Application et méthodologie d’acquisition
d’images



Application industrielle et acquisition de I'image

 Imagerie industrielle est utilisée comme outil de
contrble et de gestion
— augmentation flexibilité et productivité des ateliers

- intervention a différents niveaux de la chaine de
production

- meilleure compréhension/garantie qualité des produits

= « Vision Industrielle »

[http://visionindustrielle.free.fr/]

? Acquisition des images dans domaines industrielles ?



Vision industrielle: ou et quand ?

e Alaréception des matieres
* En cours de fabrication

e Au contrdle du produit fini
 Al'emballage
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Vision industrielle : comment ?

Eclairage

Décision

Cerveau

Adapté de Nicolas Vandenbroucke, Univ Littoral



Vision industrielle: applications et acquisition de I'image

e Plusieurs possibilités d’applications:
- industrielle (automobile, textile, agroalimentaire..)
- médicale, paharmeceutique, cosmétologique...
- télédetection
- recherche...
e Plusieurs possibilités d’acquisition
- appareil et caméras numériques (RGB)

- scanner médicaux (3D, 2D)
- capteurs de télédétection

- microscopes



Exemple de syteme de vision industrielle

Objet a
inspecter  Convoyeur

D
i =
1
— o

b o o Syrsteqle Signalisation
. ,_|g d’éjection

Moniteur  Systéme
de vision



Vision industrielle: quoi détecter?

Codes a barres linéaires Symbologies empilees

TRV RTUE T e T MEERERREL it Y

Code 128 Code 39 Pharmacode POF417 GS1 Databar (empil€)

i J el

2sur5 Micro PDF G51 Databar (composite)

 Code barre
1D et 2D

Polices OCR Symbologies 2D
OCR-A OCRE MICR E-13B SEMI M12 ol Eﬁm
1234ABCD 1234ABCD [ L H 1234ABCD mﬁ‘t
Alphanumériques  Alphanumériques Numériques Alphanurmérigues E -
(+4 car. de devise) (+4 car. de devise) (+4 car spéciaux) (+4 car. de devise) Data Matrix QR

« Capture de forme de piece et vérification

Controle d’intégralité Inspection de formes Comparaison de formes !}éii_ect_iun de position/
inclinaison



 Marquage direct des pieces et vérification

Laser sur verre Jet d’encre sur Laser sur méetal Laser sur métal Jet d’encre sur
plastique plastique ABS

"L: o : - : Ei - tl
-i-"-': -ﬁ.i :F f.:.“
Impression Poingon sur métal Poincon sur métal Jet d’encre sur verre  Chimique sur
thermique sur feuille  usiné texture plastique

Utilisation d’'une caméra numeérique



Applications industrielles

détection de défaut
dans piéces de
moteur

Biscuit superieur absent Biscuit a I'envers Biscuit : Bon

contrble d’aspect et
intégrité des biscuits

mesure et alignement
des bouchons de
bouteille



Principales limitations:

- éclairage = adaptation éclairage

AVANT ECLAIRAGE APRES ECLAIRAGE
CORRECT CORRECT

- traitement et analyses des donnees en « temps réel »

= systeme de numeérisation el = 2

- logiciels dédiés ¥ EREELEEE




Télédétection et imagerie

e Téledeétection= mesure d’un objet a distance (i,e surface
terrestre) sans contact physique

— applications se situent surtout au niveau de
I'environnement, de I'agriculture, de l'urbanisme, etc.

