu zhruba od
1:20 do 1:2 a "pravou" digitalni makrofotografii, kterd zachycuje objekt ve zvétSeni 1:2

az cca 10:1 (analogie rozdéleni v klasické fotografii pouzitym Daviesem, 1998).



Pii vétSich zvétSenich uz prechdzime do digitdlni mikrofotografie. Zakladni
inspiraci mizete najit v prcich Sawyera (1999) a nékteré biologické aplikace digitalni

fotografie v pracich Weydy (1997, 1999a,b).

Makroskopické snimky v rybarském vyzkumu aplikované na jedince (napt. celych
ryb) se pouzivaji pro pocitacovou analyzu meristickych a plastickych znakl. Ryba se
digitaln¢ fotografuje ve standardnich polohidch se 100 mm métitkem ke kalibraci
snimku. Snimky ryb se zobrazenymi méfenymi znaky a zjisténé hodnoty se ukladaji do

protokolu. (FlajShans, Jendrtlek, 2001)

Biometrika: Celé ryby se
zobrazuji pro  pocitacové
méteni meristickych ~ /

plastickych znak.

Rybu je nutno fotografovat ve standardnich polohach, aby byla umoznéna analyza
vsech pottebnych znakil. S rybou se zobrazuje objekt o znamé velikosti (kalibr), podle

néjz se zkalibruje zvétseni snimku. Vystup je v protokolu Report Generator.

Digitalni obraz poranéné ryby kormordnem a zplsob meéteni plochy téla a plochy
zranéni (s vysokou rozliSovaci schopnosti TIFF format) byl pofizen prostfednictvim

obrazového analyzatoru (Olympus Microlmage v. 4.0 sw).
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VeEk ryb se zjistuje skenovanim Supin na stolnim scaneru UMAX (s nastavenim
300dpi), pocitanim annulG na snimcich Supin a manualni méfeni jejich poloméru pro
zpétné zjiSténi rustu ryb nebo z histogramu liniového profilu RGB barev na ptimce,

prolozené polomérem Supiny (FlajShans, Jendrtlek, 2001).

Obraz Supiny kapra obecného skenovany kanceldtskym
scannerem UMAX s pomoci diandstavce, nasucho bez
projasnovani v solném roztoku: pfimka od stfedu Supiny
k okraji ukazuje mista odectu poloméru annuli v rezimu
manualniho métfeni v programu Microlmage.

(Flajshans, Jendrilek, 2001)
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Liniovy profil (histogram) intenzity
RGB komponent na téze pifimce. Spodni
vrcholy znaci nejtmavsi mista - tedy annuly.
Pii spravné kalibraci lze odecitat poloméry

annulii pfimo z automatického méteni.

Digitalni makroskopické snimky gondd slouzi k posouzeni gonad post mortem,

k ureni pohlavi, posouzeni stupné¢ vyvoje a TUplnosti pohlavnich vyvoda,

hermafroditismu, xenoestrogenniho ptisobeni vodnich polutanti nebo cileného zvratu

pohlavi k produkci monosexnich obsadek (Flajshans, Jendrilek, 2001).




1.11. Vyuziti digitdlnich mikrosnimki

Mikroskopické snimky napf. histologickych fezti rybimi gonadami slouzi
k morfologickym studiim, k posouzeni stupné¢ vyvoje podle druhu, pohlavi, véku,

vyvojového cyklu zrani gamet, k patologickym studiim zmén velikosti a tvari bunck,

s pomoci diferencidlniho barveni, aj.

Histologicky fez vaje¢nikem
diploidni samice lina obecného, Tinca
tinca L. Pfevazuji vakuolizované oocyty
a oocyty ve vitelogenezi. (Flajshans

1997).

Histologicky fez  rudimentarnim
vaje¢nikem Ctyfleté triploidni samice lina
obecného, Tinca tinca L. Prevazuji
zarodeCné bunky - oogonie, ojedinély
' oocyt v  protoplazmatickém  ristu.
(Diplomova prace Sedlacek, P., 1999,
. MZLU Brno).

