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Resumen

Las diatomeas son organismos microscOpicos acuaticos caracterizados por tener una pared celular
compuesta de silice que se conserva intacta cuando se procesa con acidos concentrados u otros agentes
oxidantes para eliminar toda la materia organica. Por ser altamente sensibles a los cambios en su
ambiente, estas pueden ser utilizadas en monitoreos ecolégicos, paleoecoldgicos y para la deteccién de
cambios ambientales en diferentes escalas de tiempo: dias, cientos, miles o millones de afios
(Stoermer,1999). Actualmente, la identificacion de diatomeas es un trabajo manual realizado por
investigadores expertos en el drea. Varios problemas relacionados con esta actividad pueden ser
identificados: en ocasiones, las diferencias entre especies son minimas por lo que es dificil su
clasificacidn; se requiere mucho tiempo para la identificacion correcta de las diatomeas; ademas, existe
una amplia variedad de especies y el nimero de investigadores capaces de reconocerlas es limitado. Por
ello resulta importante buscar nuevas metodologias que faciliten este proceso. Una solucién a este
problema es el uso de algoritmos computacionales que permitan la identificacién automatica de estos
organismos.

En esta tesis se implementaron y probaron dos algoritmos para la identificacion automatica de
diatomeas: filtros compuestos no lineales y un clasificador naive bayes entrenado con caracteristicas
morfolégicas de las valvas. Las imagenes utilizadas para entrenar el clasificador fueron tomadas de
muestras de manantiales de Patzcuaro, particularmente del manantial de Ichupio (Almanza, 2014). El
sistema se probd con cinco especies de diatomeas: Gomphonema mexicanum, Ulnaria goulardii,
Rhoicosphenia abbreviata, Fragilaria capucina var. Vaucheriae y Navicula sp. A partir de una imagen de
microscopio el sistema selecciona posibles imagenes de diatomeas, el operador del sistema descarta las
gue no son, y el sistema realiza la clasificacién. Para las cinco especies consideradas en este estudio, el
sistema obtiene un 90% de efectividad de clasificacion.

Palabras clave: Diatomeas, taxonomia, filtros de correlacion, clasificacion automatica naive
bayes.



Abstract

Diatoms are microscopic aquatic organisms characterized by having a cell wall composed of
silicon that remains intact when processed with concentrated acids or other oxidizing agents to
remove all organic matter. These are highly sensitive to changes in their environment, thus they
can be used in ecological monitoring and paleoecological for detecting environmental changes
on different timescales: days, hundreds, thousands or millions of years (Stoermer, 1999).
Currently, the identification of diatoms is a manual work of skilled researchers in the field do.
Several problems related to this activity can be identified: sometimes the differences between
species are minimal so it is difficult to classify; a lot of time for the correct identification of
diatoms is required; in addition, exist a wide variety of species and the number of researchers
able to recognize them is limited. Therefore, it is important to look for new methodologies that
facilitate this process. One solution to this problem is the use of computer algorithms to
automatically identify these organisms.

In this thesis we implemented and tested two algorithms for automatic identification of diatoms:
nonlinear filters compounds and naive Bayes classifier trained with morphological characteristics
of the leaflets. The images used to train the classifier samples were taken from Patzcuaro springs,
particularly Ichupio spring (Almanza, 2014). The system was tested with five species of diatoms:
Gomphonema mexicanum, Ulnaria goulardii, Rhoicosphenia abbreviata, Fragilaria capucina
var. Vaucheriae, and Navicula sp. The system selects possible images of diatoms from a
microscope image, the system operator must discard those that are not, and the system performs
the classification. For the five species considered in this study, the system obtains a 90%
effectiveness rating.

Keywords: Diatoms, taxonomy, correlation filters, automatic classification naive Bayes.
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Capitulo 1. Introduccion

Las diatomeas son algas unicelulares pertenecientes a la clase crysophyta, division
bacillariophyceae, siendo de gran importancia para la deteccion de los cambios ambientales en
escalas de tiempo de dias, cientos, miles a millones de afios (Stoermer, 1999). Dominan entre el
fitoplancton por ser las més ricas en produccion de nutrientes, responsables de casi el 20% o
maés de la red de produccion primaria de carbono en todo el mundo (Mann, 1999).

Tienen como caracteristica principal una pared celular compuesta de silice hidratada
(Si02.nH20). A los componentes de silice de la pared celular se les llama frastula, y a sus dos
extremos se les denomina valvas. Otros organismos metabolizan silicio y producen estructuras
de silice, por ejemplo las algas chrysophytes forman escamas ornamentadas; los radiolarios y

silicoflagelados, endoesqueletos, pero ninguno produce una pared bipartita.

Las diatomeas suelen ser invisibles a simple vista 0 pueden aparecer como pequefias manchas
marrones. La mayoria de las especies miden entre 10 y 200 um de longitud, por lo que su

descubrimiento se retrasé hasta la invencion de los microscopios.

Las diatomeas se encuentran en habitad acuéticos, tanto de agua dulce como en el mar,
particularmente cuando las columnas de agua son turbulentas y ricas en nutrientes. Por ser
organismos fotosintéticos se limitan a héabitats poco profundos adhiriéndose a través de sus
mucilagos a superficies de roca, grava, arena, limo, sobre la superficie de plantas y animales y

otros objetos en el fondo de los lagos, rios y mares.

En el ambiente lacustre, su limitacion mas importante es la cantidad de silice presente en el
medio, conformando grandes desarrollos en ambientes vulcanotectonicos desde el Mioceno en el
medio continental, mientras que en el ambiente marino estdn presentes desde el Cretacico
inferior (Harwood y Gersonde, 1990). A través de métodos modernos (Medling et al, 1997) se

considera que pueden haber aparecido hace 240 Ma. y se diversificaron rapidamente a partir del



Eoceno siendo las diatomitas de la formacion Tarahumara en Sonora de las mas antiguas formas

lacustres conocidas. (Chacon-Baca et al., 2002).

También hay especies individuales que tienen necesidades especificas de habitat. Las especies
marinas no pueden generalmente crecer en agua dulce, ni viceversa; son escasas aquellas que
comparten habitats en ambos ambientes y generalmente estan en aguas salmastras de lagos con
alta concentracion ionica o en lagunas costeras; algunas especies estan restringidas a héabitats
acidos, algunos a alcalinos; etcétera. El conocer estas preferencias es esencial para que las

diatomeas puedan ser utilizadas en monitoreos ecologicos y paleoecologicos.

Las diatomeas han evolucionado, produciendo una desconcertante variedad de especies.
Probablemente hay alrededor de 20,000 en total (Droop, 1999) y se continua con la descripcién y
reclasificacion gracias al uso de técnicas de microscopia electronica tanto en antiguas y recientes
colecciones cientificas asi como en sitios no estudiados - lo que ha dado lugar a renombrar

nuevos géneros y NUMerosas especies.

El desequilibrio entre la variedad de especies de diatomeas, por una parte, y el grupo muy
pequefio y disperso de investigadores capaces de identificarlos, hace relevante la bldsqueda de

nuevas herramientas que permitan facilitar su identificacion.

En el presente trabajo de investigacion se proponen dos metodologias para el disefio de un
sistema de reconocimiento automatico de diatomeas, uno basado en filtros compuestos de
correlacion no lineal y otra mediante la obtencidon de caracteristicas representativas de la

morfologia de las valvas.



1.1 Antecedentes

Entre los trabajos relacionados a la identificacion automética de diatomeas y los filtros

compuestos no lineales se puede mencionar los siguientes:

En el 2002 se presentaron los resultados preliminares de ADIAC (Automatic Diatom
Identification And Classification) que fue un proyecto financiado por el programa MAST
(Marine Science and Technology) y que tenia por objetivo desarrollar algoritmos para la
identificacion automatica de las diatomeas utilizando informacién de la imagen, es decir, tanto

en forma como en ornamentacion (Buf, 2002).

La aplicacion de filtros compuestos no lineales se ha utilizado para la identificacion de
copépodos Y tarjetas de sonido (Guerrero, 2008; Guerrero y Alvarez, 2009). En la presente tesis

se aplico para la identificacion de diatomeas.

Posteriormente en el 2014 se implementaron tres diferentes metodologias de reconocimiento de
patrones invariantes a escala, posicién y rotacioén basadas en correlacion: correlacion no lineal
con transformada de escala, firmas vectoriales y méascaras binarias, ademas de que se realizd un
andlisis comparativo de las metodologias con las imagenes de diferentes especies de diatomeas
fosiles (Flores, 2014).

Adicionalmente en la region de Patzcuaro las diatomeas han sido caracterizadas a detalle
(Almanza, 2014; Almanza et al., 2014), lo que permite tener una base taxondmica sélida para

implementar un programa de caracterizacion utilizando filtros compuestos no lineales.



1.2 Objetivo general

Realizar un identificador automatico de diatomeas de Patzcuaro, utilizando filtros compuestos no

lineales.

Desarrollar una clasificacion de valvas de diatomeas de Patzcuaro mediante descriptores

geomeétricos.

1.3 Objetivos particulares

Realizar las descripciones taxondémicas de las valvas usadas para probar los métodos de

clasificacion.

Disefar una interfaz grafica que permita visualizar los métodos de clasificacion utilizados y la

extraccion de caracteristicas.



1.4 Organizacion de la tesis

En el capitulo 2 se describe la morfologia general de las diatomeas, algunas de las caracteristicas
utilizadas por los taxbnomos para realizar su identificacion, asi como su ecologia Yy sus

aplicaciones.

