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Resumen

En este trabajo se ha realizado una aplicacion que
extrae automaticamente las principales caracteristicas
geométricas de las algas diatomeas. Estas algas
resultan de gran utilidad en la monitorizacion de la
calidad de las aguas, de ahi la importancia que la
automatizacion de los procesos de analisis conlleva.
La aplicacion extrae 15 descriptores geométricos de
cada diatomea almacenando su valor tanto en pixeles
como en micrdmetros. Se obtiene también la
presencia 0 no del estigma al ser éste un valor
determinante en la clasificacién. Para llegar a este
resultado es necesario realizar con anterioridad una
segmentacion autonoma de las imagenes digitales
obtenidas mediante fotografia digital. Dicha
segmentacion auténoma requirio del desarrollo de un
método especifico basado en la combinacién de dos
técnicas: binarizacion por umbralizacién y deteccion
de bordes utilizando el filtro de Canny. La separacién
de objetos solapados se resolvié mediante un método
que combina binarizaciones, filtrados,
adelgazamientos, operaciones morfologicas y el
detector de bordes de Canny. Los valores
geométricos calculados se compararon con los
resultados proporcionados por un experto, tras
realizar las mediciones de forma manual. Los
resultados son muy similares por lo que se considera
correcto el desarrollo realizado.
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1. INTRODUCCION

Las diatomeas o Bacilarioficeas son un grupo de
algas unicelulares distribuidas en una gran variedad
de ambientes acuéticos de todo el mundo. Hasta la
actualidad se han descrito mas de 10.000 especies
diferentes, cada una de ellas adaptada a determinados
rangos autoecologicos, de forma que se puede
establecer una clara relacion entre la composicion de
la comunidad de diatomeas y los pardmetros
fisicoquimicos del ambiente en que se desarrollan.
Asi, diversos trabajos publicados a partir de los afios
70 del pasado siglo demuestran la eficacia de los
métodos de control de la calidad del agua basados en
el uso de la diatomeas como bioindicadores [1, 2, 3
4]. En Espafia se estan actualmente implementando
en rios y lagos redes de biomonitorizacion basadas en
diatomeas, de acuerdo con los requerimientos de la
Directiva Marco del Agua de la Unidn Europea.

El principal factor limitante para la consolidacién de
las diatomeas como indicadores ecoldgicos radica en
la dificultad de su identificacion taxondmica. La
aplicacion de los indices diatomoldgicos mas
generalizados requiere frecuentemente diagnosis a
nivel especifico o subespecifico, lo cual implica
importantes inversiones en equipos Opticos y en
formacion de expertos. Diversos ensayos de
intercalibracion [5, 6] han demostrado que los
resultados de los indices bioldgicos basados en
diatomeas son altamente sensibles al nivel de
precision en las determinaciones taxonémicas.

Los principales caracteres taxonémicos empleados en
la identificacion y clasificacion de las diatomeas se
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refieren a la morfologia y ornamentacion del fristulo.
El frastulo es una cubierta silicea formada por dos
elementos (tecas) que encajan entre si envolviendo a
la célula. En la mayoria de las diatomeas pennadas,
cada teca estd recorrida longitudinalmente por un
surco (rafe) dividido en dos ramas por un é&rea
central, donde ocasionalmente aparecen una o varias
hendiduras (estigmas). Perpendicularmente al rafe se
disponen numerosas estrias formadas por la
alineacidn de varios poros o areolas.