Gamety — jikry a spermie (mikroskopické snimky) jsou studovany z hlediska
morfologie a fyziologie. Morfologickd sledovani piedstavuje predevSim méteni
velikosti jiker, spermii a jejich ¢asti (hlavicka spermie, bi¢ik spermie, akrozom spermie)
¢i povrchovych struktur (mikropyle jikry) v rezimu manudlniho méfeni. Aplikaci ve
fyziologii gamet piedstavuje méteni podilu pohybujicich se spermii, rychlosti pohybu

spermii a u jiker pak stanoveni polarizace jadra jikry jeseterovitych ryb.



Jikra lina obecného (Tinca

tinca), SEM, Linhart a kol. 2001

500 pm
s

Spermie lina obecného (7inca

tinca), SEM, Linhart a kol. 2001

Obrazy jsou ziskavany piimo v elektronické podobé z obsluzného SW SEM
(Pracovisté EM parazitologického tistavu AV CR v Ceskych Budgjovicich).
Vlastni méfeni je realizovino SW Microlmage 4.0 pomoci nastroje Manual

measurements



Me¢éteni podilu pohybujicich se jiker a rychlosti pohybu spermii vychézi
z videozaznamu mikroskopického obrazu, ktery je nasledné krokovan po jednotlivych
videosnimcich, které jsou digitalizovany fragmentem PC. Naslednym sloZenim

zdigitalizovanych snimk je ziskan barevny obraz drahy pohybu spermie, ktery je

podroben méfeni v rezimu manudlniho méfeni.

i

Digitalizace jednotlivych videosnimki, (Rodina, Flajshans 2005, seminai VFU)

Spermie lina obecného (Tinca tinca), testikularmi sperma, aktivace 40 mM NaCl,

60 s po aktivaci

Rychlost pohybu se pocita z
délky drahy pohybu  (méfené
nastrojem Manual measurements) a z
casu (urceného podle poctu a odstupu
B videosnimkl - snimkova frekvence
systému PAL 25 snimk za 1s)
motilita se pocitd jako procenticky
podil barevné zobrazenych spermii

1 na snimku




Ovocyt jesetera malého (Acipenser ruthenus), fez ovocytem fixovanym v Seroveé
roztoku prepardt je vyfotografovan pod stereomikroskopen digitdlnim fotoaparatem
a fotografie nakopirovany do PCvlastni méfeni je realizovano SW Microlmage 4.0

pomoci nastroje Manual measurements.

Polarizace jadra jikry se méfi vrezimu manualntho méfeni z digitalni

mikrofotografie fezu fixovanym ovocytem. (Flajshans, Jendrilek, 2001).

(Flajshans, Jendrilek, 2001)

Analvyza ploidie:

N o Erytrocyty diploidniho (vlevo)
. a triploidniho (vpravo) lina obecného, Tinca
tinca L. Barveni Giemsa - Romanowski.
Metitko 10 mm. Mikroskopie v tmavém poli,
- ﬂ montdz v programu Cue-2 Image Analyzer.

t-' I Snimek z publikace: Svobodova, Z., Kolatova,

m ©M. Flajéhans, 1998 J., Flajshans, M., 1998: The first findings of

the differences in complete blood count between diploid and triploid tench, Tinca tinca

L. Acta Vet. Brno, 67: 243 - 248.



1.12. FISH METODA

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) kombinovand s analyzou obrazu
umoznuje studium dvourozmérného (2D) a tfirozmérného (3D) uspotadani struktur
chromatinu. Pomoci fluorescencné znacenych DNA sond, za vyuziti fluorescencniho
mikroskopu, je mozno sledovat jaderné topografické charakteristiky genti, celych
chromozomi, centromerickych a telomerickych oblasti bunééného jadra. Obraz
snimany kamerou, kterd je napojena na fluorescenéni mikroskop, je moZzZno
digitalizovat a takto vytvoteny obraz podrobit dalsi analyze.

