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Streszczenie. Praca przedstawia metodg iloSciowego wyznaczania parametrow struktury
tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka, takich jak: powierzchnia, obwdd, $rednice Fereta,
wydtuzenie, zwarto$¢. W metodzie wykorzystano sktadane obrazy mikroskopowe wycin-
kéw tkanki uzyskane w optycznym mikroskopie konfokalnym. Zaprezentowano wyniki,
warto$ci $rednich i rozktadéw parametréw struktury dla rdzenia wewngtrznego i zewngtrz-
nego tkanki migkiszowej dwéch wybranych odmian (Solanum tuberosum v. ‘Danusia’
iv. ‘Kuba’). Badania przeprowadzono dla tkanki w stanie naturalnym, bez preparacji.

Stowa kluczowe: struktura tkanki roslinnej, obrazy mikroskopowe, parametry geometrycz-
ne struktury komérkowej, tkanka migkiszowa bulwy ziemniaka

WSTEP

Ekonomiczne uwarunkowania wspétczesnego rolnictwa zwigkszaja wymagania co
do lepszego wykorzystania produkowanej zywnosci, gtéwnie poprzez ograniczenie strat
plonéw i zwigkszenie przetwdrstwa. Wiaze si¢ z tym konieczno$¢ poznawania coraz
szerszej gamy wladciwosci fizycznych roslinnych surowcéw rolniczych, a takze ich
zmian w trakcie calego procesu technologicznego i przechowywania.

Do podstawowych fizycznych wiasciwosci rolniczych osrodkéw roélinnych — surow-
céw 1 produktéw — nalezy ich struktura. Struktura tkanki ro§linnej, ilo§ciowo opisana za
pomocg parametréw wielkosci i ksztaltu komorek oraz ich rozkladéw, jest cecha cha-
rakterystyczng badanych o$rodkéw i ma wptyw na zachowanie si¢ materialu w trakcie
calego procesu produkcyjnego, [Jackman i Stanley 1995, Fornal 1998, Haman
i Konstankiewicz 2000, Konstankiewicz i in. 2002a].

Do prowadzenia obserwacji i uzyskiwania obrazéw struktury zalecane sa metody
mikroskopowe niewymagajace wstgpnej preparacji probek, a ich iloSciowa analizg
mozna wykona¢ przy uzyciu nowoczesnych metod komputerowych [Cwajna i in. 1994,
Wojnar i Majorek 1994, Petran i in. 1995, Czachor i in. 2000, Pospiech i in. 2000, Kon-
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stankiewicz 2002a]. Nie istnieja uniwersalne metody i procedury komputerowe, ktdre
mozna zastosowa¢ do réznych typéw materiatéw. Wynika stad konieczno§¢ doboru
odpowiedniej metody uzyskiwania obrazu struktury oraz jego rejestracji i analizy, do-
branej do analizowanego obiektu [Pawlak i Krél 1999, Czachor i in. 2000, Pospiech
iin. 2000, Konstankiewicz i in. 2002a]. Przeprowadzenie analizy ilosciowej parame-
trow struktury mozliwe jest dla mikroskopowych obrazéw o dobrej jako$ci oraz wystar-
czajacej liczby elementéw strukturalnych, w przypadku tkanki roslinnej — komoérek
[Cwajna i in. 1994, Czachor i in. 2000, Gancarz 2002].

Parametry struktury maja istotny wplyw na wlasciwo$ci badanej tkanki, a szczegdl-
nie na wilasciwosci mechaniczne, [Haman i in. 2000, Konstankiewicz i in. 2001, Kon-
stankiewicz i Zdunek 2001, Zdunek i Konstankiewicz 2001]. Uktad $cian komorko-
wych spelnia rodzaj szkieletu przenoszacego naprgzenia, natomiast wielko$¢ poszcze-
gblnych komérek ma wplyw na naprezenia rozciagajace w $cianach komdrkowych
i w konsekwencji na inicjacj¢ pgknigcia. Nieodwracalne procesy pekania zachodza na
poziomie pojedynczych komdrek w miejscach o niskiej wytrzymato$ci, a dalszy ich
rozw0j uzalezniony jest od prawdopodobienstwa rozkladu wielkosci sasiadujacych
komérek. Powstaja w ten sposéb peknigcia wewnatrz obiektu, bardzo trudne do wykry-
cia, i obnizaja jego wytrzymato$¢, a takze stanowig zrédto zmian biologicznych prowa-
dzacych do ciemnych plam i zmian nekrotycznych. Uszkodzenia wewngtrzne widoczne
sa przewaznie dopiero u konsumenta lub w czasie obrébki przemystowej [Zgorska
1989, 1995, Haman i Konstankiewicz 2000].

