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Streszczenie

Przedstawiono badania nad zastosowaniem programu komputerowego do
zmierzenia liczby poruszajacych si¢ w probach cieczy owadobojczych
nicieni. W opracowanym programie komputerowym wykorzystano analizg
zmian polozenia srodkow cigzkosci obserwowanych obiektow na podsta-
wie serii zdjg¢ wykonanych za pomocg kamery cyfrowej zamontowanej na
mikroskopie. Podczas badan wyznaczono zakres przemieszczenia akcep-
towalnego S$rodkow obiektow, dla ktorego uzyskano najdoktadniejsze
wyniki pomiarow.

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

Measurements of moving entomopathogenic
nematodes based on computer image
analysis

Abstract

Results of a study carried out to check a computer program for quantification
of entomopathogenic nematodes moving in a liquid sample there are
presented in the paper. Nematodes are a component of many biological
pesticides used in plant protection, in particular in organic agriculture. In
order to define the quality of biopesticides, it is necessary to quantify the
live nematodes. Infectious juveniles of entomopathogenic nematodes
Steinernema feltiae were the material used in this study. Concentration of
the larvae was approximately 140 items in 1 mililiter of liquid. Samples of
liquid containing nematodes were photographed in time intervals of 5, 10,
15 and 20 seconds with a digital camera mounted on a microscope. The
photographs were subsequently introduced into the computer program
prepared in LabView 7.0 by National Instruments Company. Changes in
placements of centers of gravity in the objects between pairs of binary
displays were analyzed. The program calculated translocation of inertia
centers of all objects between their location in first and second photographs.
Based on the trials, translocation value and interval time between photographs
were selected in order to obtain high accuracy of measurements of moved
objects. Calculation results of moved nematodes obtained from the computer
program were compared with the results made by researcher’s analysis of
the same photographs. The results obtained from both methods were
identical within the translocation range 1.6 - 4.0 pixels and interval times
of 10 and 15 seconds between photographs. Study results indicate the
possibility of practical implementation of this developed program for
quantification of living nematodes.

Keywords: computer image analysis, nematodes, biological pesticides.

1. Wstep

Komputerowa analiz¢ obrazu w naukach rolniczych mozna sto-
sowa¢ w ocenie jakosci produktow pochodzenia rolniczego np.
nasion [6]. Przybylak i inni [3] probowali za jej pomoca wyzna-
czy¢ zawarto$¢ tkanki tluszczowej w migsie. Mierzono roéwniez za
jej pomoca powierzchnie igiet siewek lesnych [7].

Komputerowa analiz¢ obrazu wykorzystano rowniez do analizy
ruchu szkodnikow. Obserwowano poruszajacego si¢ pojedynczego
owada — szkodnika drzewostanu, chrzaszcza Drewnojada Zophobas
Morio rejestrujac tor poruszania si¢ obiektu w czasie [4]. Na
podstawie tych danych stworzono funkcje opisujaca predkosé
poruszania si¢ obiektu.

Do jednoczesnej obserwacji ruchu wielu obiektéw Rousseau
i inni [5] zastosowali program komputerowy, w ktorym do identy-
fikacji i obserwacji potozenia 11 szczuréw wykorzystano sieci
neuronowe. Badania prowadzono na podstawie zdje¢ wykonanych
za pomoca kamery wideo.

