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Streszczenie. W pracy przedstawiano metodg zliczania ilo§ci owadobojczych nicieni. Metoda
ta wykorzystuje komputerowa analizg obrazu. W artykule przedstawiono stanowisko do po-
miar6w, omowiono metod¢ akwizycji obrazoéw i sposdb w jaki przeprowadzono analiz¢ obra-
zO6w. Zostala rowniez omowiona aplikacja napisana w srodowisku LabView.

Stowa kluczowe: komputerowa analiza obrazu, biologiczne $rodki ochrony roslin, nicienie

Wstep

W uprawach pod ostonami, w warzywnictwie oraz w rolnictwie ekologicznym stoso-
wane sg owadobdjcze nicienie jako $rodki ochrony roslin. Wymieszane z woda stanowia
ciecz robocza, ktora opryskuje sig glebg i rosliny. Przecigtna koncentracja nicieni w 1 litrze
cieczy wynosi od 500 tysigcy do 1 miliona sztuk. Dostarczane przez producentéw nicienie
jako biologiczny $rodek ochrony roslin sa zageszczone i znajduja si¢ albo w wodzie albo
zmieszane sg z talkiem lub zelem.

Aby okresli¢ doktadnie rzeczywiste stezenie owadobojczych nicieni w cieczy roboczej
nalezy je policzy¢ w probach pobranych z tej cieczy. Jest to jedyna metoda wyznaczania
ich koncentracji. T¢ metodg stosuje si¢ rowniez w badaniach laboratoryjnych nad nicie-
niami [Nilsson Gripwall 1999]. Nicienie liczy si¢ pod mikroskopem w okre§lonej pojem-
nosci cieczy. Aby utatwi¢ ten bardzo pracochtonny proces i poprawi¢ doktadnos¢ liczenia
uzywa si¢ szkietek z wyrysowang siatka, na ktore pipeta naktada si¢ ciecz z nicieniami.
Sztuki zlicza si¢ w poszczegolnych polach siatki a nastgpnie sumuje. Poniewaz nicienie sg
zywe podczas liczenia przemieszczaja sig, powodujac niedoktadno$ci. Zbyt duza koncen-
tracja nicieni w cieczy réwniez utrudnia doktadne ich policzenie, gdyz obiekty te sa trudne
do rozréznienia kiedy stykajq si¢. Ponadto na doktadno$¢ liczenia ma wplyw zmeczenie
obserwatora. Pomiary wykonywane ta metoda sg pracochtonne i czasochtonne. Podczas
przeprowadzania eksperymentu zachodzi niekiedy konieczno$¢ wykonania duzej ilosci
pomiaréw w krotkim czasie. Wymagane jest wtedy dorywczo zatrudnienie i przeszkolenie
dodatkowych obserwatorow.
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Celem pracy bylo: zbudowanie stanowiska pomiarowego i opracowanie aplikacji wyko-
rzystujacej metody komputerowego przetwarzania obrazu, ktdéra umozliwialaby przyspie-
szenie procesu okreslania koncentracji owadobojczych nicieni w cieczy oraz przeprowa-
dzenie badan doktadno$ci zliczania nicieni za pomoca zaprojektowanego stanowiska
1 stworzonego programu.

Materiatl i metoda badan

Podstawowymi elementami stanowiska pomiarowego (rys. 1) stuzacymi do pozyskiwa-
nia obrazu byt mikroskop stereoskopowy ,,Motic 168, ze sprzg¢zona z komputerem kame-
ra cyfrowa ,,Moticam 2300 o rozdzielczosci 3.0 Megapikseli. Kamera przylaczona zostata
za pomocg adaptera z soczewka 0,65 x do mikroskopu. Obraz cieczy z nicieniami przecho-
dzit przez obiektyw mikroskopu o powigkszeniu 0,7 razy.

Rys. 1. Stanowisko pomiarowe
Fig. 1.  Measurement setup

Materiatem uzytym w do przeprowadzenia badan doktadnosci zliczania nicieni za po-
mocg zaprojektowanego stanowiska z programem do komputerowej analizy obrazu byly
larwy inwazyjne owadobojczych nicieni Steinernema feltiae. Sa one stosowane jako biolo-
giczny $rodek ochrony roslin do zwalczania ziemiorek [Tomalak 2000].

