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3 MATERIALES Y DATOS DE PARTIDA

Este capitulo se enfoca con el objetivo de exponer los datos con los que
arranca la investigacion y todas las herramientas empleadas a lo largo de la
misma.

3.1 Obtencién de iméagenes

La captura de fotografias de los insectos se realizé mediante un microscopio
Trinocular Motic B3 Professional Series con una cdmara acoplada Motic Moticam2
y un objetivo de aumento 4x. Las imagenes se obtienen con los canales RGB y
pixeles de 1 byte por canal de color, en formato bmp y a una resolucién final
de 1596x1196.

Por otro lado, se eligié la especie de Frankliniella occidentalis para el estudio
de sus longitudes principales (seccién 1.2) fundamentalmente por tratarse de
una de las plagas mds comunes y relevantes en el cultivo en invernaderos. Los
individuos fueron anestesiados con cloroformo y colocados en vista ventral
para la captura de las imagenes (figura 3.1).

Figura 3.1: Ejemplo de fotografias estudiadas de Frankliniella occidentalis.

31



32

| Materiales y datos de partida

3.2 Software empleado

Este proyecto de investigacion fin de méster parte con la idea de desarrollar
una aplicacién informaética agil y préctica para la generacién de resultados re-
presentativos sobre grandes bases de imagenes de insectos y que sirva para
ahorrar tiempo a las medidas manuales que se requieren actualmente para
la caracterizacion de las poblaciones (seccién 1.1). El lenguaje de programa-
cién elegido fue C++ que sirvié al autor como aprendizaje e introduccién a
los lenguajes de programacion de bajo nivel sin perder ciertas ventajas de la
programacion de alto nivel y de la orientada a objetos.

Se utiliz6 Microsoft Visual Studio Community 2017 con su modificaciéon de
Visual C++ como entorno de desarrollo integrado o Integrated Development
Environment (IDE) para la generacion del programa. También se gestionaron
y se almacenaron los hitos del desarrollo del cédigo del proyecto a través de
la plataforma GitHub implementada dentro del propio Visual C++.

Por ultimo, para el procesamiento de imagenes y la implementacién de cier-
tas funcionalidades bésicas, se hizo uso de una libreria externa instalada en el
IDE como OpenCV. Permitié operaciones como el reconocimiento automatico
de los datos de cabecera (headers) de imdgenes bmp o la manipulacién de éstas
en forma matricial o vectorial, entre otras.
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Este capitulo se centra en la descripcién del método seguido, paso a paso,
hasta la obtencion de los resultados finales justificando cada una de las etapas
de la metodologia. Se mostraran los productos intermedios del procesamiento
de la imagen, se relacionard cada operacién con procedimientos propios del
capitulo 2 y se describird la l6gica seguida para la construccién de los algorit-
mos en el lenguaje C++.

41 OpenCV y su interpretacién de las imagenes

Antes de introducirse propiamente en la metodologia, se considera conve-
niente aclarar algunas nociones bdsicas de cémo utiliza e interpreta OpenCV
las imagenes bmp importadas al cédigo.

Una imagen, con una resoluciéon M - N y con C de canales de color, es consi-
derada como una sucesion de pixeles que se almacenan, segtin OpenCV, como
C vectores con elementos i € {0, 1,---, (M - N) — 1}. También permite el acceso
y modificacién de cada uno de estos puntos mediante su localizacién segtn
los valores de fila y columna siendo {(i,j) [i € [0, M —1], j € [0, N — 1]} dentro
de C matrices cuyo origen de coordenadas se sittia en el centro del pixel supe-
rior izquierdo con eje fila en sentido descendente y eje columna dirigido hacia
la derecha (ver la figura 4.1). Ademads, se aclara que la libreria toma los canales
de color de la imagen en el orden BGR.
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Color RGB (24 bits) N columnas Interpretacién en OpenCV

B= {bm by, woe by s Dras bmxn-l}

G = {8 s - 85 ++ Buwzs Bunr}
R = {rlH r17 e ri’ e rmxw?? rmxn—l}

Escala de grises (8 bits) N columnas v,

\ 4

Figura 4.1: Interpretaciéon de las imdgenes bmp en OpenCV.

42 Segmentaciéon de las imagenes

El primer paso dado para el tratamiento de las imdgenes consistié en sepa-
rar el insecto del fondo mediante una segmentacién de las imédgenes.

Al analizar las imédgenes, segtn sus distintas bandas, se comprueban las di-
ferentes saturaciones y contrastes entre el fondo y el insecto en primer plano
(figura 4.2). Por una parte, esta especie se comporta de forma distinta para
cada frecuencia de color. Se aprecia en la figura como las banda rojas y verde
guarda una mayor similitud en ND que la frecuencia azul en la que los pixeles
del insecto desploman su saturaciéon. En otras palabras, esta especie absorbe
mayor cantidad de longitud de onda en el tramo azul que en los otros dos
tramos detectados. Por otro lado, el fondo se encuentra notablemente mas sa-
turado para la banda azul produciendo, en este canal de la imagen concreto,
un fuerte contraste. Esto serd una caracteristica propia de las imagenes debido
a las condiciones en la toma de fotografias y serd aprovechada para la mejora
de la segmentacion.
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Figura 4.2: Diferentes visualizaciones de las bandas de una imagen analizada. Arriba
izquierda: imagen original en RGB. Arriba derecha: Banda azul en escala
de grises. Abajo izquierda: Banda verde en escala de grises. Abajo dere-
cha: Banda roja en escala de grises.

Este condicionamiento de partida del fondo de las imédgenes y del propio
insecto sobre coémo responden a las distintas bandas es clave para justificar el
método de segmentacion empleado. Recordando los conceptos del Método de
Otsu (apartado 2.1.1), éste busca el umbral 6ptimo que separa en dos segmen-
tos el histograma y los cuales responden con una varianza minima entre si y
maéxima respecto del otro segmento. Se hace palpable que escoger una banda
donde se encuentre un contraste muy importante entre el insecto y el fondo
producird una segmentacion mads ajustada al objeto de interés. Debido a ello,
se eligi6 finalmente el canal azul de la imagen para aplicar la segmentacion.
El resultado para la banda del azul se muestra en la figura 4.3.
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Figura 4.3: Segmentacién de la banda azul de la imagen por el Método de Otsu.

También se quiere afiadir que, en un primer momento, se utilizé una con-
version de la imagen en escala de grises para esta segmentacion mediante los
tipicos pesos utilizados para la codificaciéon del color en television:

Egris =kr-R+kg-G+kp-B (4.1)

siendo Egris el ND en 8 bits de la imagen en escala de grises y kg = 0.299,
kg = 0.587 y kg = 0.114 los pesos para los canales del rojo, verde y azul,
respectivamente.

Evidentemente, esta conversién y otras similares que dan mayor contribu-
cién al rojo y al verde, debido a que el ojo humano interpreta estas bandas
como més luminosas que el azul (Burger y Burge, 2009a), son un inconvenien-
te puesto que, como se ha explicado, es realmente la banda azul la que consta
de una informacién mds ttil para el método de segmentacién elegido. En otras
palabras, la conversion a escala de grises utilizada en este proyecto ha sido:

Egris =kr-R+kg-G+kg-B (4-2)



COHkRZO,kG :Oka:].

Figura 4.4: Diferencias de segmentacién mediante el Método de Otsu segin la imagen
de utilizada. Superposicion del resultado de la segmentacién para la ban-
da del azul (figura 4.3) y una escala de grises de los tres canales. Zonas
en blanco mantienen la misma segmentaciéon en ambos casos, zonas rojas
aparecen Unicamente en la segmentacion de la figura 4.3 y partes en cian
s6lo aparecen en el nuevo resultado.

A vista del ejemplo de la figura 4.4, se constata que las partes afadidas por
la combinacién de las tres bandas no aportan informacién de interés para la
regién a medir y que, por el contrario, si termina eliminando ciertos pixeles del
interior del insecto que condicionardn pardmetros geométricos de la region.
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4.3 Formacién de regiones y localizacion del drea de
estudio

A pesar de la segmentacion realizada, el resultado de la figura 4.3 continua
recogiendo grupos de pixeles sin interés para el estudio.

Con el objetivo de seleccionar exclusivamente la regiéon de la imagen que
forma el objeto principal (el insecto), se hace un andlisis pixel a pixel o barri-
do de la imagen. Esta operacién se programé con un doble bucle en el que
se analizaba, en cada fila, cada elemento columna. En vista global, se inspec-
cionan las imagenes de izquierda a derecha y de arriba a abajo. Estos bucles
anidados son mas comodos para el programador, pero a la par, menos reco-
mendables en cuestién eficiencia (la manipulaciéon de la imagen como vector,
en lugar de como matriz, genera cédigos mas agiles), més alla de que las pro-
pias imagenes analizadas tienen cerca de dos millones de pixeles. Debido a
esto, se pretende aprovechar la operacién para recabar informacién adicional
sobre las regiones y asi evitar nuevos barridos completos de la imagen.

