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Resumen

La presente tesidescribeel desarrollode un Sistema de Vision Artificial para el analisis autbnomo de
esperaza de vida replicativa bajo los efectos merogravedaden células eucariota®l cual serd
albergad como carga util de la mision MicroLadn un nanosatélitbajo el estAndarCubeSat3U, y
ofrece una solucién d@&novacion tecnoldgica en el uso de vision computacional para experimentacion
biologica en el espio.

Este Sistema de Vision Atrtificiadatisface las caractsticas particulares del analigier el que se
pretende obtener los resultados del experimento en la carga (#ilguitectirague lo conforma cuenta
contres médulos de procesamiento de ierapasados en técnicas de sustraccion de fondo en imagenes
binarias Cada uno de estos mddulos @mtroladopor un algoritmo que interpreta los resultados
obtenidosy a su vez retroalimenta al algoritmo de maximo nivel de abstraccion que coattafaoceso
del analisis yde acuerdo al estado de la experimentaciéorogich determina la accion siguiente del
sistema.

La propuestglanteadaofrece una soluciora la medidaen la que se obtuvo una arquitectura
orientada a satisfacer los requerimientos deiagpefio y consumo energéticquepor requerimiento del
proyecto fue disefiada especificamente paraisplementaion en FPGA debido a que éste am
dispositivo dealto rendimientoal permitir procesamiensoen paralelp y por ser de hardware
reconfigurablehace posiblemodificar total o parciahentelos elementogdescribs enél cuando sea
necesariplo que hacea los FPGAssumamentatractives para la plicacion de técnicas de toleranaa
fallas factor de disefio primordialiedispensablen sistemas de calidad espacial
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. | NTRODUCCI CN

[.1 Problema de investigacion

Se necesita desarrollar un sistema autonomo capaz de analizar la longevidad de la levadura
saccharomyces cerevisidmjo efectos de microgravedade cuya poblacién en estudio se modifica
genéticamente a un sector y se compara su mortandad con respecto a la de la poblacién que no fue
modificada, para esto se hace un andlisis cada cierto tiempo para caracterizar el comportamiento de las
células, locual puede ser visualizado en imagenes capturadas por una camara digital con ayuda de filtros
Opticos y cuantificado a través de algoritmos de procesamiento digital de imagenes para determinar
comportamiento de cada cepa.

[.2 Pregunta de investigacion

¢Es posible desarrollar un sistema de vision artificial a bordo de un nanosatélite, que sea capaz de
retroalimentar a un sistema de control, implementados en un FPGAnadizmrde manera autbnoma el
experimento que caracterice la longevidad de la lewagaccharomyces cerevisidmjo efectos de
microgravedad?

[.3 Objetivos

Generales:

- Desarrollar un sistema de vision artificial y control de procesos cuyo disefio esté orientado en la
obtencion y manejo de datos a través de la toma de imagenes de uitivdispagofluidico para
el analisis del envejecimiento celular, mediante el uso de componentes COTS, empleando
algoritmos de reconocimiento, deteccidn y evaluacién, en un sistema de vision artificial y control
a bordo de un nanosatélite, implementado andware reconfigurable (FPGA), lo cual
representaria una técnica de innovacion tecnoldgica en experaiderbioldgica en el espacio.

Particulares:

- Proponer una solucién para el andlisis y monitoreo del experimento que resulte mas adecuada en
dimensioney consumo de energia que las reportadas en el estado de arte.

- Disefar una arquitectura de procesamiento de alto desempefio en FPGA, la cual cumpla los
requerimientos del sistema de vision.
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- Disefar e implementar los algoritmos de reconocimiento, dete@iéiyacion, seguimiento y
estimacion del sistema de vision artificial.

- Lograr un analisis cuantitativo de los organismos en estudio.

- Disenar el algoritmo de control de procesos a partir de la interpretacién de las imagenes tomadas

a las levaduras.
- Integra y validar el correcto funcionamiento del sistema de vigiéna algoritmo de control.

l.4. Hipotesis

Es posible hacer un sistema autonomo para el estudio de la longevidad de células eucariotas bajo efectos
de microgravedad mediante técnicas de visidficiat, tales como procesamiento digital de imagenes y
reconocimiento de patrones, cuyo analisis, al retroalimentar a un sistematid® de procesos que
interpretelos resultados y tomdecisiones basadas en un analisis previo, puede conformar umasiste
mecatronico de experimentacion biolégica innovador en etrdélsade tecnologia espacial.
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. MI SI ON AMI CROLABO

[1.1 Descripcion general de la Mision cientifica

La existencia defector de gravedags un factor fisico basico y permanentenarstro planeta, que ha

estado presente en toda la evoluciéon de las formas de vida. Como es conocido, los procesos biol6gicos se
ven afectados por la existencia de esta fuerza y su ausencia desencadena una respuesta celular, cuyo
conocimiento es necesarfiara una mejor comprensiéon de los organismos vivos, lo que contribuye
también en la investigacion para conseguir la supervivencia de organismos terrestres en condiciones
distintas de las de la Tierra, lo cual es uno de los grandes objetivos movilizaeldassiriciativas de
exploracién espacial actualmente en curso, como la Estacion Espacial Internacional (ISS) o los proyectos
de eyloracion de Marte o la Luna.[1]

En este contexto, este proyecto se define como la iniciativa de estudiar las alteratideres ce
inducidas por la ausencia de gravedad en células eucariotas, mas precisamente en la levadura
saccharomyces cerevisia€londe se plantea un experimento que sera realizado durante la mision
fiMICROLAB en | a ndeudisefiar ¢ copstridrtur ramatélite de 3U que contenga un
laboratorio autbnomo para experimentacion biolégica con la participacion del grupo interdisciplinario que
conforman eLaboratorio de Biomicrofluidos del Cinvestionterrey, el Taller de Optica de la BUAP y
el Laboratorio € Ingenieria Espacial de la Facultad de Ingenieria de la UNAM.

El objetivo general de la mision es el estudio de esperanza de vida replicativa bajo los efectos de
la microgravedad en células eucariotas, con el fin de obtener una mayor comprensiénedahismms
biolégicos.

Se eligi6 a la levadursaccharomyces cerevisiade cuya poblacién en estudio se generan cepas
con diferentes modificaciones genéticas y se compara la cantidad de células hijas producidas por una
célula madre con respecto a la poia que no fue modificada en un determinado la@sala cultivo
experimental se encuentra en un dispositivo microfluidico, que consta- &0 ®@&mpas en donde seran
atrapadas las células a analizar como se muestraFéguia 1 [2] Descripcion del experimento. Donde
vemos en la seccién A el dispositivo microfluidammn la direccion del flujo y como se atrapan las células
al ser arrastraddsacia las trampas.rHa seccién Bemosla generacion del brote de la célula madre.
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Figura 1 [2] Descripcién del experimento. Donde vemos en la seccion A el dispositivo microfloddida direccion del flujo y
cémo se atrapan las células al ser arrastizalza las trampas.rHa seccion Biemosla generacion del brote de la célula madre.

Cada sistema microfluidico cuenta con valvulas para langstraciéon de nutrientes y deshos los
canales asociados y el dispositivo a anakzdandispuestos en un arreglo como el mostrado €iglara
2.

A

Figura 2 [2] Disposicion de elementos microfluidicos. En la seccion A Se muestra un diagrama general de como estaran
dispuestos los diferentssstemas de control de valvulas para la distribud&mutrientes losdispositivosmicrofluidicos,cada

uno de los cales contendra un cultivo de células diferente. En la seccion B se ndastw@lvulas que permiten el paso de las
células al fluido que posteriormente en la seccion C pasa al dispositivo microfluidico para llevar a cabo el expseimento
muestran tamién en esta Ultima seccidn las dimensiones de las trampas en micrometros

A lo largo del experimento se abriran las diferentes valvulas para pasar el fluido a través del
dispositivo microfluidico en una sola direccion, primero con un flujo de 15ul/mira loast se logre
atrapar al menos 100 células individuales en las trampas, disminuyendo en este momento el flujo a 5
ul/min.

