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Tóm tắt. Một phương pháp rẻ tiền và tiện dụng, có thể thay thế các máy đo chuyên dụng để đo diện tích lá trong nghiên cứu cây trồng với việc dùng máy quét ảnh kỹ thuật số để bàn thông thường kết hợp phần mềm xử lý ảnh số ImageJ đã được khảo sát. Kết quả cho thấy độ lệch chuẩn của phương pháp này trong khoảng 0,08 – 0,11, thấp hơn so với phương pháp dùng máy đo lá AM350 (0,28-0,40) và phương pháp cân giấy (0,26-0,31), phương pháp có thể đo đồng thời nhiều mẫu lá và lưu trữ hình ảnh. Sử dụng phương pháp này khảo sát diện tích lá cam, đã chứng minh rằng phân bón đất hiếm có tác dụng làm tăng diện tích lá cam khoảng 5-15%, cách bón phân qua lá có tác dụng rõ rệt hơn bón qua đất. 
I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Đo diện tích lá là một trong những phép đo cơ bản trong nghiên cứu cây trồng, nhằm đánh giá khả năng quang hợp, sự hô hấp, sự hấp thu nước và dinh dưỡng, ảnh hưởng của phân bón đến sự sinh trưởng của cây trồng, cũng như năng suất cây trồng. Do đó, có rất nhiều phương pháp đo diện tích lá được nghiên cứu và phát triển nhằm đáp ứng các yêu cầu phép đo. Sestak và cộng sự [1] đã mô tả hệ thống các phương pháp thường dùng như đếm ô vuông trên giấy milimet, xác định trọng lượng, đo diện tích bằng tay, đếm điểm, đo diện tích bằng phương pháp quang điện, phương pháp dòng khí, đo chiều dài lá, cân lá,… Một số tác giả khác phát triển các phương pháp theo hướng xác định quan hệ tuyến tính giữa các thông số kích thước lá (dài và rộng) với diện tích lá đối với từng loại cây trồng cụ thể [2]. Phương pháp này có ưu điểm là không phá hủy lá, rẻ tiền và dễ thực hiện. Tuy nhiên, độ chính xác và độ lặp lại của phương pháp không cao do phụ thuộc nhiều vào hình dạng của lá, phải nghiên cứu xác định quan hệ tuyến tính đối với từng loại cây trồng nên tốn thời gian. Kovar và Forber [3] đề xuất phương pháp phun mù bằng nước để đo diện tích lá rời. Pandey và cộng sự [4] đề xuất phương pháp cân giấy sau khi cắt giấy theo đường biên diện tích lá, thực chất là thay thế cho phương pháp cân lá hay đếm ô vuông trên giấy milimet. 
Các phòng thí nghiệm cây trồng được trang bị hiện đại hiện nay chủ yếu sử dụng thiết bị đo lá chuyên dụng (Leaf Area Meter), dựa trên nguyên tắc của một thiết bị scanner và bộ vi xử lý như Caldas và cộng sự mô tả lần đầu tiên năm 1992 [5]. Phương pháp này có nhiều ưu điểm như không phá hủy lá, tiết kiệm thời gian, tiện dụng, nhưng đắt tiền, thiết bị đo có kích thước tương đối hạn chế về chiều rộng, độ lặp không cao. Dựa trên nguyên tắc đó, O’ Neal và cộng sự [6] đề xuất một phương pháp sử dụng máy quét hình ảnh desktop scanner được trang bị phổ biến ở các văn phòng để tạo các file hình ảnh mẫu lá dưới dạng số hóa, sau đó sử dụng phần mềm xử lý ảnh thích hợp để xác định diện tích của các mẫu lá thông qua việc xác định số pixel trên hình ảnh vật thể. Tuy nhiên, đến nay chưa có công trình nào ở Việt Nam quan tâm đến phương pháp này. Việc tận dụng khả năng của một thiết bị văn phòng thông dụng cho một phép đo có tần suất sử dụng lớn trong nghiên cứu cây trồng có ý nghĩa thực tiễn lớn. Trong bài báo này, chúng tôi khảo sát đánh giá kỹ thuật đo diện tích lá bằng phương pháp sử dụng máy desktop scanner và phần mềm xử lý hình ảnh, ứng dụng vào việc khảo sát ảnh hưởng của phân bón đất hiếm đến diện tích lá cam. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Vật liệu nghiên cứu
Lá cây cam giống Xã Đoài được thu hái trên vườn cam thực nghiệm tại Nghĩa Đàn và Quỳ Hợp, mỗi cây hái ngẫu nhiên lá thứ 4 và 5 tính từ ngọn của 4 cành ở hai hướng đông và tây, bảo quản trong các túi PE riêng trong thùng bảo ôn 4-8°C cho đến khi xử lý tiếp theo. Các cây cam thực nghiệm được bón phân đất hiếm theo các công thức khác nhau về liều lượng và cách bón. 
2.2. Thiết bị và phương pháp