Kuptikladu k absolutnimu a relativnimu stanoveni poctu Zivych a mrtvych spermii
v ejakulovaném spermatu ryb ve fluorescenéni mikroskopii napf. ke zjiSténi
individudlnich rozdild mezi samci, vlivu doby a teploty kratkodobého skladovani,

medii, techniky kryokonzervace, polutantti ve vodnim prostiedi, atd.

Obr. Ing. M. Rabové ukazuje FISH
28S rDNA sondou (tedy podstatnou casti
genu pro 28S RNA) jedince sekavce
vardarského Cobitis vardarensis nesouciho
cytotyp ribosomalnich mist na

chromozomech M1T™™1+tM2+*M2+SM+SM

Rabova a kol. (2001)



2. MATERIAL A METODIKA

2.1. Metodicky postup vyhodnocovani oplozenych a neoplozenych jiker

Vlastni inkubace jiker probiha
v tzv. Zugskych ldhvich, kterymi
protékd voda, aby jikry mirné
cirkulovaly. Vackovy pladek kapra
obecného (Cyprinus carpio) se podle
teploty kuli (lihne) za 3 — 4 dny.
Nejpodstatnéjsi soucasti této prace

bylo zdokumentovani a nasledné

vyhodnoceni oplozenych ¢i

neplozenych jiker kapra obecného. Ke splnéni tohoto ukolu bylo vyuzito digitalni
fotografie. Fotografie byla provadéna pomoci digitalniho fotoaparatu Olympus C-7070
Camedia, z n&hoZ byly snimky nadteny do programu Olympus Microlmage™ v.4.0 for

Windows a ziskana data zpracovana v Excelu.

Pii odbéru jiker z ldhve, bylo pouzito dlouhé pipety. Nabrané jikry byly pomalu
vypustény na sklenénou misku a poté s miskou poloZzeny na Cerny podklad, aby mohly
byt vyfotografovany a byly lepe rozliSitelné oplozené (nazloutlé) a neoplozené
(vybledl¢,bilé) jikry. Fotografovani je nejlépe provadét pokud mozno takovym
zpusobem, aby nebyly na fotografii leskld mista, kterda mohou byt zpiisobena odrazem
svétla blesku od mokrych ploch misky. Fotoaparat byl umistén na stativu, ve

vzdalenosti 30 cm od vzorku, aby byla zachovéna stejna velikost a rozliSeni fotografie.

Po  nacteni fotografie do analyzy obrazu bylo mozno zacit s vlastnim
vyhodnocovanim. Byla zvolena metoda manudlniho i1 automatizovaného méftent,
protoze byl na fotografii zachovan kontrast mezi jikrami a pozadim i mezi jednotlivymi

oplozenymi ¢i neoplozenymi jikrami.



Princip manudlniho méfeni spoc€iva v tom, Ze béZné¢ nabereme jikry do pipety,
podivame se proti svétlu a spocitdime celkovy pocet jiker ve vzorku, pocet bilych
(neoplozenych) jiker a vyjadiime procenticky pomér mrtvych jiker k celkovému poctu
jiker. Vtomto piipad¢ jsme kurzorem mysSi oznaCovali jednotlivé jikry neoplozené

a nasledn¢ potom oplozené. Vysledky pak pomoci funkce DDE (dynamic data

exchange) ulozime do Excelu.

Obrazek  znazornujici
neoplozené (Cervené kolecko)
a oplozené¢ (zeleny kiizek)

jikry pfi manudlnim méfeni.

Obrazek  znazornujici
naprahované neoplozené
(¢ervené kolecko) a oplozené
(zluté¢  kolecko) jikry pii

automatizovaném meéieni.

Pfi automatizovaném méteni byly jikry naprahovany proti pozadi i vzdjemné mezi
sebou. Poté jsme kurzorem oznacili naptiklad prvni neoplozené jikry a na zéklad¢ jejiho

zbarveni (stejné hodnoty pixelu) byly soucasné automaticky oznaceny ostatni jikry



obsahujici totéz zbarveni. Nasledn¢ se pak vyhodnotily stejnym zptsobem jikry

oplozené. Ziskané hodnoty se opét ptevedly pomoci funkce DDE do Excelu.

