-

ML EACENEW ARA

(12) PATENTTIJULKAISU
PATENTSKRIFT

(r0) FI 104128 B

(51) Kv.lk.6 - Int.kl.6

Fle2@104128B

(45) Patentti mydnnetty - Patent beviljats 15.11.1999

SUOMI-FINLAND G 01N 21/64
(FI) {21) Patenttihakemus - Patentansdkning 970462
(22) Hakemispdiva@ - Ansdkningsdag 04.02.1997
.. . . . (24) Alkupdiva - Lopdag 04.02.1997
Patentti- ja rekisterihallitus
(41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 05.08.1998

Patent- och registerstyrelsen

(73)

(72}

(54)

(56)

(57)

Haltija - Innehavare

1. Voivalvatin EBtikettipalvelu Ky, PL 143, 20521 Turku, (FI)
Keksija - Uppfinnare

1. Tyystjirvi, Bsa, Mestarinkatu 15 as. 28, 20810 Turku, (FI)
Keksinndn nimitys - Uppfinningens bendmning

Klorofyllia siséltévien elididen tunnistamismenetelma

Btt fdrfarande fdr att identifiera organismer som innehdller klorofyll

Viitejulkaisut - Anfdrda publikationer

EP A 61809 (G 01N 15/07), US A 4650336 (G 01J 3/50), US A 5412219 (G 01N 21/64),
US A 5507115 (A 01M 7/00), US A 5426306 (G 01N 21/64), US A 4084905 (G 01J 3/30},

Chemical Abstracts 125:135324 (J. Plant Physiol., 148(5), 574-578,

Tiivistelmd - Sammandrag

Keksint® koskee menetelmdd, jonka avulla voidaan automaattisesti
tunnistaa klorofyllia sisdltavis elisitd kuten kasveja. Elidt
tunnistetaan antamalla niist& kullekin valok&dsittelysarja,
mittaamalla valoké4sittelysarjan aikana elitn emittoiman
klorofylli a:n suhteellisen fluoresenssisaaliin vaihteluita ja
vertaamalla hahmontunnistusmenetelmin n#din saatua suhteellisen
fluoresenssisaaliin vaihteluja kuvaavaa kayraa kayriin, jotka on
samalla valokisittelysarjalla tuotettu tunnetuista lajeista.
Keksinnén tyypillinen kayttdmuoto on pellolla kasvavien kasvien
kartoittaminen, jolloin pellolta ensin paikannetaar kaikki kasvit
niiden emittoiman klorofylli a:n fluoresenssin perusteella Jja
sitten kaytetd&n keksinnén kohteena olevaa menetelmdd kunkin
kasviyksilén tunnistamiseksi.
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Uppfinningen &r en metod med vilken man automatiskt kan

identifiera organismer som innehdller klorofyll, sdsom vaxter.

Organismernas identifiering sker genom att ge varje organism
en ljusbehandlingsserie. Under ljusbehandlingsseriens gang
mates vaxlingarna av den relativa fluoresensmangden av
klorofyll a som organismen avséndrar. De relativa
fluoresensmandernas vaxlingskurvor formidentifieras och de
erh&llna kurvorna jamfors med kurvor som med samma
ljusbehandlihgsserie erhdllits fran kanda arter. En typisk
anvandning av uppfinningen &ar kartlaggning av vaxter pa en
Aker. Forst lokaliseras alla vaxter enligt den fluoresens av
klorofyll a de avséndrar och sedan anvands den uppfunna

metoden att identifiera varje vaxtindivid.
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Klorofyllia sisdltdvien elididen tunnistamismenetelmd

Taman keksinnén kohteena on patenttivaatimuksen 1 mukainen
klorofyllid sisdltdvien elididen tunnistamismenetelma.
Yhdistettynad kaikkien pellolla kasvavien kasviyksildiden
kartoittamiseen, Jjoka voi tapahtua samalla laitteella kuin
kasvien tunnistaminen, menetelmi mahdollistaa kasvit lajilleen
yksiloivén kartan laatimisen pellosta. Tallaisen kartan avulla
voidaan esimerkiksi rikkakasvih&vitteet kohdistaa haluttuihin
kasvilajeihin.

Rikkakasvihavitteet eli herbisidit ovat merkittava ympédristouhka.
Maataloustutkimus pyrkii herbisidien kaytdn vdhentdmiseen myods
herbisidien kalleuden vuoksi. Tavanomaisissa herbisidien
levitysmenetelmissa suuri osa herbisidistd joutuu h&vitettédvien
kasvien sijasta maahan. Onkin kehitetty menetelmid&, joiden avulla
herbisidi voidaan kohdistaa rikkakasveihin. Varhaiset menetelmat
perustuivat yleens& viljelykasvustoa korkeampien rikkakasvien
mekaaniseen havainnointiin. Esimerkiksi patentista US 3 959 924
tunnetaan laite, Jjossa herbisidiruiskun eteen on ripustettu
tanko, joka laukaisee herbisidiruiskun koskettaessaan korkeata
rikkakasvia. Riviviljelyssa tapahtuvaan rikkaruohontorjuntaan ja
kasvien harventamiseen soveltuvia laitteita, joissa
herbisidilevitintd ohjataan rivilla kasvien mekaanisen tai
optisen havainnoinnin perusteella, on kuvattu patenteissa US 3
609 913 Jja US 1 193 963. Naista patenteista tunnetut
kasvinpaikannusmenetelmat soveltuvat huonosti pienille tai maata
mydten kasvaville kasveille.

