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Zusammenfassung

Die geographische Verteilung von Diatomeenarten bzw. die unterschiedliche morphologische Aus-
pragung derselben Diatomeenart sind Gegenstand aktueller biologischer und paldoklimatologischer
Forschung. Computergestiitzte Verfahren kénnen in diesen Bereichen die hierzu notwendige Analyse
erheblich beschleunigen.

Die vorliegende Arbeit beinhaltet zwei Schwerpunkte:

Zum einen die Entwicklung einer praxistauglichen Losung fiir die rechnergestiitzte Auswertung von
Massenscreenings lichtmikroskopischer Aufnahmen der Diatomee Fragilariopsis kerguelensis. Diese
identifiziert relevante Valven, ermittelt ihre geometrischen Grunddaten und ordnet sie einer be-
stimmten Formauspragung zu.

Zum anderen die Untersuchung von Algorithmen fir die rechnerunterstiitzte taxonomische Klassifi-
zierung von Diatomeenvalven. Diese basieren auf vertieften Strukturanalysen unter besonderer Be-
achtung der Problematik dreidimensionaler Aspekte und der Verwendung unterschiedlicher lichtmik-
roskopischer Verfahren.

Abstract

The geographical distribution of diatom species as well as the morphological characteristics of the
same diatom species are the subject of current biological and paleoclimatological research. Comput-
er assisted procedures can help to considerably accelerate the necessary analysis in this area of re-
search.

The presented paper covers two main points:

First of all, the development of a practicable solution for a computer supported evaluation of mass
screenings concerning light microscopic pictures of Fragilariopses kerguelensis. This technique identi-
fies relevant valves, calculates their basic geometric data and matches them to a specific manifesta-
tion of shape.

Secondly, the examination of algorithms for the computer assisted taxonomic classification of diatom
valves. These are based on detailed structural analyses with regard to the problematic nature of
three dimensional aspects and the application of different light microscopical procedures.
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1 Einfiihrung

Untersuchungen zur Artenverteilung oder unterschiedlichen morphologischen Auspragung derselben
Diatomeenart bilden die Grundlage fiir eine Reihe biologischer und paldoklimatologischer For-
schungsbereiche. Entsprechende Datenanalysen werden haufig auf Grundlage umfangreicher Mas-
senscreenings vorgenommen, da das Ausgangsmaterial aus Sediment- oder Planktonproben gewon-
nen wird, welche in groRer Anzahl vorliegen bzw. eine hohe Dichte an Untersuchungsobjekten auf-
weisen. Diatomeen werden im mikroskopischen Malstab untersucht, entsprechend hoch ist der
Aufwand, welcher mit dem manuellen Sichten, ldentifizieren und Vermessen umfangreicher Pro-
benmengen verbunden ist. Eine ganz oder zumindest teilweise automatisierte Losung wiirde zu einer
deutlichen Reduzierung dieses Aufwands fihren. Daher wurde bereits eine Reihe von Projekten zur
automatischen Identifizierung und Klassifizierung von Diatomeen anhand lichtmikroskopischer Auf-
nahmen durchgefiihrt, jedoch scheint fiir diese Aufgabe bisher keine kostenlose oder als Open
Source verfligbare Software zu existieren, die den Anforderungen an einen routinemafiigen Einsatz
gerecht wiirde.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Schwerpunkte verfolgt: Es wurde eine automatisierte und
praxistaugliche Losung zur ldentifizierung relevanter Diatomeenvalven in lichtmikroskopischen Mas-
senscreenings entwickelt. Darliber hinaus wurden Algorithmen fiir die rechnergestiitzte taxonomi-
sche Klassifizierung auf Basis vertiefter Strukturanalysen untersucht, hierbei wurde besonders die
Problematik dreidimensionaler Aspekte und der Verwendung unterschiedlicher lichtmikroskopischer
Verfahren beachtet.

Diese Arbeit kombiniert die Disziplinen Bildverarbeitung und biologische Taxonomie, daher sei auf
die unterschiedliche Verwendung der Begriffe ,Klassifikation” bzw. ,Klassifizierung” in beiden Berei-
chen hingewiesen: Im Rahmen der Bildverarbeitung entsprechen beide Begriffe innerhalb dieser
Arbeit der Identifikation eines Objektes als Diatomeenvalve einer bestimmten Formgebung. In der
Taxonomie hingegen werden sie fir die exakte Zuordnung des Untersuchungsobjektes zu einer bio-
logischen Spezies verwendet. Der Eindeutigkeit halber bezieht sich im Folgenden der Begriff , Klas-
sifikation” auf die Identifizierung relevanter Valven, wahrend der Begriff ,Klassifizierung” fir die ta-
xonomische Zuordnung verwendet wird.

1.1 Allgemeines zu Diatomeen

(Vgl. [1, p. 706ff.], [2]) Die einzelligen Diatomeen (Kieselalgen) verfligen lber ein groRtenteils aus
Silikat aufgebautes, als Frustel bezeichnetes Skelett (s. Abbildung 1). Dieses ist in Form zweier Gber-
einander geschobener Schalen (Theken) aufgebaut, ahnlich einer Hutschachtel. Die Schalen umgeben
das Cytoplasma, werden jedoch innerhalb der dulReren Plasmaschicht gebildet; die groRere wird als
Epi- die kleinere als Hypotheka bezeichnet. Beide Theken bestehen jeweils aus der Valve, die dem
Deckel bzw. Boden der ,,Schachtel” entspricht, und den Giirtelbdndern, die den Seitenwanden der
»Schachtel” entsprechen. Die dulReren Girtelbander der Epitheka umschlieRen diejenigen der Hypo-
theka. In Sedimenten verbleiben meistens nur die in Valven und Girtel zerfallenen Silikatskelette,
ebenso von lebenden Diatomeen nach der Praparation. Die taxonomische und morphometrische
Klassifizierung basiert auf Merkmalen der Valven wie ihren in typischen Mustern (Striae) angeordne-
ten feinen Poren (Areolen), Rippen (Costae) und den Strukturen der Raphe, welche sich von Art zu
Art unterscheiden, die z.T. jedoch auch von Umweltbedingungen wie der Nahrstoffverfiigbarkeit
abhangen. Bei lebenden Diatomeen kénnen dariiber hinaus Bestimmungsmerkmale wie z.B. Anzahl,
GroRe und Verteilung von Zellstrukturen wie Plastiden und Olvakuolen (s. Abbildung 2) untersucht



werden. Diatomeen enthalten Chlorophyll a und c sowie Carotinoide und Xanthophylle, welche den
Chromatophoren meistens eine brdunliche Farbung verleihen; Chlorophyll b fehlt hingegen grund-
satzlich. Der Reservestoff Chrysolaminarin ist bei Diatomeen im Zellsaft der Vakuolen gel6st.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Silikatschalen von Kieselalgen, hier am Beispiel einer typischen pennaten Di-

atomee, aus [3, p. 107]. Epi- und Hypotheka stecken dhnlich einer Hutschachtel aufeinander, die Theken bilden Deckel
und Boden dieser ,,Schachtel”.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau einer typischen zentrischen Diatomee, aus [4, p. 43]

Wahrend der asexuellen Vermehrung (s. Abbildung 3), die durch einfache Zellteilung (Mitose) erfolgt,
wird zu beiden Theken jeweils eine neue Hypotheka gebildet. Weil die ehemalige Hypotheka zur
neuen Epitheka wird, nimmt bei jeder Generation fiir die Halfte der neu gebildeten Diatomeen die
GroRe ab. Wird eine bestimmte MindestgroRe (ca. die Halfte der AusgangsgroRe) unterschritten,
setzt die sexuelle Vermehrung mit Bildung und Verschmelzung haploider Geschlechtszellen (Game-
ten) ein. Hierbei entstehen Exemplare maximaler GroRe, die wiederum Ausgangspunkt flr eine Reihe
asexueller Teilungen sind.



Aus taxonomischer Sicht gliedern sich Diatomeen in mehr als 10.000 Arten, iber 200 Gattungen und
zwei Ordnungen der Klasse Bacillariophyceae innerhalb der Abteilung der Heterokontophyta. Die
Ordnung der Centrales (zentrische Diatomeen) bildet dabei runde oder dreieckige radidarsymmetri-
sche, die der Pennales (pennate Diatomeen) langliche lateralsymmetrische Schalen aus. Letztere
verfligen meistens Uber eine in Langsrichtung angeordnete Raphe, welche Kriechbewegungen er-
moglicht.

Die silikathaltigen Zellwéande von sexuelle Fortpflanzung Bei der sexuellen Fortpflanzung
Diatomeen bestehen aus Deckel offnet sich die Schale und setzt
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Abbildung 3: Schema der Fortpflanzung der Diatomeen, aus [5, p. 677]. 1-3) zeigt die sexuelle Fortpflanzung zur Erzeu-
gung neuer Zellen voller Gr6Re, 4-5) die asexuelle Fortpflanzung, bei der die Halfte aller neu gebildeten Zellen kleiner als
die Elternzelle ist.

1.2 Biologische Bedeutung von Diatomeen

(vgl. [6, p. 9ff.], [7]) Diatomeen stellen einen groRen, oft sogar den grofRten Anteil des marinen Phy-
toplanktons und spielen somit eine wichtige Rolle als Primarproduzenten, aber auch fiir globale CO,-
und Nahrstoffkreisldufe. Die mechanisch stabilen Kieselschalen bieten durch den Schutz vor Fress-
feinden einen Selektionsvorteil, daher werden Phytoplanktonbliiten oft von Diatomeen dominiert.
Entsprechend hoch ist der Anteil an Diatomeen, der sedimentiert und somit CO, aus der Atmosphare
bindet. Hiervon zeugen auch bis ins Jura zurilickreichende, besonders in Kreide und Tertiar entstan-
dene versteinerte Ablagerungen [8], die als Kieselgur industriell ausgebeutet werden. Die in dieser
Arbeit vorrangig behandelte Art Fragilariopsis kerguelensis bildet besonders starke Schalen aus
(s. Abbildung 4), was lber massenhaftes Auftreten (,Algenblite”) zu einer Verknappung von Silikat
mit weitreichenden o6kologischen Folgen fihrt. ,Rund 70% der marinen biogenen Silicate se-
dimentieren im Sudpolarmeer [...], und 80% des dortigen Diatomeenschlamms gehen auf F. ker-
guelensis zurtick” [7].



Abbildung 4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Valven der Diatomee Fragilariopsis kerguelensis,
Foto: F. Hinz, AWI
In Sedimentproben bleiben die Valven meistens gut erhalten, somit kdnnen Aussagen Uber die Ar-
tenverteilung und Morphologie fossiler Diatomeen und damit (ber die in vergangenen Perioden
herrschenden Umweltbedingungen getroffen werden. Lebende Exemplare von Fragilariopsis ker-
guelensis bilden oft Ketten, in denen sie Valve an Valve nebeneinanderliegen (s. Abbildung 5).
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Abbildung 5: Lichtmikroskopische Aufnahme von lebenden Fragilariopsis
kerguelensis (Differentieller Interferenzkontrast, Diatomeen in Giirtellage)



1.3 Friedrich-Hustedt-Zentrum fiir Diatomeenforschung

Die am Alfred-Wegener-Institut (AWI) angesiedelte, urspriinglich von Friedrich Hustedt (1886-1968)
begriindete Diatomeen-Referenzsammlung ,gehdrt auch heute noch zu den gréRten Diatomeen-
sammlungen der Welt und umfasst inzwischen tber 35.000 Proben und fast 90.000 Praparate aus
den meisten Gegenden der Welt, aus Siilwasser gleichermallen wie aus dem Meer, rezent wie auch
fossil“ [9]. Der historische Sammlungs-Stamm wird kontinuierlich erweitert durch Material aktueller
Expeditionen. Darliber hinaus bietet das Friedrich-Hustedt-Zentrum fiir Diatomeenforschung eine
Fachbibliothek mit Gber 7.000 Publikationstiteln sowie eine im Internet frei verfligbare Datenbank
mit Informationen zu allen in der Sammlung benannten Arten [9]. Die Hustedt-Sammlung dient somit
als zentrale Anlaufstelle fiir die Diatomeenforschung.

1.4 Probleme bei der Klassifizierung

Die taxonomische Klassifizierung von Diatomeen anhand lichtmikroskopischer Abbildungen ihrer
Silikatskelette ist Stand der Technik, zumal die organischen Bestandteile der Diatomeen in Sediment-
proben kaum erhalten sind. Diese Vorgehensweise ist jedoch mit einigen Schwierigkeiten behaftet:
So existiert meistens eine ganze Reihe morphologisch sehr dhnlicher Arten, deren exakte taxonomi-
sche Differenzierung ausschlieRlich anhand der Valven oft nur eingeschrankt oder gar nicht moglich
ist. Erschwert wird die Bestimmung dadurch, dass die morphologischen Merkmale abhdngig von
Umweltbedingungen und der Anzahl erfolgter mitotischer Teilungen einer gewissen Variabilitdat un-
terliegen (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Variabilitat der Valven von Fragilariopsis kerguelensis, aus [10], dort noch als Nitzschia kerguelensis be-
zeichnet



Auch liegt die GroBenordnung feiner morphologischer Strukturen wie der Areolen oder Striae im
Grenzbereich oder unterhalb der mittels Lichtmikroskopie moglichen Auflosung, so dass sie gar nicht
oder nur durch Beugungsartefakte verfalscht abgebildet werden kénnen [11]. Selbst optisch auflos-
bare Strukturen auf den oft dreidimensional geformten Valvenoberflachen werden mit herkdmmli-
chen lichtmikroskopischen Verfahren, bedingt durch deren geringe Scharfentiefe, nur begrenzt wie-
dergegeben. Alternative Untersuchungsmethoden wie die Rasterelektronenmikroskopie oder die
optische Konfokalmikroskopie scheiden wegen des hohen Arbeits- und Kostenaufwands fiir Routi-
neanalysen meistens aus, genetische Untersuchungen kénnen an Proben aus Sedimentkernen nur
selten durchgefiihrt werden.

1.5 Bisherige Projekte zur computergestiitzten Identifizierung und Klassifizierung
Der Einsatz computergestiitzter Bildanalyse fiir die Identifizierung und Klassifizierung von Diatomeen
auf Basis lichtmikroskopischer Aufnahmen wurde bereits untersucht. Die wichtigsten Projekte dieser
Art waren ,ADIAC” (Automatic Diatom Identification and Classification) [6] und ,,DIADIST” (Diatom
and Desmid ldentification by Shape and Texture) [12], jedoch fiihrte keines dieser Projekte zu einer
praxistauglichen, einfach zu bedienenden und frei verfligbaren Software. Der interaktive Bestim-
mungsschlissel ,Common Freshwater Diatoms of Britain and Ireland. An interactive identification
key” [13] bietet keine automatisierten Bildverarbeitungsfunktionen, beschreibt jedoch eine Reihe
taxonomisch wichtiger morphologischer Merkmale, die sich zum Teil auch fir eine automatisierte
Analyse eignen.

1.5.1 ADIAC

Ein groB angelegtes Pilotprojekt zur Entwicklung rechnergestiitzter Methoden fiir Massenscreenings
von Diatomeen war ,ADIAC” (Automatic Diatom Identification and Classification) [6], welches im
Zeitraum 1998 bis 2001 von einer Reihe von Arbeitsgruppen durchgefiihrt wurde. Im Verlauf des
Projektes wurde ein kompletter Workflow vom Einsatz automatisierter Slide-Scanning-Mikroskope
bis zur computergestitzten Bildauswertung entwickelt; die fir die Identifizierung und Klassifizierung
erarbeiteten Methoden wurden anhand eigens erstellter umfangreicher Musterdatensatze validiert.
Sowohl fiir ADIAC als auch im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reihe von in der Bildverarbeitung
gangigen Ansatzen verfolgt. Daher finden sich einige Parallelen bei Segmentierung und Klassifikation,
wie z.B. die Schwellwertfindung nach Otsu, die Segmentierung mittels Canny Edge Detector oder die
Verwendung von Hu-Invarianten fiir die Objektklassifikation. Diese Techniken werden jedoch weit
verbreitet eingesetzt und sind als Standard-Verfahren der Bildverarbeitung etabliert [14].

Die ADIAC-Software wurde nicht frei zuganglich veroffentlicht, auch wenn sie z.T. in Form webbasier-
ter Komponenten zur Verfligung steht [15]. Diese konnen jedoch nur mit festgelegten Datensatzen zu
Demonstrationszwecken verwendet werden.

1.5.2 DIADIST

Das von 2001 bis 2004 durchgefiihrte Projekt ,,DIADIST” (Diatom and Desmid Identification by Shape
and Texture) [12] der Cardiff University, Wales, und des Royal Botanic Garden Edinburgh, Schottland,
verfolgte nicht die taxonomische Klassifizierung von Diatomeen, sondern die automatisierte Zuord-
nung von wissenschaftlichen Zeichnungen zu lichtmikroskopischen Aufnahmen. Auf diese Weise soll-
te ein neuer Zugang zu in Datenbanken abgelegten Bildsammlungen tber eine ,visuelle Indizierung”
ermoglicht werden. Im Rahmen dieses Projektes wurde zwar C-Code fiir die Konturermittlung und
Matlab-Code fiir die Texturanalyse veroffentlicht [16], jedoch keine praxistaugliche und umfassende
Software.



1.5.3 Common Freshwater Diatoms of Britain and Ireland

Der computergestiitzte Bestimmungsschlissel ,,Common Freshwater Diatoms of Britain and Ireland.
An interactive identification key” [13] bietet zwar keine automatisierte taxonomische Klassifizierung
auf der Basis von Bildanalyse, verwendet als klassischer Bestimmungsschliissel jedoch eine Reihe
morphologischer Merkmale [17]. Diese konnen z.T. automatisiert erfasst und fir eine Klassifizierung
herangezogen werden. Voruntersuchungen zu diesem Thema sind Bestandteil dieser Arbeit
(s. Kapitel 4), fur den Schwerpunkt ,,Massenscreening” wurde jedoch ein rein umrissbasierter Ansatz
gewahlt (s. Kapitel 3.5.1).

1.6 Schwerpunkte dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beinhaltet zwei Schwerpunkte:

Zum einen die Entwicklung einer praxistauglichen Losung fiir die rechnergestiitzte Auswertung von
Massenscreenings lichtmikroskopischer Aufnahmen der Diatomee Fragilariopsis kerguelensis. Diese
identifiziert relevante Valven, ermittelt ihre geometrischen Grunddaten und ordnet sie einer be-
stimmten Formauspragung zu.

Zum anderen die Untersuchung von Moglichkeiten fiir die rechnerunterstiitzte taxonomische Klassi-
fizierung von Diatomeenvalven. Diese basieren auf vertieften Strukturanalysen unter besonderer
Beachtung der Problematik dreidimensionaler Aspekte und der Verwendung unterschiedlicher licht-
mikroskopischer Verfahren.

1.6.1 Automatisierte Identifikation relevanter Diatomeenvalven in Massenscreenings

Fiir Analysen auf Basis von Massenscreening wurde eine praxistaugliche Softwarelésung entwickelt,
die in erster Linie der Identifikation von Valven der Gattung Fragilariopsis dient. Wie in Kapitel 1.2
beschrieben, stellt Fragilariopsis kerguelensis einen der wichtigsten Vertreter der Diatomeen dar. In
den untersuchten Proben finden sich jedoch auch Exemplare anderer Arten dieser Gattung, welche
eine dhnliche Morphologie aufweisen.

Die Erkennung der Valven basiert auf lichtmikroskopischen Aufnahmen und erfolgt tiber eine Kontur-
analyse, Texturmerkmale werden nicht betrachtet. Bei Beschrankung auf Fragilariopsis spec. er-
scheint dieser Ansatz ausreichend, da sich Form und Konvexitdat des Umrisses fiir eine Beurteilung
der Ergebnisqualitat und die Identifikation relevanter Valven heranziehen lassen (s. Kapitel 3.5). So-
lange die Valvenkonturen keine konkaven Anteile aufweisen, kénnen jedoch auch andere Arten iden-
tifiziert werden.

Die Software wurde in Hinblick auf eine mdglichst einfache Bedienbarkeit, universelle Einsatzfahig-
keit (mit der Einschrdankung auf die Analyse von Konturdaten konvexer Valven), hohe Verarbeitungs-
geschwindigkeit, robuste Objekterkennung und spatere Erweiterbarkeit konzipiert. Bildausschnitte
mit den identifizierten Valven kénnen zusammen mit den erhobenen morphometrischen Daten fir
detailliertere Analysen exportiert werden.

1.6.2 Rechnergestiitzte Analyse morphologischer Strukturmerkmale fiir die taxonomi-
sche Klassifizierung

Fir die taxonomische Klassifizierung von Diatomeen ist die Analyse morphologischer Strukturmerk-

male unabdingbar. Diese miissen moglichst detailliert erfasst werden, was durch die Beugungsbe-

grenzung der Auflosung, die geringe Scharfentiefe des Fokusbereichs sowie die meistens dreidimen-

sionale Auspragung der relevanten Strukturen erschwert wird. Darlber hinaus bestehen Di-



atomeenskelette groBtenteils aus Silikat und bilden daher Phasenobjekte, welche im lichtmikroskopi-
schen Hellfeld nur einen schwachen Amplitudenkontrast bieten.

Diese Rahmenbedingungen erfordern den Einsatz kontrastverstarkender lichtmikroskopischer Ver-
fahren wie Phasenkontrast oder Differenziellem Interferenzkontrast (s. Kapitel 2.3) unter Verwen-
dung moglichst hochauflosender und —vergroBernder Optiken. Die geringe Scharfentiefe der Fokus-
ebene kann durch die Aufnahme eines Bildstapels tGber einen die komplette Valve umfassenden Fo-
kusbereich und die Verrechnung der scharf abgebildeten Bereiche dieses Stapels zu einem zweidi-
mensionalen , Fokus-Bild“ ausgeglichen werden (Focus-Stacking). Dieses kann, je nach verwendetem
Verfahren, auf Basis einer Tiefenkarte um Hoheninformationen zu einer 2,5D-Abbildung ergadnzt
werden, indem jedem Punkt des Fokus-Bildes eine einzelne Hoheninformation zugewiesen wird. Die
bei diesen Betrachtungsweisen unvermeidlichen perspektivischen Verzerrungen raumlicher Struktu-
ren kénnen jedoch zu Fehlern bei der Vermessung und Interpretationen fiihren. Daher wird in Kapitel
4.2 ein neuer Ansatz flir ein dreidimensionales Focus-Stacking beschrieben, der an der Hochschule
Emden/Leer im Rahmen einer Bachelorarbeit [18] entwickelt und innerhalb eines studentischen Pro-
jekts [19] weitergefiihrt wurde.

Bei lebenden Exemplaren kdonnen Uber die Strukturmerkmale der Valven hinaus auch Kriterien wie
Anzahl, Lage und GroRe von Chloroplasten, Pyrenoiden, Oltropfchen, usw. fiir die Klassifizierung her-
angezogen werden, woflr z.T. Untersuchungen in Auflichtfluoreszenz wertvolle Informationen lie-
fern. Eine gute Ubersicht relevanter Merkmale bietet [17].



2 Gerate - Bildaufnahme

Die in dieser Arbeit entwickelte Software beinhaltet keine Funktionen fiir die eigentliche Bilderfas-
sung, sondern verarbeitet nur bereits gespeicherte digitale Bilddaten in Form von Dateien gangiger
Grafikformate. Daher wird die eigentliche Bildaufnahme gesondert und unter Bericksichtigung ver-
schiedener Mikroskopietechniken dargestellt.

2.1 Verwendete Technik

Massenscreening und taxonomische Strukturanalysen beginnen mit der Aufnahme lichtmikroskopi-
scher Bilder, hierfiir standen zwei unterschiedliche Mikroskopiesysteme zur Verfligung. Beide beru-
hen auf dem gleichen Basisgerat (Zeiss Axio Imager.Z2); um Verwechslungen zu vermeiden, wird das
flir Massenscreenings am AWI verwendete Mikroskop im Folgenden als ,Metafer-System” bezeich-
net, das an der Hochschule Emden/Leer fur Strukturuntersuchungen genutzte als ,,Axio Imager.Z2“.

2.1.1 Metafer Slide Scanning Platform fiir Massenscreenings

Fiir das Massenscreening kam am Alfred-Wegener-Institut ein automatisiertes Metafer Slide Scan-
ning Mikroskop (Hersteller: MetaSystems GmbH, Altlussheim) zum Einsatz. Dieses kann komplette
Objekttrager in niedriger VergréfRerung scannen, zu untersuchende Objekte identifizieren, und diese
anschlieRend bei hoher Vergroflerung als Bildstapel tber den gesamten Fokusbereich aufnehmen.
Dieser Vorgang ist teilautomatisiert, so dass bis zu acht Objekttrager nacheinander ohne oder mit nur
geringer Benutzerinteraktion bearbeitet werden kénnen.

o« v
MetaSystems

22011 by MetaSysterns

Abbildung 7: Metafer Slide Scanning Platform, Foto: MetaSystems GmbH

Die in dieser Arbeit verwendeten Datensatze wurden mit einem Zeiss Plan-Apochromat 63x/1,4 im
Hellfeld mit Olimmersion aufgenommen. Hierfiir kam statt eines auf die hohe Objektivapertur abge-
glichenen Kondensors eine LED-Beleuchtung zum Einsatz, woraus eine reduzierte optische Auflésung
resultiert. Da fur die Identifizierung auf die Beurteilung von Texturmerkmalen verzichtet wurde,
ergibt sich hieraus jedoch kein gravierender Nachteil, flir eine weitergehende Analyse morphologi-
scher Merkmale ware jedoch eine héhere Auflosung wiinschenswert.

Es wurden zwar komplette Bildstapel liber die gesamte Hohe der Valven aufgenommen, durch die
Autofokus-Funktion wurde aber jeweils nur die am besten auf das Objekt fokussierte Bildebene fiir
das Screening ausgewahlt. Obwohl auf die in der Metafer-Software integrierte automatische Korrek-
tur von Beleuchtungsinhomogenitdten verzichtet wurde, sind die Aufnahmen der in dieser Arbeit
untersuchten Datensatze sehr homogen ausgeleuchtet und weisen keine sichtbare Vignettierung auf,

9



wodurch die Bildverarbeitung deutlich vereinfacht wird. Zwei der acht Datenséatze (ca. 2500 von liber
5900 Aufnahmen) zeigen eine deutliche Uberstrahlung und somit einen reduzierten Kontrastumfang,
waren jedoch trotzdem auswertbar.

Die fiir die Aufnahmen verwendete Kamera ,,CoolCube 1m*“ (ebenfalls Hersteller MetaSystems) ver-
flgt Gber eine Intensitats-Auflésung von 12Bit (monochrom), die Bilddaten wurden jedoch in Form
von 8Bit-Graustufen-Daten im TIFF-Format gespeichert. Bei Verwendung des Zeiss Plan-Apochromat
63x/1,4 entsprechen 980 Pixel einer Strecke von 100 pum.

2.1.2 Axio Imager.Z2 fiir hochaufgeldste Lichtmikroskopie zur Strukturuntersuchung

Die Bildstapel-Aufnahmen fiir die Untersuchung morphologischer Strukturmerkmale wurden an der
Hochschule Emden/Leer an einem Zeiss Axio Imager.Z2 durchgefiihrt. Dieser ist fir eine Reihe unter-
schiedlicher lichtmikroskopischer Verfahren wie Hellfeld, Phasenkontrast, Differenziellem Interfe-
renzkontrast (DIK) und Auflichtfluoreszenz mit hoher optischer Auflosung ausgestattet.

Die fir die Analyse taxonomischer Strukturmerkmale, 2D- und 3D-Visualisierungen von Fragilariopsis
kerguelensis gefertigten Aufnahmen (Hellfeld und Differenzieller Interferenzkontrast) entstanden
unter Verwendung eines Zeiss Plan-Apochromaten 63x/1,4 DIC mit Olimmersion (n = 1,515). Die Auf-
nahmen anderer Diatomeen wurden unter Verwendung eines Zeiss Plan-Apochromaten 40x/0,95
Ph3 (Hellfeld und Phasenkontrast) bzw. EC Plan-Neofluar 40x/0,90 Pol (Differenzieller Interferenz-
kontrast) ohne Immersion (s. Tabelle 1.) durchgefiihrt.

Tabelle 1: Fiir die Analyse taxonomischer Strukturmerkmale, 2D- und 3D-Visualisierungen von Fra-
gilariopsis kerguelensis verwendete Objektive

Objekt Lichtmikroskopisches Verfahren Objektiv

Fragilariopsis | Hellfeld, Differentieller Interferenz- | Zeiss Plan-Apochromat 63x/1,4 DIC mit Ol-
kerguelensis | kontrast und Auflichtfluoreszenz immersion (n = 1,515)

Andere Hellfeld, Phasenkontrast Zeiss Plan-Apochromat 40x/0,95 Korr Ph 3
Diatomeen Differentieller Interferenzkontrast Zeiss EC Plan-Neofluar 40x/0,90 Pol

Als Lichtquelle diente fir die Auflichtfluoreszenz eine Metallhalogenidleuchte ,,HXP 120 C“ in Kombi-
nation mit einem DAPI-Filterwirfel, fir die anderen Verfahren wurde eine Anbauleuchte ,VIS-LED”
von Zeiss in Kombination mit einem Kondensor mit der numerischen Apertur 0,9 verwendet.
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Abbildung 8: Axio Imager.Z2, Foto: Carl Zeiss AG

Die Hohenposition des Objekttisches wurde liber ein Heidenhain-Langenmessgerat ermittelt, was die
Aufnahme von Bildstapeln mit dquidistanten Hohenabstidnden ermdglichte. Fir alle Aufnahmen kam
eine AxioCam MRc 3 zum Einsatz. Bei Verwendung des 63x-Objektivs entspricht die Kantenlange
eines Bildpixels 0,100+ 0,0003 um, bei Verwendung der 40x-Objektive 0,159 + 0,0003 um (ermittelt
mit E.L.M.1. [20]).