Statistick¢ zhodnoceni dat naméfenych manualnim i1 automatizovanym méfenim

bylo provedeno parovym t-testem a Pearsonovou korelaci v programu Statgraphics.



3. VYSLEDKY

Snimek ¢.1

Snimek €. 1 Pocet % z celku
Oplozené 41 58,57
Neoplozené 29 41,43
Celkem 70

Tab. ¢. 1. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.1. manudlnim méfenim

Snimek €. 1

O Oplozené

B Neoplozené

59%

Graf ¢. 1. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 1.



Snimek 1 Pocet % z celku
Oplozené 64 83,12
Neoplozené 13 16,88
Celkem 77

Tab. ¢. 2. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.1. automatizovanym métenim

Snimek ¢. 1

17%

O Oplozené

M Neoplozené

83%

Graf ¢. 2. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 1.

Snimek ¢€. 2




Snimek 2 Pocet % z celku
Oplozené 85 83,33
Neoplozené 17 16,67
Celkem 102

Tab. ¢. 3. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.2. manudlnim méfenim

17%

Snimek €. 2

83%

O Oplozené

H Neoplozené

Graf ¢. 3. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 2.

Snimek 2 Pocet % z celku
Oplozené 89 84.761902
Neoplozené 16 15.238095
Celkem 105

Tab. ¢. 4. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.2. automatizovanym métenim

15%

Snimek ¢. 2

85%

O Oplozené

M Neoplozené

Graf ¢. 4. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 2.




Snimek €. 3

Tab. ¢. 5. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.3. manudlnim méfenim

Graf ¢. 5. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 3.

Snimek 3 Pocet % z celku
Oplozené 88 96,70
Neoplozené 3 3,30
Celkem 91

3%

Snimek €. 3

97%

O Oplozené
E Neoplozené




Tab. ¢. 6. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.3. automatizovanym métenim

Graf ¢. 6. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 3.

Snimek ¢. 4

Snimek 3 Pocet % z celku
Oplozené 86 92,47
Neoplozené 7 7,53
Celkem 93

8%

Snimek €. 3

92%

O Oplozené

E Neoplozené




Snimek 4 Pocet % z celku
Oplozené 217 93,90
Neoplozené 14 6,10
Celkem 231

Tab. ¢. 7. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.4. manudlnim méfenim

Snimek ¢. 4

6%

O Oplozené

H Neoplozené

A%

Graf ¢. 7. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 4.

Snimek 4 Pocet % z celku
Oplozené 220 95,65
Neoplozené 10 4,35
Tab. ¢ 8. Ziskané Celkem 230 hodnoty u

vzorku jiker ¢.4. automatizovanym métenim

Snimek €. 4

4%

O Oplozené

E Neoplozené

96%

Graf ¢. 8. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 4.



Snimek €. 5

Tab. ¢. 9. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.5. manudlnim méfenim

Graf ¢. 9. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 5.

Snimek 5 Pocet % z celku
Oplozené 104 94,55
Neoplozené 6 5,45
Celkem 110

5%

Snimek €. 5

95%

O Oplozené

E Neoplozené




Snimek 5 Pocet % z celku
Oplozené 108 99,08
Neoplozené 1 0,92
Celkem 109

Tab. ¢. 10. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.5. automatizovanym métenim

Snimek €. 5

1%

B Oplozené

B Neoplozené

99%

Graf ¢. 10. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 5

Snimek ¢. 6




Snimek 6 Pocet % z celku
Oplozené 188 87,04
Neoplozené 28 12,96
Celkem 216

Tab. ¢. 11. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.6. manualnim métenim

13%

Snimek ¢. 6

87%

O Oplozené

B Neoplozené

Graf ¢. 11. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 6.

