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Resumen

La concha de abanico es una especie que esta siendo muy requerida por el mercado
nacional y principalmente internacional. Una de las etapas mas importantes en su
produccion es el abastecimiento de semillas de conchas de abanico. Existen dos
métodos para obtenerlas: una es mediante la captacion natural y otra es a través de su
produccion en laboratorios especializados. Debido a los bajos volumenes obtenidos a
través de la captacién natural, el Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero
(FONDEPES) ha implementado un centro para la produccion de conchas de abanico
en el Centro de Acuicultura La Arena, Playa El Basurero, Distrito Comandante Noel,
Provincia de Casma, Departamento de Ancash. Es ahi donde se realiza la produccion
de semillas de conchas de abanico las cuales son alimentadas con microalgas,
también producidas en el laboratorio a partir de cepas seleccionadas. Las larvas son
monitoreadas diariamente por personal especializado, empleando un microscopio,
para determinar su estado y volumen debido a que esta especie presenta una alta
mortandad llegando en algunos casos a eliminar todo el volumen si es que no ha
logrado el crecimiento adecuado debido a que son muy sensibles a varios factores
como luz, temperatura, alimento, entre otros. Actualmente la labor de inspeccion de los
especialistas es mondtona y consume un importante nimero de horas diarias, ademas
este problema aumentara ya que se planea en el futuro incrementar el volumen de

produccién actual.

El presente documento contiene el resultado de la investigacion sobre la
implementacién de un sistema basado en procesamiento de imagenes, para
determinar el nimero y tamafio de larvas de conchas de abanico presentes en

tanques.

El documento se divide en cuatro capitulos y una seccién de anexos que contiene los
programas desarrollados y las hojas técnicas de los equipos utilizados en el desarrollo
del sistema de vision. El primer capitulo explica la problemética en la etapa de
abastecimiento de semillas. En el segundo capitulo se presentan algunos trabajos de
investigacion realizados para otras especies aplicadas para determinar el volumen y
tamafio. El tercer capitulo presenta el sistema de vision y los algoritmos desarrollados
para el analisis de imagenes. Finalmente, en el cuarto capitulo se muestra los

resultados, conclusiones y recomendaciones finales.
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INTRODUCCION

La acuicultura de conchas de abanico es una actividad que apunta a seguir creciendo
en el futuro debido a la alta demanda de productos acuicolas en relacién a aquellos
provenientes de la extraccion silvestre. EI motivo principal se debe a que los primeros
garantizan seguridad en términos sanitarios, sin embargo, en la actualidad, el Per no
cuenta con grandes valores de producciébn en comparacion a su competidor Chile

debido a diversos problemas que ocurren en las etapas de produccion.

Actualmente, la mayor produccién procede de la extraccién silvestre, sin embargo, no
es seguro en el futuro contar siempre con el stock necesario para cubrir la demanda
tanto nacional como extranjera, es por eso que, una solucion para satisfacer la
demanda es el cultivo en laboratorios (hatcheries) la cual debe de cumplir con ciertas

caracteristicas para garantizar una optima produccion.

La presente investigacion se ha realizado en el Centro de Acuicultura de La Arena
ubicado en Casma, provincia de Ancash y se centra principalmente en la primera
etapa de produccién de conchas de abanico la cual es el abastecimiento de semillas.
En dicha etapa, realizar un seguimiento continuo del nimero y tamafio de las semillas

permitird determinar el éxito o no en las siguientes etapas de produccion.

El objetivo principal de este trabajo consiste en mejorar el método de control de
calidad enfocado en la primera etapa de produccion, el cual serd muy util en la labor
del biélogo, permitiéndole tomar medidas correctivas y preventivas en la obtenciéon de

un mayor volumen de larvas de conchas de abanico.

Este trabajo de investigacion se encuentra dividido en cuatro capitulos principales: el
primero de ellos trata sobre los problemas actuales que ocurren durante el
abastecimiento de semillas de conchas de abanico. El segundo brinda informacion
sobre trabajos de investigacion realizados en otros tipos de especies asi como
también conceptos generales para una mejor comprension del tema. En el tercer
capitulo se explica los equipos y algoritmos que se utilizaron para determinar el
numero y tamafo de larvas de concha de abanico. Finalmente el cuarto capitulo indica

los resultados alcanzados, conclusiones y recomendaciones finales.
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CAPITULO 1
PRODUCCION DE CONCHAS DE ABANICO EN EL PERU

1.1 Las conchas de abanico y su situacion actual en el Peru
La concha de abanico es un molusco filtrador de dos valvas que se encuentra
distribuida geograficamente desde las costas de Nicaragua hasta Coquimbo en Chile.

Su descripcion taxondmica es la siguiente:

Phylum : Mollusca

Clase ; Pelecipoda

Orden : Pterioidea

Familia ; Pectinidae

Género : Argopecten

Especie : Argopecten purpuratus

Este molusco presenta la caracteristica de ser hermafrodita, es decir, presenta los 2
gametos, uno de color cremoso (esperma) y el otro de color naranja (6vulos). Habita
entre profundidades que van desde los 5m hasta los 30m y entre temperaturas que
van desde los 13°C hasta los 28°C. Se alimenta de varios tipos de fitoplancton tales

como Isochrysis galbana, Chaetoceros sp, entre otros.

Partes comestibles
Masa visceral

Gonada masculina Pie
‘Coral'
Muisculo aductor
‘Tallo o callo’
Gdénada femenina Branquias

'Coral'

Manto

Valva o concha

Figura 1.1: Anatomia interna de la concha de abanico (Fuente: MAXIMIXE)
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Actualmente, el Perl cuenta con condiciones naturales para el desarrollo de esta
especie, entre ellas la riqueza del plancton, la ausencia de temporales y las
temperaturas estables del mar. Ademés de poseer un alto valor nutricional, cuenta con
una fuente de mercado muy atractivo en Europa (Francia, Bélgica, Italia, Espafa y
Alemania) y EE.UU., paises en donde se poseen restricciones de acceso a los

mercados debido a temas sanitarios y que se encuentra afecto al pago de arancel [12].

En la figura 1.2 se observa que en el 2008, la cosecha de conchas de abanico
procedentes de la actividad de acuicultura en el ambito maritimo fue de 14703 TM lo
cual muestra una disminucién en comparacion al del afio 2007 el cual fue de 18518
TM [13] lo cual se debe a la crisis financiera producida a finales del 2008 que afect6 a

las exportaciones.

Cosecha de Conchas de Abanico

20000
18518

18000
16000 -
14703
14000
12337
12000 - 11065
10485
10000 -
8000 6670
6500 5701
15 3913
a000 1 2
G i i i i i i .

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

™

Afo

Figura 1.2: Cosecha de recursos hidrobiologicos de la actividad de acuicultura de
conchas de abanico, 2000-08 TM (Fuente: PRODUCE)

Para el afio 2009, desde Enero hasta Julio, se tiene registrado la cifra de 6277,22 TM

en cosecha de concha de abanico [14].

En la actualidad, la comercializacion al mercado europeo de la concha de abanico es
congelada y fresca refrigerada con tallo y coral (la parte roja), mientras que a los

mercados mas amplios como EE.UU. sélo se exporta el tallo.

En los ultimos afios, Francia ha sido el mercado europeo mas grande de conchas de

abanico. En el afio 2008, el Perl le export6 2698 TMB de conchas de abanico

3
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procedente de la actividad de acuicultura lo que representd el 72% del volumen total
exportado (ver figura 1.3), obteniendo un promedio de US$ 26 millones. En este
mercado, las conchas de abanico son muy solicitadas en todas las tallas y calibres. En
el mercado espafiol, el Pera exporté 155 TMB de conchas de abanico en el afio 2008
obteniendo un promedio de US$ 1 millon. En este pais, las conchas de abanico son
muy apreciadas por los consumidores espafioles por lo que es necesario promover la
exportacion de manera mas intensa en este pais. Finalmente, hay que destacar que
Italia ha mostrado en los ultimos afios un aumento progresivo en el consumo de esta

especie marina [15].

Exportaciénde concha de abanico segln pais
destino (TMB)

Alemania Otros

0% 2%
_\,1_1 Z

i

-

Nueva Australia

Paises Bajos

3%

Reino Unido
2%

Zelandia _ 9%
1%

—“—

Bélgica
0%

TOTAL: 3742 TMB

TMB : Tonelada métrica bruta

Figura 1.3: Exportacion de conchas de abanico procedentes de la actividad de
acuicultura segun pais de destino en el afio 2008 — TMB (Fuente: PRODUCE)

Segun Produce, en el afio 2009, desde Enero hasta Julio, se tiene registrado 2716

TMB en exportacion de concha de abanico con un total de US$ 18.5 millones [16].

1.2 Etapas de produccion de la acuicultura de conchas de abanico

El método de cultivo utilizado por la gran mayoria de cultivadores de este molusco es
el de cultivo suspendido el cual es de origen japonés y que permite acortar el tiempo
de cultivo pudiéndose obtener la cosecha en un tiempo promedio de 1 afio. En el
Centro Acuicola La Arena (Casma, Ancash) se utiliza este método para el proceso
productivo.
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Para la presente investigacion se recurrié a manuales de la FAO (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion), manuales sobre conchas de
abanico ubicado en la biblioteca de FONDEPES y al testimonio de expertos que
trabajan en el Centro Acuicola La Arena (Casma, Ancash).

La figura 1.4 presenta la division de las etapas en las que se desarrolla la acuicultura

de conchas de abanico.

e
e
—

Figura 1.4: Etapas del proceso productivo

A continuacion se hace una descripcion breve de las 5 etapas de produccion.

A. Abastecimiento de semilla

Esta etapa puede realizarse de 2 maneras, mediante la captacion en el
ambiente natural o desde laboratorios especializados en produccion de
semillas.

a. Captacion en el ambiente natural

Este método utiliza colectores los cuales consisten de una bolsa cebollera
con una abertura de malla de 1mm el cual lleva en su interior el colector

netlon azul permitiendo de esta manera el ingreso de larvas que se
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encuentran en fase pediveliger con mancha ocular mas no de particulas o

materias sélidas e impedir su salida. Consta de 3 fases:

- Monitoreo larval: Se realiza el muestreo del agua diariamente con el
objetivo de determinar la presencia o ausencia de larvas pediveligeras
con macha ocular de concha de abanico para tomar la decision de
instalar los colectores.

