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Katedra Informatyki  Stosowanej  Politechniki  Lodzkiej
wspotpracuje z biologami z dwdch jednostek Uniwersytetu
Lodzkiego, ktore zajmujq sie badaniami procesow fizjologicznych i
zaktoceniami  rozwoju  roslin - powodowanymi  roznorodnymi
czynnikami zewnetrznymi. Celem wspotpracy jest opracowanie
metod automatycznego pomiaru wybranych objawow reakcji roslin
na stres przy zastosowaniu technik przetwarzania i analizy obrazu.
Rozwazano obrazy barwne przedstawiajqce wybrane reakcje
zarowno na poziomie komorkowym, np. w postaci anomalii mitozy i
uszkodzen chromosomow, jak i na poziomie tkankowym jako
przebarwienia oraz jako zmiany topologii i morfologii réznych
czesci roslin. W pracy zaprezentowano przeglad metod segmentacji i
rozpoznawania obrazow opracowanych przez autoréw w celu
automatyzacji pomiaréw tych reakcji obserwowanych u roslin w
skali mikro- i makroskopowej.
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1. WPROWADZENIE

Dynamiczny rozwdj technologii komputerowych wywiera istotny wptyw na
rozwdéj metod obserwacji i pomiaru w naukach biologicznych.

W niniejszym artykule zaprezentowano wybrane zagadnienia biologiczne
rozwigzywane przez autorOw metodami przetwarzania i analizy obrazu. Taki
zakres tematyki prac w Katedrze Informatyki Stosowanej PL zaistniat w zwiazku
z intensywna wspodtpraca z biologami z dwdch jednostek Uniwersytetu
Lodzkiego: Katedra Cytologii i Cytochemii oraz Katedra Fizjologii i Biochemii
Roslin. Dzigki zastosowaniu metod komputerowych rozwiazywane sa konkretne
zagadnienia wynikajace z badan statutowych tych jednostek, zwiazane z
eksperymentalna hodowla ro$lin w warunkach stresu biotycznego i abiotycznego.
Wyniki badan biologicznych wnosza istotny wktad w poznanie reakcji
fizjologicznych roé8lin hodowlanych na réznorodne szkodliwe czynniki
powszechnie spotykane w §rodowisku, w tym zanieczyszczenia metalami
cigzkimi, promieniowanie jonizujace i réznego typu patogeny.

Katedra Cytologii i Cytochemii bada gtéwnie zagadnienia wzrostu i rozwoju
roslin na poziomie komdrkowym. Z ta jednostka realizowano tematy:

— pomiar zawarto$ci DNA poprzez cytometri¢ komputerowa,

— wyznaczanie poziomu syntezy DNA komoérek ro$linnych znakowanych
radiograficznie,

— wyznaczanie indeksu mitotycznego w populacji komérek cebuli,

— badanie cech morfologicznych i topologii komérek tytoniu typu BY-2.

Druga jednostka - Katedra Fizjologii i Biochemii Ro$lin zajmuje sig
badaniem odpornosci ro§lin na stresy Srodowiskowe i choroby infekcyjne. W
ramach wspoétpracy realizowane byty tematy:

— ocena zmian topologicznych i1 morfologicznych korzeni pszenicy pod
wplywem abiotycznych czynnikéw stresu,

— ocena stopnia infekcji jabtoni zaraza ogniowa na podstawie badania zmian w
blaszkach lisciowych.

W zwiazku ze specyfika obiektow biologicznych oraz specjalistyczna
preparatyka stosowana przez biologéw badane obrazy wymagaty indywidualnego
podejs$cia w zakresie segmentacji, wyznaczania cech i rozpoznawania obiektéw.
Autorzy zaproponowali nowe podejscie migdzy innymi do wykonywania
obliczen indeksu mitotycznego, rozpoznawania topologii korzeni, czy oceny
ilo$ciowej zmian chorobowych roslin.
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2. OPRACOWANE METODY IDENTYFIKACJI I POMIARU
STUKTUR KOMORKOWYCH I TKANKOWYCH

Zaleznie od skali obiektéw analizom poddawane byly obrazy pobierane spod
mikroskopu, ze skanera lub z bezposredniej fotografii makroskopowej. Obrazy
mikroskopowe pozyskiwano za pomoca systemu akwizycji sktadajacego si¢ z
mikroskopu optycznego Olympus CH20 pracujacego w jasnym polu, podtaczonej
do trinokularu kamery CCD =z interfejsem USB i komputera osobistego PC.
Pracowano na obrazach o rozmiarach 786x576 (PAL) lub 1280x1024 piksele.

Rejestracj¢ obrazéw makroskopowych czg¢$ci roslin prowadzono przy uzyciu
cyfrowego aparatu fotograficznego lub popularnych skaneréw biurkowych i ich
firmowego oprogramowania dostarczajacego plikéw obrazowych w formacie
JPG. Obrazy byly skanowane z rozdzielczoscia 300 Iub 600 dpi. Rozpatrywane
metody przetwarzania i analizy obrazu realizowane byly jako zamknigte
aplikacje C++ (Builder) lub otwarte oprogramowanie dla srodowiska MATLAB
w postaci funkcji interpretowanych jezyka M lub skompilowanych w jezyku C++
do postaci MEX plikow.