Snimek 6 Pocet % z celku
Oplozené 188 81,74
Neoplozené 42 18,26
Celkem 230

Tab. ¢. 12. Ziskané hodnoty u vzorku jiker ¢.5. automatizovanym méfenim

Snimek €. 6

O Oplozené

E Neoplozené

Graf ¢. 12. Procentické zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker u vzorku jiker €. 6.




Porovnani oplozenosti mezi obé ma mérenimi
snimek €. 1

[Mira oplozenosti

v % 100,00

90,00 - 83,12
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 1 41,43
40,00 -
30,00 -
20,00 |
10,00 1

0,00

58,57

16,88

@ Neoplozené manualné W Neoplozené automatizované

O Oplozené manualné O Oplozené automatizované

Graf ¢. 13.  Porovnani procentického zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker

u manualniho a automatizovaného méfeni snimku ¢. 1

Porovnani oplozenosti mezi obéma mérenimi
shimek €. 2
[Mira oplozenosti
v %] 100,00
90,00 83,33 8476
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00
30,00 -
20,00 | 16,67 1524
0,00
O Neoplozené manualné B Neoplozené automatizované
O Oplozené manualné O Oplozené automatizované

Graf ¢. 14.  Porovnani procentického zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker

u manualniho a automatizovaného métreni snimku ¢. 2



Porovnani oplozenosti mezi obéma mérenimi
snimek €. 3

[Mira oplozenosti 96,70
v %] 100,00 ; 9247

90,00 A
80,00 A
70,00 -
60,00
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 A
10,00 A 3,30 7o

0,00 l—_

O Neoplozené manualné B Neoplozené automatizované

O Oplozené manualné O Oplozené automatizované

Graf ¢. 15.  Porovnani procentického zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker

u manualniho a automatizovaného métreni snimku ¢. 3

Porovnani oplozenosti mezi obéma mérenimi
snimek ¢. 4

[Mira oplozenosti
v °/o]

95,65

©
@
©

100,00
90,00 A
80,00 A
70,00 A
60,00 A
50,00 A
40,00 -
30,00 -
20,00 A

10,00 6,06 4,35
0,00 I s |

O Neoplozené manualné B Neoplozené automatizované
O Oplozené manuélné O Oplozené automatizované

Graf ¢. 16. Porovnani procentického zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker

u manualniho a automatizovaného méfeni snimku ¢. 4



Porovnani oplozenosti mezi obéma mérenimi
snimek €. 5

Mira oplozenosti 99,08
[ 5%] 100,00 94,55

90,00 -
80,00 A
70,00 A
60,00 A
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 A

10,00 - 5,45
’ 0,92
0,00 ' .

O Neoplozené manualné B Neoplozené automatizované

O Oplozené manualné O Oplozené automatizované

Graf ¢. 17. Porovnani procentického zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker

u manualniho a automatizovaného méfeni snimku ¢. 5

Porovnani oplozenosti mezi obéma mérenimi
snimek €. 6
[Mira oplozenosti
o 100,00
v %] 87,04
90,00 1 : 81,74
80,00 A
70,00 A
60,00 -
50,00 A
40,00 -
30,00 A
18,26
20,00 - 12,96
10,00 ] 1
0,00
O Neoplozené manuélné H Neoplozené automatizované
O Oplozené manuélné O Oplozené automatizované

Graf ¢. 18. Porovnani procentického zastoupeni oplozenych a neoplozenych jiker

u manualniho a automatizovaného méfeni snimku ¢. 6



Statistické vyhodnoceni t-testem ukazalo, Ze data naméfend manudlnim
a automatizovanym méfenim se ve vSech popisovanych piipadech statisticky vyznamné
liSila na urovni P < 0.05 a to i po vylouceni dat snimku €. 1, kde byla o¢ividna neshoda
mezi obéma zplsoby méfeni. Vypocet Pearsonovy korelace rovnéz nepotvrdil shodu

mezi obéma zplisoby méfeni.