Una vez que se alcanza una regién marcada como primer plano en la ima-
gen binaria segmentada, se aplican algoritmos breadth-first mediante una es-
tructura queue (apartado 2.3.3). Dicha estructura serd la encargada de almace-
nar las coordenadas de los pixeles en el entorno del elemento analizado (ve-
cindad Vg) en cada iteracion realizada mientras gueue no se encuentre vacio.
Cada una de las iteraciones del procedimiento suscita:

1. Almacenamiento de las coordenadas del pixel analizado en un vector
temporal de posiciones de la region.

2. Suma de una unidad a una variable temporal del 4rea de la region.

3. Andlisis de la vecindad Vg del pixel de estudio. Busca en su entorno
otros puntos que sean parte de la zona segmentada de la imagen, que no
hayan sido previamente afiadidos a la estructura queue y los incluye en
ésta. Estos nuevos pixeles son marcados como afiadido para evitar su uso
en repetidas ocasiones lo que acabaria produciendo un bucle infinito.

4. Terminadas las operaciones en la posicién, se extrae el pixel analizado
de queue. Este se encuentra en el primer elemento de la estructura ya que
el algoritmo breadth-first acttia con un comportamiento FIFO.

El proceso iterativo termina en el momento en el que gueue se queda vacio
y, por tanto, todos los pixeles conectados que conforman el objeto han sido



analizados. Se realiza, entonces, una comparacién entre el drea temporal de la
regidn con una variable de drea méxima definida para la imagen y que parte
en un inicio con valor cero. Dicha variable tiene como objetivo seleccionar el
objeto méas grande de la imagen segmentada y desechar el resto de peque-
fos puntos ajenos al insecto. Se hace una comparacién del tamafio del drea
temporal respecto del drea méaxima de la imagen (adquiere valores conforme
los bucles alcanzan regiones segmentadas). Si la nueva region conectada tiene
mayor cantidad de pixeles, sustituye a aquella que hubiera sido almacenada.
En caso contrario, se eliminan los objetos temporales y se contintia el barrido
por el resto de la imagen. El proceso iterativo y esta comparacién (con posible
sustitucion) se repetirdn tantas veces como regiones aisladas se hallen.

4.4 Contorno de la regién y etiquetado

Se consideran pixeles del contorno a todos aquellos que se encuentran a la
vez en contacto con la regiéon de estudio y con el fondo. También se debe hacer
la distincién de contorno externo e interno ya que, como se ve en las figuras
mostradas, hay ciertas zonas internas del insecto que son segmentadas como
fondo debido a brillos producidos por la iluminacién durante la captura de
fotografias.

4.4.1 Delimitacién inicial

En un primer paso, se marca el contorno con independencia de su tipologfia.
Mediante una comprobacién en cada punto de la regiéon dentro del vector de
posiciones, se adjudica valor de contorno a aquellos pixeles que se encuentren
en posiciones de vecindad V4 y que pertenezcan al fondo de la imagen. Las
posiciones se buscan en un entorno V4 conscientemente ya que el contorno tie-
ne conexién (como se lleva diciendo hasta ahora) en Vg. También se adjudica
el valor insecto a aquellos pixeles dentro del vector de posiciones de la region
(véase la figura 4.5).

4.4.2 Diferenciacién de contorno externo e interno

Utilizando nuevamente la idea de los algoritmos breadth-first, se realizara
una operacién de expansion a través del contorno exterior. Dado el enfoque y
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Figura 4.5: Delimitacion inicial de la region de estudio. En azul se muestran los pixe-
les de la regién de estudio (la zona conexa mds grande de la imagen tras la
segmentacién), en verde se encuentran los pixeles del contorno externo y
del contorno interno (algunos pequefios huecos verdes dentro del insecto)

las operaciones ejecutadas hasta ahora, el primer punto del contorno externo
detectado en la imagen ha de encontrarse visualmente una fila por encima
(numéricamente serfa la fila i — 1) y en la misma columna del primer elemen-
to del vector de posiciones.

Este punto se afiade a un nuevo vector que almacene las posiciones de fi-
la y columna del contorno exterior y en un nuevo vector queue que sirva para
extenderse por todos los puntos marcados como contorno. Al exigir como con-
dicién para extenderse que el pixel tenga la marca de contorno y puesto que
el contorno externo y el contorno interno por definicién han de estar separa-
dos por pixeles con la etiqueta de insecto, las iteraciones no afectardn a puntos
que sean propios del contorno interno. Los pixeles afectados serdn afiadidos al
vector de posiciones del contorno externo y etiquetados como contorno externo.



Figura 4.6: Distincién entre contorno externo (rojo) y contorno interno (verde).

En la figura 4.6 se muestra ya la variacion resultante de esta diferenciacion
respecto de la figura 4.5. El contorno externo es ahora una entidad distinta
y marcado en color rojo. La imagen de referencia utilizada para mostrar la
evolucién del proceso no exhibe una variacién importante en este apartado
debido a sus pocos vacios existentes. Se expone la figura 4.7 para visibilizar
esta problemaética concreta.

4.4.3 Cierre de huecos en la region

Los pixeles fondo dentro del insecto en esta vista ventral son, en su amplia
mayoria, defectos propios de la segmentacién. Producen resultados indesea-
dos en ciertas operaciones posteriores del procedimiento (en el caso de aplicar
alguna operacién morfolégica a la forma) y variaciones en caracteristicas geo-
métricas como: el drea, el centroide, los momentos de inercia, etc.

Se plantea conveniente cerrar esos huecos en el interior de la figura a través
de un nuevo barrido de la imagen con algoritmos breadth-first. Al encontrar un

41



42

Figura 4.7: Distincién entre contorno externo (rojo) y contorno interno (verde) II.

pixel marcado como contorno (se recuerda que el contorno exterior ya no tiene
esta etiqueta), el procedimiento tratard de expandirse por puntos conectados
del contorno interno y del fondo. Cada pixel detectado con estas caracteristi-
cas serd marcado como insecto, sumard una unidad al drea del objeto y sera
afiadido al vector de posiciones de la region.

El resultado, hasta ahora, conformada como regién de interés la zona conec-
tada mds grande de la imagen segmentada (figura 4.3), delimitado y etiqueta-
do el contorno externo, cerrados los huecos del interior del insecto y etiquetado
el objeto como insecto se puede ver en la figura 4.8.



Figura 4.8: Region de estudio conformada y delimitada.

4.5 Célculo de la geometria del objeto

La parte final de la caracterizaciéon de la region extraida de la imagen con-
siste en obtener ciertos parametros geométricos utiles para procedimientos
posteriores. Aparte del drea (ya calculada en la conformacién del objeto), se
buscan perimetro, centroide, momentos y producto de inercia centrales y an-
gulo de giro para la obtencién de ejes principales.

4.5.1 Perimetro

Como ya se indic6 en el apartado 2.4.2, cada punto marcado como contorno
externo comprueba cuantos puntos insecto tiene en su entorno Vy4 y suma dicho
valor a una variable de la regién que almacena el perimetro.
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4.5.2 Centroide

Considerando la formulacién de la ecuacién 2.20 y la figura 2.8, el centroide
se obtiene a partir del vector de posiciones almacenado de la region. Mediante
la suma de las coordenadas (xi,yi) de cada pixel del objeto y el area de éste
se obtiene el centroide (x,yc) del siguiente modo:

X = X
n
(4-3)
Yo = 2iiiYi
¢ n

siendo n el nimero de pixeles de la region y, por tanto, el drea de la misma.

4.5.3 Momentos y producto de inercia centrales

A través de la formulacién de la ecuacion 2.23, el vector de posiciones del
objeto y el centroide (x,y.) previamente calculado, se pueden obtener el mo-
mento de inercia central respecto del eje X, I;; respecto del eje Y, I, y el
producto de inercia Iyy.

4.5.4 Angulo de giro

El &ngulo de giro, 0, es la rotacién que deben experimentar los ejes iniciales
(X,Y) de la imagen para ajustarse a la orientacion de los pixeles del objeto. La
ecuacion 2.24 utilizaba para su calculo Iy, Iy e Iy, todas magnitudes calcu-
ladas previamente. Se ajusta, ademds, la formulacién para que sea el eje X el
que termine alineado con la orientacién de la regién y con signo positivo para
giros antihorarios.
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4.6 Transformacion morfolbgica de la imagen

En esta seccion se va a justificar el razonamiento seguido para la transfor-
macién de la imagen mediante operaciones morfoldgicas.