En el capitulo 3 se especifica el sitio de muestreo asi como el trabajo de laboratorio realizado
para el procesamiento de las muestras y la descripcion de las valvas elegidas para probar los

métodos de identificacion.

En el capitulo 4 se aborda la teoria de filtros clasicos, y la metodologia utilizada para la

identificacion de diatomeas mediante filtros compuestos no lineales.

En el capitulo 5 se trata la clasificacion de las diatomeas mediante descriptores geométricos de

las valvas utilizando un clasificador naive bayes.
En el capitulo 6 se muestran los resultados obtenidos mediante la metodologia utilizada.

En el capitulo 7 se presentan las conclusiones de la tesis, proponiendo un método para la
identificacion automatica de diatomeas de la regién de Patzcuaro a través de la utilizacion de un
programa para identificar cinco taxones que pueden extrapolarse a estudios inicialmente en la

cuenca del Lerma.



Capitulo 2. Caracteristicas Generales de las
Diatomeas

En este capitulo son descritas algunas caracteristicas que permiten a los taxdnomos realizar la

identificacion de diatomeas, las cuales son tomadas en cuenta para caracterizar las valvas.

2.1 Célula de las diatomeas

El protoplasto contiene todos los organelos que son caracteristicos de las plantas eucariontes,
incluyendo un nucleo, un aparato de Golgi, mitocondrias y cloroplastos.

La célula es altamente vacuolada y el citoplasma y la mayoria de organelos a menudo se limitan

a la periferia de la célula, el nucleo, generalmente se encuentra en o cerca del centro.

La pared celular es sélo una de las caracteristicas que se utilizan en la clasificacion e
identificacion: la forma, la posicién y la replicacion de los cloroplastos (Droop, 1996), la
posicion y el comportamiento del ndcleo (Mann, 1988), el desarrollo de la pared celular, el
método de reproduccion sexual (Stickle, 1995), y recientemente los datos genéticos moleculares
(Lundholm, 2001) son también muy importantes en el desarrollo de nuevas clasificaciones para

diatomeas.

Los cloroplastos de las diatomeas son de color marrén, dorado o amarillo verdoso. En especies
planctonicas hay regularmente numerosos cloroplastos pequefios, en cambio las especies
bentonicas a menudo tienen menos (1,2 6 4) que son mucho méas grandes y mas elaborados, y se
someten a reordenamientos sufriendo cambios complejos durante el ciclo celular (Droop, 1996).
En estas diatomeas, su morfologia es suficientemente constante dentro de las especies o géneros

por sus caracteristicas y es Util para la clasificacién (Droop, 1996) e identificacion (Cox, 1996).

Cabe sefialar que las frustulas siliceas de las que se componen las diatomeas se conservan
intactas aun cuando estas se digieren con acidos concentrados u otros agentes oxidantes para
eliminar toda la materia organica, siendo el primer paso tradicional en cualquier estudio que

requiere la identificacion de diatomeas a nivel de especie.



Desde alrededor de 1850 hasta 1980, la taxonomia de diatomeas dependia casi totalmente de las
caracteristicas de la frastula, y en muchas aplicaciones de diatomeas importantes, especialmente
en estudios paleoecoldgico (el cambio climéatico o la degradacion del medio ambiente) y en
estudios bioestratigraficos, la frastula es la Gnica parte de la diatomea disponible para el estudio.

Las valvas, pueden ser de forma plana o muy elaborada y por lo general son los elementos de

silice de la fristula.

Los lados de la frastula que conforman la unién de las valvas son llamados mantos, presentan

numerosas bandas de silice, denominadas cinturones, que en conjunto forman la faja conectiva.

Un examen mas detallado revela que la frastula es bipartita, y consiste en dos mitades que se

superponen en o cerca del centro del cinturdn.

Las bandas de la cintura se dividen en dos series llamadas cingulum, cada uno asociado a una de

las valvas. (Figura 1)

Figura 1. Cingulum
Por lo tanto, podemos distinguir una media frastula exterior, denominado la " epiteca ", que

consiste en la epivalva y epicingulum, y una media frustula inferior, la " hipoteca ", que consiste
en hipovalva e hipocingulum.

La frustula presenta dos vistas principales: su vista valvar y su vista lateral. (Figura 2)
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relaciona con la forma en que las diatomeas crecen y se dividen. (Figura 3).

2.2 Morfologia de la valva

Las valvas se componen esencialmente de costillas de silice, separadas por filas de poros. La
funcidn de los poros es permitir el paso de agua y solutos disueltos dentro y fuera de la célula, y

para permitir la secrecion de polisacaridos y otros materiales organicos.



Epiteca

Hipoteca .4

compuesta de una tira de silice imperforado, a una "forma central”, que es por lo general ya sea

un anillo de silice, llamado el "annulus”, o una costilla alargada, llamada "sternum™ (Mann,

1984).

Se pueden distinguir dos tipos principales de diatomeas de acuerdo a qué forma central
estd presente. Las diatomeas "'céntricas’ tienen un annulus y un sistemas de estrias
radiales, y las diatomeas ""pennadas’” que tienen un sternum, con una serie de estrias a
cada lado. (

Figura 4).

Frastula

Pseudoseptum

" Septum

Figura 3. Partes principales de la frastula
Las costillas a menudo se ramifican y se pueden seguir desde el margen de la valva, que es

> Epicingulum

—

-

UM W —

> Hipocingulum
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Figura 4. En A) ejemplo de diatomea céntrica. En B) ejemplo de diatomea pennada

El annulus y el sternum también son los centros ontogenéticos de las valvas céntricas y

pennadas: durante la formacion de la valva, el annulus y el sternum se establecen primero y

luego las costillas o estrias que son més finas se desarrollan hacia el exterior de los mismos (Li,
1985).

Hay una modificacion importante en un grupo muy grande de diatomeas pennadas, en la que se

incorporan uno o dos ranuras longitudinales en el sternum, formando una estructura compuesta
que se refiere como el "rafe-sternum™ (Mann, 1984).

Estas hendiduras constituyen parte del sistema de rafe, que es un complejo de componentes de la

pared y de protoplastos que permite a las diatomeas que se muevan de forma activa, a
velocidades de hasta 25 um/ s 0 més (Edgar, 1984).

La presencia del rafe y la forma de las ranuras del rafe, especialmente en el centro y los polos,
son caracteristicas importantes para la clasificacion y la identificacion. (Figura 5).

Figura 5. Distintos tipos de terminaciones en las valvas de las diatomeas.
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2.3 El sistema de costillas y estrias.

Las lineas de poros que se encuentran entre las costillas se llaman “estrias”, y 10os poros mismos,

que pueden ser circulares, elipticos, rectangulares o poligonales, son llamados "areolas."

A veces, varias filas de poros se forman entre las costillas (estrias bi- o0 multiseriadas) y algunas
veces el sistema basico de costilla-estria se modifica o se oculta por la superposicion de capas
adicionales de silice, afiadidas mas tarde durante el desarrollo de la valva, de modo que la areola
puede convertirse en cdmaras complejas (I6culos, de ahi areolas loculate), cuyas aberturas son
constrefiidas tanto interna como externamente. Las areolas loculate son frecuentemente

hexagonales y pueden formar matrices en forma de panal. (Figura 6).

Figura 6. Aerolas loculate con forma hexagonal.

En el microscopio 6ptico, la camara de la areola es poco visible, pero la presencia de matrices
hexagonales es una buena guia para su presencia. Incluso areolas no loculate con frecuencia
tienen una estructura compleja, que contiene finas membranas tamiz, pero también rara vez
pueden ser detectadas con el microscopio Optico, ocupando normalmente el microscépico

electronico.

En algunas diatomeas la estructura y el espaciamiento de las costillas, estrias y areolas cambia a

través de la valva, del centro al margen.

Dentro de una especie, el patron general formado por las costillas, estrias y areolas es constante.
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En algunas diatomeas pennadas, por ejemplo, las estrias son generalmente paralelas (por

ejemplo, en Neidium), mientras que en otras son fuertemente radiales

En las diatomeas, los poros y las costillas varian poco en tamafio y espacio dentro de una
especie, pero los numeros cambian a medida que las valvas reducen su tamafio durante el ciclo

vital.

Esto se correlaciona con el hecho de que el sistema de costilla-estria se forma a partir del centro
hacia fuera: las costillas se inician desde el annulus o del sternum en un espaciamiento fijo y
cuando crecen, la ramificacion se extiende para llenar el espacio disponible, mientras se
mantiene la misma distancia unos de otros. Asi, en valvas mas grandes de una especie dada, mas

ramificacion ocurren que en las valvas mas pequefias.

En ocasiones, como consecuencia de la perturbacion de la célula durante la formacion de la
valva (por ejemplo, a través de efectos osmaticos o envenenamiento con sustancias quimicas que
afectan el citoesqueleto), el centro del patron puede ser desplazado de su posicion habitual, pero
el sistema de costilla-estria, sin embargo, se puede desarrollar para crear una valva

completamente funcional.

Por lo tanto, para la identificacién, es mas importante concentrarse en el espaciamiento de las
estrias y areolas que en nimeros absolutos. La descripcion de especies de diatomeas casi siempre
expresa esta informacion como una densidad, por lo general como el nimero de estrias en 10
pum. La densidad de las estrias generalmente se encuentra entre 5 y 50 estrias por 10 um., aunque
este rango estd cerca de los limites de resolucion del microscopio Optico, en la practica
densidades por encima de 35 estrias en 10 um son dificiles de medir (Figura 7).

