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Resumen

Se ha desarrollado un nuevo método que per-
mite segmentar imdgenes de cabezas de esper-
matozoides vivos y muertos. Las imdgenes se
han adquirido wutilizando una cdmara AVT Os-
car F-810C y un microscopio de epifluorescen-
cia Nikon E-600. La segmentacion se realizé sobre
imdgenes obtenidas en escala de grises y se uti-
lizaron las imdgenes de fluorescencia para etique-
tar cada cabeza para evaluar el método. Este con-
siste en segmentar la mayor parte de las imdgenes
mediante un preprocesamiento y umbralizacion
basada en Otsu y las imdgenes que resulten mal
segmentadas procesarlas mediante una transfor-
mada Watershed. Se evalia automdticamente si
la segmentacion es correcta tras realizar la seg-
mentacion. De esta manera se consigue segmentar
correctamente un 97.39 % de los espermatozoides
vivos y un 82.99 % de los espermatozoides muer-
tos.

Palabras clave: Segmentaciéon, umbralizacién,
Watershed, semen de verraco.

1. INTRODUCCION

La evaluacién de la calidad seminal es un aspecto
clave en la investigacion de la fertilidad en vet-
erinaria. Un indicador de la posible fertilidad del
semen es el nimero de espermatozoides vivos y
muertos que hay en la muestra y también el es-
tado del acrosoma del espermatozoide, integro o
danado. Una muestra con un gran numero de es-
permatozoides muertos induce a pensar que dicha
muestra no serd viable para la fecundacién.

Existen algunos sistemas software que se utilizan

para evaluar la calidad de las muestras de semen
[3]. El grupo de investigacién VARP (Visién Artifi-
cial y Reconocimiento de Patrones) de la Universi-
dad de Ledn, en colaboraciéon con CENTROTEC,
lleva varios anos trabajando en la aplicacion del
procesamiento digital de imagenes para la evalu-
acién de la calidad del semen de verraco, conc-
retamente en la discriminacién entre acrosomas
integros y dafniados [6][2] o vivos y muertos de
una muestra basandose en la textura de la cabeza
en imagenes en escala de grises. Con los nuevos
métodos que estdn desarrollando se pretende susti-
tuir las técnicas de laboratorio utilizadas habitual-
mente, que emplean tinciones y un posterior con-
teo manual de las cabezas en una serie de mues-
tras. Estas técnicas tradicionales tienen los incon-
venientes de que son lentas, subjetivas, y requieren
equipos costosos, como los microscopios de fluores-
cencia o personal altamente especializado.

Para poder llevar a cabo estos estudios [7][8] es
necesario contar con una coleccién de imégenes
de cabezas de espermatozoides etiquetadas lo mas
grande posible. Para ello es necesario tanto la
adquisicién de un amplio conjunto de imdagenes,
como realizar una segmentacién que preserve lo
mejor posible la informaciéon de cada una de las
imagenes originales.

Las imédgenes que hemos utilizado en este traba-
jo estan compuestas por la cabeza del espermato-
zoide sin la cola sobre fondo negro enmascarada
para que contenga los niveles de gris de la imagen
original (Fig. 1).

Uno de los problemas que es necesario resolver es
la correcta segmentaciéon de la cabeza del esper-
matooide ya que dicha segmentacion es necesaria
para realizar el procesamiento que hemos comen-
tado anterioremente. La incorrecta segmentacion



(a) (b)

Figura 1: Imagen original y su correspondiente
segmentada y enmascarada, que se utilizara en el
procesamiento

supone una pérdida de tiempo en el procesamien-
to de la muestra, ya que cuando se detecta que la
forma resultante no es correcta ha de deshecharse
la correspondiente imagen. Un ejemplo de seg-
mentacion incorrecta puede verse en la Fig. 2.