En la actualidad, la identificacion y contaje rutinario
de diatomeas para el calculo de indices bioldgicos se
realiza mediante equipos de microscopia Optica de
campo claro y de contraste de fase. La introduccién
de la microfotografia digital de alta resolucion ha
permitido el registro sistematico de gran cantidad de
imagenes de diatomeas en vision frontal o valvar; lo
que posibilita la creacion de ficotecas electronicas
para la sistematizacion y estandarizacion taxonémica
[7]. La diagnosis taxonémica clasica se realiza
mediante claves de identificacién o por comparacién
visual respecto a preparaciones tipo o a iconografias
de referencia. En la actualidad, sin embargo, existen
diversos estudios sobre la posibilidad de automatizar
el proceso de identificacion mediante andlisis de
imagen. Por ejemplo, el proyecto ADIAC
(Identificacion y Clasificacion Automética de
Diatomeas), de la Universidad de Algarve, ha
obtenido resultados satisfactorios mediante la
aplicacion de herramientas de procesado de imagenes
de diatomeas para la identificacion del contorno y la
ornamentacién de cada frastulo y su posterior
identificacion [8]. Las técnicas de geometria
morfométrica aplicadas sobre imagenes fotogréaficas
de diatomeas también  ofrecen  resultados
prometedores [9, 10]. El escaneado y enfoque
automatico de preparaciones microscépicas se
encuentran en fases de desarrollo avanzadas, por el
contrario la identificacion de microestructuras
morfoldgicas cercanas al limite de resolucién de la
imagen y la discriminacion de frastulos de otros
elementos en la muestra (células fraccionadas,
particulas minerales) son las principales dificultades
gue encuentran los métodos de identificacién
automatica de diatomeas.

En este trabajo presentamos una técnica de
segmentacion  autbnoma y  extraccion  de
caracteristicas geométricas en diatomeas mediante
analisis de imagen asistido por ordenador. Se
describe una aplicacion disefiada para el
reconocimiento del contorno del frastulo y la
obtencién de sus  principales  descriptores
morfométricos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 APLICACION DESARROLLADA

Figura 1. Seleccion de imagenes.

Se ha desarrollado una aplicacion, utilizando Matlab
y la Toolbox de Procesamiento de Imagenes que
permite obtiene automaticamente un conjunto de
descriptores  geométricos de diatomeas. La
aplicacion, Figura 1, estd disefiada para procesar
grandes cantidades de imagenes que se van
seleccionando de la carpeta o carpetas en las que se
encuentren.

Los resultados pueden almacenarse en archivos de
texto delimitado, facilmente importables por una hoja
de calculo o como una matriz de datos en Matlab. Es
posible obtener descriptores Geométricos, o basados
en los momentos de Hu y de Zernike.

Cuando se selecciona “Descriptores geométricos”, se

Figura 2. Estigma y distancias de rafe

crean dos archivos de texto en la misma ruta en la
gue se encontraba la Ultima imagen seleccionada. El
primer archivo contiene las medidas dimensionales
obtenidas en pixeles y el segundo en micrometros.
Los valores en micrémetros dependeran de la
ampliacion con la que se haya obtenido la imagen. Se
fija este valor estableciendo la relaciéon del nimero
de pixeles que hay cada 10 micrémetros.



Los descriptores geométricos obtenidos son:

El &rea.

Centro de masas coordenada X.

Centro de masas coordenada Y.

Eje mayor de la elipse equivalente con el

mismo segundo momento.

e Eje menor de la elipse equivalente con el
mismo segundo momento.

e Excentricidad.

e Area del mas pequefio poligono que puede
contener la imagen.

e Area del rectangulo més pequefio que puede
contener la imagen.

e Diametro equivalente.

e El resultado de la division del poligono mas
pequefio y el area total.

e El resultado de la divisién del rectangulo
mas pequefio y el area total.

e Longitud total.

e Anchura total.

e Ladistancia de rafe uno: dist_1 en la Figura
2.

e La distancia de rafe dos: dist 2 en la Figura

2.

Figura 3. Primera segmentacion

Un valor determinante en la clasificacion de las
diatomeas es la presencia del estigma. Para cada alga
se determina dicha presencia y se introduce como un
nuevo valor en el descriptor codificando como 1 la
presencia y 0 la ausencia.

En la Figura 2. puede observarse la posicion del
estigma y las distancias 1 y 2 de rafe.

Si se desea, puede indicarse que se guarden cuatro
imagenes procedentes del procesamiento realizado:
1) una imagen en escala de grises del alga separada
del fondo; 2) la imagen binaria resultado de la
segmentacion; 3) la imagen en escala de grises con el
perimetro de la binaria extraido superpuesto; y 4) una

imagen en escala de grises con el perimetro del rafe y
del estigma superpuesto, en caso de que exista.