Una vez que se hayan atrapado la cantidad minima de células, el analisis de longevidad a través
de esperanza de vida replicativa @&omenzar, para lo cual en la presente tesis se propone el desarrollo
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de un sistema de vision artificial con el fin de hacer el analisis a bordo, lo cual tiene varias ventajas en la
reduccion de recursos, pues si el analisis tuviera que hacerse en Tiemamitir las imagenes
demandaria un sistema de telecomunicaciones complejo, que ademas de requerir mas energia para la
transmisién, necesita un sistema de orientacién de alta precision, dispositivos que en su conjunto elevan
costos en disefio, componesitvolumen, energia, peso, etc.

[1.2. Mision dekistema de vision artificial

En la actualidad, experimentos similares han sido llevados a cabo exitosamente de forma autbnoma en el
espacio, en misiones como Genesat (2(86)Pharmasat (2009) [# O/OREOS[11].En el caso de los
nanosatélites Genesat y Pharmasat, se utilizaron proteinas fluorescentes para marcar a los diferentes
organismos y estudiar asi sus procesos biologicos. Sin embargo, para hacer el analisis de fluorescencia,
sus sistemas contabaon transductores de intensidad a frecuencia.

Debido a la necesidagh la mision MICROLABde hacer un andlisis cualitativo de cada célula,
en esta tesis se propone un sistema de visién artificial, pues si bien es cierto que la implementaciéon con un
transdetor ha resultado mas sencilla en el caso de los nanosatélites similares ya lanzados, para los
requerimientos de esta mision resulta imposible utilizar esa técnica.

En esta tesis se propone que estos sistemas Opticos a base de transductores, seadagemplaza
por un sistema de vision artificial que conste de una camara y un sistema Optico para el estudio de cada
dispositivo, lo cual permite un analisis de las caracteristicas individuales de los organismos en estudio,
ademas de que el uso de técnicas dedwigirtificial representaria una innovacion tecnoldgica en
experimentacion biolbgica en el espacio.

Durante esta mision se requiere monitorear los cultivos cada 10 minutos, por lo que se toma una
fotografia de cada dispositivo con resolucion requeridaMjfzx5De esta imagen, mediante un algoritmo
de vision artificial, se detectaran las caracteristicas de envejecimiento.d@duatograr este monitoreo
existen dos métodos de analisis de imagen, que explicaremos a continuacioén.

Andlisis por fluorescencia

Este método consiste en aplicar a las células un marcador bioldgico basado en proteinas fluorescentes.
Para esta misién se propusieron los marcadores CFP (Cyan Flourescent Protein) y RFP (Red Flourescent
Protein). Con esta técnica la célula absorbe lqina fluorescente la cual, al ser excitada con el espectro
adecuado segun el tipo de marcador, resalta las estructuras subcelulares de las levaduras, lo cual puede ser
visualizado por una camara digital con ayuda de filtros épticos. De esta manera paoutamtorear la

célula, asi como determinar cuando se esta reproduciendo.

Existe suficiente documentacién acerca del uso de esta técnica en distintos organismos,
particularmente el comportamiento de la levadaecharomyces cerevisiasta extensamentetediado,
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lo que nos permite tener una grafica de las caracteristicas de la célula durante su ciclo de vida como
podemos ver en laigura3.

Figura 3 [2] Ciclo de vida de la célula visto en imagenes por fluoresceBaidas fotografias mostradas en la parte superior

vemos la proteina fluorescente durante el ciclo de vida de la célula, y en las representaciones en gris mostradas en la parte
inferior podemos observar la localizacion de la proteina en cada levaduradlaes indican el intervalo al que pertenece la

imagen de la célula madre atrapada hasta su muerte.

El método de estudio de células individuales por imagenes de fluoresderani¢e todo eproceso de
envejecimiento permite urexamen dealta resolucionespacietemporal y de alto rendimiento
del fenotipode envejecimiento.

Andlisis con imagenes de Campo Claro

En este método se obtienen las imagenes en una escala de grises a través de un microscopio, como se
puede ver en l&igura4 se observan contornos bien definidos que permiten diferenciar los limites de las
estructuras. El umbral de los elementos es muy parecido, por lo que para hadentifiGacion de las

células se hace necesario el uso de alguna técnica de reconocimiento de patrones, cuyo propoésito seria
fundamentalmente diferenciar la estructura perteneciente a los distintos tipos de célula (madre, hija, célula
de no interésg ruido) y la estructurale la trampa.
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Figura 4 [4] Imagen tomada con la técnica de Campo Claro

Cuando la célula comienza a reproducirse se observa en la imagen una figura irregular, de contornos
también definidos que puede saracterizada por su elongacion dependiendo del punto de crecimiento en
el que se encuentre, como podemos ver Eiglarab.

Célula con Célula con
Brote redondo Brote elongado

Célula atrapada

Figura 5 [2] Diferencias morfolégicas de la reproduccion de la célula vistas en campo claro.

Facultad de Ingenieria UNAM 13



[1.3 Discusion del andlisis de la imagen desde el punto de vista del algoritmo de
vision

Las imagenes por fluorescencia ofrecen un contrastetite los pixeles pertenecientes a las células y

los que representan el fondo de la imadenque permite que el algoritmo pueda ser implementado a
partir de una binarizacion de datos y después obtener un andlisis mas preciso desarrollando alguna técnica
de aprendizaje estadistico como primera propuesta para conocer el tamafio promedio de cada célulay la
distancia a la que se empieza a generar una célula hija, todo lo cual puede ser descrito directamente en el
FPGA, es decir, se generaria una arquite@usamedida.

Las imagenes obtenidas por campo claro tienen un coraitsteero dejan ver otras estructuras
gue no pertenecen a las células de interés, por lo que para diferenciar a los orgialigmmsno una
binarizaciénpor umbral no es suficiente. Notamos que la forma de células esta bien definida por lo cual
podria ser implementado un algoritmo de deteccién de patrones, los cuales generalmente utilizan
transformadas como la de Hough y algoritmos de correccion quenmaguin andlisis mas complejo que
el utilizado en la técnica de fluorescencia, por lo @geconveniente analizar la posibilidad de
programarlo en un microcontrolador que también puede ser embebido en el FPGA, o utilizar médulos de
propiedad intelectual enonjunto con mddulos propios (codisefio) que adafstearquitecturaa las
necesidades de la misién. Para el andlisis de la célula hija con imagen de campo claro, vemos que
comienza a formarse una figura irregulase presenta una ruptura en el bordeadeglula la cual puede
ser analizada estadisticamente si se quisieran obtener datos de monitoreo més especificos.

Una vez discutidas las observaciones de lo que implicaria el andlisis por cada una de las
diferentes técnicas, se consultd con los equigo®ptica y Microfluidica y se decidié hacer el anélisis
con imagenes de Campo Claro.

[1.4 Determinacion dgparametros de operacion

Para el disefio del sisterda vision se necesitd determinar los parametros de operacion, pai ke

consulté al equipo de Microfluidica, quien esrebkponsablede la propuesta de la carga util del
nanosatélite, asi como al equipo de éptica para la realizacién del banco de pruebas para la validacion del
algoritmo.

Las condiciones de experimenitat (temperatura, humedad, presion, etc.), estaran controladas
durante el tiempo que dura la misién, es decir, que el Unico parametro que hara una diferencia ambiental
con respecto a las condiciones a las que estaran sujetas las levaduras en la eagiérireant Tierra,
es la microgravedadRara el sistema de vision es necesario que no haya fuentes de iluminacion externas
ademas de los LEDs de excitacion y las fuentes que llegue a requerir la toma de imagen, dicho en otras
palabras, las condiciones ill@minacion en las que se obtienen las imagenes deben ser constantes.

