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Ocena objawow chorobowych septorioz na liSciach zbo6z, opisywanie i tworzenie dokumentacji fotograficznej
poszczegdlnych lisci jest czasochtonnym i pracochtonnym zadaniem. W opracowaniu przedstawiona zostata
automatyzacja oceny objawow chorobowych septorioz zb6z za pomoca aplikacji open-source stworzonych w jezyku
Python. Oprogramowanie umozliwia automatyzacj¢ odczytywania nazw obiektow doswiadczalnych oraz oceng
objawow chorobowych poszczegolnych lisci, dzigki czemu istnieje mozliwo$¢ np. usuwania obserwacji odstajacych

z analizy.

Stowa kluczowe: Python, analiza obrazow cyfrowych, septoriozy, liscie, pszenica, pszenzyto

The assessment of the severity of symptoms of septoria disease is both time- and labour consuming. The paper presents
a means of automating the evaluation of cereal septoria disease symptoms using open-source applications developed
in the Python programming language. The software enables computerized documentation and reading of study subject
items and the assessment of individual leaf disease symptoms, making it possible to remove outliers from the analysis.
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Wstep

Szybka ocena objawdéw chorobowych jest
jednym z kluczowych elementow hodowli
odpornosciowej (Singh i Misra, 2017). Klasycz-
nym podejéciem bylo stosowanie oceny wizual-
nej w przyjetej skali. Obecnie wraz z rozwojem
technik informacyjnych, fotografii cyfrowej oraz
zaawansowanego obrazowania wielospektral-
nego odchodzi si¢ od metod klasycznych, ktore
sg obarczone btgdem spowodowanym subiektyw-
ng oceng wizualna na rzecz szybkich i doktad-
nych metod komputerowego przetwarzania
obrazu (Thomas i in., 2018). Do przetwarzania
1 analizy obrazu mozna wykorzystywa¢ oprogra-
mowanie komercyjne lub open source. Minusami
wykorzystywania oprogramowania komercyjne-
go sg dodatkowe koszty, ktore mozna ograniczy¢
wykorzystujac oprogramowanie open source.
Programy open source, np. ImagelJ oraz ImageJ2
sg pomocne, jednak wymagaja one znajomosci
przez uzytkownika graficznego interfejsu oraz
dostepnych funkcji. Wprawdzie programy te

pozwalaja na tworzenie makr umozliwiajacych
automatyzacje¢, jednak ich wykonanie jest czesto
trudne i czasochtonne (Easlon i Bloom, 2014;
Rueden i in., 2017). Starsze generacje programu
ImageJ nie wykorzystywaty tez w pelni mocy
obliczeniowej nowej generacji komputerow.
Rozwoj jezykow programowania  wysokie-
go poziomu oraz dostep do szerokiego pakie-
tu bibliotek standardowych w znaczacy sposéb
utatwil tworzenie aplikacji, w tym analiz¢ i prze-
twarzanie obrazu. Jednym z jezykow tego rodzaju
przyjaznych dla uzytkownika jest Python (Easlon
i Bloom, 2014).

Testy patogenicznosci w warunkach kontro-
lowanego $rodowiska w stadium siewki, umoz-
liwiajag szybka ocen¢ objawow chorobowych,
a przez to skrocenie cyklu hodowlanego. Sa one
szeroko stosowane w praktyce hodowlanej oraz
w badaniach naukowych (Thomas i in., 2018,
Easlon i Bloom, 2014; Singh i Misra, 2017).
Jednym z pracochtonnych zadan podczas prowa-
dzenia do$wiadczen w komorach klimatycznych
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jest opisywanie i tworzenie dokumentacji foto-
graficznej. W niniejszej pracy omowiona zostanie
metodyka umozliwiajgca automatyzacje odczyty-
wania oraz generowania etykiet obiektow doswiad-
czalnych poprzez zastosowanie kodow QR — Quick
Response w omawianych aplikacjach.

