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Metoda segmentacji obrazow jader komorkowych roslin
w cytometrii DNA
z heterogenicznym rozkladem wewnatrz jadra

1. Wprowadzenie

Pomiary DNA metodami cytometrycznymi maja duze znaczenie w medycynie i biolo-
gii przy diagnozowaniu ztosliwych nowotworow, wykrywaniu patologii tkanek, obecnos$ci
antygenow, a takze rdznego typu zaktocen i anomalii w procesach wzrostu roslin [4, 15].
Pozwalaja takze rdéznicowac plemniki na meskie i zenskie ze wzgledu na inna zawarto$¢
DNA w ich jadrach. Diagnostyka patologii opiera si¢ 0 badanie odchylen od spodziewane-
go ksztattu histogramu gestosci optycznej badanej populacji jader komorkowych. Catkowa
gesto$¢ optyczna 10D (Integrated Optical Density) jadra komorki odniesiona do ggstosci
jadra wzorcowego o znanej masiec DNA [1] stanowi miar¢ zawarto$ci DNA.

Wielkos$¢ 10Dy dla danego jadra komorkowego N definiuje sig jako

oDy = Y lom ™) (1)
peenen TrReF (%)

gdzie:
Iy (x, ) — warto$¢ luminancji w punkcie p(x, y) barwnego obrazu jadra,
Ippr (x, ¥) — warto$¢ luminancji tta w punkcie p(x, y).

Doktadnos$¢ wykonywanych pomiarow 10D determinuje przede wszystkim etap seg-
mentacji obrazow jader. Mianem segmentacji okresla si¢ proces podziatu pola obrazu na
podobszary jednolite ze wzglgdu na wybrane kryteria rozrézniajace.

Rozwazane obrazy jader komorkowych sktadaja si¢ z jasnych obszarow tta i ciemniej-
szych obiektow jader o znacznej dynamice zmian jasno$ci. Metody segmentacji jader ko-
morkowych w celu pomiaru DNA znane z literatury [2, 15] dotycza obrazow mikroskopo-
wych zbieranych przy matych powigkszeniach (10x lub 20x) i w zwiazku z tym zawieraja-
cych wiele jader w ramach pojedynczego kadru. Preparaty przygotowywane sa zazwyczaj
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w taki sposob, ze nie wystepuja w nich jadra sklejone lub naktadajace si¢ na siebie. Nie
zawieraja rowniez istotnych artefaktow tla, ktore moglyby by¢ mylnie zaliczone jako
obickty podlegajace pomiarowi. Stosuje si¢ wowczas segmentacje¢ bazujaca na wykrywaniu
krawedzi obiektow, progowaniu tych krawedzi i wypelnianiu wngtrza. Nastgpnie dokonuje
si¢ dyskryminacji wydzielonych obszaréw na podstawie ich ksztaltu i pola powierzchni.
Przy duzych wymiarach fizycznych obserwowanego pola preparatu bierze si¢ pod uwage
i koryguje nierownomiernos¢ oswietlenia tta. W naszych badaniach zastosowalismy obiek-
tywy o duzych powigkszeniach (40%, 100x) i lokalne progowanie, unikajac wyréwnywania
nierownomiernosci oswietlenia. Wykorzystywali§my preparaty wykonane z migdzywezto-
wych komérek glonéw i komorek merystemu korzeniowego cebuli, ktére zatopiono w bal-
samie kanadyjskim. Zawieraja one wiele artefaktow w tle, takich jak §ciany komorkowe
lub, w przypadku glonéw, pozostatosci okrzemkow. Powyzsze zjawiska wynikaja przede
wszystkim ze specyfiki wykorzystywanego materiatu roslinnego. Uwzglednienie ich w al-
gorytmie segmentacji umozliwia badanie wszystkich probek bez ich wstgpnej selekcji, co
podwyzsza obicktywizm uzyskiwanych wynikéw pomiaru.