Facultad de Ingenieria UNAM 14



La toma y analisis de fotografia sera cada 10 minutos, con lo que se busca obtener cuantas células
fueron generadas por una célula madre en el tiempo que dura la mision, lo quecdndicas el
crecimiento y mortandad de cada cepa modificada genéticamente con respecto a la cepa salvaje, de lo
cualcon los datos obtenidos se puede generargrafica como se muestra effriguraé.

A B c

Stationary phase

X1 7‘ co-culture q

Outgrowth
co-cultures Signal ratio

r—
RFP
b
e
- E
oX e} &8 Z te
ot & > 2| el
T2 e n 2 -
,x7 e e
Old Time, hrs Age, days
Cells in mixed cultures Populations die at different rates and A relative survival
age in stationary phase the fraction of viable cells is estimated coefficient is obtained
at different ages (slope)

Figura 6 [18] Comparacion de mortandad entre diferentes células de levadura.

Es importante mencionar que debido al caracter multidisciplinario de este proyecto, el disefio del
dispositivo microfluidico ain no es definitivo y puede cambiar ligeramente en cuanto a dimensiones o
disposicién de las trampas a lo largo del disefio derdg ¢Hil por parte del Laboratorio de Microfluidica,

por lo que sera conveniente que este factor de adaptabilidad se contemple en el disefimaealesiste
vision.
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. ESTADO DEL ARTE DE
EXPERI MENTACI CN BI OL
EN EL ESPACI O

I11.1 GeneSat 1

I.1.a. Mision:

El GeneSat 1 es un nanosatélite totalmente autbnomo que mantuvo el crecimiento de microrganismos en
multiples fluidos, monitoreando distintos genes a través de fluorescencia. Fue lanzado el 16 de Diciembre
del 2006 como carga secundaria a bordo del easgiacial Minotaur I.

En el GeneSat se incluyeron celdas solares, un médulo de control y distribucion de la energia,
baterias y comunicaciones bidireccionales, ademas de un contenedor de presion que alojé a los
subsistemas de biofluidos, Gptica, contéwmico y sensores. La estabilidad de la temperatura, presion, y
humedad relativa fueron monitoreadas por mdultiples sensores, asi como los eventos de nadiacio
aceleracion en tres ejes] [5

En esta mision se eligio a la bacteka coli, debido a su bn caracterizada capacidad de
permanecer inactiva en periodos de dias a meses en un rango bastante amplio de temperatura, lo cual
representa una caracteristica importante en la seleccion de microorganismos para experimentacion
biolégica en el espacio debidl tiempo que deben sobrevivir entre el lanzamiento del nanosatélite que
los aloja y el inicio del experimento, sin que su inactividad comprometa o altere los resultados del
estudio. Los datos fueron transmitidos por radio a la Tierra en un lapsaries \semanas, durante y

después del proceso de analisis del crecimiento bioldgico

Ill.1.b. Especificaciones generales de la plataforma:

El GeneSat 1, mostrado en Eigura7, tiene un peso de 4.4 kg en una estructura de 10x10x80que

incluye cuatro celdas solares de triple unién, una estructura metalica para soportar todos los sistemas, un
sistema de energia/procesamiento/comunicacion/canooh oci do como fAbusod, un col
con un volumen interno de 0.9 L para la carga[6lily una antena autodesplegable de 2.4 GHz con la

gue se transmitieron ~200 kB/dia, con una demanda energética f& 1W
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Figura 7 [6] Estructura del Gen&at 1.

El sistema de comando y manejo de informacién a bordo se realizé con ufr®1218 que tiene una
demanda aproximada de 11 mW el sistema de control de orientacién fue pasivo con una varilla

magnética.

La carga util delGeneSat 1 se encontraba en un contenedlordrico presurizado que albergaba
al experimento. Dentro de este cilindro estaba el dispositivo microfluidico, mostradd-ignria8, d
cual constaba de doce muestragdeoliy el equipo de soporte necesario para incubar y caracterizar el
experimento durante 96 horas.

Figura 8 [6] Carga util del Gen&at 1: dispositivanicrofluidico.

El equipo de soporte incluyé toda una red de microfluidos, componentes de control de temperatura y
sensores oOpticos [2]. La carga energética total del GeddBatde 45 W.
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Figura9[6] Enlaimagenseobserfaa estructura met 8l ica y el contenedor pres:i

lll.1.c. Sistema Optico

En los sistemas espaciales es recomendable prescindir de elementos mdviles, por lo que €saellGene

se utilizé un subensamble 6ptico paeala& uno de los 12 pozos. Cada subensamble consta de un LED
azul de 3W de excitacion fluorescente (470 nm), cuyo espectro fue enfocado y filtrado por un par de
lentes y un filtro de excitacion (Chroma). Para captar la emisién del espectro, se utilin® we f525

nm y un par de lentes para colectar y enfocar la fluorescencia hacia un dispositivo conversor de intensidad
a frecuencia, con lo que se logré la medicién indirecta de la fluorescencia en cada pozo.

El procedimiento anterior fue realizado nuevamente utilizando esta vez un LED verde de 2.3
mW, con lo que se midid la dispersion de luz (1f8BWard-scatte)), que es directamente proporcional al
tamafo de la poblacidB], dato que fue usado para normatifas mediciones de fluorescencia.

Los LEDs azul y verde se energizaron secuencialmente y las mediciones fueron hechas en un
pozo a la vez para eliminar el efectoaiesstalk el cual es un fendmeno indeseable en el que una sefal
genera una perturbaci@notra, en este caso la sefal es la emision de luz de cada edpediagrama de
un subensamble Gptico es mostrado dridaralo.
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Figura 10 [3] Subensamble dptico. Vemos de arriba hacia abajo el LED de iluminacion, el dispositivo microfklidiitm,
Opticode emisiory el detector de intensidad a frecuencia del lado derecho y dl lado izquierdo el filtrotdei@xar el LED de
fluorescencia.

Uno de los grandes retos de la mision G8atlfue llevar a cabo los objetivos en un CubeSat de10 cm x

10 cm x 30 cm de volumen y menor a 5 kg de masa. Esto implicd esfuerzos de desarrollo significativos
para miniaturiar los sistemas de sensores Opticos. Finalmente cada uno de los doce subensambles 6pticos
ocuparon un volumen <3D & . [3]

[11.2 PharmaSat

I11.2.a. Misién

El PharmaSat es un nanosatélite de 3U y peso aproximado de 10 libras. Contiene un microladeratorio
ambiente controlado lleno de sensores y sistemas Opticos capaces de detectar el crecimiento, la densidad y
la salud de células de levadura y transmitir esos datos para su andlisis en IgBJierra.

El nanosatélite PharmaSsd baso en la exitosa mision de la NASA GenéSatfue lanzado el
19 de mayo del 2009 a bordo del cohete Minotaur |, teniendo como objetivo investigar la eficacia de los
agentes antifiingicos en el medio ambiente espacial. El nanosatélite se consémliydla componentes
COTS Commercial of the Shélfasi como de partes disefiadas por la NASA, para albergar un laboratorio
de ciencia espacial totalmente autbnomo con técnicas innovadoras de control de potencia, sensores para
monitorear los niveles degsidn, temperatura y aceleracion, y un sistema de comunicaciones capaz de
transmitir datos a la Tierra para su analisis cientifo.

Para lograr el objetivo, el PharmaSat caracteriz6 el crecimiento de multiples cultivos de levadura,
gue fueron expuesia diferentes niveles de agentes antimicoticos durante su ciclo de crecimiento.
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I11.2.b. Especificaciones generales de la plataforma

El PharmaSat, mostrado erHigura 4, consiste en un modulo de bus (1U de volumen) y la carga util (2U

de volumen). El a&télite completo tiene un volumen aproximado de 100mm x 100mm x 340mm y pesa
menos de 5 kfP]. El bus incluye celdas solares, una bateria, un sistema de procesamiento basado en PIC,
control de orientacion pasivo con una varilla magnética y un transmaisgptor de 2.4 GHz.