Analiz¢ doktadnosci wykonywanych pomiaréw przy uzyciu komputerowej analizy ob-
razu przeprowadzono uzywajac modelowych cieczy roboczych, zawierajacych rdzne,
wczedniej oznaczone st¢zenia nicieni. Stezenia nicieni w cieczach wynosily w przyblize-
niu: 125, 250, 500 i 1000 sztuk w 1 ml wody. Pojemno$¢ poddawanych analizie prob cie-
czy z nicieniami wynosita 0,1 ml. Warto$¢ ta wynikata przede wszystkim z uzyskanej okre-
$lonej powierzchni obszaru pola widzenia kamery. Te same proby najpierw fotografowano
i zliczano w nich nicienie przy uzyciu komputera a nastgpnie obserwator zliczat w nich
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sztuki nicieni patrzac przez mikroskop. Dla kazdego z czterech stgzen nicieni pobrano po
5 prébek cieczy, ktore byly po 3 razy fotografowane. Nicienie obliczano automatycznie, za
pomoca komputerowej analizy obrazu. Przez obserwatora, klasycznie nicienie byty zli-
czane w tych samych probach z trzykrotnym powtorzeniem. Nastgpnie porownywano ze
soba $rednie wartosci wynikow liczenia nicieni obiema metodami dla poszczegoélnych
probek cieczy oraz srednie wartosci liczenia nicieni ze wszystkich probek dla cieczy o tym
samym stezeniu. Wyniki pomiaréw przedstawiono w tabeli 1. Réznice wynikéw pomiarow
w tej samej probie cieczy wykonane za pomoca komputerowej analizy obrazu wynikaty
z tego, ze nicienie w przerwach pomigdzy kolejnymi zdjeciami poruszaly sig, przemiesz-
czaly sig, i naktadaly si¢ na siebie, byly przez to mniej lub bardziej mozliwe do zidentyfi-
kowania przez program analizujacy. Na powstawanie niedoktadnos$ci liczenia metoda kla-
syczng mialo wplyw przemieszczanie si¢ nicieni pomigdzy kratkami pomiarowymi oraz
czynniki subiektywne jak np. spostrzegawczos$¢ obserwatora.

Tabela 1. Wyniki do§wiadczenia przeprowadzonego w celu weryfikacji komputerowej metody zli-
czania liczby nicieni

Table 1. The results of an experiment carried out in order to verify computer method allowing to
count the number of nematode

Analiza obrazu . . Odch. Pomiar klasyczny . . Odch.
Srednia Srednia
1 pom. | 2pom. | 3 pom std 1 pom. | 2 pom. | 3 pom. std
18 19 19 18,7 0,6 19 19 19 19,0 0,0
19 18 18 18,3 0,6 19 19 19 19,0 0,0
19 23 20 20,7 2,1 19 19 19 19,0 0,0
26 23 23 24,0 1,7 24 24 24 24,0 0,0
20 19 20 19,7 0,6 18 18 18 18,0 0,0
20,3 1,1 19,8 0,0
27 28 28 27,7 0,6 26 27 28 27,0 1,0
41 35 36 373 32 39 36 36 37,0 1,7
36 32 35 343 2,1 36 34 36 353 1,2
30 32 31 31,0 1,0 32 32 32 32,0 0,0
38 40 41 39,7 1,5 36 40 37 37,7 2,1
34,0 1,7 33,8 1,2
65 60 62 62,3 2,5 65 67 62 64,7 2,5
60 55 58 57,7 2,5 63 65 65 64,3 1,2
60 67 68 65,0 4.4 69 70 68 69,0 1,0
77 78 74 76,3 2,1 70 75 77 74,0 3,6
57 57 61 583 2,3 62 60 59 60,3 1,5
63,9 2,8 66,5 2,0
91 95 99 95,0 4.0 97 98 103 99,3 32
107 106 105 106,0 1,0 107 108 102 105,7 32
110 105 110 108,3 2,9 116 116 115 115,7 0,6
105 117 98 106,7 9,6 106 120 116 114,0 7,2
106 104 103 104,3 1,5 128 119 118 121,7 5,5
121 121 122 121,3 0,6
106,9 3,3 111,3 3,9

Zrédio: badania wlasne autoréw
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Zliczanie liczby nicieni na podstawie obrazu cyfrowego

Proces przetwarzania obrazu mozemy podzieli¢ na etapy przedstawione na rysunku 2.
W przypadku zliczania liczby nicieni najtrudniejszymi etapami bylo pozyskanie obrazu
oraz przetwarzanie wstepne. Pierwszym etapem procesu pomiaru za pomocg metod prze-
twarzania obrazu jest pozyskanie obrazu. W trakcie etapu pozyskania obrazu glownym
problemem bylo uzyskanie powtarzalnych warunkéw pomiaru.