Sử dụng thiết bị máy quét ảnh CanoScan LiDE 210 MP Navigator EX, mật độ scan 600 dpi. Phần mềm xử lý ảnh ImageJ ver 1.48t được cung cấp miễn phí tại website: http://imagej.nih.gov/ij. 

Phương pháp đo diện tích lá được dùng để so sánh là sử dụng thiết bị đo diện tích lá chuyên dụng AM350 hãng ADC Bioscientific (Anh) của phòng thí nghiệm cây trồng – Phân Viện Nông nghiệp Bắc Trung Bộ, và phương pháp cân giấy. Trong phương pháp cân giấy, các mẫu lá được đặt phẳng trên giấy vẽ kỹ thuật kẻ ô ly, dùng bút chì nét nhỏ vẽ đường bao mép lá trên giấy. Dùng kéo cắt giấy theo đường biên đã vẽ và cân trên cân phân tích Satorius 210S, độ chính xác 0,0001g. Cắt một mẫu giấy có diện tích chính xác 10,00 cm2 và cân để xác định khối lượng ứng với 1,00 cm2 làm đơn vị quy đổi từ khối lượng cân giấy ra diện tích. Mỗi lá đều được đo lặp lại 3 lần độc lập. 
Các giá trị đo được xử lý thống kê sử dụng phần mềm Excel-2003. 
III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Phương pháp đo diện tích lá bằng máy quét ảnh kỹ thuật số và phần mềm xử lý ảnh

3.1.1. Scan mẫu lá

Các mẫu lá được đặt vào máy quét, tiến hành scan và lưu file dạng ảnh (định dạng file JPEG). Số lượng mẫu lá mỗi lần quét tùy thuộc diện tích mặt quét máy scan, sao cho đảm bảo mỗi lá được tách rời khỏi lá khác. Tất cả các mẫu đều phải scan ở cùng mật độ scan. Để lập thang đo độ dài chính xác kèm theo ảnh scan, chúng tôi sử dụng một băng giấy vẽ kỹ thuật (có chia ô ly chính xác đến mm) đặt kèm cạnh mẫu lá trong máy scan.
3.1.2. Xử lý ảnh đo