2.1. Pomiar zawartosci DNA poprzez cytometri¢ komputerowa

Pomiary DNA metodami cytometrycznymi maja duze znaczenie w
medycynie i biologii przy diagnozowaniu ztosliwych nowotworéw, wykrywaniu
patologii tkanek, obecnos$ci antygenéw a takze réznego typu zakldcen i anomalii
w procesach wzrostu roslin [25]. Pozwalaja takze réznicowaé plemniki na
determinujace pte¢ meska lub Zeniska ze wzgledu na inng zawarto§¢ DNA w ich
jadrach. Diagnostyka opiera si¢ o badanie odchylen od spodziewanego ksztattu
histogramu catkowej gestosci optycznej badanej populacji jader komérkowych.
Catkowa gesto$¢ optyczna jadra komérki 10D (Integrated Optical Density)
odniesiona do gegstosci jadra wzorcowego o znanej masie DNA stanowi miarg
zawartosci DNA. Dokladno$¢ wykonywanych pomiaréw IOD determinuje
przede wszystkim etap segmentacji obrazéw jader. Mianem segmentacji okresla
si¢ proces podziatu pola obrazu na podobszary jednolite ze wzgledu na wybrane
kryteria rozrézniajace.

Metody segmentacji jader komoérkowych w celu pomiaru DNA znane z
literatury [5, 25] dotycza obrazéw mikroskopowych zbieranych przy matych
powigkszeniach (10x lub 20x) i1 zawierajacych wiele jader w ramach
pojedynczego kadru. Preparaty przygotowywane sa zazwyczaj w taki sposéb, ze
nie wystgpuja w nich jadra sklejone lub naktadajace si¢ na siebie. Nie zawieraja
rOwniez istotnych artefaktéw tla, ktére mogltyby by¢ mylnie zaliczone jako
obiekty podlegajace pomiarowi.
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Podczas pomiaréw wykonywanych przez autoréw zastosowano obiektywy o
duzych powigkszeniach (100x) i lokalne progowanie, unikajac w ten sposéb
wyréwnywania nieréwnomiernos$ci o$wietlenia (rys. 1).

a) b)
Rys. 1. Obszar zainteresowania (ROI) woko6t wybranego jadra komérkowego:
a) obraz DNA jadra utrwalonego metoda Feulgena wraz z otaczajacymi artefaktami,
b) profil jadra zidentyfikowany w wyniku segmentacji komputerowe;j
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Rys. 2. Przyktadowy histogram IOD badanej populacji 100 jader glonéw

Autorzy dysponowali prébkami z miedzyweztowymi komérkami glonow i
komérkami cebuli zanurzonymi w balsamie kanadyjskim, ktére zawieraly wiele
artefaktéw w tle, takich jak $ciany komoérkowe lub, w przypadku glonéw,
pozostatosci okrzemek.

Uwzglednienie tych zjawisk w autorskim algorytmie segmentacji [6]
umozliwito badanie wszystkich probek bez ich wstepnej selekcji, co potencjalnie
poprawia obiektywizm uzyskiwanych wynikéw pomiaru. Na rysunku 2
przedstawiono przyktadowy wynik dzialania proponowanego algorytmu
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pomiarowego — rozklad gestosci optycznej IOD badanej populacji jader
komoérkowych glonéw.

2.2. Wyznaczanie poziomu syntezy DNA komérek roslinnych
znakowanych radiograficznie

Badania poziomu syntezy DNA stanowia podstawowa metod¢ oceny
metabolizmu komérek i ich zdolno$ci reprodukcyjnych. Zmiany ilo§ci DNA w
populacji komdrek moga $wiadczy¢ o dziataniu zewngtrznych czynnikéw, ktére
hamuja ich wzrost. Synteza DNA polega na cyklu przemian biochemicznych, w
efekcie ktorych odpowiednie zwigzki wbudowywane sa w tafcuch kwasu
dezoksyrybonukleinowego. W eksperymencie zwanym autoradiografia jako
budulec zwiazkéw nukleinowych wykorzystywane sa izotopy (np. tryt “H), ktére
podawane sa w trakcie hodowli. Nastepnie miejsca wiaczenia izotopu wykrywa
si¢ dzieki naswietlaniu emulsji fotograficznej, natozonej na skrawki sporzadzone
z inkubowanej tkanki. Emulsja ta wytwarza ziarna metalicznego srebra w
miejscach naswietlania, widoczne w postaci ciemnych plamek na obrazach
autoradiograméw uzyskanych w $wietle przechodzacym mikroskopu (rys. 3).

Metoda ta badane sa réznorodne tkanki zwierzece i roslinne, w ktdrych
zachodzi intensywny podzial komoérek np. tkanka merystematyczna systemu
korzeniowego roSlin [4].

