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4.5 Resumen

El objetivo del proyecto, desarrollar un sistema automatico de clasificacion taxondmica de
abejas sin aguijon nativas de Costa Rica, a partir del procesado digital de imagenes de sus
alas, fue satisfactoriamente alcanzado.

Meétodos. La estrategia para la obtencidn y analisis de resultados fue trabajar con una muestra
pequefia de imagenes en las que se calibraron los procesos de eliminacién de fondo,
parametrizacion SIFT y determinacidn de correspondencias; luego se entreno el algoritmo
con una muestra mas grande y finalmente se validaron los célculos en otra muestra de
imagenes totalmente independiente a las utilizadas en las etapas anteriores.

Resultados. Se construyeron tres colecciones: una de especimenes de abejas montada en
alfileres entomologicos, otra de alas derechas anterior y posterior montadas en un porta
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objetos con un balsamo de Canada como medio de preservacion inerte y una tercera coleccion
de fotografias de estas placas. Se desarroll6 un sistema de discrimacion de especies de abejas
sin aguijon costarricenses basado en la parametrizacion SIFT aplicada a fotografias de sus
alas. Segun la literatura sistemas de discriminacion con alguna similitud al desarrollado, han
alcanzado tasas de eficiencia por encima de 90%, pero han trabajado a nivel de género
Unicamente o bien con pocas especies. El sistema que se desarrolld tiene un porcentaje de
éxito en la discriminacion de especie de 86,5 mientras que la discriminacion por género llego
al 97,52%, trabajando con 18 especies y 10 géneros.

Conclusiones. La investigacion realizada nos permitié concluir que la informacion de las
alas de las abejas es un buen discriminador en la identificacion de la especie a la que
pertenecen una abeja, sin embargo, un analisis detallado de las asignaciones de especies
equivocadas nos permitid concluir que en algunas especies las alas son realmente muy
parecidas, por lo cual, es necesario tomar en cuenta otros pardmetros para su clasificacion.

4.6 Palabras claves
Abejas sin aguijon, Clasificacion de especies, SIFT, Procesamiento de imagenes
5 Introduccion

Las abejas constituyen un grupo de insectos muy diverso e importante para la dindmica de
bosques y agroecosistemas (Meléndez R., Meneses C., & Kevan G., 2013). Se conocen cerca
de 20 000 especies, de las cuales la mayoria son de habitos solitarios (Michener D., 2007).
No obstante, la sobreexplotacion de los bosques y recientemente el uso de pesticidas entre
ellos Neonicotinoides, han provocado la disminucion en el nimero de colonias de Apis
mellifera (Apidae: Apini) y efectos adversos ain no cuantificados en otras especies, entre
ellas las abejas nativas sin aguijon consideradas las abejas mas importantes en la polinizacion
de los bosques tropicales y subtropicales del mundo (Apidae: Meliponini) (Thompson, 2012),
(Whitehorn, O'Connor, Walkers, & Goulson, 2012), (Blacquiere, Smagghe, van Gestel, &
Mommaerts, 2012). Estos son algunos de los muchos efectos negativos de la degradacion
ambiental (Vaissiere, Klein, Cane, & Steffan-Dewenter, 2006).

Ademas, se considera que uno de los problemas principales para la conservacién de las abejas
nativas en Ameérica Latina es la falta de informacidn sobre su riqueza, diversidad, taxonomia,
distribucion, dinamica de sus poblaciones y el impacto de las actividades humanas en las
especies de abejas (Freitas, y otros, 2009). Estos temas han sido poco estudiados en los
tropicos americanos (Freitas, y otros, 2009). Considerando lo anterior se propone realizar
actividades promotoras de la conservacién de las abejas nativas como lo es la creacién de
colecciones vy la identificacion apropiada de las especies. Por ello, en Costa Rica y otros
paises de América Latina se atrae la atencion del publico a través de talleres, campafias de
difusion sobre la importancia econdmica y ecoldgica de las abejas enfocandose en el grupo
de “abejas nativas sin aguijon o meliponinos”.