Nguyên tắc chung của việc đo diện tích hình ảnh bằng kỹ thuật số là việc tính số pixel ảnh trên cơ sở định sẵn một thang đo kích thước, từ đó quy đổi từ số pixel ra đơn vị diện tích. Phương pháp xử lý ảnh để tính diện tích lá được tiến hành theo [4] như sau.
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Bước 1. Đặt thang đo độ dài cho ảnh: vẽ một đường thẳng có độ dài chính xác trong hình ảnh, sau đó khai báo độ dài này trong Set Scale. Chẳng hạn, vẽ đoạn thẳng ứng với 50mm trong hình ảnh, lấy theo thang đo của giấy vẽ được scan cùng mẫu. Trong Set Scale đặt vào ô độ dài giá trị 5.00, ô đơn vị nhập cm, chọn Global. Phần mềm sẽ hiểu đoạn thẳng trên hình được quy ước có độ dài 5,00cm, dùng làm đơn vị đo cơ sở để tính diện tích lá. Do đó việc vẽ đoạn thẳng có độ dài chính xác cần được thao tác cẩn thận. 
  Bước 2. Đưa toàn bộ hình ảnh scan về chế độ đơn màu (màu đỏ), đồng nhất mật độ. Thao tác này giúp cho việc tính số pixel ảnh trở nên tỷ lệ thuận với diện tích hình theo thang đo độ dài đã được định nghĩa ở trên. Ở chế độ nguyên gốc, hình ảnh scan của mẫu được biểu thị theo thang HSB (Hue, Saturation, Brightness). Tại mỗi điểm ảnh, thành phần pixel được biểu thị bằng bộ giá trị aaa, bbb, ccc. Khi chuyển đến chế độ biểu thị ngưỡng màu, toàn bộ ảnh sẽ được chuyển về giá trị màu (255; 0; 0) một cách đồng nhất. Thao tác chuyển: Adjust ( Colour Threshold, phần mềm tự động chuyển về chế độ đơn màu đỏ.  
Bước 3. Chọn lá và đo: đối với hình gồm nhiều mẫu lá được scan một lần, cần chọn từng lá để đo. Do đó khi scan các lá phải được đặt tách rời nhau. Thao tác: vào mục Analyse ( Tools ( ROI Manager. Chọn “Wand” trên thanh công cụ, rồi chọn các lá cần đo trên hình. Mỗi lần chọn lá, bấm Add[t] trong menu ROI. Cuối cùng bấm Measure để tính. Giá trị đo được xuất ra file dạng excel. 

3.1.3. Độ chính xác của phương pháp đo lá bằng máy scan kết hợp phân tích ảnh 

Kết quả đo với bộ mẫu 5 lá trong hình 1, được tiến hành đo lặp lại 3 lần với mỗi phương pháp được nêu trong bảng 1. 

Bảng 1. So sánh các số liệu đo diện tích lá bằng phương pháp xử lý ảnh scan và phương pháp đo máy chuyên dụng
	Thứ tự lá


	Diện tích (cm2) tính từ hình ảnh scan
	Diện tích trung bình
	Độ lệch chuẩn
	Diện tích (cm2) đo bằng máy chuyên dụng AM350
	Diện tích trung bình
	Độ lệch chuẩn
	Ftn
(Fcrit 0,0526)

	
	Lần 1
	Lần 2
	Lần 3
	
	
	Lần 1
	Lần 2
	Lần 3
	
	
	

	1
	24,08
	24,24
	24,13
	24,15
	0,08
	23,48
	24,03
	23,79
	23,77
	0,28
	0,0929

	2
	23,58
	23,74
	23,77
	23,70
	0,10
	23,94
	23,45
	23,89
	23,76
	0,27
	0,1445

	3
	38,91
	39,18
	39,07
	39,05
	0,13
	38,87
	39,42
	38,64
	38,98
	0,40
	0,1097

	4
	43,44
	43,71
	43,39
	43,51
	0,17
	44,23
	43,65
	44,51
	44,13
	0,44
	0,1551

	5
	32,06
	32,27
	32,18
	32,17
	0,11
	32,38
	32,97
	33,15
	32,83
	0,40
	0,0729


Bảng 2. So sánh các số liệu đo diện tích lá bằng phương pháp xử lý ảnh scan và phương pháp cân giấy
	Thứ tự lá


	Diện tích (cm2) tính từ hình ảnh scan
	Diện tích trung bình
	Độ lệch chuẩn
	Diện tích (cm2) xác định bằng phép cân giấy
	Diện tích trung bình
	Độ lệch chuẩn
	Ftn
(Fcrit 0,0526)

	
	Lần 1
	Lần 2
	Lần 3
	
	
	Lần 1
	Lần 2
	Lần 3
	
	
	