- Instalacién de colectores: Son colocados en los periodos de mayor
abundancia de larvas en el mar por un periodo de 2 meses y cuyo
objetivo es la captacién de semillas del medio natural.

- Desactivacién de los colectores: Después de haber transcurrido el
periodo de 2 meses se procede a la desactivacion de los sistemas

instalados.

Al cabo de este tiempo, se obtienen semillas con tallas de 5 a 10mm.con
una densidad aproximada entre 100 a 600 unidades.

b. Produccion Artificial en Laboratorio

Este método consiste de 5 etapas fundamentales:

- Seleccién y acondicionamiento de reproductores: La seleccion de
reproductores se realiza a través de la apreciacion visual cualitativa y
cuantitativa de la concha de abanico, es decir, son elegidos en funcion
al tamafio, forma y condicion de la gonada que debe poseer una textura
lisa, no granulosa, sin manchas, ni parasitos y un color definido tanto
blanco para la parte masculina y rojo intenso para la parte femenina.
Adicionalmente, también se emplea el indice gonadal (peso de la
gobnada dividido por el peso de las partes blandas, multiplicado por 100)
el cual debe ser mayor del 80% como valor referencial.

Una vez seleccionados los reproductores, estos son colocados en
tanques y alimentados con Chaetoceros sp (género de microalga que se
utiliza como alimento natural para las larvas de concha de abanico).

- Desove y fecundacion: En esta etapa para inducir al desove de los
reproductores se pueden utilizar métodos quimicos o fisicos. Uno de los
métodos de este Ultimo consiste en incrementar gradualmente la
temperatura entre 16 a 23°C, con la finalidad de generarles un estrés
para que luego de un periodo de tiempo reaccionen emitiendo 6vulos y

6
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espermatozoides. El obtener estos gametos conlleva a realizar la
fecundacion en donde se debe guardar una relacion de 5
espermatozoides por 1 o6vulo. Antes de la fusibn de los nucleos
masculino y femenino para formar el cigoto, éste Ultimo debe
experimentar la reduccién cromética. Una vez llevada a cabo dicha
reduccion cromatica hay una fusién de nicleos y como consecuencia se
forman 2 cuerpos polares en general facilmente visibles lo cual nos
indica que se ha conseguido la fecundacion. Finalmente, los 6vulos
fecundados son transportados a los tanques de cultivo donde

completaran su desarrollo embrionario.

- Cultivo de larva: Una vez llevada a cabo la fecundacion se inician las
divisiones celulares-segmentacion que posteriormente dan origen a la
formacion de la larva trocofora con motilidad. Las trocoforas son de
forma ovalada, de un tamafio de 60-80 um. Luego, se inicia la fase
larvaria inicial la cual es conocida como la fase de charnela recta, D o
Prodisoconcha |. Su longitud varia entre 80-100 um y presenta dos
valvas, un sistema digestivo completo y un velo el cual es un 6rgano
circular que sobresale de las valvas. Gracias a sus cilios presentes a lo
largo de su margen exterior, las larvas pueden nadar para mantenerse
en la columna de agua alimentandose con fitoplancton a través de su
velo. Conforme van creciendo las larvas, éstas comienzan a desarrollar
unas protuberancias llamadas umbos en la concha cerca de la
charnela. Cuando estas protuberancias sobresalen, la larva se
encuentra en la fase umbonada o Prodisoconcha Il. Su longitud varia
entre 100-170 um. Cuando ya estan a punto de alcanzar la madurez en
esta fase, las larvas desarrollan un pie, branquias rudimentarias y
aparece una pequefia mancha oscura circular denominada mancha
ocular. Su longitud es de 220 pum. En este momento, las larvas
comienzan a asentarse utilizando el pie para arrastrarse al sustrato.
Cuando lo encuentra, la larva ya se encuentra preparada para la fase
de metamorfosis y dejar el estado planctonico.

- Metamorfosis y asentamiento larval: La metamorfosis es un momento
critico y doloroso para la larva pues deja su actividad natatoria y
planctonica para pasar a una existencia sedentaria y benténica en
donde suelen ocurrir altos indices de mortalidad. Luego de esta etapa,

la post-larvas buscan un sustrato donde fijarse. Generalmente se
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utilizan los colectores los cuales estan construidos de una bolsa que en
su interior ofrecen un sustrato ideal a la fijacion larval permitiendo
adema@s el flujo de agua. Su uso reside en el mayor tiempo de vida util

pudiéndose recuperar el material y utilizarlo nuevamente.

- Cultivo de post-larva: Consiste en el traslado de los colectores al medio

ambiente natural.
Esta fase tiene una duracion entre 2 a 3 meses aproximadamente. La talla de
recoleccién de semillas es de 5 a 10mm. La densidad obtenida procedente de

los colectores varia entre 500 a 1000 semillas de concha de abanico.

Cultivo inicial o pre-cultivo

Esta actividad se inicia con el desprendimiento de las semillas de los
colectores, las cuales son tamizadas por tallas para luego ser ubicadas y
contadas, luego son sembradas en linternas con las mismas densidades de
piso dependiendo de las tallas. Durante esta fase se pasa por linternas cuyo
diametro de abertura de malla varia entre 2mm a 15mm. Esta fase termina con
el traslado de las semillas al sistema L1 con siembra de 150 unidades por piso

con rango de tallas de 20 a 30mm. Esta fase tiene un periodo de 3 meses.

. Cultivo intermedio o de juveniles

Después de haber permanecido 3 meses en el sistema L1, las conchas son
cambiadas a linternas con didmetro de abertura de malla de 21mm. Se
obtienen densidades entre 60 a 80 unidades por piso con tallas de 30-40mm y

50-55mm. Esta fase tiene un periodo de 3 meses.

. Cultivo final o engorde

Luego de 3 meses, las conchas son llevadas a sistemas con didmetro de
abertura de malla de 32mm. Existen densidades de 30-40 unidades por piso

con tallas de 60 a 75mm. Esta fase tiene un periodo de 3 meses.
Cosecha

Esta es la Gltima etapa del cultivo en donde la concha de abanico es extraida

principalmente aquellas con tallas superiores a los 75mm.
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1.3 Detalles del proceso actual para determinar la cantidad y tamafio de

larvas en la etapa de abastecimiento de semillas de manera artificial.

El abastecimiento de semillas de laboratorios conjuntamente con la extraccion de
semillas de manera natural es una de las etapas mas importantes durante la
produccion de conchas de abanico debido a que resulta ser el punto de partida para
poder lograr altos indices de produccion. La existencia de un laboratorio especializado
en produccién de semillas se debe a que no siempre se consiguen de manera natural

los volimenes minimos necesarios para cubrir la demanda tanto interna como externa.

Gracias al apoyo de la Ing. Blanca Morales y del Ing. Julio Maidana, quien es el
encargado de la administracion del Centro Acuicola La Arena, Casma y en cuyo lugar
se llevé a cabo dicha investigacién (ver figura 1.5), se conocio el proceso que se
realiza para obtener el numero y area de las larvas de conchas de abanico en esta

etapa.

CENTRO ACU =25
LAARENA CASMA ~ — =

PROMIBIDD INGRESAR

- = PP
- - < - P o e

Figura 1.5: Centro Acuicultura La Arena Casma

Se extrae de un tanque de 3, 5 6 10 m® todas las larvas y se las coloca en un tanque
de 20L. Luego se extrae 5ml del tanque de 20L para utilizarlo como muestra inicial. Se
mezcla 19ml de agua con 1ml de la muestra inicial mas 2 gotas de lugol. El lugol es
una solucion de Yodo (I,) al 1% en equilibrio con Yoduro de Potasio (KI) al 2% en

agua destilada utilizado para inmovilizar a las larvas.
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Posteriormente, se extrae 1ml de la muestra diluida y se lo coloca en una camara
llamada Sedgewick-Rafter el cual consiste de una ldmina rectangular de 2cmx5cm
formada por 1000 cuadrados pequefios de 1mm de lado. Se coloca un portaobjeto
encima de la cAmara y se procede a realizar el conteo de las larvas en los 1000
cuadrados utilizando un microscopio y un contémetro (dispositivo mecénico con
pulsador para conteo manual). Este conteo tiene una duracion de 3 minutos
aproximadamente. Al finalizar, multiplica el numero de larvas obtenido con el
contémetro con 400 mil el cual resulta del producto de 20L con 20ml. Con el objetivo
de disminuir el error en la medicién, el bidlogo realiza este proceso 3 veces
comenzando desde la extraccion de 1ml de muestra diluida para finalmente promediar
los tres resultados y obtener un nimero total promedio de larvas para el tanque inicial.
Luego de realizar el conteo de las larvas, se procede a determinar el area de la larva,
para ello se utiliza un portaobjeto con superficie concava en el centro y un microscopio
con un ocular micrométrico. Este proceso dura aproximadamente 15 minutos debido a
gue es necesario esperar a que la larva se ubique en una posicion apropiada para
poder realizar la medicién. En la figura 1.6 podemos observar el trabajo realizado por
el bidlogo.

W

Figura 1.6: Método actual utilizado por el bilogo en la obtencién de las dimensiones
de las larvas

1.4 Declaracion del problema
Existen diversos factores que traen como consecuencia un alto indice de mortalidad

durante el abastecimiento de semillas en los laboratorios. Entre éstas se encuentran la
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presencia de protozoarios, alta intensidad de luz, variaciones de temperatura, mala
calidad de agua, mala filtracion de agua, mal lavado de los utensilios de trabajo y mala
alimentacion a las larvas. En este Ultimo caso, si no se le suministra la cantidad
adecuada de alimento, las larvas mueren por poca cantidad de alimento. Por el
contrario, si se le suministra una cantidad mayor a la que necesitan, engordan

demasiado, pierden movilidad, van al fondo y también mueren.