Las abejas nativas sin aguijon, son un componente muy importante en los ecosistemas
naturales de los trépicos y subtropicos del mundo ya que facilitan la polinizacion de la
mayoria de las plantas cultivadas (Brown & Paxton, 2009). Son altamente sociales por lo que
se les puede observar formando colonias permanentes. Estas abejas tienen un aguijon
atrofiado el cual no pueden utilizar para la defensa. Se conocen méas de 400 especies, de las
cuales 300 se encuentran en los trépicos y subtropicos de América. En Costa Rica hay al
menos 20 géneros y 59 especies de abejas sin aguijon (Camargo & Pedro, 2007), entre las
que destaca una nueva especie descrita recientemente (Nogueirapis costaricana) (Ayala &
Engel, 2014) . La mayoria habitan por debajo de los 1500 msnm. Las especies mas utilizadas
en la practica de la meliponicultura (crianza de abejas sin aguijon) en Costa Rica son
Tetragonisca angustula y Melipona beecheii para un total de 16 especies domesticadas lo
cual denota la importancia cultural y econémica de estas abejas. Ellas han sido una parte
fundamental de la cultura prehispanica y hoy en dia estan siendo utilizadas en una gran
diversidad de proyectos enfocados en la economia familiar, conservacion de los bosques y
turismo comunitario. Siendo sus productos principales la miel, propdleos y polen. Estos
productos son muy cotizados entre la poblacion local por las propiedades antimicrobianas
que las mismas poseen (Vaissiére, Klein, Cane, & Steffan-Dewenter, 2006).

Las abejas son insectos con alas membranosas (Filo Artropoda, Orden Hymenoptera). Su
cuerpo se compone de tres partes: cabeza, térax y abdomen (en las larvas, el abdomen vy el
torax no siempre estan diferenciados). El torax esta formado por tres partes, a saber: protorax,
mesotdrax y metatorax. Cada una de estas partes consta de un par de patas. En las abejas los
dos pares de alas crecen en el térax, dos en el mesotorax y otras dos en el metatorax. Las
membranas superior e inferior de las alas cubren una red de tubos endurecidos, llamados
nervios o venas, que les aporta rigidez a éstas (Figura 1). La disposicion de las nervaduras o
venacion es caracteristica de la mayoria de las especies de insectos y es muy utilizada por los
entomdélogos como base para su clasificacion.
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Figura 1 Componentes del cuerpo de una abeja
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Algunas debilidades en cuanto a la taxonomia de las abejas en Costa Rica, en especial del
grupo Meliponini, es la falta de colecciones entomoldgicas apropiadas que cubran inventarios
de todo pais, asi como guias para su clasificacion accesibles para el publico. Se hace necesaria
la busqueda de sistemas faciles y rapidos para evacuar dudas de identificacion de especies,
una necesidad cada dia més evidente ya que los expertos por la lejania y funciones propias
de sus trabajos no pueden solventar (Arbucklel, Schroder, Steinhage, & Wittmann, 2001).
Un sistema digital de identificacion de abejas de facil uso y con resultados confiables seria
una alternativa de solucion al problema.

El conocimiento de las especies de abejas sin aguijon y su distribucion en Costa Rica ayudara
a desarrollar modelos de gestion y conservacion de sus hébitats. En este sentido hay una
necesidad latente de estudios sistematicos que permitan una mejor comprension de la
diversidad de las abejas sin aguijon de Costa Rica.

Debido a esta necesidad y la importancia econdémica y social de estos insectos surgio el
proyecto de investigacion, con el objetivo de desarrollar un sistema automatico de
clasificacion taxonomica de abejas sin aguijon nativas de Costa Rica, mediante el procesado
digital de imagenes de sus alas.

6 Marco Teorico

La primera herramienta que utilizan los melitélogos para identificar una abeja son las guias
de clasificacion (llaves dicotomicas o claves dicotomicas). La identificacion de especies y
subespecies requiere enviar la muestra al melitdlogo quién estd entrenado para dicha
identificacion. Muchos de estos especialistas estan retirados lo cual hara de esta faena mas
dificil en el corto y mediano plazo. Por ello, se hace necesario con ayuda de la tecnologia
buscar nuevas formas para simplificar este trabajo (Arbucklel, Schroder, Steinhage, &
Wittmann, 2001), (Hall, 2011).