Vistos los resultados provisionales (figura 4.8), se hace patente que la seg-
mentacién por el método de Otsu, si bien aproxima la imagen a una forma
interesante para la realizaciéon de las mediciones, no es completamente satis-
factoria. El cuerpo del espécimen se conserva en su totalidad, sin embargo, se
siguen encontrando ciertas partes indeseadas (patas, antenas, alas y vellosida-
des) que dificultan la medida longitudinal y las medidas del térax y del abdo-
men. Todas estas partes prescindibles, en el caso de poder ser distinguidas y
eliminadas de la imagen, mejorarian notablemente los resultados esperados y
evitarfan el sobredimensionamiento de los insectos.

4.6.1 Factor de forma eliptico: adaptacion de la circularidad

Segtin el apartado 2.4.3 del empleo de la circularidad para la caracterizacion
de formas y el apartado 2.5.5 sobre las elipses equivalentes de las regiones a
través de los momentos y del producto de inercia, se plantea una combinacién
y adaptacioén de estos conceptos para el caso de estudio.

Al analizar pormenorizadamente las formas de los especimenes (figura 4.9),
una vez desechadas aquellas partes sin interés ya mencionadas y gracias a la
simetria que se puede percibir en ellas, se plantea ajustar dicha forma a una
elipse equivalente y estudiar un factor de forma eliptico, FFe1ip, y la constante
Kelip que devuelvan los momentos propios de cada regién.

A partir de los ejes mayor, 4, y menor, 1y, de una elipse cualquiera se puede
definir su perimetro y drea como:
A(Relip) =T-Ta Ty

P(Retip) & - [3{ra + 1) — v/Bra T Tu)(ra + 370) (4

Se puede proponer, a través de las pardmetros de la elipse expuestos en la
ecuacion 4.4, un nuevo factor de forma que cumpla:

A(Retip) P(Retip)?
FFelip = Ketip - Wi;p)z — FFetip =1 = Ketip = A(Rei::;) (4-5)

Conocidos los ejes mayores y menores de una elipse, se puede obtener una
constante ke1ip que haga que la ecuacion del factor de forma eliptico sea igual
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Figura 4.9: Adaptacién de la elipse equivalente a la region de estudio.

a uno. Una forma que se aleje de la forma eliptica ideal definida por rq y 1p
haréa que FF.y;, tienda a cero.

La elipse equivalente a la forma del insecto en estudio, que guarda los mis-
mos momentos y producto de inercia centrales, se utiliza como elipse de refe-
rencia con la que obtener k¢1i, y comparar la forma segmentada. Sus ejes se
pueden calcular facilmente combinando las ecuaciones 2.25 y 2.27 ya expues-

tas:
. 20 2~[IX+IU+\/(IX—IB)2+4-I§H_
T VAR A(R)

20 2-{IX+IU—\/(IX—IH)Z+4~I§y_

T A AR T A(R)

Al sustituir los resultados de la ecuacién 4.6 en la ecuacion 4.4 y, seguida-
mente, en la ecuacion 4.5, se obtiene ke1ip para la imagen concreta de estudio.
Por ltimo, para comprobar como se ajusta la forma real del insecto a esta pro-



4.6 Transformacién morfolégica de la imagen |

porcién ideal de la elipse equivalente, s6lo restaria calcular el factor de forma
eliptico con el drea, A(R), y el perimetro, P(R), del objeto:

FFelip (fR) = kelip : PA((;S)Z (47)

4.6.2 Procedimiento morfol6gico iterativo para la correccion de FFip

Las imdgenes segmentadas se desvian mads de la forma eliptica ideal cuanta
mayor cantidad de elementos indeseados se incluyan en la segmentacién (res-
tos de patas, antenas, alas y vellosidades). Conviene reducir dichos elementos
ya que suponen un problema para la medicién, en especial en el caso del t6-
rax y del abdomen. Estos problemas de la segmentacién introducen medidas
desvirtuadas y localizaciones incorrectas de la zona de analisis.

Se propone, por tanto, aplicar una operaciéon morfolégica de erosién en la
imagen (apartado 2.6.3) siempre y cuando el valor de FFe1ip(R) < 04. La
eliminacién de estas entidades indeseadas se puede evaluar segtn su contri-
bucién a FFe1ip(R) ya que afiaden mayor cantidad de perimetro que de area
(compruébese la figura 4.9) en comparacion con la proporcién de una elipse
ideal. Conforme se erosione la parte mds externa de la regién, se recalcule y
dichas partes indeseadas queden desconectadas, el valor de FFe1ip(R) aumen-
tard. Por otro lado, este valor de 0.4 es obtenido empiricamente a través del
comportamiento de las formas en la erosiéon. Aumentar este valor supone ter-
minar con regiones demasiado reducidas y que no responden fielmente a la
forma original del insecto. Por el contrario, disminuir este limite produce que
las regiones segmentadas no eliminen suficientes elementos probleméticos pa-
ra las medidas segtin los ejes transversales.

Este proceso iterativo se descompone en las siguientes fases:

1. Se delimita la region segmentada y se comprueba si FF¢1i,(R) < 0.4. En
el caso de que FFeyip(R) sea mayor o igual, se considera que el objeto
tiene la forma adecuada para ser medido y no se modifica. Si el factor
de forma eliptico de la regién queda por debajo de este umbral, se aplica
una erosion a la imagen segmentada que elimina la linea de pixeles mas
externa de la regioén. La erosion se efectda con un kernel o SE de matriz
cuadrada 3x3 y con el su punto de origen o anchor point en el centro del
mismo.
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2. Sobre la imagen erosionada se vuelve a seleccionar la regién mas gran-
de (pueden aparecer subregiones tras la erosién ya que estos elementos
indeseados pueden quedar desconectados del cuerpo del insecto) y a
obtener los vectores de posicion de la region y del contorno externo.

3. Nuevamente se calculan todos los pardmetros geométricos de esta nueva
region, incluidos la nueva elipse equivalente y el FF¢1ip (R) con el que se
caracteriza el nuevo objeto formado.

4. Se vuelve a comprobar si FFeip(R) < 0.4 y se continua o se termina el
procedimiento en funcién del resultado.

Los imédgenes que se muestran en la figura 4.11 reflejan el proceso de erosién
para la imagen de muestra hasta alcanzar el umbral considerado. Otro ejemplo
que se ha querido destacar se encuentra en la figura 4.10.

Figura 4.10: Regién antes y después de la erosién con ejes principales de inercia. El eje
longitudinal, tras el procedimiento, pierde intersecciones con el contorno
en las vellosidades terminales del insecto. Segtn las intersecciones trans-
versales, se puede ver la reduccién dréstica de restos de extremidades no
segmentadas.
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Iteraciéon = 0 Iteraciéon = 1

Iteraciéon = 2 Iteraciéon = 3

Figura 4.11: Proceso morfolégico de erosion iterativo aplicado a la forma. La region
sufre una proceso erosivo que contribuye a un desgaste y estrangulamien-
to de elementos indeseados. Cuando éstos quedan aislados del resto del
cuerpo y se conforma nuevamente el objeto mas grande, son eliminados
de la imagen procesada.
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4.7 Interseccién de ejes con el contorno

Se plantea la obtencién de medidas a través de la interseccién de los ejes
principales de inercia con el contorno externo que delimita la regién final.

Los ejes son definidos como rectas con la ecuacién punto-pendiente median-
te el centroide de la forma final, (x¢,y¢), y del dngulo de giro para la obtenciéon
de ejes principales, 0. Al igual que con el contorno y el objeto, se almacenan en
un vector todas sus posiciones en la imagen y, dentro de una clase especifica
para ejes, se definen funciones para dibujarlos. Los ejes calculados y dibujados
sobre la forma final analizada se pueden ver en la figura 4.12.

Figura 4.12: Ejes principales de inercia sobre la regién de estudio.

4.7.1 Medida longitudinal

La medida de la longitud del insecto se estima con una interseccién de los
puntos del eje principal de inercia minima (siempre el eje X’ ya que asi se
programo el giro de los ejes iniciales) con el borde de la region. Localizando
igualdades entre las coordenadas del contorno externo en su vector de posi-
ciones y las coordenadas del eje, se encuentran los puntos de interseccién. En
el caso de hallarse més de dos puntos de interseccién, la longitud se interpreta



como la distancia més grande entre intersecciones consecutivas.

Ademas, se pueden dar casos en los que las rectas se crucen sin intersectarse
por la naturaleza discreta de los pixeles. Como solucién se tuvo en cuenta,
no sélo la posicién columna del pixel evaluado, sino también sus posiciones
anterior y posterior.