Owadobdjcze nicienie wykorzystywane sa do zwalczania
szkodnikéw w biologicznej metodzie ochrony roslin w rolnictwie
organicznym. Zmieszane z woda nanoszone sg za pomoca opry-
skiwaczy na rosliny lub do gleby pod roslinami. Ich dziatanie
polega na atakowaniu i doprowadzaniu do $mierci Zerujacych na
ro$linach lub ich korzeniach owadow i larw. Nicienie hodowane
sa W sposob sztuczny, ale do hodowli pozyskane zostaty ze $ro-
dowiska przyrodniczego poprzez wysublimowanie ich jako natu-
ralnych wrogéw pasozytow roslin. Wyprodukowane w bioreakto-
rach larwy owadobdjczych nicieni wsypywane sg do opakowan
i wysytane do hurtowni, sklepéw a nastgpnie trafiaja do rolnikow.
Poniewaz tylko zywe osobniki moga niszczy¢ szkodniki roslin,
dazy si¢ do tego by nicienie nie ulegly zniszczeniu przez najbar-
dziej niekorzystny dla nich okres obejmujacy czas przechowywa-
nia i transportu oraz aplikacji w $rodowisko roslin. Nie wszystkie
nicienie przezywaja w tym okresie czasu. Aby oceni¢ przydatnos¢
biopreparatu zawierajacego larwy nicieni nalezy wyznaczy¢ liczbg
zawartych w nim zywych nicieni. Wykonuje si¢ to liczac zywe
osobniki na umiejscowionych pod mikroskopem probkach zmie-
szanego z wodg biopreparatu. Jest to proces zmudny i dlugotrwa-
ly. Zmegczenie obserwatora moze dodatkowo prowadzi¢ do po-
wstawania bledow. Aby skroci¢ czas obliczania zywych osobni-
kéw probuje si¢ zastosowaé¢ w tym celu komputerowa analize
obrazu.

Probe wykorzystania komputerowej analizy obrazu do wyzna-
czenia przezywalnosci owadobodjczych nicieni podjeli Chojnacki
i Tomkiewicz [1]. Przezywalno$¢ nicieni mierzono zliczajac
liczbe zywych obiektow. Przyjeto, ze zywe obiekty to takie, ktore
si¢ poruszaja. Stwierdzili, ze w przypadku nicieni nie mozna
traktowac ich jako obiektéw dwuwymiarowych, to znaczy obiek-
tow plaskich, jednoznacznie opisanych poprzez trzy nieruchome
punkty, ktére maja mozliwo$¢ poruszania si¢ po plaszczyznie
przemieszczajac si¢ wzdhuz osi wspotrzednych x i osi y, i moga
obraca¢ si¢ wokot osi z. Zywe nicienie poruszaja si¢ pelzajac,
przez co wyginaja poszczegdlne elementy swojego ciata. Ponadto
przemieszczajg si¢ w calej objetosci zawierajacej je cieczy. Ozna-
cza to, ze majg nieskonczenie wiele stopni swobody. Fotografia
pokazujaca nicienie wykonana za pomocg mikroskopu i kamery
cyfrowej przedstawiona zostata na rysunku 1.
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Dodatkowa trudnoscig jest konieczno$¢ obserwowania jedno-
czesnie bardzo wielu obiektow. Stgzenie nicieni w 1 ml cieczy
uzytkowej, jako biologicznego $rodka ochrony roslin, moze do-
chodzi¢ do 1,5 tysiaca sztuk. Aby wyznaczy¢ liczbe poruszajacych
si¢ nicieni Chojnacki i Tomkiewicz stworzyli program kompute-
rowy, w ktérym przyjeto metod¢ analizy $§ladu pozostawionego
przez nicienie na sekwencji obrazéw. W wyniku badan uznano, ze
istnieja mozliwosci wykorzystania tej metody wydzielania obiek-
tow ruchomych do opracowania aplikacji dla potrzeb wyznaczania
przezywalnosci owadobdjczych nicieni.

Rys. 1. Owadobojcze nicienie
Fig. 1.  Entomopathogenic nematodes

Innym sposobem, ktory mozna wykorzysta¢ do zliczania obiek-
tow ruchomych jest zastosowanie identyfikacji obiektow poruszo-
nych na podstawie zmian potozenia ich $rodkéw cigzko$ci, na
podstawie analizy pary zdjg¢ wykonanych z przerwa czasowa.

2. Cel badan

Celem prowadzonych badan byto przeanalizowanie mozliwosci
zastosowania metody polegajacej na identyfikacji obiektow poru-
szonych na podstawie zmian polozenia ich $rodkoéw ciezkosci,
uzytej jako aplikacji programu do komputerowej analizy obrazu.
Zakres badan obejmowal wykorzystanie programu do zliczania
liczby poruszajacych si¢ owadobdjczych nicieni w probach bio-
preparatu.

3. Materiaty i metoda

Materiatlem uzytym w badaniach byly larwy inwazyjne owado-
bojczych nicieni Steinernema feltiae. Zawieral je zakupiony do
badan biologiczny $rodek ochrony roslin Steinernema System,
wyprodukowany przez firm¢ Biobest NV. Przygotowano miesza-
ning nicieni z woda, w ktorej przecigtna koncentracja larw wyno-
sita okoto 140 sztuk w 1 mililitrze cieczy.