W niniejszym opracowaniu termin stopien pora-
zenia oznacza iloraz tkanki porazonej do powierzch-
ni catkowitej (suma tkanki zdrowej i porazonej)
wyrazony jako procent. W ocenie stopnia porazenia
lisci zb6z mozna stosowac podejscie zakladajace
iloraz sumy powierzchni objawdéw chorobowych
do sumy calkowitej powierzchni lisci (Srednia wazo-
na) lub $rednig arytmetyczng ze stopnia porazenia
poszczegdlnych lisci. W celu obliczenia $redniej
arytmetycznej niezbedna jest segmentacja obrazu
zroédlowego na poszczeg6lne liscie. Zastosowanie
sredniej wazonej zwigksza wage lisci o wigkszej
powierzchni na ocen¢ stopnia porazenia obiektu
testowego, natomiast poprzez zastosowanie Sred-
niej arytmetycznej ze stopnia porazenia poszcze-
g6lnych lisci ogranicza si¢ wptyw powierzchni lisci
na stopien porazenia. Podejscie zaktadajace $red-
nig arytmetyczng moze by¢ pomocne w obiektach
charakteryzujagcych si¢ duzym zréznicowaniem
powierzchni lisci. Celem pracy bylo stworzenie
aplikacji w jezyku programowania Python przezna-
czonej do oceny stopnia porazenia lisci pszenicy
1 pszenzyta wywotanych przez patogeny nekrotro-
ficzne Zymoseptoria tritici oraz Parastagonospora
nodorum.

Materialy i Metody

Aplikacje dostepne sq do pobrania przez
platforme Github.com (https://github.com/
SlawomirBartosiak/septoria-leafQR.git).

W celu pobrania aplikacji nalezy klikna¢ w link
i wybra¢ zielony przycisk clone or download.
Pobrany plik zip rozpakowac, najlepiej bezposred-
nio na dysku C: lub dowolnym katalogu z zazna-
czeniem, ze w $ciezce dostepu nie mogg znajdowac
si¢ polskie znaki. W przeciwnym wypadku niekto-
re polecenia gdzie uzywane sg Sciezki doste-
pu z polskimi znakami nie beda si¢ wykonywac
i program nie bedzie dziatal poprawnie.

Oprogramowanie i parametry komputera, na kto-
rym wykonano testy oprogramowania:

Windows 10, 64 — bitowy system operacyjny;
procesor x64, Intel®Core™ i5-4590; pamig¢ ram
-800Mhz, DDR, 3 8 GB; karta graficzna Intel HD
Graphics 4600; dysk twardy Seagate Barracuda 500
GB 3.5” SATA 1II (ST500DMO002), 7200 obr./min,
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SATA III.

Doswiadczenie:

W opracowaniu wykorzystano dokumentacje
fotograficzng z doswiadczen dotyczacych septo-
rioz zb6z wykonanych w komorach klimatycznych.
Obiekty testowe byly wysiane w wielodoniczkach —
8 x 13 komorek na palecie. Temperatura w komorze
klimatycznej wynosita 22/20°C przez 16/8 godzin.
Oswietlenie 16/8 godzin. Po 14 dniach od wysiania
obiekty inokulowano wodng zawiesing zarodnikow
P. nodorum o stezeniu 4 min x ml-!. Porazone liscie
3-tygodniowych siewek pszenicy i pszenzyta zosta-
ty przyklejone na przezroczysta foli¢ przylepna,
a nastepnie etykietowane i fotografowane w namio-
cie bezcieniowym. Do oceny wykorzystano drugi
lis¢. Odmiany pszenicy i pszenzyta w doswiadcze-
niu charakteryzowaly si¢ zréoznicowang podatnoscia
na P. nodorum.

Przygotowanie dokumentacji fotograficznej (Rys. 1):

1. Etykieta — zawierajagca kod QR oraz nazwe
obiektu testowego.

2. Niebieskie tlo — cyjan.

3. Porazone liscie na ptaskiej powierzchni rowno-
miernie przylegajace do powierzchni.

4. Rownomierne o$wietlenie fotografowanego
obiektu w namiocie bezcieniowym — tempera-
tura barwowa 5500K, 2x 6055Lm.

5. Aparat lub inne urzadzenie optoelektrycz-
ne ustawione prostopadle do fotografowanej
powierzchni, najlepiej na sztywnym staty-
wie, rejestrujace obrazy w przestrzeni kolo-
row sRGB w rozdzielczosci przynajmniej
3072x2048 (180dpi), gtebia koloru — 24 bito-
wa, jednostka przestony — /4, czas ekspozycji
—250 s, szybkos¢ ISO — ISO100, dtugos¢ ogni-
skowej 50mm, bez lampy btyskowe;j.

