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Resumen

Se presenta una aplicaciéon de visién por computadora disefiada para monitorear el desarrollo in vitro de proto-
cormos de la orquidea Oncidium sphacelatum Lindl. A partir de fotografias digitales, el crecimiento y el desarrollo
de los protocormos se evalué mediante parametros como su tamano (area en pixeles), el cambio de etapa de
desarrollo dentro del proceso de germinacién (medido a través del factor de redondez) y el estado de salud (por
tonalidad de color). Usando la plataforma Matlab R2012a, la programacion desarrollada para analizar estos
parametros se compone de una etapa de segmentacion para discernir los pixeles de interés (protocormos) del
fondo, una de entrenamiento-aprendizaje para establecer criterios de segregacion de los objetos de interés, y una
ultima de clasificacion del color. Las caracteristicas obtenidas por el sistema proporcionan informacién til para
la evaluacion del proceso de germinaciéon de orquideas en condiciones in vitro, con un ahorro significativo en el
tiempo y esfuerzo dedicados por el operador humano.

Palabras clave: Clasificacion de patrones, cambios morfologicos, clasificador de color LDA, conjunto de semilla,
conservacion de especies amenazadas.

Abstract

We report an application of computer vision designed to monitor the in vitro development of Oncidium
sphacelatum Lindl., orchid protocorms. Growth and development of protocorms was evaluated in terms
of size (measured through the area in pixels), changing in its shape within the germination process
(measured by the roundness factor) and state of health (color tone), using digital photos. Programming
the software Matlab R2012a, we developed a type of analysis, consists of a first stage as segmentation
to discern the pixels of interest (protocorms), a second stage of training and learning to establish cri-
teria for segregation of interest object and a final stage as classification. Programming is performed by
R2012a Matlab platform. The characteristics obtained by our system provide useful information for
evaluating the germination process of in vitro propagation by orchid grains, with significant savings
in terms of hours/work of the human operator.

Keywords: Patterns classification, morphological changes, LDA color classifier, seed set, conservation
of endangered species.
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Introduccion

Las semillas de las orquideas se encuentran entre
las mas pequenias del reino vegetal, basicamente
consisten en un embrion y la testa, careciendo de
una reserva de nutrientes (Arditti y Abdul-Ghani,
2000). Por ello, para su germinacion requieren de
una relacion simbiotica obligada con hongos mi-
corrizicos tipo Rhizoctonia (Hadley, 1997; Suarez
etal., 2006; Valadares et al., 2013). En orquideas
el proceso de germinacion empieza cuando la
semilla se hidrata y toma un color verde, lo que
origina un tejido indiferenciado denominado pro-
tocormo, del cual se origina la plantula después
de pasar por cinco etapas de desarrollo (Seaton y
Ramsay, 2005): (1) formacién del protocormo, (2)
aparicion de los rizoides, (3) aparicion del meris-
temo apical, (4) desarrollo de la primera hoja y (5)
aparicion de la primera raiz. A partir de la etapa
5 se considera ya formada la plantula (Zettler y
MclInnis, 1994).

La germinacién in vitro de semillas de orqui-
deas es vista como una herramienta que ayuda
en la conservacion de especies amenazadas. De
la misma manera, conocer el proceso de germi-
nacién es basico para mejorar los protocolos de
propagacion in vitro para estas especies. Sin em-
bargo, monitorear el proceso de germinacién in
vitro de semillas de orquideas, conlleva un cierto
grado de dificultad debido al tamano diminuto
tanto de la semilla como de los protocormos,
implicando ademas costos en término de horas
laborales y el esfuerzo dedicado por quienes lo
llevan a cabo. Ademas, factores como la etapa
de desarrollo y el color de los protocormos son
subjetivos y dependen del punto de vista de cada
operador.

Actualmente existen herramientas de la in-
formatica capaces de capturar y procesar ima-
genes que analizan con exactitud la calidad y
clasificacion de semillas. Sin embargo, existe un
creciente interés en desarrollar aun mas estos
métodos computarizados para reemplazar los
métodos de inspeccién tradicionales (ISTA, 1999
y AOSA, 2000). A pesar de este amplio interés, el
factor de discrecionalidad humana sigue siendo
preponderante (Dell’ Aquila, 2009) y por otro
lado, debido a las diferencias en tamano, forma
y color de las semillas de especies diferentes, se
necesita el desarrollo de un protocolo de analisis
computacional para cada una de ellas.