Um eine eindeutige Beschreibung des Bezugssytems fiir die Bildstapel zu gewahrleisten, wird durch-
gangig folgende Konvention eingehalten: Die Fokusebene des Objektivs entspricht einem einzelnen
Bild des Bildstapels und der X/Y-Ebene der Visualisierung, die unterschiedlichen Ebenen des Bildsta-
pels sind entlang der Z-Achse angeordnet.

2.2 Optische Auflosung
Die feinen Strukturen der Diatomeenskelette lassen sich z.T. nicht mit herkdmmlichen lichtmikrosko-

pischen Methoden auflésen, so dass sie gar nicht oder durch Beugungsartefakte verfalscht abgebil-
det werden (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung lichtmikroskopischer (a, c, €) und rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen (b, d, f)
von Diatomeenvalven zur Verdeutlichung lichtmikroskopischer Beugungsartefakte, aus [11, p. 89 & 93]. Durch Beugungs-
artefakte werden im lichtmikroskopischen Bild Strukturen vorgespiegelt, die nicht der Realitdt entsprechen und zu Fehl-
interpretationen fiihren konnen, wie z.B. vorgeblich eingebuchtete Valvenrander.

Fiir das Massenscreening am AWI wurden die Umrisskonturen, jedoch nicht die Strukturmerkmale
der Valven untersucht. Daher sind in diesem Zusammenhang Beugungsartefakte und Auflésungsbe-
grenzung im Innenbereich der Valven, wie sie im Bereich von Areolen und Striae auftreten
(s. Abbildung 9 a, b runde Valve links unten), fiir die Analyse unkritisch. Beugungsartefakte, welche
Verzerrungen der Abbildung des Valvenrandes verursachen, fiihren hingegen zu deutlichen Ein-
schrankungen bei der Konturerkennung. Derartige Artefakte werden z.B. durch sehr nah an den Rand
heranreichende Striae (s. Abbildung 9 c-f) verursacht, treten bei Fragilariopsis aufgrund der verhalt-
nismaRig groben Strukturen jedoch nicht in storendem Umfang auf.
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Die Analyse von morphologischen Strukturmerkmalen zur taxonomischen Klassifizierung bedingt eine
moglichst hohe Aufldsung zur Untersuchung auch sehr feiner Strukturdetails. Trotz der hochwertigen
Optik des Axio Imager.Z2 an der Hochschule Emden/Leer missen Beugungsartefakte und Aufl6-
sungsbegrenzung in Kauf genommen werden, wenn auch in einem geringeren MaRe als mit dem

Metafer-System.
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Abbildung 10: Vergleich der Abbildungsleistung der beiden Mikroskopie-Systeme. a) Metafer-System mit Plan-Apochro-
mat 63x/1,4 im Hellfeld, b) Zeiss Axio Imager.Z2 mit Plan-Apochromat 63x/1,4 im Hellfeld, c) Zeiss Axio Imager.Z2 mit
Plan-Apochromat 63x/1,4 im Differentiellen Interferenzkontrast

2.3 Kontrastverstarkende lichtmikroskopische Verfahren

Die Diatomeenskelette bieten nur wenig Amplitudenkontrast, da sie in ihren optischen Eigenschaften
Silikatglas dhneln, entsprechend kontrastarm und schwach werden feine Strukturen abgebildet
(s. Abbildung 11 a). Die kontrastverstarkenden lichtmikroskopischen Verfahren Differentieller Inter-
ferenzkontrast (DIK) und Phasenkontrast (PhaKo) ergdnzen den Amplitudenkontrast durch Informati-
onen, welche auf den Brechungsindizes der einzelnen Objektbestandteile beruhen. Die durch die
Anderungen der optischen Dichte bzw. Objektdicke bedingten Lauflingenunterschiede im Lichtpfad
werden durch Interferenzbildung in sichtbare Amplitudenschwankungen umgewandelt. Daher er-
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scheint der Kontrastumfang bei Verwendung dieser beiden Verfahren hoher (s. Abbildung 11 b, c),
feine Strukturen werden klarer dargestellt (s. a. Abbildung 49).

Durch kontrastverstarkende Verfahren wird jedoch nicht die tatsachliche optische Auflésung, son-
dern nur die Beobachtbarkeit kontrastschwacher Strukturen verbessert. DIK setzt dabei die differen-
zielle Interpretation unterschiedlicher Brechungsindizes auf eine Weise um, die vom menschlichen
Auge meistens falschlicherweise als reliefartige Struktur interpretiert wird, obwohl keine echten Ho6-
heninformationen vorliegen. Der Phasenkontrast hingegen erzeugt einen Halo-Effekt, der besonders
um grobere Strukturen herum hellere Lichtsdume bildet. Die Ergebnisse beider Verfahren kénnen
aufgrund dieser Artefakte zu fehlerhaften Interpretationen bei der automatisierten Bildverarbeitung
fUhren.

Abbildung 11: Vergleich lichtmikroskopischer Verfahren am Beispiel einer Valve von Triceratium favus Ehrenberg.
a) Hellfeld, b) DIK, c) PhaKo. DIK und PhaKo ermdglichen eine deutliche Steigerung des Objektkontrastes.

2.4 Problematische Objekte

Parameter wie Bildverzeichnungen, Rauschen oder ungleichmaRige Kontrast- und Helligkeitsvertei-
lung sind mit beiden Mikroskopie-Systemen beherrschbar. Jedoch kann eine Reihe von Problemen,
welche mit dem eigentlichen Untersuchungsobjekt zusammenhangen, die Struktur- und Konturer-
kennung erschweren oder sogar unmoglich machen (s. Abbildung 12). Folgende Effekte wurden beo-
bachtet und z.T. auch im ADIAC-Projektbericht [6, pp. 63ff., p. 94] beschrieben:

- Die Valven liegen z.T. mit der Ober-, z.T. mit der Unterseite Richtung Objektiv (s. Abbildung
12 3, b). Dies fiihrt zu unterschiedlichen Texturen, verursacht bei der Konturanalyse fiir das Mas-
senscreening jedoch keine Probleme. Bei der Beurteilung morphologischer Strukturdetails hinge-
gen ist die Lage der Valven von Bedeutung.

- Die Valve liegt auRerhalb der Fokus-Ebene und wird nur unscharf abgebildet (s. Abbildung 12 c).
Dies geschieht gelegentlich, obwohl die Metafer-Software tiber eine Autofokus-Funktion verfigt.
Das Ergebnis ist unbrauchbar.

- Die Theke liegt in Girtelansicht, die Valvenoberflache somit senkrecht zur Fokusebene. Aus der-
artigen Aufnahmen kénnen keine brauchbaren Ergebnisse ermittelt werden.

- Die Valve liegt aufgrund ihrer Ausrichtung oder ihrer dreidimensionalen Struktur nicht vollstandig
parallel zur Fokusebene und wird daher teilweise unscharf abgebildet (s. Abbildung 12 d), oder
sie liegt parallel zur Fokusebene, die vom Autofokus-System ausgewahlte Fokusebene stellt je-
doch nicht den Rand, sondern andere Strukturen scharf dar (s. Abbildung 12 e). Diese Probleme
sind haufig zu beobachten, die Segmentierung liefert bei geringeren Unscharfen jedoch oft noch
verwertbare, wenn auch leicht fehlerbehaftete Ergebnisse. GroRere Schragstellungen fiihren
meistens zu deutlichen Segmentierungsfehlern und damit zu unbrauchbaren Ergebnissen. Hier

14



konnte eine Steigerung der Scharfentiefe durch 2D-Focus-Stacking Abhilfe schaffen (s. Kapi-
tel 4.1), wobei jedoch zu beachten wire, dass durch die Schraglage verursachte perspektivische
Verzerrungen zu Messfehlern fiihren.

- Die Valve Uberlappt mit anderen Objekten (s. Abbildung 12 f). Dieses Phanomen ist sehr haufig
zu beobachten und erfordert u.U. eine weitere Verdiinnung des Probenmaterials, teilweise kén-
nen die Objekte jedoch auch wahrend der Bildsegmentierung getrennt werden.

- Die Valve ist unvollstandig (s. Abbildung 12 h). Da in dieser Arbeit Proben aus Sedimentkernen
betrachtet wurden, waren Beschadigungen recht haufig zu beobachten. Die Ergebnisse sind nicht
verwertbar, die automatisierte Erkennung solcher Valvendefekte gelingt jedoch nicht immer.

- Es befinden sich im Bild Objekte, die keine Valven sind, wie z.B. Trimmer, Fremdkorper oder
Luftblasen im Einschlussmedium. Diese erfiillen jedoch einen Teil der Kriterien (s. Kapitel 3.4.2
und 3.5) fir die Valvenerkennung (s. Abbildung 12 g).

Fiir das Massenscreening miissen Objekte aussortiert werden, die nicht als relevante Valven erkenn-
bar sind; dies geschieht auf Basis einer Reihe von Indikatoren fiir die Beurteilung der Konturform
(s. Kapitel 3.4.2 und 3.5). Kleinere Konturdefekte kdnnen bei Bedarf manuell korrigiert werden
(s. Kapitel 3.6.2.4), um die Ausbeute an brauchbaren Ergebnissen zu erhohen. Die Strukturanalyse fir
die taxonomische Klassifizierung wird auf Basis von Bildstapeln und Focus-Stacks durchgefiihrt. Sie
kénnte auch an ausreichend groRen Bruchstiicken oder teilweise iberdeckten Valven durchgefiihrt
werden, daher stellen die meisten der o.g. Problemfalle hier keine zwingende Einschrankung dar.
Wenn die Strukturanalyse an den wahrend des Massenscreenings identifizierten Valven durchgefiihrt
werden soll, ergeben sich jedoch dieselben Beschrankungen.
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Abbildung 12: Typische Situationen bei der Erkennung von Valven in lichtmikroskopischen Aufnahmen: a) Aufsicht auf
die Valvenunterseite, b) Aufsicht auf die Valvenoberseite, c) Valve komplett unscharf, d) Valve liegt schrag in der Fokus-
ebene, e) Fokusebene liegt nicht auf dem Valvenrand, f) Uberlappung mit anderen Objekten, g) Objekte, die keine Valven
sind, aber einen Teil der Kriterien fiir die Erkennung erfiillen, h) Bruchstiicke von Valven
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3 Methoden - Massenscreening

Fiir die automatisierte Identifizierung relevanter Diatomeenvalven in Massenscreenings wurde eine
Reihe von Verfahren untersucht und bei Eignung in Form einer einfach zu benutzenden und robust
arbeitenden Software realisiert. Diese setzt eine fir die Objekterkennung (libliche Bildverarbeitungs-
pipeline [21, p. 50] um (s. Abbildung 13), welche aus einer linearen Abfolge von aufeinander aufbau-
enden Operationen besteht. Die Erfassung der Bilddaten entfallt fir diese Software, da Bilddateien
gangiger Grafikformate als Ausgangsmaterial verwendet werden. In der Bildvorverarbeitung wird der
Rauschanteil der Bilddaten vermindert, mittels der folgenden Segmentierung werden die Objekte
vom Bildhintergrund getrennt. Eventuell aufgetretene Segmentierungsfehler kénnen in der Bild-
nachbearbeitung durch Anwendung des morphologischen Closings behoben werden. Anschliefend
werden die Objekte in der Merkmalsextraktion parametrisiert, was im vorliegenden Fall Uber die
Ermittlung der Konturgeometrie geschieht. Die Objektparameter flihren auf Basis einer Klassifikation
schlieBlich zu relevanten Objekten, d.h. Valven von Fragilariopsis spec.

Bildnach-
bearbeitung

Erfassung der Bild-
Bilddaten vorverarbeitung

Segmentierung

Bildanalyse zur
Merkmals-
extraktion

Erkannte

el e Klassifikation

Abbildung 13: Typische Struktur einer Bildverarbeitungspipeline fiir die Objekterkennung, modifiziert nach [21, p. 50]

Ziel der Bildverarbeitungspipeline ist eine moglichst vollstandige und eindeutige Segmentierung der
Bildinhalte, gefolgt von einer moglichst eindeutigen Klassifikation der gefundenen Objekte.

3.1 Bildvorverarbeitung / Verminderung des Rauschanteils

Wahrend des Bildgebungs- und Aufnahmeprozesses wird die Abbildung des Untersuchungsobjektes
durch Rauschen verschlechtert. Im vorliegenden Fall wird vereinfachend angenommen, dass das
Rauschen durch den Sensor und die Signalverstarkung in der Kamera entsteht, dass es rdumlich und
zeitlich unabhangig ist und dass es nicht von der Signalstarke abhangt. Das Rauschen stort nachfol-
gende Bildverarbeitungsoperationen und sollte daher reduziert werden. Zwei in der Bildverarbeitung
bewahrte Verfahren zur Reduzierung solch additiven Rauschens wurden realisiert, der lineare GauR-
und der nichtlineare Medianfilter.
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Abbildung 14: Vergleich der Ergebnisse der Rauschreduzierung. a) Original, b) nach Anwendung eines GauRBfilters mit 5
Pixel breitem Kern, c), nach Anwendung eines Medianfilters mit 5 Pixel breitem Kern, d-f) jeweils AusschnittvergréRe-
rungen von a-c). Die Anwendung des GauRBfilters fiihrt zum Verlust hochfrequenter Bildanteile und damit an Bildschérfe,
durch den Medianfilter werden kleine kontraststarke Strukturen homogenisiert.

3.1.1 Gauffilter

Der GauRfilter faltet die Bilddaten mit einem GauR’schen Filterkern. Dies entspricht einer gewichte-
ten Mittelwertbildung, welche als Tiefpass hohe Frequenzen (das Rauschen, aber ebenfalls hoch auf-
geloste Bilddetails) ausfiltert, so dass auch von einer Glattung oder Weichzeichnung des Bildes ge-
sprochen wird. Die zweidimensionale normalisierte GaufR-Funktion ist nach [22, p. 95] definiert als:

1 _(x2+y2)
w(x,y) = e \ 202 (1)
(x,¥) 502
mit w = Filterkern, ¢ = Standardabweichung, x, y = Koordinaten des Filterkerns, bezogen auf den
Mittelpunkt

Das Verhiltnis zwischen o und der Filterkernbreite/-héhe belduft sich nach [23, p. 112] auf

o=03 (g - 1) +0,8 (2)

mit o = Standardabweichung, n = Filterkernbreite/-héhe

Die Faltung der Bilddaten mit dem Filterkern erfolgt nach [14, p. 149] als:

a b
gy =wrfry)= D > w(st) fix=sy 1) ®
s=—at=-b
mit g = gefiltertes Bild; w = Filterkern; f = Bild; a =Fllterkembrewe_1; b =w;

2
s,t = Koordinaten des Filterkerns, bezogen auf den Mittelpunkt; x, y = Koordinaten des Bild-

punktes
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Die Glattung durch Anwendung eines Gaulfilters hat einen Verlust hochfrequenter Bilddetails zur
Folge, wodurch Objektkanten unscharfer dargestellt werden (s. Abbildung 14 e). Um signifikante
Fehler bei der Konturerkennung zu vermeiden, sollten nur kleine Filterdurchmesser (3 bis 7 Pixel)
verwendet werden

3.1.2 Medianfilter

Der nichtlineare Medianfilter ist ein Rangordnungsfilter, welcher einem Bildpunkt den Median der
Intensitaten seiner Umgebung, inklusive des Bildpunktes selbst, zuweist. Hieraus resultiert eine sehr
gute Reduktion besonders von Impulsrauschen, aber auch fir additives Rauschen, das in Bezug auf
die Leistung normalverteilt ist, werden gute Ergebnisse erzielt. Die Medianfilterung fiihrt bei gleich-
groflem Filterkern zu weniger Unscharfe als eine Gaulfilterung, homogenisiert jedoch feine kontrast-
starke Strukturen (s. Abbildung 14 c, f). Daher sollten, wie auch bei der Anwendung des Gauf¥filters,
nur kleine Filterdurchmesser verwendet werden.

3.2 Segmentierung

Mit Hilfe der Segmentierung werden Objekte im Bild identifiziert, die weitere Differenzierung der
einzelnen Objekte bleibt der anschlieBenden Klassifikation vorbehalten. Durch die Segmentierung
wird fur jeden einzelnen Bildpunkt festgestellt, ob er zu einem Objekt oder zum Bildhintergrund,
bzw. im Fall des Canny Edge Detectors (s. Kapitel 3.2.1.4) zu einer Objektkante oder einer nicht rele-
vanten (meistens homogenen) Struktur gehort. Diese vollstandige tGberdeckungsfreie Segmentierung
wird auch als Binarisierung bezeichnet.

Vier in ihrer Wirkung sehr unterschiedliche Segmentierungsverfahren und eine Methode zur Verbes-
serung des Bildkontrastes wurden umgesetzt: Otsu’s Thresholding [24] basiert auf einer bimodalen
Verteilung des Intensitatshistogramms und berechnet einen Schwellwert, der die beiden Intensitats-
klassen , Objekt” und ,Hintergrund” durch Maximierung der Varianz zwischen diesen Klassen trennt.
Der Robust Automated Threshold Selector [25] (RATS) fiihrt eine lokale Gewichtung der Intensitéats-
werte auf Basis des Intensitatsgradienten durch, um einen Schwellwert zu ermitteln, der sich vor
allem an kontraststarken Objektkanten orientiert. Der Canny Edge Detector [26] lokalisiert Objekt-
kanten moglichst exakt durch die Identifizierung eindeutiger Kanten, die auf Basis einer Konnektivi-
tatsanalyse um urspriinglich nicht eindeutige Anteile erganzt werden, wahrend Adaptive Threshol-
ding [23, p. 138] fiir jeden Bildpunkt einen Schwellwert durch die gewichtete Mittelung seiner loka-
len Umgebung bestimmt. Otsu’s Thresholding wurde zusatzlich in einer Variante implementiert, die
vor der Segmentierung mit Hilfe eines Histogrammausgleichs [23, p. 186ff.] den Kontrastumfang der
Bilddaten erhoht.

Diejenigen Verfahren, welche die Segmentierung auf Basis globaler Kriterien durchfiihren (Otsu’s
Thresholding, Canny Edge Detector), setzen zwingend eine ausreichend homogene Ausleuchtung des
Bildes voraus. Auf lokalen Kriterien beruhende Verfahren, wie RATS oder Adaptive Thresholding,
analysieren hingegen nur das Kontrastverhalten im direkten Umfeld eines Bildpunktes, so dass sich
als Intensitatsverlaufe dauRernde Beleuchtungsinhomogenitdten nicht negativ auswirken. Weiterhin
lassen sich die hier ausgefiihrten Ansatze in pixel- und kantenorientierte Methoden unterscheiden:
Die pixelorientierte Segmentierung mittels Otsu’s Thresholding oder Adaptive Thresholding orientiert
sich an der Intensitat der Bildpunkte, die kantenbasierte durch RATS und Canny Edge Detector an
den Intensitatsgradienten. Modell-, textur- oder regionenbasierte Segmentierungsverfahren kom-
men nicht zu Anwendung.
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Die fir die jeweiligen Segmentierungsverfahren notwendigen Parameter wurden in Form von global
fiir alle Datensatze geltenden Einstellungen realisiert, da bei den verwendeten Daten die Aufnahme-
bedingungen relativ konstant und die Segmentierungsergebnisse somit gut vergleichbar waren. Diese
Einstellungen werden, soweit notwendig, einmalig vom Benutzer exemplarisch ermittelt und festge-
legt.

Bei der Segmentierung von Bilddaten muss ein Kompromiss eingegangen werden zwischen Uber- (zu
viele kleinteilige Objekte werden identifiziert) und Untersegmentierung (die Objekte werden nicht
oder nicht komplett vom Hintergrund bzw. voneinander getrennt). Bei der in dieser Arbeit umgesetz-
ten Vorgehensweise wird eine Ubersegmentierung in Kauf genommen, und die relevanten Objekte
werden in einem der nachfolgenden Arbeitsschritte durch eine Validierung der Konturdaten ermittelt
(s. Kapitel 3.4.2). Eine Untersegmentierung muss durch die Wahl geeigneter Methoden und Parame-
ter vermieden werden. Da sich mehrere Verfahren parallel verwenden lassen, kénnen ihre individu-
ellen Vorteile kombiniert und somit auch Objekte identifiziert werden, welche schwer zu erkennen
sind (s. Kapitel 5.2). Die aus der Filterung und dem Einsatz verschiedener Segmentierungsverfahren
resultierenden Fehler werden als gering erachtet (s. Kapitel 5.3).

3.2.1 Segmentierungsverfahren

Die hier verwendeten Segmentierungsalgorithmen beruhen auf der Anwendung von Schwellwerten,
wobei der Canny Edge Detector eine Sonderstellung einnimmt, da er nicht Objekte, sondern Objekt-
kanten erkennt (s. Kapitel 3.2.1.4). Mit Hilfe der anderen Verfahren wird ein Bildpunkt als dem ge-
suchten Objekt zugehorig klassifiziert, wenn seine Intensitat oberhalb eines bestimmten Schwellwer-
tes liegt, andernfalls wird er dem Bildhintergrund zugerechnet:

Cxy) = {Objekt, wennlI(x,y) >T
V)= Hintergrund,wennI(x,y) <T
mit C = Klassifikation des Bildpunktes; x, y = Koordinaten des Bildpunktes; I = Intensitdt des Bild-

(4)

punktes; T = Schwellwert

Der Schwellwert T wird, je nach Verfahren, global fiir das komplette Bild oder lokal fiir die direkte
Umgebung jedes Bildpunktes ermittelt. Fiir die weiteren Schritte der Bildverarbeitungspipeline wer-
den Objektpixel weill, Hintergrundpixel schwarz eingefarbt. Hierbei erfordern einige Segmentie-
rungsverfahren eine Invertierung des segmentierten Bildes, da aufgrund des in Hellfeldaufnahmen
intensitatsstarken Bildhintergrundes die Zuordnung Objekt/Hintergrund nach Gleichung (4) ver-
tauscht ist. Die im Folgenden vorgestellten Segmentierungsverfahren werden am Beispiel der Bildda-
ten von Abbildung 15 exemplarisch durchgefiihrt.
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Abbildung 15: Beispieldaten fiir die Segmentierungsverfahren, lichtmikroskopische Hellfeldaufnahme einer Valve von
Fragilariopsis kerguelensis sowie mehrerer Valvenbruchstiicke und Fremdkorper

3.2.1.1 Otsu’s Thresholding

Fiir Otsu’s Thresholding [24], [14, p. 742ff.], auch als ,,Otsu’s Method“ bezeichnet, wird ein globaler
Schwellwert auf Basis des Intensitatshistogramms berechnet. Grundannahme fiir Otsu’s Thresholding
ist eine bimodale Verteilung des Histogramms, d.h. es existieren zwei Klassen, in diesem Fall Objekte
und Hintergrund, mit unterscheidbaren, modglichst normalverteilten Intensitdtsstarken. Fir die
Schwellwertfindung wird versucht, die Varianz zwischen diesen beiden Klassen zu maximieren, was
gleichzeitig die Varianz innerhalb der Klassen minimiert. Als Basis dient das normalisierte Histo-
gramm, das die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Intensitédt beschreibt:

L-1

n;
Pi =N’ Eopi=1i pi=0 (5)
i=

mit p; = normalisiertes Histogramm (Wahrscheinlichkeit fir Auftreten eines Pixels der Intensitét i);
n; = Anzahl der Pixel der Intensitdt i; MN = Gesamtzahl der Bildpixel; L = Anzahl unterschiedli-
cher Intensitaten

Auf Grundlage der Intensitatsverteilung werden die Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten der bei-
den Objektklassen definiert:

k
Py (k) = Z Di (6)
i=0
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L—-1

P = Y p=1-PK) ”
i=k+1

mit k = Schwellwert zur Trennung in die Klassen C; und C,, wobei C; alle Pixel der Intensitdten

[0, k], C, alle Pixel der Intensitaten [k + 1,L — 1] beinhaltet; P;, P, = Wahrscheinlichkeit der
Zugehorigkeit des Pixels zu Cy, C,

Die durchschnittliche Intensitat der Pixel der beiden durch den Schwellwert k getrennten Klassen
errechnet sich zu:

k
1
k =—Z' - ®)
i=
1 L-1
0= S :
i=

mit m4, m, = Durchschnittsintensitat der Pixel in Klasse C;, C,

Die durchschnittlichen Intensitdten basieren auf dem normalisierten Histogramm:

L-1

mg = ) ipg = Py (k) my () + Py (0) my (k) (o)
i=0
mit m; = Durchschnittsintensitat aller Bildpixel

k

m(k) = 2 ip; (11)
i=0
mit m(k) = kumulative Wahrscheinlichkeit fir die Intensitit k (diese entspricht der durchschnittli-

chen Intensitat fur die Intensitaten [0, k])

Die Varianz der Intensitaten aller Bildpixel berechnet sich nach:

L-1
oF = (i—me)p 1)
i=

mit o2 = Varianz der Intensititen aller Bildpixel

Fir die Interklassenvarianz ergibt sich:

o5 (k) = Py(my (k) — mg)? + Py(m, (k) — mg)?
_ (mgPy (k) — m(k))? (13)

P (l)(1 = Py (K))
mit og? = Interklassenvarianz zwischen C; und C, fiir den Schwellwert k
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Fir alle Schwellwerte wird die resultierende Interklassenvarianz berechnet. Der optimale Schwell-
wert liegt vor, wenn eine maximale Interklassenvarianz erreicht wird:

o5 (k*) = maxock<r—1[05 (k)] (14)
mit k* = optimaler Schwellwert in Hinblick auf die Maximierung der Interklassenvarianz

Die Gite der Klassentrennung findet im vorliegenden Fall keine Anwendung, sei jedoch der Vollstan-
digkeit halber aufgefiihrt:

R0
o¢

mit 7 = Gute des Schwellwerts in Hinblick auf die Maximierung der Interklassenvarianz

(15)

Obwohl die Histogramme der verwendeten Valvenaufnahmen nicht bimodal sind (s. Kapitel 5.1),
eignet sich Otsu’s Thresholding gut fiir die Segmentierung. Der ermittelte Schwellwert liegt dabei
zwischen den dunklen Bereichen des Valvenrandes und dem helleren Hintergrund (entsprechend
ungefahr dem Ubergang Rot-Blau in Abbildung 40), so dass im Anschluss an die Segmentierung eine
Invertierung des Ergebnisses vorgenommen werden muss, um die Valven fir die Konturerkennung
weild auf schwarzem Hintergrund darzustellen.

Abbildung 16: Daten aus Abbildung 15, gefiltert mit einem GauB-Kern von 5 Pixeln Durchmesser und segmentiert durch
Otsu’s Thresholding. Die duBeren Konturlinien entsprechen fiir die Valve dem tatsachlichen Objektrand.
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Da fiir die Segmentierung mittels Otsu’s Thresholding keine Parameter definiert werden missen,
eignet sich diese Methode besonders gut fiir die automatisierte Anwendung ohne Benutzerinterakti-
on.

3.2.1.2 Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding

Die Durchfiihrung eines Histogrammausgleichs [23, p. 186ff.] gehort in der Bildverarbeitungspipeline
normalerweise zum Schritt der Bildvorverarbeitung. Sie wurde jedoch, kombiniert mit der Schwell-
wertbildung nach Otsu, in dieser Arbeit aus praktischen Griinden als eigenstdandiges Segmentierungs-
verfahren realisiert. Durch den Histogrammausgleich wird versucht, eine gleichmaRige Verteilung der
Intensitatswerte im Bild zu erreichen, indem haufig auftretende Intensitdten auf einen grofReren In-
tensitatsbereich gespreizt, seltener auftretende auf einen kleineren Bereich gestaucht werden. Dies
geschieht mit Hilfe einer Transferfunktion, die auf dem kumulativen normalisierten Histogramm ba-
siert, das der kumulativen Verteilungsfunktion entspricht:

L-1
T@W = (L —1) 2 D, (16)
i=0

mit T (i) = Transferfunktion fir den Histogrammausgleich; p; = normalisiertes Histogramm (Wahr-
scheinlichkeit fur das Auftreten eines Pixels der Intensitat i), s. Formel (5) ; L = Anzahl unter-
schiedlicher Intensitdten

Die Transferfunktion wird auf jeden Punkt des Ausgangsbildes angewendet, um ein Ergebnisbild mit
ausgeglichener Intensitatsverteilung zu erhalten:

F'(x,y) = T(F(x,)) (17)
mit F' = Ergebnisbild; F = Ausgangsbild; x, y = Koordinaten des Bildpunktes

Ublicherweise wird der Histogrammausgleich angewendet, um einen durch falsche Belichtung redu-
zierten Kontrastumfang zu erhéhen. Da sich durch die Spreizung von haufig im Bild vorhandenen
Intensitaten die Intensitatsverteilung andert, konnen anschlieBend Uber eine Schwellwertfindung
nach Otsu (s. Kapitel 3.2.1.1) z.T. auch Objektkanten segmentiert werden, die unscharf abgebildet
sind, weil sie auBerhalb der Fokusebene liegen (s. Kapitel 5.2).
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Abbildung 17: Ergebnis des Histogrammausgleichs der Daten aus Abbildung 15, diese wurden zuvor mit einem Medianfil-

ter von 5 Pixeln Durchmesser gefiltert. Besonders der Bildhintergrund erhdlt neue Intensitatswerte, die Struktur der
Valve bleibt deutlich und kontraststark erkennbar.
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Da durch die Kontrastverstarkung Strukturen in Erscheinung treten, die ohne Histogrammausgleich
bei der Segmentierung dem Hintergrund zugeordnet wiirden (s. Abbildung 17), tritt eine deutliche

Ubersegmentierung auf (s. Abbildung 18). Diese wird in der nachgeschalteten Merkmalsextraktion
durch eine Objektvalidierung reduziert (s. Kapitel 3.4.2).
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Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding. Besonders Anteile des Bildhintergrundes werden falschlich als Objekt
klassifiziert, was zu einer deutlichen Ubersegmentierung fiihrt, die ZuBeren Konturlinien entsprechen im Fall der Valve
jedoch dem tatsachlichen Objektrand.

3.2.1.3 Robust Automatic Threshold Selector (RATS)

Die Schwellwertfindung mittels RATS [25] erfolgt lokal durch die gewichtete Summierung der Intensi-
tatswerte auf Basis der Intensitdtsgradienten. Hierdurch flieRen Werte von Bereichen mit steilen
Intensitatsgradienten, d.h. in der Nahe von Objektkanten, besonders stark in die Schwellwertberech-

nung ein.