Viime vuosina on kehitetty my&s jarjestelmisd, joissa kasvipeite
erotetaan maapohjasta kasvipeitteelle tunnusomaisen
heijastusspektrin eli olennaisesti lehtien vihreé&n vérin
perusteella (Stafford ja Miller 1993, Computers and Electr. in
Agric. 9, 217-229). N&in kerdttyd informaatiota kdytetaan sitten
joko valittdém&sti herbisidisuihkun suuntaamiseen tai tiedosta
keratasn satelliittipaikannusjdrjestelmad hyédyntden tietokanta,
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jonka avulla herbisidien jakelu maastoon toteutetaan. Kasvien
heijastusspektriin perustuvat laitteet ovat erottelukyvyltaan
huonoja, koska pienten kasvien vaikutus heijastusspektriin on
vahainen, ja koska maanpinta heijastaa huomattavasti myds niita
aallonpituuksia, joissa maanpinnan ja kasvipeitteen
heijastusspektrin ero on suurin (A.W. Hooper, G.O. Harries ja B.
Ambler 1976, J. Agric. Engng. Res. 21, 145-155; W.L. Felton 1995,
Proc. Brighton Crop Prot. Conf. -Weeds) .
Heijastusspektrimenetelman erottelukyky riippuu myds mm.
maanpinnan laadusta Ja sisdoloista; esimerkiksi aamukaste
pienentaa merkittavasti maanpinnan ja kasvipeitteen
heijastusspektrin eroa avainaallonpituuksilla (Felton, m.t.) ja
joidenkin kasvien erottaminen joistakin maalajityypeist& on
k4ytanndssid mahdotonta (Hooper et al., m.t.).

Kasvien paikantamista klorofyllin fluoresenssin perusteella on
ehdotettu aikaisemminkin, joskaan ei herbisidien
levitystarkoituksiin. Esimerkiksi silleen jdtetysta
patenttihakemuksesta FI914249 tunnetaan menetelmd, jossa
istutettavia taimia sisaltdvisss kennostoissa olevat taimettomat
paakut tunnistetaan klorofyllin fluoresenssin puuttumisen
perusteella. My0s klorofyllin fluoresenssin kayttd kasvien
stressitilojen ja muiden fysiologisten parametrien mittaamiseen
on tunnettua esimerkiksi G.H. Krausen ja E. Weisin (1991)
artikkelista (Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42, 313-
349).

Herbisidien kayttém#irien minimoimisen ja tehon maksimoimisen
seka laajemminkin ns. té&smaviljelyn (ks. S. Blackmore 1994,
Outlook on Agric. 23, 275-280) tavoitteiden kannalta on tdrkedta
kehitti4 menetelmis, joilla pystyt&an kartoittamaan ja lajilleen
tunnistamaan pellolla kasvavat kasvit. Lajien tunnistaminen ei
ole mahdollista heijastusspektriin perustuvilla menetelmills,
koska lajityypilliset erot heijastusspektrissad ovat pienié
(Hooker et al., m.t.) Ja koska kasvin koko vaikuttaa
ratkaisevasti maanpinnan ja kasvin heijastusspektrin
yhdistelm&an. Lajintunnistusta on yritetty kuva-
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analysaattorilaitteiston avulla, mutta tama erittdin tehokasta
tietojenkédsittelylaitteistoa vaativa menetelma el ole toiminut
kaytanndssa (Stafford jaMiller, m.t.). Klorofyllin fluoresenssin
spektrissid on aiemmin osoitettu olevan lajienvalisi4 eroja, joita
mahdollisesti voitaisiin k&ayttad lajien tunnistamiseen (E.W.
Chappelle, F.M. Wood, Jr., J.E.McMurtrey III ja W.W. Newcomb
1984, Applied Optics 23: 134-138). Fluoresenssispektrin
mittaaminen vaatii kuitenkin eritté&in herkkaa

3

fluoresenssidetektoria, eika fluoresenssispektrin erojen
perusteella ole osoitettu voitavan tunnistaa kasveja kahta lajia
suuremmasta joukosta.

Tam&n keksinnén tarkoituksena on mahdollistaa sellaisen
kasviyksildkartan laatiminen, jossa kasviyksilét luokitellaan
fylogeneettisen ryhm&n, esimerkiksi lajin perusteella. Kasvien
tunnistamiseen kaytett#dva, patenttivaatimuksen 1 mukainen
menetelmsd erottaa kasvilajit helposti toisistaan.