Una alternativa capaz de hacer un mejor
analisis visual de la calidad y clasificacion de las
semillas durante la germinacién la representan
los enfoques que emplean la visién computacio-
nal. Este enfoque busca patrones visuales que se
puedan relacionar con los cambios biologicos de
una manera precisa y objetiva. Por ejemplo, Ure-
na et al. (2001); han utilizado técnicas de logica
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fuzzy para evaluar la germinacién; Ducournau
et al. (2005), han empleado la visién artificial,
asociandola a un sistema de temporizacion, para
monitorear los procesos de germinacion en semi-
llas de Helianthus annuus L. (Girasol); comparado
con los resultados obtenidos por un operador
humano, evidenciando el gran potencial de esta
herramienta para la evaluacion de los procesos
de germinacion. También, con estas herramientas
se han logrado caracterizar las etapas de ger-
minaciéon de la orquidea Chloraea crispa Lindl.,
para fines de estudios botanicos y descripcion
del proceso (Verdugo et al., 2007). Mas reciente-
mente, Dell’ Aquila (2009), ha empleado el areay
factor de redondez de la semilla para determinar
etapas en la germinacion de Lens culinaris Medik.
(Lenteja). Ademas, para identificar con exactitud
el comienzo de la germinacién, Dell’ Aquila (2009);
analiz6 los cambios temporales en las componen-
tes RGB del color, estableciendo patrones en el
cambio de color determinantes para considerar en
germinacion la semillas. El protocolo resultante
es muy efectivo en el caso de la lenteja analizada
por este autor. Sin embargo, podemos decir que
su uso esta limitado a una regién predeterminada
de la imagen y la discrecionalidad del operador
humano resulta determinante en la interpreta-
cion de los resultados finales.

Con el fin de incrementar la objetividad en el
analisis visual de la germinacion de semillas de
orquideas y disminuir los tiempos de operacion
asi como el desgaste fisico del operador, aqui se
propone un protocolo de programacién desarro-
llado para la medicién del area, factor de redondez
y la clasificacion del color durante el desarrollo
de protocormos de Oncidium spachelatum Lindl.
(Orchidaceae) cultivados in vitro.

Materiales y métodos

Material Vegetal

Las semillas de Oncidium sphacelatum Lindl., se
obtuvieron de una capsula dehiscente tomada de
una planta cultivada en el Jardin Botanico “El
Soconusco”, ECOSUR unidad Tapachula. Las
semillas fueron sembradas segun los protocolos
de Seaton y Ramsay (2005). Después de dos me-
ses de siembra, se empezaron a tomar fotografias
digitales para desarrollar el analisis. El material
vegetal se mantuvo en condiciones ambientales
controladas a 16 horas de iluminacién por dia y
a una temperatura de 24°C 2, durante toda la
duracién del experimento.

Adquisicion imagenes computarizadas

Las imagenes de los protocormos en desarrollo
fueron capturadas usando un estereoscopio VE-



S5C Digital Stereo ZOOM Microscope VELAB™,
equipado con una camara digital de 1.3 Mega-
Pixeles. Para probar el desempeno del protocolo
de analisis de imagenes, se tomoé una fotografia
cada tercer dia, un total de 7 imagenes digitales
fueron ingresadas al sistema, por un total de 21
dias de ensayo.

Protocolo de analisis de las imagenes

Se diseni6 una secuencia de operaciones raciona-
les (Figura 1) para llevar a cabo las operaciones
de reconocimiento de los protocormos. Las partes
de este protocolo se describen a continuacion:

Fotografia
digital con
protocormos

v

Segmentacion

l

Extraccion de
caracteristicas

Patrones de
entrenamiento

v

v

Clasificacion
(Funcién cuadratica LDA)

l

Entrenamiento

Impresion de resultados

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso para extraer las caracteristicas y
clasificar el color de una imagen de prueba.

Segmentacion

En este bloque, la fotografia digital se dividié en
subregiones, cada una correspondi6é a un pro-
tocormo presente en la toma fotografica; cada
subregion se etiqueté con un indice diferente. De
esta forma se logr6 diferenciar los protocormos
entre siy del fondo representado por el medio de
cultivo. También, se revisaron los valores rojo (R),
verde (G) y azul (B) de los protocormos versus el
fondo de la imagen, para diferenciar el color tipico
de los primeros y del segundo. Como resultado, se
obtuvo una imagen binaria a la cual se aplicaron
operaciones de relleno de formas, eliminacion
de objetos con contacto sobre los bordes de la
imagen, eliminacion de areas de tamafno pequeno
(ruido), y finalmente, se etiquetaron las compo-
nentes de objetos conectadas.