4.7.2 Medidas transversales

Las medidas transversales (el ancho del térax y del abdomen) requieren el
uso de otros ejes distintos al eje principal de inercia maxima. Se plantea, con
la misma orientaciéon que éste, el dibujo de rectas secundarias de apoyo por
encima y por debajo del centroide de la regién. Realizando desplazamientos
sobre el eje principal de inercia minima y seleccionando puntos de este eje, se
van trazando dichas rectas secundarias e intersectando con el contorno externo
en un rango de posiciones aceptable para encontrar el térax y el abdomen. Las
mayores medidas obtenidas en las intersecciones son, finalmente, devueltas
por la funcién (véase la figura 4.13).

Figura 4.13: Rectas secundarias obtenidas para la medicién de térax y abdomen. En
verde se reflejan las rectas auxiliares obtenidas para la medicién de térax
y abdomen del insecto.
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5 ENCAPSULAMIENTO DEL CODIGO

Este primer capitulo de la parte iii del proyecto enfoca el programa final
como un resultado en si mismo. Se desgranaran las distintas clases, estructu-
ras, funciones, archivos fuente utilizados y relaciones entre todos ellos para el
desarrollo del software en C++ y con la libreria externa OpenCV.

Una vista global del cédigo se puede ver en la figura 5.1. Ademas, se expli-
card en las siguientes secciones.

5.1 Archivo principal

El archivo fuente del cédigo principal se compone de un bucle que analiza,
por orden alfabético, todas las imagenes de Frankliniella occidentalis a estudiar
con las siguientes operaciones:

o Lectura de la imagen. Se abre la imagen bmp y se guarda en una variable
de tipo Img para imagenes, propia de OpenCV.

o Extraccion del canal azul. De los tres canales de color de la imagen, se
almacena el azul como variable Img.

e Segmentacion por el método de Otsu. A esta matriz del color se le busca
un umbral éptimo que divida el histograma de la imagen en dos seg-
mentos con variabilidad minima entre si y maxima entre ellos (seccién

4.2).

e Creacién del objeto datos de la clase imgDatos. Deteccién, delimitacién y
seleccion del objeto més grande y célculo de los pardmetros geométricos

(secciones 4.3, 4.4 y 4.5).

e Bucle de correccién de la forma de la regiéon mdas grande. Se ejecuta
la erosién, conformacioén y caracterizacién del nuevo objeto resultante
hasta que la iteraciéon alcance un valor minimo de 0.4 para el factor de
forma eliptico (seccién 4.6).
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o Creacion de la variable ejePrin de la clase eje. El eje principal de inercia
minima es creado e intersectado con la regién (seccion 4.7).

o Creacion de la variable ejeSec de la clase eje. El eje principal de inercia
maxima es creado e intersectado con la regién (seccién 4.7).

5.2 Clase imgDatos

Esta clase es elaborada expresamente para que el programa almacene y ela-
bore los datos y caracteristicas propias de la imagen de estudio y su regién
principal. Cada objeto albergara las siguientes variables de clase:

¢ int tamObj: una variable de valores enteros que almacena el ntiimero de
pixeles (area) de la regién mas grande de la imagen segmentada.

¢ int perObj: una variable de valores enteros que almacena el perimetro
de la regiéon méas grande de la imagen segmentada.

o vector<Veczi>posPix: se trata de un vector de dos ntimeros enteros por
elemento que almacena las coordenadas matriciales de los pixeles de la
region principal.

e vector<Vec2i>posPix: se trata de un vector de dos ntimeros enteros por
elemento que almacena las coordenadas matriciales de los pixeles del
contorno externo de la regién principal.

¢ Img regién: esta variable permite el dibujo de la regién y la distincién
por canales del insecto (canal azul) y del contorno externo (canal rojo).

¢ GeometriaObj geometria: la variable geometria utiliza la estructura de
datos GeometriaObj y en ella se almacenan las caracteristicas de la regién
en relacién al centroide, los momentos de inercia y el factor de forma
eliptico.

Al definirse un objeto propio de ella, el constructor de la clase toma las di-
mensiones y otras caracteristicas propias de la imagen de entrada (la imagen
segmentada) y realiza las operaciones de: delimitacién de la region principal,
formacioén del contorno, diferenciacién de contorno externo e interno, relleno
de los huecos internos de la forma y célculo de la propiedades geométricas
del objeto.



Por tltimo, la funcién de la clase de NuevaRegion abarca la operacién mor-
folégica de erosion sobre la forma y una redefinicién de la region estudiada
con los procedimientos propios del constructor de la clase.

5.3 Clase eje

Esta clase estd encargada de la definicién de los ejes, de su dibujo, de las
operaciones de interseccién con la regién y de almacenar las variables mas
importantes de dicha interseccion. Los miembros de la clase son los siguientes:

Img matriz: se trata de una variable de imagen utilizada para dibujar el
eje.

vector<Veczi>posEje: este vector de elementos con dos valores enteros
se encarga de almacenar las posiciones del eje por la imagen.

CorteEjelnfo intEje: esta variable, propia de la estructura CorteEjelnfo,
alberga los datos de interés de la interseccion entre el eje y la region.

Cuando se define una variable de esta clase, el constructor toma informa-
cién del objeto de la clase imgDatos en referencia a la direccién de los ejes
principales de inercia y del centroide, asi como las dimensiones de la propia
imagen. De este modo se puede proceder al trazado del eje y al almacenamien-
to de sus posiciones.

Finalmente, el miembro de la clase intEje se define una vez se llama a la
funcién de interseccién conveniente con la regién segun el eje considerado
(Intersc o InterscSec).

5.4 Estructura GeometriaObj

Esta estructura es definida con el objetivo de facilitar la labor de la cla-
se imgDatos en su manipulacién y almacenamiento de ciertas caracteristicas
geométricas de la region. Las variables definidas con este tipo de estructura
constan de la siguiente informacioén:

Veczd centroide: el centroide se recoge como dos valores decimales dou-
ble (decimal con quince digitos de precisién) que describen su posicién
(fila, columna). Evidentemente en el caso de tener que plasmar este
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centroide en una imagen y sus pixeles discretos, se hace una conver-
sion del tipo de variable a entera. La tipologia de este centroide tiene su
utilidad especialmente para las operaciones matematicas de calculo de
momentos centrales.

double InerciaX, InerciaY, InerciaXY: se trata de tres variables que guar-
dan los momentos de inercia respecto de los ejes (X,Y) de la imagen
establecidos por defecto por OpenCV (seccién 4.1).

double AngGiro: esta variable decimal guarda el dngulo girado para
obtener el eje X con la orientacién de la region.

double fforma: en el anélisis de la imagen se guarda el factor de forma
eliptico propio de la regién de estudio.

double kelip: la constante ki, para la elipse equivalente a la region.

55 Estructura CorteEjelnfo

Esta estructura nace de la necesidad de recoger los valores obtenidos tras la
interseccién de un eje con la forma estudiada. Las variables que utiliza son:

vector<Veczi>puntosInt: cuando se ejecuta la interseccién de un eje con
el contorno se almacenan todos los puntos de interseccién en este vector
de coordenadas enteras.

Veczd medida: esta variable doble de niimeros decimales utiliza su pri-
mer valor para almacenar la distancia entre puntos de interseccion del
eje longitudinal y el segundo, lo deja vacio. Sin embargo, en el caso de
tratarse de un eje transversal, almacena valor del ancho medido de térax
y de abdomen en dichas posiciones, respectivamente.

Img recta1, recta2: bajo la necesidad de dibujar un eje de interseccién, se
guardan las matrices en estas variables. En el caso de un eje longitudinal,
la recta2 se queda sin inicializar. En la intersecciéon de térax y abdomen,
ambas rectas son requeridas.



Cédigo Principal
Bucle: imagenes de entrada
Mat ¢imagen = Lectura imagen
Mat azul = imagen Canal B
Mat imgSegmentada = Otsu(azul)
imgDatos
Bucle: .geometria.fforma < 0.4

.NuevaRegion()

JIntEje = JIntersc()

IntEje = JInterscSec()

Clase eje

Variables:

- Mat matriz

- vector<Vec2i> posEje
- CorteEjelInfo
Funciones:

- DibujaEje()

- Intersc()

- InterscSec()

Constructor Clase:
- DibujaEje()

Figura 5.1: Diagrama de las partes y relaciones principales del software de medida.

5.5 Estructura CorteEjelnfo |

Clase imgDatos

Variables:

- int tamObj

- int perObj

- vector<Vec2i> posPix

- vector<Vec2i> posPixContExt
- Mat regién

- GeometriaObj

Funciones:

- DibujaRegion()

- CalculaGeom()

- Erosién()

- NuevaRegi6n()
Constructor Clase:
- DibujaRegi6n()

- CalculaGeom()
NuevaRegion():
- Erosién()

- DibujaRegi6n()

- CalculaGeom()

Estructuras propias:

GeometriaObj:

- Vec2d centroide

- double InerciaX, InerciaY, InerciaXY
- double AngGiro

- double fforma

- double kelip

CorteEjelnfo:

- vector<Vec2i> puntosInt
- Vec2d medida

- Mat rectal, recta2
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6 RESULTADOS DE LA
CARACTERIZACION MORFOMETRICA

Este segundo capitulo de la parte iii expondra los datos obtenidos por el
programa para una muestra de 35 imdgenes de vista ventral de Frankliniella
occidentalis. Se mostrardan las medidas reales extraidas de forma manual, la me-
dicién automatizada del software, algunos ejemplos de las imdgenes orinales
y procesadas, un andlisis estadistico de los resultados y una reflexién sobre
éstos.