Badania wykazuja, ze mikrostruktura ma wptyw na mechaniczna odporno$¢ tkanek
roslinnych w skali makro oraz na jako$¢ produktu koncowego [Pitt i Chen 1983, Pawlak
1 Krél 1999, Konstankiewicz i in. 2001, Zdunek i Konstankiewicz 2001, Bohdziewicz
2002, Czachor G. 2002, Fornal 2002].

Ciagle rosnace wymagania co do jakosci plonu sg szczegdlnie wazne w przypadku
ziemniaka, ktéry nalezy do powszechnie uprawianych roslin na $wiecie, a Polska zaj-
muje jedno z czotowych miejsc w jego produkcji. Problem lepszego zagospodarowania
ziemniaka wigze si¢ m.in. z ograniczeniem strat ze wzgledu na uszkodzenia wewngtrzne
bulw oraz z rozwojem przetwérstwa spozywczego i przemyslowego wymagajacego
surowca o coraz wyzszej jakosci [Zgérska 1989, 1995]. Dlatego tez do szczegdtowych
badan jako przyktadowa tkanke roslinng wybrano ziemniak.

W prezentowanej pracy przedstawiamy wyniki z zakresu mikroskopowych obserwa-
cji oraz wyznaczania geometrycznych parametréw struktury wraz z rozkladami tkanki
migkiszowej bulwy ziemniaka wybranych dwéch odmian ‘Danusia’ i ‘Kuba’. Badania
wykonano dla prébek w stanie naturalnym, bez preparacji, przy uwzglednieniu dwéch
rodzajéw tkanek — rdzenia wewngtrznego i zewngtrznego.

MATERIAL IMETODY

Do obserwacji struktury komérkowej tkanek roslinnych wykorzystujemy optyczny
mikroskop konfokalny (Tandem Scanning Light Microscope — TSRLM), ktéry umozli-
wia badania prébek biologicznych w stanie naturalnym, bez utrwalania i szlifowania.
Stosowane za$ obiektywy Plan 10/0.25 i 20/0.4, pozwalaja uzyskiwa¢ na jednym obra-
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zie od kilku do kilkunastu przekrojéw catych komdrek — rys. 1 [Petran i in. 1995, Kon-
stankiewicz i in. 2002a].

v Danusia

Rys. 1. Obraz struktury komérkowej tkanki bulwy ziemniaka odmian ‘Danusia’ i ‘Kuba’ dla Rw
i Rz — optyczny mikroskop konfokalny, obiektyw Plan 20/0.4

Fig. 1. Microscopic image of potato tuber tissue, var. ‘Danusia’ and ‘Kuba’ for the Rw and
Rz — optic confocal microscope, lens Plan 20/0.4

Rys. 2. Obraz struktury komérkowej tkanki bulwy ziemniaka ztozony z 16 pojedynczych obra-
z6w — optyczny mikroskop konfokalny, obiektyw Plan 20/0.4

Fig. 2. Composition of the 16 microscopic images of potato tuber tissue — optic confocal micro-
scope, lens Plan 20/0.4

Zastosowany precyzyjny, ciagly przesuw obiektu w ptaszczyznie x—y umozliwia
przeprowadzenie calej obserwacji (~20 obrazéw) jednej prébki w ciagu kilku minut, co
w warunkach stalej temperatury pokojowej (~20°C ) i wilgotnosci wzglednej powietrza
(50-60%) nie powoduje jej wysychania. System ten umozliwia precyzyjne zlozenie
kilku sasiadujacych ze soba obrazéw w taki sposéb, ze w efekcie otrzymujemy na jed-
nym obrazie duza liczbg (kilkadziesiat) caltych komdrek — rys. 2 [Gancarz 2002]. Proce-
dura taka utatwia uzyskanie wystarczajacej liczby komoérek (=300) do wnioskowania
statystycznego, wyznaczone $rednie sa reprezentatywne dla calej badanej probki [Kon-
stankiewicz i in. 2002b].