W ramach algorytmu segmentacji zaproponowali§my wstgpna eliminacjg artefaktow
poprzez manipulacj¢ w przestrzeni kolorow RGB analizowanego obrazu. Segmentacjg
przeprowadza si¢ w celu okreslenia profilu jadra, przed wyznaczeniem catkowej gestosci
optycznej IOD zgodnie z rownaniem (1). Spos$rod znanych metod segmentacji wykorzy-
stujacych progowanie, detekcj¢ krawedzi, klasteryzacjg, rozrost i podziat obszaréw wybra-
no metodg iteracyjnego progowania wiclopoziomowego [3]. Jest ona najprostsza, najszyb-
sza w realizacji programowej i wykorzystuje rdézne stopnie zaciemnienia profilu jadra,
wynikajace z nierdwnomiernej koncentracji DNA. Ponadto badane jadra nie posiadaja zad-
nej widocznej jednolitej tekstury zachgcajacej do probowania innych metod. W przypad-
kach wystepowania grup jader stykajacych si¢ ze soba krawgdziami przeprowadza sig ich
separacj¢ z wykorzystaniem metody dziatdéw wodnych [13]. Jadra o naktadajacych si¢ pro-
filach nie sa brane pod uwagg, bo nie nadaja si¢ do pomiaru zawartoSci DNA.

2. Akwizycja obrazu

Stanowisko badawcze cytofotometru do pomiaru catkowych ggstosci optycznych ja-
der komérkowych zostato opracowane dla laboratorium Katedry Cytologii i Cytochemii
Roslin UL. Sktada si¢ ono nastepujacych modutow:

— mikroskopu optycznego OLYMPUS CH20 z halogenowym zrodtem $wiatta,
— kamery CCD SSC-DC50AP,

— karty akwizycji obrazu,

— komputera PC z systemem Windows.

Schemat blokowy cytofotometru przedstawiono na rysunku 1. Obraz mikroskopowy
powstaje w wyniku tlumienia $wiatta przechodzacego przez preparat zawierajacy badane
jadra komorkowe wybarwione metoda Feulgena. Stopien ttumienia $wiatta jest proporcjo-
nalny do zawartosci DNA w danym punkcie preparatu. Kamera CCD podtaczona jako trze-
ci okular mikroskopu zapisuje w matrycy obraz absorpcji §wiatla, ktory nastgpnie transmi-
tuje do komputera w standardzie PAL (768%576 pikseli) poprzez interfejs CVBS albo Y/C.
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Rys. 1. Schemat blokowy cytofotometru obrazowego: M — optyczny mikroskop absorpcyjny,
C — kamera CCD z interfejsem Y/C lub CVBS, FG — karta akwizycji obrazu, PC — komputer
z oprogramowaniem cytofotometru

Karta akwizycji ponownie digitalizuje obraz w celu umozliwienia dalszej obrobki pro-
gramowej. Badany preparat zawierajacy wybarwione jadra komorkowe rosliny ma postaé
cienkiego plastra tkanki ro§linnej pomigdzy dwoma szkietkami. Zostaje on umieszczony na
stoliku mikroskopu przemieszczajacym si¢ w kierunkach x, y, z, przestrzeni, aby wycentrowac
i zogniskowa¢ badana grupeg jader w polu widzenia kamery. Dla uzyskania poprawnych wyni-
kow pomiaru komponenty sprzgtowe cytofotometru musza spetnia¢ nastgpujace wymagania:

— Automatyczna regulacja wzmocnienia (AGC) kamery powinna by¢é wytaczona, aby
zapewni¢ jednakowe warunki ekspozycji niezaleznie od $redniej jasnosci obrazu.
W ten sposdb mozliwe jest porownywanie wszystkich obrazow jader z danej populacji
ze soba oraz odniesienie do obrazu jadra referencyjnego o znanej masie.

— Mikroskop musi mie¢ ustawiony staty poziom o$wietlenia dla badane;j serii preparatow.

— Karta akwizycji obrazu powinna by¢ wyposazona w programowalne, wejsciowe tabli-
ce konwersji (LUT) informujace za posrednictwem odpowiednio zaprogramowanych
koloréw o przekroczeniu zakresu sygnatu obrazowego.

Wybarwione jadra sa widoczne na obrazie cyfrowym jako spdjne zbiory pikseli ciem-
niejszych na tle jasniejszego tla, ze stopniem zaciemnienia proporcjonalnym do zawartosci
DNA. Wystgpuja w preparacie pojedynczo, oddzielone jasnym tlem lub formie grup obiek-
tow ztaczonych ze soba brzegami. Naktadajace si¢ na siebie obiekty nie sa brane pod uwagg.