Figura 11[9] Estructura del nanosatélite PharmaSat.

La carga util del PharmaSat esta contenida en un cilindro presurizado, cuyo médulo incluye:

- Un dispositivo microfluidico de 4 x 8 in, mostrado erfrigural2, el cual se compone de 48
pozos en los que se depositan los cultivos de levaduras.

- Un sistema microfluidico de valvulas, bombas y canales ajumentan a las levaduras y
dosifican los agentes antimicoticos.

- Un sensor éptico para detectar la salud y tamafio de la poblacion.

- Un sistema de control del medio ambiente y control de energia.

Figura 12[7] Dispositivo micrdluidico del PharmaSat.
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lll.2.c. Sistema o6ptico

Para este estudio se utiliz6 el ageAtamar Bluge que daba una coloracién entre azul y rosa a las
levaduras dependiendo de su consumo de nutrig8itel cual fue monitoreado a través de un sensor
Optico mostrado en l&igural3, cuya metodologia de funcionamief®) consiste principalmente en lo
siguiente:

1. Un LED tricolor ilumina a través de cagaza
2. Las levaduras absorben la.luz
3. Un sensor mide la absorcién de cada espectro.RGB
4. El espectro verde indica el OD (conteo de poblacion)
5. El espectro azulojo indica el metabolismo
heater layer
 lay
| o
* LED
thermal spreader w/ T sensors
capping layer capping layer
Gas-perm. membrane Optical quality / clear
outlet
Acry"c J“ mm_’- channel
FAR
"'.ya *
7.7 mm
-l)
Acrylic
[ fleedum ] |
h Jj-b
Gas-perm. membrane Optical quality / clear
capping layer capping layer
. T
Detector chip \
[ PC board AN ]
heater layer
Figura 13[9] Arquitectura fluidic&érmica/optica.
[11.3 O/OREQOS
111.3.a. Mision

El O/OREOS (Organismos/Organicos Expuestos a Fuerzas Orbitales) es un nanosatélite lanzado el 19 de
Noviembre del 2010. Los principales objetivos de esta plataforma incluyeron llevar a cabo experimentos
de astobiologia en dos cargas Utiles independientes dentro de un estandar 3U. Estas cargas Uutiles
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contienen experimentos que evallan la viabilidad de diferentes organismos en el ambiente espacial
(SESLO por sus siglas en inglés) y la estabilidad de moléarg/asicas en el espacio (SEVO). [12]

El nanosatélite fue puesto exitosamente en una orbita de alta inclinacion (72°), a 650 km, lo cual
significa un aumento en la exposicidn a particulas atrapadas en los cinvaon&Bencomparado con
las que afectan & Estacion Espacial Internacional, asimismo la nave fue expuesta a radiacion
ultravioleta y rayos cosmicos. Estudiar microorganismos vivos y moléculas organicas complejas bajo
estas condiciones es de un interés muy grande para la ciencia.

Los antecedensea esta mision fueros los nanosatélites GerkegdtharmaSat, sin embargo esta
mision fue la primera disefiada para operar durante seis meses, por lo que el equipo de desarrollo tuvo que
aumentar las técnicas de tolerancia a fallas yrlashas de radia@n y blindaje.

I11.3.b. Especificaciones generales de la plataforma

Cada carga util de la plataforma incluye su propia electrénica, microcontrolador, y almacenamiento de
datos para ejecutar autbnomamente sus respectivos experimentos.

El bus emple6é un miocontrolador PIC que se comunica con los microcontroladores de las
cargas secundarias a través del protocolo 12C. La estructura del nanosatélite estd hecha de aluminio y
tiene montadas las celdas solares que lo abastecen de energia. Las baterias pasaradmixcy energia
gue se usaron son de i6n de Litio.

I11.3.c. Sistema 6ptico

SESLO

Esta carga util estudia a dos tipos de organiskarubrum chaoviatoriyy esporas d&acillus subtilis

Estos especimenes estan bajo condiciones de presion y humedad que permiten su crecimiento, el cual es
medido a través de absorbancia y densidad con un sensor 6ptico. Los datos de crecimiento son
almacenados en una memoria y transmitidos a Tierra.

Al igual que en los satélites PharmaSat y GeneSat un LED tricolor ilumina cada pozo y el
detector en el lado opuesto lee la intensidad con la que es emitida el espectro. Lo anterior se muestra en la
Figural4.

El crecimiento de los microorganismos es cuantificado en tiempo real para ambos especimenes en
tres longitudes de onda: 470, 525 y 615 [ir#]
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Figura 14[12] Sistema Opticade la mision O/OREOS.

SEVO

Esta carga util pretende investigar la estabilidad, modificacién y degradacién de moléculas organicas en
distintos modelos ambientales incluyendo la exposicion a las condiciones del espacio interplanetario e
interestelar, para lque se estudian los efectos de su exposicién a los rayos UV, luz visible y radiacion
espacial a través de espectroscopia ultravivistale.

Esta carga util incluye ademas del espectrémetro un arreglo 6ptico que permite utilizar la luz del
Sol como fuete de luz para el espectroscofjit2] De esta carga util cabe destacar que fue utilizado un
carrusel que permite analizar 24 muestras con el mismo instrumento de melditiahse muestra en la
Figurals.

Figura 15[12] Carrusel para el andlisis de muestras de la carga util SEVO.
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[11.4 Conclusiones del capitulo

La presente documentacién de los diferentes sistemas que jsaelsém en Orbita es de gran ayuda como
antecedente para el disefio del sistema propuesto en esta tesasjnouesno hay precedentes de
Sistemas de Vision Artificial en nanosatélitéss datos técnicos nos muestran que por las
caracteristicas de cadasgidin las demandas tanto energéticas como de componentes se deben
adaptar a los recursos disponibles, donde podemos destacar que a pesar de que en las soluciones
gue se han presentado se utilizan microprocesadores de bajo consumo energético (lo clal es idea
para las condiciones en el nanosatélite), éstos no podrian realizar el procesamiento de imagenes
gue requiere la misién MicroLab, por lo que se hace necesario aportar soluciones innovadoras en
el ambitoaunque ello demanden costo energético y computaaial mayor, todo lo cuabdebe ser
incluido en el disedi para ajustarse a las caracteristicas de la plataforma
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V. DI SEea O DEL ALGORI T M(
VI SI'CN ARTI FI CI AL

V.1 Metodologia

Para el disefio del algoritmo de vision se utilizara la sigueetedologia:
1. Determinacion de los requerimientos del algoritmo de vision.

En esta etapa se hizo una discusion entre los equipos de Microfluidica, Optica e Ingenieria Espacial, con
el fin de determinar los requerimientos, alcances y limitaciones ded#ophas y del algoritmo de vision.

2. Revision documental de los conceptos Utiles para implementar el algoritmo.

Se hizo una investigacién de los conceptos teéricos que pueden ser implementados en el desarrollo del
algoritmo de procesamiento digital de la immagy de interpretacion de caracteristicas extraidas.

3. Hacer un primer planteamiento de solucion.

Se hizo una primera propuesta de solucion para cada uno de los problemas a resolver, las cuales se
compararon con otras soluciones para seleccionar la que s®jadecle a las caracteristicas de
implementacién y necesidades del sistema.

4. Desarrollar la solucion en MATLAB .

En una primera etapa @lgoritmo se desarrollard en MATLABara analizar resultados y hacer
comparaciones entre los distintos métodos.

5. Hacer una primera validacién del algoritmo.

Se plantean diferentes escenarios para poner a prueba la robustez del algoritmo y sacar un porcentaje de
error con el fin de ver si se valida como solucién o se requiere una mejora.