Zdjgcia cieczy zawierajacej nicienie wykonywano na stanowi-
sku pomiarowym, ktore bylo zbudowane z mikroskopu stereosko-
powego ,,Motic 168” polaczonego z kamera cyfrowa ,,Moticam
2300” o rozdzielczosci 3.0 Megapikseli. Kamera byla sprzgzona
z komputerem.

W celu identyfikacji poruszonych obiektdw uzyto programu
opracowanego w Srodowisku LabView 7.1 firmy National Instru-
ments.

Badania podzielone zostaty na etapy:

1. Dobieranie parametréw filtrowania zdje¢ tak by wszystkie
znajdujace si¢ na zdjeciach obiekty znalazty si¢ na obrazie bi-
narnym, dobor parametréw obejmuje zakres widmowy filtru
nasycenie barwy oraz poziom progu konwersji zdje¢ barwnych
na obrazy binarne.

2. Identyfikacja obiektow uznanych za nicienie, ktora dokonywa-
na jest na podstawie wprowadzonych, oszacowanych w pikse-
lach, minimalnych i maksymalnych warto$ciach powierzchni
nicieni, znajdujacych si¢ na obrazie binarnym. Program daje
mozliwo$¢ sprawdzenia jakie obiekty znajduja si¢ na obrazie
binarnym, dzigki podgladowi oryginalnego zdj¢cia, w lewym
oknie i zdjecia zbinaryzowanego w prawym oknie panelu pro-
gramu (rys. 2).
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Rys. 2.  Panel programu z oknami do poréwnania zdjgcia i obrazu
binarnego

Fig.2.  Program panel with windows to the comparison the photo
with binary picture

3. Identyfikacja obiektow poruszonych i obliczanie ich liczby,
ktora dokonywana jest na podstawie pomiaru odleglosci prze-
mieszczenia si¢ obiektow pomiedzy ich potozeniem na zdjeciu
pierwszym i drugim. Odlegtos¢ ta jako zakres przemieszczenia
akceptowanego, czyli dopuszczalnego dla obiektow uznanych za
nieruchome, jest szacowana na podstawie poréwnania obrazow
binarnych dwoch zdjg¢ wprowadzanych do programu. Rezultaty
pomiaréw przedstawiane sg po otworzeniu okna ,,WYNIKI” na
panelu programu (rys. 3), na ktéorym poza iloscig poruszonych
obiektow podawana jest rowniez liczba zidentyfikowanych
obiektéw na pierwszym i drugim zdjeciu.
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Rys. 3.  Okno programu z wynikami pomiaru ilosci poruszonych
obiektow

Fig. 3.  Application window with measurement results of a moved
objects

4. Przebieg badan

Ciecz z nicieniami nakladana byla na szkietko mikroskopowe
i umieszczana na stoliku mikroskopu. Zrédto $wiatta znajdowato si¢
pod probka.
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W czasie badan wykonywano po 5 zdje¢ dla kazdej proby cieczy,
pierwsze w czasie zerowym, nastgpne po 5, 10, 151 po 20 sekun-
dach. Uzyskane obrazy cyfrowe byty zapisywane w formacie BMP
na dysku twardym komputera.