Las guias para clasificacion de abejas generalmente usan caracteristicas faciles de observar
en el espécimen, la forma de las celdas en las alas, el largo de las alas tomando dos puntos
de referencia en la misma y las proporciones entre estas distancias, por ejemplo. El nimero
de celdas en las alas y su posicion es similar entre algunos grupos, por ejemplo las abejas y
avispas. Ademas, como en las abejas sin aguijon la venacion es reducida, la clasificacion
hasta nivel de especie es complicada.

Tradicionalmente para la identificacion de especies desconocidas se utiliza una clave
dicotémica (clave taxonomica). La palabra “dicotdmico” significa dividido en dos partes.
Una clave dicotdmica consiste en un numero de pasos muy organizados en los que cada uno
de los pasos a seguir tiene dos opciones mutuamente excluyentes, a veces conocidas como
pareados y cada paso mejora la identificacion. Para trabajar con una clave dicotomica se
utilizan las distinciones méas evidentes de la especies y con pares de afirmaciones
contrapuestas por ejemplo "ojos labros" contra "ojos con pelos"). En
http://www.webbee.org.br/beetaxon/ se muestran ejemplos del uso de claves dicotomicas
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para la clasificacion de especies de abejas brasilefias.

Con el desarrollo de la tecnologia y el crecimiento en la capacidad de procesado de las
computadoras, se han propuesto sistemas de clasificacion automaticos de abejas a partir de
imagenes de sus alas muy eficientes. Existen estudios que demuestran que las alas contienen
informacién importante para la identificacion de insectos; ya que ellas varian mucho mas
entre especies que dentro de la misma especie e incluso las diferencias permiten discriminar
entre subespecies (Tofilski, 2008), (Francoy, Silva, Nunes-Silva, Menezes, & Imperatriz-
Fonseca, 2007). Las alas de los insectos son membranosas con venas visibles, lo cual permite
la creacion de un diagrama claro. En (Hall, 2011), (Breuker, Gibbs, Van Dongen, Merckx, &
Van Dyck, 2010) se menciona que la clasificacion de insectos basados en las caracteristicas
de la venacion de las alas ha sido muy fructifera en los Gltimos afios, pues el uso de
indicadores morfomeétricos han cobrado relevancia en areas bioldgicas.

6.1.1 Elsistema FABIS

La primera propuesta de un sistema automatico de clasificacion de abejas se dio en la década
de los 80’s con la creacion del Fast Africanized Bee Identification System (FABIS). No hay
mucha informacion disponible sobre este sistema, sin embargo en (Francoy, y otros, 2008)
se indica que el FABIS lograba clasificar de forma muy precisa abejas africanizadas. Para la
discriminacion de las abejas se necesitaba tomar 25 medidas morfométricas, esto requiere un
proceso de entrenamiento y disponibilidad de varias horas para los célculos. Esta situacion
provocOd que el sistema se descontinuara, pero no asi la iniciativa de automatizar la
identificacion de especies de abejas.

6.1.2 Elsistema ABIS

Sin lugar a dudas, el aporte mas reconocido al problema de automatizar la discriminacién de
abejas lo ha logrado el Automatic Bee Identification System (ABIS). ABIS fue propuesto en
el afio 1991 y tuvo seguimiento hasta 2008, lamentablemente después de este afio no se le ha
dado continuidad. La estrategia principal del ABIS consisti6 en utilizar la informacion del
ala de forma similar al uso de la huella digital en humanos, para esto utilizaba una gran
cantidad de informacion (300 caracteristicas) para un posterior reconocimiento estadistico.

En particular tienen especial atencion las celdas que se forman en el interior de las alas. Con
la informacion de las lineas de venacion e intersecciones de estas, el sistema genera hipotesis
sobre la ubicacidn de las celdas. Las celdas creadas son comparadas con un arbol de hipétesis
para ser clasificadas con Analisis de Discriminante Lineal, ademas la informacion de estas
celdas se guarda para futuras guias. Los vectores de informacion obtenidos en el
entrenamiento son complementados con las estimaciones del arbol de hipétesis y estos son
clasificados mediante métodos que usan funciones kernel no lineales.