Source



Imagerie et Recherche

e Différentes échelles possibles:
- cellule
- organisme
- population

 Différentes méthodes d’acquisition d’images :

- cameéra
- microscope
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La vision humaine

L'oell
Corps vitré
Rétine
Cornée Macula
Iris Nertf optique
Cristallin

Conjonctive




La rétine

* C'est sur elle que viennent se projeter les images de la scéne que
nous observons. Elle contient deux types de cellules photosensibles
: les cones et les batonnets.

oiclelelelelolclelelelolelole]a]e]

Cones : 1ls permettent la vision diurne
(vision photopique). t

Batonnets : ils permettent la vision =
nocturne (vision scotopique)




Les cones sont de 3 types:

— cones S (short) sensibles aux longueurs d'onde courtes (bleu),
— cones M (medium) sensibles aux longueurs d'onde moyennes (vert),
— cones L (long) sensibles aux longueurs d'onde longues (rouge).
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Sensibilité lumineuse (sans unité)

o
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Sensibilité de l'ceil
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380 420 460 500 540 580 620 660 70O 740 780
Longueur d’onde (en nm)

Fonction d'efficacité lumineuse
relative spectrale de I'eil

L'ceil humain est plus sensible
aux couleurs verte ou jaune qui
nous apparaissent plus claires
gue les couleurs bleu ou rouge
plus sombres.

- Une caméra est | élément qui permet de capter

une scene réelle



Composition et caractéristiques d’'une caméra

Une caméra est composée :

d’un capteur constitué d’éléments semi-conducteur photosensibles
(silicium) qui convertissent I'énergie lumineuse (photon) en une énergie
électrique (électron) et qui sont disposés sous forme matricielle ou
linéaire

de composants électroniques permettant la mise en forme du signal
image.

Caractéristiques :

Temps d’intégration (temps pendant lequel le capteur doit étre exposé a
la lumiere)

Sensibilité (intensité lumineuse minimale que la caméra peut détecter)
Gain: facteur multiplicatif pour amplifier signal avant numérisation
Sensibilité spectrale

Résolution (nbre de pixels)

Fréguence d’acquisition (nbre d’images/sec)

Taille du capteur

— Différents types de caméra (CCD, monochrome, couleur, numérique..)



Caméra CCD (charge-coupled device)

Principe de fonctionnement
e Basé sur une technologie a semi-conducteur

e Constitué d’'un ensemble de photosites (cellule photosensible de 5
a 30 um) alimenté électriquement pour accumuler des charges

g
o Image

-
|

o Store
Section

Photodiode

On-chip
Charge To
Voltage

Ccnmlun

1 Photosite
Matrice CCD oy B 0""3“*

Regisier

L’arrivée des photons crée des charges qui s’accumulent durant le
temps d’intégration dans des zones appelées puits (charges
négatives).

Plus le temps d’intégration est grand, plus il y a de photons, plus le
nombre de charges augmente.



Matrice CCD

Filtres
colorés

Réseau de filtres colorés entrelacés sur les photosite d’'une matrice
CCD

Filtre colonne Filtre de Bayer

Différents réseaux de filtres



Le microscope: éléments de composition

oculaires

tourelle (révolver) d’objectif

platine porte objet

condenseur

systéeme d’illumination
(1 ou plus)

d’apres Aurélie le Ru, LRSV, IFR3450,

auzeville

potence

vis macrométrique

vis micrometrique



Deux types de statifs

Microscope droit

objectif

échantillon

Lame et lamelle

Immersion en pétri
Pétri fond lamelle

—Boite 98 puite fond lamelle-

Microscope inversé

eéchantillon

objectif

Lame et lamelle

ra

Pétri fond lamelle
Boite 96 puits fond lamelle



* Deux types d’illumination: lumiere blanche (transmission) ou
fluorescence

* Plusieurs types d’objectif: permet 'observation et le grossissement
des objets. La qualité de 'observation dépend de la qualité de l'objectif

Longueur de tube/épaisseur de lamelle adaptée/prisme DIC

Corrections chromatiques et géomeétriques

«~— Grossissement/ouverture numérique/immersion

«— Bague code de couleur 100X
m— 40X/63X
) 20X
Bague de correction 10X

\ I du milieu d’immersion

__ Baillonette

—

La luminosité de I'objectif

Ouverture Numérique, ON | Laresolution |
La distance de travail

(Numeérical aperture, NA) Profondeur de champs




L’ouverture numérique : Le plus important. Définie la qualité de l'objectif,
l'angle sous lequel il collecte la fluorescence émise.