Keksinndn tyypillisessd kdyttdmuodossa kasvit ensin paikannetaan
kdyttden hyvaksi sitd, ettd muut luonnonesineet emittoivat vahan
tai ei lainkaan n&kyvaa valoa, kun taas kasvien sisaltéma
klorofylli a fluoresoi. Klorofylli a:n fluoresenssi siis kertoo,
ettd tietyssa paikassa on kasvi. Kukin paikannettu kasvi
tunnistetaan antamalla sille sarja valokasittelyjd, seuraamalla
klorofylli a:n fluoresenssin vaihteluita ajan funktiona
valok&asittelyjen aikana Jja vertaamalla n&in saatua kdyraa
tunnetuista lajeista mitattuihin vastaaviin k&yriin.

Kasvien 1lis#4ksi menetelmdd voidaan kdyttdd myds muiden
klorofyllid sisdltavien elisviden tunnistamiseen.

Tasmdllisemmin sanottuna keksinnén mukaiselle menetelmdlle on
tunnusomaista se, mik& on esitetty patenttivaatimuksen 1

tunnusmerkkiosassa.

Keksinndn avulla saavutetaan huomattavia etuja.
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Keksint® mahdollistaa kasvilajien automaattisen tunnistamisen.
T4lldéin kasveija kasittelevat laitteet voidaan sgataa
kasittelemadn eri kasvilajeja eri tavoin. Esimerkiksi rikkakasvi-
haviteruisku voidaan rakentaa k&sittelemdan kukin rikkakasvilaji
herbisidilla, joka parhaiten kyseiseen lajiin tehoaa ja jattamaan
viljelykasvit ké&sittelematta. Keksint®#& voidaan kayttédd myds
maataloustutkimuksen ja ekologisen tutkimuksen vaatimien
laitteiden rakentamiseen, koska kasviyksildét 1identifioivan
lajikartan laatiminen helpottuu keksinnén avulla huomattavasti.
Lajinm#srityksen sijasta keksint®a voidaan k&yttda luokittelemaan
kohteena olevia elisita lajia laajempiin fylogeneettisiin
ryhmiin, esimerkiksi koppisiemenisiin ja paljassiemenisiin, tai
lajia suppeampiin ryhmiin kuten lajikkeisiin. Keksint®d voidaan
kdyttéasd myds yhteyttavien mikro-organismien kuten syanobakteerien
tunnistamiseen, jolloin esimerkiksi vesist6jen tilan seuraaminen
niyteorganismien avulla helpottuu.

Keksint®d selostetaan seuraavassa léhemmin oheisen piirustuksen
avulla.

Kuvio 1 esittai mannynneulaskimpun Jja koivunlehden ylapinnan
suhteellisen fluoresenssisaaliin vaihteluja kuvaavia kayria
menetelmas testattaessa kaytetyn keksinnén suoritusmnuodon
mukaisen valok&sittelyn aikana.

Taman keksinnodn kohteena oleva klorofyllis siséltadvien elididen
tunnistamismenetelméperustuuklorofyllia:nfluoresenssiemission
kvanttisaaliissa tapahtuvien muutosten mittaamiseen. Termid
1suhteellinen fluoresenssisaalis' kaytet&&n tdssd hakemuksessa
tarkoittamaan vakiona pidettdvdn herdtevalon virittdmé&n
fluoresenssin mitattua intensiteetti&d; keksinndn kayttoémuodoissa
kaytetasn n&in mitatun intensiteetin muutoksia, Jjotka ovat
verrannollisia fluoresenssin kvanttisaaliissa  tapahtuviin
muutoksiin. Klorofylli a:ta on korkeammissa kasveissa,
sanikkaisissa, sammalissa, useimmissa levissa seké
syanobakteereissa. Lahes kaikki korkeampien kasvien klorofyllia
sisaltavien osien emissio on klorofylli a:n fluoresenssia;
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levilla ja syanobakteereilla esiintyy myds muiden pigmenttien
emissiota. Govindjee (1995) on esittényt yhteenvedon klorofylli
a:n fluoresenssista (Aust. J. Plant Physiol. 22: 131-160) .

5

Klorofylli a:n fluoresenssin absoluuttinen kvanttisaalis on
kasvissa melko pieni, korkeintaan noin 5 % absorboituneesta
valosta. [Elavassid kasvissa klorofylli a:n fluoresenssia
vaimentavat mm. fotosynteesin valokemialliset reaktiot, jotka
kilpailevat fluoresenssin kanssa klorofyllin absorboimasta
viritysenergiasta.Maapallonpinnallavallitsevissalémpétiloissa
1ihes kaikki klorofylli a:n fluoresenssi emittoituu fotosynteesin
valoreaktio II:n (PSII) klorofyllimolekyyleista. PSII on foto-
synteesin  kahden valoreaktion ketjusta toiminnallisesti
'ensimmdinen', sills tam& valoreaktio sybttdd vedeltd riistémansé
elektronit valoreaktioiden valiseen elektroninsiirtoketjuun, ja
vasta ketjun toisessa pd#dss# toimivan valoreaktio I:n tuottama
pelkistin toimii hiilidioksidia pelkistavan yhteytysreaktion
pelkistimena.