Technica Agraria 1(2) 2002
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Obrazy mikroskopowe otrzymane z optycznego mikroskopu konfokalnego wymagaja
pewnej procedury przygotowawczej do analizy parametréw struktury. Polega ona na
uzyskaniu szkieletu struktury w postaci siatki przylegajacych do siebie wielokatéw —
najczesciej sa to 6- 1 5-katy o réznych rozmiarach, utworzonych z odcinkéw laczacych
widoczne wezly $cian komérkowych. Tak uzyskane binarne szkielety obrazéw mikro-
skopowych mozna poddawaé komputerowej analizie w celu wyznaczenia parametrow
struktury, rys. 3 [Gancarz 2002, Konstankiewicz i in. 2002a].

Rys. 3. Szkielet struktury komérkowej tkanki bulwy ziemniaka uzyskany na podstawie obrazu
mikroskopowego pokazanego na rys. 2

Fig. 3. Skeleton of the cell structure of the potato tuber tissue according to the microscope image
from fig. 2

Rys. 4. Schemat pobierania prébek do badaf, Rw — rdzefn wewngtrzny, Rz — rdzen zewngtrzny,
T — wierzchotek, S — stolon, B — bok

Fig. 4. Schematic diagram of the collection of the samples, Rw — inner core, Rz — outer core,
T — top, S — stolon, B —side

Analiza obrazéw pozwala na wyznaczenie $rednich wartosci parametréw zwiazanych
z rozmiarem kazdej komoérki: powierzchni — A, obwodu — P, $rednic Fereta, maksymal-
nej — Fy.x 1 minimalnej — F;,, oraz z ksztaltem komérki: stosunku $rednic Fereta —
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Finin/Finax, wydtuzenia — E (stosunek réznicy maksymalnej i minimalnej $rednicy elipsy
wpisanej w komérke do sumy tych $rednic), zwartosci — C (16 A/PY). Oczywiscie wiel-
kosci te dotycza ptaskiego przekroju badanej struktury, dla liczby komérek N > 300.

Przeliczenie wynikéw — powierzchni, obwodow i §rednic — uzyskanych w pikselach
na jednostki dtugosci jest natychmiastowe na podstawie skali, ktéra mozna uzyskac
poprzez przeprowadzenie analogicznej analizy dla obiektu o znanych plaskich wymia-
rach. Do analizy statystycznej i uzyskania rozkladéw mierzonych wielkosci wykorzy-
stujemy program Excel.

Badania przeprowadzono dla tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka (Solanum tubero-
sum L.), dwéch polskich odmian: ‘Danusia’ i ‘Kuba’, ze zbioréw Zaktadu Przetwoérstwa
i Przechowalnictwa Ziemniaka Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Jadwisinie
w 2001 roku.

Tabela 1. Srednie wartoéci zmierzonych parametréw struktury wraz z odchyleniem standardo-
wym i liczba komoérek dla odmiany ‘Danusia’ i ‘Kuba’ oraz dla typu rdzenia

Table 1. Mean values of the structural parameters measured with standard deviation and number
of cells for ‘Danusia’ and ‘Kuba’ varieties and types of core

Rz Rw Rz Rw
(s.d) (s.d) (s.d) (s.d)
N 483 452 N 741 1375
13,1%* 13,8* 9,1 55
A (8,2) (7,4) A 6,4) 3,3)
P 559,3%* 552,1%* P 447,6 356,1
(170,5) (153,4) (166,5) (103,6)
- 148,0 146,6 122,7 95,7
ER 7.3) @og g T (47,0) 292)
£ - 112,0* 117,5% 2 - 90,1 73,4
a min (39,3) (37,7) ">. min (36,7) (24,0)
> 0,76 0,79 0,74 0,77
Fnin/Fmax 0,15) (0,13) Fnin/Fmax (0,16) (0,15)
0,33 0,28 0,35 0,32
E (0,16) (0,15) E (0,18) (0,16)
0,60 0,66 0,62 0,63
c (0,08) (0,08) ¢ (0,08) (0,08)

N - liczba komérek, A — powierzchnia (10° um?), P — obwéd (um), Fy, — maksymalna érednica Fereta (um),
Fuin — minimalna $rednica Fereta (um), E — wydluzenie, C — zwarto$¢, (s.d.) — odchylenie standardowe,
Rz, Rw — rdzen zewngtrzny i wewngtrzny, *oznacza warto$ci nierdzniace sig istotnie

