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Streszczenie. W pracy przedstawiano metodg zliczania zywych nicieni. Metoda ta wykorzy-
stuje komputerowa analiz¢ obrazu. W artykule omowiono metodg na podstawie §ladu pozo-
stawionego przez nicienie na sekwencji obrazoéw. Przedstawiono sposob, w jaki przeprowa-
dzono analizg obrazow. Zostala réwniez omoéwiona aplikacja napisana w Srodowisku
LabView.

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

Wstep

Jedna z metod stosowanych w rolnictwie ekologicznym do ochrony roslin przed szkod-
nikami jest metoda biologiczna. Polega ona na wykorzystaniu zywych organizméw takich
jak wirusy, chorobotworcze bakterie i grzyby, nicienie, roztocza i drapiezne owady, ktore
sa pasozytami szkodnikéw roslin. Poza roztoczami i drapieznymi owadami pozostale bio-
logiczne $rodki ochrony roslin moga by¢ mieszane z woda i rozprzestrzeniane za pomoca
opryskiwaczy. Owadobodjcze nicienie stosowane sa do zwalczania larw szkodliwych dla
ro$lin owadow zyjacych w glebie oraz slimakow. Przecigtne stgzenie nicieni w cieczy wy-
nosi od 500 do 1000 sztuk w 1 ml wody. W zwalczaniu szkodnikéw roslin moga braé
udzial tylko zywe larwy nicieni. Biopreparaty z sztucznie wyhodowanymi nicieniami za-
wieraja w przewazajacej wigkszosci sztuki zywe. Obecno$¢ osobnikéw martwych utrudnia
oceng zdolnosci biologicznej skutecznosci zardwno samego biopreparatu jak zawierajacej
go i przygotowanej cieczy uzytkowej. Konieczne w tej sytuacji wydaje si¢ zliczanie nie
tylko nicieni w analizowanych probach cieczy, ale rowniez wyznaczanie liczby nicieni
zywych.

Do oceny stanu zdrowotnosci i zywotno$ci biologicznego $rodka ochrony roslin przy-
jety zostal wskaznik wzglednej przezywalnosci (1) [Laczynski i in. 2006; Nilsson, Gri-
pwall 1999]:
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V,;=100 N, /N, (1)
gdzie:
Vv, — przezywalno$¢ wzgledna nicieni [%],
N; — liczba nicieni zywych w probie cieczy,
N, — catkowita liczba nicieni.

Wskaznik ten uzywany jest rowniez w badaniach naukowych nad oceng wplywu metod
aplikacji nicieni na utrzymanie jako$ci zawierajacych je biopreparatow.

Zliczanie nicieni pod mikroskopem w celu wyznaczenia ich przezywalnosci jest obar-
czone dodatkowa czynno$cia dokonania ich klasyfikacji: zywy, martwy. Najczgsciej wy-
konuja to dwie osoby, jedna klasyfikuje, druga notuje i zlicza. Zmudno$¢ i pracochtonnosé¢
tego procesu jest powodem do poszukiwania innych, nie mniej doktadnych, a szybszych
metod polegajacych na wykorzystaniu komputerowej analizy obrazu.

Celem pracy byla ocena mozliwo$ci wykorzystania algorytmu wydzielania obiektow
ruchomych w metodzie komputerowego przetwarzania obrazu do opracowania aplikacji,
ktéra umozliwiataby wyznaczanie wskaznika wzglednej przezywalnos$ci owadobojczych
nicieni. Jako §rodowisko programistyczne wykorzystano program LabView.

Materiaty i metoda

Materiatem badanym byly larwy inwazyjne owadobdjczych nicieni Steinernema feltiae,
ktore sa biologicznym $rodkiem ochrony roslin stosowanym glownie przeciw ziemidrkom
i wciornastkom. Liczba zZywych nicieni byta oszacowywana dla kazdej proby przez eks-
perta. Do pozyskiwania obrazu stuzylo stanowisko pomiarowe sktadajace si¢ z mikroskopu
stereoskopowego ,,Motic 168, ze sprzgzona z komputerem kamera cyfrowa ,,Moticam
2300” o rozdzielczosci 3.0 Megapikseli. Kamera byla przylaczona za pomoca adaptera
z soczewka 0,65 x do mikroskopu. Obraz cieczy z nicieniami przechodzit przez obiektyw
mikroskopu powigkszeniu 0,7 x. Objgtos¢ proby cieczy, poddanej analizie zalezata od
,»pola powierzchni widzenia” kamery i wynosit 0,1 ml. Liczba zliczanych zywych i mar-
twych nicieni zalezata od objgtosci cieczy, ktdra mozna umiesci¢ w ,,polu widzenia” kame-
ry oraz od st¢zenia nicieni w probie (rys. 1).