Aplicacién de visién por computadora en la evaluacion del desarrollo
in vitro de protocormos de Oncidium sphacelatum Lindl., (Orchidaceae)

Extraccion de caracteristicas

Las caracteristicas o patrones que se extrajeron
de cada objeto etiquetado (protocormo) fueron:
el area (A), factor de redondez (FR) y las compo-
nentes a - b del espacio de color Lab.

Para A se usaron operaciones de conteo de
pixeles sobre cada objeto etiquetado. Basicamen-
te se usaron dos ciclos Foranidados para recorrer
toda la imagen junto con un acumulador para
almacenar el numero de pixeles de cada objeto.
Esa operacion determina indirectamente el area
o tamano de cada protocormo.

FR, se originé dividiendo el cuadrado del pe-
rimetro del protocormo por el area previamente
obtenida multiplicada por 41, obteniendo asi el
numero de pixeles presentes en el contorno del
objeto, seguin la ecuaciéon empleada por Dell’
Aquila (20006):

FR=p?/4 1t *A

donde: FR=Factor de redondez, p= perimetro, A=
area del objeto.

Relativamente al color, la manera mas comun
de representarlo es en el sistema RGB, sin em-
bargo existen otras representaciones que pueden
facilitar atn mas el analisis al representar el
color solo con 2 variables, asi como lo hace el
espacio de color Lab. La primera componente de
este sistema contiene solo informacion de lumi-
nosidad, dejando toda la informacion del color en
las otras 2 componentes a-b (Mathworks, 2014).
Para extraer las componentes de cromaticidad a-b
sobre los objetos etiquetados, se realiz6 el cam-
bio del espacio de color RGB al espacio de color
Lab en todos los pixeles, desechando la primera
componente por tratarse de informacién acerca
de su luminosidad.

Entrenamiento

El entrenamiento es la fase de aprendizaje que el
programa debe de pasar antes de reconocer cada
tono a través de caracteristicas representativas
seleccionadas previamente (grupo de entrena-
miento). Asi, el programa, a través de un criterio
de clasificacion aprendido, puede reconocer
patrones y asociarlos a una determinada clase.

En el caso especifico de los protocormos de
orquideas, los componentes de color a-b de cada
pixel se agruparon en dos matrices de caracte-
risticas, una etiquetada como “tonalidad-sana”
y otra etiquetada como “tonalidad-oxidada”, con
el objetivo de reconocer protocormos viables y
saludables. Se evalud el desempenno de cinco
clasificadores al entrenarlos y probarlos con las
dos matrices. El primer clasificador evaluado,
conocido como K-nn (K-nearest neighbors), rea-
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liza la asignacion de clase basado en la clase del
vecino (K=1) o vecinos (K>1) mas cercanos del
grupo de entrenamiento. Se realizé la medicion
de la distancia que existe entre cada uno de los
patrones del conjunto de entrenamiento hacia la
muestra a clasificar, etiquetandola con la mis-
ma clase del que tuvo la menor distancia (caso
K=1 un solo vecino). Para valores de K mayores
a uno, se asigno la clase que tenia la mayoria
de los K vecinos cercanos. Se evaluaron en esta
aplicacion uno, tres y cinco vecinos (K=1, K=3
y K=5), tomando como muestras a clasificar el
mismo grupo que se usoé para el entrenamiento.
También, se evaluo6 el clasificador LDA (Linear
Discriminant Analysis), utilizando una funcion
lineal y una cuadratica sobre los datos de entre-
namiento. Con el fin de determinar el clasificador
mas eficiente se calcul6 el porcentaje de pixeles
que fueron clasificados exitosamente y aquellos
que no lo fueron tanto en las modalidades de K1,
K3 y K5 para el clasificador Knn, como para el
analisis lineal discriminante, utilizando una fun-
cién lineal y una cuadratica. Para el clasificador
LDA con funcion cuadratica, se establecié como
frontera la siguiente ecuacion para separar los 2
colores en las imagenes de prueba:

f=(cy) K + [x yJ*L + sum(([x y]*Q) * [x y] ?)

donde: K= -403.7486; L= [-0.8114;8.3282];
(0=[0.0238,-0.0246; -0.0246,-0.0089]

Calculado el desempeno de los clasificadores
durante el entrenamiento, se decidié emplear el
clasificador que presenté el mejor desemperfio.

Clasificacion

Para evaluar el estado de salud o vigor de los
protocormos (objetos etiquetados), de cada pixel
se tomaron los patrones de cromaticidad a-b
extraidos en la seccion de entrenamiento, se
graficaron en el plano de color a-b, clasificando
el pixel como “tonalidad-sana” si este caia del
lado derecho de la funcion obtenida durante el
entrenamiento, en caso contrario se identifico
como “tonalidad-oxidada”. De esta manera se
obtuvo una estimacion del estado de salud de
cada protocormo.