Die Gradientenmagnituden kdnnen auf unterschiedliche Weise ermittelt werden [25]. In dieser Ar-
beit wird der Ansatz [27] verfolgt, die Gradientenmagnituden durch Filter mit unendlicher Impulsan-
twort (lIR) zu ermitteln, die einer Faltung mit der ersten Ableitung eines Gaul3-Kerns (s. Kapitel 3.1.1)
entsprechen [28, p. 154] (s. Abbildung 19). Canny [26, p. 688] hat gezeigt, dass die Filterung mit der
ersten Ableitung des Gaul3-Kerns nur ca. 20% schlechtere Ergebnisse liefert als der optimale Kanten-
filter.

26



/. et TN )
s e—)

NEREAN

‘-‘ — B — - P - /l'
Abbildung 19: Gradientenmagnitudenbild der Daten aus Abbildung 15 (o = 3,0). Helle Bereiche entsprechen hohen
Magnituden, diese befinden sich in der Ndhe von Objektkanten.

Fiir die gewichtete Summierung wird das Gradientenmagnitudenbild iterativ in immer kleinere Berei-
che (Quadtrees) zerlegt [25, p. 136]. Fiir jeden dieser Bereiche wird jeweils ein Schwellwert ermittelt.
Dies gelingt in sinnvoller Form jedoch nur, wenn im untersuchten Bereich Objektkanten vorliegen,
andernfalls ist die Summe der Gradientenmagnituden gleich null bzw. sie liegt in der GroRBenordnung
des Bildrauschens. In diesem Fall wird die iterative Zerlegung dieses Bereichs beendet und der
Schwellwert des im Quadtree libergeordneten Bereichs verwendet. Nach [29] hat sich eine Potenzie-
rung des Gradienten zur starkeren Gewichtung steiler Gradienten bewdhrt, was zu einer Verbesse-
rung der Robustheit gegenliber Rauschen fihrt.

Der Schwellwert errechnet sich nach [27] als:

Ty GO IPI(x,)

T =
Zx,y G(x,y)P
mit T= Schwellwert; I= Intensitadt des Bildpixels; G = Intensitdtsgradientenmagnitude des Bildpunk-

tes; p= Exponent zur Verbesserung der Robustheit; x, y = Koordinaten des Bildpunktes

(18)

Ebenso wie bei der Segmentierung nach Otsu ist das Ergebnis invertiert, d.h. die Intensitat des Bild-
hintergrundes liegt oberhalb der ermittelten Schwellwerte.
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Abbildung 20: Daten aus Abbildung 15, gefiltert mit einem GauB-Kern von 5 Pixeln Durchmesser und segmentiert mittels
RATS (o = 3,0; Exponent = 2,0). Die duBBeren Konturlinien entsprechen fiir die Valve dem tatsachlichen Objektrand.

Die Segmentierung mit dem Robust Automatic Threshold Selector fihrt zu gut verwertbaren Er-
gebnissen, jedoch miissen zwei Parameter (das o zur Bestimmung der Breite des Filterkerns fiir die
Gradientenberechnung, sowie der Exponent, mit dem die Gradientenmagnitude in die Berechnung
eingeht) jeweils dem Bildmaterial angepasst werden.

3.2.1.4 Canny Edge Detector

Die Kantendetektion nach Canny [26], [14, p. 719ff.] verfolgt die drei fiir die Kantensegmentierung

Ublichen Ziele, die Canny mathematisch formuliert und deren Erfiillung er numerisch nachgewiesen

hat:

1. Geringe Fehlerrate: Es sollen moglichst alle im Bild vorhanden Kanten gefunden werden, dabei
aber moglichst wenige Fehldetektionen auftreten.

2. Gute Lokalisierung der Kantenpunkte: Die gefundenen Kantenpunkte sollen moglichst mittig auf
den tatsachlich im Bild vorhandenen Kanten liegen.

3. Minimierung der Kantenbreite: Die gefundenen Kanten sollen auf die Breite eines einzelnen Pixels
reduziert werden.

Der Algorithmus wird in vier Schritten ausgefihrt:
1. Glattung der Bilddaten
Berechnung der Gradienten

won

Unterdrickung von lokalen Nicht-Maxima zur Reduzierung der Kantenbreite

&

Verifizierung der Kantenlinien durch Schwellwert- und Konnektivitatsanalyse
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Zusatzlich zur Reduktion des Bildrauschens wahrend der Vorverarbeitung erfolgt durch die Anwen-
dung des Sobel-Operators bei der Gradientenberechnung eine weitere Glattung. Die Berechnung der
Gradienten erfolgt iber die Faltung mit den beiden Sobel-Kernen [30, p. 165], z.B.:

-1 0 1 -1 -2 -1

h, = [—2 0 2] h, = [ 0 0 0 ] (19)
-1 0 1 1 2 1

mit h, = Kern fiir vertikale Kanten; hy = Kern flr horizontale Kanten; hier exemplarisch fiir einen

Filter der GroRe 3 X 3

Die Gradienten errechnen sich entsprechend [30, p. 1361]:

n, my
G = fEy) = Y > (G RfC—jy =) (20
k=-n, j=—m,
n, m;
GEN =hy s fEN= D > hGIOFE=iy =0 )
k=—n2 j=—m2 .
mit gy, g, = Gradienten in horizontaler bzw. vertikaler Richtung; m, = m;
n, = w, f = Bild; j, k = Koordinaten des Filterkerns, bezogen auf den Mittelpunkt;

x,y = Koordinaten des Bildpunktes

Aus den richtungsabhdngigen Gradienten ergibt sich die Gradientenmagnitude:

M@ﬁ=Jm&wP+a&wP (22)

mit M = Gradientenmagnitude

Die Gradientenmagnitude wird in der verwendeten Implementation aus Geschwindigkeitsgriinden
Uber den Betrag der Gradienten angenahert [30, p. 165]:

Mo (x,y) = 1gx(x )| + | gy (x, )| (23)
mit M, = angendherte Gradientenmagnitude

Fiir ein 8Bit-Graustufenbild ergibt sich bei einer Filterkernbreite von 3 Pixeln die maximal mogliche
Gradientenmagnitude z.B. fiir eine Objektkante der Form:

0 0 255
[ 0 255 255]
255 255 255

Hieraus resultieren, bezogen auf den Mittelpunkt der 0.g. Wertematrix, die Gradienten:

gx = gy = 765 (24)
und die Gradientenmagnituden:
M = 10819 bzw. M, = 1530 (25)
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Trotz der fir den o.g. Fall erheblichen Differenz zwischen tatsachlicher und angenaherter Gradien-
tenmagnitude kann die Naherung verwendet werden, da derart steile Objektkanten in der Praxis nur
selten auftreten und der Magnitudenwert in den folgenden Schritten des Algorithmus nur dem quali-
tativen Vergleich mit benachbarten Magnitudenwerten bzw. den Schwellwerten fiir die Kantende-
tektion dient.

Die Richtung des Gradienten berechnet sich nach [30, p. 165]:

_19y(x,y)

9x(%,y)
mit 6 = Richtung des Gradienten

0(x,y) = tan (26)

Gradientenmagnitude und Gradientenrichtung dienen als Grundlage fiir die weitere Kantendetekti-
on. Hierflr werden in einem ersten Schritt lokale Maxima der Gradientenmagnitude aufgefunden,
indem lokale Nicht-Maxima unterdriickt werden (,,nonmaxima suppression®). Als Ergebnis ergibt sich
ein , Kantenbild” mit derselben Auflésung wie Orginal- und Gradientenbild, in dem ausschlieRlich
Kanten vorkommen, die einen einzelnen Pixel breit sind.

Fir die ,,nonmaxima suppression” wird fiir jeden Punkt der Gradientenmagnitude die Kantenrich-
tung, welche senkrecht zur Gradientenrichtung verlauft, auf die Winkel 0°, 45°, 90° und 135° diskreti-
siert, was den vier moglichen Verlaufsrichtungen der Kante durch den Mittelpunkt einer 3 X 3-
Umgebung entspricht. AnschlieBend werden fiir jeden Punkt der Gradientenmagnitude die beiden
Nachbarpunkte, welche senkrecht zur Kantenrichtung stehen, bezlglich ihres Betrags verglichen. Ist
der Betrag mindestens eines der Nachbarpunkte hoéher, wird der Wert fiir das Kantenbild an der un-
tersuchten Stelle auf 0 gesetzt, andernfalls auf den Wert der Gradientenmagnitude. Hieraus resultie-
ren auf die Breite eines einzelnen Pixels reduzierte und dem Verlauf der steilsten Gradienten folgen-
de Kanten.

Im letzten Schritt werden die nach der ,nonmaxima suppression” gefundenen, verdiinnten Kanten
durch Schwellwert- und Konnektivitatsanalyse verifiziert. Hierflir werden zwei Schwellwerte auf die
Gradientenmagnituden angewendet, ein hoherer zur Identifizierung ,,starker” und ein niedrigerer zur
Identifizierung ,,schwacher” Kanten:

starker Kantenpunkt, wenn M, (x,y) > Ty

C(x,y) = { schwacher Kantenpunkt,wenn T; < M,(x,y) < Ty (27)
kein Kantenpunkt,wenn M, (x,y) < T,

mit C = Klassifikation des Punktes; x, y = Koordinaten des Bildpunktes; M, = angendherte Gradi-

entenmagnitude; Ty = Schwellwert fiir starke Kanten; T, = Schwellwert fiir schwache Kanten

Starke Kantenpunkte dienen als Ausgangspunkt fiir die Konnektivitatsanalyse und werden grundsatz-
lich als valide Kanten angenommen. Diese validen Kanten werden um die direkt mit ihnen verbunde-
nen schwachen Kantenpunkte verlangert. Schwache Kanten, die nicht mit starken verbunden sind,
werden hierdurch entfernt. Im Ergebnisbild werden Kanten als weiRe Pixel auf schwarzem Hinter-
grund ausgegeben (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Daten aus Abbildung 15, gefiltert mit einem GauB-Kern von 7 Pixeln Durchmesser und segmentiert mittels
Canny Edge Detector (Schwellwert fiir schwache Kanten = 25; Schwellwert fiir starke Kanten = 125; Durchmesser fiir
Sobelfilter 3 Pixel). Die duBeren Konturlinien entsprechen fiir die Valve dem tatsachlichen Objektrand.

Die Segmentierung mit dem Canny Edge Detector fiihrt zu gut verwertbaren Ergebnissen, jedoch
mussen drei Parameter (Schwellwerte fir starke und schwache Kanten sowie Durchmesser des
Sobelfilters) jeweils dem Bildmaterial angepasst werden.

3.2.1.5 Adaptive Thresholding

Adaptive Thresholding realisiert die Schwellwertfindung auf Basis der lokalen Nachbarschaft des zu
untersuchenden Pixels, statt wie z.B. bei Otsu’s Thresholding auf Grundlage des gesamten Bildes. Der
Schwellwert wird im vorliegenden Fall durch die Mittelung der mit einem GauR-Kern (s. Kapitel 3.1.1)
gewichteten Intensitdten der benachbarten Pixel ermittelt [23, p. 138].
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Abbildung 22: Daten aus Abbildung 15, gefiltert mit einem GauB-Kern von 7 Pixeln Durchmesser und segmentiert mit
Adaptive Thresholding (Durchmesser der lokalen Nachbarschaft 13 Pixel). Statt des tatsachlichen Objektrandes wird ein
ihn umgebender Saum segmentiert, was zu verfilschten Ergebnissen fiihrt.

Zwar wird mittels Adaptive Thresholding die Objektkante meistens eindeutig segmentiert, bei den
untersuchten Datensatzen geschieht dies jedoch auf eine Weise, die eine korrekte Auswertung nicht
zulasst, da der Bereich des Valvenrandes dem Hintergrund, ein ihn umgebender Saum dem Objekt
zugeordnet wird. Da der Bildhintergrund auRRerhalb dieses Saumes korrekt klassifiziert wird, kann
dieses Problem nicht durch eine Invertierung behoben werden. Die hieraus resultierenden Fehler
werden in Kapitel 5.3 diskutiert, die Eignung des Adaptive Thresholdings muss in Abhangigkeit von
Bildmaterial und gewiinschter Ergebnisgenauigkeit entschieden werden.

3.2.2 Ergebnisstreuung durch Kombination von Segmentierungsverfahren

Unterschiedliche Segmentierungsverfahren filhren zu unterschiedlichen Objektkanten, d.h. die fir
eine Valve ermittelte Konturlinie verschiebt sich, entsprechend variieren die Ergebnisse fiir Flache,
Umfang, Breite und Hohe der Kontur (s. Kapitel 5.3). Fir die Bewertung der Streuung dieser Ergeb-
nisse bei Verwendung mehrerer Segmentierungsverfahren wird ein Mal8 zugrunde gelegt, das die
maximale prozentuale Abweichung der Werte von einem dem Mittel der beiden Extremwerte ent-
sprechenden hypothetischen Mittelwert wiedergibt:

MAX — MIN

Prozentuale Streuung = MAX T MIN . 100% (28)

mit MAX = maximaler, MIN = minimaler Wert fir ein einzelnes Kriterium (Flache, Umfang, usw.)
bei Verwendung mehrerer Segmentierungsverfahren
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3.3 Bildnachbearbeitung / morphologisches Closing

Besonders bei Valven, welche nicht komplett innerhalb der Fokusebene liegen und daher z.T. un-
scharf abgebildet werden, ergeben sich bei der Segmentierung haufig Konturdefekte, bei denen die
Konturlinie nicht den tatsachlichen duReren Rand der Valve umfasst. Derartige Defekte kdnnen z.T.
durch ein an die Segmentierung angeschlossenes morphologisches Closing behoben werden
(s. Abbildung 23). Hierdurch werden jedoch auch nahe beieinander liegende, aber korrekt als ge-
trennte Objekte erkannte Konturen miteinander verschmolzen (s. Abbildung 24). Die Abwagung, ob
die Anwendung des Closings zu einer Verbesserung der Ergebnisse beitragt oder diese sogar ver-
schlechtert, muss im Einzelfall getroffen werden. Bei simultaner Verwendung mehrerer Segmentie-
rungsverfahren erscheint sie fir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Daten nicht sinnvoll.

a b d

Abbildung 23: Erwiinschte Wirkungsweise des morphologischen Closings. a) Original, b) und c) fehlerhafte Segmentie-
rung, d) und e) Segmentierungsfehler durch morphologisches Closing reduziert, das Ergebnis ist brauchbar fiir die weitere
Analyse. Die identifizierte Valvenflache ist rot bzw. lila eingefarbt, das kleinste umhiillende Rechteck griin eingezeichnet.

Abbildung 24: Unerwiinschte Wirkungsweise des morphologischen Closings. a) Original, b) und c) fehlerhafte Segmentie-
rung, d) und e) Segmentierungsfehler durch morphologisches Closing reduziert, aber umgebende Strukturen wurden
eingebunden, das Ergebnis ist unbrauchbar. Die identifizierte Valvenflache ist rot eingefarbt.

Auf die Anwendung eines an die Segmentierung angeschlossenen morphologischen Openings zur
Entfernung sehr kleiner und daher nicht relevanter Strukturen wurde verzichtet, die sich aus solchen
Strukturen ergebende Ubersegmentierung wird im Verlauf der Konturanalyse durch die Validierung
von Konturflache und -umfang beseitigt (s. Kapitel 3.4.2).



3.4 Merkmalsextraktion

Der Segmentierung der Bilddaten folgt die Extrahierung von Objektmerkmalen. Im vorliegenden Fall
wird fiur jedes raumlich separierbare Objekt der duere Umriss in Form einer Konturlinie ermittelt.
Dieser wird anhand einer Reihe einfach zu untersuchender Parameter als moglicher Kandidat fir die
weitere Konturanalyse validiert oder als nicht relevant verworfen.

3.4.1 Ermittlung von Konturen

Zur Ermittlung der Konturlinien wird ein von Suzuki [31] vorgeschlagener Algorithmus verwendet, der
zusatzlich zu den Konturpunkten auch topologische Strukturinformationen, d.h. Angaben Uber die
Hierarchien von ineinander verschachtelten Konturen liefert. In dieser Arbeit werden jedoch aus-
schlieBlich die duBeren Umrisse der Objekte betrachtet, also nur Konturen, welche direkt im Bildhin-
tergrund liegen, daher werden diese Hierarchieinformationen nicht erhoben. Als Folge der Verwen-
dung des Suzuki-Algorithmus bleiben allerdings Punkte des dullersten, einen Pixel breiten Bildrandes
unberiicksichtigt.

Die Unterscheidung zwischen Bildhintergrund und Objekt erfolgt anhand des Intensitatswertes:

_ (Objekt,wennI(x,y) >0
Clxy) = {H intergrund,wenn I(x,y) = 0
mit C = Klassifikation des Bildpunktes; x, y = Koordinaten des Bildpunktes; I = Intensitdt des Bild-

(29)

punktes im segmentierten Bild

Die Konturverfolgung orientiert sich an Bildpunkten, die als Objekt klassifiziert sind, aber in direkter
Nachbarschaft zum Bildhintergrund liegen. Bildpunkte mit der Intensitat 0 werden als dem Hinter-
grund, solche mit Intensitdten > 0 als dem Objekt zugehorig klassifiziert, deswegen ist vor der Kon-
turenermittlung abhangig vom verwendeten Segmentierungsverfahren eine Invertierung des Seg-
mentierungsergebnisses erforderlich, hierauf wird gegebenenfalls in Kapitel 3.2.1 hingewiesen.

3.4.2 Parameter zum Eingrenzen valider Konturen

Aufgrund von Ubersegmentierung, Bruchstiicken und Fremdkérpern werden bis zu mehrere tausend
Konturen pro Bild ermittelt, daher missen die Parameter fiir die Validierung schnell und einfach zu
ermitteln und gleichzeitig invariant gegeniber Translation und Rotation sein.
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Abbildung 25: Verdeutlichung der Ergebnisse der Konturermittlung. Die einzelnen Konturen sind unterschiedlich einge-
farbt und miissen fiir die weitere Analyse auf sinnvolle Ergebnisse reduziert und anschlieBend klassifiziert werden.

Als Parameter fir die Validierung dienen in erster Linie zu erfiillende Intervalle fiir Flache und Um-
fang der Konturen. Dariiber hinaus kdnnen Objekte ausgeschlossen werden, welche die Bildrander
berlihren oder ihnen sehr nahe kommen und daher mit groRer Wahrscheinlichkeit nicht vollstéandig
erfasst wurden. Das Metafer-System positioniert die Objekte wahrend der Aufnahme so, dass sie
innerhalb einer mittig im Bild angeordneten ,,Region of Interest” liegen, daher kénnen alternativ zur
Betrachtung des Abstands zum Bildrand auch Objekte auBerhalb eines prozentual definierbaren
zentralen Bereichs von der weiteren Analyse ausgeschlossen werden. Hierdurch wird die Mehrfach-
zahlung von Valven vermieden, die nahe beieinander liegen und deswegen auf mehreren Aufnahmen
erscheinen.

3.5 Klassifikation / Qualitatsindikatoren

Die validierten Konturen werden einer weiteren Klassifikation unterzogen, hierbei wird anhand von
flinf Qualitatsindikatoren ein Ranking erstellt. Dieses schatzt ab, ob es sich bei dem Objekt um eine
der gesuchten Valvenformen handelt, ob die Valve unbeschéadigt ist und ob sie fehlerfrei segmentiert
wurde. Die Qualitdtsindikatoren basieren auf dem Vergleich der Konturgeometrie mit einer Reihe
von passend zur Problemstellung definierten Vorlagen, der Uberpriifung des Konturumrisses auf kon-
kave Anteile und der Beschrankung auf sinnvolle Lingen-/Breitenverhaltnisse.

3.5.1 Vergleich mit Templates

Der Vergleich der Konturen mit bekannten Vorlagen (Templates) ermdglicht die Identifizierung rele-
vanter Valven. Innerhalb gewisser Grenzen, die durch die Beschrankung auf die Betrachtung des rei-
nen Konturumrisses gegeben sind, erlaubt er auch die grobe Zuordnung zu bestimmten Morphoty-
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pen (s. Abbildung 26). Fiir eine verlassliche taxonomische Klassifikation ist ein rein konturbasierter
Ansatz jedoch nicht ausreichend.

Abbildung 26: Auswahl von Templates, obere Reihe fiir Fragilariopsis kerguelensis, untere Reihe fiir Fragilariopsis sepa-
randa und rhombica

Die Vergleichsmethode muss translations-, rotations- und skalierungsinvariant sowie modglichst
schnell durchzufiihren sein, eine herkdmmliche Kreuzkorrelation von pixelbasierten Template- und
Objektdaten ist daher ungeeignet. Durch Betrachtung der durch die duBere Konturlinie umschlosse-
nen Flache kdnnen jedoch verschiedene geometrische Eigenschaften bestimmt und diese miteinan-
der verglichen werden.

3.5.1.1 Momente

Momente geben, basierend auf der Intensitatsverteilung des Bildes, Auskunft Gber geometrische
Eigenschaften wie Schwerpunkt, FlachengroRRe, Verteilung und Ausrichtung von Flachen etc. Eine
Reihe von Normalisierungen fihrt zu den von Hu [32] eingeflihrten Invarianten, welche Eigenschaf-
ten von Flachen invariant gegeniiber Translation, Rotation und Skalierung charakterisieren. Die Hu-
Invarianten sind nicht einzeln interpretierbar, bieten als kompletter Satz jedoch die Mdoglichkeit, im
Vergleich ein MaR fiir die Ahnlichkeit von Objektgeometrien zu ermitteln.

Die 2D-Momente eines Digitalbildes sind definiert [14, p. 839] als:

M-1N-1

Mg = ) ) xPYIf(x,) 0

x=0 y=0
mit m,, =2D-Moment der Ordnung (p + q); p,q = 0,1,2, ...; f = Bild; x,y = Koordinaten des

Bildpunktes; M X N = GroRe des Bildes

3.5.1.2 Zentrale Momente
Werden die 2D-Momente m,,, auf den Flachenschwerpunkt bezogen, ergeben sich nach [14, p. 840]

die translationsinvarianten zentralen Momente:

M-1N-1
Hpq = x =P -y (31)
x=0 y=0
mit W,q = zentrales Moment der Ordnung (p + q); p,q =0,1,2,..;x = %; y= %; (x,y) ist der
00 00

Flachenschwerpunkt.
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3.5.1.3 Skalierungsinvariante Momente
Werden die translationsinvarianten zentralen Momente ,,, zum Moment L, in Bezug gesetzt, erge-
ben sich nach [14, p. 840] die skalierungs- und translationsinvarianten Momente:

_ Mpg
Y
Hoo .
mit 7,, = skalierungsinvariantes Moment der Ordnung (p + q); p,q = 0,1,2,..; v = % +1

Npq (32)

3.5.1.4 Hu-Invarianten

Nach Hu [32] kénnen aus den skalierungs- und translationsinvarianten Momenten 7,, der ersten
drei Ordnungen sieben Momente abgeleitet werden, welche sowohl skalierungs- und translations-
als auch rotationsinvariant sind, die sogenannten Hu-Invarianten [14, p. 841]:

$1 = M20 + Moz (33)
b2 = (20 — Mo2)” +4n% (34)
¢3 = (N30 — 3M12)* + (3021 — M03)? (35)
ba = (N30 + M12)* + (21 + 7Mo3)? (36)
¢s = (30 — 3112) M30 + M12)[(M30 + M12)% = 3(M21 + 1M03)?] (37)
+(3M21 = M03) (21 + M03) [3(M30 + 3112)* — (21 + 103)°]
b6 = (20 = M02) [(M30 + M12)%* = (21 + M03)%] + 4011 (30 + M12) (21 + Mo3) (38)
b7 = (3021 — Mo3) M30 + N12)[(M30 + M12)* — 3(M21 + 1M3)?] (39)

—(M30 — 3112) M21 + M30)[3(M30 + 3112)% — (21 + M03)?]
mit ¢ = Hu-Invarianten

Die Hu-Invarianten stellen eine gangige Methode [14, p. 839ff.] zur Klassifikation von Segmentie-
rungsergebnissen dar.

3.5.1.5 Matching der Hu-Invarianten

Fir eine Klassifikation der nach Segmentierung und Validierung erhaltenen Konturen werden diese
anhand ihrer Hu-Invarianten mit den Templates verglichen. Der Vergleich (Matching) zwischen den
Hu-Invarianten zweier Konturen A, B erfolgt nach [33], wobei die Konturen sich dhnlicher sind, je
kleiner der Wert fur das Matching ist:

1 1
A~ B
m; my

I(4,B) =
i=1..7

mit I = Matching, m{ = sgn(¢#) - log| ¢{4|; mf =sgn(¢f)- log| d)ﬂ

(40)

Die Valve kann auf Basis desjenigen Templates, fiir welches das beste Matching ermittelt wurde,
einer bestimmten Konturgeometrie (s. Abbildung 26) zugeordnet werden. Diese Zuordnung erlaubt
auch eine sehr grobe taxonomische oder morphometrische Klassifizierung , diese ist aufgrund der
Beschrankung auf die Betrachtung des Valvenumrisses jedoch nur sehr eingeschrankt aussagekraftig.
Die Funktionsweise des Matchings wird exemplarisch in Tabelle 2 und Tabelle 3 anhand der in Abbil-
dung 27 dargestellten Valvenkonturen verdeutlicht.
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Abbildung 27: Drei Valvenkonturen (lila eingefarbt, das kleinste umgebende Rechteck ist griin eingezeichnet) zur Veran-
schaulichung der Wirkungsweise von Hu-Invarianten. a) und b) zeigen eine dhnliche Form, sind jedoch in GroRe, Lage und
Ausrichtung unterschiedlich, c) zeigt eine andere Form als die anderen beiden Konturen, ist jedoch in Lage und Ausrich-
tung dhnlich zu a)

Abbildung 28: Die drei Valvenkonturen aus Abbildung 27, identisch rotiert, auf eine einheitliche Apikalldnge skaliert und
auf das kleinste sie umgebende Rechteck zugeschnitten. Hier wird die Ahnlichkeit der Form von a) und b) deutlich er-
kennbar, wahrend c) im Verhdltnis zur Lange deutlich ist. Dies spiegelt sich in den Hu-Invarianten wieder.

Die drei Valvenkonturen aus Abbildung 27 zeigen teils gemeinsame, teils unterschiedliche Charakte-
ristika. Die Valven (a) und (b) verfligen Uber eine dhnliche Form bei unterschiedlicher GroRe, Lage
und Ausrichtung. Valve (c) unterscheidet sich in der Form von den Valven (a) und (b), dhnelt hinsicht-
lich Lage und Ausrichtung jedoch Valve (a). Abbildung 28 verdeutlicht Gemeinsamkeiten und Unter-
schiede der Valvenformen, hierfiir wurden alle drei Valvenkonturen in dieselbe Ausrichtung und Posi-
tion gebracht und die GréRe angeglichen, als Folge erscheint Valve (c) nun deutlich gedrungener als
die anderen beiden. In Tabelle 2 spiegeln sich diese Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede der Kontur-
form wieder: Die Hu-Invarianten der Valvenkonturen (a) und (b) sind zueinander dhnlich, unterschei-
den sich jedoch deutlich von den Hu-Invarianten der Valvenkontur (c).
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Tabelle 2: Hu-Invarianten der drei Valvenkonturen aus Abbildung 27. Die Werte fiir die Valvenkon-
turen (a) und (b) dhneln sich, differieren jedoch deutlich von den Werten fiir Valve (c).

Valvenkontur (a) | Valvenkontur (b) | Valvenkontur (c)
Hu-1 | 3,263-1071 3,264 -1071 2,635-1071
Hu-2 | 8,100 102 8,099 - 1072 4,401-1072
Hu-3 | 1,962-107° 2,870-107° 5,897 -1077
Hu-4 | 1,202-107°> 1,796 -10~° 2,795-1077
Hu-5 | 1,845-10"1° 4,077 - 10710 1,134-10713
Hu-6 | 3,408-10°° 5,069 - 10~° 5,829-1078
Hu-7 | 2,668 - 10712 8,336 10712 —3,803-1071°

Das Matching der Hu-Invarianten der drei Valvenkonturen (s. Tabelle 3) ergibt fiir den Vergleich von
Kontur (a) mit (b) Werte kleiner als 0,03, flir den Vergleich von Kontur (a) bzw. (b) mit (c) Werte gro-
Rer als 0,8. Bei den in dieser Arbeit untersuchten Datensatzen hat sich ein Wert kleiner als 0,25 als
gutes Kriterium fiir die Ahnlichkeit der Hu-Invarianten von Kontur und Template erwiesen. Somit
werden die Konturen (a) und (b) als dhnlich zueinander, aber undhnlich zu Kontur (c) beurteilt.

Tabelle 3: Ergebnisse des Matchings (s. Formel (40)) der Hu-Invarianten (s. Tabelle 2) der drei Val-
venkonturen aus Abbildung 27. Die Valven (a) und (b) ergeben miteinander ein gutes Matching,
Valve (c) ist deutlich unterschiedlich.

Valvenkontur (a) Valvenkontur (b) Valvenkontur (c)
Valvenkontur (a) 0,0 0,0293 0,8370
Valvenkontur (b) 0,0293 0,0 0,8663
Valvenkontur (c) 0,8370 0,8663 0,0

3.5.2 Konvexitat als MaB fiir die Segmentierungsqualitit sowie die Form und Intaktheit
von Valven

Der Umriss der Valven von Fragilariopsis kerguelensis ist, soweit bisher beschrieben, konvex geformt
(s. Abbildung 6). Werden zu einer konvexen Kontur durch Segmentierungsfehler Strukturen hinzuge-
fligt oder Anteile entfernt, resultiert daraus nahezu immer eine Kontur mit konkaven Anteilen
(s. Abbildung 31 b, c). Auch beschadigte Valven von Fragilariopsis kerguelensis und Fremdkdrper
weisen meistens konkave Anteile auf (s. Abbildung 31 d). Daher kann bei Beschrankung auf diese und
morphologisch dhnliche Diatomeenarten die Konturkonvexitat als guter Indikator fiir die Segmentie-
rungsqualitat sowie die Form und Intaktheit der Valven herangezogen werden. Die hierfiir eingesetz-
ten Konvexitatsmale beruhen auf dem Vergleich zwischen einer Kontur und der sie umschlieBenden
konvexen Hiille [34] (s. Abbildung 29). Erst die Kombination von drei unterschiedlichen Konvexitats-
maRzahlen fiihrt jedoch zu einer guten Erkennung von Segmentierungsfehlern und unpassenden
bzw. beschadigten Valven, zwei dieser Male sind Ergebnisse dieser Arbeit.
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Abbildung 29: Typische Konvexitdtsdefekte. Konturflache lila, konvexe Hiille blau eingefarbt, die schwarzen Pfeile ver-
deutlichen die Position zweier groRerer Konvexitatsdefekte in Form von Einbuchtungen der Konturflache.