Podczas do§wiadczenia obserwowano preparat pod mikroskopem i wykonywano dzie-
wig¢ zdje¢ w odstepach jednej sekundy. Obraz cyfrowy probek cieczy ze znajdujacymi sig
w niej nicieniami byt zapisywany w formacie BMP na dysku twardym komputera. Catos¢
operacji zwigzanych z przetwarzaniem obrazu byta wykonana przy pomocy aplikacji napi-
sanej w srodowisku LabView 7.1 firmy National Instruments. Poprawnos$¢ dziatania apli-
kacji okreslano na podstawie roznicy pomigdzy wskazaniami klasyfikatora i eksperta.

Procedura oszacowania liczby zywych nicieni

Liczbg zywych nicieni obliczano na podstawie zbioru zdjg¢ preparatu zawierajacego ni-
cienie. Zdjecia byly robione w jednakowych odstgpach czasu. Ilos¢ zdje¢ oraz odstepy
czasowe byly dobrane doswiadczalnie tak, aby mozna bylo zauwazyé poruszajace sig
obiekty.
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Rys. 1.  Obraz preparatu z nicieniami uzywany do analizy obrazu
Fig. 1. Picture of a preparation with nematoda used for image analysis

W trakcie dziatan zwiazanych z analiza obrazu zauwazono, ze w przypadku nicieni nie
mozna stosowac procedur umozliwiajacych $ledzenie ruchu stosowanych w innych dzie-
dzinach techniki np. robotyce. Nicienie nie mozna traktowac¢ jako obiektu dwuwymiarowe-
go (obiektu plaskiego jednoznacznie opisanego poprzez trzy nieruchome punkty) porusza-
jacego si¢ po plaszczyznie. Taki obiekt ma trzy stopnie swobody, moze przemieszczaé si¢
wzdtuz osi wspohrzednych x i osi y oraz obracaé wokot osi z. Zywe nicienie sa gietkie
poruszaja si¢ w sposob przypominajacy ruch wezy tzn. wyginaja poszczegolne elementy
swojego ciata. Oznacza to, ze maja nieskonczenie wiele stopni swobody. Ponadto nicienie
w kropli cieczy poruszaja si¢ swobodnie w trzech wymiarach i moga znajdowaé sig
w takiej pozycji, ze dla kamery, ktora obserwuje tylko ptaszczyzng tworza jeden obiekt.
Powodowato to olbrzymie trudno$ci zwiazane z oszacowaniem liczby poruszajacych sig
obiektow. Po szeregu prob zdecydowano, ze na sekwencji obrazow nie beda $ledzone ni-
cienie, ale §lad jaki pozostawiaja podczas swojego ruchu. Zliczajac liczbe §ladéw okresla-
no liczbe nicieni.

Zrealizowano to w ten sposob, ze obrazy wstepnie przetworzone i zbinaryzowane za
pomoca segmentacji histogramowej przetwarzano w kolejnosci ich pobierania. Przetwarza-
nie odbywalo si¢ za pomoca funkcji logicznych, w ktorych wykorzystywano operator
logiczny XOR oraz OR. Operator XOR dziala w ten sposob, ze na obrazie binarnym pozo-
stawia (nadaje im warto$¢ 1) tylko miejsca w ktdrych zmienita si¢ warto$¢ piksela z 0 na 1
lub odwrotnie 1 na 0, w przypadku gdy warto$¢ piksela jest taka sama piksel jest kasowany
(nadawana jest mu warto$¢ 0) [Tadeusiewicz 1997].

Procedura $ledzenia $ladu poruszajacych sig nicieni dla dziewigciu obrazéw byta prze-
prowadzona w dziesigciu krokach dla obrazéw w kolejnosci ich akwizycji. Obrazy opisy-
waty polozenie nicieni w poszczegdlnych chwilach czasowych czasowej. Obraz o(0) opi-
sywat potozenie nicieni w chwili zerowej obraz o(1) w pierwszej chwili czasowej o(2)
w drugiej itd. Procedura wyznaczania §ladow nicieni na obrazie wygladata nastgpujaco:
w pierwszym kroku eliminowano wszystkie obiekty z obrazu zerowego (2).

0(0) < 0(0) XOR o(0) @)
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Uzyskiwano w ten sposob obraz na ktéry mozna byto §ledzi¢ tylko zmiang potozenia
wzgledem potozenia zerowego. W nastepnych krokach przy uzyciu operatora XOR wyzna-
czano zmiang polozenia nicieni w danej chwili czasowej a przy pomocy operatora OR
naktadano uzyskane wyniki na obraz uzyskany w poprzednim etapie. Obraz wynikowy
zapisywano w zmiennej opisujacej obraz w potozeniu zerowym (krok 2)

0(0) < (0(0) XOR o(n)) OR o(n-1). 3)
Gdzie:
o(i) — obraz pobrany w i-tej chwili czasowej,
n — indeks okreslajacy chwilg czasowa, jego warto$¢ zmieniata si¢ od 1 do 9.