Maksimiteholla toimiessaan PSII:n valokemialliset reaktiot
vaimentavat fluoresenssin kvanttisaaliin noin wviidesosaan
maksimiarvosta, joka voidaan mitata pysdyttdmélla valokemiallinen
reaktio kokonaan esimerkiksi kasittelemalla kasvi diuron-
herbisidilla. Kun kasvia pidetdan jonkin aikaa pimedssd Ja
aletaan sitten akkia valaista, PSII:n valokemialliset reaktiot
alkavat. PSII pystyy kuitenkin sydtt&m&&n elektroninsiirtoketjuun
elektroneja nopeammin kuin ketju aluksi pystyy vet&m&&n, jolloin
PSII:n valokemiallinen reaktio pime&djakson Jjalkeen &kkiad
valaistaessa hidastuu hetkeksi. Valokemiallisen reaktion
hetkellinen hidastuminen n#kyy fluoresenssin nousupiikkina.
Valokemiallisen reaktion ja fluoresenssin kilpailu viritys-
energiasta tekee fluoresenssista t&rkeén kasvifysiologian
tutkimusmenetelmdn (Krause ja Weis, m.t.).

Edelld kuvatulla fluoresenssin nousupiikill& on tunnusomainen
kaava, fluorenssi-induktiok#dyrd eli ns. Kautsky-k&yr&. Kautsky-
k4ayran kaava on samanlainen kaikilla kasveilla. Kautsky-k&yrén
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eri osiin vaikuttavat erittdin monet fotosynteesikoneiston

6

plirteet. Esimerkiksi k&yré&n nousevan oOsa on sita jyrkempi, mita
suurempi valoa keradva ns. antennipigmenttijarjestelmd
tutkittavan kasvin PSII:1lla on. Itse asiassa kayri heijastaa niin
monien fotosynteesikoneiston piirteiden summaa, ettd ka&yréan osia
ymmarretaénvuosikausienintensiivisestatutkimuksestahuolimatta
melko huonosti. Kasvitiede on toistaiseksi keskittynyt tutkimaan
sellaisia fluoresenssi-induktiokdyran piirteitad, Jjotka ovat
kaikille kasvilajeille yhteisia. Esimerkiksi O. Bjdrkman ja B.
Demmig osoittivat (Planta 170, 489-504, 1987), -etta ns.
vaihtelevan ja maksimifluoresenssin suhde on kaikilla
korkeammilla kasveilla sama. Taman keksinndn kohteena oleva
kasvilajin tunnistaminen perustuu siihen, ett&d kasveilla on
lajityypillisi& eroja fysiologisissa ominaisuuksissa. Jotkut
naists erikoispiirteista voidaan havaita eroina Kautsky-kayrdssa,
ja eroja voidaan vahvistaa k&ayttamalla fluoresenssi-induktion
mittaamiseen sarjaa erilaisia valotusjaksoja.

Klorofyllia sis&lt&vien elitiden tunnistamismenetelmd toimii
seuraavasti.

Tunnistettava kasvi tai muu klorofyllid sisaltiva elid
varjostetaan kirkkaalta luonnonvalolta ainakin tunnistamisen
ajaksi. Kohdetta valaistaan heritevalolla, jonka aallonpituus-
huippu on alle 700 nm, mieluimmin noin 450 nm. Her&dtevalon
virittamaa klorofylli a:n fluoresenssia mitataan kohteeseen
suunnatulla valodetektorilla, joka voi olla valodiodi tai
valomonistinputki. Detektori suojataan heritevalon aallonpituus-
kaistalta suodattimella, joka p#&st&a lavitseen vain herdtevalon
aallonpituutta pitkaaaltoisempaa, klorofyllin fluoresenssin
aallonpituuskaistalle osuvaa valoa. Kaynnistet#ddn sarja yhden tai
useamman valokdsittelyn jaksoja, jotka aiheuttavat Kautsky-kdyréan
tyyppisiamuutoksiakohteensuhteellisessafluoresenssisaaliissa.
Fluoresenssisaaliin muutokset ovat suoraan verrannollisia
detektorinmittaamanfluoresenssi—intensiteetinmuutostenkanssa.
Detektorin tuottama informaatio muunnetaan digitaaliseen muotoon
ja k&sitell&d&n jollakin hahmontunnistusmenetelmalla. Lajin-
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tunnistusta varten on etuk&teen tuotettu sarja vastaavia
signaaleja paikalla mahdollisesti esiintyvistad lajeista, Ja
hahmontunnistus tapahtuu vertaamalla juuri saatua tuntematonta
signaalia ennest&in tunnettuihin. Hahmontunnistusmenetelmien
kaytdsta biosignaalien analysointiin ja diagnosointiin ks. A.
Cohen Biomedical Signal Processing. Vol. II. Compression and
Automatic Recognition (CRC, Boca Raton, 1988).