Pozyskanie obrazu:
Powiekszenie,

Oswietlenie,

Rodzaj obrazu i rozdzielczosé

Pomiar wybranej cechy
metodami klasycznymi:

{Poprawa jakosci obrazu ™
Operacje morfologiczne,

Filtracja
(% /
/Segmentacja N

Wydzielenie z obrazu
obszardéw przeznaczonych

Cio analizy Y,

/Pomiary ilosciowe
Uzyskanie wielkosci ilosciowych
opisujacych okreslone

v \cechy analizowanego cbrazu.

[Wartoéc’: wielkosci mierzone;j: J ——l Estymacja wielkosci

pomiarowej

Rys. 2. Etapy procesu przetwarzania obrazu w trakcie operacji zliczania liczby nicieni
Fig. 2. Image processing stages during the nematoda counting operation

Warunki o$wietlenia byty dobrane w taki sposob aby uzyskac jak najwigkszy kontrast
miedzy nicieniami a tlem. Ze wzgledu na to, ze nicienie przebywaty w $rodowisku wod-
nym, ktérego powierzchnia byta zakrzywiona, miejscami o rdznej grubosci uzyskanie ob-
razu bez znieksztalcen oraz wewngtrznych odbi¢ $wiatta okazato si¢ trudne. Nastgpnym
problemem byl dobor odpowiedniej rozdzielczosci kamery i powigkszenia w uktadzie
optycznym. Ksztalt ciata nicieni jest podtuzny, stosunek dtugosci ich ciata (okoto 0,6 mm)
do szerokosci wynosi kilkanascie do kilkudziesigciu razy. Analizowany obraz musiat
obejmowac calg badang probke o objetosci 0,1 ml.

Kolejnym etapem procesu przetwarzania obrazu byta poprawa jakos$ci obrazu. Ten etap
procesu przetrwania obrazu oraz wszystkie nastgpne realizowane byly w $rodowisku
LabView 7.1 firmy National Instruments. Uzyskane z pierwszego etapu zdjgcia probek
z nicieniami charakteryzowaty si¢ niejednorodnym tlem z wyraznie widocznym krawe-
dziami obszarow w ktorych zmieniala si¢ grubos¢ warstwy wody. Ponadto w cieczy znaj-
dowaly sig zanieczyszczenia w postaci drobin kurzu. Do wyeliminowania tych zaktocen
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zastosowane operacje morfologiczne, operacje na macierzy LUT i filtracj¢ medianowa.
Nastegpny etap polegal na segmentacji obrazu. Zastosowano do tego celu segmentacj¢ hi-
stogramowa oraz etykietowanie [Tadeusiewicz, Korohoda 1997]. Wyodrgbnione obszary
nalezato zakwalifikowaé jako nicienie lub jako zanieczyszczenia preparatu. Przeanalizo-
wano zbior 55 cech opisujacych wyodrgbnione obszary. Jednak najlepszym wskaznikiem
okazalo pole powierzchni obszaru. Wskaznik cech nie pozwalal na wyodrebnienie nicieni
ktore naktadaty si¢ na siebie i takie obszary na ktorych znajdowaly sig¢ najczgsciej dwa
nicienie byly klasyfikowane jako pojedynczy nicien.

Przeprowadzono analizg statystyczng poprawnos$ci dziatania metody zliczania ilo$ci ni-
cieni na podstawie analizy obrazu badajac hipotezg o rdwnosci $rednich z pomiarem wy-
konany metoda klasyczna. Uzyskano wynik na podstawie ktérego mozna stwierdzié, ze nie
mozna odrzuci¢ hipotezy. Prawdopodobienstwo, ze §rednie sa rowne na poziomie istotno-
$ci 0,95 wynosi 79%. Wyniki przedstawiono na rysunku 3.