6.1 Medicién manual

La aproximacién a una medida real (o ground truth) en este experimento
se consigui6 a través de la medicién manual de la muestra de imagenes de
microscopio. Mediante un software de dibujo se pueden trazar con precisién
las tres medidas principales buscadas para el espécimen de cada imagen ob-
teniendo un total de 105 valores que caracterizan la morfologia de los insectos.

Los resultados de esta obtencién de medidas se muestran en la figura 6.1 y
en la tabla 6.1.

61



| Resultados de la caracterizacidén morfométrica

62

Img. 1

Img. 2 Img. 3 Img. 4 Img. 5 Img. 6 m Img. 7

Img. 9 Img. 10 Img. 11 Img. 12 Img. 13 Img. 14
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~

Img. 15

Img. 22

Img. 17 Img. 18 Img. 19 Img. 20 Img. 21

Img. 16 \
Img. 23 Img. 24 Img. 25 Img. 26 Img. 27 Img. 28

R Y e

Img. 29

Img. 30 _ Img. 31 Q Img. 32 Img. 33 Img. 34 Img. 35

Figura 6.1: Longitudes principales de medicién manual para la muestra de 35 imagenes de Frankliniella occidentalis.
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6.2 Medicibn automatizada

Se exponen ahora los resultados de la medicién automatizada para la mues-
tra junto con el niimero de iteraciones del procedimiento de transformacién
morfolégica aplicado sobre la imagen (figuras 6.2 y 6.3 y tabla 6.2).

] N° imagen H 1 2 3 4 5 6

Longitud (pix.) || 484.665 671.101 388.000 538.488 456.064 468.615
Térax (pix.) 109.932 157.334 110.005 124.020 97.719 86.1452

Abdomen (pix.) || 130.545 137.117 107.005 133.989 94.255 82.1523

N° iteraciones 3 4 1 7 3 3

N° imagen H 7 8 9 10 11 12

Longitud (pix.) || 571.106 716.304 572.469 691.783 567.070 614.244
Térax (pix.) 159.211 202.830 142.215 158.114 131.894 164.730

Abdomen (pix.) || 147.139 155.322 152.161 145.908 126.905 159.389

N° iteraciones 8 2 4 7 7 4

N° imagen H 13 14 15 16 17 18

Longitud (pix.) || 581.421 525411 659.188 541.081 671.609 516.614
Térax (pix.) 130.698 124.531 151.700 158.433 155.232 152.315

Abdomen (pix.) || 130.698 120.934 166.018 133.135 162.505 130.863

N° iteraciones 5 5 2 6 1 11

N° imagen H 19 20 21 22 23 24

Longitud (pix.) || 555.781 631.957 630.201 542.373 500.49  531.32
Térax (pix.) 141.439 186.55 164.149 129.402 137.321 148.354

Abdomen (pix.) || 155.756 155.168 161.012 137.186 131.947 151.463

N° iteraciones 8 9 4 7 5 5

N° imagen H 25 26 27 28 29 30
Longitud (pix.) || 476.203 627.925 568.821 549.754 539.340 480.394

Térax (pix.) 110.000 173.954 162.099 139.388 136.850 138.051
Abdomen (pix.) || 135.602 126.574 198.759 157.762 157.867 141.028
N° iteraciones 9 9 5 4 9 5

N°imagen | 31 32 33 34 35
Longitud (pix.) || 566.961 579.677 573.010 601.851 483.373
Térax (pix.) 153.264 147.492 132.019 147.384 114.285
Abdomen (pix.) || 147.275 147.492 145.055 165.412 127.883
N° iteraciones 5 6 5 5 5
Tabla 6.2: Resultados de la medicién automatizada de las longitudes principales.
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Figura 6.3: Longitudes principales de medicién automaética para imagenes de Frankliniella occidentalis 11.



6.2 Medicidon automatizada |

Si bien la erosién se idea y se aplica fundamentalmente para la correccion
de la medicién transversal ante elementos indeseados remanentes tras la seg-
mentacion, operaciones erosivas con un ntimero alto de iteraciones terminan
produciendo una reduccién dréstica de las dimensiones del insecto. La longi-
tud y el ancho del abdomen terminan encontrando la pérdida de pixeles por
erosiéon como la mayor fuente de error de la medicién respecto de la medida
real. Aplicando el concepto de dilatacién (apartado 2.6.2), se decide recuperar
los pixeles perdidos para ambas medidas mediante una estimacién con el nt-
mero de iteraciones realizadas en la imagen. La longitud corregida, Lcorr, y €l
ancho del abdomen corregido, Abd¢orr, Se muestran en la tabla 6.3.

| N°imagen | 1 2 3 4 5 6 |

Leorr (pix) 490.665 679.101 390.000 552.488 462.064 474.615
Abdcorr (pix.) || 136.545 145.117 109.005 147.989 100.255 88.152

’ N° imagen H 7 8 9 10 11 12 ‘

Leorr (pix.) 587.106 720.304 580.469 705.783 581.070 622.244
Abdcorr (pix.) || 163.139 159.322 160.161 159.908 140.905 167.389

] N° imagen H 13 14 15 16 17 18 ‘

Leorr (pix.) 591.421 535.411 663.188 553.081 673.609 538.614
Abdcorr (pix.) || 140.698 130.934 170.018 145.135 164.505 152.863

’ N° imagen H 19 20 21 22 23 24 ‘

Leorr (pix.) 571.781 649.957 638.201 556.373 510.490 541.320
Abdcorr (pix.) || 171.756 173.168 169.012 151.186 141.947 161.463

’ N° imagen H 25 26 27 28 29 30 ‘
Leorr (pix.) || 494.203 645.925 578.821 557.754 557.340  490.394
Abdcorr (pix.) || 153.602 144.574 208.759 165.762 175.867 151.028
] N° imagen H 31 32 33 34 35 ‘
Leorr (pix.) 576.961 591.677 583.010 611.851 493.373
Abdcorr (pix.) || 157.275 159.492 155.055 175.412 137.883

Tabla 6.3: Resultados de la longitud corregida, L¢orr, y del ancho del abdomen corre-
gido, Abd¢orr, mediante las iteraciones del proceso erosivo.
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6.3 Analisis estadistico de las muestras

Expuestos los datos, se busca ahora un andlisis y comparacién entre las
muestras que evidencie bondades y problemas en los resultados obtenidos y
en el método empleado.

6.3.1 Graficos de caja y bigotes

El primer camino empleado para el tratamiento de resultados son tres dia-
gramas de caja y bigotes (figuras 6.4, 6.5 y 6.6). Estos pueden reflejar adecua-
damente las diferencias méds importantes y extraer informacién de todas estas
variables:

e Figura 6.4. Los resultados de la longitud del insecto reflejan, en aparien-
cia, una fuerte semejanza por ambos procedimientos. Se pueden estimar
una media muestral (cruz roja dentro de la caja), una mediana (linea azul
que divide verticlamente la caja) y un rango intercuartilico (anchura de
la caja que representa al 50 % central de la muestra). Incluso, se encuen-
tra un valor atipico (cuadrado azul) localizado en ambos diagramas en
una posicion similar. Como detalle, este punto fuera del diagrama se
corresponde con la imagen 3 (representada, por ejemplo, en la figura
6.2) que se trata de la longitud de un espécimen en fase temprana de
desarrollo que, evidentemente, tiene un tamafio menor que el resto de
individuos fotografiados. Viendo una dispersion tan similar de los valo-
res medidos en ambos casos, se puede prever una buena caracterizacién
de la longitud de los insectos a través del procedimiento desarrollado.

o Figura 6.5. La semejanza entre los diagramas de esta figura es, en este
caso, bastante mds remota. La medicién real parece concentrar la mues-
tra de manera importante en vista del ancho de la caja y, sin embargo,
el software dispersa los valores. La medicion real produce tres valores
atipicos y un valor extremo (cuadrado azul con una cruz interior verde)
en el rango inferior de la muestra. Trasladados estos puntos a la medi-
cién automadtica y debido a la mayor dispersién de la variable, el valor
extremo termina como valor atipico y los tres restantes son recogidos
dentro del bigote izquierda de la caja. Ademads, aparece un valor atipico
superior en la medicion automatica sin correspondencia en la medicién
real. Este valor aparece con la medida realizada para la imagen 8 y es
fiel reflejo de uno de los problemas de medicién més importantes del
software (véase la figura 6.7).
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Automatica

Real [ R | ]

380 480 580 680 780
Longitud (pixeles)

Figura 6.4: Diagrama de caja y bigotes de la longitud mediante medicién manual
(real) y medicién automatica.