Heratevalona k&ytet&din mieluimmin v&lkkyvada eli amplitudi-
moduloitua valoa, jolloin valok&sittelyjen suora vaikutus
fluoresenssi-intensiteettiin voidaan suodattaa pois ja
havainnoida ainoastaan niiden vaikutusta suhteelliseen
fluoresenssisaaliiseen. Amplitudimoduloidun her&tevalon kdyttd
klorofylli a:n fluoresenssin mittaamiseen on  tunnettua
esimerkiksi patentista DE 3518527 Al.

Tamin keksinndn kohteena olevan tunnistusmenetelmé&n tyypilliset
kayttdétavat vaativat, ettd tunnistamisen kohteet paikannetaan
ennen tunnistusprosessin alkua. Paikantaminen tehd&dn samalla tai
samantyyppisells laitteistolla kuin tunnistaminen kartoittamalla
klorofyllin fluoresenssin esiintyminen tutkittavalla alueella.
My®s paikantamisessa fluoresenssin herdtevalona kdytetaan
mieluiten amplitudimoduloitua valoa, jolloin esimerkiksi
auringonpaiste ei haittaa kartoittamista. Klorofylli a:n
fluoresenssin aallonpituuskaistalla havaittava emissio kertoo,
ettd valodetektorin n#kdkentdssd on klorofylli& sisdltdvd elis.
Tieto elidn paikasta talletetaan tarvittaessa esimerkiksi
satelliittipaikannusjarjestelmén avulla paikkatietokantaan.

Kasvien paikannusmenetelm8ksi valitaan klorofyllin fluoresenssiin
perustuva menetelmd kahdesta syystd. Ensiksikin sama laite voi
sekd havaita kasvin yleensi ett& tunnistaa sen. Toiseksi kasvit
voidaan fluoresenssin avulla havaita herkemmin kuin esimerkiksi
Staffordin Jja Millerin (m.t.) kuvaamilla heijastusspektriin
perustuvilla menetelmilla. Parempi herkkyys perustuu siihen,
ettei klorofylli a:n emissiocaallonpituuksilss (680-750 nm)
esiinny merkitt&vada muista luonnonesineistd kuin kasveista
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tulevaa fluoresenssiemissiota, jota  voitaisiin  virittaa
klorofyllin absorboimalla valolla. Tamin vuoksi k&ytanndssa
kaikki maastossa havaittava klorofylli a:n fluoresenssi on merkki
kasvista. Fluoresenssin intensiteetti on suoraan verrannollinen
virittavan valon intensiteettiin, Jjoten kasvien paikannuksen
osalta menetelmd voidaan s##tdd lahes mielivaltaisen herkdksi
yksinkertaisesti kaytt&mslla niin kirkasta virittavas valoa, etta
halutun kokoiset kasvit tulevat havaituiksi.

Kasvien paikantamisessa voidaan her4tevalona kayttaa myds
auringonvaloa. T&lloéin auringonvalon spektristd on suodatettava
pois ne aallonpituudet (esimerkiksi 670 nm ylitt&dvat), joita
kaytetddn klorofyllin fluoresenssin mittaamiseen. Koska
auringonvalon intensiteetti vaihtelee, taytyy vyht& aikaa
fluoresenssin mittaamisen kanssa seurata auringonvalon
intensiteetin vaihtelua. Parhaiten t&m& tapahtuu suuntaamalla
samaan kohtaan tutkittavalle alueelle kaksi valodetektoria,
joista toinen on herkka fluoresenssin aallonpituuksille ja toinen
niille aallonpituuksille, joita heritevalosuodatin p&ddst&s lépi.
Heijastuneen valon mittaamiseen perustuvan her&tevalon
kompensointijérjestelmd toimii hyvin kaytettdess&d keinovaloa
klorofylli a:n fluoresenssin virittamiseen (E. Tyystjédrvi ja J.
Karunen 1990,Photosynth. Res. 26: 127-132).

Kasvikartoituksen tuottama tieto voidaan valittomasti siirté&a
toimilaitteen ohjaustiedoksi. Esimerkiksi herbisidilevittimelle
voidaan antaa k&sky avata suutin, Jjos detektorin alla on
tuhottava kasvi, tai sulkea suutin, jos kasvia el havaita.
Informaatio voidaan myds tallettaa esimerkiksi GPS-
satelliittipaikannuslaitteen avulla tietokantaan, jonka avulla
ohjataan toimilaitetta.