	1
	24,08
	24,24
	24,13
	24,15
	0,08
	24,06
	24,31
	23,80
	24,06
	0,26
	0,1086

	2
	23,58
	23,74
	23,77
	23,70
	0,10
	23,52
	23,79
	23,27
	23,53
	0,26
	0,1553

	3
	38,91
	39,18
	39,07
	39,05
	0,13
	38,28
	39,01
	38,47
	38,58
	0,38
	0,1229

	4
	43,44
	43,71
	43,39
	43,51
	0,17
	44,31
	44,68
	43,96
	44,32
	0,36
	0,2303

	5
	32,06
	32,27
	32,18
	32,17
	0,11
	32,63
	32,91
	33,24
	32,93
	0,31
	0,1270


Xử lý thống kê số liệu bảng 1 và bảng 2 theo phương pháp so sánh hai phương sai để đánh giá độ chính xác của từng cặp phương pháp đo diện tích lá, cho thấy tất cả các giá trị so sánh Ftn > Fcrit, chứng tỏ phương pháp tính diện tích lá bằng cách xử lý ảnh scanner chính xác hơn phương pháp đo bằng thiết bị AM350 cũng như phương pháp cân giấy, với mức ý nghĩa 0,01. Điều này hoàn toàn có cơ sở vì ảnh scan có mật độ điểm ảnh cao, việc ghi ảnh lá dạng tĩnh nên độ lặp cao, không phụ thuộc thao tác quét ảnh lá ví dụ tốc độ chuyển động của lá qua bàn quét, hay việc vẽ, cắt giấy và cân của người đo. Phép cân giấy có độ lệch chuẩn cao hơn có thể do 4 nguyên nhân: thao tác vẽ biên lá trên giấy, việc cắt giấy theo nét vẽ,  độ chính xác phép cân và độ ẩm của giấy.
Qua thực nghiệm chúng tôi cho rằng ưu điểm khác của phương pháp scan xử lý ảnh là cùng một lúc có thể scan nhiều lá, chỉ cần đặt các lá cách biệt nhau để hình ảnh không bị “dính”, và thao tác nhanh. Các hình ảnh lá rất rõ nét, có thể nghiên cứu phát triển kỹ thuật xử lý ảnh để khảo sát đánh giá bệnh học của lá phục vụ các nghiên cứu khác. 

3.1.4. Các nguyên nhân gây sai số
Qua thử nghiệm các thao tác đo diện tích lá bằng máy scan và phân tích ảnh số, chúng tôi xác định được các nguyên nhân chính gây sai số phép đo gồm: 

+ Mật độ scan ảnh lá không đồng nhất giữa các mẫu. Để cho chất lượng scan mẫu tốt nhất, ổn định giữa các mẫu đo và các lần đo khác nhau, cần scan tất cả các mẫu lá ở mật độ cao nhất của máy scan. 

+ Định thang đo kích thước mẫu: việc vẽ đoạn thẳng có độ dài xác định ở bước 1 thường mắc sai số, làm giảm độ lặp do thao tác vẽ bằng tay của người xử lý ảnh. Do đó, để tăng độ chính xác, trước khi vẽ đoạn thẳng để định thang đo, cần phóng đại hình ảnh scan lên đủ lớn sao cho thao tác vẽ có độ chính xác và độ lặp lại cao. 
+ Các thông số xử lý ảnh trước khi đo. Ảnh hưởng của các thông số xử lý trong thao tác hiệu chỉnh màu ảnh đến ngưỡng màu rất quan trọng. Nếu đặt các thông số trong menu Colour Threshold khác nhau đối với các mẫu khác nhau sẽ dẫn đến sự sai lệch kết quả đáng kể. Đây cũng là một nhược điểm của phương pháp xử lý ảnh kỹ thuật số nói chung. Tuy nhiên, dễ dàng tránh được sai số này bằng cách sử dụng đồng nhất một chế độ hiệu chỉnh màu và cùng một ngưỡng màu. Trong phép đo của chúng tôi, ảnh scan được biểu thị dạng HSB (Hue, Saturation, Brightness), khi chuyển về ngưỡng màu để xác định diện tích, các giá trị màu theo từng tọa độ được đồng nhất về bộ giá trị (255; 0; 0). 
3.2. Khảo sát ảnh hưởng của phân bón vi lượng đất hiếm đến diện tích lá cam
Sử dụng phương pháp nêu trên, chúng tôi đã tiến hành đo diện tích lá cam các mẫu thu hái tại vườn cam thực nghiệm bón phân vi lượng đất hiếm tại Nghĩa Đàn và Quỳ Hợp. Số liệu được xử lý thống kê bằng Excel. Các công thức bón khác nhau được áp dụng với ký hiệu như sau: QH là vườn thực nghiệm ở Quỳ Hợp; NĐ là ký hiệu vườn thực nghiệm ở Nghĩa Đàn; L là công thức chỉ bón lót phân đất hiếm Phấn Tiên; LT là công thức bón lót trước mùa ra hoa và bón thúc vào thời kỳ nuôi quả; Lá – là ký hiệu công thức có tưới phân bón lá Thủy Tiên; ĐC là các mẫu đối chứng. Các số trong ký hiệu công thức để chỉ các cá thể thực nghiệm. Tất cả các cây thực nghiệm và đối chứng đều giữ nguyên các chế độ chăm sóc và bón phân nền như nhau theo kỹ thuật canh tác thường niên của các nông hộ, thể hiện ở bảng 3. 
Bảng 3. Các công thức bón phân cho cam
	Ký hiệu
	Cách bón
	Phân Phấn tiên
	Phân Thủy tiên