La informacion disponible sobre los resultados obtenidos con ABIS sefialan un 99,8% de
éxito en el reconocimiento a nivel de género. Sin embargo, es importante destacar que
unicamente se trabajaron los géneros Colletes, Andrea y Bombus. A nivel de especie, en esos
géneros, el éxito bajo a 95%.

Aunque la estrategia del sistema ABIS logr6 un alto porcentaje de acierto, se destacan entre
sus limitaciones que utiliz6 muy pocas especies y géneros, demanda el entrenamiento del
sistema con al menos 20 especimenes por clase (ya sea especie 0 género) y requiere que el
usuario manualmente identifique algunas caracteristicas.

Como consecuencia del éxito de este sistema han surgido, mas recientemente, algunas
propuestas que pretender dilucidar las limitaciones reconocidas en ABIS. En 2001, se hace
una publicacion que destaca la precision, portabilidad y herramientas utilizadas por ABIS
pero se sefialan como necesidades la creacion de una aplicacion de acceso publico, monitoreo
al sistema y la incorporacion de informacion geogréfica.

Un poco mas reciente, en 2008, se plantea la posibilidad de combinar los resultados que
genera el sistema ABIS con descriptores morfométricos presentes en las alas (Francoy, y
otros, 2008). Esta propuesta impulso la utilizacion de software complementario en los
procesos de discriminacién. En las fotografias, luego de ser procesadas con ABIS, se
marcaban 19 intersecciones homologas de venaciones con el uso del software tpsDig y estos
puntos se alinearon y compararon con el uso de analisis de Procrustres. La combinacion de
ABIS con analisis morfométrico dio resultados con precision de 98,05% en africanizadas y
80% con la inclusién de las otras 4 especies.

6.1.3 El Sistema MOBS

Por ultimo, en 2011 se propone el MelittO Biotaxis System (MOBS) con la finalidad de
identificar abejas vivas por las caracteristicas anatdmicas de sus alas (Hall C. , 2011). MOBS
tuvo una eficiencia de 90% en la identificacion de 16 especies agrupadas en 4 géneros. Lo
realmente novedoso en MOBS es la reduccion automatica de las caracteristicas utilizadas en
la discriminaciéon (menos de 20) en comparacién con ABIS. En una primera etapa se extrae
la venacion de las alas (con el uso de umbrales y morfologia matematica), se extraen y
etiquetan las celdas (como en ABIS), extraccion de cruces de venas y etiquetado de venas;
en una etapa posterior se combinan técnicas (entre ellas PCA, SIFT y SURF) para seleccionar
las caracteristicas mas importantes. En (Hall C. , 2011), se concluye que las cruces de venas
y los centros de masas de las alas son excelentes puntos claves y advierte ademas que un
pobre entrenamiento implicara problemas de clasificacion.

6.1.4 Sistemas que emplean informacion morfométrica

Como complemento a los sistemas de clasificacion anteriores y como una consecuencia
natural del desarrollo tecnoldgico, en afios recientes se ha intensificado la utilizacion de



informacién morfométrica en la identificacion de especies y el uso de software especifico
que ayudan en esta tarea.

Se destaca la utilizacion de DrawWing, impulsado en 2007, para generar una méascara con el
trazo de la venacién y contorno del ala. En (Tofilski, 2008) se describe los requerimientos de
este software, se promociona su uso como alternativa de identificacion de especies y se deja
en claro que es libre y modificable.

Otras iniciativas en la justificacion del uso de software e informacion morfométrica se
encuentran en (Hall, MacLeod, & Wardhana, 2014), (Yuksel & Tuzln, 2011). En (Yuksel &
Tiuzln, 2011) durante el 2011, se utilizaron los software TPSutil, TPSdig, CoordGen6f y
CVAGen60 para apoyar el proceso desde la toma y procesado de la imagen, mediciones
morfométricas hasta el anlisis discriminatorio. Por otro lado, (Yuksel & Tuzin, 2011) en un
estudio con alas de moscas utiliza el software tpsDig para la obtencion de informacion
morfométrica.

