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Abstract: Hochdurchsatzphéanotypisierung ist eine wichtigen@tage fur die bio-
logische Forschung insbesondere im Bereich derrfagszhung. Zur Bewaltigung
der dabei entstehenden groRen Datenmengen wurdatéligierte Analyse Platt-
form ,IAP* entwickelt. Mit diesem Informationssystesind Bioinformatiker und
Biologen in der Lage, effizient Experimente auszuererzu verwalten, zu archi-
vieren, zu visualisieren und statistisch zu intetipren.

1 Motivation und Zielsetzung

Die Hochdurchsatzanalyse wird in der biologischers€hung vor allem im Bereich der
Microarray-Datenanlyse (DNA, Proteine, ...) und imr&eh der Analyse von Metabo-
litdaten angewandt. Dieser Trend hat sich nun mld&ten Jahren auch im Bereich der
Pflanzenphanotypisierung durchgesetzt [Hall, Gr@¢&07]. Auf Grund neuer Entwick-
lungen [Lel?] ist es moglich hunderte von Pflanm@hvergleichbaren standardisierten
Wachstumsbedingungen uber ihre gesamte Lebensphéméziehen und nicht-invasiv
zu analysieren. Das in dieser Arbeit vorgestelltforimationssystem, die Integrierte
Analyse Plattform ,IAP* [KPE12], ist in der Lage lsegroRe Bilddatenmengen unter-
schiedlicher Kamerasysteme effizient zu analysiermhzu verarbeiten.

2 Aufbau des automatisierten Aufnahmesystems fir Gste

2.1 Kamerasysteme fur die Bilderfassung

Die zu analysierenden Gerstenbilder werden mit #ferchdurchsatzphénotypisierungs-
system von LemnaTec [Lel2] mittels drei Bildaufnaaimmern im Bereich des sicht-
baren Lichts (1234 x 1624 Pixel), im nahen Infrgi&-B, 1450 - 1550 nm; 254 x 320



Pixel) und der Fluoreszenz (420 — 750 nm; 1234241@ixel) in 30° Schritten von der

Seite und jeweils ein Bild von oben aufgenommendeBi des nahen Infrarots geben
Ruckschlisse auf den Wasserhaushalt der PflaneeFIDbreszenzbilder basieren auf
dem patentierten Dark Reader Setup der Firma Cldmemical Research [CI12] und

ermoglichen die Erfassung von roten und grinenrdsmerenden Pflanzenbestandtei-
len (eGFP, eYFP, RFP, ...) [EbO7].

2.2 Uberblick uiber das Gesamtsystem

Das System (Abb. 1 links) besteht aus einer Aufreduileife in der sich die oben be-
schriebenen Kammern und eine Beladestation befi(@lleb. 1 Mitte). In einem zweiten
groRen Bereich kénnen bis zu 520 Einzelpflanzenb(Ab rechts) aufwachsen. Beide
Bereiche sind mit Forderbandern verbunden, auf wegladie Pflanzen vollautomatisch
transportiert werden. Neben der Bildaufnahme eefolgbenfalls die Bewéasserung und
das Wiegen der Pflanzen vollautomatisch nach zfesigelegten Zeiten und Werten.
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Abbildung 1: Automatisiertes Aufnahmesystem fiir &&r Anlagentberblick (links); Beladestati-
on und Bildaufnahmekammern (Mitte); Gewachshausbtlergechts)

3 Integrierte Analyse Plattform — IAP

Die integrierte Analyse Plattform (IAP) [KPE12] isin System zur Integration ver-
schiedener Datendoméanen (Analyseergebnisse, Biddd&limadaten, ...). Es wurden
drei Benutzeroberflachen entwickelt. Eine Web-OleHe fir das Daten-Browsing,
eine Java-Swing-Oberflache fir Interaktionen mit @&aten und ein Kommandozeilen-
Client fur die Bildanalyse auf einem Server.

3.1 Datenzugriff, -import und Backup

Die erzeugten Bilder werden vom AufnahmesysteminarePostgreSQL Datenbank mit
Metadaten und weiteren Informationen (ID, Rotatiingel, ...) verknipft und sind
mittels FTP abrufbar. Um mit IAP verarbeitet werdankdnnen, werden automatisiert
einmal taglich alle notwendigen Informationen insd&P Datenbanksystem (Mon-
goDB) geladen. Zusatzlich, zu den vorhanden Metad&onnen weitere Informationen
wie zum Beispiel Metabolitdaten, Genexpressionsgdtémadaten des Gewachshauses
und manuell gemessene Referenzdaten importierteneitur Langzeitarchivierung der



primaren Bilddaten und der Analyseergebnisse wediese in ein hierarchisches Spei-
chermanagement System (Hierarchical Storage Managefystem, HSM) mit automa-
tischer Bandsicherung kopiert.