6. Correcciones.

Se hace una retroalentacion con los resultados obtenidos al correr el algoritmo de visién en distintos
casos y compararlos con los resultados esperados, después de lo cual se proponen mejoras a la solucion.

7. Implementacion.

Se hace la descripcion e integracion del algoritewision y control en hardware reconfigurable.
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IV.2. Marco teorico

IV.2.a. Introduccién a la Visién Atrtificial

La vision artificial tiene como finalidad la extraccion de informacion del mundo que nos rodea a través de
la obtencidn, procesamiento, analisisomprension de imagenes, utilizando para ello una computadora.

Un sistema de visién artificial actia sobre una representacion de la realidad que le proporciona
informacién sobre brillo, colores, formas, etc. Estas representaciones suelen estar ele fionagenes
estaticas, escenas tridimensionales o imagenes en movimiento.

Una imagen bidimensional es una funcién que a cada par de coordenadas (X,y) asocia un valor
relativo a alguna propiedad del punto que representa (por ejemplo su brillo o su Umizinagen
acromatica, sin informacioén de color, en la que a cada punto se le asocia la informacién relativa al brillo,
se puede representar como una superficie en la cual la altura de cada punto indica su nivel de brillo. Una
imagen a color en formato RG& puede representar asociando a cada punto una terna de valores que
indica la intensidad de tres linternas (una roja, una verde y una azul), y por Ultimo una imagen de espectro
completo se puede representar asociando a cada punto un diagrama espauisabualele color.

Definiciones

En este apartado se discuten algunos conceptos fisicos y fisiol6gicos imprescindibles para entender el por
gué se toman algunas decisiones de disefio al construir los sistemas de visibn computacional.

En general desde el pio de vista de procesamiento digital de imagenes, basta considerar la luz
como una onda. Segun el modelo ondulatorio las caracteristicas de un rayo de luz vienen dadas por dos
propiedades: su amplitud y su longitud. A pesar de que las ondas luminosasyesnsna fraccion muy
pequefia del conjunto de ondas electromagnéticas, son de especial interés debido a que son captadas por
los ojos y procesadas por el cerebro. El ojo humano es capaz de distinguir entre 400 y 700 nanémetros
(nm). Nuestro sistema s&orial visual interpreta las diferentes amplitudes y longitudes de onda de la luz,
produciendo las sensaciones que conocemos como brillo y color respectivamente.

Como podemos observar en Kgura 16, la parte de la radiacion electromagnética que
constituyen las ondas luminosas abarca desde el fin del ultravioleta (400 nm) hastéert@alel
infrarrojo (700 nm).
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Espectro visible por el ojo humano (Luz)
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Figura 16[13] Espectro visible.

Distribucion espectral de energia

Una curva de distribucion espectral de energia representa la cantidad de energia (en watts)
asociada a cada longitud de onda wra radiacién electromagnétic8i se representa el diagrama
espectral de una radiacién electromagnética que posee una longitud de onda determinada, y se obtiene un
gréafico con un pico en la longitud correspondiente y 0 en el resto se dice que esmmaocmatica

En general las thaciones no son tan puras y resultan de la mezcla de diferentes haces con
diferentes longitudes de onda. Ademas entre mas monocromatico sea un haz de luz, tendra menos energia
asociada, por lo que serd mas dificil percibirlo, es por ello que los diagrapedrales que encontramos
en la naturaleza sean mas parecidos a los que se presentan por ejemplo en las curvas de emision y
excitacion de las proteinas fluorescentes queesentan en laigural?.
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Figura 17 [14] Espectros visibles de proteinas fluorescentes.
Flujo luminoso

El flujo luminosoes la parte del flujo radiante detectada por el ojo. La unidad de flujo luminoso
es el lumen (L). Un lumen corresponde al flujo luminoso procedente de una abertura @ex1é60un
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cilindro de material refractario que contiene un material patrén gliee agravés de un cono de radiacion
de un estereorradi&n. ElI flujo luminoso se puede

Figura 18[15] Flujo luminoso.

Intensidad luminosa

La intensidad luminosas el flujo luminoso emitido por unidad de angulo sélido. Se representa
comol, y su unidad es laujia (b), que se corresponde a un lumen/estereorradian. Puede comprobarse que
la intensidad luminosa es independiente de la distancia a la que se edaueemte, y sélo varia segln
la orientacion de la medicion.

Luminancia o brillo

La luminancia o brillo de una fuente de luz es la intensidad luminosa por unidad de superficie.
Asi, por ejemplo si una noche dividimos secciones de arakefyy medimos el brillo de una estrella y el
de un foco, encontraremos que el foco tiene un brillo mayor. Sin embargo, la intensidad luminosa de
cualquier objeto de nuestro entorno es menor que la de la estrella, pues la intensidad luminosa no depende
dela distancia.

Saturacion

La saturacion mide la proporcion entre la longitud de onda dominante y el resto de longitudes de
onda.

Definidos los conceptos de matiz, saturacion y brillo se dice que se ve un color determinado
cuando se percibe una ciecambinacion de estos tres elementos.

Histograma
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El histograma de una imagen F es una gréafica que representa los niveles de intensidad del color
de F con respecto al nUmero de pixeles presentes en f con cada intensidad de color.

IV.2.b. Etapas de un sistera de vision artificial

El ser humano captura la luz a través de los ojos, y esta informacion circula a través del nervio 6ptico
hasta el cerebro donde es procesada, y existen razones para creer que el primer paso de ese procesamiento
es descomponer la imag en elementos mas simples como segmentos y arcos. La vision artificial en un
intento por reproducir este comportamiento, tiene normalmente cuatro fases principales:

- Captura o adquisicionSe adquieren las imagenes mediante algun tipo de sensor.

- Tratamiento digital de las imageneEsta fase es de procesamiento previo y tiene por objeto
facilitar las etapas posteriores, consiste en eliminar partes indeseables o realzar partes
interesantes de la imagen mediante filtros y transformaciones geométricas.

- Segnentacion: Consiste en aislar los elementos que interesan de una escena para
comprenderla.

- Reconocimiento o clasificaci6in esta etapa se pretende distinguir los objetos segmentados,
gracias al analisis de ciertas caracteristicas que se establecen previamente para diferenciarlos.

Cabe mencionar que estas cuatro etapas no se siguen de manera secuencial, pues debentaetmoalim

para asegurar que el sistema funcione adecuadamente. Asi, es normal volver a la etapa de segmentacion si
falla la etapa de reconocimiento o la de preproceso, o incluso a veces es necesario volver a la etapa de
captura cuando falla alguna de lasesiores.

Captura Preprocesamiento Segmentacion Reconocimiento

< — <

Diagrama 1 Etapas tipicas en un sistema de visiomputacional
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IV.2.c. Adquisicion y representacién de imagenes digitales

En esta seccion se tratan algunos aspectos de la adquisicion de la imagen del mundsufigasnyal
dominio discreto y virtual informatico.

Una vez digitalizada una imagen bidimensional digital est4 constituida por un conjunto de
elementos llamados pixeles. Cada pixel ofrece cierta informacién sobre una regién fundamental de la
imagen. En imgenes en niveles de gesta informacion es el brillo.

Captura y digitalizacion

Las im8genes digitales son fisefaleso discretas
ejemplo una camara digital toma imagenes del mundo real que es coatitmi@n tiempo como en
espacioEn el proceso de obtencion de imagenes digitales se distinguen dos etapas, la primera conocida
comocaptura utiliza un dispositivo, generalmente éptico con el que se obtiene informacion relativa a
una escena.

En la seguna etapa, que se conoce codigitalizacion se transforma esa informacion en una
imagen digital, que es una sefial todas sus componentes discretas, dicho de otra manera es el proceso
de paso del mundo continuo (o analdgico) al mundo discreto (o digialla digitalizacion normalmente
se distinguen dos procesos: el muestreo y la cuantificacién.