2.2 SEGMENTACION Y EXTRACCION

DE CARACTERISTICAS

La segmentacion es un proceso no trivial debido a la
aparicion de artefactos de tamafio considerable, el
solapamiento de diatomeas y la presencia de otras
diatomeas menores o trozos de ellas en la imagen.
Por ello ha sido necesario realizar esta operacién en
dos etapas.

2.2.1  Primera segmentacion

Se extrae el alga o, si hay solapamiento, la regién
resultado de dicho solapamiento. Para ello se
estudian las distintas regiones que aparecen en la
imagen y se selecciona aquella que cumple un
criterio de forma, obtenido de manera experimental,
que indica una alta similitud con una diatomea.
También se seleccionaria la region procedente de una
diatomea solapada con otra.

Figura 4. Segunda segmentacion.

2.2.2  Segunda segmentacién

Obtenido, mediante la primera segmentacion, la
region que contiene al alga, se procede a realizar una
segunda segmentacién mas fina. El objetivo es
determinar con precision la ubicacion de sus bordes y
eliminar, cuando aparezcan, los objetos solapados.

En la Figura 4 se presenta el resultado de esta
segunda segmentacion. Se puede observar el
resultado obtenido como una linea blanca discontinua
superpuesta al borde de la diatomea. EI método
utilizado se explica en la seccion 2.3.



sus contornos y luego realizar una binarizacion a la
imagen filtrada y una apertura, el resultado es el
mostrado en la Figura 5 derecha. Puede verse que la
adyacencia de las dos diatomeas y un tercer objeto
producen una regién mayor.

2.3 DETECCION Y ELIMINACION DE

OBJETOS SOLAPADOS
La obtencién del contorno de los objetos solapados

La separacion de objetos superpuestos, en el caso de se realizd de la siguiente manera:
las diatomeas que no tienen ni forma ni tamafio
constante, supuso desarrollar una técnica especifica 2.3.1 Binarizacion

para el caso.
Basandonos en que los bordes de las diatomeas son

bastante oscuros en relacion con el resto de la
imagen, se realiza una binarizacion. EI umbral se
obtiene aplicando el método de Otsu.

2.3.2  Negativo

Se realizé un negativo de la imagen de manera que
los bordes obtenidos anteriormente pasan a blanco y
el resto a negro. En la Figura 6 se observa el
resultado de esta operacién. En este ejemplo el
contorno ha quedado completamente definido, no
siendo habitual obtener un resultado tan limpio y con
el borde totalmente delimitado, aunque, para la
deteccion del solapamiento, tampoco es necesario
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obtenerlo.
Figura 5. Diatomeas adyacentes y
seamentadas.

Se utilizd6 una combinacion de dos métodos de

segmentacion: binarizacion por umbralizacion y

deteccion de bordes utilizando el filtro de Canny.

Figura 7. Adelgazamiento.

2.3.3 Filtrado

Para facilitar el posterior procesado se utiliza un
filtro adaptativo de eliminacién de ruido. Se emple6
un filtro de Wiener para dos dimensiones. Aunque
Figura 6. Negativo de la imagen binarizada. también se ha experimentado con otros filtros paso
bajo, como es el filtro de mediana, los mejores
resultados se obtuvieron con el indicado en primer

La situacion de partida es una imagen, similar a la lugar.
que aparece en la Figura 5, que contiene dos
diatomeas adyacentes. Al aplicar Canny para detectar




2.3.4  Adelgazamiento

A continuacién se procede a reducir el grosor de los
bordes anteriormente obtenidos. Para ello se realiza
un adelgazamiento de la imagen anteriormente
filtrada. Se pretende obtener los limites de cada
objeto para asi poder separarlo, ya estén los objetos
solapados o sean adyacentes como en el ejemplo
mostrado.

2.3.5 Dilatacién

Como puede observarse en la Figura 7, el
adelgazamiento puede provocar que se pierda la
continuidad del contorno. Para obtener un borde
conexo se procede a dilatar la imagen utilizando
elementos estructurantes con forma de linea. En
dicha figura se observa que el objeto pequefio que
estaba tocando la diatomea de la derecha se ha
convertido dos lineas por lo que ahora resulta
sencillo de eliminar.