-

Figura 7. Distintas densidades de estrias ordenadas de mayor a menor en valvas de
diatomeas.
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2.4 Estructuras adicionales

Por lo general, la valva posee una 0 mas estructuras adicionales que no pertenecen al sistema de
estrias y costillas. La mayoria de las diatomeas céntricas, y también las diatomeas pennadas que
carecen de un sistema de rafe (diatomeas arrafideas), tienen una o mas "rimoportulas” (procesos
labiados) que son estructuras tubulares de funcién desconocida que perforan la pared y tienen

una abertura interna de labio. (Figura 8A).

El orden Thalassiosirales posee "fultoportulas”, que son estructuras implicadas en la secrecién
de hilos de quitina. Ambos tipos de estructuras generalmente aparecen en el microscopio 6ptico
s6lo como puntos o circulos, pero su presencia y ubicacion puede ser importante para la

identificacion. (Figura 8B).

Figura 8. A) Rimoportula. B) Fultoportula

Hay otras caracteristicas que incluyen costillas especiales no relacionadas con el sistema de
costilla estria, y poros especiales que participan en la secrecion de almohadillas o tallos que

adhieren las células de diatomeas a sustratos sélidos.

En diatomeas pennadas estas estructuras secretoras se encuentran en los extremos de la célula 'y
por lo tanto pueden ser casi invisibles en el microscopio éptico; en diatomeas céntricas se
encuentran elevaciones especiales de la valva que parecen ojos (de ahi que se les conoce como

ocelos).
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Solo poros especiales (estigmas) estan presentes cerca del centro del rafe y son importantes para

el reconocimiento de especies. (Figura 9).

Figura 9. Estigma

2.5 Contorno de la valva

El punto de partida para la forma que tomara la valva es la primera célula formada después de la
auxosporacion. Por ejemplo en las diatomeas céntricas, la auxospora se expande igualmente en
todas las direcciones moldeandose una forma esférica sin modificaciéon y las valvas de la célula
inicial son por lo tanto circulares asi como todas las formadas a partir de entonces (Medlin,
1996).

Cuando se restringe la expansién de la auxospora, por lo general a través de la incorporacién en
la pared de tiras de silice o bandas més rigidas (Mann, 1994), se producen contornos bipolares,
tripolares o multipolares, y estas formas se pueden modificar adicionalmente a traves de

contracciones del protoplasto en la auxospora expandida antes del desarrollo de la valva inicial.

Por lo tanto, dentro de las diatomeas céntricas, hay ejemplos de contornos elipticos, alargados,

triangulares, cuadrilateros, o incluso mas elaborados.

Las diatomeas pennadas tienen generalmente valvas alargadas, bipolares y la mayoria son de
forma bilateral simétrica. Sin embargo, algunas diatomeas pennadas son asimeétricas, como

resultado de la expansion antisimétrica de la auxospora y / o variacion en la flexibilidad en toda
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la banda; la asimetria puede ser con respecto ya sea al eje mas largo de la valva, al eje corto o

ambos.

Estos aspectos mas burdos de forma tienden a ser constantes en los niveles superiores de la
jerarquia taxonémica. Asi, por ejemplo, géneros como Cymbella y Gomphonema se caracterizan

por tener asimetria bilateral y heteropolar, respectivamente.

Sin embargo, no se puede suponer a priori que sea constante dentro de un grupo evolutivo
natural. Por ejemplo el género Biremis incluye representantes simétricos y asimétricos (Round,
1990).

2.6 Consideraciones especiales

En secciones precedentes se integraron las principales caracteristicas de caracter morfoldgico
que pueden ser utilizadas para la identificacion visual de las valvas: su tamafio, la forma del
contorno de la valva, la organizacién y la densidad del sistema de costilla-estria, el

espaciamiento de areolas y la presencia de costillas especiales, poros y espinas.

Enseguida se enumeraran algunas dificultades que se presentan en la identificacion debidas a las

complejas caracteristicas morfologicas de ciertas diatomeas.

e Algunas diatomeas presentan curvaturas en su valva y cuando son observadas en el
microscopio solo es posible observar por lo regular su vista lateral. Ademas en su
proyeccion bidimensional no pueden ser observadas adecuadamente debido a estas
curvaturas. (Figura 10A y 10B)

e Muchas diatomeas forman colonias. Las valvas se unen por medio de espinas o0 procesos
de silice, por lo que cuando se identifican se deben considerar estas uniones.
(Figura 10C)

e Hay géneros de diatomeas que tienen sus valvas diferentes, en forma o patrén del sistema
de costillas-estrias o ambos, presentando morfologia heterovalvar. Ejemplos se
encuentran en Achnanthes, Achnanthidium, Cocconeis y Rhoicosphenia. (Figura 10D).
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Figura 10. En A) y B) se pueden observar las curvaturas presentes en
Rhoicosphenia en vista latera y vista valvar, C) Aulacoseira formando colonias. D)
Diatomeas con valvas heteropolares.

2.7 ldentificacion en el microscopio 6ptico

Desde 1970 se han utilizado muchas mas caracteristicas en taxonomia y esto, junto con mejores
métodos de analisis, ha llevado al desarrollo de mas clasificaciones naturales para diatomeas.
Nueva informacién ha sido proporcionada por microscopia electronica, investigaciones de las
valvas y uniones conectivas y por los estudios de los protoplastos y la reproduccién sexual
(Round, 1990).

Aunque se ha producido un profundo cambio en los tipos de datos utilizados para la
clasificacion, los métodos de identificacion mediante el estudio de las valvas con microscopia
Optica han cambiado poco. Algunas de las razones son las siguientes:

e La microscopia 6ptica de las valvas es relativamente barata y conveniente.
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e En las principales aplicaciones de diatomeas, por ejemplo, ecologia, paleoecologia y
estratigrafia, a menudo las Unicas caracteristicas disponibles para la identificacion son las
de la valva.

e La mayoria de las especies pueden ser reconocidas a partir de sus valvas, utilizando
microscopia optica. El género al que pertenecen puede haber sido definida sobre la base
de protoplastos y las caracteristicas reproductivas (tal es el caso, por ejemplo, con
Sellaphora) y por lo tanto puede ser irreconocible de la morfologia de la valva, como se
ve en el microscopio dptico, pero si las especies pueden ser identificados, el género puede
ser determinado facilmente, simplemente a través de una guia de identificacion

taxondmica.

Capitulo 3 Toma de muestras y
procesamiento de imagenes

El lago de Patzcuaro situado en Altiplano Mexicano, se caracteriza por presentar un relieve
complejo en un entorno volcanico. Su clima es templado, subhimedo, con lluvias en verano.

Tiene una precipitacion pluvial y temperatura anual de 983.3 mm y 14-20 °C.

Cuenta con un gran nimero de manantiales donde las aguas son alcalinas fluctuando su ph entre
7 y 8. También existen corrientes subterraneas y superficiales, pozos profundos y norias,

destinadas para consumo humano, agricultura y ganaderia.
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Debido a que en los manantiales de Patzcuaro las valvas de las diatomeas se conservan
completas y presentan un gran tamafio se decidié para el desarrollo del presente trabajo de
investigacion utilizar muestras recolectadas en particular en el manantial de Ichupio. (Almanza,
2014).

3.1 Trabajo de laboratorio

Las muestras se procesaron con el fin de eliminar la materia organica e inorganica que podrian
dificultar la identificacion y también para obtener iméagenes con un menor grado de ruido. El

procedimiento realizado se describe a continuacion:

a) Las muestras son depositadas en vasos precipitados a los que se les agrega acido
clorhidrico al 30% con el fin de eliminar carbonatos y se procede a su calentamiento en
una parrilla.

b) Se agrega peroxido de hidrogeno al 30% para la eliminacion de materia orgéanica y se
calienta para su evaporacion.

c) Se realizan lavados con agua destilada hasta su neutralizacion.

d) Las muestras son diluidas al 50% con la finalidad de que las diatomeas estén
uniformemente distribuidas.

e) En un portaobjetos se deposita la muestra y se deshidrata en un desecador.

f) Las muestras procesadas se montan en una resina con alto indice de refraccion (Naphrax).

3.2 Obtencion de las imagenes

Mediante un microscopio Olympus Bx50, se obtuvieron 1075 imagenes de diatomeas en formato
tiff de dimensiones 1200X1600 pixeles observadas mediante un objetivo de 100x (Figura 11).
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Figura 11. Microscopio Olympus Bx50

3.3 Segmentacion de las imagenes

Una vez obtenidas las imagenes del microscopio se segmentaron con el fin de utilizarlas tanto

como imagenes de entrenamiento o como iméagenes de prueba.

Debido a que en las imagenes obtenidas del microscopio optico las diatomeas presentes se
encontraban en distintas posiciones y ademas una imagen podia tener mas de una diatomea, se
busco como resultado final obtener cada diatomea centrada individualmente en fondo blanco.