3.5.2.1 Convexity Defection Factor

Fiir die Bemessung von Unterschieden zwischen der Flache bzw. dem Umfang einer Kontur und der
sie umschlieBenden konvexen Hiille wurde eine neue Malizahl namens ,Convexity Defection Factor”
(CDF) entwickelt. Der CDF mittelt die prozentuale Abweichung von Flache und Umfang nach:

Ay Pg
DF =05|—+— 41
Cc 0,5 ( p PH) (41)

mit Ay = Flache der konvexen Hiille; Ay = Flache der Kontur; Py = Umfang der konvexen Hiille;
Px = Umfang der Kontur

Fir fehlerfrei konvexe Konturen liegt der CDF bei 1, wahrend er bei zunehmenden Konvexitatsdefek-
ten ansteigt. Der CDF eignet sich besonders gut, um Segmentierungsfehler und Valvenbeschadigun-
gen zu identifizieren, die zu deutlichen Ein- oder Ausbuchtungen der Kontur fiihren.
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3.5.2.2 Percent Concave Area Fraction
Die MaRzahl ,Percent Concave Area Fraction” (PCAF) [35] gibt Auskunft Gber das Verhéltnis der Fla-
chen von Kontur und konvexer Hiille und ist definiert als:

Ay — A
PCAF =100 -2 ~XK (42)
Ak

mit Ay = Flache der konvexen Hulle; Ay = Flache der Kontur

Fir fehlerfrei konvexe Konturen liegt der PCAF bei 0, wahrend er bei zunehmenden Konvexitdtsde-
fekten ansteigt. Der PCAF ist als reines FlachenmaR relativ unempfindlich gegen Segmentierungsfeh-
ler, die hauptsachlich die Konturlange beeinflussen, reagiert jedoch empfindlich auf Flachenunter-
schiede.

3.5.2.3 Convex Hull Maximum Distance Faktor

Ein weiteres, im Rahmen dieser Arbeit entwickeltes, KonvexitatsmaR ist der ,,Convex Hull Maximum
Distance Faktor” (CHMDF). Dieser reagiert empfindlicher als CDF und PCAF auf starke lokale Kontur-
storungen, da die GrolRe des Defektes im Quadrat in die Berechnung eingeht; die DefektgroRe wird
Uber den maximalen Abstand zwischen Kontur und konvexer Hiille fiir jeden einzelnen Defekt ermit-
telt (s. Abbildung 30). Dabei kann schon die Verschiebung eines Konturpunktes um einen einzelnen
Pixel eine auf langerer Strecke minimal verschobene Kontur zur Folge haben (s. Abbildung 29, blaue
Randlinie). Dies hat eine Vielzahl von Konvexitatsdefekten zur Folge, die jedoch nicht zu starken lo-
kalen Konturstérungen fiihren, daher werden fiir den CHMDF nur Distanzen groRer als v/2 Pixel be-
trachtet:

CHMDF = Z Dg?* : {V Dg > 2} (43)
mit Dy = grofter Abstand zwischen Kontur und konvexer Hiille innerhalb jedes einzelnen Konvexi-
tatsdefektes
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Abbildung 30: Verdeutlichung des gréRten Abstandes D (schwarze Doppelpfeile) zwischen konvexer Hiille (blau einge-
farbt) und Kontur (lila eingefdrbt), Ausschnitt aus Abbildung 29

Fir fehlerfreie Konturen liegt der CHMDF bei 0, mit zunehmender Anzahl und GréRe der Konvexi-
tatsdefekte steigt er an. Gegenliber kleinen Konturdefekten zeigt er sich aufgrund der Nichtbeach-
tung kleiner Distanzen sehr robust, wahrend der Wert aufgrund der Quadrierung der eingehenden
Distanzen bei gréReren Konturfehlern steil ansteigt. Fiir die in dieser Arbeit untersuchten Datensatze
war als meistens aussagekraftiger als die beiden anderen KonvexitatsmalRe und wird daher als wich-
tigster Qualitatsindikator fur das Ranking (s. Kapitel 3.5.4) verwendet.

3.5.2.4 Beispiele von Konvexitatsdefekten

Wegen der grofRen Vielzahl méglicher Konvexitdtsdefekte wird im Folgenden nur eine Auswahl be-
schrieben. Typische Konvexititsdefekte beruhen auf Segmentierungsfehlern, Uberlagerungen, be-
schadigten Valven oder Fremdkérpern (s. Abbildung 31). Das Verhalten der drei Konvexitdtsmale in
Hinblick auf die hier exemplarisch vorgestellten Defekte wird in Tabelle 4 dargestellt: GréRere Diffe-

42



renzen zwischen Kontur und konvexer Hiille filhren zu einem starken, eindeutig erkennbaren Anstieg
der Mal3e; kleinere Defekte, wie sie z.B. von Fremdkdrpern mit nur geringen konkaven Anteilen ver-
ursacht werden, sind hingegen schwieriger zu erkennen.

Abbildung 31: Verdeutlichung typischer Konvexitatsdefekte (blau eingefdrbt und mit schwarzen Pfeilen markiert). a) kein
nennenswerter Defekt, b) durch Uberlappung, c) durch Segmentierungsfehler, d) durch Beschidigung der Valve verur-
sachter Konvexitatsdefekt, e) Fremdkorper. Die identifizierte Valvenflache ist rot bzw. lila, die konvexe Hiille blau einge-
farbt, das kleinste umhiillende Rechteck griin eingezeichnet. Tabelle 4 gibt die entsprechenden KonvexitatsmaRe wieder.

Kontur (a) wurde fehlerfrei segmentiert und weist daher nur minimale konkave Defekte auf, alle drei
Male ergeben hier eine Klassifikation als ausreichend konvexe Kontur; die Grenzwerte fir die Kon-
vexitatskriterien beruhen auf den Erfahrungen mit den in dieser Arbeit untersuchten Datensatzen.
Die fehlerhaft segmentierten Konturen (b) und (c) sowie diejenige der beschadigten Valve (d) erfillen
keines der Konvexitatskriterien. Deutlich erkennbar ist, dass der CHMDF bei konkaven Konturanteilen
sehr steil ansteigt: Fir die Valven (b) bis (d) liegen die Werte fiir den CDF nur knapp, die fir den PCAF
um bis zum ca. Dreifachen Uber den Grenzwerten, fiir den CHMDF ergeben sich jedoch bis zu ca.
fliinfunddreiRigfach hohere Werte. Die Konvexitdtsdefekte der Kontur des Fremdkérpers (e) sind so
klein, dass der CHMDF nicht reagiert, sie wird jedoch durch die Kombination aller drei Konvexitats-
male als nicht relevantes Objekt erkannt.

Tabelle 4: Verhalten der KonvexititsmaBe am Beispiel der Konturen aus Abbildung 31. Nur die
fehlerfrei segmentierte konvexe Valvenkontur erfiillt alle drei Konvexitatskriterien, die konvexe
Kontur des Fremdkérpers kann durch Kombination aller drei KonvexitatsmaRe als nicht relevant
klassifiziert werden.

Kontur aus Kriterium fiir ausrei-
Abbildung 31 (a) (b) (c) (d) (e) chende Konvexitat
CDF 1,032 1,084 1,080 1,085 | 1,049 < 1,05

PCAF 1,19 5,93 2,76 4,04 | 4,22 <2,00

CHMDF 0,00 697,98 593,00 135,73 | 8,03 < 20,00

Anzahl erfiillter

Konvexitatskriterien 3 0 0 0 2

3.5.3 Auswertung des Hohen-/Breitenverhaltnisses

Fir vollstéandige und in Aufsicht liegende Valven von Fragilariopsis kommen nur bestimme Verhalt-
nisse von Hohe und Breite in Betracht. Uber die Auswahl eines geeigneten Intervalls kann ein GroR-
teil der Triimmer, Blasen, Fremdkdrper, kreisrunden Strukturen, zentrischen Diatomeen, Valven in
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Giirtellage u.A. aussortiert werden, selbst wenn diese den Anforderungen an Konvexitit und Mat-
ching-Glte entsprechen. Das Hohen-/Breitenverhiltnis wird berechnet als:

max(h, b)
=0 (44)
min(h, b)
mit R = Hohen-/Breitenverhiltnis; h = Hohe, b = Breite des kleinsten die Kontur umhillenden
Rechtecks

Das kleinste umhillende Rechteck liegt aufgrund von Konturdefekten nicht immer orthogonal zu den
Valvenachsen. Der hieraus resultierende Fehler kann jedoch fiir Valven mit geringen Konturdefekten,
welche die Konvexitatskriterien erfillen, vernachlassigt werden. GroRere Konturdefekte flihren zu
einer Klassifizierung als nicht relevantes Objekt, eine fehlerhafte Berechnung des Héhen-/Breitenver-
haltnisses bleibt dann ohne Konsequenzen.

3.5.4 Ranking
Die Ergebnisse der Konturanalyse werden nach folgenden Kriterien in der angegebenen Reihenfolge
einem Ranking unterzogen, d.h. sie werden bewertet und sortiert:

1. Anzahl der erfillten Qualitdtsindikatoren (je mehr Indikatoren erfillt werden, desto hdher ist das
Ranking)

2. GroRe des CHMDEF (je kleiner der Wert, desto héher das Ranking)

3. Bestmogliches Matching der Hu-Invarianten mit allen Templates (je kleiner der Wert, desto ho-
her das Ranking)

Besonders bei eingeschrdankten Vergleichsdaten oder neuen Datensatzen kommt es vor, dass eine
korrekt segmentierte konvexe Valvenkontur gefunden wurde, zu der noch kein passendes Template
vorliegt. Hieraus resultieren vier erfiillte Qualitatsindikatoren, weil das Kriterium fiir das Matching
der Hu-Invarianten nicht erfillt wird. Die Nichterflllung dieses Kriteriums fihrt jedoch nicht zum
Aussortieren wahrend der Konturvalidierung, sondern das Matching gilt nach dem CHMDF als zweit-
wichtigstes Kriterium der Qualitatsindikatoren. Auf diese Weise erscheinen in der Ergebnisliste der
Konturanalyse direkt unterhalb der eindeutig identifizierten Valven (funf erfillte Qualitatskriterien)
die unbekannten, aber als korrekt segmentierte und konkav geformte Valven klassifizierten Ergebnis-
se (vier erfillte Qualitatskriterien). Diese lassen sich mit geringem Aufwand in Templatedaten fir
zukinftige Analysedurchgange umwandeln, eine entsprechende Funktion ist in der in dieser Arbeit
entwickelten Software enthalten.

3.5.5 Verworfene Indikatoren
Im Laufe der Entwicklung wurden weitere Indikatoren zur Beurteilung der Segmentierungsqualitat
untersucht, mangels Aussagekraft fir die vorliegende Problemstellung jedoch verworfen.

3.5.5.1 Roundness Factor
Fir einen Kreis gilt:

U? = 4nA (45)
mit U= Umfang; A= Flache des Kreises

Der ,,Roundness Factor” setzt Flache und Umfang einer Kontur in Relation und gibt somit einen Ver-
gleichswert zur ,,Rundheit” eines Kreises, der bei zunehmender Irregularitat der Kontur abnimmt [35,

p. 3]:
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Roundness Factor = 47‘[F (46)
mit A= Flache, U= Umfang der Kontur

3.5.5.2 Fraktale Dimension der Konturlinie

(Vgl. [35, p. 4f.]) Die fraktale Dimension einer zweidimensionalen Kurve ergibt sich nicht direkt aus
der Elliptizitat oder Konvexitat, sondern wird auf Grundlage ihrer Lidnge und Flachenausdehnung

ermittelt:
log(L
D = g( ) (47)
log(d)
mit D= fraktale Dimension, L= Lange, d= Durchmesser der Flache
Fiir eine Kontur mit diskreten Eckpunkten ergibt sich:
l
0g(m) )

- log(n) +log(d/L)
mit D= fraktale Dimension, L= Ldnge, d= Durchmesser der Flache, n=Anzahl der Kurvensegmente

3.6 Software ,DiatoMorphoTo“

Das ,Diatomeen Morphometrie Tool” (DiatoMorphoTo) bildet die fiir die Auswertung von Massen-
screenings notwendigen Funktionen in einer einfach bedienbaren Benutzeroberflaiche ab. Die Soft-
ware wurde in C# mit Hilfe des Microsoft Visual Studio 2010 fiir .NET 3.5 entwickelt, als Zielplattform
kam Windows7/64Bit zum Einsatz.

3.6.1 Libraries

Fir die Bildverarbeitung wurden weitgehend etablierte Standardverfahren eingesetzt, daher konnte
auf eine Reihe schon existierender Bibliotheken zuriickgegriffen werden. Die Auswahl erfolgte nach
den Gesichtspunkten freie Verfligbarkeit, weitreichende Verbreitung und Nutzung auch im wissen-
schaftlichen Bereich, wobei Aktualitat und kontinuierliche Weiterentwicklung als besonders wichtig
erachtet wurden. Die Verwendung von C#/.NET und die damit einhergehende Beschriankung auf
»Managed Code” machte hierbei die Verwendung entsprechender DLL-Wrapper bzw. die Einbindung
als externes, liber die Kommandozeile aufgerufenes Programm (Executable) erforderlich.

3.6.1.1 OpenCV

Die im Jahr 1999 initiierte und seitdem stetig weiterentwickelte Bibliothek ,,OpenCV* [36] bietet eine
Vielzahl von Funktionen fiir verschiedene Bereiche des maschinellen Sehens, wie Bildverarbeitung,
Stereoskopie und maschinelles Lernen. Urspriinglich von Intel mit breiter Unterstlitzung international
renommierter Forscher entwickelt, werden Pflege und Weiterentwicklung der Bibliothek mittlerweile
durch die Firma ,Willow Garage” geleistet bzw. koordiniert. Aufgrund ihrer hohen Verarbeitungsge-
schwindigkeit, guter Robustheit und kontinuierlicher Weiterentwicklung ist OpenCV als Standard-Bib-
liothek flr Bildverarbeitung und maschinelles Sehen etabliert; die BSD-Lizenz erlaubt die kostenlose
Nutzung auch fiir kommerzielle und Closed-Source-Projekte. Die Verbreitung von OpenCV wird durch
Uber sechs Millionen Downloads und eine mehr als 47.000 Mitglieder umfassende Entwicklergemein-
schaft belegt [36] (Stand April 2013). Bekanntere Nutzer rekrutieren sich z.B. aus den Reihen von
Firmen wie IBM, Microsoft, Intel, SONY, Siemens und Google, sowie Forschungseinrichtungen wie der
Stanford University, dem Massachusetts Institute of Technology, der Carnegie Mellon University, der
University of Cambridge und dem National Institute for Research in Computer Science and Control
[23, p. 2].
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OpenCV wurde in C/C++ entwickelt und ist plattformibergreifend fir Microsoft Windows, Linux und
andere Unix-Derivate, Android und Apple iOS verfligbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden vor allem
Funktionen fir die Filterung und Segmentierung von Bilddaten sowie die Ermittlung und Bewertung
von Konturen verwendet, somit konnte auf eine Eigenentwicklung grofRer Teile der fiir DiatoMorpho-
To benétigten Funktionalitat verzichtet werden. Da die OpenCV-DLLs auf ,Unmanaged Code” beru-
hen, wird fur ihre Verwendung in C# ein Wrapper fiir ,,Managed Code” bendtigt. Hierflir stehen meh-
rere Losungen zur Verfligung, die Wahl fiel aufgrund der weiten Verbreitung und Aktualitdt auf Em-
guCV.

3.6.1.2 EmguCV

Mit EmguCV [37] steht ein leistungsfahiger .NET-Wrapper fiir OpenCV zur Verfligung, der kontinuier-
lich weiterentwickelt wird und unter der ,,GNU GPL Version 3“ frei verfligbar ist. Diese Lizenz setzt
zwingend eine Verbreitung auch des eigenen Codes unter der GNU GPL als Open-Source voraus, sie
ist somit nicht mit Closed-Source-Projekten vereinbar. Fiir den kommerziellen Einsatz ohne zwangs-
weise Veroffentlichung des eigenen Codes wird gegen Bezahlung eine gesonderte Lizenz angeboten.
EmguCV bietet nicht nur reines Wrapping von OpenCV-Funktionen und Datenstrukturen, sondern
setzt eine Vielzahl dieser Strukturen nativ in ,Managed Code” um, so dass diese mit allen Vorteilen
der .NET-Funktionalitit wie Garbage Collection, Typsicherheit, Uberlaufpriiffung und XML-
Serialisierung verwendet werden kdnnen. Da EmguCV komplett in C# entwickelt wurde, kann es ne-
ben Windows, unter Verwendung von Mono [38], auch unter Linux, Mac OS X, iOS und Android fir
die Cross-Plattform-Entwicklung eingesetzt werden.

3.6.1.3 ITK

Das ,Insight Segmentation and Registration Toolkit” (ITK) [39] ist eine Open-Source C++-Bibliothek
mit Funktionen fiir die Bildsegmentierung und —registrierung, wobei der Schwerpunkt im Bereich der
medizinischen Bildverarbeitung liegt. ITK wird unter der Apache-Lizenz Version 2.0 angeboten. Diese
erlaubt die Verwendung in eigenen Projekten, ohne dass der selbst entwickelte Code ebenfalls unter
die Apache-Lizenz fallen oder veroffentlicht werden muss. Ebenso wie OpenCV und EmguCV kann ITK
fiir die Cross-Plattform-Entwicklung verwendet werden. Entwickelt wurde ITK vom Insight Software
Consortium, bestehend aus Kitware, Inc., GE Corporate R&D, Mathsoft, der University of North Caro-
lina, der University of Tennessee und der University of Pennsylvania. Aufgrund seiner weiten Verbrei-
tung und des groRen Funktionsumfangs darf ITK als Standard-Library fir die medizinische Bildverar-
beitung angesehen werden.

Seit kurzem steht mit ,SimplelTK” ein direkt vom ITK Software Consortium entwickelter C#-Wrapper
zur Verfligung, der einen vereinfachten Zugang zu vielen ITK-Funktionen realisiert. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde nur die Segmentierung mittels RATS lber ITK realisiert, diese ist allerdings nicht im
SimplelTK implementiert. Daher wurde auf die Einbindung eines externen Executables zuriickgegrif-
fen. Die Integration von RATS in SimplelTK ist jedoch angekiindigt, so dass dieser Umweg in Zukunft
vermutlich nicht mehr notwendig sein wird.

3.6.2 Architektur und Funktionen

DiatoMorphoTo wurde objektorientiert entwickelt und verwendet eine Reihe von Klassen zur Reali-
sierung der unterschiedlichen Funktionen. Die verwendeten Datenstrukturen sind groRtenteils ge-
kapselt, die Verwaltung globaler Konfigurationsdaten und Parameter fiir die Bildsegmentierung und
Konturanalyse erfolgt der Einfachheit halber statisch. Die zentralen Datenstrukturen werden in Form
dreier generischer Listen fir Template-, Bild,- und Konturdaten verwaltet, aus denen drei ent-
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sprechende, ungebundene DataGridViews fir die Anzeige dieser Daten gefiillt werden. Die Nutzer-
oberflache wurde auf Basis von Windows-Forms realisiert.

3.6.2.1 Haupt-Benutzeroberfldche, Klasse ,,MainGui”

Die Klasse ,MainGui“ bildet die Haupt-Benutzeroberflaiche von DiatoMorphoTo inkl. der zentralen
Datenstrukturen und der Logik fir den Programmablauf ab. Neben den visuell im Designer zusam-
mengestellten Elementen werden hier die drei ungebundenen DataGridViews fiir die Anzeige von
Template-, Bild- und Konturdaten definiert. Diese werden innerhalb dreier Tabs angezeigt, wobei das
Tab fiir die Konturdaten auch die Eingabefelder fiir die Parameter der Konturanalyse enthalt. Eine
Reihe von Meniipunkten stellt fiir die Tabs spezifische sowie einige globale Funktionen zur Verfi-

gung.

3.6.2.2 Anzeige von Bilddaten
Die vier Klassen ,ShowBase”, ,ShowTemplate”, ,Showlmage” und ,ShowContour” dienen der An-
zeige von Bilddaten sowie damit zusammenhangenden Funktionen und Parametern.

Die Klasse ,,ShowBase” dient als Basisklasse fiir die Bildanzeige und realisiert Funktionen zum Anzei-
gen, Zoomen, Scrollen und Speichern von Bilddaten, auRerdem bietet sie eine automatische Anpas-
sung der FenstergroRe an die dargestellten Bilddaten. Fir die Darstellung werden die von EmguCV
zur Verfligung gestellte Klassen ,Image<TColor, TDepth>" und die der .NET-PictureBox entsprechen-
de , ImageBox” verwendet. Die Ableitungen von ,ShowBase” sind tber ,Visual Inheritance” im Desig-
ner von Visual Studio realisiert.

Die Klasse ,ShowTemplate” erweitert ,,ShowBase” um eine Funktion zur automatischen Positionie-
rung des Fensters fiir den Fall, dass sie nicht direkt von MainGui, sondern von ShowContour (s.u.)
aufgerufen wird.

Die Klasse , Showlmage” erweitert ,,ShowBase” um Moglichkeiten zum Aufrufen der Dialoge fiir die
Einstellung, Ausfihrung und Darstellung von Schritten der Bildverarbeitungspipeline (s. Kapitel
3.6.2.3).

Die Klasse , ShowContour” erweitert ,,ShowBase” um die Anzeige von Konturen, den dazugehdrigen
konvexen Hillen und den kleinsten umschlielfenden Rechtecken. Dariiber hinaus bietet sie Funktio-
nen zum Durchblattern die Ergebnisliste der Konturanalyse, zum Selektieren von Konturen fiir den
Export und den Aufruf von ,,ContourEdit” zum manuellen Nachbearbeiten von Konturen.

3.6.2.3 Parameter fiir die Segmentierungsverfahren

Die sechs Klassen ,SettingsBase”, ,SettingsOtsuThresholding”, ,SettingsHistogramEqualization”,
»SettingsRats”, ,,SettingsCannyEdge” und ,SettingsAdaptiveThresholding” bieten eine Vorschau auf
Zwischenergebnisse der Bildverarbeitungspipeline. Fir jedes der Segmentierungsverfahren kann ein
einzelner Satz von Parametern fiir Rauschreduktion, Segmentierung und morphologisches Closing
eingestellt werden. Diese Parameter werden in der Klasse , Config” (s. Kapitel 3.6.2.5) gespeichert
und kommen auch bei der Ausfiihrung der Bildverarbeitungspipeline fiir die Objektklassifikation zur
Anwendung. Aufgerufen werden die sechs Klassen von der Klasse ,,Showlmage”, welche die Anzeige
der zu untersuchenden Bilddaten realisiert.

Die Klasse ,SettingsBase” dient als Basisklasse fiir die Dialoge der Segmentierungsmethoden. Sie
verwaltet die Parameter fiir die Verminderung des Rauschanteils in der Bildvorverarbeitung sowie
das morphologische Closing in der Bildnachbearbeitung und stellt Funktionen fir die Anzeige der
Zwischenergebnisse der Bildverarbeitungspipeline zur Verfligung. Fir die Reduzierung des Bildrau-
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schens kann ein GauR- oder Medianfilter mit entsprechendem Durchmesser gewahlt werden. Fir das
morphologische Closing kann die GroRe des strukturierenden Elements sowie die Anzahl der Iterati-
onen eingestellt werden, auRerdem kann die Verwendung des Closings aktiviert bzw. deaktiviert
werden. Eine Funktion zur automatischen Positionierung verschiebt das Fenster wenn moglich an
den rechten Rand des aufrufenden ,Showlmage“-Forms. Die eigentliche Segmentierung wird durch
abgeleitete Klassen realisiert, welche entsprechende virtuelle Methoden tiberschreiben.

Die Klasse ,,SettingsOtsu” verwaltet die Einstellungen fiir die Segmentierung mittels Otsu’s Threshol-
ding. Da fur die eigentliche Segmentierung keine Einstellungen notwendig sind, entfallen Gber
Rauschreduzierung und morphologisches Closing hinausgehende Eingabefelder.

Die gleichen Funktionen wie ,SettingsOtsu“ bietet die Klasse ,SettingsHistogramEqualization” fir die
Segmentierung auf Basis des Histogrammausgleichs und darauf folgendem Otsu’s Thresholding. Auch
hier entfallen weitere Eingabefelder.

Der Dialog zur Einstellung der Parameter des Robust Automatic Threshold Selectors wird durch die
Klasse ,SettingsRATS” realisiert. Fiir die eigentliche Segmentierung werden die GrolRe des Gradien-
tenfilters und der Exponent, mit dem die Gradientenmagnitude in die Schwellwertberechnung ein-
geht, abgefragt.

Die Klasse ,SettingsCannyEdge” dient der Konfiguration der Parameter fiir den Canny Edge Detector.
Hierbei lassen sich die Schwellwerte fir starke und schwache Kanten sowie der Durchmesser des
Gradientenfilters einstellen.

Den Dialog zur Einstellung der Segmentierung mittels Adaptive Thresholding bildet die Klasse ,Set-
tingsAdaptiveThresholding” ab. Der Parameter ,Blocksize” gibt den Durchmesser des Bereichs an,
der fiur die Schwellwertbildung auf seine lokalen Intensitaten untersucht werden soll.

3.6.2.4 Manuelles Nachbearbeiten von Konturdaten, Klasse ,,EditContour”

Die Klasse , EditContour” bietet einige einfache Funktionen zur manuellen Nachbearbeitung von feh-
lerhaft segmentierten Konturen, hierdurch kann die Ausbeute an brauchbaren Ergebnissen gesteigert
werden. Nach der Bearbeitung werden die Konturdaten in der Haupt-Benutzeroberflache aktuali-
siert, so dass eine urspriinglich als ungeeignet bewertete Kontur dank manuell korrigierter Segmen-
tierung ein hohes Ranking erhalten und damit erfolgreich ausgewertet werden kann.

3.6.2.5 Verwalten von Konfigurationsparametern, Klasse ,,Config“

Samtliche einstellbaren Parameter z.B. fiir die Segmentierungsverfahren, Arbeitsverzeichnisse, Quali-
tatsindikatoren etc. werden Uber die statisch deklarierte Klasse ,,Config”“ verwaltet. Die aktuellen
Einstellungen werden hierfiir via XML serialisiert und in der Datei , DiatoMorphoTo\config.ini im
zum aktuellen Nutzer gehdrenden Verzeichnis fir lokale Applikationsdaten gespeichert, also z.B. in
der Datei ,,C:\Users\User\AppData\Local\DiatoMorphoTo\config.ini“. Existiert diese Datei nicht oder
enthalt sie keine glltigen Daten fir einzelne Parameter, werden diese mit in der Klasse definierten
Vorgaben initialisiert.

3.6.2.6 Verarbeitung zentraler Datenstrukturen, Klasse ,Datahandling”

In der statischen Klasse ,Datahandling” werden Funktionen fir das Fillen und Auswerten der Daten-
strukturen von Template-, Bild- und Konturdaten zur Verfligung gestellt. Diese werden in generi-
schen Listen verwaltet (,templateDatalist”, ,imageDatalist”, ,contourDatalist“), die in der Klasse
»MainGui“ definiert werden, wie auch die entsprechenden DataGridViews (,,dataGridViewTempla-
teData“, ,dataGridViewlmageData“, , dataGridViewContourData“). Die Klasse ,Datahandling” arbei-

48



tet mit Referenzen auf diese Datenstrukturen. Die Elemente der generischen Listen werden in der
Datei , Datalistltems.cs” (s. Kapitel 3.6.2.7) definiert.

Die o.g. generischen Datenlisten werden durch die Methoden , populateTemplateDatalist()“, , popu-
latelmageDatalist()“ und , populateContourDatalist()“ mit Inhalten gefillt und dienen als Grundlage
fiir die Inhalte der entsprechenden DataGridViews, welche lber die Methoden ,populateTemplate-
DataGridView()“,,populatelmageDataGridView()“ und ,populateContourDataGridView()” befillt
werden.

Beim Fillen der Konturdatenliste durch die Funktion ,,populateContourDatalList()” wird nach erfolgter
Segmentierung und Konturermittlung eine Ergebnisvalidierung vorgenommen, d.h. es gelangen nur
Konturen in diese Liste, welche die Kriterien in Hinblick auf Flache, Umfang und Abstand zum Bild-
rand bzw. zentrale Region of Interest erfillen (s. Kapitel 3.4.2). Intern im OpenCV werden die ermit-
telten Konturen in verketteten Listen verwaltet, aus denen sich nicht ohne weiteres die Eintrage fir
nicht validen Konturen l6schen lassen. Hierfiir musste eine Hilfskonstruktion entwickelt werden, wel-
che in Kapitel 3.6.4.5 erlautert wird.

Wahrend des Fillens des DataGridViews fiir die Konturdaten durch die Methode ,populateCon-
tourDataGridView ()“ werden die Qualitatsindikatoren ermittelt. Diese beruhen auf dem Matching
der Hu-Invarianten, den verschiedenen Konvexitidts-MaRen (s. Kapitel 3.5) und dem Breiten-/Héhen-
verhaltnis der Konturen und dienen zur Ermittlung des Rankings. Die Beurteilung von Konturdoublet-
ten (s. Kapitel 3.6.4.4) basiert auf dem Ranking, daher werden die Doubletten erst nach dem Fiillen
des DataGridViews durch Loschen der entsprechenden Zeilen mit der Methode , deleteContourDoub-
lettesFromDataGridView()” entfernt.