(b)

Figura 2: Ejemplo de imagen mal segmentada no
vélida para su procesamiento

En este trabajo se aborda el problema de la seg-
mentacion de las imagenes de espermatozoides,
presentando un método que permite alcanzar un
porcentaje mayor de imagenes bien segmentadas
gracias a la utilizacién de la transformada Water-
shed para segmentar las imagenes mal procesadas
con el método basico empleado que utiliza una
combinacién de diferentes técnicas de preproce-
samiento y una umbralizacién final. En la seccién 2
se describe brevemente cémo se realiza la adquisi-
cion de las imagenes. A continuacién se presentan
los diferentes métodos de segmentacion y el méto-
do de discriminacién de las imdgenes bien y mal
segmentadas. La seccion 4 muestra los experime-
tos realizados y los resultados obtenidos. Final-
mente se presentan las conclusiones del trabajo y
los trabajos futuros.

2. OB’I‘ENCI()N DE LAS
IMAGENES

Para adquirir las imagenes de semen de porci-
no para su posterior estudio se prepararon las
muestras con una tincién combinada de Ioduro de
Propidio (IP) y Diacetato de Carboxifluoresceina
(DCF) que permite, bajo iluminacién fluorescente,
ver los espermatozoides vivos tenidos de color

verde y los muertos de color rojo. Se remite al
lector interesado en la preparacién de la muestra
a [1].

Para adquirir las imégenes se ha utilizado una
camara Oscar F-810C conectada a un microsco-
pio epiluorescente Nikon E-600. La captura de las
imagenes se realizd observando la muestra bajo
fluorescencia y, una vez localizados y focalizados
los espermatozoides se obtuvo una imagen en col-
or real del campo de visién. Posteriormente, y sin
mover la preparacion, se suprimié la iluminacién
fluorescente y se abri6 el diafragma de luz conven-
cional para tomar otra fotografia de los mismos
espermatozoides, esta vez en escala de grises, en
contraste de fases positivo. Este proceso se repi-
ti6 hasta conseguir todas las imédgenes deseadas.
Por lo tanto, para cada muestra tendremos dos
imagenes, una en escala de grises y otra en col-
or, correspondientes a la muestra en contraste de
fases y en fluorescencia, respectivamente, ambas
capturadas con una resolucién de 3272x2469 pixe-
les.

Posteriormente, se recortan las imagenes de man-
era que quede un espermatozoide por imagen y
se etiquetan como vivos o muertos en funcién del
color que presente en la imagen fluorescente.

3. METODOS DE
SEGMENTACION

Nuestro método propone combinar dos técnicas
diferentes para segmentar las imagenes. Por un la-
do una umbralizacién mediante el método de Ot-
su, previo procesamiento utilizando, diversas op-
eraciones morfoldgicas, entre otras, y por otro la-
do una segmentaciéon empleando la transformada
Watershed. Los pasos que se han seguido son: Ini-
cialmente se segmentan todas las imagenes con la
umbralizacion. Después se determina automatica-
mente las imagenes que estdn mal segmentadas
utilizando el criterio que exponemos posterior-
mente. Finalmente se realiza la segmentacion de
éstas mediante la transformada Watershed. Esta
segunda segmentacion se realiza sobre el conjun-
to reducido de las mal segmentadas por el primer
método lo que supone que en este caso sea acept-
able el alto coste computacional de esta transfor-
mada.

A continuacién se describen cada uno de los méto-
dos de segmentacion utilizados, el método para
distinguir las imagenes mal segmentadas y el
método combinado propuesto.



3.1. DISpRIMINACIC)N DE LAS
IMAGENES

Una de las partes fundamentales en el método de
segmentacion que se propone consiste en los crite-
rios utilizados para distinguir una imagen de una
cabeza de espermatozoide mal segmentada. Para
cada una de las imagenes de cabezas segmentadas
se comprueba y se descartan autométicamente:

1. las imagenes cuya area, en pixeles, es menor
que el 70% de la media de las areas de las
cabezas de todo el conjunto de imagenes. Si el
sistema de visién utilizado se mantiene con-
stante en cuanto a resolucién de la cdmara,
microscopio y éptica utilizada, este valor no
varia.