Muestreo

El muestreo de una sefial continua consiste en su medicién a intervalos respecto de alguna
variable (generalmente el tiempo o el espacio), siendo simp&ro fundamental la frecuencia de
muestreo, que representa el nUmero de veces que se mide un valor analégico por unidad de cambio.

Mediante el muestreo se convierte una ima@emue es algo continuo, en una matriz discreta
"Ode 0 w Opixeles. E nimero de muestras por unidad de espacio sobre el objeto original conduce al
concepto deesolucion espacialle la imagen. Esta se define como la distancia, sobre el objeto original,
ente dos pixeles adyacentes, o dicho de otra forma, la distanciaeeapgesenta un pixel.

1.6m

6.4m. 3.2m
El
Il
[~

0.80m 0.40m 0.20m 0.10m

12.8m

Figura 19[19] En la imagen superior observamos el cambio de la resolucién espacial sobre una misma escena.
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De esta forma. El proceso de muestreo, para una imagen, que asocia a cada punto un valor real,
cambia una imagen del formato:

'O iy ¥ P endondecfo N P
Al formato:
"Ocdw ¥ pendondecttov 0 y m ® O phm & 0 p

Cuantificacion

La segunda operacion es la cuantificacion de la sefial, que consiste en la asignacion de valores a
cada pixel. Los niveles de cuantificacion suelen ser potencias de 2 para facilitar el almacenamiento de las
imagenes en la computadora. De esta forf@agfto M P se convierte en'O ¢fwo ¥ § (imagen
discreta cuantificada). EI nimero de nivelesiples define laesolucion radiométrica

Cuando las imagenes solo tienen informacion sobre el brillo se hallgdgenes en niveles de
gris y se suelen utilizar hasta 256 niveles para representar los tonos intermedios desde el negro (0) hasta
el blanco(255). Si solo se permiten dos niveles de cuantificacién (normalmente blanco y negro) se habla
de imagenes binaria® bitonales. Para el caso del color suelen usarse 256 niveles para representar la
intensidad de cada uno de los tres colores primarios JROdB esta forma se obtienen 16 millones de
colores aproximadamente y se hablandé&genes en color real

IV.2.d. Relaciones basicas entre pixeles

En este apartado se definen ciertas relaciones que se establecen entre los pixeles de una imagen.

Relaciones de proximidad

Vecindad

Para todo puntp de coordenadas (x,y) se dice que un pixelertenece a sus\&cinosy se
escribe) ¥ 0 N siy sélo siqtiene coordenadas:

(x-1,y) 6 (X,y1) 6 (x+1,y) 6 (x,y+1)

Para todo puntp de coordenadas(f) se dice que un pixel q pertenece a swe@nos y se
escribey ¥ O 1 siy sélo si giene coordenadas:

(x-1,y) O (X,y1) 6 (x+1,y) 6 (x,y+1) 6 (,y-1) 6 (1, y+1) 6 (x+1,y1) 6 (x+1,y+1)

Este concepto lo podemos visualizar a contiraraenla Figura20.
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Figura 20 Los 4vecinos de p son los puntos A. Loeséinos son los puntos Ay B.

Conectividad

Podemos ver una imagen como una matriz cuyos elementos representan pixeles. Entre los pixeles
de esta matriz se puede definir una relacién que define dos pixeles amntados cuando son vecinos y
sus valores son similares desde algun punto de vista. Formalmente se define un Yapjanepresenta
los valores compatibles para que dos pixeles que sean vecinos se diga que estan conectados:

V = {Valores de los pixeleque definen conectividad}

Se dice que dos pixelpsy g con valores el estan 4conectados <j pertenecea 1 .
Se dice que dos pixelesy g con valores el estan &conectados <j pertenece & 1 .
Camino

Un camino desde el pixqd, de coordenadas (X,y), al pixe], de coordenadas (s,t), es una
secuencia de pixeles distintos de coordenadas

who hohld M ho ko
Donde & ho gl y oho i y whd estd conectado av ho , siendo n la
longitud del camino. Se puede hablar de 4,8gaminos depende del tipo de conexién involucrada

Componente conexa

Para todo pixep de una imagen, el conjunto de los pixeles hasta los que hay un camin@ desde
se dice que forman stomponente conex&demas se cumple que dos componentes conexas distintas
tienen conjintos de pixeles disjuntos.

Relaciones de distancia

La relacion de distancia mas utilizada esdistancia geométrica o distancia euclidege define la
distancia euclidea entre el pixelde coordenadak,y)y el pixel q de coordenadaks,t) como la raiz
cuadrada de la diferencia de coordenadas al cuadrado. Es decir:
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v,

Qnm W i w 0

Siempre que so6lo sea importante desde un punto de vista comparativo, se puede prescindir del
cdculo de la raiz cuadrada lo que resultar4 en una mayor velocidad de célculo.

Otra relacion de distancia usual edistancia Manhattaro distancia del taxistaque se define
entre los mismos puntgsy g como:

Qnm @ is W s
También puede d@tse ladistancia del tablero de ajedreadistancia chessboargue se define como:
Qi 1 A® ifw o

Notese que con la distancia Manhattan sélo los vecinos 4 conexos de un pixel estan a distancia unidad
mientras que con la distancia tablesdos los vecinos 8 conexos estan a distancia unidad.

I

1

]

1

L I

Distancia Euclidea.” :
)

]
|
|
|
I
I
1

Distancia Manhattan
Figura 21 Representacion grafica de la distancia entre dos puntos.

IV.2.e. Procesamiento digital de la imagen

El procesamiento digital de la imagen consiste en eliminaalgor cantidad de ruido que se le agrega durante
la adquisicién asi como también mejorar las caracteristicas de dicha imagen como: definicién de contornos,
color, brillo, etc., valiéndose de procedimtiesy herramientas matematicas. [15

Filtrado y realzalo de la imagen

A lo largo de este apartado se tratan las operaciones y transformaciones que se aplican sobre las imagenes
digitales en una etapa de procesamiento previa a la segmentacion y reconocimiento, esto con el fin de
mejorar algun elemento en laagen que ayude al procesamiento de segmentacion y clasificacion.

Las operaciones que se describirdn pueden explicarse desde la perspectiva ofrecidani@r la
de filtros Unfiltro puede verse como un mecanismo de cambio o transformacién de undeseffighda
a la que se le aplica una funcion de transferencia, para obtener una sefial de salida. En este contexto se
entiende por sefial una funcion de una o varias variables independientes.
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Diagrama 2 Esquema de funcionamiende un filtro, siendo E la funcién de entrada, S la salida y H la funcién de transferencia
del filtro.

Las sefales que maneja un filtro pueden ser discretas o continuas. Aunque en el tratamiento de
imagenes digitales se procesan sefales y funcionestdiscsuele recurrirse al caso continuo para
explicar sus comportamientos.

Operaciones basicas entre pixeles

Las operaciones directas sobre los pixeles se pueden clasificar en operaciones digiestscy operaciones
geomeétricas.

Operacionesritméticelégicas

Estas operaciones son las mas usadas a cualquier nivel en sistemas de tratamiento de imagenes,
ya que son las que se utilizan para leer y dar valores a los pixeles de las imagenes. Las operaciones
bésicas son:

9 Conjuncién Operacion l6gia AND entre los bits de dos imagenes. Se utiliza para borrar pixeles en
una imagen.

9 Disyuncién Operacion légica OR entre los bits de dos imagenes. Se usa para afiadir pixeles a una
imagen.

1 Negacioén:Inversion de los bits que forman una imagen. Se usa g@ener el negativo de una
imagen.

1 Suma:Suma de los valores de los pixeles de dos iméagenes.
1 Resta:Resta de los valores de los pixeles de dos imagenes.

1 Multiplicacion: Multiplicaciéon de los valores de los pixeles de una imagen por los de otra. Se usa
para afiadir textura a una imagen.