120+

100+

Liczba nicieni

&0 B

4o .

20t 1 1 8

1 1
Analiza obrazu Meteda klasyczna

Rys. 3. Wyniki uzyskane przy zastosowaniu metody klasycznej i metody bazujacej na przetwarza-
niu obrazu
Fig. 3.  Results obtained using the conventional method and method based on image processing

Aplikacja do zliczania liczby nicieni

Calos¢ operacji zwiazanych z metodami przetwarzania obrazu bylo realizowane w $ro-
dowisku LabView 7.1 firmy National Instruments. Srodowisko LabView zastalo zapro-
jektowane i zoptymalizowane do celéow szybkiego i intuicyjnego tworzenia oprogramowa-
nia do celéw akwizycji danych pomiarowych, ich wizualizacji i przetwarzania.

Charakterystyczna cecha tego Srodowiska jest graficzny jezyk programowania tzw.
Jezyk G, w ktorym poszczegodlne funkcje przetwarzajace informacje reprezentowane sa
poprzez graficzne obiekty, natomiast strumienie danych poprzez linie laczace te obiekty.
Czgscia sktadowa Srodowiska LabView jest biblioteka z funkcjami do analizy i przetwa-
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rzania obrazu IMAQ Vision. W bibliotece tej znajduja si¢ funkcje do akwizycji obrazéw
poprzez rozmaitego typu interfejsy.

Ze wzgledu na duza rozdzielczo$¢ obrazu jaka byta potrzebna w trakcie procesu zlicza-
ni liczby nicieni zdecydowano si¢ na interfejs cyfrowy USB 2.0.
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Rys. 4. Interfejs aplikacji do zliczania liczby nicieni
Fig. 4.  Interface of the application for nematoda counting
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Niestety nie ma jednolitego standardu przesylania danych z kamery USB do aplikacji
pracujacych w srodowisku Windows. Z tego wzgledu obrazy byly najpierw zapisywane na
dysku w formacie BMP a nastgpnie wprowadzane do §rodowiska LabView. Po wczytaniu
obrazu aplikacja konwertowala obraz z obrazu kolorowego do obrazu intensywnosci
a nastgpnie przeprowadzala na obrazie sekwencje operacji zwigzanych z poprawa jakosci
obrazu, jego segmentacja oraz zliczaniem liczby obiektow, ktore zostaly zakwalifikowane
jako nicienie. Interfejs aplikacji jest przedstawiony na rysunku 4. Sktada si¢ on z panelu w
sktad ktorego wchodza dwie zaktadki pierwsza stuzaca do korekcji metody segmentacji,
druga zakladka umozliwia sterowanie aplikacja i wizualizacj¢ wynikéw. Znajduje si¢ na
niej przycisk umozliwiajacy wczytywanie kolejnego obrazu oraz okienka w ktorych wy-
$wietlana jest liczba nicieni zakwalifikowanych jako pojedyncze, podwojne oraz ich cat-
kowita liczba. Dodatkowo wyswietlaja si¢ dwa okienka graficzne. Pierwsze z wczytanym
obrazem przed przetwarzaniem i drugie z tym samym obrazem na ktérym pojedyncze ni-
cienie znalezione przez aplikacj¢ otoczone sa cienka biala obwddka a podwodjne gruba
obwddka. Okienka te umozliwiaja operatorowi ostateczna weryfikacje dziatania metody
i ewentualna korekcje wynikow.

Whioski

W trakcie przeprowadzonych badan opracowano metodg zliczania liczby nicieni bazu-
jaca na analizie obrazu cyfrowego. Dodatkowo zastata napisana aplikacja w Srodowisku
LabView, umozliwiajaca automatyczne zliczanie nicieni znajdujacych si¢ na obrazie oraz
ostateczna weryfikacjg tej warto$ci przez operatora.
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ASSESSMENT OF INSECTICIDAL NEMATODA
CONCENTRATION IN WORKING LIQUID, PERFORMED
USING COMPUTER IMAGE ANALYSIS

Abstract. The paper presents method used to count the number of insecticidal nematoda. This
method makes use of computer image analysis. The article presents measurement setup, and discusses
the image acquisition method and the way for carrying out image analysis. Moreover, an application
written in the LabView environment has been discussed

Key words: computer image analysis, biological pesticides, nematoda
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