Przeprowadzenie operacji logicznych powodowato pojawianie si¢ na obrazie pikseli
spowodowanych nie tylko przez ruch nicieni ale rowniez przez zaklocenia spowodowane
szumem akwizycji danych oraz drobnymi poruszeniami nicieni i zanieczyszczen. Obszary
te miaty niewielka powierzchnig, do ich eliminacji zastosowano operacje erozji obrazu
i dylatacji. Operacje te byly przeprowadzane za pomoca jednopikselowego obiektu struktu-
ralnego w kilku iteracjach. Liczba wykrywanych obiektow na obrazie zalezala od wybory
liczby iteracji erozji i dylatacji. Mozna byto zauwazy¢, ze w przypadku gdy nie przeprowa-
dzana byla operacja usuwania zaklocen w poszczegdlnych krokach liczba wykrywanych
obiektow na obrazach najpierw gwaltownie wzrastala a nastgpnie malata. Natomiast
w przypadku usuwania zaktocen liczba obiektow poczatkowo wzrastata (dla pierwszych
czterech sekund) a nastgpnie stabilizowata si¢ w poblizu pewnej wartosci uzaleznionej od
wyboru liczby iteracji procedury erozji i dylatacji (rysunek 2).

Oszacowanie liczby nicieni przeprowadzano w ten sposob, ze obliczano $rednig war-
tos¢ liczby obiektow na obrazach uzyskanych w czterech ostatnich krokach czasowych.
Wyniki przedstawiono w tabeli 1. Dla sekwencji obrazow, dla ktorych wyniki analizy zo-
staty przedstawione w tabeli 1 liczba zywych nicieni okre$lona przez eksperta wynosita 37,
catkowita liczba nicieni wynosita 46.

Rys. 2. Obiekty wykrywane na obrazie w chwili czasu n=6
Fig. 2. Objects being detected in the image at the time instant n=6
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Z badan wynika, ze liczba obiektow o zblizonej warto$ci do wartosci podanej przez
eksperta wystgpuje dla obrazow, w ktorych zastosowano trzy iteracje erozji obrazu i dyla-
tacji. Wowczas $rednia liczba obiektéw na obrazach w czterech ostatnich krokach byla
zblizona od wartosci liczby zywych nicieni. Maksymalny btad oszacowania wynosit dwa
obiekty.

Tabela 1. Liczba obiektow wykrytych na obrazach z poszczegodlnych chwil czasowych, oraz osza-
cowanie liczby nicieni na podstawie czterech koncowych obrazow

Table 1. Number of objects detected in images from individual time instants, and estimation of the
number of nematoda on the grounds of four final images

Operacje Kroki czasowe Wynik
erozja dylatacja 0 1 2 3 4 5 6 7 8
0 0 0 402 349 385 | 336 | 311 | 282 | 302 | 305 300
1 1 0 56 74 84 91 90 88 | 91 | 92 90,3
2 2 0 18 39 45 56 63 58 | 63 | 65 62,3
3 3 0 7 18 23 31 38 33 | 37 | 33 35,3
4 4 0 3 9 11 11 13 17 | 18 | 18 16,5
5 5 0 1 6 5 5 6 8 6 6 6,5
6 6 0 0 2 2 3 2 3 2 3 2,5
Whnioski

Oszacowanie liczby zywych nicieni na podstawie obserwacji zmian ich potozenia w se-
kwencji zdjg¢ jest trudne. Nicienie ze wzglgdu na swoj sposdb poruszania, uniemozliwiaja
zastosowanie metod analizy ruchu przystosowanych do analizy ciat sztywnych. Spowodo-
wato to koniecznos$¢ zastosowania metody analizy, w ktorej wykrywano $lad poruszania sig
nicieni i na podstawie liczby tych §ladow okreslano liczbg zywych nicieni. Wskazanie tej
metody sa uzaleznione od ruchliwos$ci nicieni (nalezy dobra¢ czas pobierania sekwencji
zdjec¢), wielkosci nicieni oraz ilosci zaktdcen (nalezy dobra¢ odpowiednia liczbg iteracji
procedury dylatacji i erozji). Podsumowujac uznano, ze istnieja mozliwosci wykorzystania
algorytmu wydzielania obiektow ruchomych do opracowania aplikacji, ktora umozliwiata-
by wyznaczanie przezywalnosci owadobdjczych nicieni, ale doktadnos¢ tej metody wyma-
ga dalszych badan.

Praca naukowa finansowana ze srodkow na nauke w latach 2007 — 2010 jako projekt
badawczy nr N 310 049 32/2537.
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USING THE LABVIEW APPLICATION TO DETERMINE
THE SURVIVABILITY OF INSECTICIDAL NEMATODA -
BIOLOGICAL PLANT PESTICIDE

Abstract. The paper presents the method allowing to count live nematoda. This method uses com-
puter image analysis. The article discusses the method by showing the example of track left by
nematoda on a sequence of images. The authors present a method applied to analyse the images.
Moreover, an application written in the LabView environment has been discussed as well.

Key words: computer image analysis, biological plant pesticides, nematoda
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