2.3.6  Cannyy combinacion

El paso final consiste en combinar la imagen binaria
obtenida en el punto c¢) anterior, con el resultado,
mostrado en la figura 5 derecha, de aplicar un filtro
de Canny, con el postprocesado ya comentado, a la
imagen original.

Tras realizar un complementario a la imagen
procedente de la dilatacién, mostrada en la figura 7,
combinamos ésta con la de Canny mediante una
operacion AND. Puede verse el resultado en la figura
8 izquierda. En la figura 8 derecha se presenta el
contorno del alga izquierda con los bordes en blanco
obtenidos superpuestos. En las situaciones, como en
esta, en las que nos quedaran dos objetos con forma
de diatomea, se podrian haber calculado los
descriptores de ambos, o bien, solamente de uno de
ellos. La aplicacion desarrollada descarta el objeto de
menor tamafio y obtiene los descriptores del objeto
mayor.
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Figura 8. Imagenes con los objetos separados.

3. EXPERIMENTOS Y
RESULTADOS

Algunos de los descriptores geométricos obtenidos
mediante la aplicacién desarrollada se compararon
con los que se habian calculado midiendo sobre la
imagen manualmente con una aplicacion informatica
desarrollada para ese efecto. Los descriptores
comprobados fueron la longitud y la anchura de las
diatomeas, siendo estos considerados como dos de
los valores fundamentales para caracterizar dichas
algas. No se comprobd el resto al no disponer de
datos supervisados para ello.

En la tabla uno pueden observarse estos resultados.
La primera columna corresponde con el nombre de la
imagen. En dicho nombre, los dos Gltimos valores,
separados por una “x” corresponden con la longitud y
la anchura de la diatomea.

Tabla 1. Muestra de experimentos

Nor_nbre de la Longitud | Anchura

imagen

2 20x5 20,2482 6,0149

2119 35x7 34,7887 7,4791

324x7 23,5201 7,2818

326x7 20,1132 8,0498

328x7 26,9097 7,3034

81 33x7 31,5151 6,7773

9 1 34x7 33,1517 7,5097

10 1 34x7 32,9099 7,4187

111 34x7 32,3641 7,9243

131 36x7,5 34,9093 7,5395

141 37x7 36,2424 7,7504

16 1 39x7 37,8199 8,0699

151 38x7 36,3636 7,2509

2 28x6 28,0000 6,5971

2 26x4 25,3339 5,4629

2 35x7 34,0034 7,1771

2 40x6 38,9102 6,9199

2 45x7 45,0988 7,4882

22 1 46x9 43,7683 8,3805

3145x7 42,9152 8,7780

Puede observarse que los resultados obtenidos son
bastante similares, si bien es cierto que no se han
obtenido medidas cuantitativas de error.

Las pequefias diferencias son debidas a errores en la
determinacion exacta de los bordes de la diatomea o,



en algunos casos, pudieran proceder de falta de
precision en la obtencién manual de las medidas.

4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado con éxito una aplicacion que
realiza la segmentacion autonoma de diatomeas y que
mide las principales caracteristicas geométricas que
se utilizan en su clasificacion. Los resultados
obtenidos con la aplicacion informatica desarrollada
fueron comparados con las mediciones realizadas por
un experto. Se observd una gran similitud entre
ambos resultados por lo que se concluye que tanto la
segmentacion auténoma como la extraccion de
caracteristicas y la obtencion de descriptores
geométricos son correctas.

Con nuestra aplicacion, el analista puede procesar
grandes cantidades de microfotografias digitales,
extrayendo de cada una de las algas el conjunto de
descriptores geométricos que mejor describen su
forma y mas facilitan la posterior discriminacion
entre poblaciones.

El mayor logro de la aplicacién es el ahorro de
tiempo y esfuerzo necesario para realizar esta, de otro
modo ardua, tarea. Asimismo, al contar con esta
herramienta  de  extraccion  automédtica  de
caracteristicas, podemos ya comenzar a pensar en el
desarrollo de una metodologia que permita un
enfoque automatico integral del proceso completo de
monitorizacion.

En trabajos futuros se utilizardn otros tipos de
descriptores para comprobar si es posible clasificar
estas algas en funcién de ellos y sin utilizar las
caracteristicas geométricas ahora empleadas.
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