3.2 Bildanalyse

Die in IAP integrierte Bildanalysepipeline ist imwh implementiert und besteht aus
individuell anpassbaren Einzelkomponenten. Als dlegende Bildverarbeitungsbiblio-
thek wurde ImageJ [SRE12] gew&hlt. Die Pipelinedveiutomatisch sequentiell fur jede
Pflanze vom ersten bis zum letzten Tag fur jedeehidnkel der Seiten- und Topauf-
nahmen aufgerufen. In jedem Schritt werden par&li8lilder (ein Bild je Kameratyp)
verarbeitet (Abb. 2).
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Abbildung 2: Von links nach rechts: Eingangsbildsgewéhlter Zwischenschritt, Ergebnisbild,
Verlauf der digitalen Biomasseentwicklung (Mittelvenit Standardabweichung) von je 156
Gerstenpflanzen unter Trockenstress (braun) undr&ltiredingungen (griin)

Nachdem die Pflanze vom Hintergrund getrennt wuwderden anschlieRend numeri-
sche Ergebnisdaten (digitale Biomasse, Hohe, ...Jirbed. Es ergibt sich folgender
Ablauf:

1. Weil3- und SchwarzabgleichDie verwendeten Lichtquellen in den Aufnahmekam-
mern erwdrmen sich tber den gesamten Tag, auchhéngigkeit von der Umgebungs-
temperatur, was zu verdnderten Lichtbedingungent.fidadurch kommt es Uber die
Zeit auf den Bildern zu einem veradndertem Wei3- BRGmera) bzw. Schwarz-
wert (Fluoreszenz-Kamera). Um fur jedes Bild eimgheitliche Farbklassifikation zu
erhalten, wird deshalb ein Weil3- bzw. Schwarzabpleiurchgefiihrt. Da die IR-B Ka-
mera systembedingt eine starke Randabschattungeetfverfolgt hier ein konzentri-
scher dynamischer Weil3abgleich.

2. Reduzierung durch Referenzbild und Detektion blaer Markierungen: Der ma-
ximale Wachstumsbereich von Gerste ist mit blauemkidrungen auf der Hintergrund-
wand der RGB-Kammer markiert. Alles aul3erhalb dieRechtecks wird vom Bild
entfernt. Zusatzlich wird vor jedem Durchlauf eief@enzbild erzeugt (,null image®)
auf dem jeweils die leere Kammer zu sehen sindcibden Vergleich mit diesem Refe-
renzbild kann ebenfalls ein Grof3teil des Hintergementfernt werden.

3. Entfernen von kleinen Stérobjekten und Anwendungler FluoreszenzmaskeDas
verbleibende Hintergrundrauschen, sowie die zumtikbsn der Pflanzen notwendigen
blauen Metallkérbe werden mittels eines Farbfiltems HSB Farbraum entfernt. An-



schlieRend detektiert ein Algorithmus die zusamrdegenden Bildkomponenten und
kleineren Storobjekte, die nicht vom Farbfilteramgt wurden und entfernt diese. Um im
IR-B-Bild eine aussagekraftige Trennung zu erraeicheird zuerst das Verfahren des
adaptiven Thresholdings [SP00] angewandt und aiefd1id das verarbeitete Fluores-
zenzbild als Maske verwendet.

4. Berechnung von Deskriptoren:Schlussendlich kénnen fiir alle drei Bildtypen De-
skriptoren berechnet werden, beispielsweise degiBbmasse, Hohe, Breite, die Kom-
paktheit, die konvexe Hulle und weitere davon abigetie Parameter.

3.3 DatenBrowsing, statistische Analysen und Report-Generiemg

Die Ergebnisse der Bildanalyse kénnen im Web-Cligaér der Desktop-Anwendung
vom Nutzer betrachtet und durchsucht werden. Zlishtwerden die Korrelationswerte
zwischen experimentellen Daten und manuell erhabddeskriptoren (z.B. Frischge-
wicht und Héhe) ermittelt und angezeigt. Abschlieaird ein Report tiber alle Ergeb-
nisse erstellt. Dies geschieht in drei Schrittels érstes werden die grafisch darzustel-
lenden Daten als CSV-Datei exportiert. Im zweitemr8t werden die Diagramme mit
dem R-Paket ggplot2 [Wi09] ausgegeben, anschlieenden alle Ergebnisse mittels
LaTex zu einer PDF-Report-Datei zusammengefasst.
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