1 Division: Division de los valores de los pixeles de una imagen entre los de otra.
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Normalmente en las imagenes en niveles de gris se usa el valor 255 para representar el blanco y el 0 para
el negro. Asi, la operacion @enjuncién entre negro y blanco da como resultado negro. Si para el negro
se utilizase el 255 y para el blanco el 0 los valores estarian intercambiados.

- ] ®

-A
Aand B (A+B)/2 max(0,A-B)

Figura 22[20] Operaciones entre las imagenes de nivel de gris Ay B, admagro corresponde a 0 y el blanco a 255.

Cuando se realizan operaciones aritméticas se debe tener cuidado de que el resultado caiga dentro del
dominio de valores permitidos, para lo cual también es buena idea utilizar multiplos del tamafio de
palabra @l procesador a fin de minimizar el nimero de operaciones de acceso a la memoria. También se
debe implementar los algoritmos de forma tal que en accesos consecutivos se referencien posiciones de
memoria cercanas, de manera que el criterio de proximidarenefal, usado por las memorias caché,
permita un rendimiento 6ptimo.

Operaciones geométricas

Si se expresalos puntos en coordenadas homogéneas, todas las transformaciones se pueden tratar
mediante multiplicacion de matrices. Lg®eraciones geométriemas usuales son:

1 Traslacién: Movimiento de los pixeles de una imagen segun un vector de movimiento. La siguiente
transformacién muestra el resultado de trasladar el guitpsegun el vectofQ KQ ), obteniendo

A~

elpunto( x 6, y 8)

o OO
@)
© e g

[
W
)

4 37°
40 4

1 Escalado. Cambio del tamafio de una imagen. La siguiente transformacion muestra el resultado de
escalar el puntéx,y)en un factori( h ), obteniendo elpunto x 6 , y 6 )

) i m T w
() mi mow
p m m p P
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1 Rotacién: Giro de los pixeles de una imagen en torno al origen de coordenadas. La siguiente

transformacién muestra el resultado de rotarel piegdu n 8 ngul o d, o lxtde ryide n c
@ 06— YQ& T
W YQ&~ 0 mOwW
o] T T o] p

Las operaiones geométricas matriciales se pueden agrupar multiplicando las matrices. De esta forma, por
ejemplo, es posible tener una Unica matriz que realice un desplazamiento, y un reescalado en un solo
paso. Al realizar esta composicién de operaciones se eefrelar que el producto de matrices no cumple

la propiedad conmutativa.

Morfologia matematica

Consiste en un conjunto de técnicas que permiten tratar problemas que involucran formas en una imagen.
La morfologia matematica tiene su origen en la teoria dpiiws. Para ella las imagenes binarias son
conjuntos de puntos 2D, que representan los puntos activos de una imagen, y las imagenes en niveles de
gris son conjuntos de puntos 3D, donde la tercera componente corresponde al nivel de intensidad.

Definiciones:

Traslacion é AporX = oo , como:
0 WSW ® whH ONO

Reflexion de A como:

Complementario de A como:

0 wWsSwe 0

Diferencia entre dos conjuntos A y B como:

Y Y

0 O WSWON 0 0
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De lasoperaciones anteriores se deriva:

O.
o
o
o

Dilatacion:

SiendoA y B dos conjuntos e , la dilatacion de A con B, denotada como
como:

e 73

S 0, se define

7% 73

086 I O ! ONO W ONo

El elementdB es el elemento que dilata al elemeAty se conoce comelemento estructurante
de la dilatacion.

La dilatacién cumple la propiedad conmutativa.

0§ 6 0680
La implementacion directa de la dilatacién segun la definicion dada es demasiado costosa. La
siguiente formulacién, que puede demaseajue es equivalente, da pistas para una interpretacion mucho
mas eficiente.

08§06 ws6 , 0

r

O escrito de otra forma:

o:
mek
o:

ws 0

o:
s
o-

Lo cual produce el efecto de dilatar el aspecto del eleemsando para elloB.

origen B

A ADB

Figura 23[20] Efecto de dilatar A con el elemento estructurante B.

Erosion:
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SiendoAy B dos conjuntos et , laerosiénde A conB, denotada como S 6, se define:
656 o OVNO!l ONb
Lo cual puede reducirse de forma queadte computacional se reduzca:

-

6S6 @s6 PO

La erosion adelgaza la imagen sobre la que se aplica siendo, en un sentido no estricto, opuesta a
la dilatacion.

-

ongen

A ASB

Figura 24[20] Efectode erosionar A con el elemento estructurante B.

Apertura:
La aperturade A conB se define como;
rJ* 1S¢6 s
Sus propiedades son:
A ° B es un subconjunto de A
(A°B)°B=A°B

Si C es subconjunto de D => C ° B es subconjunto de D ° B.

Intuitivamente la apertura d& con un elemento estructurarBeequivale a determinar los puntos en los
gue puede situarse alguna partdBdriando se desplaza por el interiorAddé_a apertura abre, o agranda,
las zonas de pixeles inactivos presentes en una equiaales activos.

Cierre:
El cierre deA conB se define como:
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Sus propiedades son:

A es un subconjunto de

¢ " P

Si C es subconjunto de D => @B es subconjunto d&

Intuitivamente el cierre dA con un elemento estructurarBeequivale a los puntos a los que no
puede acceder ninguna parte Rleuando se desplaza por el exteriorAdeEl cierre elimina zonas de
pixeles inactivos en el interior de una zona de pixeles activos.

A 2
Yy _r'*~: AoB
e
)
A
-
@ feg

Figura 25 [20] Observamos en la imagen superior la estructura A y el elemento estructurante B, en medio se presenta la
operacion de apertura y abajo la operacion de cierre.

Coincidencia estructural:

Si el elementd se define teniendo en cuenta los puntos a blanco que lo rodean, se tiene la
descripciéon de un objetd y su entorndd . La operacion deoincidencia estructuralo Hit or Miss,
busca la parte de la imagAry los puntos del entorno deestén e .

Lt 1 $6 0 S0

,,

El elemento estructuran® suele definirse sobre una cuadricula donde: un cuadro sombreado
indica que el pixel pertenecéa, un cuadro blanco indica que el pixel pertene@e,ain cuadro con una
cruz indica que ese adro no deb tomarse en cuenta.
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Figura 26 [20] Ejemplo de operaéin de coincidencia estructural.

Segmentacion

La segmentacion es una técnica de clasificaciébn de pixeles que permite la formacion de las regiones
similares en la imagen. Generalmente estas regiones corresponden a objetos de la imagen. La
segmentacion de una imagen consiste en la division o partieifmichagen en varias zonas o regiones
homogéneas y disjuntas a partir de su contorno, su conectividad, o en términos de un conjunto de
caracteristicas de los pixeles de la imagen que permitan discriminar unas regiones de otras. Los tonos de
gris, la textwa, los momentos, la magnitud del gradiente, la direccién de los bordes, las modas de los
tonos de gris en ventanas 3x3, 7x7 y 15x15, etc., son caractedstitliz para la segmentacion. [JL5

Los algoritmos de segmentacién de imagenes monocromatchasan en alguna de las tres
propiedades siguientes:

a. Discontinuidaden los tonos de gris de los pixeles de un entorno, que permite detectar puntos
aislados, lineas y aristas (bordes).

b. Similaridaden los tonos de gris de los pixeles de un entorno, quatparonstruir regiones por
division y fusién, por crecimiento o por umbralizacion.

c. Conectividadde los pixeles.

Conectividad, Adyacencia y Fronteras

La conectividadentre pixeles es un concepto fundamental que simplifica la definicion de
numerosos concéps en PDI, como por ejemplo regiones y bordes o fronteras entre objetos. Para
establecer si dos pixeles estan conectados, se debe determinar si son vecinos y si sus niveles de gris
satisfacen alguna condicion especificada como un criterio de similapdacdkjémplo si son iguales).