Nie opracowano dotad w dziedzinie badan radiograméw jednolitej metody,
powszechnie uznanej i stosowanej do wszystkich typéw znakowanych
preparatéw tkankowych. Podstawowe ograniczenie stanowi etap segmentacji
obrazu. Jej przebieg i zastosowane metody sa bowiem uwarunkowane wieloma
czynnikami, takimi jak struktura materiatu biologicznego poddanego obserwacji,
metody preparatyki czy technika obserwacji mikroskopowe;j.

Autorzy opracowali oryginalng metod¢ komputerowa zliczania ziaren
znacznika dla komérek merystemu korzeniowego rzodkiewki (Raphanus sativus
L.) wybarwionych metoda Feulgena. Zostala ona sprawdzona dla preparatéw
zawierajacych oderwane fragmenty cytoplazmy i1 jader oraz niespecyficznie
powstale ziarna srebra, ktére nalezato wyeliminowac¢ z rozwazan [7, 16]. Metoda
dokonuje oceny poziomu aktywnosci DNA zliczajac zaré6wno pojedyncze ziarna
radioznacznika jak i ich skupienia (aglomeracje), ktére przeliczane sa za pomoca
pola powierzchni tzw. ziarna referencyjnego. Powierzchnia ziarna referencyjnego
najczesciej stanowi $rednig powierzchni¢ obliczona dla wybranego pola ziaren
znacznika uwazanych za pojedyncze lub jest przyjmowana arbitralnie przez
biologa.



Rys. 3. a) Obraz zrédtowy komdrek korzenia rzodkiewki (oryginalnie kolorowy),
1-wskazuje przyktadowy, niewielki obiekt znacznika zachowany w petni po segmentacji,
b) obraz wynikowy z zaznaczonymi na czarno wykrytymi skupiskami ziaren srebra

Na rysunku 3 pokazano przyktadowy obraz oznaczonych radiograficznie
komérek rzodkiewki i wynik rozpoznawania ziaren znacznika za pomoca
omawianego algorytmu.

Dla oceny syntezy DNA brane byty pod uwagg jedynie ziarna wystepujace
na tle jader komoérkowych, Swiadczace o wewnatrzkomérkowej lokalizacji
izotopéw promieniotwdrczych wiazanych przez komorki w procesie syntezy
DNA. Ilosci znacznikéw i zajmowane przez nie pola mozna mierzy¢ poprzez
analiz¢ dwuwymiarowego obrazu preparatu obserwowanego w mikroskopie,
poniewaz izotopowe znakowanie preparatu ma charakter procesu
powierzchniowego. Stabiej wyr6znialne pod wzgledem jasnosci, niewielkie §lady
znakowania moga znajdowac si¢ tuz pod powierzchnia jader, nieco giebiej od
pozostatych obiektow.

Aby przeprowadzi¢ segmentacj¢ obrazu badanego autoradiogramu nalezato
wyznaczy¢:

— obszar skupien znacznikéw na podstawie ich obniZonej jasnosci,
— obszar wystgpowania jader komérkowych na podstawie ich podwyzszone;j
saturacji wzgledem tta preparatu.

Poziom aktywnosci DNA komérek merystematycznych definiuje si¢ jako
[22, 23]:

— $rednig ilo$¢ ziaren znacznika na powierzchni jednej komdrki w badanej
populacji lub

— catkowita, wyliczona ilo$¢ ziaren znacznika odniesiona do catkowitej
powierzchni wszystkich komoérek (jader) wyrazonej w jednostkach
powierzchni tych ziaren (lub w jednostkach fizycznych).

Do oceny umownej iloSci ziaren Ng zastosowano przeliczniki opisane
réwnaniami (1) i (2).
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gdzie: Ag — calkowite pole powierzchni ziaren znacznika, argr — pole
powierzchni ziarna referencyjnego, a, a. — zmierzona i graniczna wartos¢ pola
dla pojedynczych ziaren, Cg — ilo$¢ pojedynczych ziaren znacznika.
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przy czym: Ay — catkowite pole powierzchni badanych komoérek, Ag, argr — jak w
réwnaniu (1).

Sposéb 2 zawiera statystyczng korekte uwzgledniajaca nakladanie si¢ ziaren.
Opracowana metoda segmentacji zapewnia wyznaczenie zaréwno ilosci,
powierzchni poszczegdlnych ziaren (skupien ziaren) jak i catkowitego pola
powierzchni wszystkich badanych komoérek i stanowi podstaweg do okreslenia
stopnia aktywno$ci DNA w badanej serii autoradiogramoéw.