Auch die Funktionen fiir den Export von Konturdaten zur spateren Weiterverarbeitung mit externen
Programmen sind Bestandteil der Klasse ,DataHandling”. Darliber hinaus wird eine Reihe von Me-
thoden z.B. fiir die Validierung giiltiger Texteingaben oder die Generierung temporarer Dateinamen
fir den externen Aufruf der RATS-Segmentierung (s. Kapitel 3.6.4.3) zur Verfligung gestellt.

3.6.2.7 Definition zentraler Datenstrukturen, Datei ,,DataListitems.cs”

Die Datei , Datalistltems.cs” beinhaltet eine Reihe von Klassen fiir die Definition und Verwaltung der
Datenstrukturen fiir Templates, Bild- und Konturdaten, welche die Elemente der in Kapitel 3.6.2.6
aufgefiihrten generischen Listen stellen. Diese Klassen sind z.T. voneinander abgeleitet und wurden
der Ubersichtlichkeit halber in einer einzelnen Datei zusammengefasst. Die Klasse , baseDataltem”
bildet die grundlegende Struktur fiir die Verwaltung von Bilddateien ab und wird direkt als Klasse
»,imageDataltem” abgeleitet. Diese wird fiir die Verwaltung grundlegender Konturdaten wie Flache,
Umfang, Breite und Hohe zu ,templateDataltem” erweitert. Hiervon wiederum leitet sich die deut-
lich erweiterte Klasse ,contourDataltem” ab, welche (iber die Methode ,CalculateCharacteristics()“
zusatzlich die fir die Berechnung der Qualitatsindikatoren (s. Kapitel 3.5) notwendigen Daten ermit-
telt.

3.6.2.8 Funktionen zum Laden von Dateien, Klasse ,FileSelector”

Die Klasse ,FileSelector” bietet Funktionen zum Laden einzelner Dateien, kompletter Verzeichnisse
und kompletter Verzeichnisbdume inkl. Unterverzeichnisse, wobei auch Wildcards fiir Dateinamen
verwendet werden konnen. Auf diese Weise kdnnen Templates und Bilder in beliebigen Verzeich-
nisstrukturen organisiert werden, um auch Teilauswertungen zu ermaoglichen.
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3.6.2.9 Bildsegmentierung, Klasse ,,Segmentation”

In der statisch deklarierten Klasse ,Segmentation” wird ein GroRteil der eigentlichen Bildverarbei-
tungspipeline mit den Schritten Rauschminderung, Segmentierung, optionalem morphologischem
Closing und Konturermittlung abgebildet. Die Methode ,,getContours()” fiihrt die einzelnen Schritte
fiir je eine Bilddatei und ein Segmentierungsverfahren mit seinen jeweils in , Config” gespeicherten
Parametern durch. Sie wird von , populateContourDatalist()“ entsprechend der Eintrdge in ,image-
Datalist” und der ausgewahlten Segmentierungsverfahren mehrfach aufgerufen (s. Kapitel 3.6.2.6).
Die Segmentierung mittels des Robust Automated Threshold Selectors wurde tber eine auf ITK beru-
hende externe EXE-Datei realisiert (s. Kapitel 3.6.4.3).

3.6.3 Funktionalitdt von DiatoMorphoTo

Eine ausflhrliche Anleitung fiir den Gebrauch des Diatomeen Morphometrie Tools findet sich im
Anhang in Kapitel 8.1, daher wird im Folgenden nur auf die grundlegenden Konzepte eingegangen.
Die Bedienoberflache gliedert sich in drei Teile fiir die Verwaltung von Templates, Bilddaten und Kon-
turanalyse:

- Der Bereich ,Templates” ermdglicht das Laden und Betrachten der Templates, die wahrend der
Konturanalyse fir die Klassifikation der Valvenumrisse verwendet werden.

- Im Bereich ,Images” kénnen, analog zu den Funktionen fiir Templates, Bilddaten geladen und
betrachtet werden. Dariliber hinaus lassen sich wahrend der Betrachtung die Parameter der
Segmentierungsverfahren einstellen und testen, wobei Zwischenergebnisse der Bildverarbei-
tungspipeline dargestellt werden kénnen. Die hier gemachten Einstellungen werden auch fiir die
Segmentierung wahrend der spateren Konturanalyse verwendet.

- Die Konturanalyse wird im Bereich , Contours” durchgefiihrt. Hier werden die Parameter fir die
Validierung und Klassifikation von Konturen verwaltet, die zu verwendenden Segmentierungs-
verfahren ausgewahlt und die Ergebnisse der Analyse bewertet und angezeigt. Die ermittelten
Konturen kénnen eingehender untersucht, bei Bedarf manuell nachbearbeitet und exportiert
werden. Zu exportierende Konturdaten werden zuerst interaktiv selektiert und dann in Form von
CSV-Dateien mit allen wichtigen Konturdaten inkl. Punktkoordinaten und auf den Bereich der je-
weiligen Valve zugeschnittenen Bilddaten abgespeichert.

3.6.4 Wichtige interne Funktionsweisen
Im Laufe der Entwicklung erforderten einige Probleme und Funktionen besondere Aufmerksamkeit,
die wichtigsten werden im Folgenden vorgestellt.

3.6.4.1 Cvinvoke Exception

Auf einigen Rechnern traten Probleme im Zusammenhang mit EmguCV auf. Diese duRerten sich
durch Werfen einer ,,EmguCV.CV.Cvinvoke“-Exception beim Aufruf von OpenCV-Funktionen, z.B.
nach dem Laden von Templates oder beim Anzeigen von Bildern. Hierflir wurden zwei Griinde iden-
tifiziert: Zum einen fehlen auf Rechnern, auf denen kein Visual Studio 2010 installiert ist, u.U. einige
Libraries. Diese konnen in Form des ,,Microsoft Visual C++ 2010 Redistributable Package” nachinstal-
liert werden, siehe [40]. Zum anderen scheint die Integration von CUDA in die aktuelle Version 2.4.2
des EmguCV fehlerhaft zu sein. Hier wird die Library ,,nvcuda.dll” referenziert, auch wenn keine CU-
DA-fahige nVidia-Grafikkarte verfiigbar ist. Auf Rechnern ohne nVidia-GPU muR daher die Datei
»nhvcuda.dll” in das Verzeichnis von DiatoMorphoTo kopiert werden. Auf Rechnern mit CUDA-fahiger
GPU ist dies nicht notwendig und wird auch nicht empfohlen, da dieses Vorgehen Konflikte mit ande-
ren CUDA-Versionen auslésen kénnte. Das Problem wurde im EmguCV-Nutzerforum gemeldet und

wird hoffentlich in der nachsten EmguCV-Version behoben sein.
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III

3.6.4.2 Referenzierung von ,opencv_highgui.dl
Obwohl in dieser Arbeit keine der OpenCV-eigenen GUI-Funktionen (,HighGUI“) verwendet werden,
ist das Hinzufligen der DLL , opencv_highgui.dll“ zum Projekt notwendig. Die mit dem Metafer-Sys-
tem erzeugten TIFF-Dateien (8Bit Graustufen) werden unter .NET falsch dargestellt unter Verwen-
dung einer Lookup-Table, die nur jeden 17. Graustufenwert anzeigt. Da dasselbe Verhalten auch
beim Laden als Fensterhintergrund im Designer vom Visual Studio 2010 auftritt, wird ein Fehler in
der entsprechenden .NET-Library vermutet, andere Programme wie die Windows-Fotoanzeige stellen
die Bilddateien fehlerfrei dar. Nach Hinzufiigen von ,,opencv_highgui.dll“ trat dieser Fehler innerhalb
von DiatoMorphoTo nicht mehr auf. Es wird daher vermutet, dass EmguCV bei Verfligbarkeit O-
penCV-eigene Funktionen, andernfalls die Standard-Routinen aus .NET fiir die Verarbeitung von TIFF-
Dateien verwendet. Das Problem wurde dem EmguCV-Entwicklerforum gemeldet und zur Diskussion
gestellt.

3.6.4.3 RATS.EXE

Da OpenCV keine Implementierung fir den Robust Automated Threshold Selector anbietet, wurde
auf eine Implementierung mittels des Insight Segmentation and Registration Toolkits (ITK) zuriickge-
griffen, die auf [27] basiert. Um den Aufwand fir die Entwicklung eines eigenen C#-Wrappers zu ver-
meiden, wurde eine Umsetzung als externes Programm (,Executable”) realisiert, welches Uber die
Kommandozeile aufgerufen wird. Die Breite des flr die Berechnung der Gradientenmagnituden ver-
wendeten Filters wird liber den Parameter ,Sigma“ angegeben, der Parameter ,,Pow” gibt den Expo-
nenten an, mit dem die Gradientenmagnitude in die Schwellwertberechnung eingeht.

3.6.4.4 Konturdoubletten erkennen

Durch die kombinierte Anwendung mehrerer Segmentierungsmethoden werden Valven mehrfach
detektiert, daher miissen Doubletten erkannt, bewertet und beseitigt werden. Eine Kontur wird als
Doublette erkannt, wenn ihr Zentrum innerhalb einer anderen Kontur liegt. Als Parameter fir die
Bewertung, welche der Konturen die geeignetste ist, wird das Ranking entsprechend der Anzahl der
erflllten Qualitatsindikatoren, des Wertes des CHMDF und des Matchings der Hu-Invarianten ermit-
telt (siehe Kapitel 3.5.4). Die Kontur mit dem besten Ranking wird Gbernommen, die anderen Kontur-
Doubletten werden geldscht.

3.6.4.5 Loschen nicht valider Konturdaten

Durch Ubersegmentierung und Segmentierungsfehler wird eine Vielzahl nicht valider Konturen
(s. Kapitel 3.4.2) ermittelt, welche groBere Mengen Hauptspeicher belegen und daher entfernt wer-
den missen. In Testlaufen mit einigen hundert Bildern ergab sich hierdurch eine Reduzierung des
Speicherverbrauchs von tiber 6 GB auf etwa 300 MB. Jedoch kdnnen keine Teilergebnisse der Kon-
turanalyse eines Bildes geloscht werden, da sie nicht in gemanagten Strukturen verwaltet werden,
sondern in Form einer internen verketteten Liste, welche direkt von OpenCV erzeugt wird. Funktio-
nen zum LOschen einzelner Eintrage aus dieser Liste stehen unter EmguCV nicht zur Verfligung, der
Garbage Collector bereinigt nur die komplette Liste mit simtlichen Daten aller Konturen eines Bildes.
Es wurde daher eine alternative Herangehensweise entwickelt, die einzelne Eintrage aus der verket-
teten Liste kopiert und aus den duplizierten Eintragen eine neue Liste aufbaut. Dies war jedoch mit
einer Reihe von Stolpersteinen verbunden:

- Es existiert kein parameterloser Konstruktor zum Erzeugen einer leeren Konturenliste (,,Con-
tour<Point>()“), es muss daher, im Gegensatz zur Erzeugung einer gefiillten Liste Gber die Me-
thode ,findContours()“, ein ,,MemStorage” fir die Speicherung der Konturdaten angegeben wer-
den.
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- Es existiert keine Funktion in EmguCV, um aus der internen verketteten Liste einzelne Eintrage zu
klonen. Daher wird der Eintrag in der leeren Konturliste punktweise mit den Koordinaten der zu
kopierenden Kontur gefiillt.

- Der auf diesem Weg erzeugten Kontur fehlen Werte fir eine Reihe von Eigenschaften wie z.B.
Umfang, Flache und konvexe Hiille, da diese durch das OpenCV wahrend des Extraktionsprozes-
ses Uber die Methode ,FindContours()“, jedoch nicht beim Hinzufligen einzelner Konturpunkte
generiert werden. Hier wurde ein Umweg lber die Methode , ApproxPoly()“ gewahlt, welche ei-
ne Kontur Uber eine polygonale Kurve anndhert. Wird dabei als Parameter fiir die Genauigkeit
der Approximation der Wert 0 Ubergeben, entspricht das Polygon exakt der zugrundeliegenden
Kontur. Wahrend der Berechnung dieses Polygons werden die fehlenden Konturparameter er-
mittelt und die Datenstruktur wird mit validen Werten gefllt.

- Die so ermittelte Kontur liegt nun in einer aus einem einzelnen Element bestehenden Konturliste
ohne Verkettung mit weiteren Konturen und belegt somit nur den minimal notwendigen Spei-
cherplatz. Die urspriingliche Datenstruktur mit der verketten Liste aller in einem Bild gefundenen
Konturen wird, nachdem sie abgearbeitet wurde, geléscht und ihr Speicher vom Garbage Collec-
tor freigegeben.

3.6.4.6 Bildverarbeitungspipeline

Die Bildverarbeitungspipeline wird von der Methode , DataHandling.populateContourDatalList()“ fur
jede der zu analysierenden Bilddateien fiir jedes der anzuwendenden Segmentierungsverfahren in
einem ,BackgroundWorker“-Prozess gestartet. Segmentierung und Konturermittlung finden in der
Methode ,Segmentation.getContours()” statt. Hier werden die Methoden fiir die jeweiligen Segmen-
tierungsverfahren (,,Segmentation.doOtsuThresholding()“, ,Segmentation.doCannyEdge()“, ,Seg-
mentation.doRATS()“ etc.) mit ihren in der Klasse , Config” gespeicherten Einstellungen aufgerufen.
Diese Methoden nehmen auch die Vorverarbeitung in Form einer GauR- oder Medianfilterung sowie
optional die Nachbearbeitung mittels morphologischen Closings vor. Im resultierenden Graustufen-
bild werden Objekte als weiRe, der Hintergrund wird als schwarze Bildpunkte dargestellt. Im folgen-
den Aufruf von ,Segmentation.getContorFromlmage()“ werden hieraus die duReren Konturen ermit-
telt, d.h. solche, die direkt im Bildhintergrund und nicht innerhalb anderer Konturen liegen.

Die so erhaltenen Daten werden im weiteren Verlauf von , DataHandling.populateContourDatalList()“
Uber die Kriterien Flache, Umfang und Abstand der Kontur zum Bildrand validiert. Ist die Kontur va-
lide, werden ihre Daten entsprechend der in Kapitel 3.6.4.5 erldauterten Vorgehensweise auf einen
moglichst kleinen Datensatz reduziert und in der Liste fir die Konturdaten ,,contourDatalist” gespei-
chert.

Die weitergehende Merkmalsanalyse zur Ermittlung der Qualitatsindikatoren findet nach der Seg-
mentierung samtlicher Bilddateien in der Methode ,, DataHandling. populateContourDataGridView()“
statt. Hierbei werden die Ergebnisse in der DataGridView-Struktur ,dataGridViewContourData“ ge-
speichert. Die Entfernung von Konturdoubletten (s. Kapitel 3.6.4.4), deren Auftreten sich bei kombi-
nierter Anwendung mehrerer Segmentierungsverfahren nicht vermeiden lasst, greift auf die Quali-
tatsindikatoren zuriick. Daher erfolgt die Entfernung der Doubletten erst nach dem Fiillen von
»dataGridViewContourData” in der Methode ,, DataHandling.deleteContourDoublettesFromDataGrid-
View()“. Das Ergebnis, die von Doubletten bereinigten, validierten und mit Qualitatsindikatoren ver-
sehenen Konturen, wird im Anschluss entsprechend des Rankings sortiert und angezeigt, das Ranking
basiert auf den Qualitatsindikatoren.
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4 Methoden - Analyse taxonomisch relevanter Strukturmerkmale

Die im Massenscreening identifizierten Valven kénnen auf Basis ihrer Konturform nur unzureichend
taxonomisch klassifiziert werden. Fiir eine genauere taxonomische Zuordnung miissen auch mor-
phologische Strukturen analysiert werden, wofiir mehrere Ansatze untersucht wurden. Aufgrund der
geringen Scharfentiefe der Fokusebene und der meistens dreidimensional ausgepragten Form der
Strukturen gelingt die Analyse jedoch nicht auf Grundlage einzelner mikroskopischer Aufnahmen,
sondern erfordert durch 2D-Focus- oder 3D-Stacking gewonnene Daten.

4.1 2D-Focus-Stacking

Zur Steigerung der Scharfentiefe lichtmikroskopischer Aufnahmen wird das sog. Focus-Stacking (auch
als ,,Extended Depth of Field” oder , Extended Depth of Focus” bezeichnet) angewendet. Hierfir wird
ein Stapel von Einzelbildern aufgenommen, der das Objekt in allen relevanten Fokusebenen de-
ckungsgleich abbildet. Die jeweils scharfen Bildanteile der einzelnen Fokusebenen werden zu einem
moglichst durchgangig fokussierten Gesamtbild vereinigt, das einer Projektion des gesamten Bildsta-
pels in die X/Y-Ebene entspricht. Es existieren verschiedene frei verflighbare wie auch kostenpflichtige
Losungen fir dieses Verfahren, im Rahmen dieser Arbeit wurde die Software ,Helicon Focus” [41]

verwendet.

4.1.1 Helicon Focus

Helicon Focus ist eine kommerzielle Software flir das 2D-Focus-Stacking. Das Programm realisiert drei
verschiedene Verfahren, wobei Methode , A (g. Durchschnitt)” fir das in dieser Arbeit verwendete
Bildmaterial die subjektiv besten Ergebnisse erzielte, wahrend mittels der Methoden ,B (Tiefenkar-
te)” und ,,C (Pyramide)” berechnete 2D-Focus-Stacks z.T. deutliche Artefakte aufwiesen (s. auch Ab-
bildung 57). Die Standardvorgaben ,Radius 8“ und , Glattung 4“ waren durchgéngig ausreichend fir
eine gute Ergebnisqualitat, daher wurden alle Darstellungen mit diesen Parametern berechnet.
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Abbildung 32: Valve von Fragilariopsis kerguelensis, aufgenommen lichtmikroskopisch im Differenziellen Interferenzkon-
trast. a — e) Verschiedene Fokusebenen, f) der mittels Helicon Focus erzeugte 2D-Focus-Stack (basierend auf ca. 100

Fokusebenen), der die komplette Valve scharf abbildet
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Der tiefenscharfe 2D-Focus-Stack (s. Abbildung 32 f) eignet sich fiir die Analyse feiner Strukturen,
selbst wenn diese nicht innerhalb einer einzelnen Fokusebene scharf abgebildet werden kénnen. Da
bei dieser Darstellungsweise aufgrund der zweidimensionalen Projektion der Daten jedoch jegliche
Hoheninformationen verloren gehen, kdnnen keine Aussagen (iber die rdumliche Auspragung und
das Auftreten ergebnisverfdlschender perspektivischer Verzerrungen gemacht werden.

4.1.2 2,5D-Stacking

Aus der Information, in welcher Fokusebene sich der jeweils scharfste Bildanteil befindet, kann eine
Tiefenkarte (s. Abbildung 33 b) generiert werden. Diese liefert fir jeden Bildpunkt des 2D-Focus-
Stacks einen einzelnen Hohenwert und kann fir eine Darstellungsart verwendet werden, die in He-
licon Focus als ,,3D-Modell“ bezeichnet wird. Es ergibt sich jedoch eine flachige 2,5D-Darstellung, da
fir jeden Bildpunkt des Stacks (X/Y-Ebene) nur eine einzelne H6heninformation (Z-Achse) vorliegt.

Abbildung 33: Visualisierung von DIK-Aufnahmen einer Valve von Fragilariopsis kerguelensis: a) 2D-Focus-Stack, b) die
dazugehorende Tiefenkarte, c) 2,5D-Darstellung des 2D-Focus-Stacks in perspektivischer Ansicht.

4.2 3D-Stacking

Fiir taxonomische und morphometrische Untersuchungen sind auch dreidimensionale Strukturen
oder zumindest ihre entsprechend einer senkrechten Aufsicht entzerrten zweidimensionalen Projek-
tionen relevant. In der Arbeit mit dem Prédparat direkt am Mikroskop lassen sich raumliche Infor-
mationen mittels Durchfokussieren des Objektes erhalten. Die korrekte dreidimensionale Interpre-
tation erfordert jedoch einige Erfahrung seitens des Betrachters, eine exakte Vermessung raumlicher
Strukturen ist nicht moglich. Eine dem Durchfokussieren entsprechende Herangehensweise kann auf
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Grundlage von Bildstapeln erreicht werden, da diese Ebene fiir Ebene angezeigt werden kénnen. Aus
Bildstapeln lassen sich jedoch auch direkt Informationen Uber die rdumliche Lage von Strukturen
gewinnen und diese dreidimensional vermessen.

Das hierflr vorgeschlagene 3D-Stacking wurde im Rahmen von [18] und [19] an der Hochschule Em-
den/Leer entwickelt und erfolgreich gelést. Beim 3D-Stacking werden dreidimensionale Bildinforma-
tionen aus lichtmikroskopischen Bildstapeln extrahiert, welche Fokusebenen mit einem festen Ho6-
henabstand abbilden. Die gewonnenen Daten kénnen mit Hilfe von z.B. in der medizinischen Volu-
menvisualisierung verwendeten Verfahren wie Raycasting [42, p. 218ff.] dargestellt und weiter ana-
lysiert werden (s. Abbildung 34).

- S

a b C
Abbildung 34: Schematischer Ablauf des 3D-Stackings. a) lichtmikroskopischer Bildstapel, b) aus den jeweiligen Ebenen
extrahierte relevante Anteile, c) 3D-Visualisierung der relevanten Bildanteile in perspektivischer Ansicht

Das Verfahren dhnelt der dreidimensionalen Konfokalmikroskopie, erzielt aufgrund des nicht-konfo-
kalen Charakters der Daten jedoch eine deutlich geringere Tiefendiskriminierung (s. Abbildung 35).
Diese kann durch entsprechende Wahl der Darstellungsparameter (d.h. Anzeige nur sehr kontrast-
starker Strukturen durch Heraufsetzten der Opazitatsschwelle) verbessert werden, hierbei gehen
jedoch feine Strukturdetails innerhalb der Fokusebenen verloren. Trotz der reduzierten Tiefenauflo-
sung lassen sich deutlich bessere Aussagen erzielen als mittels der 2,5D-Darstellung, welche auf Basis
von 2D-Focus-Stacks mit Hohendaten erzeugt wird. Da echte 3D-Informationen vorliegen
(s. Abbildung 36), konnen z.B. Ansichten senkrecht zu schrag im Fokus liegenden Bereichen der Val-
venoberflache generiert werden. Dies ermoglicht die Vermessung von Strukturen ohne stérende
perspektivische Verzerrungen.
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Abbildung 35: Geringe Tiefendiskriminierung (starke ,Verschmierung” in Z-Richtung) lichtmikroskopischer Hellfeld-
aufnahmen am Beispiel einer Valve von Fragilariopsis kerguelensis, Ansicht quer zur Fokusebene in der X/Z-Ebene. a)
Schnitt durch den Bildstapel entlang der Apikalachse der Valve, b) 3D-Stack mit Darstellung aller Strukturanteile (Hoch-
passfilter, auch Bereiche mit geringem Kontrast werden angezeigt), c) 3D-Stack mit fiir Tiefendiskriminierung optimierter
Darstellung (Sobelfilter, nur Bereiche mit starken Kontrasten werden angezeigt). 1 Einheit = 0,1 pm
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Abbildung 36: Visualisierung eines 3D-Stacks von Hellfeldaufnahmen einer Valve von Fragilariopsis kerguelensis, gleicher
Datensatz wie Abbildung 35 b). Da dreidimensionale Informationen vorliegen, kénnen auch andere Perspektiven als die
direkte Aufsicht auf die Fokusebene dargestellt werden. 1 Einheit = 0,1 um
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Fiir die Segmentierung der in der Visualisierung darzustellenden Daten wurde in [18] eine Kantende-
tektion mittels Hochpassfilterung entwickelt. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Daten mit einem Filterdurchmesser von 1 % der Bildbreite/-h6he, dessen
Kernbereich jeweils 80 % des Gesamtdurchmessers einnahm, gefiltert. Zusatzlich wurde eine Seg-
mentierung auf Basis der Gradientenmagnitude entwickelt; hierfiir kommt, analog zur Gradientenbe-
rechnung im Canny Edge Detector, ein Sobelfilter (s. Kapitel 3.2.1.4) zum Einsatz, wobei sich eine
Filterkernbreite von drei Pixeln bewahrt hat.

4.3 Analyse repetitiver Valvenstrukturen in der Frequenzdomane

Striae und Costae bilden oft repetitive Strukturen (s. Abbildung 37), welche Uber einen gewissen Be-
reich der Valve in relativ konstanten Abstanden auftreten (s. Abbildung 38) und deren Abstand ein
taxonomisch oder morphometrisch relevantes Merkmal darstellt. Die rdumliche Wiederholungsfre-
guenz solcher repetitiven Muster kann durch einfache Analysen in der Frequenzdoméane ermittelt
werden. Hierflir wird das Powerspektrum der Bilddaten mit Hilfe der Fast-Fouriertransformation
(FFT) ermittelt. Dessen Maxima bilden die Frequenzen besonders hervortretender Strukturen sowie
den im Zentrum liegenden Nullfrequenzanteil ab (s. Abbildung 39).

Die Powerspektren wurden mit der frei verfliigbaren Bildverarbeitungssoftware Imagel) [43] erstellt

und ausgewertet, hierbei wurde die Raumfrequenz auf Basis des euklidischen Abstands der Maxima

zum Mittelpunkt ermittelt:

d= N (49)
vu? + v?

mit d = Abstand der repetitiven Strukturen; N = Breite bzw. Hohe des Powerspektrums;
u, v = Koordinaten des Maximums im Powerspektrum bezogen auf den Mittelpunkt

In Abbildung 39 liegen die beiden neben dem Nullfrequenzanteil starksten Maxima 11 Pixel horizon-
tal und 1 Pixel vertikal vom Mittelpunkt entfernt, entsprechend ergibt sich fiir die Costae aus Abbil-
dung 38 ein Abstand von:

_ 256 Pixel

d =—=23Pixel = 2,3um (50)
V112 + 12 !
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Abbildung 37: 2D-Focus-Stack einer Valve fiir die FFT-Analyse, aufgenommen im DIK. Der Bereich, der auf repetitive
Strukturen untersucht werden soll, ist rot umrandet.

Abbildung 38: Darstellung des rot umrandeten Ausschnitts aus
Abbildung 37. Die schwarzen Pfeile verdeutlichen die Position der
regelmaBig angeordneten Costae.
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Abbildung 39: Powerspektrum der Fast-Fouriertransformierten des rot umrandeten Bildbereichs aus Abbildung 37. Die
Positionen der drei starksten Maxima sind gelb markiert, die beiden duBeren Maxima entsprechen der Wiederholungs-
frequenz der Costae.

4.4 Analyse der Chromophor-Verteilung mittels Auflichtfluoreszenz

Das Verhaltnis von Chromophor- zu Zellvolumen sowie die Anzahl und Form der Chloroplasten kon-
nen fir die taxonomische Klassifizierung relevant sein. Die entsprechenden Strukturen lassen sich gut
mit Hilfe von Auflichtfluoreszenz darstellen, hierbei ist jedoch die Verwendung lebender Diatomeen
unabdingbar.

Viele Diatomeen, wie die hier untersuchten Fragilariopsis kerguelensis, sind aktiv mobil, und auch bei
nicht mobilen Arten kdnnen Bewegungen auftreten, die durch das Medium vermittelt werden. Die
lebenden Diatomeen werden innerhalb einer Kammer untersucht, die von Objekttrager und mit Ab-
standshaltern aufgesetztem Deckglas gebildet wird. Nach dem Aufsetzen des Deckglases vergeht
einige Zeit, bis sich ein Kraftegleichgewicht eingestellt hat und die Bewegung des Mediums zum Still-
stand kommt. Auch nach Einstellung dieses Gleichgewichts entsteht durch die fiir héhere Auflosun-

58



gen erforderliche Olimmersion eine Sogwirkung am Deckglas, die zu Verwirbelungen des Mediums
und damit zur Bewegung des Untersuchungsobjektes fihrt.

Um Bewegungen der Untersuchungsobjekte zu minimieren, kann die Viskositdt der Proben durch
Zusatz von Dickungsmitteln erhoht werden. Hierdurch vergeht zwar eine langere Zeit bis zur Einstel-
lung des Gleichgewichts, die Bewegungen des Untersuchungsobjektes sind anschlieBend jedoch ge-
ringer. Im Rahmen dieser Arbeit wurde handelsiiblicher Tapetenkleister der Marke ,,Methylan” zum
Andicken verwendet, da dieser Uber keine nennenswerte Eigenfluoreszenz verfiigt und sich sehr ho-
mogen mit dem fir die Diatomeenkulturen verwendeten Salzwasser-Medium mischen lasst.

Wahrend eine geringe Bewegung von Objekt oder Optik beim 2D-Focus-Stacking mittels Helicon
Focus automatisch ausgeglichen werden kann, wurde ein entsprechender Ansatz fiir das 3D-Stacking
noch nicht durchgefiihrt. Dies erscheint nur schwer umsetzbar, da fir die raumliche Analyse Rotatio-
nen und Translationen in allen drei Raumdimensionen ermittelt und ausgeglichen werden missten.
Beim 2D-Focus-Stacking ist dies hingegen nur in zwei Dimensionen notwendig, da der Fehler, der
durch hohenverandernde Transformationen entsteht, in der Regel so gering ist, dass er vernachlas-
sigt werden kann.
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5 Ergebnisse und Diskussion — Massenscreening

Eine Reihe von Problemstellungen musste fir Entwicklung einer Software fiir Massenscreenings ge-
I6st werden. Die Software sollte die automatisierte Auswertung lichtmikroskopischer Aufnahmen von
Valven der Diatomee Fragilariopsis kerguelensis ermdoglichen, und dabei eine moglichst fehlerfreie
Identifikation und exakte Vermessung gewahrleisten.

