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Avances en el procesamiento de
imagenes biologicas a nivel
microscopico: segmentacion

La segmentacion de imdgenes se refiere al proceso mediante el cual se agrupan determinados pixeles de
una imagen como pertenecientes a un mismo objeto. Este procedimiento puede ser considerado como el
paso de més bajo nivel hacia una comprension de la semdntica de una imagen: ;qué es qué dentro de una
imagen? En biologfa, la segmentacion cada vez cobra més importancia, puesto que la creciente cantidad
de imdgenes producidas requieren de etiquetas que permitan el procesado automético de la informacion.

a segmentacién de imdge-

nes es el proceso mediante

el cudl asignamos una eti-
queta a cada uno de los pixeles de
una imagen, de manera que pixe-
les con caracteristicas comunes
son agrupados como pertenecien-
tes a una misma entidad (ver Fig.
1). Nuestro objetivo es que estas
entidades se correspondan con los
diferentes objetos de una imagen.
Sin embargo, como decian los
antiguos griegos: “La belleza esta
en el ojo del observador”. En este
caso, los objetos de interés tam-
bién estan en el ojo del observador
o, dicho de otra forma, puede
haber mdltiples formas de enten-
der cuales son los diferentes obje-
tos de una imagen, lo que se tradu-
ce tanto en diversas metodologias
de segmentacién, como en el pro-
ceso de asignacion de etiquetas a
cada una de las clases. Tomemos
como ejemplo la Figura 1, en la
seccion de la derecha se muestra
una segmentacion que ha clasifi-
cado los pixeles como pertene-
cientes a diferentes células, mien-

tras que en la seccién central los
pixeles se han clasificado como
pertenecientes al nicleo o al cito-
plasma. Vemos, asi, que la seg-
mentacion es un proceso comple-
jo, que depende en gran medida
de lo que se esté buscando en una
imagen. Es mas, a veces un proce-
so de segmentacion de bajo nivel,
como el que se muestra en la sec-
cién central de la Figura 1, sirve de

de secuencias de video bidimen-
sional, o video tridimensional (ver
Fig. 2).

Las propiedades deseables de
una region serian la homogeneidad
del color o intensidad dentro de la
misma, la homogeneidad de su
textura y la existencia de bordes
claros con las regiones adyacentes.
Cémo medir la homogeneidad de

“La segmentacion no tiene por qué limitarse a la imagen
bidimensional, sino que el mismo concepto puede ser
extendido a volimenes tridimensionales, analisis de
secuencias de video bidimensional, o video tridimensional”

entrada a una segmentacion poste-
rior de mas alto nivel, como la rea-
lizada en la seccién derecha de la
figura. La segmentacién no tiene
por qué limitarse a la imagen bidi-
mensional, sino que el mismo con-
cepto puede ser extendido a volu-
menes tridimensionales, andlisis

la intensidad o la textura son pun-
tos abiertos actualmente y contind-
an publicadndose nuevos algoritmos
que tratan de resolver este proble-
ma. La homogeneidad del color es
ain un problema mayor, puesto
que los sistemas estandares de
representacion de color (RGB, HSI,
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HSV y CMYK) no son uniformes
desde el punto de vista de la per-
cepcién humana: es decir, la dis-
tancia entre dos colores definidos
como vectores en estos espacios no
se corresponde con la distancia
percibida por las personas. Es por
ello que se han definido nuevos
espacios de representacion del
color (CIE L'u’v" y CIE L"a’b’) mds
ajustados a la percepcién humana
de distancia entre colores. También
son resefables aquellos trabajos
que intentan incorporar a la infor-
macién de color estimaciones de la
reflectividad del material (es decir,
si se trata de un material metdlico o
un dieléctrico y cual es su radian-
cia). Sin embargo, y debido a la
evolucién histérica de los algorit-
mos de segmentacion, encontra-
mos métodos operando en cual-
quiera de los espacios de color asf
como utilizando tGnicamente infor-
macion de intensidad. De hecho,
la segmentacién en color no es
todavia un estandar debido al
aumento de la computacion por el
hecho de utilizar vectores tridi-
mensionales en lugar de escalares,
asi como por el aumento de la
complejidad técnica del algoritmo.

Las técnicas de segmentacion
utilizadas en biologia no difieren
en absoluto de las técnicas estan-
dar utilizadas en procesamiento de
imdagenes, si bien, y debido a la

dependencia de la segmentacién
con los resultados deseados por el
usuario, los programas suelen ofre-
cer soluciones semiautomdticas en
las que el usuario indica algunos
puntos pertenecientes a una
misma region y el programa “com-
pleta” la regién con el resto de
puntos similares. Esta técnica se
verd mds abajo y es lo que se
conoce como crecimiento de
regiones.