La segmentacion de la imagen consistio en las siguientes etapas:

1.- Obtencion del contorno de las formas en la imagen original, mediante el algoritmo de canny o
mediante umbralizacién. Si se encontraban contornos abiertos se cerraban mediante la
transformacion morfologica de dilatacion o mediante el algoritmo de Deriche y Cocquerez.
(Figura 12B)

2.- Relleno de los contornos cerrados. (Figura 12C)

3.- Eliminacion de las formas con un nimero pequefio de pixeles. (Figura 12D)

4.- Producto punto con la imagen original. (Figura 12E)

5.-Extraccion individual de las formas restantes de la etapa anterior. (Figura 12F)
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Figura 12. A) imagen original. B) Imagen segmentada mediante canny o
umbralizacion. C) Imagen rellenada. D) Imagen a la que se le extrajeron las areas
con menores pixeles. E) Producto punto con la imagen original. F) Valva individual

3.4 Seleccién de valvas

Para probar métodos de clasificacion, una vez obtenidas las iméagenes del microoscopio, se
seleccionaron las especies de diatomeas que se encontraban con mayor frecuencia y tambien las
que presentaba sus frastulas completas y contornos mejor definidos. También se tomé en cuenta
en la seleccién de las imagenes aquellas que se encontraban mejor enfocadas y que contenian

menor cantidad de ruido.

Las especies y géneros seleccionados fueron: Gomphonema mexicanum, Ulnaria goulardii,

Fragilaria capucina var vaucheriae, Rhoicosphenia abbreviata y navicula sp.

A continuacion se desriben las valvas tomadas como referencia (Almanza, 2014).

Gomphonema mexicanum

Valvas eliptico-clavadas, ensanchadas en la parte media, el
extremo superior ampliamente redondeado, la parte basal es méas
angosta que la superior, el area axial es recta y se ensancha
ligeramente hacia el area central. Un Unico estigma presente en el

il
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Ulnaria goulardii
Valvas lineares con extremos rostrados-capitados. El area central

es rectangular, el area axial se observa mas angosta, sus estrias
son muy finas.

Longitud: 71-91-106.65 micrometros

Ancho: 8.56-16.42 micrometros

Estrias: 7.86-12.07 en 10 micrometros

Distribucion local: Chupicuaro, Ichupio

Distribucion en Mexico: San Luis Potosi, Quintana Roo, Estado
de Mexico Michoacan, Guanajuato

Afinidades ambientales en Mexico: Periftica, epiliptica

(Anexo A. Lamina II)
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Estrias: 8.25-14.39 en 10 micrometros

Distribucion local: Chupicuaro, Ichupio, Janitzio, Las Urandenas
Distribucion en Mexico: Estado de Mexico, Michoacén
Afinidades Ambientales en Mexico: Epiliptica

(Anexo A. Lamina Il)

Fragilaria capucina var. vaucheriae

Valvas lanceoladas amplias, apices capitados a subcapitados, sin
rafe. El area central descansa hacia un costado y la axial es
lanceolada. Las estrias de la parte central y del &pice son
ligeramente paralelas.

Longitud: 26.83-54.96 micrometros

Ancho: 4.21-5.80 micrometros

Relacién longitud/ancho: 4.71-12.07

Estrias: 9.58-11.39 en 10 micrometros

Distribucion local: Chupicuaro, Ichupio, Janitzio

Distribucion en Mexico: Quintana Roo; Valle de Mexico, Estado
de Mexico, Guanajuato

Afinidades Ambientales en Mexico: Perifitica,epiliptica,
metafitica

(Anexo A. Lamina 1)

Navicula sp.

Esternon central, engrosado. Las valvulas de Navicula tienden a
ser eliptica a ampliamente lanceoladas en su contorno. Extremos
de la vélvula pueden ser capitado, aguda o redondeado. El
esternon central estd engrosada, puede ser algo asimétrico.
Pseudosepta puede estar presente o ausente. El rafe es recto o
lateral en algunas especies. Los extremos proximales del rafe
estan ligeramente desviados hacia un lado.

(Anexo A. Lamina Il)

Capitulo 4. Identificacion de diatomeas con
filtros compuestos no lineales
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En este capitulo se describe la metodologia utilizada para la identificacion de diatomeas usando
filtros compuestos no lineales. Primeramente se define la transformada de Fourier y sus
propiedades y posteriormente se aplica en la construccion de filtros de correlacion no lineales.

4.1 La transformada de Fourier

La transformada de Fourier F(u, v) de una funcion f(x, y) esta definida por
F(u,v) = FIf (x,y)] = j F(,y) e dxdy, (1)

De manera analoga, la transformada inversa de Fourier f(x,y) de F(u, v) es
flx,y) = FHF(u,v)] = _UO F(u, v) e?™@x*+vy) dydyp, (2)

Se pude ver la expresion anterior como una expansion de la funcion f(x,y) en suma
generalizada de exponenciales complejas. Para cada par de valores de las frecuencias espaciales
u, v se tiene una exponencial en la suma generalizada, dicha exponencial esta multiplicada por el
coeficiente de peso F(u, v), estos pesos son obtenidos a través de la ecuacion (1). Por lo tanto, la
transformada de Fourier de f(x,y) puede verse como los coeficientes de peso de la funcion de

intensidad f en una suma de exponenciales.

Para el caso discreto, la transformada de Fourier para una funcién f(x,y) con M y N valores en

losejes x y y es:

1 M-1N- 27qu_i_ﬂ) (3)
F(u,v)=f—[f<x,y)]—M—ZZ fGoy)e T
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Y su transformada inversa es

2

ISAN 2 (L4 2)
foy) = FUF(u,v)] = F(u,v)e™ MW, (4)

x=0 0

<
Il

F(u,v) es una funcion con valores complejos, con las partes reales correspondientes a los

términos del coseno de la exponencial y las partes imaginarias a los términos del seno.

Se puede representar una componente espectral compleja por su correspondiente parte real e
imaginario como sigue, F(u,v) = Re(u,v)+ Im(u,v), entonces la magnitud del moédulo

complejo y la fase es:

IF(w,v)| = IRe(u,v)|2 + [Im(u, v)|? . (5)
. [Im(u,v)
@(u,v)—tan 1 m . (6)

El espectro de Fourier en coordenadas polares es

F(u,v) = |F(u,v)|e®®v) (7)

4.2 Propiedades de la Transformada de Fourier

Teorema de Linealidad
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La transformada de Fourier de dos funciones es la suma de sus transformadas individuales, es

decir:

Flaf(x,y) + bg(x,y)] = aF(x,y) + bG(x,y), (8)

donde a y b son constantes complejas.

Teorema de Escalamiento

Una expansion en el dominio espacial implica una contraccion en el dominio de frecuencias, es

decir:

Flg(ax, by)] = 5 6Cp). (9)

Teorema de Traslacion

El resultado de una traslacion en el dominio espacial, implica un corrimiento en fase en el

dominio de frecuencias, es decir:

Flg(x —a,y — b)] = G(u, v)e/2rma+tvb) (10)

Teorema de Parseval

Nos indica que la energia o informacion contenida en una sefial, puede ser representada
equivalentemente en el dominio de frecuencias como en el espacial, sin ganancia o pérdida de
energia.

ﬁlg(x,ynzdxdy = ﬁlc(u, o) Pdudy (1)

El area bajo la curva es la varianza total de la funcion.

Teorema de Convolucion
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La convolucion de dos funciones en el dominio espacial equivale a la multiplicacion de sus
transformadas individuales, es decir:

F| || 9w hee - 6.y - mydsan| = 6w me ). (12)

—00

Se puede expresar el teorema de convolucion como

Flg(x, ) * h(x,y)] = G(w, v)H (u, v). (13)

Flgle, y)h(x,y)] = G(w,v) * H(u,v), (14)

donde * indica la convolucion.

Para funciones discretas la convolucidn estaria dada por:

h(x,y) = fO,y) * g, y) Xy X8 f(x,yNg(x —x',y —y"),  (15)

donde M y N son los nimeros totales de valores en los ejes x y y respectivamente.

Teorema de autocorrelacion
Este teorema puede considerarse un caso especial del teorema de convolucion.

Si Flg(x,y)] = G(x,y) entonces:

FIZ g@m) g (x — &y —ndédn] = 16 (w,v)|2. (16)
Similarmente:
Fllg@&mI21 = 7 GEnG* € +u,n + v)dedn. (17)
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Correlacion

Para comparar dos funciones u objetos se define la funcion de correlacién como:

h(x,y) =f(x,y) Q@ g(x,y) = ff fx',yNglx+x',y+y)dx'dy’, (18)
donde @ indica la correlacion.

Cuando las funciones son complejas se debe utilizar el complejo conjugado de alguna de las dos
funciones:

h(x,y) = f(xy) ® gtey) = [, f(x',y)g" (x +x',y +ydx'dy’. (19)

La correlacion de dos funciones por lo tanto puede ser escrita de la siguiente manera:
Flf,y) ® g(x, y)] = F(u, v)G*(u, v). (20)
Flfy)g™ (e y] =Fuv) @ G(u,v). (21)

Lo anterior implica que es posible calcular la correlacion de dos sefiales mediante la
transformada de Fourier como:

f,y) @ glx,y) =F[F(x,y)G (x, )] (22)

Para el caso de funciones discretas la ecuacion anterior seria igual a:

h(x,y) = fy) @ gx,y) = Ty SN f(x,yNgx +x,y +y),  (23)

donde M y N son los nimeros totales de valores en los ejes x y y respectivamente.

4.3 Filtros de correlacion clasicos
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4.3.1 Filtro de acoplamiento clasico (CMF)

Disefiado por Vander Lugt en 1964 tiene la ventaja de optimizar la relacion sefial a ruido (SNR),
cuando la sefial de entrada (imagen problema) se encuentra degradada por ruido blanco aditivo.
Las desventajas de este filtro son que produce picos de correlacion anchos, tiene l6culos laterales
grandes y presenta baja discriminacion. La respuesta en frecuencia del filtro de acoplamiento

clasico esta dada por:

T*(u,v)
Pp(u,v)

(24)

H(u,v) =p = Heyr(u, v).