Wymagania:

e Windows 10;

* Pyton 3.8.2 (https://www.python.org/down-
loads/windows/) — w przypadku gdy uzytkow-
nik chce uruchamia¢ programy o rozszerzeniu
* py w wierszu polecenia Windows, przy insta-
lacji nalezy doda¢ Pythona do $ciezki zazna-
czajac opcje ,,Add Python 3.8 to PATH”;

» zainstalowane moduty Python:

— pip 19.2.3

— opencv-python 4.2.0.32

— numpy 1.18.1

— pandas 1.0.3

— pyzbar 0.1.8

— pypng 0.0.20
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— Pillow 7.1.2
— pyqrcode 1.2.1

Aplikacja lab_gener.py:

W  celu ufatwienia rozpoznawania etykiet
z plikoéw graficznych przez oprogramowanie zasto-
sowano kody QR. Aplikacja lab_generpy stuzy
do generowania kodow QR z listy obiektow wpisa-
nych w pliku tekstowym object list.txt.

Przygotowanie do pracy:

1. Przygotowac list¢ obiektow i zapisa¢ do pliku

object list.txt w katalogu gltownym septoria
-leafOR. Kazdy kod obiektu powinien znajdo-
wac si¢ W nowym wierszu:
Object 1, Repetition 1
Object 1, Repetition 2
Object 2, Repetition 1
Itd.

2. Nastepnie nalezy uruchomi¢ aplikacje, w wier-
szu polecen Windows nalezy przejs¢ do katalo-
gu septoria-leafOR 1 wpisaC python lab_gener.
py lub dwukrotnie klikng¢ na program jesli
domyslnie otwierany jest w aplikacji Python3.

3. Wyswietli si¢ komunikat ,,Please enter [y] — yes,
to add titles to output files or [n] — no, to save
files without title” w celu wyboru opcji z zapi-
sem lub bez zapisu tytulow wprowadzonych
etykiet w wygenerowanych plikach graficznych.

4. Po wpisaniu ,,y” lub ,,n” program rozpocznie
prace wyswietlajac nazwy zapisanych plikow
graficznych w katalogu labels output.

5. Po zakonczonej pracy wyswietli si¢ komunikat
Finished.

Etykiety nalezy wydrukowac, najlepiej na niebie-

skim (cyjan) tle i umiesci¢ na folii przylepnej z lis¢-

mi i wykona¢ fotografie lub skan (Rys.1).

Aplikacja sleaves.py:

Aplikacja analizuje stopien porazenia obiek-
tow doswiadczalnych przygotowanych wedhug
powyzszej procedury. Program pobiera pliki
graficzne do analizy z katalogu input images.
Etykiety obiektow doswiadczalnych sg automa-
tycznie rozpoznawane przez program z kodow QR.
W przypadku gdyby kod QR nie zostat odczytany
przez program, np. z powodu rozmazanego zdjg-
cia, program wykorzysta nazwe odczytanego pliku
graficznego. Program pobiera pliki do analizy
z katalogu input images. Program posiada mozli-
wo$¢ zapisu plikow graficznych z objawami pora-
zenia oraz poszczeg6lnych lisci. Uzytkownik moze
rowniez modyfikowa¢ parametry odcieni — HUE
w przestrzeni barw HSV, w celu optymalizacji okre-
slania powierzchni porazonej oraz catkowitej (zdro-
wej tkanki + porazonej tkanki) w przypadku gdy
parametry uzywanego sprzetu roznig si¢ od tych
opisanych w omawianej metodyce.