N — number of cells, A — area (10° umz ), P — perimeter (um), F,. — Feret’s maximum diameter (um),
Fuin - Feret’s minimal diameter (um), E — elongation, C — compactness, s.d. — standard deviation, Rz,
Rw — outer and inner core, respectively, *marks values not differ significantly

Wybrano dwie odmiany ziemniaka o réznym uzytkowaniu — ‘Danusia’: §rednio p6z-
na, jadalna, duze owalne bulwy, przydatna do bezposredniej konsumpcji i do przetwor-
stwa na produkty mrozone i sterylizowane, oraz ‘Kuba’: $rednio wczesna, skrobiowa,
bulwy okragto-owalne, przydatna do przerobu przemystowego, jak i do przetwdrstwa na
chipsy i susze. Badane odmiany uprawiano na tej samej glebie i przy jednakowym na-
wozeniu, a zbiér przeprowadzano w fazie pelnej dojrzatosci zbiorczej, na przetomie
wrze$nia i pazdziernika (‘Danusia’ — rdzen zewngtrzny: zaw. suchej masy 21,9%, zaw.
skrobi 14%, odpowiednio dla rdzenia wewngtrznego: 17,9 i 11,3, ‘Kuba’ — 21,7 i 15,0
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oraz 19,3 i 13,0). Badania laboratoryjne prowadzono dla bulw przechowywanych,
w kontrolowanych warunkach temperatury i wilgotno$ci, nie dtuzej niz 2 miesiace po
zbiorze. Do obserwacji i analizy struktury wybrano dwa obszary tkanki migkiszowe;j,
rdzen zewnetrzny i wewngtrzny, z ktérych pobierano walcowe prébki, o wymiarach:
$rednica 10 mm, wysoko$¢ 1 mm. Schemat pobierania prébek pokazano na rysunku 4,
natomiast liczebnos$¢ komoérek uwzgledniona w badaniach zestawiono wraz z parame-
trami struktury w tabeli 1.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzone badania pozwolity na iloSciowe wyznaczenie parametréw geome-
trycznych struktury komérkowej dwoch rodzajéw tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka,
rdzenia wewngtrznego i zewngtrznego. Wyniki dla dwéch badanych odmian, dotyczace
wartos$ci §rednich wszystkich parametréw wraz z odchyleniami standardowymi zesta-
wiono w tabeli 1, natomiast uzyskane rozklady, przedstawiajace czgsto$¢ wystgpowania
danej cechy, zestawiono na rysunkach 51 6.

Wartosci $rednie parametréw opisujacych wielko§¢ komorek — powierzchnia, obwdéd
i $rednice Fereta — pokazuja, Ze wybrane do badan odmiany réznig si¢. Odmiana ‘Danu-
sia’ ma wigksze komdrki niz odmiana ‘Kuba’, zar6wno rdzenia wewngtrznego, jak
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Rys. 5. Rozktady pola powierzchni A i obwodu P komérek, Rw, Rz — odpowiednio rdzenia we-
wngtrznego i zewngtrznego, f, — czgstotliwos¢ wystgpowania

Fig. 5. Distribution of the cell surface area A and perimeter P of the cells Rw and Rz — inner and
outer core, respectively, f, — frequency occur
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Rys. 6. Rozktady Fiy/Fiax. Wydluzenia E i zwartosci C komoérek, Rw, Rz — odpowiednio rdzenia
wewngtrznego i zewngtrznego, f, — czgstotliwos¢ wystgpowania

Fig. 6. Distribution of the F;,/F ... elongation E and compactnes C of the cells, Rw and Rz —
inner and outer core, respectively, f, — frequency occur

i zewnetrznego. Odmiana ‘Danusia’ charakteryzuje si¢ tez malym zréznicowaniem
wielko$ci komérek migdzy badanymi rdzeniami, statystycznie réznice wielkoSci sa
nieistotne. Natomiast odmiana ‘Kuba’ wykazuje istotne zréznicowanie wielkosdci tych
dwéch typéw tkanek, komorki rdzenia zewngtrznego maja okoto 1,65 razy wigksza
powierzchnig niz komérki rdzenia wewngtrznego.