5.1 Beschriankungen der Binarisierung

Fir die Binarisierung der Bilddaten in Objekte und Hintergrund muss fiir jeden Bildpunkt die eindeu-
tige Zuordnung zu einer dieser beiden Klassen moglich sein. In mikroskopischen Hellfeldaufnahmen
von Diatomeenvalven Uberschneidet sich der Intensitatsbereich des Bildhintergrundes jedoch mit
demjenigen der Objekte (s. Abbildung 40 und Abbildung 41), die eindeutige Unterscheidung ist daher
nicht fur alle Bildpunkte moglich. Die Intensitdtswerte der Valvenrdnder liegen jedoch generell un-
terhalb der Intensitat des Hintergrundes, und die der Segmentierung folgenden Analysen beruhen
ausschlieBlich auf der daulReren Kontur des Valvenrandes. Daher bedeutet eine fehlerhafte Segmen-
tierung innerhalb der Valvenflache keine Einschrankungen fir die weitere Klassifikation und eindeu-
tige Identifizierung der Objekte. Fiir eine korrekte Klassifikation nach Formel (4) muss jedoch eine
Invertierung des Segmentierungsergebnisses vorgenommen werden, wenn die Intensitdten des Hin-
tergrundes ober-, diejenigen des Objektes unterhalb des Schwellwertes liegen.
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Abbildung 40: Histogramm (gelb) der Bilddaten aus Abbildung 41 a). Drei Intensitatsbereiche sind farblich hinterlegt (rot:
Intensititen 0-189, blau: Intensitdten 190-244, griin: Intensitdten 245-255); Intensitaten der Valvenstrukturen finden sich
im gesamten Histogramm (rot, griin und blau), die des Bildhintergrundes im blau hinterlegten Bereich. Abbildung 41
verdeutlicht die drei Intensitidtsbereiche.
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Abbildung 41: Segmentierung der Hellfeldaufnahme einer Valve anhand von Intensitiatsschwellwerten. a) Originalbild, b)
Einfarbung der drei Intensitatsbereiche entsprechend dem Histogramm aus Abbildung 40. Anhand der rot eingefarbten
Segmentierung kann trotz fehlerhafter Binarisierung der Valveninnenflache der duRere Valvenumriss bestimmt werden.

5.2 Verbesserung der Valvenidentifikation durch Kombination mehrerer Segmen-

tierungsverfahren
Jedes der untersuchten Segmentierungsverfahren zeigt individuelle Vor- und Nachteile abhdngig vom
Bildinhalt, daher bietet sich keine dieser Methoden als generelle Losung fir samtliche Segmentie-
rungsaufgaben an. Durch Kombination mehrerer Segmentierungsverfahren wird die Ausbeute an
verwertbaren Ergebnissen deutlich erhoéht, da die jeweiligen Starken der einzelnen Methoden zum
Tragen kommen.

Abbildung 42 zeigt als typisches Beispiel flir eine problembehaftete Segmentierung die Aufnahme
zweier Valven, deren Rand durch andere Strukturen teilweise lberlagert ist. Abbildung 42 b-f bildet
die unterschiedlichen Segmentierungsergebnisse, Abbildung 43 die hieraus abgeleiteten Konturen
ab. Deutlich ist das unterschiedliche Verhalten der einzelnen Segmentierungsverfahren erkennbar:
Die Valve am linken Bildrand wird mittels des Canny Edge Detectors einwandfrei erkannt
(s. Abbildung 42 e und Abbildung 43 d), wahrend die anderen Verfahren mehr oder weniger starke
Konturdefekte verursachen und zu kaum oder gar nicht verwertbaren Ergebnissen fiihren
(s. Abbildung 43 und Tabelle 5). Die Valve in der Bildmitte wird von keiner der eingesetzten Metho-
den fehlerfrei segmentiert, da das ihren unteren Rand liberdeckende Fragment ebenfalls innerhalb
der Fokusebene liegt; es wird somit scharf abgebildet und weist ein dhnliches Intensitats- und Kon-
trastverhalten wie der Valvenrand auf.
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e . f )
Abbildung 42: Vergleich der Ergebnisse verschiedener Segmentierungsverfahren, a) Originalbild, b) Otsu’s Thresholding,
c) Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding, d) RATS, e) Canny Edge Detector, f) Adaptive Thresholding, jeweils mit
den in Kapitel 5.4 empfohlenen Filtern und Parametern angewendet. Die Segmentierungsergebnisse weisen deutliche
Unterschiede auf, welche in Abbildung 43 detaillierter dargestellt werden.

p o e
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Abbildung 43: Vergleich von durch verschiedene Segmentierungsverfahren ermittelten Konturen (Konturflache lila, kon-
vexe Hiille blau, kleinstes umhiillendes Rechteck griin eingefdrbt). a) Otsu’s Thresholding, b) Histogrammausgleich und
Otsu’s Thresholding, c) RATS, d) Canny Edge Detector, e) Adaptive Thresholding, jeweils mit den in Kapitel 5.4 empfohle-
nen Filtern und Parametern angewendet. Die mittels Canny Edge Detector ermittelte Kontur (d) entspricht dem tatsich-
lichen Valvenumriss, wahrend die mit Otsu’s Thresholding ermittelte Kontur (a) geringe Fehler enthilt. Die mit den Ver-
fahren RATS (c) und Adaptive Thresholding (e) erzeugten Konturen sind deutlich fehlerbehaftet, mittels Histogrammaus-
gleich und Otsu’s Thresholding (b) misslingt die Trennung liberlappender und nahe beieinander liegender Strukturen,
was zu einem unbrauchbaren Ergebnis fiihrt. Tabelle 5 vergleicht die resultierenden Qualitatsindikatoren.
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Tabelle 5: Vergleich der Qualitdtsindikatoren von Konturen, die durch verschiedene Segmentie-
rungsverfahren ermittelten wurden (s. Abbildung 43). Die mit dem Canny-Edge-Detector erkannte
defektfreie Kontur erfiillt alle Qualitatskriterien, die durch Otsu’s Thresholding ermittelte Kontur
weist nur wenige kleine Defekte auf und erfiillt vier Qualitatskriterien. Die fehlerhaften Segmen-
tierungen der anderen Verfahren fiihren zu einer geringeren Anzahl erfiillter Qualitatskriterien, die
Ergebnisse werden somit als nicht relevante Objekte klassifiziert.
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Matching der Hu-Invarianten 0,16047 | 10,31576 | 0,09934 | 0,14954 | 0,05095 | <0,25

CDF 1,035 3,173 1,319 1,032 1,119 <1,05
PCAF 1,38 268,21 32,55 1,19 5,99 <20
CHMDF 23,90 186469,31 | 7861,71 | 0,00 635,21 <20,0
Hoéhen-/Breitenverhiltnis 3,313 1,358 2,923 3,277 3,002 Z;'g
Erfullte Qualitatskriterien 4 0 2 5 2

In einem anderen Fall (s. Abbildung 44) erméglicht die Anwendung des Histogrammausgleichs in
Verbindung mit Otsu’s Thresholding (c) die defektfreie Segmentierung einer teilweise unscharf abge-
bildeten Valve. Die resultierenden Konturdaten sind aufgrund der Unschéarfe des Valvenrandes mit
einer Ungenauigkeit behaftet. Diese wird jedoch als vertretbar angesehen, solange (iberhaupt eine
verwertbare Kontur ermittelt werden kann. Adaptive Thresholding (f) segmentiert den Valvenrand
zwar defektfrei, ermittelt jedoch eine zu groRe Kontur (s. Kapitel 5.3), die anderen Methoden fiihren
zu unbrauchbaren Ergebnissen.
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Abbildung 44: Vergleich der Ergebnisse verschiedener Segmentierungsmethoden fiir eine Valve, die leicht auBerhalb der
Fokusebene liegt: a) Original, b) Otsu’s Thresholding, c) Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding, d) RATS, e) Canny
Edge Detector, f) Adaptive Thresholding, jeweils mit den in Kapitel 5.4 empfohlenen Filtern und Parametern angewen-
det. Die Anwendung von Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding (c) sowie von Adaptive Thresholding (f) fiihrt zu
geschlossenen, defektfreien Konturen, wobei die durch Adaptive Thresholding ermittelte Kontur nicht mit dem tatsachli-
chen Valvenrand iibereinstimmt und daher zu deutlich fehlerbehafteten Ergebnissen fiihrt (s. Kapitel 5.3). Die anderen
Verfahren erzeugen Segmentierungen, die nicht zur Identifikation als relevantes Objekt fiihren.

Die hier aufgefiihrten Beispiele stehen stellvertretend fiir eine Vielzahl unterschiedlicher Aufnahme-
situationen und Bildinhalte, die Ergebnisse diirfen nicht verallgemeinert werden. Um verlasslichere
Aussagen treffen zu kdnnen, wurden fir einen umfangreichen Datensatz (5924 Valvenaufnahmen
und 68 Templates) die Ergebnisausbeuten und der Zeitbedarf fiir die Anwendung verschiedener
Segmentierungsverfahren bzw. ihrer Kombinationen ermittelt (s. Tabelle 6). Je mehr Segmentie-
rungsverfahren parallel verwendet wurden, desto héher war die Ergebnisausbeute. Die Segmentie-
rung mittels RATS war dabei ca. um den Faktor fiinf bis sieben langsamer als die anderen Verfahren.
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Tabelle 6: Ergebnisse der Konturanalyse durch Kombination verschiedener Segmentierungsverfah-
ren’. Die Kombination aller fiinf Verfahren fiihrt zur besten Ausbeute verwertbarer Ergebnisse, die
Verwendung von RATS verlangert die Bearbeitungszeit jedoch betrachtlich.
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Tabelle 7 und Abbildung 45 schliisseln einige Zeilen aus Tabelle 6 nach den Anteilen der einzelnen
Segmentierungsverfahren an der Ergebnisausbeute auf. Wie ersichtlich ist, tréagt bei der Analyse um-
fangreicher Datensatze jedes der hier vorgestellten Verfahren zum Gesamtergebnis bei. Werden
Otsu’s Thresholding, Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding sowie Canny Edge Detector ein-
gesetzt, wird die Ergebnisausbeute durch eine zusatzliche Verwendung von RATS oder Adaptive

Thresholding nur noch in geringem Malie gesteigert.

Tabelle 7: Anteile der verschiedenen Segmentierungsverfahren an den Ergebnissen der Konturana-
lyse (gleicher Datensatz wie Tabelle 6 fiir Ergebnisse mit fiinf erfiillten Qualitatsindikatoren). Wer-
den zusétzlich zu Otsu’s Thresholding, Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding sowie Canny
Edge Detector weitere Verfahren angewendet, weisen diese zwar einen deutlichen Anteil an der
Ergebnisausbeute auf, die Gesamtausbeute vergroBert sich jedoch nur wenig (s. a. Abbildung 45).
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Ergebnisse mit finf erfiillten Qualitatskriterien 3261 3332 3445
Anteil Otsu’s Thresholding 1258 888 824
Anteil Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding 834 666 563
Anteil RATS J. 671 614
Anteil Canny Edge Detector 116 1107 1011
Anteil Adaptive Thresholding .J. .J. 433
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Abbildung 45: Anteile der verschiedenen Segmentierungsverfahren an den Ergebnissen der Konturanalyse mit fiinf erfill-
ten Qualitatsindikatoren, s. Tabelle 7

Durch die Anwendung mehrerer Segmentierungsverfahren wird ein GroRteil der Objekte mehrfach
erkannt, solche Doubletten werden entsprechend der Vorgehensweise in Kapitel 3.6.4.4 aus der Er-
gebnisliste eliminiert. Hierdurch geht fiir jedes Objekt nur dasjenige Segmentierungsergebnis in die
weitere Konturanalyse ein, welches als am besten geeignet angesehen wird. Empfohlen wird, fur die
Segmentierung zumindest die Verfahren , Otsu’s Thresholding”, ,Histogrammausgleich und Otsu’s
Thresholding” und ,Canny Edge Detector” einzusetzen. Wenn die Verarbeitungsgeschwindigkeit un-
kritisch ist, kann zur Steigerung der Ergebnisausbeute zusatzlich ,,RATS” angewendet werden. Fiir die
in dieser Arbeit untersuchten Datensatze stieg die Ergebnisausbeute dadurch um ca. 2 %, dies war
jedoch mit einem ca. dreifach héheren Zeitbedarf verbunden.

Die Verwendung von Adaptive Thresholding wird nicht empfohlen. Wurden die drei bzw. vier o.g.
Segmentierungsverfahren eingesetzt, ergab sich durch die zusatzliche Anwendung von Adaptive
Thresholding fiir die in dieser Arbeit untersuchten Datensatze eine ca. 3 % hohere Ergebnisausbeute.
Die zusatzlich gefundenen Konturen gaben jedoch nicht die tatsachlichen Valvenrander wieder und
fUhrten somit zu verfalschten Ergebnissen. Dieser Sachverhalt wird in Kapitel 5.3 diskutiert.

5.3 Ergebnisunterschiede bei Anwendung verschiedener Segmentierungsverfah-

ren
Unterschiedliche Segmentierungsverfahren fiihren zu unterschiedlichen Valvenkonturen, die Ergeb-
nisse der Konturanalyse dlrfen jedoch nicht zu stark schwanken. Abbildung 46 vergleicht die Kontu-
ren, welche mit verschiedenen Verfahren fiir eine typische, gut segmentierbare Valve ermittelt wur-
den. Hierbei fallt auf, dass der Valvenrand durch Adaptive Thresholding fehlerhaft erkannt wird, wah-
rend die Ergebnisse der anderen vier Segmentierungsverfahren sich deutlich dhneln.
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Abbildung 46: Vergleich der Ergebnisse verschiedener Segmentierungsverfahren: a) Original, b) Otsu’s Thresholding, c)
Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding, d) RATS, e) Canny Edge Detector, f) Adaptive Thresholding. Die Konturfla-
che ist lila eingefarbt, das kleinste umgebende Rechteck griin eingezeichnet. Die ersten vier Segmentierungsmethoden
fiihren zu vergleichbaren Ergebnissen, Adaptive Thresholding erzeugt eine deutlich gr6Bere Kontur (vergleiche Tabelle 8).

Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse der Konturanalyse fiir die in Abbildung 46 aufgefiihrten Segmentierun-
gen. Adaptive Thresholding (s. Abbildung 46 f) fiihrt, verglichen mit den anderen Verfahren, zu meis-
tens deutlich héheren Werten fiir Flache, Umfang, Breite und Hohe der Kontur.

Tabelle 8: Vergleich der Ergebnisse verschiedener Segmentierungsmethoden am Beispiel einer
einzelnen Valve (s. Abbildung 46). Die Verwendung von Adaptive Thresholding fiihrt zu meistens
deutlich h6heren Werten.

e

€5 5 £

£ @ 2 £ 3

3 we g <

[<] S5 = 7] 3

L ©c £ (a] fud

] g = o £

< E 5 1 )

- E " w >

) W & > S

= <] (%] c Q

2 |Ez|E |5 |3

o I S o o <
Flache 234,91 | 238,15 | 236,45 | 241,52 | 272,70
Umfang 72,58 | 72,93 | 72,64 | 72,99 | 76,93
Breite 31,27 | 31,45| 31,31 | 31,36 | 32,46
Hohe 10,07 | 10,24 | 10,20 | 10,33 11,08

Zur Ermittlung des durch Adaptive Thresholding verursachten Fehlers wurden 78 reprasentative Val-
venaufnahmen ausgewertet, welche mit jedem der finf Verfahren eindeutig und defektfrei segmen-
tiert werden konnten. Die prozentuale Streuung der Ergebnisse aller Segmentierungsverfahren wur-
de nach Formel (28) fur Flache, Umfang, Breite und Hohe jeder Valvenkontur ermittelt. Fir die Kon-
turermittlung wurden die vier Segmentierungsverfahren Otsu’s Thresholding, Histogrammausgleich
und Otsu’s Thresholding, RATS und Canny Edge Detector kombiniert. Hierbei blieb die gemittelte
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prozentuale Streuung der Konturanalyseergebnisse unterhalb von 1,3 % des hypothetischen Mittel-
werts, wie in Tabelle 9, Spalte , Prozentuale Streuung ohne Adaptive Thresholding” deutlich wird. Die
zusatzliche Verwendung von Adaptive Thresholding fiihrte zu einer deutlich erhdhten Streubreite,
die teilweise mehr als 10 % erreichte (s. Tabelle 9, Spalte ,Prozentuale Streuung inkl. Adaptive
Thresholding”). Abbildung 47 verdeutlicht diesen Sachverhalt anhand entsprechender Boxplots.

Tabelle 9: Vergleich der Ergebnisse” verschiedener Segmentierungsmethoden. Die Verwendung
von Adaptive Thresholding fiihrt zu einer deutlichen Zunahme der Ergebnisstreuung, s. a. Abbil-
dung 47.

Prozentuale Streuung der Ergebnisse Prozentuale Streuung der Ergebnisse

ohne Adaptive Thresholding inkl. Adaptive Thresholding

Flaiche | Umfang | Breite | H6he | Fliche | Umfang | Breite | Hoéhe
Durchschnitt 1,26 % 041% | 040% | 1,12% | 10,24% 4,18% | 2,47 % 6,65 %
Minimum 0,70 % 0,07% | 0,06% | 0,59% 6,55 % 2,03% | 1,37% 4,08 %
1. Quartil 1,07 % 026% | 0,20% | 091% 8,95 % 3,58% | 2,07% 5,77 %
Median 1,23 % 036% | 036% | 1,13% | 10,16 % 421% | 2,42% 6,46 %
2. Quartil 1,42 % 054% | 051%| 1,30% | 11,61% 4,77 % | 2,85% 7,67 %
Maximum 2,21% 099% | 1,01% | 1,74% | 15,03% 6,48% | 4,34% | 10,68%

*) gemittelt Gber 78 unterschiedliche Valven, welche auf Basis jedes der fiinf Segmentierungsverfahren eindeutig und de-
fektfrei zu identifizieren waren
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Abbildung 47: Boxplots der prozentualen Streuungen der Ergebnisse der Konturanalyse entsprechend Tabelle 9. Werte
fur alle Segmentierungsverfahren inkl. Adaptive Thresholding sind griin, Werte ohne Adaptive Thresholding sind blau
eingefarbt. Die zusatzliche Verwendung von Adaptive Thresholding bewirkt eine deutlich gréBere Streuung der Ergeb-
nisse.

0,00

Die Verwendung von Adaptive Thresholding fiihrte fiir die in dieser Arbeit untersuchten Datensatze
zu einer geringflgig hoheren Ergebnisausbeute bei der Konturidentifikation (siehe Kapitel 5.2), je-
doch auch zu einer deutlichen Zunahme der Streuung der Ergebnisse der Konturanalyse. Von einer
Verwendung des Adaptive Thresholding wird daher abgeraten, zumindest sollte die Abwagung des
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Nutzens in Abhangigkeit der zu untersuchenden Bilddaten und der gewiinschten Ergebnisgenauigkeit
getroffen werden.

5.4 Empfohlene Parameter
Auf Basis der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Datensatze haben sich folgende Parameter fir
Segmentierung, Validierung und Klassifikation bewahrt:

Tabelle 10: Empfohlene Parameter fiir das Massenscreening lichtmikroskopischer Aufnahmen von
Valven der Diatomee Fragilariopsis kerguelensis, basierend auf den im Rahmen dieser Arbeit ver-

wendeten Datensdtzen

Segmentierungsverfahren Otsu’s Thresholding, Anwendung empfohlen

Rauschminderung Filtertyp Gaul
Rauschminderung Filterdurchmesser 5 Pixel
Segmentierungsparameter keine
Anwendung morphologisches Closing nein

Segmentierungsverfahren Histogrammausgleich und Otsu’s Thresholding, Anwendung empfohlen

Rauschminderung Filtertyp Median
Rauschminderung Filterdurchmesser 5 Pixel
Segmentierungsparameter keine
Anwendung morphologisches Closing nein

Segmentierungsverfahren Robust Automated Threshold Selector, Anwendung empfohlen wenn

der Zeitbedarf unkritisch ist

Rauschminderung Filtertyp Gaul
Rauschminderung Filterdurchmesser 5 Pixel
Sigma fiir die Gradientenberechnung 3,0
Exponent fiir den Gradienten 2,0
Anwendung morphologisches Closing nein

Segmentierungsverfahren Canny Edge Detector, Anwendung empfohlen

Rauschminderung Filtertyp GaulR
Rauschminderung Filterdurchmesser 7 Pixel
Schwellwert fiir schwache Kanten 25
Schwellwert fiir starke Kanten 125
Durchmesser des Sobelfilters 3 Pixel
Anwendung morphologisches Closing nein

Segmentierungsverfahren Adaptive Thresholding, Anwendung nicht empfohlen

Rauschminderung Filtertyp Gaul
Rauschminderung Filterdurchmesser 7 Pixel
Nachbarschaftsgrofle 13 Pixel
Anwendung morphologisches Closing nein

Validierungsparameter fiir Konturen

Fldche

GroRer als 75 um?, kleiner als 100.000 um?

Umfang

GroRer als 35 um, kleiner als 100.000 pm?

Abstand zur Bildkante

Mindestens 3 Pixel

Beschrankung auf zentralen Bildbereich

70% (alternativ zu ,,Abstand zur Bildkante”)

Parameter fiir die Qualitatsindikatoren

Matching mit Templates

| Kleiner als 0,25
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CDF Kleiner als 1,05
CHMDF Kleiner als 20,0
PCAF Kleiner als 2,0
Hoéhen-/Breitenverhiltnis Zwischen 2,0 und 8,0
Mindestzahl erfiillter Qualitatsindikatoren 4

5.5 Verwendung von 2D-Focus-Stacking
Der Nutzen der Verwendung von 2D-Focus-Stacking fir das Massenscreening wurde nicht unter-
sucht, erscheint aufgrund einiger Uberlegungen jedoch zweifelhaft:

- Durch das Stacking wirde der Zeitaufwand fir die Analyse deutlich zunehmen, was den Grund-
voraussetzungen fiir ein Massenscreening widerspricht.

- Auch bei der Beschrankung auf die Untersuchung einer einzelnen, durch die Autofokus-Funktion
der Metafer-Software ausgesuchten Bildebene werden Valvenanteile, die geringfiigig auRerhalb
der Fokusebene liegen, bei Kombination mehrerer Segmentierungsverfahren gut erkannt. Der
durch die Unscharfen bedingte Fehler bei der Berechnung geometrischer Grunddaten wie Flache
und Umfang erscheint gering. Die Untermauerung dieser Aussage wiirde jedoch einen weiterfiih-
renden Vergleich der Analyseergebnisse von einzelnen Ebenen und 2D-Focus-Stacks erfordern,
der nicht Bestandteil dieser Arbeit war.

- Liegen zu groRRe Anteile der Valven auflierhalb der Fokusebene, konnen diese durch 2D-Focus-Sta-
cking scharf dargestellt werden. Die 2D-Aufsicht dieser Bereiche unterliegt durch die starke Nei-
gung zur Sichtachse jedoch so starken perspektivischen Verzerrungen, dass eine Auswertung
deutlich fehlerbehaftet ware. Eine mogliche Losung dieses Problems wird in Kapitel 6.3 vorge-
schlagen.

5.6 Beschrankungen des vorgeschlagenen Verfahrens

Die fiir die Identifikation relevanter Diatomeen entwickelte und als Software ,DiatoMorphoTo” um-
gesetzten Verfahren sind auf die Analyse konvexer Valven beschrdankt, da die Beurteilung der Seg-
mentierungsqualitat und die Klassifikation der Kontur anhand von Konvexitatskriterien nur moglich
sind, wenn keine konkaven Konturanteile vorliegen. Fir eine Vielzahl von Diatomeenarten ist diese
Beschrankung aufgrund ihrer konvexen Valvenform unproblematisch.

Die taxonomische Klassifizierung erfordert zusatzlich zum Abgleich des Konturumrisses mit Template-
Vorlagen die Untersuchung weiterer Merkmale, welche grofStenteils durch die Analyse von Struktur-
details gewonnen werden kénnen. Mdgliche Herangehensweisen wurden in Kapitel 4 vorgestellt und
werden im Folgenden diskutiert.
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6 Ergebnisse und Diskussion - Analyse taxonomisch relevanter Struk-
turmerkmale

Fiir die Betrachtung und Bewertung von Methoden zur dreidimensionalen Strukturanalyse auf Basis
lichtmikroskopischer Daten wurde eine Reihe von Méglichkeiten exemplarisch untersucht.

6.1 Vergleich der lichtmikroskopischen Verfahren

Die drei lichtmikroskopischen Verfahren Hellfeld, Differentieller Interferenzkontrast (DIK) und Pha-
senkontrast (PhaKo) wurden auf ihre Eignung flr die Bewertung dreidimensionaler Strukturen unter-
sucht. Abbildung 48 vergleicht 2D-Focus-Stacks von Bildstapeln der Valven unterschiedlicher Diato-
meenarten, die mit den o.g. Verfahren aufgenommen wurden. Deutlich erkennbar ist der unter-
schiedliche Kontrastumfang: Die Hellfeldaufnahmen (a, d, g) erscheinen eher kontrastarm, feine
Strukturen werden nur schwach dargestellt. DIK (b, e, h) und PhaKo (c, f, i) ergdnzen den Amplitu-
denkontrast durch Informationen, welche auf dem Brechungsindex des Untersuchungsobjektes be-
ruhen, und fiihren somit zu deutlich kontraststarkeren Darstellungen.
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Abbildung 48: 2D-Stacks von Valven mit unterschiedlich feinen Strukturen, die mit verschiedenen lichtmikroskopischen
Verfahren aufgenommen wurden. a-c) Pinnularia viridis, d-f) Triceratium favus Ehrenberg, g-h) Cymbella ehrenbergii, a)
d) und g) im Hellfeld, b) e) und h) im DIK,, c) f) und i) im Phasenkontrast als Bildstapel iiber den kompletten Fokusbereich
aufgenommen und mit Helicon Focus zu 2D-Stacks verrechnet. Detailausschnitte in Abbildung 49 ermdéglichen eine Beur-
teilung der Eignung der lichtmikroskopischen Verfahren fiir das 2D-Focus-Stacking fiir feine, in Abbildung 50 fiir grébere
Strukturen.

Wie in Abbildung 49 deutlich wird, profitiert besonders die Abbildung feiner Strukturen von der Kon-
trastverstarkung. Die Verwendung des DIK ermoglicht die klare Darstellung von Areolen, welche im
PhaKo deutlich schlechter und im Hellfeld kaum noch identifiziert werden kénnen. Abbildung 50 zeigt
jedoch, dass die vom DIK verursachten reliefartigen Artefakte besonders bei groberen Strukturen zu
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einer Fehlinterpretation als Héheninformation fihren kénnen. Die vom PhaKo gebildeten Lichthofe
stéren zwar durch Uberstrahlung teilweise das Kontrastverhalten feinerer Strukturen, dennoch wer-
den diese deutlich klarer dargestellt als im Hellfeld.

Abbildung 49: 2D-Stacks feiner Strukturen zur Verdeutlichung der Eignung unterschiedlicher lichtmikroskopischer Verfah-
ren fiir das 2D-Focus-Stacking, vergr6Rerte Ausschnitte aus Abbildung 48, unterste Reihe (Valve von Cymbella ehren-
bergii). a) Hellfeld, b) DIK, c) PhaKo. Im Hellfeld werden feine Strukturen hoch aber kontrastarm, im DIK hoch und kon-
traststark aufgelost. Die Verwendung von PhaKo-Aufnahmen fiihrt zu einer kontraststarken, aber durch Artefakte teil-
weise schlecht aufgelosten Darstellung, s. auch Abbildung 57. MaBstab vergleiche Abbildung 48

_ oconor
CO00O0nrrr

Abbildung 50: 2D-Stacks groberer Strukturen zur Verdeutlichung der Eignung unterschiedlicher lichtmikroskopischer
Verfahren fiir das 2D-Focus-Stacking, vergroBerte Ausschnitte aus Abbildung 48, mittlere Reihe (Valve von Triceratium
favus Ehrenberg). a) Hellfeld, b) DIK, c) PhaKo. Im Hellfeld werden grébere Strukturen hoch aufgelost und mit brauchba-
rem Kontrast dargestellt, im DIK und PhaKo in hoher Auflosung und starkem Kontrast. MaRBstab vergleiche Abbildung 48
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Abbildung 51 zeigt die Visualisierung von 3D-Stacks analog zur Darstellung in Abbildung 48.

Abbildung 51: 3D-Stacks analog zu den 2D-Stacks aus Abbildung 51. a-c) Pinnularia viridis, d-f) Triceratium favus Ehren-
berg, g-h) Cymbella ehrenbergii, a) d) und g) im Hellfeld, b) e) und h) im DIK, c) f) und i) im Phasenkontrast als Bildstapel
liber den kompletten Fokusbereich aufgenommen, mittels Hochpassfilter segmentiert und per Raycasting visualisiert, die
Hintergrundfarben wurden zur Kontraststeigerung angepasst. In der hier abgebildeten Aufsicht senkrecht zur Fokus-
ebene ermaoglicht 3D-Stacking mit 2D-Stacks vergleichbare Ergebnisse, Detailausschnitte in Abbildung 52 ermdglichen
eine Beurteilung der Eignung der lichtmikroskopischen Verfahren fiir das 3D-Stacking angewandt auf feine, in Abbildung
53 auf grébere Strukturen. Mal3stab vergleiche Abbildung 48
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Auch beim 3D-Stacking ermdglichen die kontrastverstarkenden Mikroskopieverfahren die Auflosung
feiner Strukturen, die aufgrund ihres geringen Eigenkontrastes im Hellfeld kaum sichtbar sind
(Abbildung 52). Die Reliefartefakte des DIK fiihren jedoch bei groberen Strukturen z.T. zur deutlich
fehlerhaften Darstellung und Einfarbung gréberer Strukturen, da aufgrund des anisotropen Charak-
ters der reliefartigen Artefakte die Segmentierung verfalscht wird. Die im PhaKo auftretenden Licht-

hofe Gberstrahlen zwar z.T. kleinere Strukturen, fihren jedoch meistens nicht zu Segmentierungsfeh-
lern (s. Abbildung 53).