2. las imégenes cuya relacién entre el eje mayor
y el eje menor de la elipse que encierra el area
no estd entre 1.4 y 2.6. Estos valores han sido
obtenidos experimentalmente.

3.2. SEGMENTACI()N POR
UMBRALIZACION

El primer método de segmentacion se basa en un
preprocesamiento de la imagen y posterior um-
bralizacién. Se convierte la imagen a escala de gris-
es, se ajusta el histograma para mejorar su con-
traste y se calcula su umbral mediante el méto-
do de Otsu [5] obteniendo una imagen binaria a
la que posteriormente se aplica el negativo(Fig.
3(b)). A continuacién se deja sélamente la regién
mayor eliminando todas las regiones cuya area sea
inferior a la que tenga mayor nimero de pixeles,
que corresponde con la cabeza del espermatozoide.

Posteriormente, mediante una erosiéon y una pos-
terior dilatacion de la imagen con un elemento
estructurante en forma de disco de radio 22, se
elimina autométicamente la cola, o se separa de la
cabeza. Después se quitan las regiones que estan
en contacto con el borde de la imagen, para que
quede una imagen binaria con la cabeza del esper-
matozoide tnicamente (Fig. 3(c)).

Finalmente se enmascara la cabeza, para lo que se
realiza una multiplicacién pixel a pixel de la ima-
gen resultante con la original para que queden los
niveles de gris originales de la cabeza sobre fondo
negro, y la imagen se recorta de forma que quede la
cabeza contenida en su bounding box (Fig. 3(d)).

3.3. SEGMENTACION MEDIANTE
TRANSFORMADA WATERSHED

La transformada Watershed considera el gradiente
de una imagen en nivel de gris como una superficie
topogréfica, en el que los valores maximos de los

() (d)

Figura 3: Proceso de segmentacién por umbral-
izacién

pixeles corresponden a sus puntos mas altos. Dicha
superficie se comienza a inundar desde los puntos
minimos a velocidad constante. Para prevenir que
el agua que proviene de dos regiones diferentes se
mezcle, se particiona la imagen en dos zonas dis-
tintas, levantando una pared que las separa, lla-
mada linea watershed. El resultado de ese proceso
es habitualmente una sobresegmentacién (Fig. 4),
que se debe a que el gradiente de una imagen es
muy sensible al ruido presente en la misma.

Figura 4: Ejemplo de sobresegmentacién con la
transformada Watershed.

Para evitar este efecto indeseado, Meyer y Beucher
[4] propusieron utilizar marcadores que indicaran
los minimos de la superficie topografica por los
cuales comenzar la inundacion. Estos marcadores
corresponden al primer plano y al fondo de la im-
agen.

En nuestro método, los marcadores del primer
plano (la cabeza del espermatozoide) se obtienen
mediante el método descrito en la seccién 3.2. En



caso de que este método no devolviera ninguna re-
gién de interés se utiliza un cuadrado situado en
el centro de la imagen cuyos lados son el 30 % del
tamano del lado correspondiente de la imagen.

Los marcadores del fondo se obtienen calculando
la transformada Watershed de la transformada de
la distancia del marcador del primer plano con
cada una de las esquinas de la imagen.

Finalmente, se calcula la transformada Watershed
de la imagen del gradiente de la original reconstru-
ida morfolégicamente de forma que tenga minimos
locales en las zonas indicadas por los marcadores
obtenidos (Fig. 5). La cabeza segmentada corre-
sponderd al area de dicha transformada en la que
estuviera contenido el marcador del primer plano,
y con ella se enmascara la imagen original para fi-
nalmente obtener la cabeza con los niveles de gris
originales.