Es por eso que, debido a todos estos problemas presentes en esta etapa, los
acuicultores requieren contar con una herramienta que le permita realizar un
seguimiento “diario” del nimero y tamafo de larvas presentes en los tanques durante
el abastecimiento de semillas de manera artificial. Esto permitira determinar
diariamente la cantidad adecuada de alimento que se les debe suministrar, con poca
cantidad de alimento no crecen adecuadamente y mueren mientras que con alta
cantidad de alimento, engordan demasiado, caen al fondo del tanque y mueren. De
esta manera se podra reducir el indice de mortalidad con lo cual habr4d un mayor
namero de semillas disponibles para producir. Asi mismo es importante que este
andlisis se realice en el menor tiempo posible con lo cual se podra evaluar un mayor
namero de tanques evitando de esta manera un desgaste visual del personal que
actualmente realiza esta labor. Finalmente, también es necesario contar con
tecnologia de punta que permita realizar este analisis diariamente con minimos errores
de célculo lo cual sera muy atil cuando se decida incrementar la produccion de

conchas de abanico.

1.5 Conclusiones
La acuicultura es una actividad que a nivel mundial va a seguir aumentando en el

transcurso del tiempo.

La etapa de abastecimiento de semillas de manera artificial es una etapa muy
importante en el cultivo de conchas de abanico ya que es el punto de partida para
obtener altos indices de densidad de conchas de abanico. Actualmente, la evaluacion
del estado de las larvas en esta etapa no es facil de realizar debido al constante
desgaste visual al analizar las muestras con el microscopio y al tiempo que se requiere
para evaluar cada uno de los tanques, motivo por el cual este proceso no es realizado
diariamente. La automatizacion de este sistema permitira solucionar los problemas
actuales que existen y ademas permitira afrontar con éxito futuros incrementos de

produccion.
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Finalmente, esta investigacion también servird como base para poder realizar estudios

sobre el estado de las larvas en las siguientes etapas de cultivo.
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CAPITULO 2
TECNICAS UTILIZADAS PARA EL ANALISIS DE ORGANISMOS
MICROSCOPICOS

2.1 Estado del arte

2.1.1 Presentacioén del asunto de estudio

Los moluscos bivalvos (ostras, almejas, conchas, entre otras) forman una parte
significante de la produccién pesquera mundial. Durante los ultimos afios ha habido
incrementos en la produccién de bivalvos a través de centros de acuicultura debido a
gque estas especies constituyen una importante y esencial parte de la dieta de muchas

personas en el mundo y que continuaran siéndolo por mucho tiempo.

Hoy en dia, los paises importadores exigen que estas especies aprueben diferentes
estandares de calidad razén por la cual un conocimiento tanto de sus aspectos
anatomico y fisiolégico de estas especies desde su etapa inicial hasta la final es
necesario para asegurar el cumplimiento de estos estandares. Para obtener este
conocimiento se utilizan diferentes equipos de laboratorio tales como el uso de
microscopios electronicos, empleo de hemocitometros (aparato para contar el nimero
de células en un volumen conocido de liquido), citometria de flujo la cual es un método
analitico que permite estudiar propiedades celulares a partir de la medida de emision
de fluorescencia y dispersién de luz producida por la iluminacion de células expuestas
individualmente y arrastradas por un flujo portador y cdmaras de video con algoritmos

de procesamiento de imagenes.

Actualmente, dentro del proceso de la acuicultura, se vienen desarrollando diversas
investigaciones [1], [2], [7], con el fin de optimizar cada una de las etapas del ciclo de
vida de cada especie marina. Es asi que una de las principales areas de investigacion
se centra en el analisis de imagenes microscépicas en donde calcular la cantidad de
organismos biologicos presentes en una imagen y extraer caracteristicas tales como
longitud, &rea, ancho, perimetro, entre otros, viene a ser un punto muy importante en

el control de calidad de dichas especies. Para problemas de conteo, la estrategia usual
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consiste en segmentar y separar todos los objetos que se tocan y proceder a
contarlos, sin embargo, éste método solamente es valido para imagenes en las que los
objetos estan bien separados y el solapamiento es ocasional. Para otros casos, en
donde el conteo de objetos unidos es crucial, es necesaria la aplicacion de algoritmos
de segmentacion automatica para obtener un conteo exacto. Asi mismo se han
estudiado, desarrollado, y evaluado diversos algoritmos de reconocimiento de formas.
Estos algoritmos tienen un amplio campo de aplicacién en distintos campos de la
técnica: deteccién de sefales segun su forma, analisis de imagenes de glébulos rojos
y leucocito para detectar cierto tipo de enfermedades, medida de cristales en
imagenes microscopicas de semiconductores, y conteo automatico de neuronas en

imagenes de secciones cerebrales.

En el presente documento se presentara algunas de estas investigaciones orientados
al conteo, extraccion de caracteristicas y métodos de segmentacion en imagenes en
donde se explicard los diversos algoritmos desarrollados con sus respetivos

resultados.

2.1.2 Técnicas basadas en imagenes
En esta secciébn se mencionard toda investigacion cientifica actual relacionada al
procesamiento de imagenes tanto en los campos de la acuicultura como en la

medicina.

2.1.2.1Sistemas en 3D

En el estudio realizado por J.R Martinez-de Dios [8] se comenta que la estimacion de
la biomasa es una variable de gran interés en la acuicultura con un impacto directo en
la optimizacién del manejo de la produccion, automatizacion de procesos, monitoreo y
control de calidad. El trabajo desarrollado presenta dos sistemas estéreo de bajo costo
para la estimacion de la biomasa de pescado, uno debajo del agua vy la otra, sobre la
superficie del agua; con camaras convergentes sincronizadas para ejecutar la
segmentacion en 3-D. Ademés también se describe sistemas roboéticos para la
alimentacion de los pescados y la limpieza de los estanques debajo del agua.
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Biomass estimation

sl

Figura 2.1: Esquema de sistemas estéreos empleados para la estimacion del peso del
pescado (Tomado de [8], pagina 234)

2.1.2.2 Sistemas en 2D

Una de las principales tareas que se presentan en los laboratorios y que demanda
mayor tiempo es la de proveer una estimacion del numero de larvas que se hallan
presentes en contenedores para luego ser vendidas a los clientes de manera que ellos
obtengan la cantidad exacta por lo que han pagado. El trabajo realizado por W. W.
Boles [3] utiliza una camara de video suspendida sobre los contenedores y mediante
procesamiento de imagenes se estima automaticamente el niumero de larvas de
langostinos con minima intervencion humana y sin la necesidad de uso repetidos de

contenedores de referencia y estimacion visual.

En el campo de la medicina, el conteo diferencial y la evaluacion de la morfologia de
las células de leucocito son variables informativas en un rango amplio de condiciones
clinicas. En la investigacion de B. Swolin [19] se ha desarrollado un sistema llamado
DiffMaster que consiste en un microscopio, una camara CCD, un equipo motorizado
automatizado con capacidad de 8 portaobjetos, hardware electrénico para el control
del motor y la luz y un software para la ubicacion de las células y procesamiento de
imagenes para la preclasificacion de las células de sangre usando redes neuronales
artificiales. El trabajo ha concluido en que el DiffMaster puede ser un sistema de apoyo
el cual junto con un personal calificado del tema puede ayudar en la emisién de

reportes de conteo diferenciales de alta calidad.
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Figura 2.2: Extraccion de patrones en células de leucocito
(Tomado de [19], pagina 141)

En la acuicultura, Vitorino Ramos [17] comenta que la recoleccion de semillas de
larvas silvestres como fuente de materia prima viene a ser la mayor sub-industria en la
acuicultura de mariscos. Sin embargo, para predecir cuando, donde y en qué
cantidades estan disponibles, es necesario realizar un seguimiento de la apariencia y
crecimiento de la larva plancténica. Uno de los grupos mas dificiles de identificar son
las especies Bivalvas debido a que todas las larvas bivalvas tienen forma y color
similar. La identificaciébn basada en la apariencia morfolégica esta limitada por el
tiempo demandado al realizar un andlisis microscépico y por la disponibilidad de
expertos en esta area. Es por eso que su trabajo se orienta al uso de imagenes
digitales y redes neuronales para la extraccion de patrones en la identificacion

automatica y analisis de tamafio de larvas de bivalvos.
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Figura 2.3: Imagenes segmentadas para la identificacion de bivalvos
(Tomado de [17], pagina 2)
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2.1.2.3Segmentacion automatica
La segmentacion de objetos es un procedimiento dentro del campo del procesamiento
de imégenes cuyo objetivo es separar objetos que se encuentran unidos. La
segmentacion automatica de objetos unidos es crucial para una medida exacta de las
caracteristicas de los objetos debido a que objetos unidos considerados como una

sola unidad no representan las verdaderas caracteristicas de los objetos individuales.

En aplicaciones biomédicas, la segmentacion automatica, robusta y exacta de células
individuales o nucleos de células son tareas esenciales en ensayos de cultivo de
células para posteriormente responder a hipétesis bioldgicas. Entre las mediciones
gue se realizan tenemos las mediciones simples tales como el conteo de células o
nacleos de células y mediciones complejas como el grado de elongacién o patrones

espaciales de expresiones de proteina.

Kaustav Nandy [9] desarrollé un algoritmo destinado a la segmentacion automatica de
nacleos de células el cual logra una delineacién exacta de la frontera en presencia de
ruido de fondo considerable, variaciones de nivel de gris de tono y agrupamiento de
nacleos de células. El algoritmo integra informacion de la magnitud de gradiente y
direccion y programacion dinamica para la delineacion exacta del nucleo detectado.

Sus resultados muestran un 97% de precision en la deteccién de los nucleos.

Figura 2.4: Segmentacion automatica para la identificacion de nucleos de células
(Tomado de [9], pagina 2)

Carolina Wahlby [20] presenta una combinacion de algoritmos para la segmentacion
del citoplasma de células en donde las imagenes son obtenidas mediante
fluorescencia microscépica. El algoritmo consiste en un pre-procesamiento de la
imagen, una segmentacion general, un proceso de fusion y finalmente una medida de
calidad de segmentacién la cual consiste en un analisis estadistico de un nimero de

caracteristicas descriptivas de formas. Objetos que tienen caracteristicas que difieren
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de las células solas segmentadas correctamente son luego procesados mediante la
etapa de divisién. Por lo tanto, por analisis estadistico, se consigue un sistema de
realimentacion para la separacion de células unidas. Este sistema mostré una correcta

segmentacion entre 89% y 97% comparandolo con la segmentacion manual.
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Figura 2.5: Uso de andlisis estadistico en la segmentacidn de citoplasma de células
(Tomado de [20], pagina 107)

Finalmente, el estudio realizado por U. Pal [10] describe un método de segmentacion
de manera automatica de un grupo de células unidas utilizando los puntos de
caracteristica del contorno dominante los cuales son las ubicaciones de las hendiduras
de dicho contorno. Este método consiste primeramente en detectar los puntos de
caracteristica a través de un perfil de distancia. Luego, utilizando las caracteristicas de
la forma de las células, estos puntos son seleccionados para la segmentacion. Este
método, comparandolo con la segmentacién manual, mostré una exactitud cerca de
82%.