&

Distance
de travail

ON = nesin (a)

Lentille frontale objectif— l

ON=0,7

Plan focal

n = indice de réfraction du milieu

nair =1 nverre = 1,517
neau = 1,33 nhuile = 1,518
nglycérol = 1 473

(%

ON=1,4

Plus ON est grande, plus le demi angle a est grand, plus l'objectif est
lumineux MAIS plus la distance de travail diminue.

—> Va définir la résolution de I'image !




Profondeur de champ: épaisseur observable de I'echantiflon

planfocal - - -

]— Profondeur de champ

NG
LR

Plus 'ON est grande, plus la profondeur de champ est reduite, plus
l'observation est précise



La fluorescence

Principe :

passage d’'un électron d’'un état basal @ 3 un état excité @ grace a l'énergie
d’'un photon incident

perte d’ énergie par radiation, conversion interne, ...
@ retour a I'état basal par libération d’un photon différent du 1°.

Diagramme de Jablonski Sy
Etats excités {S i’“‘*—ﬂ
2 ]

S—t

il

Etat de repos Sy

1)

c=299 792 458 m/s
h=6,62617x1034J.s

Si E incidente > E libérée — A excitation < A émise (fluorescence)
(fluorescence décalé vers le rouge)

Loide Planck: E=hc/ A

—> définition d’un spectre d’excitation et i Ermission
d’émission pour chaque fluorochrome g i\

400 ey elenoth [nim] &0
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Source
lumineuse

Filtre
d'excitation

Filtre
d'émission

Q Mirair

dichroique

g/

Un bloc filire est constitué de 3
gléments

+ un filtre d'excitation qui sélectionne
la bande spectrale d’excitation du
fluorochrome.

+ un miroir dichroique qui est miroir
pour certaines longueurs d’'onde et
transparent pour d’autres

+ un filtre d'émission qui sélectionne
la bande spectrale d’émission du
fluorochrome (la fluorescence).




Microscopie en épifluorescence

Principe: I'échantillon est
éclairé de telle facon que
I'on focalise la lumiere dans
le plan focal arriere de
I'objectif

Lampe UV
ou
Laser

N

CCD Camera

microtubules

Microtubules d’une cellule --> zones nettes ET zones floues



PROBLEME

Dans un échantillon épais, on collecte la lumiére de tous les plans de I’échantillon

Excitation Détection
- - o e ab
___.d_:_::__(::?__.'_“____Iprofondeur e — T — —
A —— =" champ
Objet dans le Objet au Objet en
plan focal dessus du dessous du
plan focal plan focal

Comment se débarrasser de la lumiere provenant
des plans hors focus??



Microscopie confocale

Epifluorescence Section confocale
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Les microscopes confocaux

e Visualisation de la lumiere qui vient DU plan focal
uniguement

- L'idée est de faire des images nettes du plan que I'on regarde
sans étre géné par la lumiere issue d’autres plans de
I"échantillon.

= « coupes optiques »

- Différentes possibilités d’obtenir une image confocale :

* Confocal a balayage laser (CLSM)

*  Spinning disk

*  Multiphotonique

* lllumination structurée

* SPIM,

*  Déconvolution (traitement mathématique)



it BB -




conventional confocal

coupes o
optiques 1
du noyau :



Reconstruction 3D possible

Appareil reproducteur

d’Arabidopsis Racines d’Arabidospis infectées
par un champignon




Vers I'automatisation de la prise d’'image en biologie

e Développement de « plateforme d’imagerie »

—>acquisition matériel de pointe
- compétences scientifiques et techniques

geno W
toul 7N
imagerie-TRI

Plateforme Imagerie - TRI
Toulouse Réseau Imagerie

Plateforme Tri > Accueil

Plateaux | Matériel Réservations Ressources | Galerie | Connexion Intranet

‘ Accueil

La plate-forme I8iSA d'imagerie cellulaire de Toulouse T.R.I. regroupe 8 plateaux technigues, plus de 30
postes de travail et 20 ingénieurs et techniciens 3 votre disposition. Elle est certifiée ISO 90012008 Actus

depuis janvier 2010.