(c) (d)

Figura 5: Imagen original (a), su gradiente (b),
marcadores del fondo (c¢), y marcador del primer
plano (d)

3.4. SEGMENTACION MIXTA

El método que se propone en este trabajo consiste
en combinar el método de segmentacién explicado
en primer lugar que utiliza fundamentalmente la
umbralizacién de Otsu y el basado en la transfor-
mada Watershed.

Inicialmente se segmentan todas las imagenes con
el primer método (seccién 3.2). Posteriormente se
detectan las imdgenes mal segmentadas siguien-
do los criterios presentados en la seccién 3.1 y se
aplica sobre ellas este mismo método con un um-
bral més alto. A continuacién se aplica el método
de segmentacion basado en la transformada Wa-
tershed sobre las imagenes que continiien estando

mal segmentadas.

Al final se realiza de nuevo la inspeccién au-
tomatica para descartar del conjunto segmentado
final las imagenes que detecte como mal segmen-
tadas.

Se aplica primero el método basado en umbral-
izacién para segmentar con él la mayor parte de
las imagenes, debido a que es mas eficiente com-
putacionalmente.

4. EXPERIMENTOS Y
RESULTADOS

Se ha realizado un experimento para evaluar ca-
da uno de los métodos descritos, que consiste en
la segmentacion de un conjunto de imagenes de
cabezas de espermatozoide, recortadas y etique-
tadas a partir de la correspondiente imagen de flu-
orescencia. Concretamente, el conjunto consta de
422 imégenes de vivos y 341 de muertos. Después
de segmentar las imagenes se ha realizado una in-
speccion manual del conjunto segmentado para de-
tectar posibles irregularidades en el método, como
imagenes que siguan estando mal segmentadas, o
las que se detecten como mal segmentadas cuando
realmente estan bien. Es importante decir que no
hemos realizado ninguin tipo de seleccién previa de
las imagenes.

Respecto a los resultados, se van a mostrar los
siguientes parametros, utilizados para calcular la
matriz de confusién:

= Numero de imédgenes bien segmentadas iden-
tificadas automaticamente como bien seg-
mentadas (TP).

= Numero de imagenes mal segmentadas identi-
ficadas automdaticamente como bien segmen-

tadas (FP).

= Numero de imédgenes bien segmentadas iden-
tificadas automéaticamente como mal segmen-
tadas (FN).

= Numero de imagenes mal segmentadas iden-
tificadas automaticamente como mal segmen-

tadas (TN).

Ademsés, la matriz de confusién permite calcular
algunas medidas para evaluar las prestaciones de
cada método:

» Eficiencia.

Ntumero de imagenes bien segmentadas.

- TP+ FN
- TP+ FP+FN+TN

100 (1)



= Pérdida.

Ntumero de imagenes mal segmentadas.

P TN + FP
" TP+ FP+FN+TN

100 =100 — F
(2)
= Proporcién de verdaderos positivos.

Porcentaje del total de imagenes bien segmen-
tadas detectadas como bien segmentadas.

TP

TPR = 1
R TP+FP+FN+TNO

0 (3

= Proporcién de falsos positivos.

Porcentaje del total de imagenes mal segmen-
tadas detectadas como bien segmentadas.

FP

FPR = 1
R TP+FP+FN+TNO

0 (4

= Proporciéon de verdaderos negativos.

Porcentaje del total de imagenes mal segmen-
tadas detectadas como mal segmentadas.

TN

FNR = 1
R TP+FP+FN+TNO

0 ()

4.1. RESULTADOS DE LA
SEGMENTACION POR
UMBRALIACION

Cuadro 1: Resultados de la segmentacién de los
espermatozoides vivos basada en umbralizacion

Automatico
Bien Mal
Bien 410 0

Real 1 9 3

Cuadro 2: Resultados de la segmentacién de los
espermatozoides muertos basada en umbralizacion

Automatico
Bien Mal
Bien 269 0
Real yrl a1 31

Utilizando el método basado en umbralizacién las
diferencias entre las cabezas de vivos y de muertos
son muy apreciables. Con este método se consigue
segmentar bien un 97.16 % de los espermatozoides
vivos, y un 78.89% de los muertos. Ademds, la

proporcién de cabezas mal segmentadas es may-
or en la clase de los muertos que en la de los
vivos, tanto los detectados correctamente como
malos (9.09 % contra 0.71 % respectivamente), co-
mo los que se detectan como buenos (12.02 % con-
tra 2.13%).