Automatica OJ }7 B 4{ ]

Real B O } + }

80 110 140 170 200 230
Ancho térax (pixeles)

Figura 6.5: Diagrama de caja y bigotes del ancho del térax mediante medicién manual
(real) y medicién automatica.

Figura 6.6. Este diagrama responde con un comportamiento similar al
anterior. En el caso de la medida real, los valores atipicos y el valor ex-
tremo corresponden a los mismos puntos ya encontrados en la figura 6.5
(imé&genes 1, 3, 5y 6 de la muestra). Como ya se dijo anteriormente, estos
puntos distanciados del resto de la muestra se deben a especimenes maés
jovenes y de menor tamafio. Nuevamente el ancho del abdomen parece



concentrarse en un rango limitado mientras que la medicién automatica
tiende a aumentar la dispersion de los valores. Por otro lado, el valor
atipico que sobresale por encima del rango superior en la medicién au-
tomatica refleja la medida realizada a la imagen 27 de la muestra. Esto
supone otro de los fallos destacables en la cuantificaciéon automatica del
software en el abdomen y de condicion similar a la medicion de restos
de elementos indeseados en el térax (véase la figura 6.8).

Automatica O O }7 + H O

Real = 0 }— 4+ 4{

80 110 140 170 200 230
Ancho abdomen (pixeles)

Figura 6.6: Diagrama de caja y bigotes del ancho del abdomen mediante medicién
manual (real) y medicién automatica.

6.3.2 Parametros estadisticos

Otra forma de comparar las muestras es a través de pardmetros estadisticos
representativos de las mismas. Se utilizardn los siguientes en el andlisis:

Media muestral: X = ) ' ; xi, con x; la variable de estudio y n = 35 el
numero de medidas de cada variable independiente. Medida global de
las muestras que representa el valor promedio de los datos o punto de
equilibrio de la variable.

Desviacion estindar de la muestra: s, = W Cuantifica la
dispersion de los datos respecto de la media muestral.

Coeficiente de variacién: C, = 3 - 100. Sirve para comparar la disper-
sién de distintas muestras al ser éste un coeficiente adimensional.



Img. 8

Figura 6.7: Errores de sobreestimacién del ancho del térax por extremidades remanen-
tes. Izquierda: imagen original. Derecha: imagen procesada. El software
identifica correctamente la posicion del térax, pero los restos de las extre-
midades del insecto desvirtian la medida a pesar de las operaciones de
erosion aplicadas. La imagen 8 realiza s6lo 2 iteraciones (tabla 6.2) ya que
cuenta con un Feyip (R) = 0.4 en el inicio de la transformacion.

n P . .
Esperanza del error absoluto: E(eqps) = Zi:‘(x”’“l; X“”“"l), siendo

Xreal—i, Una variable de medicién real, y x4y t0—i, una variable de me-
dicién automatica. Se utilizara este pardmetro para evaluar el promedio
de las desviaciones producidas por el software en cada tipo de medida.

Esperanza del error absoluto normalizado: E(eqps—n) = ——22=. Per-
mite comparar las desviaciones esperadas entre medidas distintas.

Root-Mean-Square Error (RMSE): RMSE = \/ Lioi (X”“:*X“““”i). Tam-
bién conocida como la raiz del error cuadréatico medio, funciona como

un identificador del error promedio de la estimacién.

Normalized Root-Mean-Square Error (NRMSE): NRMSE = %. Obte-
nido a partir del RMSE, permite realizar comparaciones del error medio
cometido entre distintas variables por su cardcter adimensional.

En la tabla 6.4 se muestran estos parametros calculados a partir de los valo-
res de las tablas 6.1, 6.2 y 6.3.
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Img. 27

Figura 6.8: Errores de sobreestimacién del ancho del abdomen por extremidades re-
manentes. Izquierda: imagen original. Derecha: imagen procesada. La
imagen 27 sufre 5 iteraciones del proceso erosivo antes de alcanzar
Fetip(R) > 0.4. A pesar de localizar adecuadamente la zona de medida
del abdomen, los restos no erosionados de la extremidad inferior del in-

secto afladen un error notable.

Longitud Térax Abdomen
Real Auto. Real Auto. Real Auto.
x (pix.) 578.545 | 572.876 | 138.758 | 142.259 | 150.127 | 152.437
sx (pix.) 75.317 | 72.788 | 14.893 | 24.187 | 22.577 | 22.271
Cy (%) 13.018 | 12.706 | 10.733 | 17.002 | 15.039 | 14.610
E(eqps) (pix.) 5.669 -3.501 -2.310
E(€qbs—n) 9.799-10 > -2.523-10 * -1.539:10 ~
RMSE (pix.) 18.955 19.378 9.401
NRMSE 3.276:10 % 1.397-10" 6.262:10 2

Tabla 6.4: Estadisticos de las medidas reales y automaticas.




Como analisis de la tabla 6.4 se pueden derivar las siguientes reflexiones:

Estimacién de la longitud. Del diagrama de caja y bigotes de estas mues-
tras (figura 6.4) se preveia una similitud importante en estadisticos como
la media muestral o la desviacién estdndar de la muestra y, derivado de
ellos, se aporta el coeficiente de variacién que no hace més que redun-
dar en la idea de una dispersién similar. La esperanza del error absoluto
devuelve una desviaciéon media positiva (E(eqps) = 5.669) de los valores
reales respecto de los medidos automaticamente, a pesar de la correccion
de la erosién en esta longitud. Este resultado es motivo de imagenes con
asimetrias importantes en la regién analizada (véanse las figuras 6.9 y
6.10).

Estimacién del ancho del térax. Cabe destacar en esta zona de la tabla
el aumento notable de la dispersion de la muestra para la medicién au-
tomatica incrementando C, en 7 puntos porcentuales. Esta diferencia en
el comportamiento muestral sugiere alteraciones importantes por parte
del software en la medida del térax respecto de la real. Ademas, la es-
peranza del error absoluto, en este caso, se desvia en favor de medidas
sobredimensionadas del térax. Este hecho reaparece en el anélisis de es-
tos estadisticos y tenia su explicacién en la figura 6.7. En la imagen 8,
mostrada en dicha figura, aparecia el ejemplo de una regién que, por
cuestién de forma, era erosionada dos veces y que dejaba un remanente
importante de extremidades dificultando la medida. Esta imagen 8 se
destacaba al ser el valor atipico por exceso del diagrama de caja y bigo-
tes de la medicién automética (figura 6.5). Sin embargo, esta desviacion
se produce en mds ocasiones en la muestra afiadiendo un error conside-
rable, aun sin llegar a producir valores atipicos para el diagrama (figura
6.11).

Estimacion del ancho del abdomen. Se observa en los estadisticos des-
criptivos del ancho del abdomen una respuesta bastante similar entre
ambas variables: coeficiente de variacion, desviacion estandar de la mues-
tra y media muestral. La esperanza del valor absoluto refleja, como en
el caso anterior, un sobredimensionamiento medio de la medida auto-
matizada respecto de la real que también responde a las mismas causas:
remanentes no segmentados de elementos indeseados para la medicién.
Eso si, la desviacion introducida, que a su vez incrementa el RMSE, es
mas reducida que para la medida del térax.

Comparacién de variables segiin estadisticos adimensionales. El ana-
lisis de estadisticos adimensionales como E(eqps—n) 0 NRMSE proveen
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Figura 6.9: Errores de medicion en el eje longitudinal por asimetria de la forma. Iz-

quierda: imagen original con medidas reales (rectas rosas). Derecha: ima-
gen procesada con las medidas automatizadas y superpuesta a la imagen
original. La resolucién de la imagen 23 desvela el origen de la compoe-
nente mds importante del RMSE para la medida longitudinal del insecto.
El corte del eje de inercia (eje blanco) con el contorno se produce en una
interseccion notablemente alejada del punto de interés definido en la me-
dicién manual. Para la correccién de este error se puede proponer como
método alternativo la btisqueda del algoritmo de puntos del contorno en
un entorno limitado que maximicen la longitud. Conllevaria rectas que se
alejan de la orientacién definida por el eje principal de inercia minima y
otros errores asociados por seleccién de puntos incorrectos

un buen modo para identificar las flaquezas mas importantes del soft-
ware entre las distintas medidas. De los valores de la tabla 6.4 se extraen
conclusiones como:

- La esperanza del error absoluto normalizado, E(eqps—n), indica

que, comparativamente, la medida con menor desviaciéon media es
la longitud del insecto, seguida del abdomen y, por tltimo, el térax.