Figura 2.6: Uso de puntos de caracteristica en la separacion de células
(Tomado de [10], paginas 245 y 248)
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2.1.3 Sintesis sobre el asunto de estudio

Segun la informacién recabada, la acuicultura ha experimentado un crecimiento
grande en los dltimos afos llegando a una produccién de 45 millones de toneladas
métricas por afio, sin embargo la tecnologia empleada en este campo aiun no se
encuentra muy desarrollada en comparacién con la tecnologia orientada a la

fabricacion de productos de manufactura o de procesos en la produccion de comida.

En los Ultimos afios, el procesamiento de imagenes se ha convertido en una
herramienta muy til para la automatizacion de procesos, monitoreo y control de
calidad para distintos tipos de especies. Dependiendo de la problematica a resolver,

este procesamiento puede ser simple o complejo.

Dentro del proceso de acuicultura en el Pera aun no se contempla mucho desarrollo
tecnoldgico lo cual se debe tanto a factores econémicos o técnicos. Particularmente no
se han encontrado registros de desarrollo tecnoldgico en la crianza de conchas de
abanico.

2.2 Conceptualizaciones generales

Luego del estudio realizado en las investigaciones mencionadas y del reconocimiento
de los equipos que actualmente se utilizan en el Centro Acuicola La Arena, en esta
seccion se describe los conceptos basicos empleados para desarrollar la solucion
propuesta los cuales fueron obtenidos de los libros de Gonzalez [5], W.K. Pratt [11] y
Fred Rost [18].

2.2.1 Microscopio 6ptico
Es un instrumento basado en lentes Opticas que permite obtener una imagen

aumentada del objeto. Sus partes mas importantes son las siguientes:

Parte Optica
- Ocular: Lente situada cerca del ojo del observador. Amplia la imagen del objetivo.

- Objetivo: Lente situada cerca de la preparacion. Amplia la imagen de ésta.

- Condensador: Lente que concentra los rayos luminosos sobre la preparacion.

- Diafragma: Regula la cantidad de luz que va a pasar a través de la preparacion.

- Fuente luminosa: Es la luz natural, naturalmente una bombilla, que dirige los rayos

luminosos hacia el condensador.
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Parte Mecanica

Soporte: Mantiene la parte 6ptica. Tiene dos partes: la base y el brazo.

- Platina: Soporte en que se sitlan las preparaciones. Tiene una perforacion en el
centro que deja pasar la luz que viene del condensador.

- Revolver: Contiene los sistemas de lentes objetivo. Permite, al girar, cambiar los
objetivos.

- Cabezal: Contiene los sistemas de lentes oculares. Puede ser monocular,
binocular, etc.

- Tornillos de enfoque: Macrométrico que aproxima el enfoque y micrométrico que

consigue el enfoque correcto.

Oculares

Cabezal

Revélver

: Brazo

Platina

Diafragma ~ . Macrométrico

: Micrometrico

Figura 2.7: Microscopio Optico Motic (Modelo B3-223ASC)

2.2.2 Procesamiento de imagenes
Se refiere a estudiar los mecanismos tales como extraccion de informacion Uutil,
resaltar, mejorar, almacenar imagenes, entre otros, que permiten aplicar algoritmos

matematicos a imagenes.

2.2.3Imagen Digital

Es una funcién bidimensional f(x,y) donde x e y son coordenadas espaciales y la
amplitud f en cualquier par de coordenadas (x,y) es la intensidad o nivel de gris de la
imagen en ese punto. Cuando los valores de amplitud y coordenadas son cantidades

discretas finitas se llama a la imagen una imagen digital.
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(0,0)

Figura 2.8: Imagen Digital

2.2.4 Adquisicion de imagenes
Para la adquisicion de imagenes digitales se requieren de tres elementos:
e Dispositivo sensible a una determinada banda del espectro
electromagnético (rayos X, ultravioleta, visible, infrarrojo)
e Camaras de video analdgicas o digitales

e Tarjeta de adquisicion de video

2.2.4.1Sensor CCD

Es un circuito integrado que contiene un numero determinado de condensadores
enlazados o acoplados. Bajo el control de un circuito interno, cada condensador puede
transferir su carga eléctrica a uno o a varios de los condensadores que estén a su lado
en el circuito impreso. El principio de funcionamiento se basa en el efecto fotoeléctrico,
es decir, la conversion espontanea en algunos materiales de luz recibida en corriente
eléctrica en donde el nimero de electrones producido es proporcional a la cantidad de
luz recibida. La capacidad de resolucion o detalle de la imagen depende del nimero
de células fotoeléctricas del CCD. Este niumero se expresa en pixeles. A mayor

namero de pixeles, mayor resolucion.

Figura 2.9: Sensor CCD
(http:// lwww.hisystem.com.ar)
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2.2.4.2Sensor CMOS
Esta clase de sensor presenta varias ventajas respecto al sensor CCD. El sensor
CMOS no tiene un coste tan elevado debido a que el chip que utiliza no necesita

tantos elementos electronicos como el sensor de imagen CCD.

Otra gran diferencia, es que el chip CMOS puede integrar muchas funciones y
procesos, tales como comprimir fotografias, cambio de datos analdgicos a digitales,
mientras que en el CCD, estos procesos se realizan fuera del chip. A su vez también
consume mucha menos energia evitando que alcance una temperatura excesiva del

mismo, alargando su duracién.

Figura 2.10: Sensor CMOS
(http://www.digitalfotored.com/imagendigital/sensorcmos.htm)

2.2.4.3Céamaras de video analdgicas

Son camaras que traducen la imagen Optica en sefiales analbgicas (voltaje). El
elemento encargado de esta traduccion es el sensor CCD o CMOS. Los potenciales
eléctricos obtenidos mediante el sensor pueden ser transformados en sefales digitales
por medio de una tarjeta de adquisicion de video para luego ser usados por el

ordenador.

Una sefal de video esta formada por cuatro componentes distintos. Tres de ellos son
los componentes rojo, verde y azul que describen los colores o tonos y el cuarto
componente hace referencia a la luminosidad. En funcion de la velocidad de
reproduccién del video (que se mide en cuadros por segundo) y de su resoluciéon
horizontal existen definidos tres estandares (PAL, NTSC y Secam). Las principales

ventajas de estas camaras es que son econdmicas y facilmente adaptables a cualquier

22
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microscopio trinocular o multicabezal pero poseen la desventaja de tener una menor

resolucién en comparacion a las camaras digitales.

Hi Resolution

, CCD-RIS o

~ CAMERA S5C L

Figura 2.11: Camara de video analdgica Sony (Modelo SSC-C370P)

2.2.4.4Céamaras de video digitales

Estas camaras utilizan también sensores CCD 6 CMOS para capturar la imagen pero
es la propia camara la que se encarga de digitalizar la imagen y puede conectarse
directamente al ordenador o a un monitor sin necesidad de tarjeta digitalizadora. Los
estandares con los que trabajan las camaras de video digital son del tipo DVD,
DVCam de Sony, DVC pro de Panasonic, D1, D2, D3 y D5. Son sistemas mas
complejos pero que pueden conseguir mayor resolucion y calidad de imagen en
comparacion con las camaras analégicas.

El puerto IEEE1394, también llamado Firewire es un puerto moderno capaz de
transmitir datos con una velocidad de 400 Megabits por segundo lo cual los hace
especialmente adecuados para conectar cadmaras de video a los ordenadores. El
conector de tipo IEEE1394 emplea seis cables, dos de los cuales son de alimentacion
eléctrica mientras que los otros cuatro, agrupados dos a dos son los encargados de la

transmision de datos.

Figura 2.12: Camara de video digital Firewire (Modelo DFK 31AF03)
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2.2.4.5Tarjeta de adquisicion de video
Es un dispositivo electrénico que captura cuadros digitales individuales de una sefial
de video analdgica. Las modernas tarjetas de adquisicion de video son tipicamente
capaces de almacenar mdltiples cuadros y comprimirlos en tiempo real usando
algoritmos tales como JPEG, GIF, entre otros. Los conectores empleados para la

transmision de video utilizan cables de dos tipos, RCA y S-video.

Figura 2.13: Tarjeta de adquisicion de video (Modelo Pinnacle Systems DC10plus)

2.2.5 Representacién y codificacion de una imagen digital

2.2.5.1 Pixel
Una imagen digital es una matriz de dos dimensiones donde cada dato viene a ser un
pixel, es decir, es la unidad mas pequefia que encontraremos en las imagenes
compuestas por mapa de bits.
Un pixel tiene tres caracteristicas distinguibles:

e Una forma cuadrada

e Una posicion relativa al resto de pixeles de un mapa de bits.

¢ Una profundidad de color (capacidad para almacenar color), que se expresa en

bits.

2.2.5.2Muestreo y Cuantificacion

La imagen a digitalizar deberé pasar por los siguientes dos procesos: El proceso de
muestreo el cual consiste en digitalizar los valores de coordenadas espaciales y el
proceso de cuantificacion que viene a ser la digitalizacion de los valores de amplitud.

El muestreo determinard con qué resolucién se ha digitalizado la imagen.

Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gx_}\gﬁgﬁm

DEL PERU

2.2.5.3Resolucion
La resolucion se expresa mediante los pixeles por ancho por los pixeles por alto que
determinan el &rea rectangular que ocupa la imagen. Entre las resoluciones mas

comunes tenemos:

e 640x480
e 800x600
e 1024x768

Para este caso, se trabajara con imagenes a color RGB de 640x480 pixeles.

2.2.5.4Profundidad de color

Se refiere al nimero de colores diferentes que puede contener cada uno de los pixeles
que conforman un archivo gréfico.

Cuanto mayor sea la profundidad de bit en una imagen, es decir, mas bits de
informacion por pixel, entonces mas colores habra disponibles y mas exacta seréa la

representacion del color en la imagen digital.