4.2. RESULTADOS DE LA
SEGMENTACION WATERSHED

Cuadro 3: Resultados de la segmentacién de los
espermatozoides vivos basada en Watershed

Automaético
Bien Mal
Bien 409 0
Real \rl 13 0

Cuadro 4: Resultados de la segmentacién de los
espermatozoides muertos basada en Watershed

Automadtico
Bien Mal
Bien 280 0

Real \r1 43 18

El método de segmentacion mediante Watershed
resulta ser mas eficiente que el anterior, segmen-
tando las imégenes de espermatozoides muertos,
consiguiendo segmentar un 82.11 %, mientras que
en el caso de los vivos, se muestra un poco pe-
or, con una eficiencia del 96.92 %. Por tanto, este
método es mas fiable al segmentar espermato-
zoides muertos, pues es mas robusto ante imagenes
en que la region de interés presenta poco contraste
con el fondo.

Llama la atencion que, a pesar de que se pierden
menos espermatozoides con este método que con el
método basado en umbralizacién, la proporcién de
verdaderos negativos es menor (0 contra el 3 en el
caso de los vivos y 18 contra 31, respectivamente).

4.3. RESULTADOS DE LA
SEGMENTACION MIXTA

Cuadro 5: Resultados de la segmentacién de los
espermatozoides vivos con el método mixto

Automatico
Bien Mal
Bien 411 0

Real il 11 0

El método propuesto es mas eficiente que los dos
métodos anteriores, alcanzando una proporcién

del 97.39 % de vivos y un 82.99 % de muertos bien



Cuadro 6: Resultados de la segmentacién de los
espermatozoides muertos con el método mixto

Automadtico
Bien Mal
Bien 283 0

Real Vol 46 12

segmentados. Esto representa una mejora, puesto
que se pierden menos, que utilizando cualquiera de
los dos métodos anteriores, sobre todo de la clase
de los muertos.

5. CONCLUSIONES Y
TRABAJO FUTURO

En este trabajo hemos propuesto un método de
segmentacién que combina un método de umbral-
izacién y otro basado en la transformada Water-
shed, de forma que se aplica el segundo sobre
las imagenes mal segmentadas con el primero, en
base a un criterio para detectar automéaticamente
cabezas mal segmentadas.

Este método permite que se puedan aprovechar
mas imagenes para su posterior andlisis debido a
que se muestra mas eficiente tanto para las de es-
permatozoides vivos como de muertos (respecti-
vamente, un 97.39% contra un 96.92 % obtenido
con Watershed y un 82.99 % contra un 78.89 % con
umbralizacién). Los tres presentan una proporcién
de falsos positivos similar, de aproximadamente el
2% en el caso de los espermatozoides vivos y un
12% en el caso de los muertos. Este desequilib-
rio se produce debido a que los espermatozoides
muertos estan més difuminados con respecto al
fondo de la imagen que los vivos, lo cual dificulta
su segmentacion.

Llama la atenciéon que tanto en el método prop-
uesto como en los dos estudiados no hay ninguna
imagen detectada como mal segmentada que en
realidad esté bien, lo cual permite confiar en que
el criterio de discriminacién de imégenes mal seg-
mentadas no va a perder cabezas buenas.

En sucesivos trabajos se intentarda mejorar el
método de deteccién de espermatozoides mal seg-
mentados, para reducir la proporcién de falsos
positivos, e intentar encontrar un método para de-
terminar a priori con qué método se debe segmen-
tar la imagen.
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