— Si bien la estimaciéon del abdomen devuelve valores de RMSE meno-

res que la longitud, al comparar las magnitudes de forma adimen-
sional con el NRMSE se obtiene que, entre todas las estimaciones,
la que menor error promedio introduce es la longitud. Como en el
resto de medidas, el ancho del térax ofrece los resultados mds nega-
tivos por los problemas ya mencionados de formas indeseadas no
erosionadas.
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Figura 6.10: Errores de medicién en el eje longitudinal por asimetria de la forma II.
Izquierda: superposiciones de la imagen original con medidas reales (li-
neas rosas) y regiones inicial y final. Derecha: zona de interés ampliada.
Como otra fuente de introduccién de errores, la asimetria de la regién
provoca intersecciones de ejes de inercia que no son perpendiculares al
contorno. Esto provoca que los pixeles erosionados en la direccién del eje
no se correspondan con el nimero de iteraciones (7 en esta imagen) del
procedimiento de erosién. Efectuar una dilatacion real de la regién e in-
tersectar el eje resultante o almacenar la interseccion de la region inicial
con el eje longitudinal evitarfa este problema.

Img. 26

Figura 6.11: Errores de sobreestimacion del ancho del téraz por extremidades rema-
nentes II. Izquierda: imagen original. Derecha: region final erosionada. A
pesar del procedimiento morfolégico, no se consigue la eliminacién com-
pleta de la extremidad del insecto antes de alcanzar FFeyip, > 0.4.
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6.3.3 Histogramas y normalidad de la muestra

Por dltimo, la representaciéon de las muestras también se puede realizar
a través de histogramas de barras que muestren las frecuencias de sus va-
lores. Ademads, se ajustaran éstos como variables aleatorias independientes
provenientes de una funcion de distribucién normal. Hacer un ajuste de las
muestras a una curva gaussiana puede ser de utilidad para la obtencién de
resultados probabilisticos e inferencias sobre la poblacién o para la aplicacion
de otros procedimientos que requieran la normalidad de las variables, por
ejemplo, un andlisis de la varianza o ANOVA.

Los histogramas y los ajustes de los datos a la distribucién con intervalos de
confianza o Confidence Interval (CI) para o« = 0.05 se muestran en las figuras
6.12,6.13 y 6.14 y en la tabla 6.5.
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Figura 6.12: Histogramas de la longitud real y detectada y curva de ajuste normal.
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utcr (pix.) o£CI (pix.)
Longitud Real 578.545 +25.872 | 75.317 + 23.364
Automadtica | 572.876 £25.004 | 72.788 +13.912
Térax Real 138.758 £5.116 | 14.893 + 2.846
Automadtica | 142.259 +8.309 | 24.187 £4.623
Abdomen Real 150.127 £ 7.756 | 22.577 £4.315
Automadtica | 152.437 +7.651 | 22.271+£4.257

Tabla 6.5: Pardmetros estadisticos del ajuste normal de las muestras.

Como detalle a rescatar de la figura 6.13, los ajustes de las muestras a las
curvas normales reflejan el gran aumento de la dispersion de los datos que
ya se habia manifestado en la tabla 6.4 para esta magnitud. Las figuras 6.12 y
6.14 si sugieren comportamientos similares entre las variables comparadas.

Antes de aceptar el comportamiento normal de las muestras se deben rea-
lizar test de normalidad para cada una de ellas. Las pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk (sw) y de KS son utilizadas y sus resultados se encuentran en
la tabla 6.6. Ambos procedimientos como contrastes de hipétesis se basan en
establecer una hipétesis nula, Hp, que postula la procedencia normal de los
datos e intentan su refutacion.

Longitud Térax Abdomen
Real | Auto. | Real | Auto. Real Auto.
SW: Pyator | 0.8875 | 0.8714 | 0.0003 | 0.9238 | 3.6042-107> | 0.0231
KS: Pyatlor | 0.9388 | 0.7687 | 0.1067 | 0.9356 0.2160 0.6185

Tabla 6.6: Pruebas de normalidad de las muestras. Test realizado para un nivel de
significacién o« = 0.05.

Las pruebas de KS son superadas por todas las muestras, sin embargo, Ho
es rechazada por SW para la medida real del térax y para las medidas del ab-
domen. Esta falta de normalidad detectada en las muestras para SW (test mas
restrictivo que el de KS) se debe a las medidas de la muestra para especimenes
poco desarrollados y al pequefio tamafio de la muestra en si. Al contar con 4
de las 35 imagenes con valores muy reducidos debido a los insectos produce
una contribucién demasiado grande en la cola inferior de la distribucién nor-
mal. Estos valores atipicos se han podido detectar desde los diagramas de caja
y bigotes mostrados. Eliminando estas imagenes de la muestra se garantizaria
que Pyqlor = 0.05 para todos los test de SW de las muestras. En conclusiéon:
superados los test de KS y detectado el motivo principal del fallo de Sw en algu-
nas muestras, no se puede rechazar bajo un nivel de significacién de & = 0.05



que las muestras provengan de una distribucién normal N(y, 0?) (pardmetros
de las funciones normales en la tabla 6.5).

6.3.4 Aplicacion de one-way ANOVA

El procedimiento de one-way ANOVA se utiliza en muestras independientes
sometidas a un factor concreto para la comprobacién de la igualdad de sus
medias. Una aplicacién correcta del procedimiento exige el cumplimiento de
ciertas hipétesis de partida:

Variable aleatoria e independiente. Se aceptan ambas caracteristicas pa-
ra las muestras estudiadas.

Normalidad de las muestras. En el apartado 6.3.3 anterior se ha admiti-
do la procedencia de los datos de una distribucién normal.

Igualdad de varianzas. Antes de poder aplicar one-way ANOVA con rigor
se ha de realizar esta comprobacion de las varianzas en las variables.

Se reflejan en la tabla 6.7 los resultados de la verificaciéon de la igualdad
de las varianzas entre las muestras de cada medida. En el célculo de la tabla
se utilizan dos de los posibles test validados para ello: una prueba F de Fis-
her y una prueba de Levene. En ambas se trata de refutar la hipétesis nula
Ho que afirma la igualdad de varianzas bajo un cierto estadistico y con un
determinado nivel de confianza 1 — «.

Longitud Térax Abdomen

Real ‘ Auto. | Real ‘ Auto. | Real ‘ Auto.
Test F: Pyq1or 0.8433 0.0059 0.9371
Levene: Py q10r 0.8650 0.0101 0.9730

Tabla 6.7: Pruebas de verificacién de la varianza de las muestras. Test realizado para
un nivel de significacién « = 0.05.

Los resultados de la tabla 6.7 exhiben que ambos test rechazan, bajo un nivel
de confianza 1 — x = 0.95, la igualdad de varianzas de las muestras proceden-
tes del térax. Las variables de la longitud y del ancho del abdomen si aseguran
un Py q10r > 0.05 en las comprobaciones y, por tanto, no puede rechazarse Hy.
La aplicaciéon del ANOVA y la igualdad de medias s6lo podré ser calculada
para estas dos ultimas medidas.

El test one-way ANOVA es aplicado a las distintas medidas interpretando
cada procedimiento de recogida de datos como un tratamiento distinto de la
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variable aleatoria independiente. El estadistico que emplea para el contraste de
hipétesis es una F de Fisher que realiza el cociente entre la suma de cuadrados
media de los tratamientos y la suma de cuadrados media del error, es decir,
parte de la variabilidad que no es explicada por el factor aplicado a la variable.
Para un nivel de significacion o« = 0.5 y con la hipétesis nula Hp afirmando que
dicho cociente es igual a 1, se representan los resultados del procedimiento en
la tabla 6.8.

Longitud Abdomen
Real \ Auto. | Real \ Auto.
Test F: Py q10r 0.7498 0.6679

Tabla 6.8: Resultados de la aplicacién del test one-way ANOVA para un nivel de con-
fianza 1 — oc = 0.95.

Como conclusién de la tabla 6.8 se afirma que no existe una diferencia es-
tadisticamente significativa entre las medias de las muestras y que, por tanto,
no se puede rechazar que las medias de ambos tratamientos sean iguales con
un nivel de significacion & = 0.05.

6.3.5 Comparacion de las distribuciones

Como ultimo paso del analisis estadistico se propone la comparacion de las
distribuciones de ajuste de las muestras. Para ello, se utiliza nuevamente el
test de KS, se comprueban las distancias de las frecuencias acumuladas entre
la medida automatica y la real y se asume como hipétesis nula Hp que ambas
distribuciones son iguales. Los resultados se muestran en la tabla 6.9 y en las
figuras 6.15, 6.16 y 6.17.