2.2.6 Clasificacion de imagenes digitales

2.2.6.1Imagen a colores RGB
Esta formado por la combinacion de 3 imagenes individuales: rojo, verde y azul en
donde para cada uno se tiene 256 tonos o brillos. Esto significa que para un pixel se

necesitara 3 bytes, es decir 24 bits.

2.2.6.2Imagen en escala de grises
Es una matriz de datos cuyos valores han sido escalados para representar
intensidades. Se toma al cero como el nivel mas oscuro (negro) y el nivel mas alto

viene a ser el tono mas brillante (blanco).

2.2.6.3Imagen binaria

Es un arreglo logico de Os y 1s.
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Figura 2.14: Tipos de imagenes a) A colores b) En escala de grises ¢) Binaria

2.2.7 Histograma

Es la representacién grafica de las frecuencias relativas con las que aparecen los
distintos colores en una determinada imagen. Proporciona informacion sobre el brillo y
el contraste de la imagen. Es una funcion que muestra, para cada nivel de gris, el
namero de pixeles de la imagen que tienen ese nivel de gris. El histograma de una
imagen digital con L niveles posibles de intensidad en el rango [0, P] esta definido

como la funcién discreta:

h(re) = Nk (2.1)

donde r¢ es el ky, nivel de intensidad en el intervalo [0, P] y n¢ es el numero de pixeles

en la imagen cuyo valor de intensidad es ry.

5000
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3000
2800
2000
1500 -

1000 —

500 —

| |
T T
1 | |
a 50 100 180 200 250

Figura 2.15: Histograma de una imagen digital
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2.2.8 Funciones de transformacion
Son técnicas que operan directamente en los pixeles de una imagen y se encuentran
representados mediante una funcion.

Se encuentra denotado por la siguiente expresion:
g(x.y) = TIf(xy)] (2.2)

donde f(x,y) es la imagen de entrada; g(x,y) es la imagen de salida o procesaday T es

un operador en f definida sobre una vecindad especificada cerca del punto (x,y).

Entre las funciones de transformacion mas usadas tenemos la funcién negativo,

identidad, logaritmica, gamma, entre otras.

L-1 I :
Lo
0
2 3LM4
&
c MNegativo
@
o
[y
E 2l
0 B
= Iderfidad
2
=
Lid Inv. Lo N
0 | r | L1
L/i4 L2 3L/4 3
Nivel gris Imagen Entrada

Figura 2.16: Funciones de Transformacion (Fuente: Propia)

2.2 9 Filtros Digitales

Los filtros digitales se usan, principalmente, para eliminar altas o bajas frecuencias de
la imagen, es decir, para suavizar la imagen, o bien, para realzar o detectar bordes y
para la eliminacion de los distintos tipos de ruido que pueden aparecer en una imagen.
Entre los ruidos tipicos que pueden aparecer en una imagen se encuentran el ruido
gaussiano, sal y pimienta (o impulso), rayleigh, gamma, exponencial, uniforme, y
periédico.

Una imagen se puede filtrar en el dominio del espacio o en el dominio de la frecuencia.

2.2.9.1Filtros en el dominio del espacio
Los filtros en el dominio del espacio tienen como objetivo modificar la contribucion de

determinados rangos de frecuencias a la formacién de la imagen. El término espacial
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se refiere a que el filtro se aplica directamente en la imagen y no a una transformada
de la misma, es decir, el nivel de gris de un pixel se obtiene directamente en funcion
del valor de sus vecinos. Se clasifican de dos maneras: filtros lineales y filtros no

lineales.

229.1.1 Filtros lineales
Dada una imagen I(k,l) y una méscara h(k,l), la imagen resultante O(x,y) consiste en

realizar una convolucion:

O(x,y) = ZZh(k,l)l(x—k,y—l) (2.3)

(k,NeEy

Una mascara viene a ser una matriz de coeficientes.

A esta clase pertenecen los siguientes tipos de filtros:

2.2.9.1.1.1  Filtro media

El filtro media se utiliza para reducir la cantidad de variaciones de intensidad entre
pixeles vecinos, sin embargo puede crear nuevas intensidades de grises que no
aparecian en la imagen y es mas sensible a cambios locales con respecto al filtro de la

mediana. Es mas simple, intuitivo y facil de implementar que el de la mediana.

Imagen resultante
tras realizar un filtro
de media de tamafio
3x3

Figura 2.17: Ejemplo de uso de filtro media 3x3
(http://alojamientos.us.es/gtocoma/pid/programal.html)
2.2.9.1.1.2  Filtros derealce
Utilizados para eliminar zonas borrosas, es decir resalta los detalles finos y variaciones
rapidas (saltos bruscos) de intensidad entre pixeles vecinos. Utilizan una mascara, es
decir, un operador LSI con coeficientes positivos en el centro y valores negativos
alrededor. En este grupo se encuentran los operadores cruzados de Robert, Sobel y

Laplaciano. A continuacién se explicara en detalle el filtro laplaciano.
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Figura 2.18: Ejemplos con filtros de realce a) Imagen original b) Roberts ¢) Sobel
(http://alojamientos.us.es/gtocoma/pid/programal.html)

Filtro laplaciano

Se basa en crear una mascara que destaque los pixeles (a través del aumento de su
nivel de gris) cuya variacion, con respecto a su vecindad, es significativa.
Si existiese una imagen formada por una matriz de una Unica fila, se podria calcular la

variacién de un pixel con respecto a su vecino aplicando el diferencial discreto, ello es:

LA R @4

Si se aplica el diferencial de segundo orden, resulta:

T (D= F) -~ Ty =D) = Ty +D+ Fy-D-2f(y) @

El laplaciano se define como el diferencial de segundo orden con respecto a dos

variables. Ello es:

2 2
OX oy
Los términos derivativos se calculan como una extension de la ecuacion (2.5)
2
a';(’;’y)z F(x+Ly)+ f(x=1y)—2F (X y) 2.7)
X
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821;;):,)/): fOGy+D+ f(x,y—1)-2f(xy) (2.8)

Si se sustituyen las ecuaciones (2.7) y (2.8) en la ecuacion (2.6) resulta:
VIE(XY)=fT(x+LyY)+ F(x=Ly)+ f(X,y+D+ f(x,y-1)—-4f(x,y) (2.9

2.2.9.1.2 Filtros no lineales

En este tipo de filtros se realiza un tipo de operacion distinta a la convolucion, es decir,
una operacion no lineal.

Si h(i,j) es la mascara y f(i,j) la imagen original. Entonces la imagen final resulta de

realizar una operacion del tipo:

9, j) = O, [N(m,n) f (i —m, j—n)] (2.10)

2.2.9.1.2.1  Filtros de estadisticos ordenados

Funcionan ordenando los valores en la vecindad de cada punto de menor a mayor y

obteniendo algun valor a partir de la lista ordenada.

- Filtro Minimo: Selecciona el valor mas pequefio, se emplea para buscar los puntos
mas oscuros de una imagen produciendo un efecto de dilatacion.

- Filtro Maximo: Selecciona el valor més alto, se emplea para buscar los puntos mas
brillantes de una imagen produciendo un efecto de erosion.

- Filtro Mediana: Tiene un efecto de difuminado de la imagen, y permite realizar una
eliminacion de ruido de forma eficaz. Suele utilizarse para eliminar ruido impulsivo
preservando los bordes de la imagen. La mediana se calcula ordenando los

valores de los pixeles vecinos en orden y seleccionado el que queda en medio.

Imagen
resultante
tras realizar
un filtro de
mediana de
tamaiio 7x7

S —

Figura 2.19: Ejemplo de uso de filtro mediana 7x7
(http://alojamientos.us.es/gtocoma/pid/programal.html)
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También se tienen otros tipos de filtro no lineales tales como el filtro punto medio del
entorno de vecindad, filtro Alpha-media del entorno de vecindad y el filtro media

geométrica del entorno de vecindad.

2.2.9.2Filtros en el dominio de la frecuencia

Los filtros en el dominio de la frecuencia se usan, principalmente, para eliminar altas o
bajas frecuencias de la imagen, lo que se traduce en suavizar la imagen, o bien,
realzar o detectar bordes. Este tipo de filtros trabaja con la transformada discreta de

Fourier de la imagen. Existen basicamente tres tipos de filtros:

- Filtros paso bajo: Atenuan o eliminan las componentes de alta frecuencia a la vez
gue dejan inalteradas las bajas frecuencias. El resultado en el dominio del espacio
consiste en un suavizado, elimina pequenos detalles y ruidos en la imagen.

- Filtros pasa alto: Atentan o eliminan las componentes de baja frecuencia con lo
gque agudizan las componentes de alta frecuencia. Los coeficientes deben sumar 0
0 1. El resultado en el dominio del espacio consiste en un realzado de los cambios
bruscos de niveles de grises.

- Filtros de paso de banda: Un filtro de banda atenda las altas y bajas frecuencias,
pero mantiene intactas las frecuencias que se encuentren en una banda
determinada. En este tipo de filtros se reduce mucho el contraste y aparecen
valores negativos. El opuesto al filtro de paso de banda seria de “rechazo de
banda”, en el que se atendan las frecuencias de la banda, pero se mantienen las

frecuencias fuera de ella.

2.2.10 Transformada rapida de Fourier

La Transformada rapida de Fourier (FFT) es un eficiente algoritmo que permite
calcular la transformada de Fourier discreta (DFT) y su inversa. La FFT es de gran
importancia en una amplia variedad de aplicaciones, desde el tratamiento digital de
sefiales y filtrado digital en general a la resolucién de ecuaciones diferenciales
parciales o los algoritmos de multiplicacién rapida de grandes enteros.

La DFT se define como

1 N —1 i
F () = N > f(x).e 1zmN (2.11)
x=0
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La evaluacion directa de esa formula requiere “N2” operaciones aritméticas. Mediante
un algoritmo FFT se puede obtener el mismo resultado con sélo “N.log,(N)”
operaciones. En general, dichos algoritmos dependen de la factorizacién de n pero, al
contrario de lo que frecuentemente se cree, existen FFTs para cualquier n, incluso con

n primo.