Resultados y discusion

En la segmentacion, las componentes roja y verde
no presentaron diferencias marcadas entre proto-
cormos y fondo (medio de cultivo). Al contrario, se
observo que la gran mayoria de los pixeles corres-
pondientes a los protocormos mostraban valores
inferiores a 25 unidades de la componente azul,
mientras que el fondo tenia valores superiores de
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la misma. Esta diferencia permiti6 establecer este
umbral como primer criterio de segmentacion,
diferenciando entre medio de cultivo y protocor-
mos, y asi continuar con las otras operaciones
de segmentacion (Figuras 2 y 3).

Numero de pixeles

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Nivel de azul

Figura 2. Histograma de componente azul de todos los pixeles de la ima-
gen: pixeles con menos de 25 unidades de azul pertenecen al area de los
protocormos, por arriba de 25 unidades pertenecen al fondo (medio de

cultivo).
b) C)
e ¢

f)

d) e)
re

Figura 3. Segmentacion de la imagen: a) Foto de prueba; b) imagen binaria;
¢) relleno de formas; d) filtros de tamafio; e) segmentacién a color; f) etique-
tado de formas.

La Figura 4, ejemplifica como varian los
parametros A (area en pixeles) y FR (Factor de
Redondez) de la imagen digital durante la ger-
minacion. El A, forzosamente indica el espacio
bidimensional ocupado por el protocormo, y por
ende puede asociarse al aumento o disminucion
de volumen (crecimiento). E1 FR puede asociarse
al desarrollo de protocormo: en una forma perfec-
tamente esférica el factor de redondez equivale a
1 y disminuye a medida que su forma geomeétrica



T0 i T2 ™

Figura 4. Cinética del crecimiento y del desarrollo del protocormo, en escala
temporal (T). Medicion del A (area en pixeles) que corresponde al crecimien-
to (aumento de volumen) y FR (factor de redondez) que corresponde al de-
sarrollo (diferenciacién de 6rganos); T0) A=27077, FR=0.7843; T1) A=33159,
FR=0.6875; T2) A=49740, FR=0.4519; T3) A=70261, FR=0.2580.

se hace mas irregular. Eso se debe a que durante
las etapas de desarrollo del protocormo se pierde
la forma esférica/ovoide al aparecer de hojas y
raices, dependiendo de la etapa de germinacion
en que se encuentre cada protocormo. Por lo tan-
to, el FR se puede asociar facilmente al desarrollo
de los protocormos durante la germinacion y usar
su valor para identificar las etapas de desarrollo
descritas por Zettler y Mclnnis (1994).

También, con el entrenamiento en funcion
del color se pudo distinguir entre protocormos
que presentaban un color brillante y facilmen-
te asociable a un buen estado de salud contra
aquellos en que su tonalidad de verde fuese mas
oscura o al contrario muy palida, y facilmente
asociable a protocormos con un mal estado de
salud (Figura 5). Ademas de distinguir entre un
protocormo con promedio de color aferente a la
tonalidad-oxidado, se pudo distinguir al interior
de cada protocormo el porcentaje de pixeles que
tienen un tono de color verde opaco, café, poco
saludable (Figura 6).

%

a) b)

Figura 5. Grupo de entrenamiento: a) Pixeles con “tonalidad-sana”; b)
Pixeles con “tonalidad-oxidada”.

a) b)

Figura 6. Clasificacion de pixeles, a) pixeles con tono fresco y b) pixeles con
tono oxidado

Aplicacién de visién por computadora en la evaluacion del desarrollo
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El analisis de color para determinar el estado
de salud de los protocormos, la comparacion del
desempeno de los calificadores evidenci6 que el
clasificador LDA con funcién cuadratica es el mas
adecuado produciendo el menor error estadistico
(Tabla 1). El clasificador LDA discrimina las dos
clases de colores: tonalidad-sana y tonalidad-oxi-
dada, en funcién de las componente a y b, al
analizar una imagen del protocormo (Figura 7).
Con este procedimiento se sigui6 el desarrollo de
protocormos de O. sphacelatum durante 21 dias,
minimizando el esfuerzo en términos de horas
de trabajo y desgaste fisico. Esta metodologia
puede ser util para identificar diferencias entre
tratamiento o entre individuos, en términos de
crecimiento, desarrollo y estado de oxidacion o
vitrificaciéon de los protocormos.