4. DISKUSE

Tyto vysledky vsoucasné dobé nelze porovnavat se studiemi jinych autort.
Otazka posuzovani oplozenosti a neoplozenosti jiker pomoci riznych pocitaovych
programu je Casto diskutovéana, avSak nejsou dosud zndmy zadné konkrétni vysledky
v oblasti rybaiské biologie zabyvajici se touto problematikou.

Pii porovnani celkovych vysledkil mezi manudlnim a automatizovanym métenim
doslo k neshodam, které mohly byt zpiisobeny napiiklad odrazem svétla blesku od
mokrych ploch misky nebo nebyl zachovan kontrast mezi jikrami a pozadim i mezi
jednotlivymi oplozenymi ¢i neoplozenymi jikrami. Dale pak u automatizované metody
mohlo dochézet k chybnému pftifazovani nékterych jiker k neoplozenym nebo naopak
k oplozenym, coz mohlo mit za nasledek, Ze jikra nebyla jesté¢ dostate¢né probélala
a mé¢la kratkou dobu thynu. V mych vysledcich se ani v jednom piipadé neshodovaly
vysledky manudlniho i1 automatizovaného méfeni, vzdy se liSily o néjaké odchylné
procento. Problém byl vtom, Ze pfi automatizovaného méfeni u vétsiho poctu jiker ve
vzorku, analyzer obrazu vyhodnocoval (prahoval) seskupené jikry jako jeden objekt.
Takto naprahované jikry bylo nutné manualné délit mysi, aby doslo ke spravnému
spocitani.

Touto metodou se sice uSetfi Cas v lihni a proto se nemusi rovnou pocitat
oplozené ¢i neoplozené jikry, ¢imz staci jikry pouze vyfotografovat. Ale zase na druhou
stranu, Cas ktery je uSetfen na zacatku, pak stejné¢ vlozime do pfipravy obrazku ke
zpracovani.

Cili automatizovany systém, tak jak je znam v dne$ni dob& a jak jsem s nim
pracoval, se projevil vtomto piipadé¢ jako nevyhovujici a nelze ho zatim piimo
doporucit. Mozna by bylo U¢inng&j$i feSeni, jikry jen fotografovat a poté pocitat

oplozenost z fotografii.



5. ZAVER

V teoretické Casti prace jsem se zaméfil na sestaveni piehledu principii digitalniho
zobrazovani biologického materidlu a moznosti vyuZziti digitdlniho zobrazovani
v rybarské biologii. Digitalni zobrazovani pfindsi celou fadu moznosti od studia
makroskopickych snimki celych ryb az po mikroskopické snimky jednotlivych bunék,
napf. spermii.

V praktické Casti prace, zamétené na vyhodnocovani jiker standardnimi postupy
pouzivanymi v lihnaiské praxi bylo poukédzano na to, jaké jsou moznosti ve zpusobu
vyhodnocovani oplozenosti nebo neoplozenosti jiker automatizovanou a manudlni
metodou pomoci pocitacového programu analyzy obrazu. Tyto moderni digitdlni
technologie ndm nabizeji nové moznosti zpracovani vzorkd.

Pii porovnani obou metod jsem doSel k zavéru, Ze automatizovand metoda je
pofdd nedostacujici, jelikoz dochdzelo k zdménam pfifazovani jiker oplozenych
k neoplozenym a naopak. Myslim si, Ze tato metoda, tak jak jsem ji provadél ja, neni

dosud pouzitelna v praxi a méla by se jesté vice zkoumat dal.
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	Využití digitálního zobrazování v rybářské biologii
	Utilization of digital imaging methods in fisheries science