Donde T*(u, v) es el complejo conjugado de la transformada de Fourier de la imagen problema,

B es una constante arbitraria y B, (u, v) es la funcién de densidad espectral de potencia del ruido.

4.3.2 Filtro solo de Fase (POF)

En la salida de este filtro se obtiene un pico de correlacién mas estrecho y tiene la propiedad de

distinguir patrones similares en una imagen que en CMF. El filtro solo de fase esta dado por:

_T"wy) _ iguw) (25)
Hwv) =y = e

donde @(u, v) es la fase de la transformada de Fourier de la imagen problema.

4.3.3 Filtro inverso (IF)

Produce picos mas estrechos que los filtros anteriores Si la imagen problema y la imagen
objetivo son iguales, produce un pico tipo funcion delta. Entre sus desventajas se encuentra el

producir ruido de fondo en el plano de salida. Este filtro esta dado por:
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T*(u,v)
IT(wv)|?

H(u,v) = = H;r(u,v), (26)

donde T (u, v)y T*(u, v) son las transformadas de Fourier de la imagen de referencia y su

complejo conjugado, S es una constante arbitraria

4.3.4 Filtro de correlacion no lineal (ley k)

La salida de este filtro es una funcién no lineal de la entrada. Este filtro puede ser expresado de

la siguiente manera:

NF = |F(u,v)|ke @@ 0 < k < 1, (27)

donde F(u,v) es la transformada de Fourier del objeto que se desea reconocer, |F(u,v)| es su
magnitud, y k es el factor de no linealidad que se estimara a partir de iméagenes de entrenamiento

de los objetos a ser reconocidos.

Si k es igual a 1 se obtiene el filtro de acoplamiento clasico, para k igual a 0 se obtiene el filtro
solo de fase y por ultimo para k igual a -1 se obtiene el filtro inverso. Valores intermedios de k

varian la capacidad de discriminacion o su variacion a la iluminacién.
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Figura 13. Procedimiento para llevar a cabo la identificacion a partir de filtros no lineal.

Las operaciones para llevar a cabo la correlacion no lineal entre una imagen de referencia y una

imagen de entrada son las siguientes:

Se calcula la transformada de Fourier de la imagen de referencia y el conjugado de la
transformada de Fourier de la imagen de entrada. Se aplica el filtro ley k y se calcula el inverso
de la transformada de Fourier de los resultados anteriores. Se obtiene el plano de correlacion.
(Figura 13).

4.4 Filtros no lineales compuestos

Debido a que los objetos a reconocer se pueden presentar en distintas escalas, rotaciones o
incluso distorsiones como son cambios de iluminacion y ruido, se utilizan lo que se denominan
filtros compuestos, formados a partir de iméagenes representativas de los objetos a ser
reconocidos a las que se les Ilama imagenes de entrenamiento. Una adecuada seleccién de estas

iméagenes influira en el desempefio del filtro.

Un filtro compuesto no lineal se puede expresar de la siguiente manera (Casasent, 1984):
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N
Hep = Zm(u, W)|ke=®wn) 0 <k <1, (28)
i=1

donde N es el nUmero de imagenes de entrenamiento.

Los pasos para correlacionar un filtro compuesto con una imagen de referencia son los

siguientes:

e Se seleccionan imégenes de entrenamiento representativas del objeto a ser reconocido.

e Se calcula la transformada de Fourier de estas iméagenes, se aplica el filtro ley k a cada
una de estas transformadas y se realiza la sintesis del filtro.

e Se calcula el conjugado de la transformada de Fourier de la imagen de referencia y se le
aplica el filtro ley k.

e Se calcula la transformada inversa de Fourier de la multiplicacion del resultado anterior
con el filtro compuesto.

e Se obtiene el plano de correlacion.

4.4.1 Creacion de los filtros compuestos no lineales

Con el fin de obtener un sistema de identificacion de diatomeas invariante a rotacion y escala, se

requiere el tener distintas imagenes de referencia.

Debido a que la morfologia de las valvas es muy variable, es necesario tomar del microscopio un

gran nimero de iméagenes de entrenamiento en distintos tamafios y distintas rotaciones.

La solucion para este problema fue el escalar +40% las imagenes obtenidas del microscopio. Sin
embargo si se consideraban estas 41 escalas y por cada una de estas 360 rotaciones el niUmero de

iméagenes obtenidas para una sola imagen hubiera sido 14360.

Para disminuir el nimero de iméagenes utilizadas para la construccién de filtros se consideré el
segmentar la escena de entrada y rotar las diatomeas para que quedardn en su orientacién
principal, de tal manera que solo se consideraran distintas escalas en las imagenes de referencia y

una sola orientacion.
(Figura 14)
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4.4.2 Relacidn pico a energia de correlacién (PCE)

Existen distintas métricas para cuantificar que tan bien se define el pico de correlacion. La
métrica utilizada en esta tesis es PCE la magnitud del pico de correlacién y la energia del plano
de correlacion (Kumar y Hassebbrook, 1990):

pc = [<Goyol” (29)
E.

donde |c(xq,vo)|? es la magnitud del pico de correlacion y E, es la energia del plano de

correlacion. Entre mas pequefio sea PCE la eficiencia del filtro sera peor.
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Figura 14. Identificacién por medio de filtros de correlacion no lineal compuestos. ner

un factor k de linealidad 6ptimo para el filtro que se ajustara a las imagenes utilizadas para cada

tipo de diatomea, se realizo el siguiente procedimiento:
1.- Se consideraron imagenes de entrenamiento del mismo tipo de diatomea.

2.- Para distintos valores de k, variando de 0 a 1 con incrementos de 0.1, se realizaron filtros

compuestos con las iméagenes del paso anterior.

3.- Se correlacionaron los filtros formados con imagenes del mismo tipo que las utilizadas de
entrenamiento, y para medir la efectividad del filtro se calculé PCE para cada correlacion,

sumando los resultados obtenidos.
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En este caso debido a que las imagenes que se deseaban identificar eran las mismas que las

iméagenes de entrenamiento se esperaba que esta suma fuera lo mas alta posible.

4.- Se repetian los pasos 1-3 con excepcidn de que se consideraban imagenes de distintos tipos
de diatomeas a las de entrenamiento. En este caso la suma de los PCE obtenido se esperaba que

fuera minima.

5.- Finalmente se realiz6 el cociente de las sumas obtenidas en el paso 3 y el en paso 4

seleccionando el k que haya tenido como resultado el valor més alto.

(Figura 16, Figura 15)

Como paso adicional debido a que alrededor del pico de correlacién hay picos secundarios altos,
al momento de realizar los calculos de PCE en la energia del plano de correlacion se omitié una

vecindad alrededor del pico principal.

Especie Valor de k 6ptimo
Gomphonema mexicanum 0.2
Ulnaria goulardii 0.3
Fragilaria capucina var. vaucheriae 0.2
Navicula sp. 0

Figura 15. Valores de k 6ptimos para distintas especies
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Figura 16. Busqueda del valores 6ptimos del factor de no linealidad a partir de la optimizacion de PCE

Capitulo 5. Clasificacion de la valva
mediante propiedades geomeétricas

Un clasificador consiste en un método que asigna una clase, ¢, de un conjunto de clases Ci, a un

nuevo patron, representada por un vector de caracteristicas o atributos, X1, Xz,.., Xp.
Hay dos tipos basicos de clasificadores:

No supervisado o agrupamiento: en este caso las clases son desconocidas, y el problema consiste
en dividir un conjunto de n objetos en k clases, de forma que a objetos similares se les asigna la

misma clase.
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Supervisado: las clases se conocen a priori, y el problema consiste en encontrar una funcion que

asigne a cada objeto su clase correspondiente.

Debido a que la clasificacion depende de los descriptores utilizados, algunas consideraciones que

se deben tener en cuenta son las siguientes:

Poder de discriminacion.- Se busca resaltar los rasgos del objeto que permita la division entre
clases.

Fiabilidad.- Los valores de los rasgos seleccionados presentan la menor dispersién posible entre
clases.

In-correlacion.- Hacer que los rasgos seleccionados no dependan unos de otros para obtener la

maxima informacién con el menor nimero de caracteristicas.

Invariancia.- Las caracteristicas seleccionadas deben ser invariantes ante transformaciones como

son rotaciones, traslaciones y escalamiento.

A continuacion se definen algunas caracteristicas para describir la forma de la valva de
diatomeas.

5.1 Caracteristicas

5.1.1 Area (A)

El area de una forma se define como el nimero de pixeles de la region.

5.1.2 Perimetro (P)

Existen diferentes maneras de definir el perimetro de una forma. La mas simple es contar el
numero de pixeles que tiene el contorno. Una definicion mas exacta es asignando una distancia
de 1 entre pixeles que colindan vertical y horizontalmente y una distancia de v/2 a pixeles que
colindan diagonalmente, siendo el perimetro la suma de las distancias entre los pixeles que se

encuentran en el contorno (Figura 17).

36



Figura 17. Se observa el areay el perimetro de una figura.

5.1.3 Compacidad y redondez (C, R)

Debido a que el perimetro de una figura varia linealmente y el area cuadraticamente, una buena
manera de caracterizar una region es mediante el cociente del &rea y el perimetro al cuadrado.
Esta relacion es conocida como compacidad y es invariante ante desplazamientos, rotaciones y

cambios de escala.

Area(0)

Cuando la forma de una figura es redonda su compacidad tiende a ser 1/4m. Mediante una
normalizacion de la compacidad utilizando el factor anterior se obtiene lo que se denomina

como redondez.