Tabla 1. Evaluacion del desempefio del clasificador K-nn, con tres modali-
dades de K, y del clasificador LDA, en sus dos modalidades con diferentes
funciones.

Clasificador Modalidad Error (%)
K=1 1.3553
K-nn K=3 0.5999
K=5 0.548
Funcién lineal 0.8591
LDA
Funcién cuadratica 0.5034

K+[x,y] L+sum(([x,y] Q) [x,y],2) = 0

Entrena tono-sano
A\ Entrena tono-oxidado

160~

Cromaticidad b

150 -

140~

130

120 r r r r r
95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145

Cromaticidad a

Figura 7. Clasificador LDA con funcién cuadratica
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En la Tabla 2, se muestran los valores de Ay
FR para la imagen procesada de la Figura 6, asi
como los porcentajes para cada clase de tonalidad
obtenida al aplicar el clasificador LDA con funcion
cuadratica como criterio de segregacion.

Tabla 2. Impresién de resultados de la aplicacion, relativamente al area (A)
en pixeles (crecimiento), factor de redondez (FR, asociado al desarrollo) y al
estado de salud asociado a la tonalidad de color verde, de 5 protocormos
empleados en el experimento.

Prot. 1 Prot.2 Prot.3 Prot.4 Prot.5

A (pixeles) 28209 14247 17387 17610 15925

FR 0.7007 0.6731 0.8125 0.7150  0.7111

“tonalidad-sana”

%) 84.5315 76.2447 90.0552 73.4169 82.0463

“tonalidad-oxidada”

%) 15.4685 237553  9.9448

26.5831 17.9537

A= drea en pixeles
FR= factor de redondez

Dando seguimiento temporal al crecimiento
de cada protocormos y analizando la variacién
temporal de A y FR durante el desarrollo de los
protocormos, permite evidenciar los cambios en la
tasa de crecimiento de los mismos (Figuras 8 y 9).

En la aplicacién de esta metodologia se debe
hacer una buena eleccién de los protocormos
para evaluar su desarrollo. Eso se debe a las
variaciones entre individuos en los tiempos de
germinacion de sus semillas y desarrollo de los
protocormos resultantes. Por ejemplo, en las Fi-
guras 8, el protocormo 1 presenta un valor de A
(28,761 pixeles) superior con respecto a los demas
(entre 15,000 y 16,000) desde la toma inicial,
pues su tiempo de germinacion fue mas rapido;

40000
——P1
35000 P2
30000 //v o
—>—P4
25000 —%—P5

20000 /:

15000

A (nimero de pixeles)

10000

1 2 3 4 5 6 7

Tomas fotogréficas en progresion temporal

Figura 8. Cinética del crecimiento en termino nimero de pixeles (A) por
cada protocormo (P), durante el periodo experimental.
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en la Figura 9, el protocormo 3, empieza con un
valor del FR (0.81) superior que los demas, por
cuestiones que no desarrollo rapidamente pri-
mordios foliares. No obstante, esta situacion no
representa una limitante: un conjunto de semilla
tiene una cierta variabilidad genética a pesar que
pertenezcan a la misma especie, lo cual produce
comportamientos distintos de las semilla en re-
laciones a las mismas condiciones ambientales,
influenciando asi el crecimiento y el desarrollo de
cada protocormo. Por lo tanto estadisticamente
hay que considerar un adecuado numero de repe-
ticiones para extrapolar informaciéon congruente
con la realidad. Ademas, FR es un parametro cuyo
empleo reduce el juicio subjetivo de un observa-
dor que trata de determinar la etapa de desarrollo
de cada semilla. Por otro lado, el registro del cre-
cimiento de los protocormos a través de A permite
hacer una evaluacion de la tasa de crecimiento
de éstos sin recurrir a pruebas destructivas. Esto
resulta ser una gran ventaja considerando que el
numero de protocormos suele ser reducido y se
encuentran creciendo en condiciones asépticas;
de otra manera, la toma de datos métricos impli-
caria extraer el protocormo del medio de cultivo.

Conclusiones

El empleo del clasificador de color LDA (Linear
Discriminant Analysis) de cada protocormo resul-
té ser un parametro que permite determinar el
estado de salud del mismo.

La aplicacion de la metodologia aqui propuesta
permitira obtener datos objetivos, de forma rapida
y facil sobre la germinacién en orquideas, para
mejorar el desempeno y disminuir los costos aso-
ciados con la mano de obra relativos al tiempo
de analisis manual.
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Figura 9. Cinética del desarrollo en termino factor de redondez (FR) por
cada protocormo (P), durante el periodo experimental.
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