C 9% .
Abbildung 52: 3D-Stacks feiner Strukturen zur Verdeutlichung der Eignung unterschiedlicher lichtmikroskopischer Verfah-
ren fiir das 3D-Stacking, vergroBerte Ausschnitte aus Abbildung 51, unterste Reihe (Valve von Cymbella ehrenbergii). a)
Hellfeld, b) DIK, c) PhaKo. Der schwache Kontrastumfang der Hellfeldaufnahmen fiihrt bei einer auf die Darstellung feiner
Strukturen optimierten Visualisierung zu einer durch Rauschen reduzierten Auflésung. Die DIK-Aufnahmen ermdéglichen
die sehr kontraststarke Visualisierung auch feiner Strukturen mit einer durch die Reliefartefakte leicht reduzierten Aufl6-
sung. Die Visualisierung der PhaKo-Daten ist gut aufgelost aber weniger kontraststark als die der DIK-Daten. MaR3stab
vergleiche Abbildung 48

Abbildung 53: 3D-Stacks groberer Strukturen zur Verdeutlichung der Eignung unterschiedlicher lichtmikroskopische
Verfahren fiir das 3D-Stacking, vergr6Berte Ausschnitte aus Abbildung 51, mittlere Reihe (Valve von Triceratium favus
Ehrenberg). a) Hellfeld, b) DIK, c) PhaKo. Die Visualisierung der Hellfeldaufnahmen ist ausreichend kontraststark und
aufgel6st, die der DIK-Aufnahmen ist durch die Reliefartefakte schwer interpretierbar, die auf PhaKo-Daten basierende
Darstellung wirkt durch zuséatzlich erkennbare Details sehr deutlich, ist kontraststark und gut aufgelost. MaRBstab ver-
gleiche Abbildung 48

Auf die Tiefendiskriminierung wirken sich DIK und PhaKo nachteilig aus, da die stark kontrastierten
Strukturen auch auBerhalb der Fokusebene deutlich zum Tragen kommen, wahrend sie im Hellfeld
schwacher wirken (s. Abbildung 54). Um feinere Strukturen darzustellen, missen beim 3D-Stacking
von Hellfeldaufnahmen jedoch auch schwach kontrastierte Objektanteile visualisiert werden,
wodurch sich die Tiefenauflésung wieder verringert. Die tatsachlich erreichbare Tiefendiskriminie-
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rung ist nicht nur abhangig vom lichtmikroskopischen Verfahren, sondern auch vom Untersuchungs-
objekt, daher kann keine abschlieRende Aussage Uber das am besten geeignete Verfahren getroffen

werden.
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Abbildung 54: Tiefendiskriminierung unterschiedlicher lichtmikroskopischer Verfahren am Beispiel einer Valve von Trice-
ratium favus Ehrenberg, Bildstapel mit Ansicht quer zur Fokusebene in der X/Z-Ebene, Schnitt etwa auf halber Breite der
Valve aus Abbildung 48, mittlere Reihe. a) Hellfeld, b) DIK, c) PhaKo. Die Tiefendiskriminierung erscheint im Hellfeld am
besten (d.h. der Kontrast nimmt in Z-Richtung stark ab), der Kontrast ist jedoch schwécher ist als bei DIK und PhaKo und
muB in der Visualisierung eventuell verstirkt werden, wobei die Tiefendiskriminierung wieder abnimmt. 1 Einheit =
0,1 pm

Das anzuwendende lichtmikroskopische Verfahren sollte in Abhangigkeit von GroRe und Kontrast der
relevanten Objektstrukturen sowie der gewiinschten Visualisierungstechnik gewahlt werden. Tabelle
11 gibt hierfiir Anhaltspunkte basierend auf den subjektiven Erfahrungen mit den in dieser Arbeit

untersuchten Datenséatzen, jedoch muss die Entscheidung im Einzelfall entschieden oder, wenn mog-
lich, die Verwendung mehrerer Verfahren in Erwdgung gezogen werden.

Tabelle 11: Eignung lichtmikroskopischer Verfahren in Abhangigkeit von Strukturgrofen und ge-
wiinschter Visualisierungstechnik. Fiir das 3D-Stacking erweist sich meistens das Hellfeld-Verfah-
ren als besser geeignet, fiir das 2D-Focus-Stacking liberwiegt die Eignung von DIK und PhaKo.

Hellfeld DIK PhaKo
Kontrast grobe Strukturen o] + +
Artefakte grobe Strukturen + - o
Kontrast feine Strukturen - + o
Artefakte feine Strukturen + + o
Tiefendiskriminierung + o -
Eignung 2D-Focus-Stacking o + +
Eignung 3D-Stacking + -/o o]

+ = gute, o = mittlere, - = schlechte Bewertung
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6.2 Vergleich der Stackingverfahren
2D-Focus-Stacking mittels Helicon Focus und 3D-Stacking mit der selbst entwickelten Visualisierungs-

technik erzeugen in der Aufsicht senkrecht zur Fokusebene vergleichbare Ergebnisse (s. Abbildung 55
a) und Abbildung 56 a).

10 um

Abbildung 55: 2D-Focus-Stacking von Hellfeldaufnahmen einer Valve von Fragilariopsis kerguelensis. a) 2D-Stack, b)
Tiefenkarte, c) 2,5D-Visualisierung. Im 2D-Stack sind Beugungsartefakte im Zentralbereich der Valve zu erkennen, welche
zu Fehlinterpretationen der H6heninformationen und damit zu einer fehlerhaften 2,5D-Darstellung fiihren (Vertiefung im
Zentralbereich).

Die von Helicon Focus erzeugten Tiefenkarten und die daraus generierten 2,5D-Ansichten
(s. Abbildung 55 b, c) sind wenig aussagekraftig, da nur eine einzelne Héheninformation pro Bild-
punkt vorliegt. Diese beruht nicht auf der tatsachlichen Objektoberflache, sondern entspricht der
Ebene mit der starksten lokalen Bildscharfe; diese Hoheninformationen konnen fehlerhaft sein, wie
Abbildung 55 c) anhand der Vertiefung des Zentralbereichs der Valve verdeutlicht.

Beim 3D-Stacking werden die Hoheninformationen mit einer Scharfentiefe diskriminiert, die im Ver-
gleich zur Auflésung innerhalb der Fokusebene deutlich reduziert ist (s. Abbildung 56 b). Die daraus
abgeleiteten raumlichen Informationen sind jedoch verlasslicher als diejenigen aus der Tiefenkarte
des 2D-Stacks und erlauben ein besseres Verstdandnis der dreidimensionalen Strukturen (s. Abbildung
56 c).
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Abbildung 56: 3D-Stack von Hellfeldaufnahmen einer Valve von Fragilariopsis kerguelensis. a) Aufsicht auf die Fokusebe-
nen, b) Ansicht quer zur Fokusebene in der X/Z-Ebene, Tiefendiskriminierung durch Ausblenden kontrastschwacher Be-
reiche verbessert, c) Visualisierung mit vergleichbarem Ansichtswinkel wie Abbildung 55 c). In der Aufsicht auf die Fokus-
ebene ergibt 3D-Stacking dhnliche Ergebnisse wie das 2D-Focus-Stacking, ermoglicht aufgrund der dreidimensionalen
Informationen jedoch auch andere Perspektiven, wenn auch mit geringer Scharfentiefe. 1 Einheit = 0,1 um

Die drei von Helicon Focus angebotenen Methoden zur Berechnung des 2D-Stacks verursachen un-
terschiedliche Artefakte vor allem bei feineren Strukturen im PhaKo. In Abbildung 57 wird ersichtlich,
dass je nach verwendeter Berechnungsmethode unterschiedliche Bereiche der Areolenfelder un-
scharf bzw. durch Artefakte verfremdet abgebildet werden; zuverlassige Strukturanalysen sind auf
dieser Grundlage nicht moglich. Die Visualisierung mittels 3D-Stacking (s. Abbildung 58) erzeugt ei-
nen anderen optischen Eindruck als das lichtmikroskopische Bild, zeigt jedoch keine deutlich auffal-
lenden Unscharfe-Artefakte.
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Abbildung 57: Artefaktbildung durch Verwendung unterschiedlicher S
2D-Stacks einer Valve von Cymbella ehrenbergii im PhaKo. a) Methode A (g. Durchschnitt), b) Methode B (Tiefenkarte), c)

Methode C (Pyramide), d-f) AusschnittvergréRerungen aus a-c). Neben der unterschiedlich stark ausgepragten Halo-
Bildung rund um den Valvenrand erscheinen die Areolen und Striae in unterschiedlichen Bereichen unscharf bzw. durch

Artefakte verfremdet.
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Abbildung 58: 3D-Stack einer Valve von Cymbella ehrenbergii im PhaKo, gleicher Datensatz wie in Abbildung 57. a) Auf-
sicht auf die Fokusebenen (X/Y-Ebene), b) AusschnittvergroBerung. Es sind keine Artefakte erkennbar, welche zu einer
deutlichen Strukturverfalschung fiihren wiirden, allerdings ist der optische Eindruck aufgrund der Visualisierungstechnik
nicht mit dem lichtmikroskopischen Bild identisch. 1 Einheit = 0,1 pm

Die Verwendung des Sobel- statt des Hochpassfilters fiir die Segmentierung des 3D-Stackings
(s. Abbildung 59) verstarkt den Kontrast erheblich und kann sogar zu stark libersteigerten Kontrasten
fUhren, bei denen feine Strukturdetails nicht mehr erkennbar sind. Obwohl die Visualisierung mit
Hilfe der Gradienten eine deutlich vom lichtmikroskopischen Bild abweichende Darstellung bietet,
kann der rdumliche Eindruck, besonders in der interaktiven, bewegten Ansicht, besser sein als im
Vergleich zu Hochpass-gefilterten Daten, da Strukturen aufgrund des hohen Kontrastes klarer darge-
stellt werden.
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Abbildung 59: 3D-Stack einer Valve von Cymbella ehrenbergii im PhaKo, gleicher Datensatz wie in Abbildung 57, Bildsta-
pel mit Sobelfilter segmentiert. a) Aufsicht auf die Fokusebenen (X/Y-Ebene), b) perspektivische Ansicht. Die Anwendung
des Sobelfilters ermoglicht eine deutlichere Darstellung, verfremdet jedoch das Erscheinungsbild feiner Strukturen.
1 Einheit = 0,1 um

Auch die Visualisierung lebender Diatomeen, die nicht nur Uber eher flachig ausgepragte Valven-
strukturen verfligen, sondern auch lber groRrdaumig dreidimensional ausgeformte Chromatophoren,
gelingt mittels 3D-Stacking (s. Abbildung 61). Im Vergleich zum 2D-Stack (s. Abbildung 60) kann die

raumliche Struktur der Chromatophoren gut nachempfunden werden, was jedoch am besten in der
interaktiven Ansicht am Bildschirm gelingt.
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Abbildung 60: 2D-Stack von Hellfeldaufnahmen einer Kette von Fragilariopsis kerguelensis,
der Kontrast wurde nachtraglich verstarkt.

Abbildung 61: 3D-Stack von Hellfeldaufnahmen einer Kette von Fragilariopsis kerguelensis, gleicher Datensatz wie in
Abbildung 60. Trotz schwachen Kontrastes ist die raumliche Struktur von Valven und Chromatophoren erkennbar.
1 Einheit=0,1 um
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2D-Focus-Stacking erlaubt eine Darstellungsweise, die mit der lichtmikroskopischen Ansicht identisch
ist, jedoch Uber eine deutlich erweiterte Scharfentiefe verfligt. Das zweidimensionale Ergebnis eignet
sich besonders fiir statische Prasentationen. Die Visualisierung mittels 3D-Stacking vermittelt einen
anderen optischen Eindruck als das gewohnte lichtmikroskopische Bild, da sie auf gefilterte Bildinhal-
te zurickgreift. Sie bietet in der Aufsicht senkrecht zur Fokusebene eine zum 2D-Focus-Stacking ver-
gleichbare Auflésung und Detailfille. Der volle Informationsgehalt eines 3D-Stacks wird jedoch erst in
der interaktiven Darstellung erfassbar, da die Beobachtung aus unterschiedlichen Betrachtungs-
winkeln ermoglicht, rdumliche Strukturen begreifbar zu machen. Mittels moderner Grafikkarten ist
diese Art der Visualisierung in Echtzeit und stereoskopisch auf handelsiblichen PCs moglich, so dass
sich mit dem 3D-Stacking eine neue Herangehensweise fiir die Datenanalyse bietet.

Die Entscheidung, ob 2D-Focus-Stacking oder 3D-Stacking verwendet werden soll, ist in Abhangigkeit
von der vorgesehenen Verwendung der Darstellung zu fallen. Beide Verfahren verwenden dieselben
lichtmikroskopischen Bildstapel als Ausgangsmaterial, daher kdnnen beide Visualisierungsarten an-
gewendet werden, ohne das Untersuchungsobjekt erneut zu mikroskopieren.

6.3 Perspektivische Korrektur anhand von 3D-Stacks

Valven konnen aufgrund ihrer raumlichen Ausrichtung und ihres dreidimensionalen Aufbaus oft nicht
so abgebildet werden, dass im 2D-Stack eine Aufsicht senkrecht zu den relevanten Strukturen mog-
lich ist. Die durchgangige Bildscharfe des 2D-Stacks suggeriert zwar flache und senkrecht zur Objekti-
vachse ausgerichtete Strukturen auch bei Objekten, die nur zu geringen Teilen innerhalb der einzel-
nen Fokusebenen liegen (s. Abbildung 62). Aufgrund der perspektivischen Verzerrung ist eine korrek-

te Analyse jedoch nicht moglich.
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Abbildung 62: 2D-Focus-Stacking einer schrig zur Fokusebene liegenden Valve von Fragilariopsis kerguelensis. a) 2D-
Stack, b) Tiefenbild. Die Valvenstrukturen sind deutlich perspektivisch verzerrt.

Auf Basis von 3D-Stacking hingegen kann die korrekte rdumliche Lage der Valve ermittelt
(s. Abbildung 63) und ein senkrecht zur Valvenoberflache stehender Ansichtswinkel (s. Abbildung 64)
gewadhlt werden.
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Abbildung 63: 3D-Stack derselben Valve wie in Abbildung 62. a) Aufsicht senkrecht zur Fokusebene, b) dieselbe Ansicht;
die rdaumliche Lage der Valve ist durch Umfassung mit einem Quader verdeutlicht, die Enden der Valvenachsen sind
durch Kugeln symbolisiert. Die Strukturen erscheinen in dieser Ansicht im Vergleich zu Abbildung 64 deutlich perspekti-
visch verzerrt. 1 Einheit = 0,1 pm
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Abbildung 64: Derselbe 3D-Stack wie in Abbildung 63, perspektivisch als Aufsicht senkrecht zur Valvenoberflache korri-
giert. a) Die rdumliche Lage der Valve ist durch Umfassung mit einem Quader verdeutlicht, die Enden der Valvenachsen
sind durch Kugeln symbolisiert, b) die Grenzen und Ausrichtung des Bildstapels sind durch einen Quader verdeutlicht. Im
Vergleich zur Aufsicht senkrecht zur Fokusebene in Abbildung 63 ergeben sich deutlich unterschiedliche Dimensionen der
Strukturen. 1 Einheit = 0,1 pm

Strukturen werden in dieser korrigierten Ansicht unscharfer dargestellt, da Bildanteile auf die Abbil-
dungsflache projiziert werden, die aufgrund der geringen Tiefendiskriminierung schlecht aufgelost
sind. Flr geniigend grofRe und kontraststarke Strukturen kdnnen nun jedoch Analysen ohne durch
perspektivische Verzerrungen erzeugte Fehler erfolgen.

6.4 Analyse repetitiver Valvenstrukturen in der Frequenzdomane auf Basis von

perspektivisch korrigierten 3D-Stacks
Auf Basis der perspektivisch senkrecht zur Valvenoberflache projizierten Daten kdénnen repetitive
Strukturen durch Untersuchungen in der Frequenzdomane, d.h. im Powerspektrum der Fast-Fourier-
transformierten, analysiert werden (s. Kapitel 4.3). Fiir die schrédg innerhalb des Bildstapels liegende
Valve aus Abbildung 64 wurde ein Ausschnitt mit einem deutlichen Striae-/Costae-Muster
(s. Abbildung 65) in der Frequenzdomane untersucht (s. Abbildung 67).

10 pum

Abbildung 65: 3D-Stack einer Valve, die auf allen Achsen schradg in der Fokusebene liegt, in perspektivisch korrigierter
Aufsicht senkrecht zur Valvenoberflache. Der Bereich, der auf repetitive Strukturen untersucht werden soll, ist rot um-
randet.

Abbildung 66: Darstellung des rot umrandeten Aus-
) schnitts aus Abbildung 65. Die schwarzen Pfeile verdeutli-
; chen repetitive Strukturen mit einem Abstand von 33
| Pixeln.
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Die repetitiven Strukturen erscheinen aufgrund der geringen Tiefendiskriminierung im 3D-Stack un-
scharf, kdnnen jedoch ausgewertet werden. Entsprechend Formel (50) konnte das Auftreten eines
repetitiven Musters mit einer Breite von 33 Pixeln (s. Abbildung 66) ermittelt werden, was im MaR-
stab der Visualisierung ca. 2 um entspricht.

_ 512 Pixel

Abbildung 67: Powerspektrum der Fast-Fouriertransformierten des rot umrandeten Bildbereichs aus Abbildung 65. Die
Positionen der drei starksten Maxima sind gelb markiert, die beiden duBeren Maxima entsprechen der Wiederholungs-
frequenz der repetitiven Muster aus Abbildung 66.

6.5 Vermessung von 3D-Strukturen fiir die taxonomische Analyse

Die dreidimensionale Vermessung von Strukturen ist, soweit bekannt, aufgrund des hohen Aufwands
bisher kein Ubliches Verfahren fiir taxonomische oder morphometrische Klassifizierungen von Di-
atomeen. Innerhalb der durch die Tiefendiskriminierung lichtmikroskopischer Aufnahmen vorge-
gebenen Grenzen sind Ansdtze denkbar, welche die Verfolgung dreidimensionaler Hillen und die
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Bestimmung von Volumina ermoéglichen, die Entwicklung entsprechender Methoden war jedoch
nicht Bestandteil dieser Arbeit.

6.6 Vergleich Chromophore — Schale

Die beobachtete Chlorophyll-Fluoreszenz blich deutlich aus innerhalb des Zeitraums, der fiir die Er-
fassung eines kompletten Bildstapels notwendig war, und war fiir die Analyse mittels 3D-Stacking zu
kontrastschwach. Einige Diatomeen wiesen darliber hinaus einen bakteriellen Aufwuchs auf, der die
Kieselalgen aktiv so stark bewegte, dass trotz Andickung des Mediums keine fiir das 3D-Stacking
brauchbaren Stapelaufnahmen méglich waren. Die Auswertung mittels 2D-Focus-Stacking war mog-
lich, jedoch musste der Kontrast der Auflichtfluoreszenzaufnahmen deutlich verstarkt werden. Abbil-
dung 68 zeigt das Ergebnis einer Fluoreszenzanalyse als 2D-Stack.

Abbildung 68: 2D-Focus-Stacking von Aufnahmen einer Kette von Fragilariopsis kerguelensis. a) DIK, b) DIK kombiniert
mit dem kontrastverstdrkten 2D-Stack von Auflichtfluoreszenzaufnahmen. Trotz schnellen Ausbleichens ist die Verteilung
der Chromophore gut erkennbar.
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7 Ausblick

Es wurde ein praxistaugliches ausbaufahiges System fiir die automatische Detektion und Vermessung
von Valven der Diatomee Fragilariopsis kerguelensis und morphologisch dhnlicher Arten entwickelt.
Dariiber hinaus wurden Moglichkeiten zur weitergehenden Analyse taxonomisch und mor-
phometrisch relevanter Strukturen untersucht. Die erzielten Ergebnisse und gesammelten Erfahrun-
gen erlauben den Ausblick auf mogliche Weiterentwicklungen der Methodik.

7.1 Massenscreening

Das Programm ,DiatoMorphoTo” ist bereits in der praktischen Anwendung. Es bietet eine Reihe
grundlegender Funktionen, ist jedoch auf Valven beschrankt, deren Umrisskontur keine konkaven
Anteile enthalt, da die Konturkonvexitat als Beurteilungskriterium fiir die Klassifikation der Segmen-
tierungsergebnisse verwendet wird. Da vorrangig Valven von Fragilariopsis kerguelensis und morpho-
logisch dhnlicher Arten untersucht werden sollten, stellt diese Vorgehensweise keine Einschrankung
dar, flr eine Erweiterung des Erkennungsspektrums ware jedoch die Entwicklung weiterer Qualitats-
indikatoren erforderlich.

Die Verwendung des Adaptive Thresholding fiihrt, wie in Kapitel 5.3 diskutiert, in der vorliegenden
Umsetzung zu einer deutlichen Verfalschung der Ergebnisse, da um die segmentierten Valven herum
ein Saum entsteht, welcher irrtlimlich als Objekt klassifiziert wird. Wiirde dieser Saum auf den kom-
pletten Bildhintergrund erweitert und das Ergebnis invertiert, wiirden hieraus deutlich genauere
Ergebnisse resultieren. Das Adaptive Thresholding ergabe dann ein brauchbares Segmentierungsver-
fahren. Alternativ kénnten auch Konturen der zweiten Verschachtelungsebene analysiert werden,
also diejenigen, die direkt innerhalb von Konturen liegen, welche ihrerseits im Bildhintergrund liegen.

Die Zuordnung der Valven zu passenden Templates, und damit ihre grobe morphologische Einteilung,
geschieht durch das Matching der Hu-Invarianten von Valvenkontur und Templates. Diese Vorge-
hensweise konnte erganzt werden um den Vergleich von Fourier-Deskriptoren bzw. Curvature Scale
Spaces. Hierdurch wiirde die Zuordnung vermutlich deutlich verbessert; beide Verfahren sind fiir die
Objektklassifikation in der Bildverarbeitung etabliert [44].

Durch Texturanalysen lieRen sich Informationen nicht nur des Valvenumrisses, sondern auch der
Struktur der Valvenflache auswerten, was zu einer Verbesserung der Erkennungsrate und zu einer
differenzierteren Klassifikation der Ergebnisse fiihren kdnnte.

Uber die Vermessung von Liange, Flache, Hohe und Breite der Valvenkontur hinaus kénnten auf Basis
der Textur weitere taxonomisch und morphometrisch relevante Merkmale wie z.B. die Abstande von
Striae und Costae ermittelt werden.

Im Bereich der dreidimensionalen Strukturanalyse wurden Techniken fiir das 2D-Focus-Stacking und
die perspektivisch korrekte Entzerrung von Strukturen auf Basis von 3D-Stacking vorgestellt. Diese
kénnten zur weiteren Verbesserung einer moglichen texturbasierten Merkmalsanalyse, zu einer ho-
heren Ergebnisausbeute bei der Segmentierung und zu einer korrekteren Vermessung der Valven
fihren.

Die Verarbeitungsgeschwindigkeit von DiatoMorphoTo lieSe sich deutlich steigern, wenn die in der
aktuellen Version nur in einem einzelnen Thread ablaufende Segmentierung, Merkmalsextraktion
und Konturanalyse parallelisiert wiirde. Die direkte Einbindung des Robust Automated Threshold
Selectors Uber eine DLL statt des Aufrufs eines externen Executables konnte die Segmentierung be-

88



schleunigen. Da die Auswertung mehrerer Bilder problemlos parallelisiert werden kann und die Im-
plementierung von RATS fiir eine der nachsten Versionen von SimplelTK vorgesehen ist, zeichnet sich
ein deutliches Potential fir die Beschleunigung ab.

Durch Verwendung mehrerer Parametersatze fir jedes Segmentierungsverfahren konnte die Seg-
mentierungsqualitat verbessert und somit die Ergebnisausbeute gesteigert werden. Da die Entfer-
nung von Ergebnisdoubletten bereits umgesetzt wurde, ware diese Herangehensweise recht einfach
umzusetzen.

Uber die in dieser Arbeit untersuchten Segmentierungsverfahren hinaus bietet das ITK eine Reihe
weiterer Methoden, die z.B. im Bereich der medizinischen Bildverarbeitung etabliert sind. Neue Seg-
mentierungsverfahren kénnen mit geringem Aufwand in DiatoMorphoTo integriert werden, was
gleichfalls die Ergebnisausbeute verbessern kdnnte.

Die Umsetzung einiger der hier aufgefiihrten Ideen ist bereits innerhalb eines Folgeprojektes vorge-
sehen.

7.2 Strukturanalyse

Moglichkeiten zur Analyse taxonomisch und morphometrisch relevanter Strukturen wurden be-
sonders in Hinblick auf ihre dreidimensionale Auspragung hin untersucht. Die gewonnenen Erkennt-
nisse wurden jedoch nicht in Form fertig nutzbarer Verfahren umgesetzt, hierfiir muss auf Folgepro-
jekte verwiesen werden. Die perspektivisch korrekte Entzerrung zweidimensionaler Projektionen von
dreidimensionalen Valvenstrukturen erscheint als ein vielversprechender Ansatz. Fir die dreidimen-
sionale Vermessung ware eine Verbesserung der Tiefendiskriminierung notwendig, wie sie durch
Hellfeld-Dekonvolution erreichbar ist [45], [46]. Die fir das 3D-Stacking notwendige Datenverarbei-
tung und Visualisierung existiert als fertig einsetzbare Software und kann als Ausgangpunkt fiir die
Entwicklung entsprechender Verfahren genutzt werden.
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8 Anhang

8.1 Anleitung DiatoMorphoTo

Das ,,Diatomeen Morphometrie Tool” (DiatoMorphoTo) dient zur Analyse von Aufnahmen konvex ge-
formter Diatomeenvalven. Hierbei werden Valven lber sogenannte ,Templates” identifiziert, die als
Vorlage fiir die Formerkennung dienen. Darliber hinaus werden eine Reihe morphometrischer Stan-
dardmalie wie Umfang, Flache, Ldnge und Breite sowie mehrere Malizahlen fiir die Konvexitat des
Valvenumrisses ermittelt.

Durch Bewertung dieser Faktoren wird abgeschatzt, wie zuverlassig die Erkennung der Valve funktio-
niert hat, und durch den Abgleich der Umrisskontur mit der Vorlage kann, innerhalb gewisser Gren-
zen, eine grobe, aber nicht taxonomisch verldssliche Zuordnung zu Morphotypen und Arten erfolgen.

Die Benutzeroberflache des DiatoMorphoTo ist in drei Hauptbereiche gegliedert:

-, Templates”, hier erfolgt die Verwaltung der Vorlagen fir die Valvenerkennung.

- ,Images”, in diesem Bereich werden die Bilddateien zusammengestellt, die auf Valven untersucht
werden sollen.

- ,Contours”, hier werden die Einstellungen fiir die Konturanalyse vorgenommen und die Analyse-
ergebnisse dargestellt.

Dariiber hinaus gibt es Funktionen zur Anzeige von Rohdaten, Zwischenschritten und Ergebnissen,
die Einstellung von Parametern fiir die Bildverarbeitung, die manuelle Nachbearbeitung von Kontu-
ren und den Datenexport.

Die drei Hauptbereiche und weitere Funktionen werden im Folgenden beschrieben.
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8.1.1 Templates

Als Vorlagen fiir die Konturerkennung dienen Template-Dateien. Dies sind Bilddateien der Formate
TIFF, BMP oder JPEG, in denen auf schwarzem Hintergrund der Umriss der Valve weil} ausgefullt dar-
gestellt wird.

Unter dem Menlpunkt ,Templates” konnen einzelne Dateien, komplette Ordner oder komplette
Verzeichnisbdume inkl. Unterordnern geladen werden. Eine geeignete Grundauswahl wird im Ordner
»Templates” mitgeliefert, dieser kann inkl. seiner Unterordner komplett geladen werden.

& DiatoMorphoTo EI@
Templates | Images Centours  Settings  Help
[ Load Files

Load Folder Folder Perimeter / pm Width / pm Height / pm <

Load Folder + Subfolders WI\Diato ¢ 4 2806 .07
F_kerg_1768-8_2cm_Img000438 tif EMAW!\Diatomeen Templates\F_kenguelensis 5271 853 | Show ‘ i
F_lkerg_1768-8_2Zcm_Img000552 tif EMAW!\Diatomeen \ Templates'F_kerguelensis 161.59 7252 3275 641 |Show ‘ i
F_kerg_1768-8_50cm_ImgD00540 tif E AW Digtomeen Templates™F_kenguelensis 194.73 80.58 36.54 7.26 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-D00236 tif E AW\ Diatomeen" Templates'F_kerguelensis 40219 134 32 6261 875 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-D00266 tif EMAW!\Diatomeen\ Templates'F_kerguelensis 34042 122.02 55.61 883 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-DD0326 tif EAW!Digtomeen Templates™F_kenguelensis 458.01 146.61 66.97 9543 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-D00502 tif AW Digtomeen" Templates'F_kerguelensis 36761 122,50 5578 502 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-000505 tif EMAW\Diatomeen \ Templates'F_kerguelensis 355.69 114.67 51.87 5.58 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-000543 i EMAW!\Diatomeen Templates\F_kerguelensis 310.65 106.00 4370 512 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-D00631 tif EMAW!\Diatomeen \ Templates'F_kerguelensis 3777 121.49 56.33 5.35 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-0007704f EMAW\Diatomeen \ Templates'F_kerguelensis 465.97 142.46 BATT 582 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-000808 tif EMAW!\Diatomeen\ Templates'\F_kenguelensis 428.29 129.88 60.31 5.80 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-000814 tf EMAW!\Diatomeen\ Templates'F_kerguelensis 380.12 116.94 537 952 | Show ‘
F_kerg_PF3_15-1_Img-DD0897 tif AW Digtomeent Templates'F_kerguelensis 52493 172.02 78.31 9.6 | Show ‘
F_kerg_PF3_5-1_Img-000138 tf E AW\ Diatomeen" Templates'F_kerguelensis 20224 8145 3640 757 | Show ‘
F_kerg_PF3_9-1_Img-000200.tf EMAW\Diatomeen \ Templates'F_kerguelensis 270.65 96.81 43.21 847 | Show ‘
C L oCo a1 ONNT0A & L% ATAST D, AT Jmdmm W O 1L L. i 279 G0 130 E9 EG NG 030 I Cle, I o

Abbildung 69: Bereich ,Templates” mit geladenen Vorlagen und daraus generierten Konturdaten

Nach dem Laden werden Grundinformationen zu einigen morphometrischen Daten, die aus der Kon-
tur abgeleitet werden kdnnen, in Listenform angezeigt. Diese Daten kdnnen, wie auch in den ande-
ren Listendarstellungen, durch Anklicken der Spaltenkdpfe sortiert werden.