La idea que permite esta optimizacion es la descomposicion de la transformada a
tratar en otras mas simples y éstas a su vez hasta llegar a transformadas de 2
elementos donde k puede tomar los valores 0 y 1. Una vez resueltas las transformadas
mas simples hay que agruparlas en otras de nivel superior que deben resolverse de
nuevo y asi sucesivamente hasta llegar al nivel mas alto. Al final de este proceso, los

resultados obtenidos deben reordenarse.

Dado que la transformada discreta de Fourier inversa es analoga a la transformada
discreta de Fourier, con distinto signo en el exponente y un factor 1/n, cualquier
algoritmo FFT puede ser facilmente adaptado para el calculo de la transformada

inversa.

2.2.11 Segmentacién de imagenes basado en la umbralizacién

La segmentacion es un proceso fundamental para el andlisis de imagenes ya que su
resultado afecta al resto de las etapas. Tiene lugar después del preproceso
(eliminacién de ruidos, realce, entre otros) y consiste en la particion de una imagen en
regiones comunes con respecto a una o0 mas caracteristicas tales como color, brillo,
forma, textura, movimiento, entre otros.

El nivel al cual la subdivisién es llevada a cabo depende del problema a ser resuelto,
es decir, hasta que los objetos de interés hayan sido aislados.

Las técnicas de segmentacion estan basadas en dos propiedades de los valores de

intensidad:

- Discontinuidad: Se buscan cambios abruptos en la intensidad. Por ejemplo:
extraccion de bordes.
- Similitud: Se buscan regiones similares segun cierto criterio. Por ejemplo:

umbralizacion del histograma, extraccion de regiones, entre otros.

Existen varios tipos de segmentacion, uno de ellos esta basado en el método de la

umbralizacién. La umbralizaciéon permite convertir una imagen de niveles de gris en
32
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una imagen binaria. La obtencion del umbral se basa en el histograma de la imagen
done se buscan y analizan sus minimos locales. Existen dos métodos: la

umbralizacion global y local.

2.2.11.1 Umbralizacién global
La imagen binaria g(x,y) se obtiene a partir de la imagen original f(x,y) en niveles de

gris y de un umbral de separacién(U) seleccionado mediante

1siflx,y) =U

glx,y) = (2.12)
0siflx,y) <U

\
\A

fondo U objeto

Figura 2.20: Seleccion del umbral por analisis del histograma

La seleccion del umbral se basa en el histograma de la imagen donde se buscan y
analizan los minimos locales.
Este método resulta ser rapido, de coste computacional bajo, sencilla e intuitiva y se

puede realizar en tiempo real.

2.2.11.2 Umbralizacion local o adaptativa
El valor del umbral depende de las caracteristicas locales de la imagen y de las

coordenadas espaciales x e y.

15if(x,y) = T(xy)
glx,y) = (2.13)
0sifx,v) <T(xy)

donde
T(x,y) =fo(x,y) + To
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Este método es Util cuando se quiere compensar problemas de iluminacion en la

imagen.

2.2.12 Operaciones morfolégicas
Son herramientas que se utilizan para extraer componentes de una imagen las cuales
son Utiles en la representacion y descripcion de forma de una region tales como

contornos y esqueletos.

2.2.12.1 Dilatacion

Es una operacién que crece o hace mas denso los objetos en una imagen binaria, es
decir, agrega mas pixeles a las fronteras de los objetos binarios llamados vecindades.
El modo de crecimiento es controlado por una forma referida a un elemento
estructurante. El resultado de la dilatacion es el conjunto de puntos origen del
elemento estructurante Y tales que el elemento estructurante contiene alguin elemento
del conjunto X, cuando elemento se desplaza por el espacio que contiene a ambos

conjuntos.

S, (X)={x/Y,~nX =0} (2.14)

2.2.12.2 Erosion

Es una operacién que contrae o quita pixeles de las fronteras de los objetos en una
imagen binaria. El modo de reduccion es controlado también por un elemento
estructurante. Matematicamente, la erosion de un conjunto X por un elemento
estructurante Y se define como el conjunto de puntos o elementos X, pertenecientes a
X, de forma que cuando el elemento estructurante Y se traslada a ese punto, el

elemento queda incluido en X.

g (X)=1{x1Y, = X} (2.15)

2.2.12.3 Conectividad

El término conectividad es un concepto que influye en la forma de considerar los
pixeles. Esta se encuentra definida en términos de trayectoria la cual depende de la
adyacencia. Esto implica que la naturaleza de un componente conectado depende de
cual forma de adyacencia nosotros elijamos siendo la adyacencia de 4 y 8 puntos las
mas comunes. Un pixel (x,y) posee 4 vecinos horizontales y verticales: (x+1,y), (x-1,y),
(x,y+1), (x,y-1) = N4(p) y 4 vecinos diagonales: (x+1,y+1), (x+1,y-1), (x-1,y+1), (x-1,y-1)
= ND(p) . El conjunto de 4 vecinos se muestra en la figura 2.26(a) mientras que el

conjunto de 8 vecinos N8 (p) se muestra en la figura 2.26 (b).
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a) Pixel p y sus 4 vecinos b) Pixel p y sus 8 vecinos

Figura 2.21: Tipos de conectividad en un pixel

22124 Llenado de agujeros
Es una operacion que permite llenar los huecos presentes en una imagen binaria.

Mateméticamente se define de la siguiente manera:

1—fl(x,¥) ,si(x,y)estdenel bordef
fonx, ) = I (2.16)

0 LEn otro caso

(A
Entonces g = [Rfﬂ{fm)] tendra el efecto de llenar los huecos de f.

2.3 Impacto del trabajo

La implementacion de esta herramienta sera de gran utilidad para un rapido y buen
analisis de las imagenes empleadas en el cultivo de conchas de abanico en el Centro
Acuicola La Arena. Esta facilidad lograda en el analisis permitira a FONDEPES,
incrementar la capacidad de producciéon proyectada de semillas la cual podra ser

supervisada por el mismo personal que actualmente realiza esta funcion.

Se podra analizar otros tipos de organismos relativos a la acuicultura u otros campos
de la biotecnologia con el cambio de algunos parametros lo que permitira, la
produccion controlada de otras especies dentro de la gran variedad presentes en

nuestro pais.

Permitira brindar un servicio de analisis de imagenes microscoépicas a instituciones y

empresas que lo requieran, con fines de investigacion o comerciales.

La venta de semillas a bajo costo permitirAd que inversionistas privados o grupos de
recolectores de conchas de abanicos naturalmente (quienes muchas veces entran en
conflictos entre ellos al extraer este recurso) asociados y convertidos en cultivadores y

cosechadores, puedan ser parte de una fuerza que produzca conchas de abanico para
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consumo local y foraneo, creando puestos de trabajo, logrando ingresos para sus

familias y el desarrollo de los pueblos.

2.4 Objetivos del trabajo

2.4.1 Objetivo General
e Implementar una herramienta que permita automatizar el analisis de
imagenes de las larvas de conchas de abanico, para el calculo de cantidad

y dimensiones de los mismos.

2.4.2 Objetivos Especificos
e Disefiar e implementar el sistema de vision para el analisis de imagenes de
larvas microscoépicas.
e Desarrollar un algoritmo para determinar la cantidad y dimensiones de
larvas de conchas de abanico.
e Someter al sistema a pruebas comparando sus resultados con el método
actual evaluando de esta manera la exactitud y precision del nuevo

sistema.
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CAPITULO 3
DESCRIPCION DEL SISTEMA Y ALGORITMO DESARROLLADO

3.1 Definicion del problema de estudio

El presente capitulo presenta una descripcion del sistema desarrollado, luego se
procede a explicar detalladamente el algoritmo realizado para la solucién del problema
planteado.

Como ya se mencioné anteriormente, el punto principal de la tesis es conseguir un
algoritmo que permita determinar la cantidad y el tamafio de las larvas de concha de
abanico de manera automatica durante la etapa de abastecimiento de semillas

obtenida en laboratorios.

3.2 Descripcién del sistema

A continuacion describiremos los equipos utilizados para el desarrollo del sistema.

a) Microscopio MOTIC, modelo B3-223ASC

Figura 3.1: Microscopio MOTIC
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b) Camara Sedgewick Rafter
Es una lamina rectangular de vidrio de 20x50mm, con divisiones de 1x1mm con un

total de 1000 cuadritos con capacidad de 1ml. (Ver figura 3.2.a)

c) Céamara de video digital Firewire ImagingSource DFK 21F04.
Entrega imégenes a colores de 640x480 pixeles, en formato RGB de 24 bits. (Ver
figura 3.2.b)

Figura 3.2: Equipos a) Camara Sedgewick Rafter de vidrio
b) Camara de video DFK 21F04

d) Tarjeta PCMCIA con 2 puertos Firewire IEEE 1394 TRENDnet. (Ver figura 3.3.a)

e) Accesorios: adaptador camara-microscopio y cables. (Ver figura 3.3.b)

Figura 3.3: Equipos a) Tarjeta Firewire PCMCIA b) Accesorios

f) Laptop Pentium Core2Duo.
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g) Software de captura de imagenes IC Capture 2.0
h) Software de procesamiento de imagenes desarrollado en Matlab.

En la figura 3.4 podemos observar todos los equipos conectados para la captura de
imagenes.

Figura 3.4: Sistema completo en funcionamiento

3.3 Consideraciones

Para iniciar con el analisis de las larvas de conchas de abanico se procedié a colocar

1ml de muestra diluida en la camara Sedgewick Rafter y luego se ubic6 dicha camara
en el microscopio.

Para el desarrollo del procedimiento se tomé en cuenta las siguientes consideraciones:

e Se ajusto el microscopio para que trabajara con un objetivo de 4X de aumento.

e Se ajustaron los siguientes parametros en el software de captura de imagenes
IC Capture 2.0 para la captura de imagenes (Tabla 3.1).

e Se realizaron capturas de imagenes desplazando manualmente la camara con

las perillas del microscopio.
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e Se utilizé el software Matlab para la implementacion del algoritmo.

Propiedades del software IC Capture 2.0
Color

Saturacion 7

Brillo Componente azul 34
Brillo Componente rojo 34
Exposicion

Brillo 120
Ganancia 79
Exposicion 1/2048 sec
Parametro auto referencia 40
Imagen

Contraste 40
Gamma 0
Compensacion Luz fondo | Luz fondo off

Tabla 3.1: Ajustes de parametros para la adquisicion de imagenes

3.4 Descripcion del algoritmo
La figura 3.5 nos presenta una vision general de los pasos que se siguieron en la
obtencion de los dimensiones de las larvas.