Area(0)

R(0)=4T[W. (31)

El valor de redondez varia entre 0 y 1, siendo 1 para objetos redondos (Figura 18).

37



R=0.91 R=0.54 R=0.29
L=0.01 L=0.69 L=0.86

Figura 18. Redondez y excentricidad de distintas
valvas de diatomeas.

5.1.4 Distancias al borde

Algunos descriptores relacionados con las distancias al borde de una forma son las siguientes:
Dmax: distancia maxima del centro de masa al borde.
Dmin: distancia minima del centro de masa al borde.

Dmean: distancia promedio del centro de masa al borde.

Utilizando estas caracteristicas se pueden definir las siguientes métricas que son invariantes a
escala:

Dmax Dmax Dmin

Dmin ' Dmean ' Dmean. ( 32 )

(Figura 19).
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Figura 19. Cociente entre la distancias maxima y distancia promedio en distintas
imégenes de Gomphonema mexicanum.

5.1.5 Radio medio (Rm)

El radio medio relaciona la media de las distancias de los puntos del contorno al centro de masa
y se calcula mediante la siguiente expresion:

1 N
B = 37 ) NG Xen)? + O Yo (33)

donde N es el nimero de pixeles en el contorno, (X, Yem) SON las coordenadas del centro de
masa y (x;, y;) son las coordenadas de los puntos en la frontera.

5.1.6 Complejidad de forma (f)

La complejidad de forma es una caracteristica invariante a escala determinada por la siguiente
ecuacion:

A (34)
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donde A es el area y B promedio de los pixeles de la forma al centro de masa y esta dada por:

1
B = ZZ?\/('XL - xcm)2 + (yi - ycm)z-

(35)
(Figura 20).

B =2

= ==

§§ 1

£3 =
Rm=259.24 Rm=274.27 Rm=255.26
f = 164.27 f= 17492 f = 164.77

Figura 20. Radio medioy complejidad de Ulnarias
goulardii.

5.1.7 Elongacion o excentricidad (L)

La elongacidn de una figura esta determinada por el ancho y el alto de la forma, mediante la

siguiente expresion:

H-w (36)
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donde H es laalturay W es el ancho.

De esta ecuacion se observa que la elongacion para regiones circulares y cuadradas es 0,

mientras que para formas alargadas es 1.

Para determinar la circularidad se suele utilizar tanto la elongacién como la redondez de manera

conjunta. (Figura 18).

5.1.7 Aproximacion a una elipse

Debido a que una gran cantidad de especies de diatomeas tienen formas elipticas, una buena
descripcion de su contorno se obtiene aproximando una elipse y posteriormente obteniendo
caracteristicas como son su excentricidad, la longitud de sus ejes mayor y menor asi como su

orientacion. Un método para realizar esta aproximacion es el siguiente (Mery, 20060):

La ecuacion de la elipse esta dada por:
ax?+bxy+cy’+dx+ey+f =0, (37)

que también podria ser escrita como a’X = 0,donde @ = [a b ¢ d e f]” es un vector con los
coeficientes de la elipse y ¥ = [x2 xy y? x y 1]7 es un vector que incluye un punto (x, y) de la

elipse.

Como las diatomeas no son completamente elipticas se busca un vector tal que a’ x; sea cercano

a cero para cada x; perteneciente al contorno de la valva.

Esto se logra minimizando:

IXall - min, (38)

donde X es una matriz donde la fila i es x;. Una solucion se consigue restringiendo ||A|| = 1.Un

vector a que cumple esto se consigue tomando la descomposicion en valores singulares de X.

X =UsvT, (39)
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y considerando @ como la tltima columna de V.

Reescribiendo parametros anteriores, la elipse buscada tendré la siguiente forma:\

X—x0\2 (Y —Yo)\? _
( o ) +( b, ) =1 (40)
donde
1 b 1
a = ) = )
¢ Jsa, ¢ sb, (41)
con
_ 1
STy (42)
v=tTTt, (43)
b
a —
_ 2
=1 | (44)
5 ¢
1 d
— _7-1
t=51[2]) (45)
a, = acos*(a) + bcos(a) sin(a) + csin®(a), (46)
b, = asin®(a) — bcos(a) sin(a) + ccos?(a), (47)
y
1 b (48)
a = sarctan (a — c)'
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Xo = t1,Y0 =ty (49)

Los ejes de la elipse quedan definidos como a, y b, con centro en (x,,y,) Y la orientacion de la

elipse es a.
La excentricidad se puede definir como:
_ min(a,, b,) (50)

* " max(a,, b,)

Cuando la region es circular la excentricidad de esta elipse es uno y para regiones ovaladas la

excentricidad va disminuyendo: 0 < e, < 1 (Figura 21).

Excentricidad 0.29

Figura 21. A la izquierda la mejor elipse que se
aproxima a la valva de la derecha.
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5.1.8 Simetria en las diatomeas

Muchas especies de diatomeas son simétricas bajo 1, 2 0 mas ejes de simetria.

Una manera computacional de verificar si una valva es simétrica bajo un eje es utilizando la
distancia de Hausdorff h(4, B).

Usando como métrica la distancia euclidiana

d=\/(x1—x2)2+(y1—y2)2, (51)

La distancia de Hausdorff se calcula de la siguiente manera:

h(A,B) = rlglgg((rgleig d(4,B)). (52)

Lo que nos esta indicando la ecuacion anterior es que si se tienen dos regiones A y B formadas
por Ky P pixeles respectivamente, para cada elemento de A se calculan las P distancias hacia
todos los elementos de B y se obtiene el minimo de estas distancias. De las K distancias
obtenidas se selecciona la mayor de ellas y esta sera la distancia de Hausdorff entre A y B.

El algoritmo para verificar simetria se describe a continuacion:

e Dada laimagen A, se refleja bajo el eje que se quiere verificar si presenta simetria,
formando la imagen B.

e Se calculan las distancias de Hausdorff h,(4,B) y h,(B,A)

e Se determina max(h4, h,) y mediante un umbral se decide si la valva es simétrica o no.
(Figura 22).
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SimetriaVV. =2 Simetria V. = 43.42 SimetriaV. =3
SimetriaH. =3 SimetriaH. =7 SimetriaH. =2

Figura 22. Simetria bajo un eje vertical y uno horizontal. La segunda
diatomea no presenta simetria vertical.

5.1.9 Momentos Invariantes

Una forma de describir una regién mediante sus puntos interiores, es mediante momentos.

Para una imagen f(x,y), el momento de orden (p + q) se define como:
mpqzzzxpyqf(x,)o; (53)
Xy

donde las sumas toman todos los valores de las coordenadas (x, y) espaciales de la imagen.

A partir de momentos es posible determinar los centros geomeétricos de la regidn y se muestran

en las siguientes ecuaciones:

7= o (54)
Moo

= Mo1 (55)

Y mool
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De la ecuacién 53 se puede observar que my, €s el area de la regién. Adicionalmente mediante
momentos es posible obtener una aproximacion a la direccién principal de la region por medio

de la siguiente ecuacion:

1
0= ——tan‘l(

. 2myy ) (56)

Mypo — My

Los momentos centrales de orden p + g se definen como:
fpg = ) ) (2= D@ =9 () (37)
x y

Finalmente los momentos centrales normalizados de orden (p + q) se definen como:

n. =tra (58)
P
donde
+
y=u+1para(p+q)=2,3,... (59)

2

A partir de las definiciones anteriores es posible definir una serie de momentos propuestos por
Hu (Hu, 1962), que tienen la particularidad de ser invariantes a traslaciones, rotaciones y

cambios de escala.

$1 = 1N20 + Moz, (60)

b2 = (20 — Mo2)? + 41112, (61)

®3 = (M30 — 3112)% + (3121 — Mo3)?, (62)
ba = (30 + M12)* + (21 + M03)% (63)

s = (M30 — 3112) (30 + N12) [(M30 + 7712)2 — 33y + 7703)2] (64)
+ (3m21 = 103) (21 + M03) [3(N30 + 112)°
— (21 + 7703)2],

$6 = (20 — Mo2) [(M30 + M12)* — (21 +103)%] + (65)
4111 Moz + N12) (21 + No3),

(66)
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¢7 = (3121 — Mo3) (M30 + N12)[(M30 + 7712)2 —3(3ny; + 7)03)2]
+ (3112 — No3) (21 + 1M03) [3(N30 + 112)?
— (21 + M03)°],

Esto quiere decir que dos regiones que tengan la misma forma pero que sean de distinto tamafio
y que estan ubicados en posiciones y orientaciones distintas en la imagen tendran momentos de
Hu iguales (Figura 23).
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¢, = 0914 ¢, =2.003 ¢, =1.102 ¢, =2.471 ¢, = 0.863 ¢, = 1.883

$s =7.096 ¢, = 7.407 s =7.195 ¢, = 7.634 P = 6.592 ¢, = 6.858

$s = 14.547 ¢ = 8417 ¢ = 14.924 ¢, = 8.871 ¢ = 13.361 ¢ = 7.803
¢, = 15.110 $,15.625 ¢, = 13.714

Figura 23. Momentos invariantes de Hu para Gomphonemas mexicanum, las valvas
fueron escaladas al 25% de su tamafio original

En algunas ocasiones es conveniente ademas tener descriptores que sean invariantes a
transformaciones afines.