Tunnistusmenetelmdn tekninen teho testattiin laboratorio-oloissa
seuraavasti.

Testauksen tekivit yhteisty®sss keksijé (dosentti Esa Tyystjérvi,
Turun yliopiston biologian laitos) seké assistentti Antti Koski
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ja professori 011li Nevalainen {Turun yliopiston
tietojenkasittelyopin laitos). Maastosta keradttiin voikukan ja
koivun lehtia sek& kuusen- ja minnynneulasia. Lis&ksi
kasvatettiin kontrolloiduissa olosuhteissa kasvatuskammioissa
kurpitsaa, hernetta ja ruista. Lehtid sdilytettiin noin kahden
tunnin ajan kosteiden paperien vilissa pime#ssa, mink& jédlkeen
kustakin lajista mitattiin 200 fluoresenssi-induktiokdyraa.
Kurpitsan ja rukiin induktickayrat mitattiin lehdenpaloista,
kuusen ja mannyn kayrdt 10-20 neulasen nipuista ja muiden lajien
kdyrat yksitt&isist& lehdista. Koivun, kurpitsan ja herneen
kayrat mitattiin kahdelta puolen lehted, koska lehden eri puolten
kayr&t ovat erilaiset. Voikukasta mitattiin vain yl&pinnan kayra,
koska voikukanlehti on maastossa aina adaksiaalipuoli yldspdin.

Fluoresenssimittarina kaytettiin amplitudimoduloidulla
virittavalla valolla varustettua, klorofylli a:n suhteellisen
fluoresenssisaaliin vaihteluiden mittaamiseen tarkoitettua
laitetta (PAM-101, valmistaja Heinz Walz GmbH, Effeltrich,
Saksa). Fluorometria ohjattiin QA-Data Oy:n (Turku) tuottamalla
FIP-fluoresenssiohjelmalla ja ADC-12BN4-tietokonekortilla, joka
my®s digitalisoi fluorometrin analogisen signaalin. Kukin mittaus
alkoi siten, ettd mittaaja toi ham&rdssd huoneessa lehden tai
lehdenpalan fluorometrin anturille, joka valaisi néaytetta
himmeslla amplitudimoduloidulla valolla. Lehdenpala aiheutti
suhteellisen fluoresenssisaaliin nousun fluorometrin signaalin
kohinatason ylé&puolelle, jolloin ohjausohjelma kaynnisti
valokasittelyjen sarjan.

Valokisittelyjen sarja oli seuraava. Kuvion 1 numerot viittaavat
kunkin vaiheen alkamishetkeen: ensin 0.8 sekunnin vaihe, jolloin
mitattiin pelkastdsdn 1.6 kilohertsin taajuudella v&lkkyvan
virittavan valon aiheuttamaa fluoresenssia (1). Toisena vaiheena
oli herstevalon valkkymisfrekvenssin nostaminen 100 kilohertsiin
(2). Puolen sekunnin kuluttua toisen vaiheen kaynnistymisestd
sytytettiin punainen LED-valaisin {aallonpituus 660 nm;
fotonivuon tiheys 60 omol m2s™) (3) ja viiden sekunnin kuluttua
t4std sytytettiin viels kahdeksi sekunniksi niin kirkas valkoisen
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valon halogeenilamppu (fotonivuon tiheys 5500 omol m™s™'), ettéd

10

suhteellinen fluoresenssisaalis nousi kaikilla lajeilla
maksimitasolle (4).

Valokédsittelyjen aiheuttamat suhteellisen fluoresenssisaaliin
muutokset normalisoitiin siten, ettd maksimifluoresenssin arvo
kussakin signaalissa oli yksi. M&ar&kohtiin kuhunkin k&yrd&n
sovitettiin kahdeksan erimittaista regressiosuoraa, ja ndiden
suorien kuuttatoista parametria kdytettiin
hahmontunnistusalgoritmin sydttdarvoina. Kustakin mittaussarjasta
100 k&yrin parametreja k&ytettiin hahmontunnistusalgoritmin
opetusaineistona ja menetelm&&d testattiin 100 k&yralla. Taulukko
1 esitt&dd tunnistustulokset, jotka saatiin kdytettédess& hahmon-
tunnistuksessa R.J. Schalkoffin teoksessaan Pattern Recognition:
Statistical, Structural and Neural Approaches (John Wiley & Sons,
Singapore, 1992) kuvaamaa hermoverkkoalgoritmia.
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Taulukko 1. Laboratorio-oloissa tehty tunnistustarkkuuskoe.
Kasvilajittunnistettiinyllékuvatullamenetelmankéyttbmuodolla.
Koivun, kurpitsan ja herneen lehtien adaksiaali- eli ylédpinta (y)
ja abaksiaalipinta (a) luokiteltiin omiksi luokikseen. Oikein
tunnistettujen tapausten osuus on 96.6 %.