Figura 3.5: Etapas del algoritmo desarrollado
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A continuacién se describe de manera detallada cada uno de los pasos desarrollados

para el algoritmo.

3.4.1 Capturadeimagenes

Se capturan decenas de cuadros consecutivos de la camara Sedgewick Rafter,
preferentemente de la parte central. El software de captura de iméagenes IC Capture
2.0 permite grabar automéaticamente imégenes cada cierto tiempo de modo
configurable (en segundos) con lo cual la captura de imagenes es rapido porque solo
es necesario desplazar adecuadamente la camara Sedgewick Rafter con las perillas
del microscopio. La figura 3.6 muestra dos imagenes tipicas a procesar para obtener
datos de las larvas de conchas de abanico. Se pueden observar larvas aisladas y otras
agrupadas de distintas maneras. Algunas estan incompletas dentro del cuadrado de
1mm de lado.
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Figura 3.6: Dos imagenes consecutivas capturadas

3.4.2 Recorte de zona de interés

Primeramente se convierte la imagen a colores en una imagen en escala de grises,
luego se busca de manera automatica los cuatro puntos que resultan de las
intersecciones de las cuatro lineas. Esos cuatro puntos permiten recortar la imagen
para analizar solamente la parte de interés. Se consideran imagenes con los
cuadrados alineados con los bordes. Para determinar las coordenadas de los puntos
de interseccion utilizamos el filtro Sobel y luego analizamos de manera horizontal y
vertical toda la imagen calculando la suma de los niveles de gris tanto de los pixeles

por filas como de las columnas respectivamente. Los lugares donde la suma es mayor
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corresponden a las zonas oscuras de las lineas. En la figura 3.12 se muestra el

resultado final luego de efectuar el recorte automatico a la imagen original.

a) Imagen a colores b) Imagen en escala de grises

Figura 3.7: Conversion de color a escala de grises
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Figura 3.8: Filtro Sobel utilizado para el andlisis de lineas horizontales (para efectos

de visualizacion se muestra el negativo de la imagen)
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Ubicacion de las coordenadas
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Figura 3.9: Imagen con la ubicacién de las coordenadas maximas para el eje y
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Figura 3.10: Filtro Sobel utilizado para el andlisis de lineas verticales (para efectos de

visualizacién se muestra el negativo de la imagen)
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Figura 3.11: Imagen con la ubicacién de las coordenadas maximas para el eje x
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Figura 3.12: Imagen resultante luego del recorte automético
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3.4.3 Etapa de pre-procesamiento
El objetivo de esta etapa consistié en destacar el contorno de las larvas afinando las
lineas de transicién de niveles de gris para lo cual se utilizé filtros laplaciano, media y

mediana con kernels de 3x3.

Primeramente, se utilizo el siguiente kernel para el filtro laplaciano con el objetivo de

realzar los bordes.

Luego, se utilizé el siguiente kernel para el filtro media con el objetivo de suavizar la

imagen.

Finalmente, se aplico un filtro mediana para reducir el ruido sal y pimienta y preservar

los bordes en la imagen. La figura 3.13 muestra el resultado final obtenido.
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Figura 3.13: Imagen pre-procesada
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Cabe destacar que también se utilizdé kernels de tamafno 5x5, 7x7, etc. pero que se

consiguié mejores resultados con lo ya mencionado anteriormente.

3.4.4 Umbralizacién adaptativa

Esta etapa consiste en separar las larvas del fondo de la imagen la cual se encuentra
aun en bajo contraste y con distinto brillo por toda la imagen.

Para ello se ha utilizado un programa que implementa el algoritmo de umbralizacién
adaptativa publicado en la pagina web MathWorks [21] el cual permite separar la zona
de interés del fondo de una imagen con iluminacién no uniforme. Primeramente, la
imagen pre-procesada resultante es filtrada mediante un filtro media con kernel
ws=180x180 (valor obtenido como resultado de las pruebas desarrolladas en el
capitulo 4), para luego ser restada con la imagen de entrada y con un factor de
afinidad "C". A continuacion, nuevamente se aplica un filtro media con kernel de 11x11
en la imagen y finalmente se umbraliza la imagen. La figura 3.14 muestra el resultado

final conseguido.

Figura 3.14: Imagen con umbralizacion adaptativa

3.4.5 Separacion

Consiste en dividir la imagen mediante dos grupos de larvas. El primer grupo
comprende las larvas que no estan en contacto con los bordes de la imagen mientras
gue el segundo grupo estad formado por las larvas que estan en contacto con los
bordes, por ello aparecen incompletas; la parte que les falta se encontrara en alguna

de las zonas cuadradas adyacentes. Para conseguir el primer grupo se remueven
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todos los componentes conectados de la imagen binaria que tocan algun borde de la
imagen. El tipo de conectividad que se utiliz6 fue el de 4 puntos. El segundo grupo se
obtuvo mediante una diferencia entre mi imagen con umbralizaciébn adaptativa y la

imagen del primer grupo.

Figura 3.15: Separacién a) Imagen de larvas que no estan en contacto con los bordes
(izquierda) b) Imagen de larvas que estan en contacto con los bordes (derecha).

En la figura 3.15 se observan 2 imagenes con los dos grupos de larvas, las que estan
completamente aisladas y corresponden a un nimero entero de larvas, y las que estan

incompletas, a pesar de estar en contacto con otras larvas completas.

3.4.6 Conteo de larvas completas

Consiste en el conteo de las larvas del primer grupo. Estas aparecen completas en la
imagen, por lo tanto el conteo obtiene nimeros enteros. Debido a que las larvas
aparecen en grupos de 1, 2, 3 o mas conectadas, se debe distinguir cuantas larvas
hay en cada grupo. Se consideran un minimo de 20 imagenes similares de la misma
muestra para las pruebas respectivas. Inicialmente, se calculan las areas de todos los
grupos de manera automdtica. Luego se determina el histograma continuo de las
areas; se definen 100 diferentes intervalos de area de longitud constante de manera
consecutiva teniendo como limite superior el maximo valor de las areas encontradas.
Cada intervalo se encuentra identificado con un indice en el eje horizontal. En este
histograma, tal como se muestra en la figura 3.16, se encuentran cantidades
centralizadas en areas cercanas al area estimada de una larva, al doble, triple y

demas multiplos de esa area. Las cantidades ubicadas en el extremo izquierdo del
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histograma (areas menores de una larva) representan pixeles sueltos producidos
durante la segmentacion o elementos pequefios que no corresponden a larvas. El &rea
promedio de la larva se relaciona con el periodo de la sefial histograma, para ello se
calcula la frecuencia correspondiente con la FFT (Transformada de Fourier) del
histograma [6]. De manera experimental se determiné cierto rango de la FFT para
poder calcular la frecuencia: el primer pico mayor que cero (ver figura 3.17).
Finalmente, el &rea promedio de una larva resulta de la inversa de la frecuencia

multiplicado por la longitud del segmento considerado en el histograma.

100 T !

A, S N i i |
40 0 B0 70 a0 a0 100

Figura 3.16: Histograma del area de grupos de larvas de 60 imégenes.
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' ala periodicidad del |
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Figura 3.17: FFT del histograma de la figura 3.16 para la determinacion del area
promedio de las larvas.
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Figura 3.18: Resultados del conteo de larvas completas.

3.4.7 Conteo de larvas incompletas
Comprende el conteo de larvas del segundo grupo de la siguiente manera. Se suman
las areas de todas las larvas incompletas y se divide por el area promedio de las

larvas obtenida en el proceso anterior. Esto aflade un namero no entero de larvas al

conteo.

80 100 150 200 250 300 350

Figura 3.19: Resultados del conteo de larvas incompletas.
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3.4.8 Calculo del diametro
En esta parte se considera a las larvas como circunferencias con lo cual, haciendo uso
del area promedio de una larva obtenido en la etapa anterior y mediante la siguiente

ecuacion se obtiene el didmetro de la larva en pixeles.

axAreallarva

pi

Diametro (en pixeles) =

Finalmente este resultado es convertido a unidades en micrometros.

D=Diametro obtenido

L Y

300 350

0 100 180

Figura 3.20: Método utilizado para evaluar el tamafio de las larvas.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1 Imégenes de prueba

Para llevar a cabo las pruebas respectivas se realizaron un total de 8 viajes a las
instalaciones del Centro Acuicultura La Arena Casma.

Entre las pruebas preliminares que se realizaron antes de obtener el sistema final

tenemos:

e Pruebas con el microscopio Zeiss con objetivos de 2.5X y 5X.

e Pruebas con el microscopio Motic con objetivos de 2.5X, 4X y 10X.

e Acoplamiento entre el microscopio Motic y la camara de video.

e Pruebas con 3 camaras de video analdgicas para la adquisicion de imagenes.

e Adquisicion de imégenes de larvas de concha de abanico sin contar con la

camara Sedgewick Rafter.

La produccion de semillas de larvas de conchas de abanico de manera artificial en el
laboratorio se realiza un promedio de 10 veces al afio en donde es muy importante
evaluar sus caracteristicas cuantitativas y cualitativas para evitar la mortandad de este

molusco.

Durante la implementacion y adquisicion de imagenes se presentaron los siguientes

problemas los cuales tuvieron que ser manejados en la mejor medida posible:

e Distancia: El laboratorio estd ubicado en la bahia La Arena, distrito de
Comandante Noel en Casma, Ancash, a 380 kildbmetros de la ciudad de Lima.

¢ Falta de disponibilidad de equipos tanto de la Pontifica Universidad Catdlica del
Perd como de FONDEPES, como computador portétil, cAmara de video digital

Firewire, cAmara Sedgewick Rafter de vidrio, entre otros.
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¢ Mal funcionamiento de algunos equipos en el Centro de Acuicultura tales como
falta de mantenimiento en los objetivos del microscopio Motic y problemas de
alineamiento al desplazar la camara Sedgewick Rafter horizontalmente como
verticalmente.

e Falta de disponibilidad de muestras para la adquisicion de imagenes debido a
la mortandad anticipada del molusco.

e Evitar interrumpir el trabajo realizado por el bidlogo en el laboratorio con las
actividades del tesista.