Los siguiente cuatro momentos son invariantes a transformaciones afines y son (Chim,1999):

1
L = R (M20Ho2 — H%ﬂ, (67)
00
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Otro grupo de momentos invariantes a transformaciones afines y cambios de iluminacion son los
siguientes (Reiss 1991):

1 (68)
I, = F (H%oﬂ(zm — 6U30U21 12103 T 4#30.“%2 + 4.“03/131 - 3.“%1#%2):

00

1
I3 = u_go (20(M21 03 — llfz) — 11 (U30Ho3 — Ma1M12) + Moz (M3oM12 — (69)

#%1))1

1
I, = F(Hgoﬂgs - 6#%0#11#12#03 - 6#%0#02#21#03 + 9#%0/«102#%2 (70)
00

+ 12up0 131 a1 o3 + 6#20!%1#02#30.“03

— 18uzot11 02121 12 — BUT1U30M03 — 6#20#52#30#12

+ OUgolda 31 + 12031 oz lizotiz — 6111 1E2H30M1
27,2

+ Uo2150),

I
P (71)
Hool>
1? 72
I (72)
Hool3
L1
L= 3 (73)
Iy
donde
Iy = Uaotoz — .U%1 ) (74)
I, = (Uzolto3 — .U21ll12)2 — 4(Uzot12 — H%1)(.U21.U03 - .U%z) ) (75)
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I3 = ppo(pa1tos — H%z) — t11 (U303 — Ha1H12) + Hoz (M3ol12 — H%l)' (76)

Iy = Hgoﬂ(z)s - 6#30#21#11#82 + 6.“30#12@#%1 — Haolo2) (77)
+ t30to3 (6z0M11 o2 — Bi1) + OU31 120152
— 18uy1 1212011 o2 + 6#21#03#20(2,‘151 — Hz0Mo2)
+ iz to2150 — 6l12Mo3M11 150 + HE2M30,

5.2 Resumen de descriptores

A continuacion se presenta una tabla donde se resumen todos los descriptores definidos en este
capitulo y ante que transformaciones presentan invariancia.

Descriptor Invariancia
Area
. Rotaciones y traslaciones
Perimetro
Redondez

Compacidad normalizada

Distancias al borde

Radio medio Rotaciones, traslaciones y cambios de escala

Complejidad de forma

Elongacion o excentricidad

Aproximacion a una elipse
(excentricidad de elipse)

Simetria

Momentos invariantes de HU

Momentos invariantes de Chiny Transformaciones afines
col.

Momentos invariantes de Reiss
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5.3 Clasificacion de las valvas

Para las imagenes de entrenamiento se calcularon los descriptores anteriores obteniendo su
media y su varianza y se verificd la normalidad a partir de la prueba Jarque-Bera (Jarque y Bera,
1987).

Para realizar la clasificacion de una nueva valva se utilizé un clasificador supervisado conocido

como naive bayes.

Este clasificador estd basado en el teorema de bayes que se define como:

p(B|A)p(A) (78)
p(B)

p(4|B) =
Si se tiene un conjunto de géneros o especies C1,C2,...,Cn y se desea conocer a cual pertenece
una nueva diatomea caracterizada por sus descriptores [x1,x2,...,xp], se puede utilizar el
teorema anterior para obtener la probabilidad de pertenencia como:

p(xliXZI"ixplci)p(Ci) (79)
Ci|x1,%x5,.., = :
p( llxl X2 xp) p(xpxz,--,xp)

Algunas consideraciones para asignar el género son los siguientes:
El término p(C;) se puede obtener a partir de la frecuencia relativa de las imagenes de
entrenamiento para cada género.
Suponiendo que los descriptores son independientes entre si:
P (80)
P(prz:--:xplci) = Hp(kal')-
k=1

Los términos p(leCl-) se pueden obtener considerando que los descriptores de las iméagenes de

entrenamiento presentan distribuciones normales.
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Dado que el término p(xl,xz,..,xp) se repite para cada género se puede omitir y el genero al

cual pertenece la nueva diatomea X se puede determinar como:

X - C;siysolosi [Th_, pO|C)p(C) > [Ty p(xi|C) p(C;) Vi = j. (81)
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Capitulo 6. Resultados

En este capitulo se exponen los resultados de la clasificacion de diatomeas utilizando filtros

compuestos no lineas y descriptores geomeétricos de las valvas.

6.1 Aplicacion de los filtros compuestos no lineales

A continuacion se muestran las graficas de caja y bigotes de los resultados de PCE de las
correlaciones con los filtros compuestos no lineales. Como se puede observar es posible la

discriminacion entre especies.

Debido a que la calidad de las imagenes de Rhoicosphenia abbreviata no era buena en
comparacion a las otras especies, no se considerd la metodologia de filtros compuestos no

lineales para esta especie.

Box Plot of multiple variables
Spreadsheet3 4v*93c
Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+2*SE
Correlacion de filtros de Gomphonema mexicanum
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Figura 24. Grafica de caja y bigotes para los resultados de PCE utilizando los filtros
compuestos no lineales de Gomphonema mexicanum

Gomphonema mexicanum

Fragilaria capucina var vaucarae
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Box Plot of multiple variables
Spreadsheet7 4v*101c
Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+2*SE
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Figura 25. Gréfica de caja y bigotes para los resultados de PCE utilizando los filtros
compuestos no lineales de fragilaria capucina va. Vaucheriae

Box Plot of multiple variables
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Figura 26. Grafica de caja y bigotes para los resultados de PCE utilizando los filtros
compuestos no lineales de Navicula sp.
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Box Plot of multiple variables
Spreadsheet11 4v*93¢
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Figura 27. Grafica de caja y bigotes para los resultados de PCE utilizando los filtros
compuestos no lineales de Ulnaria goulardii

6.2 Aplicacion de los descriptores geométricos para clasificar
valvas

La eficiencia del clasificador naive bayes utilizando el area, la redondez, la complejidad, los
momentos invariantes de Hu, el radio medio y el cociente de la distancia maxima al borde entre

la distancia minima se pueden observar en la tabla.

Especie Porcentaje
Gomphonema mexicanum 96.04%
Ulnaria goulardii 100%
Navicula sp. 97.73%
Fragilaria capucina var. Vaucarae 90.91%
Rhoicosphenia abbreviata 97.67%

Figura 28. Porcentaje de diatomeas clasificadas correctamente
a partir de un clasificador bayesiano
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6.3 Conteo de diatomeas mediante los métodos propuestos

Utilizando los filtros de correlacion compuestos no lineales y las propiedades geométricas de la
valva se realiz6 un conteo de diatomeas. En la Figura 29 se observa los resultados del conteo
real, mientras que en las Figura 30 y Figura 31 se encuentran los resultados utilizando la

metodologia descrita en esta tesis.
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) ]
Gomphonema Ulnaria Rhoicosphenia Fragilaria Navicula sp.
mexicanum goulardii capucina var.
vaucheriae
Figura 29. Conteo real de diatomeas
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Gomphonema Ulnaria goulardii  Fragilaria capucina Navicula sp.
mexicanum var. vaucheriae

Figura 30. Conteo de diatomeas utilizando filtros compuestos no lineales
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Figura 31. Conteo utilizando clasificador bayesiano

6.4 Interfaz grafica desarrollada

Para visualizar la extraccion de caracteristicas de diatomeas y también realizar la identificacion
por medio de filtros compuestos no lineales o descriptores geométricos se desarrollé una interfaz

gréfica (Figura 32).
A continuacion se describen cada una de las partes del programa desarrollado:

A) En este boton se selecciona la imagen de la diatomea a caracterizar e identificar.

B) Este boton permite identificar la diatomea seleccionada de manera automatica mediante
las caracteristicas de la forma de su valva.

C) Este botdn permite hacer la identificacion mediante filtros compuestos nolineales.

D) Este visualiza la mejor elipse que se aproxima al contorno de la valva y extrae su
excentricidad.

E) Este boton permite visualizar exclusivamente la forma de la valva.

F) Este boton permite visualizar exclusivamente el contorno de la valva.

G) Este botdn permite visualizar la valva tal como se cargd en el bot6n seleccionar.

H) En esta seccion se visualizan parametros geométricos de la forma de la valva.
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I) En seccion se visualizan los momentos invariantes de Hu calculados a partir de la forma
de la valva.

J) En esta seccion se visualizan parametros relacionados con distancias el centro de masa y
el borde de la valva.

K) Este botdn permite calcular los parametros geométricos, los momentos invariantes de Hu

y las distancias relacionadas con el centro de masa y el borde de la valva.

L) En esta seccion se visualiza la imagen de la valva cargada, y las distintas secciones

I CaracteristicasT = B E-

Seleccionar

Identificar

Identificar 2

Elipse

Forma

Contorno

Normal

Propiedades Geometricas! Momentes Invariantes de Hu Distancias al borde

Area 84633
Perimetre 1930.22

H1 0.43767 dmin 50.7334

dmax  470.9307

0.93911

Redondez 0.28545 dmean
10.9224

: 5.
Compacidad N  0.99544 11.5489

5.5804

dmin/dmean 9.0914

dmax/dmean  84.3904

Complejidad 148.3385 23.1407
dmax/dmin  9.2825

Radio Medio 247.7883 12,2063
Elengacion 0.87566 23.7675

Orientacion

Figura 32. Programa desarrollado para identificar diatomeas
obtenidas a partir de la forma de la valva.
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)| Ulnaria goulardii

Ulnaria goulardii -
Valvas lineares con extremes rostrados-capitados. El area central 1\
es rectangular, €l area axial se observa mas angosta, sus estrias

sen muy finas.