2.3. Wyznaczanie indeksu mitotycznego w populacji komoérek cebuli

Mitoza jest procesem przemian w jadrze komérkowym i cytoplazmie
komérek somatycznych organizméw, zmierzajacym do ich podzialu i
wytworzenia komdrek potomnych. Najwazniejsze przeobrazenia w trakcie
mitozy zachodza w jadrze komérkowym, ktérego material nukleinowy ulega
organizacji w chromosomy rozdzielane nastgpnie migdzy komérki potomne. Przy
pomocy mikroskopu mozna zaobserwowaé to jako zmiany liczby sktadnikéw
jadra komérkowego, ich ksztattu oraz potozenia (rys. 4). Czgsto proces mitozy
jest zaburzany — nastgpuje jej nienaturalne spowolnienie lub intensyfikacja,
czemu towarzyszy¢ moze takze uszkodzenie chromosoméw  oraz
nierdwnomierny ich podziat migedzy komérki potomne.



d)
Rys. 4. Obrazy jader komérkowych tkanki merystematycznej korzenia cebuli
w kolejnych stadiach mitozy: a) wczesna profaza, b) pézna profaza, c) metafaza,
d) anafaza, e) wczesna telofaza, f) p6Zna telofaza (pojedyncza komérka potomna)

Obserwacje wystgpowania podziatow komoérkowych oraz ich etapow w
populacji komérek prowadzone sa w badaniach oceniajacych wptyw réznych
czynnikéw chemicznych lub promieniowania jonizujacego na stan organizméw
[13]. Elementarnym wskaznikiem aktywno$ci mitotycznej populacji komorek
jest indeks mitotyczny MI wyrazajacy udzial procentowy komérek podlegajacych
mitozie w danej populacji (réwnanie (3)) [18].

MI=—7%(C/(8)=I) 3)

gdzie: Ci(S;)) - klasa przypisana i-temu elementowi S;eS zbioru danych
opisujacych jadra komorek, I — klasa oznaczajaca interfaze.

Wobec mozliwo$ci badania réznych tkanek, a takze zmienno$ci preparatyki,
nalezy stosowa¢ r6zne metody automatycznej obrobki obrazu w szczegélnosci w
zakresie segmentacji. Autorzy opracowali metody segmentacji, ekstrakcji cech
jader komérkowych oraz klasyfikacji stadiow mitozy dostosowane do preparatow
tkanki merystematycznej cebuli (Allium cepa).

Zaproponowano metod¢ wyznaczania kierunku podziatu komérek w obrazie
oraz wyodrgbniania poszczegélnych komoérek [8, 9] (rys. 5Sa i b). Wykorzystuje
ona wykrywanie krawedzi komdrek przy pomocy detektora Canny’ego [3] przy
réwnoczesnym maskowaniu krawedzi elementéw jader.
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Rys. 5. Przyktady segmentacji obrazéw: a) komoérek merystematycznych cebuli,
b) jednego z jader komérkowych z tego preparatu

W drugim kroku tej metody przeprowadza si¢ segmentacje jader
komoérkowych, ktére w zalezno$ci od stadium mitozy wystgpuja w postaci
chromosoméw lub chromatyny. Podstaweg jej stanowi lokalne progowanie pod
maska krawedzi elementow jadra w obszarze ROI kazdej komarki.

W celu przeprowadzenia klasyfikacji faz mitozy jadra komérkowe opisano
przy pomocy dobranej serii cech morfologicznych takich jak: liczba elementéw
jadra (NE), eliptyczno$¢ (EL), zwartos¢ (CP) oraz tekstualnych: kontrast (C7),
jednorodno$¢ (H), nierdwnomierno$¢ biezacej dlugosci (RLN). Cechy te zostaty
wykorzystane do budowy klasyfikatora faz mitozy w formie drzewa decyzyjnego
opartego o algorytm C4.5 [17] z progami dyskryminacji wyznaczanymi na
podstawie wspdtczynnika wzmocnienia informacyjnego (IGR) (rys. 6).

CP<Tge

IGR

RLN €Ty

CT<Te-

a)
Rys. 6. a) Proponowane drzewo decyzyjne dla klasyfikacji stadiéw interfazy I oraz
mitozy ~I, b) przyktadowy przebieg IGR dla CP na poziomie 1

W celu weryfikacji poprawno$ci algorytmu przeprowadzono wyznaczanie
indeksu mitotycznego dla populacji 172 komoérek cebuli. Szczegétowe wyniki
pomiaréw wraz z btedem estymatora i btedem klasyfikacji przedstawiono w
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publikacji [9]. Wskazuja one na mozliwo$¢ skutecznego pomiaru indeksu
mitotycznego populacji komoérek z wykorzystaniem proponowanych parametréw.

2.4.Badanie cech morfologicznych i topologii komérek tytoniu
typu BY-2

Pracownicy naukowi Katedry Informatyki Stosowanej PL oraz Katedry
Cytologii i Cytochemii UL opracowuja nowa metodg segmentacji obrazéw
mikroskopowych zawierajacych komorki tytoniu typu BY-2 (Nicotiana tabacum
L. cv Bright Yellow 2) hodowane w zawiesinie [12].