[21]

La adyacencia se define de la siguiente forma: Dos pixeles son adyacentes si, y so6lo si, tienen en
comun una de sus fronteras o al menos una de sus esfg@has.
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(a) (b)

Figura 27 [20] Pixelesadyacentes (a) por frontera (b) por esquina.

Dos pixeles son vecinos si cumplen con la definicién de adyacencia. Si comparten una de sus fronteras, se
dice que son vecinos directos, y si s6lo se tocan el alguna de sus esquinas de llaman vecinos indirectos

Segmentacion basada en umbralizacion

El método de segmentacion basada en umbralizacién hace uso de histogramas estadisticos que
definen uno o multiples umbrales para clasificar una imagen pixel por pixel.

Un enfoque simple consiste en examinar el histog en busca de distribucién bimodal (blanco
y negro). Si el histograma resulta ser bimodal, el umbral puede ser establecido a un valor de gris
correspondiente al punto méas profundo del valle del histograma. De lo contrario, la imagen puede ser
dividida en dos o0 mas regiones haciendo uso de las reglas, con base en las propiedades de la imagen. El
histograma de cada particion o division puede ser utilizado para determinar los umbrales de la imagen.

Supongamos que una imagen, o parte de una imagen tienstograma de valores grises
bimodal, la imagen en términos xlg y dandof(x:y), puede ser segmentada en dos clases empleando un
umbral T de valores en gris como se muestra a continuacion.

S YOQow =Y
Qadw P “ s
T YQow <Y

Una propuestgara determinar los valores en gris del umbral T es mediante el analisis del
histograma en el valor pico y después encontrar el punto de valle mas profundo entre los dos picos
principales que se encuentren de manera consecutiva.

Segmentacion basada envimiento

El movimiento puede constituir una poderosa herramienta para la segmentacién de objetos en
movimiento sobre fondos estaticos. Las técnicas basicas consisten en el estudio de la imagen resultante de
la resta de dos imagenes consecutivas de unzersBauanimada. Esta técnica se conoce como
substraccion de fondd.os objetos que se desplazan entre estas dos imagenes producen en la imagen de
resta un conjunto de pixeles con valores distintos a cero. Mientras los elementos estaticos de la imagen,
prodwcen cero tras la resta.

Asi, partiendo de dos imagen&e O de dos instantes consecutivos los objetos tras esta
segmentacion serian los pixeles a uno en la im&gen
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SiendoU un valor umbral que depende de la variacién de la iluminacion entre los instatités

IV.2.f. Principios de evaluacion de desempefio

El desempefo de una técnica de segmentacién puede ser evaluado visualmente y cuantificado en base a |
requerimientos de su tarea, y en este caso debemos hacer una evaluacion de las diferentes propuestas p:
determinar cudl es la mas conveniente de acuerdo a las necesidades y limitaciones del sistema

Una evaluacién cuantitativa representa todo un reta emedida de que es dificil establecer una
base verdadera v&8lida, l o que significa el proc
fifexactamented se esperlaconjnuacioneskplicardmgsoen gue comsisterr lasd u z ¢ «
métodos elegidopara la evaluacion de los criterios propuestos en cada proceso de un sistema de vision:

Clasificacion de porcentaje correcto (PCC)

Es usada como una medida estadistica para determinar qué tan bien un algoritmo identifica o excluye los
objetos de primeplano en la segmentacid@3]

Se expresa matematicamente como:

v u u YO Y0
VOO s
Yo 'O "Yu "Ovu

Donde:
YOO ®QI QOROIT SYRWER i Q0 QL Q
YOO 0'Qi QORQIQHO™MAVEM QOO QL Q
"O0° "OGé N £ i "QECBWE €3 QO QUL Q

"O0° "OW o &€ QW oMHES 'WQDH O Qv Q

Entonces una precision del 100% significa que los valores medidos son exactamé&xaitns
de la base verdadera.
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Calculo del error erdistancia

En este método se propone obtener el centro real de la célula haciendo un adelgazamiento de contornos de I
elementos del sistema a través de las operaciones morfolégicas siguientes:
686 06 o6t 6 0O 0ot 6
Una vez hecho el adelgazamiento@ocede a determinar el centro geométrico al cual llamaremos

centro real y se hace una relacién de distancia euclidea entre éste y el cen@dcacaloulel algoritmo a
evaluar.

Coeficiente de Dice
Se trata de un coeficiente de similitud entre dos muestras y se define matematicamente de la siguiente forma:

O, 08
s Os
DondeA y B son el nimero de especies en las muestrgs yos es el nUmero de especies
compartidas por ambas, en el caso de raegiticacion cuando mencionamespecieshablamos del
namero de pixeles. El coeficiente de similitud se representara con Isyletuavalor varia de 0 a 1.

IV.3 Disefio y andlisis de las propuestas de solucion

IV.3.a. Eleccion de resolucion espacial sadiométrica

1. Resolucion espacialle la imagen: es importante justificar este pardmetro debido a que de él
depende el disefio del sistema 6ptico que ird a bordo de la mision.

Existe la necesidad de detectar y monitorear a las células hijas, por lo qugiseerque la
minima resolucion espacial contemple el tamafio de las mismas. El algoritmo trabajara con la resolucion
gue nos dan las imagenes de un microscopio invertido con un objetivo de 20X . Partiendo de que con éste
obtenemos aproximadamente en cadalpa representacion de 0.17 um, se establece:

Requerimiento planteado: 1 px equivale a 0.17 um x 0.17 um
Justificacion

Observamos en las imagenes tomadas por el microscopio electronico, que cuando una célula
comienza a reproducirse el diametro de laledhija es de aproximadamente 10 px, lo que representa un
minimo para ser detectada como un cambio en la estructura de la célula madre, por lo que se determina
gue lo ideal para que se detecten las células hijas es que se respete dicha resolucion.
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60 px

~10 um

Imagen 1 Imagen en claro oscuro de una célula atrapada en una trampa.

En la Imagenl observamos la relacion que existe entrenigmero de pixeles y el tamafio que
representan, por lo que de esta imagen por regla de tres hacemos el calculo de la longitud que tiene un pixe
por lado supniendo que éstos son cuadrados:

¢ m cdp 1 apn d &
prp@dp 1 A
¢m w
W TR
Cpn o T é

Célula simple Célula en reproduccidn
T T T T T T T

20

30

40

50

B0 |-

O

L . L
20 40 B0 80 100 20 40 60 80 100

Imagen 2 Muestra de una trampa en un delta de tiempo donde comienza a reproducirse y vemos la forma y tamafio tipico de una
célula hija.
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Imagen 3 Medicién de una célulaija en una imagen binaria.

1. Resolucion radiométrica de la image@on respecto a la resaidn radiométrica, se
contemplaque con 256 niveles de cuantificacion es suficiente para hacer el procesamiento de la imagen
pues con esta resolucion aseguramos que la umbralizacion se hace en un rango de valores tales que puede
cumplir el objetivo de segmentacion.

IV.3.b. Planteaminetode soluciones

Como se ha expuesto anteriormente todos los sistemas de la mision MICROLAB estan en desarrollo, por
lo que en el disefio del algoritmo se consider6é que la disposicién final de las trampas en el dispositivo
microfluidico aln puede variar y petlo se propone en esta tesis hacer que el algoritmo trabaje por
maédulos que procesen las trampas individualmeoteo se muestra en Biagrama3, lo que significa

gue el algoritmo trabajaria sobre una seccién o recorte de las imagenes originales y después esto puede
ser controlado con un programa cuyo fin sea ejecutar estos procesos en las diferentes trampas de acuerdo
a como el andlisis lo requiera.
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