Rys. 1. Przyklad przygotowanej dokumentacji fotograficznej obiektu do§wiadczalnego.
Fig. 1. Example of prepared image sample documentation to analyse.
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Optymalizacja parametrow:

1. Pliki graficzne przygotowane wedtug powyz-
szej metodyki nalezy umiesci¢ w katalogu
input_images.

2. W celu aktywacji zapisu wycietych konturow
lisci nalezy zmieni¢ warto$¢ zmiennej save_
leaf im na True w pliku sleaves.py.
save leaf im = True # True/False save an
extracted leaf image

3. W celu zapisu porazonego obszaru poszcze-
golnych lisci nalezy zmieni¢ warto§¢ zmiennej
save_diseased_im na True w pliku sleaves.py.
save diseased im = True # True/False save an
diseased image

4. Zapisane obrazy beda si¢ znajdowaé w katalogu
output analysis.

5. Nastepnie nalezy uruchomi¢ program. W wier-
szu polecen Windows nalezy przejs¢ do katalo-
gu septoria-leaf 1 uruchomié¢ program wpisujac
python sleaves.py lub przez podwojne kliknie-
cie ikony.

6. Jesli program przycina zbyt mocno kontury
lisci nalezy zmieni¢ zakres HUE* w zmien-
nych leaf hue_min i leaf hue_max na szerszy,
a jesli w konturach liSci znajduje si¢ tto nale-
zy zmniejszy¢ zakres. Domyslnie wynosi on 0
do 90.
leaf hue min = 0 # Min leaf HUE, default 0
leaf hue max =90 # Max leaf HUE, default 90

7. Jesli program przycina zbyt mocno objawy
septorioz nalezy zwigkszy¢ zakres HUE®,
a jesli uchwycona jest tez zdrowa tkanka nale-
7y zmniejszy¢ zakres.
diseased hue min = 0 # Min diseased HUE,
default 0
diseased hue max =45 # Max diseased HUE,
default 45

8. Po optymalizacji ustawien nalezy ponownie
uruchomié¢ program i sprawdzi¢ czy optymali-
zacja parametroOw przebiegta pomysinie.

* zakres odcieni — HUE jest wyrazony w skali HSV,

a przeliczany jest ze skali sSRGB. Odcien w prze-

strzeni kolorow HSV w bibliotece Open CV moze

miescic¢ si¢ w zakresie od 0 do 179.

Przygotowanie do pracy:

1. Jesli przygotowana dokumentacja fotogra-
ficzna doswiadczenia znajduje si¢ w katalogu
input images w wierszu polecen Windows
nalezy przejs¢ do katalogu septoria-leaf
i uruchomié¢ program wpisujac python sleaves.
py lub przez podwojne klikniecie.

2. Program rozpocznie analizg trwajaca okoto
20 sekund na 100 zdjg¢ (czas moze si¢ roznic¢

34

w zaleznosci od mocy obliczeniowej kompute-
ra oraz liczby zdje¢ do analizy).

3. Po wykonaniu operacji pojawi si¢ komunikat
Finished i w katalogu gtownym septoria-leaf
zapisane zostang podsumowania w formacie

*.csv:

a. results.csv — zawierajgcy wyniki analizy
poszczegoblnych lisci:

* sample name — nazwa obiektu,

* leaf area — powierzchnia wycictego liscia

w pikselach,

» diseased area — powierzchnia porazonej tkanki
liscia w pikselach,

* diseased percent —
area)*100.

b. pivot table.csv — zawierajacy tabele przestaw-
ng wynikow analizy poszczeg6lnych obiektow:

* sample name —nazwa obiektu,

e leaf area — suma powierzchni lisci danego
obiektu w pikselach,

o diseased area — suma powierzchni porazonej
danego obiektu w pikselach,

» diseased percent — $rednia arytmetyczna
ze stopnia porazenia poszczegdlnych lisci
danego obiektu.

(diseased area/leaf

Wyniki i Dyskusja

Aplikacja sleaves.py wykorzystuje w peini
dostepne zasoby CPU. Analiza 130 zdje¢ o rozdziel-
czo$ci 3072x2048 na $redniej klasy komputerze
(szczegblowe parametry w rozdziale Metodyka)
trwata 21 sekund. W trybie zapisu wycietych lisci
1 objawow ze zdje¢¢ analiza trwata 40 sekund.