Komoérki ro$linne typu BY-2 posiadaja specyficzne cechy ulatwiajace ich
hodowlg takie jak szybki wzrost i fatwo$¢ synchronizacji cyklu komdrkowego
[16]. Linia BY-2 stanowi modelowy typ rosliny do badania stadiéw przemiany
komorek, ich fizjologii i oddzialywan migdzykomérkowych. Dlatego w ostatnich
latach obserwuje si¢ duze zainteresowanie cytologéw komoérkami tytoniu BY-2.
Dla celéw badawczych przeprowadza si¢ obliczenia rozmiaru, ksztaltu, ilosci
komoérek oraz zliczenia dlugosci tancuchéw komérek. Lancuchy te formuja sig
tuz po podziale komérki w fazie intensywnego namnazania. Niektére z
lancuchéw i pojedynczych komérek stykaja sig¢ z soba w preparacie lub sklejaja
w aglomeracje (klastry) (rys. 7). Nie maja one charakterystycznego ksztattu
elipsoidalnego i nawet nie tworza obiektéw wypuktych. Klasyczne metody
automatycznej segmentacji komoérek nie znajduja zastosowania w takim
przypadku.

Rys. 7. Przykladowe fragmenty obrazéw zawierajace: a) tancuch komérek tytoniu
z martwa komérka na jednym z koncéw, b) sklejenie wielu komérek

Do chwili obecnej autorom udalo si¢ przygotowac algorytm segmentacji
odrézniajacy tancuchy i pojedyncze egzemplarze komoérek od ich sklejen (rys. 7,
8). Poszczegdlne komoérki w tancuchach, zaréwno oddzielnych jak i stykajacych
si¢ ze soba, sa efektywnie rozdzielane i identyfikowane. Eliminacja sklejen
odbywa si¢ w oparciu o wykrywanie ich wielogateziowych szkieletow.
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a) b)

Rys. 8. a) Lancuch komdrek tytoniu stykajacy si¢ z pojedyncza komérka, b) wynik
segmentacji komoérek opracowana metoda WSHD (watershed) — wskazano miejsce
przewezenia, gdzie uzyto metody dziatéw wodnych dla transformaty odlegto$ci
obiektéw od tta

Stykanie si¢ tancuchéw identyfikowane jest poprzez wykrywanie ich
przewezen metoda dziatow wodnych (watershed) dla transformaty odlegtosci od
tla. Do separacji komoérek tancucha stosuje si¢ metode rozrostu wnetrz tych
komérek, az do linii krawedzi brzegowych tworzonych przez Sciany komdrkowe.

Wyniki segmentacji proponowana metoda dla populacji 130 komérek (25
obrazéw) tytoniu BY-2 przedstawiono w (tabeli 1).

Tabela 1
Rezultat zliczania komérek z uzyciem metody komputerowej analizy obrazéw
Nrr - 1lo$¢ obrazow 25
Nr —laczna ilo$¢ komérek (warto$¢ odniesienia) 130
N¢  —ilo$¢ komérek poprawnie wykrytych 123
Ny —ilo$¢ komérek nie wykrytych 7
N —ilo$¢ komoérek fatszywie wykrytych 3
N —ilo$¢ wykrytych sklejen 18
eg  — blad przeliczania komérek -3,1%
es — blad segmentacji 7,7%
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2.5. Badania systemu korzeniowego pszenicy

2.5.1. Pomiar dlugosci korzenia

Naturalna reakcja roslin na niedobér zwiazkéw pokarmowych lub szkodliwe
dziatanie czynnikéw biotycznych i abiotycznych jest zahamowanie wzrostu i
rozwoju oraz zmiana topologii organéw roslinnych. Do elementarnych metod
oceny wzrostu rosliny nalezy badanie systemu korzeniowego, jednak oznaczenie
wielu parametréw korzenia (dtugo$ci, objetosci, masy) metodami tradycyjnymi
bywa utrudnione i ucigzliwe. Na przyktad stosowana do tej pory przez biologéw
metoda pomiaru dlugosci korzeni wymaga mechanicznego oddzielenia ich od
siebie, a nastgpnie wyniki odczytywane sa za pomoca linijki [24]. Taki spos6b
pomiaru powoduje zgubienie informacji o topologii catego systemu
korzeniowego oraz jest obciazony tzw. btedami czynnika ludzkiego.

Oparta o analize obrazu, automatyczna metoda pomiaru dtugo$ci korzeni
wiazkowych opracowana przez autoréw [10, 20] wykorzystuje obrazy barwne
RGB korzeni siewek pszenicy pobierane ze skanera. Badane systemy korzeniowe
pochodzace z hodowli hydroponicznej nie wymagaja wstgpnego mechanicznego
oczyszczania. Przygotowanie ich do przeprowadzenia analizy polega na:

— mechanicznym oddzieleniu od ziarniaka poszczegdlnych korzeni wiazki,

— utozeniu tych korzeni obok siebie na szybie skanera, z kolorowym podtozem
(niebieske lub czerwone) o duzym nasyceniu barwy nie wystepujacej na
powierzchni tkanki.