Las técnicas de segmentacion se
pueden dividir en técnicas basadas
en el color o técnicas basadas en
la imagen. Las primeras asignan la
misma etiqueta a colores o intensi-
dades similares, independiente-
mente de si los pixeles etiquetados
forman un conjunto espacialmente
compacto. Las técnicas basadas en
imagen asignan la misma etiqueta
s6lo a pixeles que forman una
region compacta. Revisemos bre-
vemente cada una de estas dos
familias de técnicas. El lector inte-
resado puede leer las revisiones
del campo realizadas por Freixenet
[1] y Lucchese [2].

Técnicas basadas en
el color

Estas técnicas utilizan la infor-
macion de color o intensidad de
un pixel y, en los algoritmos mas

avanzados en los que se incorpora
informacion de textura, el color de
sus vecinos a la hora de definir las
diferentes regiones. Histéricamen-
te, las técnicas de umbralizacion
se desarrollaron en la década de
los 80, las de clustering a princi-
pios de los 90, y las de color local
a finales de los 90.

— Umbralizacion: quizas la técni-
ca mas simple de separar obje-
tos en una imagen es asignando
etiquetas diferentes a diferentes
zonas del histograma de intensi-
dades. Esta técnica se puede
extender a varias clases simple-
mente dividiendo el histograma
en mas clases y a imagenes de
color, aunque en este caso no es
tan facil la asignacién de clases
en los histogramas de las tres
componentes de color. Muchas
veces la umbralizacién es
manual, aunque hay algoritmos
que tratan de hacer una seg-
mentacion automdtica  por
medio de watersheds (el histo-
grama se interpreta como una
serie de montafnas y valles que
al inundarse con agua van
dejando diferentes “islas” o cla-
ses) o buscando umbrales que
maximicen la entropia de las
clases separadas.

— Clustering: siempre que poda-
mos codificar la informacién
local de un pixel mediante un

Fig.1. Ejemplo de segmentacion en imagenes de microscopia. En la figura de la izquierda se muestran una células tefiidas al microscopio de
fluorescencia. En la imagen central se asigna una etiqueta diferente (representada con un color diferente) al nicleo y al citoplasma de varias
células. En la figura de la derecha se asignan etiquetas segun a la célula a la que pertenecen los pixeles.
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Fig.2. Ejemplo de la segmentacion de las proteinas de un virus (izg.) y de una célula
meristematica (der.)

vector, podemos utilizar técni-
cas de agrupamiento de vecto-
res (clustering) para definir las
clases tales como k-medias, k-
medias difusas, mapas autoor-
ganizativos, division de grafos,
etc. Un inconveniente habitual
en todas estas técnicas de agru-
pamiento es que el usuario debe
indicar el nimero de clases en
las que quiere dividir la imagen
(en el ejemplo central de la
Fig.1 serian tres clases: nucleo,
citoplasma, y fondo). Si se dis-
pone de un conjunto de image-
nes de entrenamiento, entonces
se pueden emplear técnicas de
clasificacién de vectores en
lugar de clustering. Entre estas
técnicas figurarian las redes
neuronales, las redes bayesia-
nas, el analisis discriminante,
las mdquinas de vectores de
soporte (Support Vector Machi-
nes), etc.

Color local: hay técnicas que
adaptan los criterios de homo-
geneidad a las variaciones loca-
les de color (ver Fig. 3) y asi per-
miten el seguimiento de un
mismo objeto a lo largo de la
imagen aunque los niveles de
intensidad del mismo y los del
fondo varien. La idea es que dos
puntos pertenecen a un mismo

objeto si puedo encontrar un
camino entre ellos tal que las
caracteristicas locales del color
no varian demasiado de un
punto al siguiente en ese cami-
no (asi, estas técnicas son un
hibrido entre las técnicas basa-
das en color y las basadas en la
imagen).

D Técnicas basadas en
la imagen

Como hemos visto anteriormen-
te, las técnicas basadas en el color
(salvo las de color local) no consi-

Fig.3. Ejemplo de variacion local en una
imagen. La imagen del 5 es dificilmente
segmentable utilizando los valores de
intensidad de forma global.

derecha de la Fig. 1). Las siguien-
tes técnicas se orientan hacia la
consecucion de regiones con esta
propiedad.

— Split-and-merge: La dindmica
de estos algoritmos es bien sen-
cilla: se comienza considerando
la imagen completa como una
Gnica region. Luego se com-
prueba si la region es suficiente-
mente uniforme. Si no lo es, se
subdivide en cuatro regiones
iguales, y para cada una de ellas
se vuelve a aplicar el criterio
anterior (es lo que se conoce
como division en quad-tree).