. . . . . P . . . N B PARGING
Elle réunit des compétences scientifiques et techniques et des équipements de pointe, nécessaires a
tout projet scientifique en sciences du vivant utilisant les techniques d'imagerie suivantes :

-
CLLL

SAVE THE DATE !

e n 0 .'/ WEDHESDAY &%, THURS D= 770,
PEIDAT &5, JRAE 2010

TBULAWSE |FRAMEED

i s, W s 2 o 1

toul 7N
imagerie-TRI

; IMAGING THE CELL
/ \ 6-8 juin 2012

Chaque plateau, outre les équipements en microscopie confocale et champ large, développe une
spécificité visant a la complémentarité des techniques au sein de la plateforme toulousaine. Certains de
ces équipements sont uniques en France ou en Europe

http://tri.ups-tise.fr/



—>de la cellule a 'organisme entier

— possibilité d’acquisition échantillon / échantillon ou
plusieurs échantillons simultanément = haut-débit

Confocal haut débit
(Institut Pasteur Paris) =
acquisition simultanée de
plusieurs échantillons




Prise d'images automatisée
avec cameéras numeriques
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The PhenoFab® system
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Apex — Contr.

Imaging growth over time
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95% Ol digital biomass

Influence of drought stress

Digital biomass
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The Hyperspectral Advantage
RGB Spectral Resolution

PRmer: «isotaroe

—

Color Data

* Biomass

* Plant Height
* Growth Rates
* Canopy Area

|
= = =i Bata Cantera
&  Arkocyases

Maolar exiinction coafficient
{crm- M1 000
B

* Morphology : w.:.'..,,m ()

Hyperspectral Resolution
Hyperspectral Data o

* Chlorophyll

j'gr‘er{ sschanos
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& = « - Bala Camiane
8 Arhocpaens

* Anthocyanin
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feme VM B30
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Wavelength {rim)



Anth Dcyan in Content 'evnnscoe

15000

Canopy Area

1

Color by:

assay v | +

I Nitrogen Deficit
B optimal

| water Deficit

100000 Water Applied



| /gemnatec

Modern breeding or GMO methods are able to produce THOUSANDS of new varieties per week

Automatic screening 10x more efficient than human screening



3D imaging of full plants

\

e e

top View
side View
side View 90°

more Views
optional




Scanning in different
wavelength and modes

1. RGB visible light
2. NIR near infrared light
}. FLUOR fluorescent light
.. IR infrared light
5. ROOT NIR / RGB



"1 Scanning - visible light

High-resolution colour images for comprehensive
morphological and growth phenotyping




Scanning - flourescent light
blue light (< 500 nm) visualises any related fluorescence

= chlorophyll (cont., flash)
= green fluo. Protein (GFP)
= phenolics

= 3utofluorescence

= custom solutions




1 Scanning - infrared light

Quantify temperature differences
(e. g. within leaves and between plants)




Static root density profiles - growth pattern
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Dynamic root growth - pattern
Dﬂy U 12 25 35 GU 1 UU soil depth root coverage %a

cm

0 10 20 30 40 50 &0 70 BO

image and
data show
the
development
of roots of
one plant in
time.







De I'expérimentation manuelle a 'automatisation...

http://bioweb.supagro.inra.fr/phenopsis/InfoBDD.php

http://www.lemnatec.com/LemnaTec%20Home
http://www.youtube.com/watch?v=LbjOklkLvkM&feature=channel

http://www.youtube.com/watch?v=ovnwzzt_ Xbs
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