Algorytm segmentacji obrazu w tej metodzie sktada si¢ z nastepujacych krokéw:

— przeksztatcenia obrazu wejSciowego RGB do przestrzeni koloru HCI (Hue,
Chroma, Intensity) [14],

— lokalnego progowania obrazu chrominancji C lub jednej z jej sktadowych
(czerwonej albo niebieskiej), metoda Bernsena [1] z interpolacja progéw;
zmniejsza ono btedy segmentacji wynikajace z potprzezroczystosci cienkich
bardzo uwodnionych korzeni.
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Rys. 9. Wynik przetwarzania obrazu systemu korzeniowego pszenicy:
a) zeskanowany obraz korzeni pszenicy, b) fragment systemu korzeniowego po
identyfikacji: (1), — korzen 1. rzgdu, (2),-(8), — korzenie boczne 2. rz¢du,
(9); —korzen 3.rzedu

Analiza obrazu po segmentacji obejmuje:

— szkieletyzacje obrazu binarnego korzeni zakonczona przycinaniem szkieletu
(pruning),

— odtwarzanie osobno struktury kazdego z podsysteméw korzeni wiagzkowych
jako drzewa grafu, poprzez $ledzenie jego drég sktadowych zgodnie z
mechanizmem wzrostu korzeni od poczatku korzenia 1. rzedu po najdalsze
korzenie boczne.

Metoda identyfikuje poprawnie zaréwno korzenie nie splatane jak i
przecinajace si¢ ze sobg (rys. 9a i b). Ze wzglgdu na wykorzystywanie plaskiego
obrazu w odniesieniu do tréjwymiarowej struktury drzewa korzeniowego nie jest
mozliwe rozréznienie korzeni naktadajacych si¢ na dtuzszych odcinkach. Nalezy
zapobiegac takiej sytuacji poprzez wtasciwe utozenie korzeni przed pomiarem.
W odréznieniu od znanych technik komputerowych analizy korzeni rozwazana
metoda nie wymaga do pobierania obrazu specjalnego typu skaneréw, ani
umieszczania korzeni w kuwecie wypetnionej woda.

Dtugosci  poszczegélnych korzeni skladowych sa mierzone przez
podpikselowe sumowanie ditugosci odcinkéw odpowiednich linii tamanych
szkieletu uprzednio wygtadzonych splajnami 3. stopnia. Przyktadowe wyniki
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pomiaréw korzeni gtéwnych 7-dniowych siewek pszenicy przestawiono w
(tabeli 2).

Tabela 2

Zestawienie sumarycznych dlugosci korzeni gtéwnych pszenicy na poszczegdlnych
obrazach przy zastosowaniu réznych metod pomiaru

Nr obrazu Metody
manualna Lebowitza Autorska
mm mm mm
1 261,0 270,94 257,35
2 263,0 268,61 254,32
3 246,0 254,03 241,35
4 220,5 233,25 217,95
5 288,0 295,78 281,65
6 413,0 433,90 409,92
7 406,0 421,07 399,03
8 481,0 497,81 470,69
9 441,0 456,85 431,63
10 466,0 481,55 454,44

W metodzie autorskiej uzyskano wyniki zblizone do rezultatéw manualnych
i lepsze niz w komputerowej metodzie Lebowitza [15] operujacej gorszymi
przyblizeniami linii $rodkowej korzeni.

2.5.2. Analiza przebarwien

Ekspozycja roélin na nikiel powoduje pojawienie si¢ na korzeniach
achromatycznych przebarwien. Ponadto w badaniach reakcji rodlin na czynniki
stresowe wystgpujace w Srodowisku czgsto stosuje si¢ metody barwienia
przyzyciowego prowadzace do wybarwienia korzeni np. na kolor czerwony (rys.
10). W zwiazku z tym w trakcie skanowania zastosowano kolorowe podioze o
wysokim stopniu nasycenia barwa niebieska, kontrastujaca z kolorem
przebarwien korzeni.

W  wyniku serii eksperymentéw opracowano komputerowa metode
wyliczania indeksu przebarwien achromatycznych D) rozumianego jako stosunek
facznego pola powierzchni przebarwien Ap do catkowitego pola Ag badanych
korzeni (réwnanie (4)), obecnych na jednym obrazie lub w pewnej ich populacji
[11].
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D, =2 )

Do oszacowania poziomu bledéw metody komputerowej zastosowano
manualne zliczanie przez specjaliste pikseli zdrowej i przebarwionej tkanki na
obrazie korzeni.

Rys. 10. Fotografia systemu korzeniowego pszenicy zmienionego pod wplywem
dziatania niklu (Ni). Plamy widoczne na korzeniu zostaly uwidocznione po barwieniu
przezyciowym na wykrywanie ligniny

Objetosciowa (wagowa) proporcje tkanki przebarwionej pod wptywem
stresu i tkanek zdrowych tradycyjnie wyznacza si¢ kosztownymi i
czasochtonnymi metodami biochemicznymi. Wyniki automatycznego pomiaru
indeksu przebarwien achromatycznych mogtyby zastgpowaé metodyke
biochemiczng po ustaleniu typu zalezno$ci i odpowiednich przelicznikéw.

Proponowany sposéb wyznaczania D; ze skanowanego obrazu wymaga
takiego samego przygotowania korzeni jak przy pomiarze ich dtugosci.
Identyczny jest takze etap segmentacji prowadzacej do uzyskania obrazu
binarnego (maski) wszystkich korzeni obejmujacej obszary wewngtrznych
przebarwien oraz szkieletu (linii Srodkowych) tych korzeni.