3. Algorytm segmentacji

Na wyodrgbnienie profilu jader w obrazie sktadaja si¢ nastepujace etapy:

— konwersja w dziedzinie RGB prowadzaca do obrazu z 256 odcieniami jasnosci,

— dobdr prostokatnego obszaru ROI (Region Of Interest) obejmujacego segmentowany
obiekt lub grupg ztaczonych obiektow,

— estymacja liczby wyr6zniajacych si¢ poziomdw jasnosci obiektu jadra i jego tta jako
podstawowego parametru progowania wiclopoziomowego (wieloprogowania),

— wielopoziomowe progowanie obrazu jadra wydzielonego w obszarze ROI, zakonczo-
ne wyborem progu binarnego,

— climinacja artefaktow i obrobka morfologiczna binarnej maski jadra,

— separacja poszczegolnych jader ztaczonych brzegami w obrgbie wydzielonej grupy.
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3.1. Konwersja w dziedzinie RGB

Pierwotny obraz mikroskopowy z kamery moze zawiera¢ wiele artefaktéw wzmian-
kowanych we wprowadzeniu do niniejszego artykutu. Wigkszos¢ z nich nie podlega wy-
barwieniu charakterystycznemu dla DNA, nie ma wigc typowej dla tego wybarwienia pro-
porcji sktadowych R, G i B. W celu redukgji artefaktow autorzy zaproponowali odjgcie od
siebie niebieskiej 1 zielonej sktadowej koloru pierwotnego obrazu barwnego /.. Uzyskano
w wyniku obraz réznicowy I ; odwzorowujacy intensywnosci ttumienia $wiatla przez
DNA wyrazone przede wszystkim w sktadowej zielonej oryginalnego koloru. Mozna to
opisa¢ w formie zaleznos$ci

v Ip_g(p)=255-k -max (0, Iz (p)—15(p)) )
p(x,y)elc

gdzie Ip(p) oraz I;(p) oznaczaja sktadowa niebieska i zielona obrazu barwnego. Parametr &
jest dodatnim wspotczynnikiem wzmocnienia dynamiki sygnatu obrazowego, o wartosci
nie powodujacej przekroczenia zakresu [0, 255] w rownaniu (2). Przykladowy obraz r6z-
nicowy dla jadra z rysunku 4a pokazano na rysunku 4b.

3.2. Selekcja obszaru ROI

Odbywa si¢ ona w trakcie akwizycji poprzez regulacje stolika mikroskopowego
w plaszczyznie XY, w celu wprowadzenia pozadanych obiektow w pole obszaru prostokat-
nego ograniczonego ramka (rys. 2). Ponadto za pomoca myszki manipuluje si¢ rozmiarami
i potozeniem ramki ROI. Pozwala to na wybor obszaru zainteresowania takze w przypadku
obrazow wczesniej przechwyconych karta akwizycji i zapisanych w plikach.

Rys. 2. Wybor obiektu jadra w prostokatnej ramce ROI.
Kursory pokazuja mozliwo$ci manipulacji ramka ROI

Zastosowanie obszaru ROI ,lokalizuje” problem segmentacji w obszarze wokoét ba-
danego jadra.



Metoda segmentacji obrazow jader komérkowych roslin w cytometrii DNA... 303

3.3. Wielopoziomowe progowanie obiektu

Potrzeba progowania wielopoziomowego wynika z faktu, ze w obrebie jader komor-
kowych, w pewnych stadiach rozwoju obserwuje si¢ duza nierownomiernos¢ koncentracji
DNA. Mozna dostrzec co najmniej kilka réznych poziomoéw jasnosci obrazu skoncentrowa-
nych w wielu podobszarach (patrz rys. 4a). Zastosowanie progowania binarnego w takich
przypadkach skutkuje pozostawieniem wielu obszaréw jasniejszych, o mniejszej zawarto-
$ci DNA poza wyznaczonym przez algorytm profilem jadra (patrz rys. 4e).