Finalmente, se obtuvieron solamente 120 imagenes de larvas de concha de abanico
correspondiente a la fase umbonada para realizar el andlisis respectivo del sistema,
debido a que la camara Sedgewick Rafter de vidrio se rompié cuando era manipulado
por personal del Centro y hasta la fecha, ain no se adquirido su repuesto utilizandose
una camara Sedgewick Rafter de plastico el cual presenta unas lineas de divisiébn muy

gruesas y varias marcas por su deterioro (figura 4.1).

I e

Figura 4.1: Cadmara Sedgewick Rafter de plastico

4.2 Resultados obtenidos

Para las pruebas realizadas, se decidié agrupar las 120 imagenes en grupos de 20 {A,
B, C, D, EyF} 60 {Gy H}y 120 imagenes {I} a fin de evaluar la eficiencia del
algoritmo para distintos grupos. Durante la evaluacion del algoritmo se observo que,
una de las etapas mas importantes que permitiria que el algoritmo funcione
correctamente y que requeria un mayor tiempo de procesamiento era la etapa de
Umbralizacion Adaptativa.
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En las tablas 4.1, 4.2 y 4.3 se presentan los resultados obtenidos con distintos valores
de kernel para el filtro media en la etapa de umbralizacion adaptativa. Ademas, se
incluye el tiempo que se requirié para la obtencion de las variables probados en una
PC Core2Duo 1.7Ghz.

a) Filtro media con kernel ws=180x180

Numero . Areal | ., NUmero Numero
Algoritmo | Conteo Diametro
Grupo | . ,de de conteo | manual I? rva (um) larvas . larvas %error
imagenes (pixeles) completas | incompletas
A 20 312.53 338.20 | 2182.30 | 142.08 175.00 137.53 7.59
B 20 223.34 226.65 | 2039.00 | 137.34 132.00 91.34 1.46
C 20 144.49 146.50 | 2028.30 | 136.98 85.00 59.49 1.37
D 20 119.97 123.50 | 2147.50 | 140.95 77.00 42.97 2.86
E 20 146.21 153.50 | 2110.10 | 139.34 95.00 51.21 4.75
F 20 128.79 130.50 | 2046.60 | 136.86 98.00 30.79 1.31
G 60 692.71 711.35 | 2039.00 | 137.34 395.00 297.71 2.62
H 60 390.63 407.50 | 2147.50 | 140.19 268.00 122.63 4.14
[ 120 1092.90 |1118.85| 2039.00 | 136.60 666.00 426.87 2.32

Tabla 4.1: Resultados del algoritmo con kernel de 180

El error promedio en conteo fue de 3.16%. El tiempo completo de procesamiento el
cual incluye conteo y medida para los grupos de 20, 60 y 120 imagenes fue de 4
minutos y 20 segundos, 12 minutos y 40 segundos y 24 minutos en promedio

respectivamente.

b) Filtro media con kernel ws=225x225

Numero . Areal | ., NUmero Numero
Algoritmo | Conteo Diametro
Grupo | . ,de de conteo | manual I? rva (um) larvas . larvas %error
imagenes (pixeles) completas | incompletas
A 20 311.99 338.20 | 2185.70 | 142.19 175.00 136.99 7.75
B 20 219.07 226.65 | 2074.80 | 138.54 137.00 82.07 3.34
C 20 143.43 146.50 | 2019.30 | 136.67 83.00 60.43 2.10
D 20 118.74 123.50 | 2164.40 | 141.50 77.00 41.74 3.85
E 20 145.14 153.50 | 2124.60 | 139.81 90.00 55.14 5.45
F 20 125.31 130.50 | 2060.20 | 137.31 95.00 30.31 3.98
G 60 682.20 711.35 | 2074.80 | 138.54 397.00 285.20 4.10
H 60 391.64 | 407.50 | 2082.20 | 138.04 262.00 129.64 3.89
[ 120 1085.70 |1118.85| 2033.60 | 136.42 662.00 423.73 2.96

Tabla 4.2: Resultados del algoritmo con kernel de 225
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El error promedio en conteo fue de 4.16%. El tiempo completo de procesamiento para
los grupos de 20, 60 y 120 iméagenes fue de 7 minutos con 22 segundos, 18 minutos

con 10 segundos y 35 minutos con 30 segundos en promedio respectivamente.

c) Filtro media con kernel ws=270x270

Numero . Areal | ., NUmero Numero
Algoritmo | Conteo Diametro
Grupo | . ,de de conteo | manual I? rva (um) larvas . larvas %error
imagenes (pixeles) completas | incompletas
A 20 304.60 338.20 | 2237.30 | 143.86 180.00 124.60 9.93
B 20 220.17 226.65 | 2021.60 | 137.75 137.00 83.17 2.86
C 20 144.67 146.50 | 1992.90 | 135.78 86.00 58.67 1.25
D 20 117.41 123.50 | 2166.70 | 141.57 77.00 40.41 4.93
E 20 145.05 153.50 | 2043.50 | 137.12 88.00 57.05 5.50
F 20 125.44 130.50 | 2060.80 | 137.33 95.00 30.44 3.88
G 60 676.26 711.35 | 2063.40 | 138.16 403.00 273.26 4.93
H 60 388.04 | 407.50 | 2084.40 | 138.11 260.00 128.04 4.78
[ 120 1081.90 |1118.85|2021.60 | 136.02 671.00 410.92 3.30

Tabla 4.3: Resultados del algoritmo con kernel de 270

El error promedio en conteo fue de 4.60%. El tiempo completo de procesamiento para
los grupos de 20, 60 y 120 imagenes fue de 9 minutos con 30 segundos, 26 minutos

con 10 segundos y 55 minutos en promedio respectivamente.

En la figura 4.3 se presenta el resultado final de la etapa de umbralizacion adaptativa

para una de las imagenes con que se realizaron las pruebas.
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Figura 4.2: Resultado de la aplicacion de filtro media
a) Con kernel ws=180 b) Con kernel ws=225 c) Con kernel ws=270

a) b) c)
Figura 4.3: Resultado final de la umbralizacién adaptativa
a) Con kernel ws=180 b) Con kernel ws=225 c) Con kernel ws=270

Es necesario mencionar que también se realiz6 pruebas para valores de kernel
inferiores de 180 y superiores de 270 en el filtro media pero se observo que el
resultado de la umbralizacién presentaba mayores errores en la segmentacion y que el

tiempo de procesamiento aumentaba muy considerablemente respectivamente.
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CONCLUSIONES

Un sistema simple y eficiente ha sido propuesto para evaluar las caracteristicas
de las larvas obtenidas a través de im&genes microscopicas. Este sistema
incluye procesamiento de imagenes y analisis estadistico el cual presenta una

exactitud en general del 95% en comparacion al método manual.

El desempefio de la etapa de recorte de zona de interés presentdé un 100% de
efectividad en las imagenes de prueba debido a que el algoritmo extraia el
cuadrado interior en todas las imagenes originales. El éxito de esta etapa se

debe a que todas las imagenes presentan las cuatro lineas necesarias para

determinar los cuatro puntos que resultan de las intersecciones y no se

encuentran cubiertas completamente por larvas de concha de abanico.

El desempefio del calculo del area promedio de las larvas a partir de la
aplicacion del FFT al histograma de areas y el célculo del didmetro presentaron
también un 100% de efectividad en las imagenes de prueba debido a que el
diametro obtenido con el algoritmo corresponde al tamafio para la etapa

umbonada de la larva de concha de abanico (100-170 pm).

El método utilizado para determinar el tamafio de las larvas de concha de
abanico resulté ser simple y efectivo lo que permitira realizar un continuo

seguimiento del crecimiento de las larvas.

Los resultados en la etapa de umbralizacién adaptativa con kernel de 180
presentaron menores porcentajes de error en promedio en comparacion a los
de 225 y 270, asi mismo el tiempo de procesamiento en la obtencién de los
resultados fue menor. Con un valor de kernel inferior a 180 los errores en la
umbralizacién adaptativa aumentan mientras que con un valor superior a 270 el
tiempo de procesamiento aumenta considerablemente sin mejorar el porcentaje

de error promedio.

El error en el conteo automético también es debido al conteo de las larvas
incompletas que se encuentran fraccionadas en las imagenes. Si una larva se
encuentra fraccionada en menaos del 90%, el conteo total de las dos porciones
de la larva fraccionada no siempre dara como resultado un nimero entero. Por

otra parte, si una larva se encuentra fraccionada en mas del 90% entonces la

56
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porcidn con menor area es considerada como ruido y por lo tanto es eliminada,

lo que ocasiona también un incremento en el error para el conteo automatico.

e El algoritmo desarrollado proveera un sistema de apoyo, el cual junto con la
labor de un calificado bidlogo, podrdn generar reportes completos sobre el
estado de las larvas de concha de abanico. Ademas, éste podré ser usado en
otras especies con la Unica condicion de que las células deberan ser circulares

o tener forma similar.
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RECOMENDACIONES

Se plantea a continuacion algunas recomendaciones con el fin de extender los

objetivos del algoritmo trabajado.

©

Mejorar la eficiencia del algoritmo considerando andlisis completos de las
larvas usando mosaicos de imagenes lo cual ayudaria a resolver el problema

de las larvas incompletas.

Implementar el programa en una arquitectura tipo hardware o lenguaje C en
tiempo real con lo cual el tiempo de procesamiento de las imagenes sera

menaor.

Disefiar un sistema electronico de desplazamiento horizontal y vertical para la
captura automatica de las imagenes microscopicas. Este sistema debera ser
capaz de conseguir que siempre se capturen imagenes mostrando las cuatro

lineas para la etapa de recorte de zona de interés.

Implementar este sistema en el Centro Acuicola La Arena el cual sera de gran
utilidad para poder realizar un estudio diario del estado de las larvas de concha
de abanico, en La Arena. Esta facilidad lograda en el andlisis permitira
enfrentar con éxito el incremento futuro de la capacidad de produccién
proyectada de semillas, el cual podra ser supervisado por el mismo personal

gue actualmente realiza esta funcion.

Implementar el sistema en laboratorios que lo requieran para facilitar y mejorar

el trabajo del personal que analiza imagenes microscopicas.
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ANEXOS

ANEXO A:
Programas realizados en Matlab (ver CD adjunto)
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