Laiji Tunnistettu lajiksi
Koivu Kurpitsa Kuusi Herne Ménty Ruis Voikukka

) (8 ) (a) (¥) (a)
Koivu (y) 96 3 0 0 0 0 0 0 1 0
Koivu (a) 0 97 O 1 0 0 0 0 0 3
Kurpitsa (y) 1 0 98 0 0 0 1 0 0 0
Kurpitsa (a) 0 1 0 97 0 0 0 0 1 1
Kuusi 0 1 0 0 98 0 1 0 0 0
Herne (y) 0 0 o 0 0 93 7 0 0 0
Herne (a) 0 0o O 3 0 1 95 0 1 0
Manty 0 0 © 0 1 0 0 99 0 0
Ruis 0 0 0O 0 1 0 0 97 0
Voikukka 0 4 0 0 0 0 0 0 96

Pelto-olosuhteissa keksintsa kdytet&sn esimerkiksi seuraavasti.

Tunnistusmenetelm&d k&ytet&sn kasvikartoituslaitteistolla, joka
kdsittad valaisu- ja detektoriyksikén, varjostimen sekd GPS-
satelliittipaikannuslaitteen, jotka on asennettu liikkuvalle
lavetille. Valaisulaite lahettd4 jatkuvasti amplitudimoduloitua
herdtevaloa ja pystyy lahettam#in tarvittaessa jatkuvaa valoa.
Detektoriyksikké on kytketty mittaamaan vain amplitudimoduloidun
herdtevalon virittam&4 fluoresenssia. Jatkuvan valon valoldhteen
tarkoituksena on tuottaa patenttivaatimuksen 3 ~mukainen
valaistusjaksojen sarja. Jatkuvan valon valol&hteitd voi olla
useita. Lavetti liikkuu pellolla automaattisesti ennalta
suunniteltua rataa suunnistaen esimerkiksi GPS~jarjestelman
avulla. Paikannus- ja tunnistuslaite k&y pellon l&pi kahdesti.
Ensimmaisellsa kierroksella kasvien esiintyminen pellolla
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kartoitetaan mittaamalla klorofylli a:n suhteellisen
fluoresenssisaaliin alueellinen jakauma. Mittaustulokset
siirretéddn paikkatietokantaan. Toisella kierroksella

kasvikartoituslaitesiirtyyhavaittujenkasviyksilbidenkohdalle,
pyséhtyy ja tunnistaa kasvin, mik& tieto lisdtddn
paikkatietokantaan. Paikkatietokantaa kdytetdsn sydttd-
informaationa esimerkiksi herbisidiruiskulle.

Ennen kasvikartoituslaitteiston l&hett&mista peltokierrokselle
keratdan kustakin alueella esiintyvéstd kasvilajista tai muusta
kohteena olevasta fylogeneettisestd luokasta edustava otos (noin
100 n&ytetta), annetaan kullekin n&ista valok&sittelysarja,
talletetaan valokdsittelysarjan aikana mitattujen fluoresenssi-
kdyrien parametrit ja opetetaan hahmontunnistusalgoritmi
luokittelemaan t&m& aineisto oikein. Mik&li kaytetdan
hermoverkkotyyppista hahmontunnistusalgoritmia, tapahtuu
opettaminen ns. backpropagation-algoritmin avulla.

Kasvikartoituslaite voi my®s liikkua niin hitaasti, etta seka
kasvien paikantaminen etta luokittelu  tehdaan samalla
peltokierroksella. T&lldin lavetin liike pysdyteté&én laitteen
havaittua suhteellisen fluoresenssisaaliin nousun kohinatason
ylapuolelle, ja laite siirtyy valittsémasti kasvin tunnistamiseen
patenttivaatimuksen 3 mukaisin valokasittelyin.

Paikannuslaite voidaan my®s erottaa tunnistuslaitteesta, jolloin
paikannuslaite voi olla rakenteeltaan vksinkertaisempi ja kayttaa
auringonvaloa fluoresenssin herdtevalona.

Kasvien paikannus- ja tunnistusjdrjestelm& voidaan myds pakata
osaksi herbisidiruiskua siten, ettd jokaista herbisidisuutinta
vastaa fluoresenssidetektori, jonka n&kdkentta on saman kokoinen
kuin suuttimesta purkautuvan herbisidisuihkun sé&de kasvien
tasolla. Laitteistoon on t&llsin kuuluttava myds anturi, joka
kertoo laitteiston 1liikenopeuden. Kasvien paikannus- ja
tunnistusyksikks, nopeusanturi ja herbisidiruiskun suuttimet on
yhdistettykontrolliyksikkdbn.Detektorinhavaittuamyrkytettévén
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kasvin kontrolliyksikk® antaa vastaavalle suuttimelle oikea-
aikaisen avautumisk&skyn.