Longitud Térax Abdomen

Real \ Auto. | Real | Auto. | Real | Auto.
D* 0.1143 0.2571 0.0857
Pyator 0.9763 0.1978 0.9995

Tabla 6.9: Pruebas de Ks para la comparacion de las distribuciones con un nivel de
significacion o = 0.05.

El estadistico Dx* del test de KS (mostrado en la tabla 6.9) es la distancia
maxima encontrada entre las frecuencias acumuladas y se define como:

D* = max(F(x) — G(x))

X

(6.1)
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siendo F(x), la distribucién acumulada para la medicién automatica, y G(x),
la distribucién acumulada para la medicién manual.

Los resultados de la prueba manifiestan que las tres muestras superan el
test de KS y que por ello no se encuentran diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre las distribuciones de las mediciones. Como era de esperar, la
medida del térax produce la mayor diferencia para las mediciones y el Py q10r
mas proximo a « = 0.05.
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Figura 6.15: Comparacién de frecuencias relativas acumuladas entre las muestras de
la longitud para un test de Ks.
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Figura 6.16: Comparacién de frecuencias relativas acumuladas entre las muestras del
ancho del térax para un test de Ks.
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Figura 6.17: Comparacién de frecuencias relativas acumuladas entre las muestras del
ancho del abdomen para un test de Ks.
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CONCLUSIONES Y DISCUSION GENERAL

Este proyecto de investigacion fin de master ha supuesto para el autor un
primer acercamiento a los fundamentos del tratamiento digital de imagen y a
la programacién en C++.

En cuanto al cumplimiento del objetivo principal (seccién 1.2), se ha conse-
guido desarrollar una herramienta en el lenguaje de programacién propuesto.
Esta aplica técnicas fundamentales de la literatura especializada en el proce-
samiento digital de imagen para la obtencién de las medidas principales en
la especie Frankliniella occidentalis. Como aspectos y resultados mds relevantes
de la aplicacién de la metodologia se pueden destacar los siguientes:

1. La utilizacién del Método de Otsu supone una buena segmentacion inicial
del fondo de la imagen respecto del insecto en primer plano. Se benefi-
cia del contraste caracteristico del ND en ambas entidades, especialmente
para el color azul. A pesar de esto, dicha segmentacion limita, en fases
posteriores del método, la correcta medicién de las longitudes principa-
les debido a elementos indeseados remanentes en la imagen, aun con la
aplicacién de procedimientos morfolégicos de erosion.

2. El software disefiado recoge todos los parametros geométricos de la for-
ma segmentada y define la orientacién principal del insecto satisfacto-
riamente. Todos estos valores no se han expuesto como resultados, pero
pueden considerarse datos de interés para otros estudios que trabajen
con esta especie. Se estiman de singular interés, por ejemplo, la posicion
de los centroides y el drea de los insectos.

3. Cabe plantear una discusion previa sobre si realmente la medicion ma-
nual (real) es mds exacta que la medicién automatica, la cual hace com-
probaciones a nivel de pixel. Evidentemente, ante una segmentacién per-
fecta de la imagen y considerando un procedimiento ideal, la medida
manual dejaria de ser la referencia de la medida real. Ademas, estable-
cer una discusién formal acerca de las medidas principales de los insec-
tos para el traspaso de las mallas de los invernaderos seria un punto de
partida importante a la hora de establecer las bases de una metodologia
mads rigurosa.
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4. En cuanto a los resultados ofrecidos en este proyecto de investigacion,
se encuentran multiples aspectos a destacar y concluir:

o El procedimiento para la detecciéon de la longitud funciona adecua-

damente. Las desviaciones respecto de la medida real mas impor-
tantes se detectan para formas con asimetrias pronunciadas en las
que se arrastra el eje principal de inercia minima hacia uno de los
lados de la region. Esto producia medidas infradimensionadas en
las que la interseccion del eje no se correspondia con el extremo
inferior del insecto (figura 6.9). Derivado de esta asimetrfa, tam-
bién se encontraba un inconveniente en la compensacion de pixeles
perdidos por la erosion al no intersectar el eje perpendicularmente
al contorno (figura 6.10). Como posibles soluciones se proponian: la
busqueda de longitudes mayores utilizando pixeles del contorno en
entornos cercanos a la interseccién inicial o la utilizacién conjunta
de las regiones iniciales y finales para la obtenciéon de una longitud
con menor error cuadratico. Finalmente, hay que destacar la seme-
janza estadistica entre la muestra manual y la muestra automatica:
igualdad de medias, de varianzas y de distribuciones no refutadas
bajo nivel de significacion « = 0.05.

La deteccién del abdomen produce resultados en la misma linea
que los de la longitud: igualdad estadistica entre las muestras reales
y las automaéticas y un RMSE adecuado. Analizando al detalle los re-
sultados del software se encontraba, a diferencia de la longitud, una
desviacién media hacia el sobredimensionamiento del abdomen. Se
debia principalmente a la permanencia en la imagen segmentada de
ciertos elementos indeseados (patas, vellosidades y alas) que eran
medidos como zona mds ancha del abdomen (figura 6.8). Una so-
lucién posible para la correcciéon de este inconveniente puede en-
contrarse en el aumento del umbral de FFetip para la medida del
abdomen vy, quizas, utilizar umbrales distintos segiin la medicién
que se esté realizando. Por supuesto, sin descartar otros métodos
intermedios de clasificacion de la imagen segmentada que se pue-
dan introducir en el procedimiento.

El ancho del térax es, sin duda, la medida méds comprometida de
la investigacion. Ya desde la tabla 6.4 de resultados de las muestras
se evidenciaba un incremento inusual del coeficiente de variacién,
Cy, en la medida automatica que se plasmaba en curvas de ajuste
normal notablemente distintas (figura 6.13). Los problemas con esta
medida son equivalentes a los mencionados en el abdomen, pero a
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causa de la anatomia de la especie Frankliniella occidentalis, la canti-
dad de elementos indeseados en la zona del térax aumenta (figuras
6.7 y 6.11). Estos problemas producen que el estudio estadistico
entre las muestras refute la igualdad de varianzas y que el test one-
way ANOVA no pueda ser aplicado. Las soluciones para el térax son
iguales a las propuestas para el abdomen ya que la problemética en
estas medidas transversales, como se ha dicho, es comun .
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Este proyecto fin de master se formula como un primer paso dentro de una
nueva linea de investigacién para la caracterizacion morfométrica de especies
de insectos. Futuros estudios han de ir asociados a ampliar las posibilidades
del software en dos lineas principales:

Medicién sobre distintas vistas. Este escrito redacta un método para la
deteccion sobre imégenes en vista ventral de una especie. Conseguir un
software capaz de interpretar y procesar el insecto con independencia de
su posicion aportaria una informacién adicional para una caracterizaciéon
3D de los especimenes.

Ampliacién de las especies analizadas. Un objetivo final en el desarrollo
de esta linea de investigacién podria suponer la obtencién de una herra-
mienta capaz de discernir entre individuos de las especies méas dafiinas
para el cultivo en invernadero y caracterizarlos convenientemente.

Por otro lado, si bien los procedimientos aplicados han sido ttiles y com-
petentes en la resolucién de este problema inicial, éstos se quedan obsoletos
en busca de resultados mas completos. Otras técnicas podrian aplicarse en la
resolucién del problema; se exponen las siguientes:

Aplicacién conjunta de procedimientos morfolégicos. En este proyec-
to de investigacion se aplicaron operaciones de erosién sobre la imagen
segmentada de manera efectiva. Sin embargo, se observé cémo dicha
operacién terminaba siendo perjudicial para la representatividad de la
muestra automatica respecto de la medida real y, por ello, se corrigieron
las medidas del abdomen y la longitud con una estimacién de los pixeles
eliminados por el procedimiento (tabla 6.3). Una primera modificacién
evidente tras desarrollo de la investigacion es la recuperacion de dichos
pixeles a través de dilataciones o de operaciones combinadas de erosi6-
n/dilatacién, también conocida como operacién morfoldgica de opening.

Utilizaciéon de técnicas Scale-Invariant Local Features (SIFT). Aplicar
técnicas SIFT serviria para interpretar el insecto y ciertos puntos de refe-
rencia sin depender de la posicioén, la rotacion o la escala de los mismos.
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Podria suponer una forma de distinguir insectos entre vista ventral o
lateral y, quizds, diferenciar entre especies distintas.

o Técnicas de clasificacién de la imagen. Se ha visto a lo largo de este
proyecto, a pesar de las mejoras del resultado producidas por las opera-
ciones morfoldgicas, la necesidad de una operacién que mejorase la seg-
mentacion de las zonas de interés en la imagen. Aplicar un clasificador
intermedio en la imagen (como estimadores de méxima verosimilitud,
redes neuronales artificiales u otros procedimientos de aprendizaje auto-
matico) produciria una mejora notable en la calidad de los resultados.
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