Popularne metody progowania binarnego bazujace na zachowaniu momentow [12] lub
znajdowaniu maksimum entropii histogramu [8], w odniesieniu do wielu progdw wymagaja
znacznych naktadoéw obliczeniowych, takich jak rozwiazywanie uktadow réwnan lub wielu
operacji zmiennoprzecinkowych. W rozwazanym przypadku zastosowano prosta metode
progowania iteracyjnego ISODATA [3]. Zapewnia ona stabilizacj¢ rozwigzania juz po wy-
konaniu kilku do kilkunastu iteracji zaleznie od zadanej liczby progéow. Dla prostokatnego
obszaru ROI wyznaczamy histogram jasnos$ci 4 obiektu jadra i otaczajacego go tta prepara-
tu. Metoda jest zbiezna niezaleznie od wyboru punktu startowego.

Algorytm sktada sig z czterech nastgpujacych krokéw:
1. Przyjecia startowych wartosci progdéw histogramu /# w przedziale [LO, UP]

LO=Ty<T) <1, <..<T,_; <T,, =UP+1 3)

— najwigkszym zawierajacym na koncach niezerowe zliczenia A.

2. Wyznaczenia warto$ci $rednich m; histogramu w przedziatach /; =[7;_;, T;) pomigdzy
kolejnymi progami jako

> jxh())
)y _Jeli q<i< 4
l"l’l z h(]) ’ l n ( )
jel;

gdzie k > 0 oznacza numer kolejnej iteracji.

3. Wyliczenia nowych wartos$ci progoéw T, 75, ..., T,_; przy uzyciu wzoru
(k) _| M + M :
T, _\‘—‘ 2‘ , 1<i<n (5)

4. Powrotu do petli wyznaczania |; (punkt 2) w przypadku wykrycia zmian progach
T, l-(k) =T, i(k_l) dwoch ostatnich iteracji lub zakonczenia algorytmu w przeciwnym wy-
padku.
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Jako ostateczny prog binarny oddzielajacy profil jadra od tta przyjmuje si¢ najwyzszy
z progdéw uzyskanych z uzyciem przedstawionej metody. W wyniku progowania binarnego
otrzymuje si¢ wysegmentowany obraz w obszarze ROI:

v IgY (p)=
peROI

{255 Ip ¢(p)2T, 4 ©

0 Ipg(p<Ty,

gdzie:
p — piksel obrazu p(x, y) w obszarze ROI,
T, — ostatni wewngtrzny prog w rownaniu (5).

Autorzy zaproponowali okreslenie liczby i potozen progéow na podstawie wykrytej
liczby maksiméw lokalnych histogramu jasno$ci jadra 4(i) w obszarze ROIL. W tym celu
zastosowano metodg rekonstrukcji jednowymiarowej funkcji histogramu jadra (rys. 3). Hi-
stogram obrazu wzmocnionego przez wspotczynnik & w réwnaniu (2) nalezy skumulowaé
w przedziatach odpowiedniej szerokosci tak, aby nie pojawily si¢ w nim brakujace poziomy
jasnosci.

Algorytm tej metody jest nastgpujacy:

— h: histogram jasno$ci obicktu jadra,

— hy=h— b: marker histogramu 4,

—  hg = histogram maksimow £,

— w: szeroko$¢ filtru maksymalnego,

— i€ [LO, UP]: poziom jasnosci,

— k: numer iteracji,

— petlak,

— dla kazdego i: (hikﬂ 0= hbk(i)) — przerwij k,
— dlakazdego i: A, -l (i) « min(A()), max{hbk ():jew}),
— nowe k,

— dla kazdego i: hg(i) « h(i) — hy* (i).