“Las propiedades deseables de una region serian
la homogeneidad del color o intensidad dentro de la misma,
la homogeneidad de su textura y la existencia de bordes
claros con las regiones adyacentes”

deran la proximidad espacial de
los pixeles pertenecientes a una
misma region, pero en ocasiones
es interesante que las clases se
correspondan con regiones com-
pactas de la imagen (como es el
caso de la segmentacion de la

Una vez que se ha terminado de
subdividir la imagen, se van
uniendo regiones adyacentes
que cumplan el criterio de
homogeneidad. Existen multitud
de algoritmos con variaciones
sobre el criterio de homogenei-
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dad y sobre la estrategia de
union de regiones adyacentes.
Por su simplicidad, estas técni-
cas fueron desarrolladas a
comienzos de los 80.

— Crecimiento de regiones: Estas
técnicas también se basan en
una idea muy sencilla: a partir
de una semilla perteneciente a
una regién, se van afadiendo
pixeles adyacentes mientras se
cumpla un criterio de homoge-
neidad de la regién completa o
local. Normalmente estas semi-
[las son proporcionadas por el
usuario, aunque también se
pueden calcular de forma auto-
mdtica mediante operaciones
de morfologia matemadtica (ero-
siones y dilataciones), mediante
la seleccién de puntos maxima-
mente alejados de los contornos
extraidos automaticamente de
la imagen, o bien mediante
watersheds

— Contornos activos: Una de las
subfamilias de esta técnica es
conocida como modelos defor-
mables o snakes, se basan en el
hecho de que una regién debe
ser una zona del espacio con
maxima homogeneidad interna
y con maximas diferencias con
las regiones circundantes. Por
ello se disefia una curva (o una
superficie en el caso de volime-
nes), normalmente continua,
que evoluciona por medio de
una ecuacién diferencial hasta
maximizar un funcional que
refleja estas dos propiedades de
una region. Normalmente estas
técnicas comienzan por la ini-
cializacién por parte del usuario
de una curva aproximada que
posteriormente es refinada
mediante una ecuacién diferen-
cial. Esta técnica fue muy activa
en los anos 90 y adn hoy dia
siguen apareciendo un buen
nimero de articulos. La otra
subfamilia importante y actual-
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mente mds en auge seria la
conocida como level sets. La
idea es similar, pero en lugar de
buscar una curva que delimite
bien la region, se busca una
superficie tal que su isocurva de
nivel 0 (es decir la union de
todos los puntos de la superficie
que tienen “altura” cero) es la
curva que delimita la region.
Esta subfamilia de métodos
tiene la ventaja frente a las sna-
kes que permiten la definicion
de regiones inconexas como
pertenecientes a una misma
region de una forma muy natu-
ral.

P Refinamiento del
resultado

Los algoritmos presentados
hasta ahora pueden combinarse
con algunos de los siguientes refi-
namientos orientados a mejorar los
resultados de la segmentacion:

— Segmentacion multirresolucion:
Si construimos una piramide
multirresolucién de la imagen
(por ejemplo, consideramos la
imagen original de tamano
300x300 pixeles, la misma ima-
gen mas pequefa a un tamano
de 150x150, y una adn mas
pequena a 75x75), entonces un
pixel de un nivel debe tener una
etiqueta equivalente a la de su
“padre” en una imagen mas
pequena.

— Segmentacion de consenso:
Dado que los algoritmos de seg-
mentacién tienden a quedarse
atrapados en soluciones subop-
timas, una idea puede ser ejecu-
tar el mismo o diferentes algorit-
mos varias veces y combinar las
diferentes segmentaciones en
una segmentacion de consenso.

— Sobresegmentacion: Siguiendo
la idea anterior, podemos ejecu-

enes bioldgicas a nivel microscopico

tar el algoritmo de segmenta-
cioén varias veces con parame-
tros que generan regiones mas
pequenas que las realmente
buscadas. Posteriormente estas
regiones mas pequefas se agru-
pan (merge) en regiones mayo-
res, buscando un consenso
entre las diferentes segmenta-
ciones.

— Incorporacién de informacién

de bordes: Se pueden extraer
previamente de forma automati-
ca los bordes de la imagen y uti-
lizar esta informacién en la eva-
luacion de las regiones, de
forma que una regién no es
homogénea si contiene en su
interior un pixel que ha sido cla-
sificado como borde de la ima-
gen.

Como vemos, las técnicas de
segmentacion utilizadas para ima-
gen microscopica no son diferen-
tes de las empleadas en otros cam-
pos del procesamiento de imdge-
nes. En este articulo hemos dado
una vision muy genérica de las
diferentes aproximaciones existen-
tes. En muchos casos, la segmenta-
cién se realiza de forma semiauto-
matica debido a que en gran medi-
da el resultado de la misma depen-
de del tipo de objetos que el usua-
rio esté buscando. Como veremos
en articulos posteriores, el dispo-
ner de un etiquetado de las dife-
rentes zonas de una imagen es fun-
damental para permitir posteriores
andlisis autométicos. ¢
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