Nastepnie po wykonaniu czynnos$ci zwigzanych z wczesniej opi-
sanymi etapami: pierwszym i drugim, przystapiono do oszacowania
wartosci przemieszczenia akceptowalnego umozliwiajacego prawi-
dlowe wyznaczenie liczby poruszonych nicieni. W tym celu jako
wzorzec wybrano seri¢ zdjeé tej samej proby cieczy, od 11 do 15-
tego. Przyjmowano probne przemieszczenia akceptowane $rodka
obiektow w wartosciach: 0,3; 0,5; 0,8; 1,0; 1,3; 1,6; 2,0; 3,0; 4,0;
6,0; 8,0; 12,0 i 16,0 pikseli. Nastepnie wczytano do programu jako
obraz ,,A” zdjecie nr 11 wykonane w czasie zerowym. Do niego
przyrownywano jako obraz ,,B” zdjecie nr 12 wykonane po 5 s,
nastepnie odczytywano wyniki. Operacj¢ powtarzano dla zdjecia nr
13 wykonanego po 10 s, zdjgcia nr 14 wykonanego po 15 s i zdje-
cia nr 15 wykonanego po 20 s. Wyznaczono w ten sposob, za po-
mocg programu, liczbe obiektdw uznanych za poruszone dla przyje-
tych warto$ci progowych przemieszczenia. Porownujac ze soba te
same zdjecia, liczbg obiektow poruszonych obliczal réwniez ob-
serwator. Wg obserwatora, na wszystkich porownywanych zdje-
ciach liczba poruszonych obiektow — nicieni byta rowna 8. Wyniki
pracy programu w celu dobrania warto$ci przemieszczenia przed-
stawione zostaly na rysunku 4.
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Rys. 4.
Fig. 4.

Dobor warto$ci przemieszczenia
Fiting of the dislocation value

Przy wartos$ci przemieszczenia réwnym 0,3 piksela liczba zna-
lezionych przez program obiektow poruszonych na wszystkich
obrazach byta wicksza od ich ilo$ci rzeczywiscie poruszonych,
wyznaczonych przez obserwatora. Miedzy przemieszczeniem 0,5
a 1,3 piksela liczba wyznaczonych przez program obiektow byta
réwna liczbie rzeczywiscie poruszonych nicieni. W zakresie war-
tosci przemieszczenia 1,6 do 4,0 pikseli liczba znalezionych
obiektow tylko dla zdje¢ wykonanych po czasie 15 i 10 sekundach
pokrywa si¢ z ich rzeczywistg ilo$cia.

Warto$¢ przemieszczenia rowna 0,3 piksela okazata si¢ zbyt
matla a warto$ci przemieszczenia powyzej 6,0 pikseli zbyt duze by
za pomocg programu mozna byto doktadnie zliczy¢ nicienie, ktore
wykonaly rzeczywisty ruch. Do wykonania badan pozostatych
zdje¢ przyjeto wartoSci przemieszczenia rowne: 0,8; 1,3; 3,0.
Z kazdej badanej grupy zdje¢ poréwnywano ze soba zdjgcie
z czasem zerowym ze zdjeciem wykonanym po 20 sekundach.
Rezultaty przedstawione zostaty w tabeli 1.

Liczby poruszonych nicieni, przy wprowadzonym do programu
przemieszczeniu 3,0 pikseli, s3 mniejsze od wynikoéw uzyskanych
przez obserwatora. Dla przemieszczenia roéwnego 0,8 i 1,3 piksela
wyniki byly identyczne z wynikami obserwatora.
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Tab. 1. Wplyw wartoéci przemieszczenia na liczbg wyznaczonych
obiektow
Tab. 1. The influence of the dislocation value on the number of
appointed objects
Przemiesz- Przemiesz- Przemiesz- L
. . . . Wyniki
Lp. Nr zdjgcia czenie 0.8 czenie 1,3 czenie 3,0
X X X obserwatora
piksele. piksele. piksele.
1 15 5 5 4 5
2 6;10 5 5 5 5
3 16 ;20 12 12 11 12
4 21;25 10 10 7 10

5. Whnioski

Badania potwierdzity mozliwo$¢ zastosowana metody polega-
jacej na identyfikacji obiektow poruszonych na podstawie zmian
potozenia ich $rodkéw w programie komputerowym do wyzna-
czania ilosci poruszajacych si¢ obiektow.

Stworzony program komputerowej analizy obrazu nadaje si¢ do
zliczania liczby poruszajacych si¢ owadobdjczych nicieni w pro-
bach cieczy.

Metoda moze by¢ przydatna do oceny jakosci biologicznych
srodkow ochrony roslin zawierajacych owadobdjcze nicienie.

Autorzy skladajq podzigkowanie panu dr inz. Dariuszowi Tomkiewiczowi z Kate-
dry Automatyki Politechniki Koszalinskiej za cenne uwagi dotyczqce programu
komputerowego i przeprowadzonych badan.

Praca naukowa finansowana ze Srodkéw na nauke w latach 2007-2010 jako pro-
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