Edella on keskitytty kasvien tunnistamiseen keksinn®n avulla.
Klorofylli a:n fluoresenssin avulla voidaan paikantaa Jja
luokitella korkeampien kasvien lissksi myds sanikkaisia,
sammalia, levia ja syanobakteereita. Kasvien tal mikro-
organismien tunnistaminen menetelmdn avulla vol tapahtua my&s
laboratorio-olosuhteissa. Keksinn®dn kohteena olevaa menetelmaa
voidaan t&lléin kayttaa esimerkiksi luonnossa esiintyvien mikro-
organismien tunnistamiseen laboratoriondytteiden avulla.



10

15

20

104128

14

Patenttivaatimukset:

1. Menetelma, jonka avulla viljely- tai rikkakasviyksilé voidaan
automaattisesti tunnistaa tiettyyn lajiin tai lajia laajempaan
fylogeneettiseen ryhmaan kuuluvaksi,

tunnettu siita, etta

tunnistaminen tapahtuu kohdistamalla kasviin yhden tai useamman
valaistusjakson sarja, mittaamalla kasvista emittoituvan
klorofylli a:n suhteellisen fluoresenssisaaliin vaihtelua ajan
ja valaistuksen funktiona ja vertaamalla ndin saatua
fluoresenssisaaliin vaihtelua kuvaavaa kayrdd tunnettujen
fylogeneettisten ryhmien edustajista vastaavalla tavalla
mitattuihin vastaaviin kayriin hahmontunnistusalgoritmin avulla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen tunnistamismenetelmd, tunnettu
siita, ettda klorofylli a:n suhteellisen fluoresenssisaaliin
vaihtelua mitataan kayttden amplitudimoduloitua heratevaloa.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaiseen tunnistamismenetelmdan
perustuva kasvikartan laatimismenetelmd, tunnettu siita, etta
tunnistettavat kasvit paikannetaan klorofylli a:n fluoresenssin

avulla ennen niiden tunnistamista.

4. Patenttivaatimusten 1 ja 3 mukainen kasvikartan
laatimismenetelma, tunnettu siitd, ettd paikannusprosessissa
fluoresenssin heratevalona kaytetadn auringonvaloa, jonka
intensiteettivaihtelujen vaikutus korjataan seuraamalla
auringonvalon intensiteettivaihteluita yvhtdaikaisesti
fluoresenssin kanssa ja Jjakamalla mitattu fluoresenssi-
intensiteetti auringonvalon intensiteetilla.

5. Patenttivaatimusten 1 ja 3 mukainen menetelmd, tunnettu siita,
ettd menetelman avulla kerattya informaatiota kdytetdan kasveja

kasittelevan laitteen ohjaamiseen.
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6. Patenttivaatimusten 1 ja 5 mukaisen menetelmé&n kayttoétapa,
tunnettu siitd, ettd tiedot paikannettavista ja tunnistettavista
elidista keratdan satelliittipaikannusjarjestelman avulla

tietokantaan.
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Patentkrav

1. En metod med vars hjdlp en odlings- eller ogrésvéxtindivid
automatiskt kan igenkdnnas som horande till en viss art eller

till en fylogenetisk grupp som &r storre an en art,

kdnnetecknad av att

igenkédnningen sker genom att utsdtta vaxten for en eller flera
serier av belysningsperioder, midta variationen i det relativa
fluorescensutbytet av klorofyll a som vé&xten emitterar som en
funktion av tid och belysning, och med hjdlp av en
ménsterigenkdnningsalgoritm jé&mféra den pa detta satt erhallna
kurvan, som illustrerar variationen i fluorescensutbytet, med
motsvarande kurvor som uppmitts p& motsvarande sdtt i

representanter fdr ka&nda fylogenetiska grupper.

2. En igenk&dnningsmetod enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att
variationen i klorofyll a:s relativa fluorescensutbyte uppmdts

genom att anvénda amplitudmodulerat excitationsljus.

3. En metod f&r uppgdrande av en vaxtartskarta som baserar sig
pa patentkrav 1, kénnetecknad av att de vixter som skall
igenkdnnas lokaliseras med hjédlp av klorofyll a:s fluorescens

fére igenkd@nningen.

4. En metod f&6r uppgdrande av en viaxtartskarta enligt patentkrav
1 och 3, k#nnetecknad av att i lokaliseringsprocessen som
excitationsljus f&r fluorescensen anvdnds solljus, 1 wvilket
intensitetsvariationernas paverkan korrigeras genom att folja
med solljusets intensitetsvariationer samtidigt med
fluorescensen och dividera den uppmidtta fluorescensintensiteten

med solljusets intensitet.
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5. En metod enligt patentkrav 1 och 3, k&nnetecknad av att den
information som insamlas med hj&dlp av metoden anvédnds for att

styra en apparat som hanterar vaxter.

6. Sdttet att anvdnda metoden enligt patentkrav 1 och 5,
kdnnetecknat av att uppgifterna om de organismer som skall
lokaliseras och igenkdnnas insamlas i en databas med hjdlp av

ett satellitlokaliseringssystem.
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