	L
	Bón lót
	20 – 80 g
	-

	LT
	Bón lót + bón thúc
	20 – 80 g
	-

	Lá
	Tưới qua lá
	-
	7,5ml/cây

	L – Lá
	Bón lót + tưới qua lá
	20-80 g
	7,5 ml/cây

	LT-Lá
	Bón lót + bón thúc + tưới qua lá
	20-80g
	7,5 ml/cây

	ĐC
	Công thức đối chứng 
	-
	-


Bảng 4. Ảnh hưởng của phân bón vi lượng đất hiếm đến diện tích lá cam (cm2)
	Mẫu
	Diện tích
	Trung bình
	Mẫu
	Diện tích
	Trung bình

	QH-L4-Lá-07
	33,51
	31,74 ± 1,59 a,b ,c
	NĐ-L4-Lá-07
	32,93
	31,99 ± 1,08 a,b,c

	QH-L1-Lá-07
	30,46
	
	NĐ-L1-Lá-07
	30,81
	

	QH-L3-Lá-04
	31,25
	
	NĐ-L3- Lá-04
	32,21
	

	QH-LT2-Lá-07
	31,45
	32,28 (0,73  a,b
	NĐ-LT2-Lá-07
	31,92
	32,25 ± 0,35 a,b

	QH-LT3-Lá-08
	32,82
	
	NĐ-LT3-Lá-08
	32,22
	

	QH-LT2-Lá-10
	32,59
	
	NĐ-LT2-Lá-10
	32,63
	

	QH-L4-20
	30,01
	29,86 ± 0,98 c,d 
	NĐ-L4-20
	28,88
	29,22 ± 1,53 c,d

	QH-L3-15
	28,81
	
	NĐ-L3-15
	27,89
	

	QH-L1-12
	30,75
	
	NĐ-L1-12
	30,88
	

	QH-ĐC-1
	27,76
	28,07 ±1,80 c,d
	NĐ-ĐC-1
	28,88
	28,62 ± 0,81 c,d

	QH-ĐC-2
	30,00
	
	NĐ-ĐC-2
	29,27
	

	QH-ĐC-3
	26,45
	
	NĐ-ĐC-3
	27,72
	


Ghi chú: các giá trị có cùng chữ a,b,c,d là không khác nhau với mức ý nghĩa 0,05.
Các số liệu cho thấy có sự tăng từ 5 – 15% diện tích lá ở cây bón phân đất hiếm so với đối chứng. Sự khác nhau có nghĩa về diện tích lá cam giữa công thức bón đất hiếm với công thức đối chứng cho thấy tác động tích cực của đất hiếm lên cây cam. Diện tích lá ở công thức chỉ bón lót cho đất có thấp hơn so với các công thức kết hợp bón qua đất và tưới qua lá. Theo một số tác giả, hấp thụ đất hiếm qua rễ có tác dụng làm tăng khả năng ra rễ mới, thúc đẩy quá trình hấp thu dinh dưỡng của cây, nhưng một số tác giả khác cho rằng cách tưới qua lá cho kết quả tốt hơn [7]. Một số nghiên cứu tác động của đất hiếm trên những cây trồng ngắn ngày cho thấy đất hiếm có tác dụng tăng hấp thu N, P và K, ví dụ trên cây lúa tương ứng là 16,4%, 12% và 8,5% [8], cây khoai tây tăng hấp thu nitrat 8,13% sau khi bón đất hiếm [9]. Yang và CS  [10] cũng đã xác định được sự tăng hoạt tính của nitratase trong lá và tăng số lượng nốt sần ở rễ lúa mì, dẫn đến tăng cường quá trình cố định đạm lên đến 24%. Những kết quả nghiên cứu này có thể giải thích sự tăng diện tích lá cây khi sử dụng phối hợp đất hiếm bón cho đất và tưới qua lá đối với cây cam trong nghiên cứu của chúng tôi. 