Uzyskany histogram wierzchotkow /(i) zalezy od parametru przesunigcia b, ktory
dobiera si¢ dla danej klasy obrazoéw jader. Duze wartosci b skutkuja pominigciem maksi-
moéw o niewielkim wypigtrzeniu wzgledem swego otoczenia. Przesunigcie b uzalezniono
od $redniej wartosci histogramu:

b=ky - = — S k), ke (0,1] 7)

UP-LO+1 i /oup)

Dla badanych obiektéw liczba zadanych pozioméw progowania powinna odpowiadac
ilosci wykrytych maksiméw histogramu lub by¢ od niej nieznacznie wigksza — nie bardziej
niz o jeden lub dwa dodatkowe progi. Zbyt duza liczba progéw w stosunku do obserwowa-
nych poziomdéw jasnosci moze spowodowaé nadmierne przesunigcie ostatniego progu (bi-
narnego) w kierunku tta.
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Rys. 3. llustracja zasady wyznaczania maksimow histogramu:
h(i) — histogram badany, /(i) — marker histogramu £

3.4. Obrobka binarnej maski jadra

Zawiera ona nastgpujace procedury:

usunigcie obiektow binarnych o powierzchniach mniejszych niz najwigkszy badany
obiekt jadra (grupy jader),

usunigcie wehodzacych w obszar ROI obiektow zewngtrznych,

wypetnienie wewngtrznych obszaréw otoczonych maska jadra (,,dziury”) w celu uzy-
skania binarnego obiektu jednospdjnego,

morfologiczna operacja otwarcia [11] z uzyciem kolowego elementu strukturalnego,
w celu wygladzenia krawedzi jadra po progowaniu.

3.5. Separacja jader komorkowych zlaczonych w grupe

Decyzja o rozdzieleniu grupy zlaczonych jader komérkowych jest podejmowana in-
teraktywnie przez uzytkownika programu realizujacego proces segmentacji po wykonaniu
progowania wielopoziomowego (podrozdz. 3.3). Rozdzielanie wymaga bowiem znacznych
naktadow programowych.

Algorytm separacji sktada si¢ z nast¢pujacych pigciu etapow postgpowania:

1. Transformacja binarnego obrazu grupy, uzyskanego w wyniku progowania, do prze-
strzeni odlegtos$ci wyrazonej za pomoca 256 poziomdw jasnosci obrazu wynikowego
[15].

2. Erozja obrazu odlegtosci (z gradacja jasnosci) za pomoca kotowego elementu struktu-
ralnego.
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3. Rekonstrukcja [13] i dylatacja obrazu odleglosci grupy jader z uzyciem tego samego
typu elementu strukturalnego.

4. Wyznaczenie dziatéw wodnych [14] w obrgbie wejsciowej maski binarnej grupy jader.

5. Wybdr, zaleznie od znanej liczby ztaczonych obiektow, jednej lub wigeej linii dzialow
wodnych na podstawie najwyzszej sredniej jasnosci wyliczonej wzdtuz tych linii.

Transformata odlegloSci oznacza, ze kazdy piksel obrazu transformaty opisuje za po-
moca stopnia jasnosci swoja odlegtos¢ od najblizszego punktu tta oryginatu. Autorzy zasto-
sowali odwzorowanie odwrdcone, w ktérym punkty najwigkszej odlegltosci sa najciemnie;j-
sze (rys. 6b). Przyjeto takze euklidesowa miarg odlegtosci — indeks E w rownaniu (8). Ope-
racj¢ t¢ mozna zapisac jako:

Ipst(p)=kg -Pe(p-qac), PEN, qceCy ®

gdzie:
kp — wspotczynnik normalizacji odleglosci py do zakresu [0, 255],
Cy — zewngtrzny kontur binarnej maski obiektu N,
Ipgr — obraz transformaty odlegto$ci.

Erozja i dylatacja w przestrzeni odleglosci sa realizowane odpowiednio poprzez filtry
maksymalny i minimalny [10] z uzyciem kotowego elementu strukturalnego C(R;) o pro-
mieniu R. Erozja wytwarza obraz markera Iy, dla procesu rekonstrukcji. Dylatacja ele-
mentem strukturalnym o niezaleznie dobranym promieniu R, powigksza baseny obiektow
po rekonstrukcji w celu podkreslenia linii podziatu (rys. 6¢). Operacja rekonstrukcji wy-
konywana jest w otoczeniu o$miu sasiadéw z uzyciem obrazu odleglosci Ip;¢r jako maski
i obrazu Iz jako markera.

V Iprp(p)=max{Ipgr(q):qe C(p,R) NROI}

)
V Ipy (p)=min{Igpc(q):qe C(p,Ry) NROI'}
pe ROI q

gdzie:
C(p, R;) — kolowy wzorzec erozji,
C(p, R,) — kolowy wzorzec dylatacji,
Ipgr — obraz transformaty odlegtosci.