	1.1. Digitální zobrazování a digitalizace obrazu10


	Digitální zobrazování je jednou z výrazných metod digitalizace obrazu a během uplynulých deseti let se stalo často citovaným nástrojem vědeckého poznání (Weyda, 2000d). Je to prudce se rozvíjející oblast moderních technologií nabývající rapidně na významu ve sladkovodní  biologii a ekologii a i v dalších oblastech vědy. Současné publikace ve vztahu ke sladkovodní biologii se týkají širokého tématického spektra od satelitního nebo leteckého snímkování celých ekosystémů a vyhodnocování změn (Marshall a Lee, 1994, Phinn et al., 1999), zobrazování celých populací a odhady populační density/biomasy například u planktonu (Brown et al.1989), Verity et al. (1996), populace ryb (Beddow et al. 1996), přes analýzy obrazu jednotlivých organismů, protozoa parazitující na rybách  (Kane a Poynton  1994), jednotlivé ryby např. měření ryb nebo vyhodnocování barevných znaků (Tipping , 1994;  Magyary et al., 1998). Zobrazování průběhu fyziologických funkcí jednotlivých organismů - pokud možno průhledných (Daphnia magna,  Colmorgen a Paul, 1995), detekce změn zobrazováním na buněčné úrovni nebo na úrovni genomu melanofory u ryb – (Danosky a McFadden 1997), polyploidie ryb (Cormier et al.1993, Flajšhans  1997), až po zobrazovací detekce genů fluorescenční in situ hybridizací (FISH) (Rábová et al., 2001, Flajšhans, Jendrůlek, 2001). (Flajšhans, Rodina, Jendrůlek 2005).
	Už několik posledních let můžeme pozorovat
	v této oblasti procházel několika etapami. Především byla vidět snaha o dosažení vyššího rozlišení (kuriozní je, že zvyšování rozlišení se děje ve
	Tak široké pole uplatnění technik  digitálního zobrazování pochopitelně předpokládá:
	1.
	1. odpovídající technické vybavení  (hardware, software a periferie), které se může velice lišit výkonem, dostupností a cenou.
	Firmy vyvíjejí speciální aplikace pro obory, kde dostatek zájemců zaručí návratnost    investice do vývoje (medicína, průmysl,   kriminalistika, vojenství).
	V malém oboru, jako je rybářství, lze s výhodou využít řady medicínských nebo průmyslových  aplikací, případně sestavovat vlastní aplikační moduly formou maker.
	2.
	2. odpovídající stupeň znalostí obsluhy.
	1.1. Digitální zobrazování a digitalizace obrazu
	1.2. Teorie digitálního zobrazování


	Obraz je vizuální znázornění objektu nebo skupiny objektů (Olympus MicroImage™ 4.0 Reference Guide, 1999).
	Obraz je vizuální znázornění objektu nebo skupiny objektů (Olympus MicroImage™ 4.0 Reference Guide, 1999).
	1.2.1.Model RGB
	1.2.2.Model CMY a CMYK
	1.2.3. Model HSI
	1.2.4.Model YUV
	1.2.5.Šedá škála
	1.3.Pixel základní jednotka obrazu
	1.3.1.Body obrazu na palec (Pixels per Inch - PPI)
	1.3.2.Barevná hloubka (Color Depth, Bit Depth)
	1.3.3.Porovnání barevné hloubky
	1.4.Formáty pro ukládání fotografií
	1.4.1.JPEG
	1.4.2.TIFF
	1.4.3.GIF
	1.4.4.PSD
	1.5.Základy digitalizačních technik
	1.5.1.Koncepce
	1.5.2. Digitální fotoaparáty a vědecká digitální fotografie
	1.6. CCD kamery
	1.7. Digitální kamery
	1.8.Zobrazování v čase a digitální videosekvence
	1.8.1.Adaptéry


	1.8.2.SkenerySkenery jsou určeny oficiálně pro snímání dvojrozměrných předloh (tiskovin, fotografií). Způsob využití záleží na typu skeneru. Ty se od sebe ještě liší kvalitou provedení. Ve vědě – k digitalizaci – můžeme především uplatnit skenery ploché, negativní, ruční.
	1.8.2.SkenerySkenery jsou určeny oficiálně pro snímání dvojrozměrných předloh (tiskovin, fotografií). Způsob využití záleží na typu skeneru. Ty se od sebe ještě liší kvalitou provedení. Ve vědě – k digitalizaci – můžeme především uplatnit skenery ploché, negativní, ruční.
	1.8.3Příslušenství
	1.9.Software
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