Aby wydzieli¢ pola Ap ciemnych przebarwien achromatycznych
przeprowadza si¢ dodatkowa segmentacje wewnatrz maski korzeni. Sklada sig
ona z nastgpujacych etapow:

— prébkowania szkieletu korzeni z odpowiednio dobranym krokiem,

— okreslenia lokalnego okna W wokét kazdego z punktéw prébkowania,

— lokalnej binaryzacji metoda rozmytych c-$rednich w obrebie maski korzeni i
wewnatrz kazdego z okien W,; wyniki binaryzacji sg u$redniane w zakresie
naktadajacych si¢ okien,

— eliminacji z klasy przebarwien achromatycznych ciemniejszych pikseli z
zabarwieniem tla (np. niebieskie).

Wykorzystywana metoda rozmytych c-$rednich (FCM) [2] minimalizuje
niepewno$¢ co do przynalezno$ci kazdego piksela do klasy normalnej albo
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przebarwionej tkanki korzeniowej. Jej realizacja w rozpatrywanym przypadku
oznacza iteracyjny proces poszukiwania w kazdym z okien lokalnych Wiy
minimum funkcji celu podanej w réwnaniu (5).

N 2

Jy=2 u'”“di—vj

ij

; &)

i=1 j=1

gdzie N to liczba pikseli, M=2 — ilo§¢ klas jasno$ci, m=>1 jest parametrem
,»rozmycia”, u; opisuje stopien przynaleznosci wartosci di piksela do klasy j, v;
stanowi $rodek klasy, a Il Il przedstawia norm¢ wyrazajaca odleglos¢ migdzy
warto$cig piksela i $rodkiem jego klasy. Na rysunku lla przedstawiono
zeskanowany obraz korzeni pszenicy, a na rysunkach 11bic w postaci biatych
plam natozono wyniki identyfikacji przebarwien uzyskane omawiana metoda
analizy obrazu.

9
Rys. 11. a) Zeskanowany obraz bialych korzeni pszenicy na niebieskim podtozu
z widocznymi ciemnymi, achromatycznymi przebarwieniami pod wptywem niklu,
b) wynik rozpoznawania przebarwien w formie biatych pdl natozonych na obraz,
c) zawarto$¢ okienka z obrazu b) w powigkszeniu
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2.6. Analiza symptoméw zainfekowania lisci jabtoni zarazg ogniowa

Zaraza ogniowa stanowi bardzo niebezpieczna chorobe bakteryjna roslin
wywotywana przez bakteri¢ Erwinia amylovora. Powoduje ona znaczne straty
gospodarcze przy uprawie jabtoni i gruszy oraz podlega obowiazkowi zwalczania
w krajach Unii Europejskiej, zwtaszcza na materiale rozmnozeniowym roslin.
Porazone pedy i liScie brunatnieja, a pdzniej czernieja lecz utrzymuja si¢ na
drzewie, co przypomina efekt spalenia (stad nazwa choroby). W opracowaniu
znajduje si¢ algorytm oceny stopnia infekcji zaraza ogniowa przy wykorzystaniu
metod analizy obrazu zakazonych i odpowiednio spreparowanych lisci jabtoni.
Reakcja lidci jabtoni na stres spowodowany infekcja jest pojawienie si¢ obszaréw
wydzielania nadtlenku wodoru (H,0,). Po ich wybarwieniu diaminobenzydyna
(DAB) w tych miejscach pojawiaja si¢ brazowe plamy, ciemniejsze od
pozostatych czgsci blaszki liscia. Jako miare stopnia zakazenia zaproponowano
iloraz IF catkowitego pola powierzchni brazowych plamek H,0, i tacznego pola
powierzchni blaszek w badanej populacji lisci o licznosci N (réwnanie (6)).

N

Z As,i
IF =5 (6)

(4, -A,)

gdzie: A; — pole powierzchni plamek i-tego liscia, Ay ; — pole powierzchni blaszki
i-tego liscia, A,; — pole powierzchni odjgtej z obliczen (zytkowanie).

Spreparowane licie jabtoni byly zanurzane w wodzie, a nastgpnie
fotografowane w rozproszonym $wietle przechodzacym, co umozliwito
obserwacj¢ plamek po obu stronach liscia. Uwidocznilo takze system zytkowania
licia (w szczegdlnosci pierwszego i drugiego rzgdu) posiadajacy odcien i barwe
zblizone do analizowanych plamek. Jego identyfikacja moze by¢ w przysziosci
przydatna dla ustalenia zaleznoS$ci rozktadu powierzchniowego badanych plamek
od bliskosci sieci zylek, ktére jako wiazki przewodzace moga stanowi¢ mozliwa
droga transportu czynnika chorobowego.