Longitud: 71-91-106.65 micrometros

Ancho: 8.56-16.42 micrometros

Estrias: 7.86-12.07 en 10 micrometros

Distribucion local: Chupicuaro, Ichupic

Distribucién en Mexico: San Luis Potosi, Quintana Roo, Estado de Mexico
Micheacan, Guanajuato

Afinidades ambientales en Mexico: Periftica, epiliptica

Figura 33. Ventana que se abre cuando se identifica una
diatomea.

Adicionalmente cuando se realiza la identificacion se abre una nueva ventana, la cual tiene el
siguiente contenido (Figura 33):

M) Se visualiza la imagen de la especie que el programa considera es del mismo tipo al de la
imagen cargada.
N) Visualiza informacion taxondmica de la especie que se identifico.
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Capitulo 7. Conclusiones

En la presente tesis se desarroll6 un sistema de identificacion automatico utilizando filtros
compuestos no lineales de algunas especies de diatomeas que pueden ser encontradas en
manantiales de Patzcuaro y se puede extrapolar inicialmente a otros sitios dentro de la cuenca del

Lerma donde se conoce la taxonomia detallada de las algas.

Las especies seleccionadas fueron Gomphonema mexicanum, Ulnaria goulardii, Fragilaria
capucina var vaucheriae, Navicula sp. y Rhoicosphenia abbreviata.
Adicionalmente se extrajeron caracteristicas representativas de la forma de la valva como son el
area, el perimetro, la redondez, excentricidad, distancias al borde y momentos invariantes de Hu,

entre otras. Posteriormente se realiz6 un clasificador bayesiano con estas caracteristicas.

Utilizando tanto filtros compuestos no lineales como el clasificador bayesiano se pudo identificar
diatomeas con mas del 90% de efectividad.

Un experimento que tuvo buenos resultados fue el conteo de diatomeas mediante los dos
métodos descritos. Este experimento se llevd a cabo con la finalidad de ver el potencial de usar la
identificacion automatica de diatomeas para posteriormente en trabajos futuros calcular indices

de calidad de agua a partir de ésta.

Finalmente se desarrolld una interfaz grafica que permitiera facilitar la visualizacion de las
caracteristicas  extraidas de una valva asi como realizar de manera mas accesible la

identificacion.

El desarrollar sistemas de identificacién automatico de diatomeas similares al propuesto en este
trabajo permitira facilitar los monitoreos ecoldgicos ademas de la deteccion de los cambios

ambientales en escalas de tiempo de dias, cientos, miles a millones de afios.

7.1 Propuesta de mejora

Entre los objetivos futuros se encuentra el obtener imagenes de otras especies para probar los

métodos de identificacion utilizados en el presente trabajo de investigacion.
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Debido a que es una etapa fundamental en la identificacion es la segmentacion, se buscaran
métodos alternativos de segmentacion de iméagenes, por ejemplo utilizando morfologia

matematica o bien reconstruccion de curvas.

La identificacion a partir de filtros compuestos no lineales puede ser mejorada si se utilizan
exclusivamente imégenes extraidas del microscopio, sin realizar escalamientos ni rotaciones,

debido a que se deforma la imagen original.

Se investigara como describir las partes internas de la valva utilizando analisis de texturas,
debido a que se pueden encontrar especies distintas de diatomeas con la misma forma (por

ejemplo especies de diatomeas céntricas).
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Anexo B. Segmentacion

Una imagen es una funcion bidimensional f(x, y), donde x, y son las coordenadas espaciales de
la imagen y el valor de f es la intensidad o nivel de gris en ese punto.

Una forma de representar esta funcién es como una matriz NxM de numeros enteros o reales de
la siguiente forma:

f00) - f(0,M)

flx,y) = : . : ,
f(N,0) - f(N,M)

(82)

donde cada valor de esta matriz se denomina pixel.

(0,0)

Figura 34. Coordenadas en una imagen

Segmentacion

La segmentacion es el proceso mediante el cual se separan los objetos de interés del resto
considerado como fondo. Estd tarea no es trivial debido tanto a la dificultad como a su
importancia. La segmentacion esta basada en dos principios fundamentales: discontinuidad y
similitud o en otras palabras deteccidn de bordes y regiones.

Una region se define como un area de la imagen en la que sus pixeles poseen propiedades
similares (intensidad, color). Mientras que los bordes son pixeles alrededor de los cuales la
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imagen presenta una brusca variacion en sus niveles de intensidad, por lo cual un borde delimita
dos regiones.

Umbralizacién

La deteccidon de umbrales es una técnica utilizada en el procesamiento de imégenes cuando se
desea extraer de una imagen f(x,y) objetos oscuros que se encuentran en un fondo claro. Este
procedimiento se realiza agrupando las intensidades de los objetos y el entorno en dos tonos
dominantes y seleccionando un nivel T que los separe de tal manera que se cred una imagen
binaria g(x, y) definida como:

_(1sif(x,y)>T
g(xy) = {O sif(x,y) <T (83)

Cuando T depende solo de f(x,y), el umbral se llama global y cuando depende también de
alguna propiedad de vecindad el umbral se llama local. Si T depende de las coordenadas
espaciales el umbral se llama dinamico.

“9

Figura 35. Imagen original y aplicando un umbral

Algoritmo de Canny

El algoritmo de canny es uno de los algoritmos mas utilizados para la deteccion de bordes. Se
fundamenta en encontrar el operador de primera derivada a una imagen suavizada por medio de
un nucleo gaussiano. Tiene como particularidad el distinguir bordes verdaderos de bordes falsos
ocasionados por el ruido en una imagen.
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Este algoritmo se divide en las siguientes etapas:

a) Obtencion del gradiente para cada pixel
b) Supresién no maxima
c) Histeresis

Obtencion del gradiente

La imagen de entrada | es suavizada por medio de un filtro gaussiano G (x,y) con media cero y
desviacion estandar o, obteniendo una imagen de salida J.

Para cada pixel (x,y) en J se obtienen los gradientes Gx y Gy en las direcciones x y y
respectivamente, estimando la magnitud y la orientacion del borde como:

8
G(I(x,y))=\/GxTGy2. (84)

0(x,y) = arctan % (85)

En este paso se obtienen dos imagenes de salida G(J(x,y)) y 6(x, y) con las magnitudes de los
gradientes y sus correspondientes orientaciones.

Supresion no maxima

Con las iméagenes G(J(x,y)) Y 6(x,y) se obtiene una imagen N(x,y) con bordes que tienen un
grosor de un pixel, mediante el siguiente procedimiento.

Se consideran cuatro direcciones d1,d2,d3,d4 con las orientaciones 0°,45°, 90° y 135°
respetivamente.

Para cada pixel (x,y):
Se encuentra la direccion dk que mejor se aproxima a ©(x, y) (perpendicular al borde).

Si el valor G(J(x,y)) es mas pequefio que al menos uno de sus vecinos en la direccién dk, al
pixel (x,y) de N(x,y) se le asigna el valor de 0 y de otro modo se le asigna el valor de

GU(x¥)).
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Histéresis

La imagen N(x,y) obtenida en el paso anterior puede contener bordes falsos debido al ruido en
la imagen de entrada. Utilizando un umbral es posible reducir el nimero de bordes falsos aunque
se tienen los siguientes dos problemas:

a) Si el valor del umbral es muy bajo es posible dejar pasar bordes falsos.
b) Por el contrario si el valor del umbral es muy alto, se presentan rompimientos a lo largo
del borde.

Una solucion para estos dos problemas es la histéresis de umbral cuyo algoritmo es el siguiente:

a) Se consideran dos umbrales t1 y tocon ti<t, y se van explorando los pixeles de N(x,y) en
un orden fijo.

b) Se localiza el siguiente punto de borde no explorado previamente tal que N (x,y) > t2.

c) A partir del pixel anterior se siguen las cadenas de borde siempre que N(x,y) > t1.

d) Se marcan los puntos explorados

Este procedimiento reduce la obtencion de falsos bordes puesto que se deben situar por encima
de t2 asi como la probabilidad de rupturas.

Cierre de contornos abiertos

El algoritmo de canny puede dar como resultado contornos abiertos, lo que implicaria la
problematica de obtener el cierre a la hora de determinar si un contorno limita una region o no.

Para cerrar contornos abiertos se puede utilizar el algoritmo de Deriche y Cocquerez o la
operacion morfoldgica de dilatacion con la desventaja de obtener un engrosamiento de los
bordes.

Algoritmo de Deriche y Cocquerez

a) La imagen de entrada es una imagen de contornos donde a los puntos de borde se les
asigna el valor de 1 y al resto se le asigna 0.

b) Para cada punto de borde que es un extremo de un contorno abierto, se determina a cual
de los ocho patrones pertenece (Figura 36), donde los cuadros en negro indican puntos de
borde y los puntos las tres direcciones de busqueda para el cierre del contorno. A cada
patrén se le asigna un valor y para saber a qué patron pertenece cada extremo de borde se
realiza la convolucion con la mascara de la Figura 36.
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¢) Cuando alguno de los pixeles de busqueda es ya un pixel de borde, el contorno se ha
cerrado.

d) En caso contrario se elige de los tres pixeles de busqueda el que tiene el mayor gradiente
como punto de borde.

e) Se repiten los pasos anteriores tras un cierto nimero de iteraciones o cuando se encuentra

el
cierr
1 2 N e del
cont
20 21 22 I p orno
27 0 23 oo|eele

26 25 24

Codlgas ®
Pat:‘:nes .
L
64 az 16

Figura 36. Mascara y patron de puntos utilizados para completar contornos
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