Wysokie wartoéci blgdéw standardowych moga by¢ zwiazane z trudnoscia jedno-
znacznego wybrania obszaru poszczegdlnych rdzeni przy pobieraniu probki do badan,
granica migdzy rdzeniami jest nieostra i pofalowana.

Parametry zwiazane z ksztaltem komorek — stosunek srednic Fereta, wydtuzenie,
zwarto$¢ — pokazuja, ze obie odmiany sa podobne. Zaréwno w odmianie ‘Danusia’, jak
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i ‘Kuba’ bardziej wydtuzone komoérki wystepuja dla rdzenia zewngtrznego (mniejsza
warto$¢ parametrow F,;o/F.x 1 C, natomiast wigksza warto$¢ E), co mozna zaobserwo-
wac takze na zaprezentowanych obrazach struktury na rysunku 1. Bardziej zr6znicowa-
ne pod wzgledem ksztattu komoérek sa rdzenie odmiany ‘Danusia’, co pokazuje réznica
zaréwno parametru E, jak i C.

Rozktady parametréw powierzchni (P) i obwodu (A) — rys. 5 — wykazuja, ze bardziej
jednorodne sa komdrki rdzenia wewngtrznego dla odmiany ‘Kuba’, okoto 60% komo-
rek ma powierzchni¢ i obwdd w bardzo waskim przedziale wielkosci. Natomiast od-
miana ‘Danusia’, podobnie jak wykazano powyzej, ma dla obydwu badanych rdzeni
rozktady zblizone i obejmujace szerszy przedziat wielkosci tych parametréw.

Rozklady parametrow zwiazanych z ksztaltem komoérek (rys. 6), pokazuja ze komor-
ki rdzenia wewngtrznego dla odmiany ‘Danusia’ maja wigcej komérek w waskim prze-
dziale wartosci parametréw F,;,/F.x niz dla rdzenia zewngtrznego. Rozktady parame-
trow wydtuzenia (E) dla obydwu odmian wykazuja, ze komdrki rdzenia wewnetrznego
sa mniej wydtuzone niz rdzenia zewngtrznego, szczegdlnie w przypadku odmiany ‘Danu-
sia’. Rozklady parametréw zwartosci (C) maja podobny ksztatt dla obydwu odmian, na-
tomiast wystgpuja réznice migdzy rdzeniami — wigksze w przypadku odmiany ‘Danusia’.

PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki pokazuja, ze struktura tkanki migkiszowej bulwy ziemniaka jest
charakterystyczna cecha badanych odmian ‘Danusia’ i ‘Kuba’. W eksperymentach
uwzgledniono rdzen wewngtrzny i zewngtrzny badanej tkanki obydwu odmian. Odmia-
na ‘Danusia’ ma wigksze komérki niz odmiana ‘Kuba’, zaréwno rdzenia wewngtrznego,
jak 1 zewngtrznego. Odmiana ‘Danusia’ charakteryzuje si¢ malym zréznicowaniem
wielko$ci komérek migdzy badanymi rdzeniami, statystycznie réznice wielkoSci sa
nieistotne, natomiast odmiana ‘Kuba’ wykazuje istotne zréznicowanie wielkosci tych
dwoch typoéw tkanek Dla obydwu odmian stwierdzono, ze komoérki rdzenia zewngtrzne-
go sg bardziej wydluzone niz wewngtrznego, szczegdlnie dla odmiany ‘Danusia’.

Zastosowane metody badawcze, zaréwno uzyskiwania obrazu mikroskopowego, jak
ijego analizy moga by¢ wykorzystane w badaniach innych struktur tkanek ro§linnych.
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DETERMINATION OF STRUCTURAL PARAMETERS OF POTATO TUBER
TISSUE, V. ‘DANUSIA’ AND V. ‘KUBA’

Abstract. The present work focuses on a method for quantitative evaluation of cell
structural parameters of parenchyma tissues of potato tuber such as: surface area, perimeter,
Feret’s diameters, elongation, compactness. The use method is based on analysis of tissue
section combine images obtained by an optical confocal microscope. Results of structural
parameters, mean values and distribution, for inner and outer core of potato tuber paren-
chyma of two chosen varieties (Solanum tuberosum v. ‘Danusia’ and v. ‘Kuba’) are
presented. Experiments were carried out for the samples in natural state, without prepara-
tion.

Key words: plant tissue structure, microscopic images, geometrical parameters of the cell
structure, parenchyma tissue of potato tuber
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