Rekonstrukcja [13] obiektéw odlegtosci umozliwia wychwycenie i poszerzenie obsza-
row maksimum odlegltosci wraz z rownoczesnym wytlumieniem fluktuacji jasnosci obrazu.
W ten sposob badane obiekty jader w obrazie transformaty przyjmuja posta¢ giebokich
basenow o gladkich $cianach, wyraznie oddzielonych od siebie jasnymi liniami podziatow.
Pozwala to na skuteczne dziatanie metodzie dziatow wodnych (watershed method), zmniej-
szajac zagrozenie nadmierng liczba uzyskanych linii podzialu. Wynik metody dzialéw wod-
nych stanowi obraz binarny



Metoda segmentacji obrazow jader komérkowych roslin w cytometrii DNA... 307

255 p(x,y)ed{l;}
V' Iy (P) = , i=12.n (10)
peROI 0 p(x,y)e{L;}
gdzie:
p(x,y) — punkt obrazu o wspotrzednych (x, y),
L; — linia i-tego dzialu wodnego.
Wynik segmentacji:
ROI
Isp6(P)=Twsu (p) | Igw (p), an

Lysy =WSHED(Ipyp,)

gdzie:
WSHED - procedura wyszukiwania dziatéw wodnych,
p — punkt obrazu o wspotrzednych (x, y),
Iysy — obraz binarny dzialow wodnych.

Obraz binarny Iyyg; po transformacji WSHED tworza biate linie dziatéw wodnych na
czarnym tle. Koncowy wynik segmentacji /¢g; jest suma logiczng obrazu linii dziatow
i binarnego obrazu jader IBWROI z réwnania (5). Zawiera on czarne obiekty grup jader na
biatym tle. W przypadku powstania nadmiarowych linii podziatow, te niepozadane eliminu-
je si¢ interaktywnie wskazujac je kursorem myszki. Stosowana jest takze eliminacja auto-
matyczna przy zatozeniu wypuktosci stykajacych sig¢ obiektow. Dla n potaczonych jader
komoérkowych pozostawia si¢ n—1 linii zawierajacych najwigksze jasnosci srednie w obra-
zie réznicowym Ip_; z réwnania (2).

4. Wyniki

Test proponowanego algorytmu przeprowadzono dla 25 jader merystematycznych ko-
morek cebuli w stadium profazy i kilku wybranych jader glonow, charakteryzujacych si¢
w wigkszo$ci oblymi ksztattami i duza zmiennos$cia koncentracji DNA w ich wngtrzu. Ba-
dania prowadzono na prezentowanym stanowisku w laboratorium Katedry Cytologii i Cy-
tochemii Roslin UL. Wyniki segmentacji zostaly zweryfikowane wizualnie i1 zaakceptowa-
ne przez specjalistow z zakresu biologii roslin. Stosowano obiektyw o powigkszeniu 100x%,
aby doktadnie okresli¢ profile jader i zmiany stopnia zaciemnienia.

Na rysunkach 4a—4d zilustrowano dziatanie przedstawionej metody wieloprogowania
na przyktadzie wybranego jadra komorkowego cebuli. Posiada ono nierownomierng kon-
centracj¢ DNA na powierzchni i w nawet w wyniku obserwacji wizualnej mozna wyodrgb-
ni¢ kilka wyraznie roznych poziomow jasnosci. Progowanie binarne z uzyciem pojedyn-
czego progu uzyskane za pomoca tej samej metody iteracyjnej daje efekt ,,gubienia” duzej
czesci profilu jadra (rys. 4e).
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Rys. 4. Etapy segmentacji jadra komorkowego: a) obraz luminancji badanego jadra;
b) obraz roznicowy sktadowej niebieskiej i zielonej w przestrzeni RGB; ¢) progowanie
z uzyciem trzech progoéw (cztery poziomy jasno$ci); d) wynik segmentacji
po zastosowaniu trzech progdéw; e) wynik progowania binarnego z jednym progiem
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Rys. 5. Etapy separacji pary zgrupowanych jader komérkowych