= Template: E:\AWl\Diatomeen\Templates\F_k_... EI@ Die Templates werden nach Anklicken des

Buttons , Show" graphisch dargestellt. Hier-
bei kann, wie bei fast allen Bilddarstellungen
im DiatoMorphoTo, lber das Mausrad ge-
zoomt werden. Alternativ gelingt dies auch
Uber das Markieren eines Bereichs durch
Ziehen mit der linken Maustaste, sowie die
Tasten ,+“ und ,-“. Uber die Cursortasten
und Scrollbalken kann der angezeigte Bild-
auschnitt verschoben werden. Ein Rechts-

p—
raneTRe klick auf das Bild 6ffnet ein Kontextmend,

Zoom in

welches ebenfalls Funktionen zum Zoomen

Zoom out

Savelmage

sowie zum Abspeichern der Bilddaten anbie-

E\AWDDiatomeen\ Templates\F_kerguelensis\F_kerg_1768-8_50cm_Img000540.tif

tet. Dieses Meni steht, auBer beim manuel-

Abbildung 70: Anzeige eines Templates len Nachbearbeiten von Konturen, bei der
Anzeige graphischer Daten grundsatzlich zur

Verfligung.
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8.1.2 Bilddaten
Analog zu den Templates konnen die zu untersuchenden Bilddateien als RGB- oder Graustufenbilder
geladen werden. Beim Laden kompletter Ordner kann zusatzlich ein Filter fir die Dateinamen ange-

geben werden, der mit den Wildcard-Zeichen ,*“ und ,,?“ arbeitet.

m Contours  Settings  Help
5| Im Load Files

File Load Folder

Img-000001-E4 Load Folder + Subfolders

Img-000002- Load Folder + Subfolders (Filtered Filenames)

Img-000004-B-001.TIF | EAAWINDiatomeen'\Valven'\2{cm
Img-000005-B-001.TIF | EAAWINDiatomeen'Walven'\20cm
Img-000006-8-001.TIF | EAAWI\Diatomeen'\Walven'20cm
Img-000007-B-001.TIF | EAAWDDiatomeen'Valven'\20cm
Img-000008-8-001.TIF | EAAWINDigtomeen*Valven'\20cm
Img-000003-8-001.TIF | EAAWI\Diatomeen'\Walven'20cm
Img-000010-B-001.TIF | EAAWDDigtomeen'Walven'\20cm
Img-000011-8-001.TIF | EAAWINDigtomeen*Valven'\20cm
Img-000012-B-001.TIF | EAAWINDiatomeen'\Valven'\2{cm
Img-000013-B-001.TIF | EAAWINDigtomeen'Walven'\20cm
Img-000014-8-001.TIF | EAAWI\Diatomeen'\Walven'20cm
Img-000015-B-001.TIF | EAAWIN\Diatomeen'\Valven'\2{cm
Img-000016-B-001.TIF | EAAWINDigtomeen'Walven'\20cm
Img-000017-8-001.TIF | EAAWI\Diatomeen'\Walven'20cm

leme MONNA0 D ANY TIC | E AV O L, 1,

Abbildung 71: Bereich ,Images” mit geladenen Bilddateien

Nach Anzeige der Bilddaten durch Anklicken des Buttons ,Show” kénnen verschiedene Segmentie-
rungsverfahren ausprobiert und deren Grundeinstellungen fiir die spatere Konturanalyse festgelegt
werden.

E\AWTDiatemeen'\Valven'20cm\Img-000002-B-001.TIF

Abbildung 72: Anzeige von Bilddaten und Aufruf der verschiedenen Segmentierungsverfahren
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&l

Settings for Otsu's Threshelding

Preprocessing: Denaoising
@ Gaussian Blur

) Median v | Poscla

Diameter: 5

Processing: Otsu’s Thresholding

no Parameters to configure

Postprocessing: Momphological Clasing

[] Enable Postprocessing for Contour Detection

£ad

Presview

[ Preprocessing ] [ Processing ] [Pnstpmcessing l

[ Contour Detection ] [ Revert to Original l
0K ‘ ‘ Cancel

Abbildung 73: Einstellungen fiir die Segmentierung durch
Otsu’s Thresholding

Fur den , Robust Automatic Threshold Selector”
(RATS) kénnen das Sigma fir die Gradientenbe-
rechnung und der Exponent, mit dem die Gra-
dientenmagnituden in die Schwellwertberech-
nung eingehen, eingestellt werden.

Die Einstellungen fir jedes der fiinf Segmentie-
rungsverfahren ,Otsu‘s Thresholding”, ,RATS,
,Histogram Equalization plus Otsu’s Threshol-
ding”, ,Canny Edge Detector” und ,Adaptive
Thresholding” umfassen Parameter fiir das Pre-
processing (Rauschreduktion durch Gaul3- oder
Medianfilterung) und das Postprocessing
(SchlieBen von Konturliicken tber ein optional
anwendbares morphologisches Closing, um De-
fekte

gleichen).

in den ermittelten Konturen auszu-

Die Parameter fir das jeweilige Segmentierungs-
verfahren werden im Bereich ,Processing” ver-
waltet, fiir ,Otsu’s Thresholding” und ,Histo-
gram Equaliziation plus Otsu’s Thresholding”
sind hier keine weiteren Einstellungen vorzu-
nehmen.

Settings for RATS

Preprocessing: Denoising
@ Gaussian Blur

1 Median v | Poesla

Diameter: &

Processing: RATS (Robust Automated Threshold Selector)
Sigma for Gradient Calculation: 3

BExponent for Gradient: b

Postprocessing: Momphological Clasing

[] Enable Postprocessing for Contour Detection

[F%}

Preview

[ Preprocessing l [ Processing ] [Postprocessing ]

[ Contour Detection ] [ Revert to Original ]
QK ‘ ‘ Cancel

Abbildung 74: Einstellungen fiir die Segmentierung mittels
RATS
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Settings for Canny Edge Detector =]

Preprocessing: Denoising

@ Gaussian Blur

©) Median Diameter: 7 + Pixels
Processing: Canny-Edge-Detection

Threshold for weak Edges: t25 =

Threshold for strong Edges: (125

Diameter of Sobel Fiter: 3 + Piels

Postprocessing: Morphological Closing

[] Enable Postprocessing for Contour Detection

£ad

Preview

[ Processing ] [F‘ostprocessing ]

Revert to Original

[ Preprocessing ]

Contour Detection

‘ 0K ‘ ‘ Cancel ‘

Abbildung 75: Einstellungen fiir die Segmentierung mit
dem Canny Edge Detector

Fir das , Adaptive Thresholding” kann die Block-
groRe, d.h. der Durchmesser der Nachbarschaft,
die lokal fur die Schwellwertbildung untersucht
wird, angegeben werden.

Fur den

,Canny Edge Detector kdnnen die

Schwellwerte fir schwache und starke Kanten
sowie der Durchmesser des Sobelfilters einge-
stellt werden.

Settings for Adaptive Thresholding [E]

Preprocessing: Denoising

@ Gaussian Blur

©) Median Diameter: » Piels
Processing: Adaptive Thresholding
Blocksize: 13 + Pixels

Postprocessing: Mophological Clasing

[] Enable Postprocessing for Contour Detection

[¥%]

Preview

[ Preprocessing ] [ Processing ] ’Postprocessing ]

[ Contour Detection ] [ Revert to Original ]
QK ‘ ‘ Cancel

Abbildung 76: Einstellungen fiir die Segmentierung durch
Adaptive Thresholding
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Nach Einstellen der Parameter konnen die Ergebnisse des jeweiligen Segmentierungsverfahrens

schrittweise unter ,Preview” nachvollzogen werden. ,Preprocessing” zeigt hierbei das per Gaul3-
oder Medianfilter rauschreduzierte Bild an.

& Image: EAAWNDiatomeen'\20cm\Img-000002-B-001.TIF

=N = =N R =
A

di?
\

- "'\
-
e
i - - .
#
v
_—
¢

«

‘ Test OTSU Thresholding | ‘ Test RATS | | Test Histogram Equalization plus OTSU | | Test Canny Edge Detection | | Test Adaptive Thresholding
Preprocessed image, filtered by Median with Diameter13

»Processing” zeigt das Ergebnis der Segmentierung, welche auf die Rauschminderung folgt, entspre-
chend der gewahlten Einstellungen.

# Image: EAAWN\Diatomeen\20 cmImg-000002-B-001.TIF

=]

[l -= =]

Pl

Test OTSU Thresholding | ‘ Test RATS | | Test Histogram Equalization plus OTSU | | Test Canny Edge Detection | | Test Adaptive Thresholding |
Processed with OT5U Thresholding
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»Postprocessing” zeigt das Ergebnis der Segmentierung nach Anwendung eines morphologischen
Closings, auch dieses deaktiviert wurde. Das Closing dient zum SchlieBen kleinerer Liicken in der ge-
fundenen Kontur, fihrt aber auch zum Verschmelzen nahe beieinanderliegender aber eigentlich ge-
trennter Strukturen, so dass von der Anwendung im Regelfall abgeraten wird.

# Image: EAAWN\Diatomeen\20 cmImg-000002-B-001.TIF

(=

=l ]

m

Pl n

Test OTSU Thresholding | ‘ Test RATS | | Test Histogram Equalization plus OTSU | | Test Canny Edge Detection | | Test Adaptive Thresholding |

Processed with OT5U Thresholding, postprocessed by Merphological Closing

»Contour Detection” zeigt die ermittelten Konturen an, diese werden verschiedenfarbig hinterlegt.

+ Image: EAAWD Diatomeen\20cm\Img-000002-B-00L.TIF (mE] (o=
S =

Fl

Test OTSU Threshelding | ‘ Test RATS | | Test Histogram Equalization plus OTSU | | Test Canny Edge Detection | | Test Adaptive Thresholding
221 contour(s) found
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,Revert to Original“ zeigt die originalen, ungefilterten Bilddaten an. Durch Anklicken des Buttons
,OK“ werden die Einstellungen als Parameter des jeweiligen Segmentierungsverfahrens fiir die spa-

IM

tere Konturanalyse gespeichert. ,Cancel” verwirft die Einstellungen und behalt die urspriinglichen

Parameter bei.

8.1.3 Konturanalyse

Unter dem Mentpunkt , Contours” — ,Choose Segmentation Methods“ werden die zu verwenden-
den Segmentierungsverfahren ausgewahlt, hier haben sich ,,Otsu‘s Thresholding”, , Histogram Equali-
zation plus Otsu’s Thresholding”, ,Canny Edge Detector” sowie , RATS” bewadhrt. Da die Berechnung
von RATS deutlich mehr Zeit benétigt als die anderen Verfahren, kann die Konturanalyse durch Ver-
zicht auf dieses Verfahren deutlich beschleunigt werden, dies fiihrt jedoch zu einer geringeren Er-
gebnisausbeute.

Die Verwendung von ,Adaptive Thresholding” liefert i.d.R. keine zusatzlichen brauchbaren Ergeb-
nisse, da dieses Verfahren deutlich groRere Konturen ermittelt als die anderen, die Tauglichkeit ist im
Einzelfall abzuwéagen.

8.1.3.1 Validierung von Konturen mit ,, Must-Fit Parametern”

Konturen missen, um weitergehend analysiert zu werden, die im roten Bereich angegebenen Bedin-
gungen hinsichtlich GroRe und Abstand zur Bildkante erfillen. Hierbei sollten die MindestgréBen fiir
Konturen ausreichend groll gewahlt werden, um auf Segmentierungsartefakten beruhende, sehr
kleine Konturen auszuschlieBen. MindestgréRen von 75 um? fiir die Fliche und 35 um fiir den Um-
fang haben sich flir Fragilariopsis bewahrt. Die MaximalgroRe sollte ausreichend grof? fiir die Erken-
nung aller relevanten Konturen gewahlt werden, und kann auf einen hohen Wert, z.B. 100.000, ge-
setzt werden.

Der Abstand zur Bildkante dient dazu, die Analyse von durch den Bildrand angeschnittenen Konturen
zu vermeiden, ein Wert von 3 Pixeln hat sich bewahrt. Alternativ konnen zur Vermeidung von Mehr-
facherkennungen bei Uberlappenden Bildern auch Konturen auRerhalb eines prozentual festgelegten

Innenbereichs ignoriert werden.

Templates Images | Centours | Settings Help

‘ Templates | Images ‘ Cont Select Segmentation Methods  » |r§£ Use Otsu's Thresholding
Analyze Contours E Use Histogram Equalization + Otsu tﬂ'gﬂnm. Select
Cr ia Brea

Export marked Contours LLCRATS Otsu's Method for Thresholding, recommended h‘
Use Canny Edge Detector 7 He 2800 Analyze Contours
Use Adaptive Thresholding R it lea < [ Save Settings ]

o e |4 IZ” [Rﬂiﬂesdings]
File Folder  Area Perimeter Width Height Template Seamentation Template CDF PCAF CHMDF Width/Height Quality Export

£ pm? A pm #um £ pm Method Difference Ratio Indicators Contour

Abbildung 81: Bereich ,,Contours” mit ge6ffnetem Menii fiir die Auswahl der Segmentierungsverfahren
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8.1.3.2 Bewertung von Konturen mit Qualitatsindikatoren

Im grinen Bereich werden Einstellungen fir finf Qualitatsindikatoren (s.u.) vorgenommen. Diese
ordnen die Kontur einem Template zu und bewerten die Gilite der ermittelten Konturen. Somit geben
sie ein Mald fur die Wahrscheinlichkeit an, dass eine Kontur in das gewiinschte Suchmuster und zu
einer korrekt segmentierten unbeschadigten Valve gehort.

Die ,Template Difference” ergibt sich aus einem Vergleich der Hu-Invarianten des Templates mit
denen der zu analysierenden Kontur, hierbei wird der Wert fiir das am besten passende Template
ermittelt. Je kleiner der Wert ist, desto besser stimmen Template und gefundene Kontur tberein, ein
Maximum von ca. 0,25 hat sich als geeignet erwiesen.

Der ,Convexity Defection Factor” CDF beschreibt die Unterschiede zwischen der gefundenen Kontur
und der sie umschlieBenden konvexen Hiille. Hierzu werden die prozentualen Differenzen von Kon-
turflaiche und —umfang gemittelt. Bei Werten kleiner als ca. 1,05 sind die Konturen fehlerfrei oder mit
nur minimalen Defekten versehen.

Die , Percent Concave Area Fraction” PCAF gibt ein Mal} firr den konkaven Flachenanteil, das mit zu-
nehmenden Konturdefekten ansteigt. Ein Wert von ca. 2,0 hat sich als geeignet erwiesen.

Der ,,Convex Hull Maximum Distance Factor” gibt ein Mal3 fiir die Anzahl und Tiefe der Konvexitats-
defekte an. Hierzu wird (ber alle Konvexitatsdefekte der jeweilige maximale Abstand zwischen der
Kontur und ihrer konvexen Hiille ermittelt und, falls der Wert liber V2 Pixel liegt, im Quadrat auf-
summiert. Bei groReren Defekten steigt dieser Wert sehr steil an, der empfohlene Wert liegt bei ca.
20.

Uber die , Width/Height-Ratio“ wird der akzeptable Bereich fiir das Breiten-/Héhenverhiltnis auf
Basis des kleinsten die Kontur umschlieBenden Rechtecks festgelegt. Flir Fragilariopsis hat sich ein
Bereich zwischen 2,0 und 8,0 bewahrt.

Die Einstellungen fir die Wahl der Segmentierungsmethoden, die ,,Must-Fit Parameter” und die Qua-
litatsindikatoren werden mit ,,Save Settings” permanent gespeichert, durch ,Restore Settings” wer-
den die zuletzt gespeicherten Einstellungen wieder hergestellt.

Anderungen im ,roten Bereich” erfordern bei der Analyse eine komplette Neuberechnung der Kontu-
ren, Anderungen im ,griinen Bereich” erfordern nur einen nachgeschalteten Analyseschritt, der
deutlich schneller ausgefiihrt wird.
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8.1.3.3 Ergebnisse der Konturanalyse
Ein Klick auf den Button , Analyze Contours” startet die Konturanalyse, welche mit ,,Cancel” jederzeit
abgebrochen werden kann, die bis dahin ermittelten Ergebnisse werden dann angezeigt.

# DiatoMorphoTo == ECE =)

Templstes Images Contours Seftings  Help

Templates | Images | Contours

Contours MUST fit into this parameters to be valid: Contour quality i are using this T
- Distance to Template Percert Concave Area Segmentation
75 < Aea/um? < 100000 Eani =3 Poxel e S 0.2500 Fraction (PCAF) < 200 Fribi —
= Examine only Width/Height alyze Contours
35 < Perimeter/im < 100000 Bichiot 100 B8 CDF < 1.05 2.00 < Ratio < 8.00

Save Seitings
CHMDE < 2000 o Gty ey A
File Folder  Area Permeter  Width  Height  Tempiate Segmentation Template CDF PCAF  CHMDF  Widh/Heght  Qualty Export
7 m? 7 m fim 7 m Method Dfference Ratio Indicators * Contour
Img-000013-8-001.TIF | EAAWND 9475 4505 | 192 671 | Template-Mask.Img-000007-B-001 1 | Histogram Equalization +Ctsu | 0.00130 1032 129 000 205 [ 0 (5
Img-000015-8-001.TIF | EAAWID 195.14 69.87 | 3058 863 | Template-Mask Img-000043-8-001 i | Histogram Equalization +Otsu | 0.00131  1.033 128 000 3 [ O
Img-000016-8-001.TIF | EAAWIND 30630 8305 | 3892 1080 | Template-Mask Img-000043-B-001 1f | Otsu's Thresholding 000164 | 1031 101 000 2 [ ©
Img-000014-B-001.TIF | EAAWID 21554 6833 | 2336 995 | Template-Mask Img-000007-B-001 1 | Histogram Equalization +Otsu | 001537 | 1.031 107 000 200 N
Img-000031-8-001.TIF | EAAWIND 24152 7293 | 3136 1033 | Template-Mask Img-000007-B-001 & | Canny Edge Detection 006445 | 1031 083 0.00 s [ O
Img-000018-8-001.TIF | EAAWID 18089 7304 | 3255 791 | Template Img-000592-8-001 1f Otsus Thresholding 007558 | 1036 142 000 q: [
Img-000025-8-001.TIF | ENAWIND 8757 4328 | 1815 599 | Template-Mask Img-000007-8-001 4 | Canny Edge Detection 008064 1035 185 000 s [ O
Img-000034-B-001.TIF | EAAWIND 22416 7352 | 3218 952 | Template-Mask Img-000035-B-001 1 | Otsu's Thresholding 008154 | 1032 095 000 s [ C
Img-000020-8-001.TIF | EAAWIND 209.05 6437 | 2696 1052 | Template-Mask Img-000D40-B-001 1 | Histogram Equalization +Otsu | 0.08256  1.034 117 000 20 [N
Img-000021-8-001.TIF | ENAWIND 148 65 6450 | 2857 726 | Templatemask ing-000008-B-00 1 | Canny Edge Detection 002293 1036 153 0.00 35 [
Img-000033-8-001.TIF | EAAWIND 17937 6515 | 2835 860 | Template-Mask.Img-000035-B-001 1 | Ctsu's Thresholding 00992 | 1033 1.29 000 s G
Img-000010-8-001.TIF | EAAWIND 12759 5474 | 2385 756 | Template-Mask Img-0D0007-8-001 1 | RATS 016829 1034 164 000 s [ ©
Img-000022-B-001 TIF | EAAWND 315.31 8503 | 3769 1141 | Template-Mask Img-000035-B-001 1 | Canny Edge Detection 018030 1028 083 000 3¢ [ ©
Img-000002-8-001.TIF | EAAWND 26396 1 | Template-Mask Imq-000D07-8-001 & | Canny Edge Detection
Img-000017-8-001.TIF | EAAWIND 187.89 7504 | 3314 773 | Template-Mask Img-000010-B-001 1 | RATS 015270 | 1039 159 245 4.287
Img-000037-8-001.TIF | EAAWIND 16428 6545 | 2921 774 | Templatemask.ig-000008-B-0D14F | Otsu's Thresholding 001769 1038 170 248 w2 [ C
Img-000023-B-001.TIF | EAAWIND 12398 5824 | 2506 659 | Templatemask Ing-000008-B-001 4 |Histogram Equalization +Otsu | 002605  1.041 185 508 s [ O
Img-00000S-B-001.TIF | EAAWIND 34074 10428 | 4651 1006 | Template-Mask Img-000004-B-001 £ | Otsus Thresholding 0105% 1039 1.40 295 2 [N
Img-000007-8-001.TIF | ENAWIND 12047 5288 | 2283 746 | Template-Mask.Img-000007-B-001 1 | Otsu's Thresholding 011162 | 1038 1.66 12,05 s [
Img-000035-8-001.TIF | EAAWND 35113 M3 | 4979 976 | Template-Mask Img-000392-8-001 1 | RATS 014570 1042 164 16.18 s [ O
Img-000014-B-001.TIF | EAAWID 8767 5420 | 2374 404 | Template-Mask Img-000164-8-001 1f | Canny Edge Detection 023435 1025 266 11.07 5.884 4 |
Img-000004-B-001.TIF | ENAWIND 28470 8283 | 3570 1077 | Template-Mask Img-000035-B-001 1 | Histogram Equalization + Otsu | 013386 1.038 158 2696 3315 4 |
Img-000003-8-001.TIF | EAAWNIND 25199 7945 | 3408 980 | Template-Mask Img-000043-B-001 1 | RATS 006915 | 1.036 164 2797 3479 4 =
Img-000011-8-001.TIF | EAAWID 32002 87.41 3754 1142 | Template-Mask Img-000035-8-001 i | Histogram Equalization +Otsu | 014036 1.037 130 32.84 3286 4 0
Img-000032-B-001.TIF | EAAWIND 32848 9574 | 423 1046 | Template-Mask Img-D00546-B-001 & | Otsu's Thresholding 012160 | 1037 142 36.13 4048 4 |
Img-000028-8-001.TIF | EAAWIND 378 33 10478 | 4606 1154 | Template-mask.ing-000008-B-0D1 1 | RATS 012735 | 1082 185 5041 3992 4 |

Abbildung 82: Bereich ,,Contours” nach erfolgter Konturanalyse

Zu den ermittelten Konturen werden Grunddaten wie das am besten passende Template, Flache,
Umfang, Hohe und Breite angezeigt. Letztere werden ermittelt auf Grundlage des kleinsten die Kon-
tur umschlieBenden Rechteckes, das bei leichten Konturdefekten nicht immer orthogonal zur tat-
sachlichen Konturachse liegt. Der daraus resultierende Fehler ist jedoch gering.

Erfullte Qualitatsindikatoren werden griin hinterlegt. Sind alle fiinf Indikatoren erflllt, wird das ent-
sprechende Feld dunkelgriin hinterlegt. StandardgemaR werden die Ergebnisse nach der Anzahl der
erflllten Qualitatsindikatoren, dem ,,Convex Hull Maximum Distance Factor”, sowie der Giite der
Template-Differenz sortiert. Durch Anklicken der Spaltenkdpfe konnen jedoch auch andere Sortierkri-
terien festgelegt werden, wie z.B. die Segmentierungsmethode oder das am besten passende Temp-
late.

Gelegentlich kommt es vor, dass zu einer gefundenen Kontur kein passendes Template existiert. Dies
zeigt sich dadurch, dass zwar die Indikatoren fur CDF, PCAF, CHMDF und das Breiten-/Hthen-
verhaltnis erfillt werden, der Wert fiir die Template-Differenz jedoch leicht oberhalb des Grenzwer-
tes liegt. Sollte die Kontur trotz fehlendem Template zu den gewiinschten Ergebnissen gehoren,
empfiehlt es sich, fur zuklinftige Analysen ein zusatzliches Template anzulegen. Dies kann einfach
Uber die Anzeige der Kontur erfolgen (s.u.).

Nach Anklicken von ,Show” wird die ausgewahlte Kontur angezeigt. Die Konturflache ist hierbei
rot/lila, die konvexe Hille blau eingefarbt, und das kleinste umschlieBende Rechteck griin einge-
zeichnet. In der Fulzeile kann ausgewahlt werden, welche Anteile der Konturanalyse dargestellt
werden sollen. Uber einen Rechtsklick kann die Kontur direkt als Template-Datei abgespeichert wer-
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den, wobei es sich empfiehlt, diese Datei in einem Bildverarbeitungsprogramm zu lberprifen und
kleine Defekte in der Kontur auszubessern.

& Contour: EAAWI\Diatomeen\20cm\Img-000016-B-{ [ A B2 | | = || & |[=23]

[#] Show Image [¥] Show Contour [¥] Show Convexc Hull [¥] Show Bounding Box

Previous Contour Mark: for Export, Mark for Export, Mext Cortour
—— then show then show next —_—
| Show Template | previous Contour Contour I Rewark Contour |

EAAWT Diatomeen'20cm’Img-000016-B-001.TIF

Abbildung 83: Anzeige einer Kontur

Uber die Buttons ,Previous Contour” und ,Next Contour” kann schrittweise durch die Liste der analy-
sierten Konturen geblattert werden, der jeweils selektierte Eintrag wird dabei im Hauptfenster ange-
zeigt. Die Buttons ,Mark for Export then show previous/next Contour” wahlen die Kontur beim Bl&t-
tern gleichzeitig flir den Export aus, ebenso das Driicken der ,,Shift“-Taste, wahrend auf die Buttons
»Previous/Next Contour” geklickt wird.

Ein Rechtsklick auf das Bild ruft das Kontextmeni zum Zoomen und Abspeichern der Bilddaten auf,
wobei die Kontur in diesem Fall Giber ,Save as Template” als Vorlage fiir zukiinftige Konturanalysen
abgespeichert werden kann.

8.1.3.4 Manuelle Nachbearbeitung von Konturen

Der Button ,,Rework Contur” im Fenster fir die Konturdarstellung ermoglicht die manuelle Korrektur
von Konturdefekten. Hierbei kann die Kontur mit der linken Maustaste erweitert, mit der rechten
Maustaste reduziert werden, der Cursor funktioniert dabei als ,,Pinsel”. Da an dieser Stelle das durch
einen Rechtsklick auf das Bild aufrufbare Kontextmeni fehlt, wird das Zoomen {ber das Mausrad
bzw. die ,+“ und ,-“-Taste empfohlen, die Cursortasten dienen zum Scrollen. Bei gedrlickter Leertas-
te wird die Kontur ausgeblendet, um die originalen Bilddaten (iberpriifen zu konnen. Driicken der
Taste ,,c“ blendet die Bilddaten aus und zeigt nur die Kontur an. Nach dem Uberarbeiten werden die
Konturdaten in der Liste im Hauptfenster aktualisiert, dort die Segmentierungsmethode auf ,Manual-
ly Reworked” gesetzt.

100



" Edit Contour EI@

-

-
|m

4| . (IS
Revert to enginal Contour Use left Mouse Button to add and right Mouse Button to erase Parts of the Contour, zoom with the Mousewhes!

Abbildung 84: Manuelles Nachbearbeiten von Konturen

8.1.3.5 Export der Konturdaten

Nach erfolgreicher Konturanalyse konnen die zum Export vorgesehenen Daten durch Markieren der
Checkbox ,Export Contour” in der Konturliste bzw. wahrend der Anzeige der Kontur lber die Buttons
»Mark for Export then show previous/next Contour” ausgewahlt werden. Ein Rechtsklick auf die
Checkbox offnet dariiber hinaus ein Kontextmenli, mit dem alle angezeigten Konturen selek-
tiert/deselektiert werden kénnen. Der Menlipunkt ,,Contours — Export marked Contours” startet die
Exportfunktion, hierbei werden die Bereiche der Konturen aus den Bilddateien ,ausgestanzt” und im
ausgewahlten Verzeichnis abgespeichert. Die Daten der Konturanalyse werden in einer CSV-Datei
gesichert, die direkt mit Excel gedffnet werden kann, dabei werden die Punktkoordinaten der Kontu-
ren in separaten CSV-Dateien abgespeichert.

8.1.4 Settings
Uber den Meniipunkt ,Settings“ kénnen der Faktor fiir die Umrechnung von Pixeln in Mikrometer
angegeben sowie die Standard-Voreinstellungen fiir alle Parameter wiederhergestellt werden.
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8.3 Datentrager

Sourcecode und Kompilat des DiatoMorphoTo und Kompilate der Software fiir das 3D-Stacking, die
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Rohdaten und ein Grof3teil der Ergebnis-Visualisierungen sind

auf den beigefligten Datentragern gespeichert.

Disk 1 (Daten und Programme fiir Massenscreening und 3D-Stacking)

Massenscreening

Daten
Aufnahmen Valven Valvenaufnahmen zur Analyse
Templates Templates fir DiatoMorphoTo
Software

DiatoMorphoTo

Programm ,DiatoMorphoTo”

nachzuritstende DLLs

Microsoft Visual C++ 2010 Redistributable Package (x64),
Datei ,,nvcuda.dll” (s. Kapitel 3.6.4.1)

Sourcecode
DiatoMorphoTo Sourcecode , DiatoMorphoTo”
Libraries EmguCV, ITK
RATS ITK-basierter Sourcecode fiir die RATS-Segmentierung
3D-Stacking

3D-Visualisierung

Software und Anleitung fir die 3D-Visualisierung

Cymbella ehrenbergii

Valvenaufnahmen, Rohdaten und Bildstapel fiir 3D-Stacking,
jeweils fur Hellfeld, DIK und PhaKo

Disk 2 (Daten und Programme fiir 3D-Stacking)

3D-Visualisierung

Software und Anleitung fir die 3D-Visualisierung

Fragilariopsis kerguelensis

Valvenaufnahmen, Rohdaten und Bildstapel fiir 3D-Stacking,
jeweils fiur Hellfeld, DIK und PhaKo

Triceratium favus Ehrenberg

Valvenaufnahmen, Rohdaten und Bildstapel fiir 3D-Stacking,
jeweils fiur Hellfeld, DIK und PhaKo
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