L]

a) b)
Rys. 12. a) Obraz liscia jabtoni (od spodu) z utrwalonymi $ladami H,O, w postaci
ciemnych plamek, b) ten sam 1i§¢ z rozpoznanym systemem zytkowania pierzastego
(1.12. rzedu)
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Zytkowanie 1. i 2. rzedu powinno zosta¢ wykryte w pierwszej kolejnosci i
wyeliminowane z blaszki, aby umozliwi¢ p6Zniejsze, jednoznaczne wykrywanie
plamek. Obecnie opracowano i przetestowano algorytm $ledzenia pierzastego
systemu zytek lisci jabtoni [21], dziatajacy w obecno$ci plam — utrwalonych
sladow infekcji (rys 12).

Algorytm ten wykonuje nastgpujace zadania:

— konwertuje obraz barwny (RGB) (rys. 12a) do postaci poziomdw jasnosci

(luminancji),

— wykrywa ciemniejsza od tta blaszke liScia poprzez progowanie obrazu
metoda Otsu,

— rozpoznaje polozenie szypulki liScia ulozonego zawsze poziomo od lewej
krawedzi obrazu i buduje odcinek startowy $ledzenia zytki gtéwnej,

— S$ledzi odcinkowo-liniowo zytke gtéwna liscia w kazdym kroku
minimalizujac funkcj¢ kosztu C(0) zaprojektowana przez autoréw (réwnanie

(7). (xys. 13)),

C(0)=k, +kC (8)—k,(C,(0.d,)+C,(6.d,)), (7)

gdzie: ko, ki, k, — odpowiednio dobrane state, 6 — kierunek predykcji, Cy, C,,
C; — sktadowe funkcji kosztu ($rednie jasno$ci wzdtuz 3 réwnoleglych
wektoréw predykcji) , d,, ds — odlegltosci rownolegtych wektoréw predykcji.
— wykrywa odprowadzenia zytek bocznych na liniach réwnolegtych do
gtéwnej zyiki,
— $ledzi kazde z odprowadzen bocznych (zytki 2. rzedu) na tej samej zasadzie
co zytke gléwna.

G
LT ,...--F
d C
Pe d1 - »0 Py, 6,d;=0
3
Cs

Rys. 13. Ilustracja symboli uzytych w réwnaniu funkcji celu: P.P, — gtéwny wektor
predykcji nowego kierunku $ledzenia pod katem 6, wyznaczajacy sktadowa C,
funkcji kosztu, d; (i=1,2,3) — odlegtosci towarzyszacych wektoréw predykeji, Cy, Cy,
C; — pozostate sktadowe funkcji kosztu nowego kroku
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3. UWAGI KONCOWE

Zaprezentowana praca miata charakter przegladowy, podsumowujacy
wyniki prac naukowych prowadzonych przez autoréw w przeciagu ostatnich
kilku lat. Wszystkie one miaty na celu opracowanie nowych metod automatyzacji
pomiaréw w biologii z wykorzystaniem technik analizy obrazéw. Tradycyjne
badania iloSciowe (np. chemiczne lub menualne) sa dlugotrwale, czgsto
kosztowne i zorientowane na wydobywanie informacji okreslonego typu. Ocena
wizualna materialu biologicznego, nawet przez ekspertéw, jest obciazona tzw.
btedem czynnika ludzkiego wynikajacym ze zmegczenia lub ztudzenia
optycznego. Komputerowa, ilosciowa analiza obrazu pozwala na obiektywizacje
pomiaréw, zwigkszenie ich doktadno$ci i zapewnienie powtarzalno$ci. W
omawianych zastosowaniach zazwyczaj jest ona uzupetniona wnioskowaniem
statystycznym umozliwiajacym odniesienie wynikdw pomiaru do badanej
populacji obiektéw. Uzyskanie poprawnych wynikéw takiej analizy wymaga
zachowania $cistego rezimu przygotowania prébek i starannego rozmieszczenia
obiektow zainteresowania w polu widzenia, aby ograniczy¢ liczbg przypadkéw
nierozpoznawalnych automatycznie i pozostawionych do rozstrzygnigcia przez
operatora.

Obrazy makroskopowe rejestruje si¢ najcz¢sciej przy uzyciu skaneréw lub
aparatow fotograficznych, mikroskopowe za pomoca kamer cyfrowych lub
aparatow podtaczonych do trinokularu. Nalezy w tym miejscu zwréci¢ uwage, ze
do peilnej automatyzacji analiz mikroskopowych w dostatecznie duzym polu
wymagany jest automatyczny naped XYZ stolika mikroskopu piezoelektryczny
lub pomocy silnikéw krokowych.

W ramach analizy komputerowej obrazéw biologicznych najwigksze
wyzwanie stanowi segmentacja obrazu. Najistotniejszym problemem dla
algorytméw segmentacji jest brak deterministycznej powtarzalno$ci rozmiaréw i
ksztattow obiektéw zainteresowania (mozna liczy¢ jedynie na statystyczna) oraz
duze ilosci artefaktéw zawartych w materiale biologicznym lub powstatych na
etapie preparatyki czy hodowli.

Niezaleznie od przedstawionych wyzej probleméw i ograniczen metody
cyfrowej analizy obrazéw stanowia efektywny sposéb ilo$ciowej oceny materiatu
biologicznego tworzacej podstawe do wyciagania wnioskéw naukowych.
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