Wykresy na rysunkach 5a i 5b obrazuja dziatanie metody wykrywania maksiméw lo-
kalnych na histogramie jasnosci jadra komorkowego z rysunku 4. Obraz réoznicowy sktado-
wych koloru (rys. 4b) uwypukla zaktdcenia wystepujace w systemie podczas akwizycji ob-
razu. Nie wplywaja one jednak w sposob znaczacy na dziatanie omawianej metody.

a)

b)

Rys. 6. Etapy separacji pary zgrupowanych jader komorkowych: a) obraz binarny dwoch ztaczonych
jader komorkowych; b) odwrdocony obraz transformaty odlegtosci; ¢) transformata odlegtosci
po rekonstrukeji i dylatacji; d) uzyskana linia dziatu wodnego na tle obrazu rozdzielanych jader

Na rysunku 6 zobrazowano wybrane stadia rozdzielania pary jader stycznych ze soba,
ktore tworza wspdlna maske w wyniku progowania (rys. 6a). Odwrdcona transformata od-
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legtos$ci ich obrazu (rys. 6b) wykazuje duza nierownomierno$¢ zaglebien zwiazana z bra-
kiem gtadkosci linii brzegowych. Na tym etapie uzycie metody dziatdéw wodnych mogloby
prowadzi¢ do powstania wielu nadmiarowych linii podziatéw. Problem ten znika w wyniku
zastosowania proponowanej obrobki transformaty za pomoca rekonstrukcji i dodatkowe;j
dylatacji (rys. 6¢). Ostateczng lini¢ podziatu pokazano na rysunku 6d, w tle oryginalnego
obrazu.

5. Podsumowanie i wnioski

W niniejszej pracy przedstawiono metodg segmentacji obrazéw komorek wypreparo-
wanych z tkanki roslinnej w celu pomiaru zawarto$ci DNA. Opiera si¢ ona na wielopozio-
mowym, lokalnym progowaniu obiektéw jader wystepujacych pojedynczo lub potaczonych
w grupach. Rozwazane sa tylko grupy powstate wskutek brzegowego zetknigcia obicktow,
bez ich wzajemnego naktadania.

Proponowana metoda zostata zweryfikowana pozytywnie dla klasy jader merystema-
tycznych komorek cebuli w stadium profazy. Ich obraz w powigkszeniu 100x i 40x cha-
rakteryzuje si¢ losowym wystgpowaniem obszaréw wyraznie rézniacych sig¢ stopniem thu-
mienia przechodzacego swiatta. Wynika to ze specyfiki koncentracji DNA w obrgbie jadra
na badanym etapie rozwoju komorki. Pokazano, ze zastosowanie progowania wielopozio-
mowego daje w takim wypadku lepsze rezultaty segmentacji niz progowanie binarne.
Otrzymane wyniki segmentacji uzyskaty akceptacj¢ biologow. Zastosowana metoda progo-
wania iteracyjnego ISODATA charakteryzuje si¢ bardzo prostym i szybko dziatajacym al-
gorytmem. W perspektywie nalezatoby poréwnac doswiadczalnie efekty tej metody z inny-
mi algorytmami wieloprogowymi bazujacymi na zmodyfikowanej metodzie Otsu [9] lub
metodzie zachowania momentow histogramu [12].

Decyzja o rozdzieleniu grupy jader jest podejmowana interaktywnie, co eliminuje
trudno$ci zwiazane z automatycznym rozpoznaniem typu analizowanego obicktu jako poje-
dynczego albo ztaczonego. Przy zastosowanej metodzie rozdziatu takie rozpoznanie wyda-
je si¢ mozliwe pod warunkiem ograniczenia klasy badanych jader, np. do obiektow wypu-
ktych.

Przedstawiona metoda segmentacji jako cato$¢ jest wolniejsza niz inne proponowane
w cytometrii obrazowej [4, 1, 15]. Wynika to ze stosowania duzych powigkszen mikrosko-
pu i interaktywnego doboru obszarow ROI. Umozliwia ona algorytmom pomiarowym
uzyskanie duzych doktadno$ci wyznaczania 10D poszczegdlnych jader komoérkowych,
a takze ich powierzchni i obwodoéw wykorzystywanych jako wazne dane przy badaniach
cytometrycznych.
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