W testach z wykorzystaniem dokumentacji
fotograficznej z doswiadczen w komorach klima-
tycznych nie wykazano rdznic istotnie statystycz-
nych poréwnujac metode wykorzystujaca Srednia
wazong 1 $rednig arytmetyczng z poszczego6lnych
lisci (ANOVA, p=0.62). Obserwowano roznice w
statystykach opisowych. Algorytm wykorzystu-
jacy S$rednig arytmetyczng ze stopnia porazenia
poszczeg6lnych lisci zwigkszat odchylenie stan-
dardowe o 0,7% w poréwnaniu do metody zakta-
dajacej $rednia wazong z ze stopnia porazenia lisci
— (iloraz sumy powierzchni porazonej i powierzch-
ni calkowitej). Srednie porazenie zwickszylo sie
0 1,27% w przypadku zastosowania $redniej aryt-
metycznej. Najwigksze rdéznice obserwowano
w obiektach testowych, w ktorych wystepowaty
duze dysproporcje pomigdzy stopniem porazenia
lisci 1 powierzchnig lisci. Porazona tkanka pszenicy
1 pszenzyta przez septoriozy (nekrozy) w stadium
siewki moze powodowa¢ wyschnigcie, skrecanie
i zwezanie si¢ liScia w miejscu porazenia (Rys.2).
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Rys. 2. Objawy nekroz na drugim lisciu siewek pszenzyta wywolane przez P. nodorum.
Fig. 2. Septoria disease symptoms caused by P. nodorum on second leaves of triticale seedlings.

Skutkuje to zmniejszeniem powierzchni porazonej
w stosunku do powierzchni zdrowej. Obiekty testo-
we, w ktorych wystepowaty duze nieporazone liscie
zmniejszaly $rednig nawet o 12%. Dysponujac stop-
niem porazenia kazdego liscia z osobna mozna tez
usung¢ odstajace obserwacje zwickszajac doktad-
no$¢ doswiadczenia (Rys 2. — trzeci 1is¢ od dotu
widocznie obniza $rednig).

Aby aplikacja dziatata bez zarzutu niezbedna
jest optymalizacja parametroéw co wymaga podsta-
wowej znajomosci jezyka Python oraz obstugi
komputera, nie powinno by¢ to jednak przeszko-
da dla poczatkujacych uzytkownikéw. Omawiane
aplikacje mozna tez modyfikowa¢ i dostosowy-
wac¢ do wiasnych potrzeb. Po modyfikacji para-
metrow aplikacj¢ z powodzeniem mozna stosowac
do oceny innych choréb zboz lub tez innych gatun-
kow roslin, a w przypadku modyfikacji kodu mozna
znacznie rozszerzy¢ dziatanie aplikacji. Nalezy
jednak zaznaczyé, ze w przypadku lisci pocho-
dzacych np. z doswiadczen polowych zastosowa-
ne algorytmy nie beda w stanie odrézni¢ objawow
chorobowych powodowanych przez septoriozy
od niedoborow sktadnikéw pokarmowych, ktore
rowniez moga powodowac chlorozy lub innych
chordb o podobnych objawach. Nekrozy powodo-
wane przez septoriozy mogg nie zosta¢ odroznio-
ne od objawow suszy. Zaleca si¢ wigc uzywanie
aplikacji w do$wiadczeniach, w ktorych stosuje si¢
inokulacj¢ lub w komorach klimatycznych, gdzie
nie ma mozliwosci wystgpienia niepozadanych
stresOw biotycznych i abiotycznych. Aplikacja jest
darmowa na licencji MIT, a wiec mozna ja swobod-
nie modyfikowa¢ i wykorzystywac. Przewaga

rozwigzan komercyjnych natomiast jest bardziej
intuicyjny interfejs graficzny, ktory jest przejrzysty
i fatwiejszy dla uzytkownikdw, wigze sie to jednak
z dodatkowymi kosztami.

Whioski

1. Aplikacja sleaves.py umozliwia analiz¢ stop-
nia porazenia poszczeg6lnych lisci i usunigcie
obserwacji odstajacych z analizy zmniejszajac
btad pomiarowy lub btedy grube w doswiad-
czeniu.

2. Aplikacja umozliwia analiz¢ z wykorzysta-
niem $redniej wazonej stopnia porazenia.

3. Nie stwierdzono istotnie statystycznie rdznic
pomiedzy poréwnywanymi metodami analizy
objawow chorobowych septorioz.

4. Aplikacja umozliwia przetwarzanie wsadowe.

5. Aplikacja w pelni wykorzystuje moc oblicze-
niowg CPU wielowatkowych.
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