Sự tác động của phân tưới qua lá theo chúng tôi là hiệu quả hơn so với phân bón đất do hai nguyên nhân. Thứ nhất, vì các nguyên tố đất hiếm đều mang số oxy hóa +3 (trừ Ce có số oxy hóa +4), nên chúng có khả năng tạo photphat khó tan [7]. Do đó khi bón qua đất, chúng dễ bị liên kết với ion photphat từ đất và phân lân, làm chậm tác dụng của chúng với cây trồng. Thứ hai, việc hấp thu đất hiếm dạng hòa tan trực tiếp qua lá giúp cây sử dụng nhanh và hiệu quả hơn.  

Sự tăng diện tích lá cam là một yếu tố góp phần tăng cường quá trình quang hợp của cây, nâng cao tốc độ tích lũy dinh dưỡng nuôi quả. Với cùng một cách bón, sự khác nhau về liều lượng bón trong khoảng khảo sát không thể hiện rõ sự khác nhau có nghĩa về diện tích lá.
IV. KẾT LUẬN
Sử dụng máy quét ảnh kỹ thuật số và phần mềm xử lý ảnh số ImageJ có thể cho phép thực hiện phép đo diện tích lá cây với độ chính xác cao, độ lặp lại tốt, tiện dụng nhờ trang thiết bị phổ biến và phần mềm tiện ích, tiết kiệm thời gian nhờ có thể xử lý đồng thời nhiều lá. Các mẫu lá được lưu trữ hình ảnh có thể sử dụng cho các mục đích nghiên cứu khác. 

Thông qua việc xác định diện tích lá, đã chứng tỏ rằng việc sử dụng phân bón đất hiếm có tác dụng làm tăng diện tích lá cam, đặc biệt là với việc sử dụng phân bón qua lá. Kết quả này sẽ được chúng tôi khẳng định thêm bằng những thí nghiệm và phép đo khác liên quan đến khả năng quang hợp của lá.
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SUMMARY
LEAF AREA MEASUREMENT BY DESKTOP SCANNER AND DIGITAL IMAGE ANALYSIS, USING TO INVESTIGATE THE EFFECT OF RARE EARTH FERTILIZER ON THE SWEET ORANGE
An efficient, accurate and cheap method of leaf area measurement has been surveyed. The desktop scanner CanoScan LiDE 210 MP Navigator EX, 600 dpi scan density and  ImageJ ver 1.48t software have been used to scan and process leaf samples. The results shown that the standard deviation from this method was in range from 0.08 to 0.11, was much lower than that used the AM350 Portable Leaf Area Meter (from 0.28 to 0.40) and the Card-Paper Sheet method (from 0.26 – 0.31). Moreover, this method was used to investigate the effect of REEs on the growth of sweet orange Citrus sinensis (Vinh trademark). The results shown that leaf area had been increased by REEs fertilization (29.22 to 32.28 cm2 in comparison with 28.07 cm2 of control).
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           a)                               b)


Hình 1. Ảnh mẫu lá scan (a) và ảnh mẫu lá đó khi chuyển về ngưỡng màu đỏ (b) bằng phần mềm ImageJ
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