Hasta este punto se ha podido constatar que hay varios sistemas capaces de clasificar especies
de abejas de forma eficiente, sin embargo también se pueden listar algunas limitaciones
importantes. En primer lugar ninguno se ha planteado para la discriminacion de abejas sin
aguijon, se utilizaron pocas especies y géneros, los sistemas en su mayoria no son
completamente automaticos (requieren intervencién activa del usuario), algunos demandan
muchas horas de entrenamiento y tal vez lo mas relevante, estan disefiados para clasificar un
grupo de imagenes.

Por las razones expuestas, se ha considerado relevante la creacion de un sistema de
discriminacion de abejas sin aguijon a partir de una fotografia del ala. Se propone un sistema
de facil utilizacion donde Gnicamente debe ingresarse una fotografia y este logre discriminar
a qué especie pertenece esa ala.

7 Metodologia

Para lograr los objetivos del proyecto este fue desarrollado por etapas.

7.1 Construccion de la coleccion de especimenes y la base de datos de fotografica

Esta fue la primera etapa del proyecto, construir la coleccién de especimenes y la base de
datos fotografica que serian utilizadas a lo largo del proyecto de investigacion. Para esto se
Ilevaron a cabo las siguientes etapas.

7.1.1 Seleccién de la coleccion de abejas del CINAT

Parte de los especimenes utilizados fue tomada de la coleccién de abejas nativas sin aguijon
del Centro de Investigaciones Apicolas Tropicales (CINAT). Se revisaron todos los
especimenes para seleccionar aquellos que su ala derecha, anterior y posterior se encontraban



en perfectas condiciones. Las abejas seleccionadas para ser utilizadas en el proyecto fueron
etiquetadas con un cddigo especial y fueron organizadas en gavetas.

7.1.2 Colecta de especimenes

Para las especies que no se obtuvieron 15 individuos con sus alas en perfectas condiciones,
fue necesario realizar visitas de campo para ubicar nidos, de donde se colectaron los
especimenes necesarios para ser incluidos en la coleccion de abejas para el proyecto.

Las abejas se colectaron directamente de los nidos en diferentes zonas geogréficas de Costa
Rica (Figura 2. Sitios de colecta de las abejas utilizadas en el proyecto.), utilizando red
entomoldgica y succionadores de plastico. Se utiliz6 una “cdmara de muerte” con acetato de
etilo para matar rapidamente y evitar dafios en las alas. Las muestras se trasladaron al
(CINAT) donde se realizd el proceso para la preservacion de los ejemplares, el montaje y la
identificacion respectiva.

® ..Sitios de colecta
Division Territorial

PANAMA
OCEANO PACIFICO

Figura 2. Sitios de colecta de las abejas utilizadas en el proyecto.

7.1.3 Protocolo para preservacion de muestras

La creacion de la base de datos requirié la preparacion de tres colecciones; una de
especimenes de abejas, otra de las alas derecha anterior y posterior montadas en un medio de
preservacion inerte y una tercera la coleccion de fotografias de las placas (portaobjetos con
cubreobjetos y balsamo de Canada).

En esta etapa se debe asegurar la adecuada preservacion de los ejemplares como lo es el
ingreso de las muestras, cuarentena, etiquetado, catalogacion, sistematizacion, identificacion
taxonomica y almacenamiento (Ramirez & Bernal, 2005).

7.1.4 Ingreso en la coleccion

Se hizo el montaje directo de las abejas con alfileres entomoldgicos (Insects pins BioQuip
Black enamelled No. 1), se almacenaron para su secado, procesado, confeccion de etiquetas
y posterior almacenamiento en las cajas entomoldgicas y gavetas destinadas para tal



coleccion. Los ejemplares presentan informacion que permite su identificacion taxonomica
(Pais, Provincia, Canton, fecha, nombre del colector, muestra en nido o en flor). Con el cual
se hace su registro en la coleccién. La identificacion la llevé a cabo el MSc. E. Herrera del
CINAT utilizando la clave de Ricardo Ayala para los géneros de ASA de Costa Rica (Ayala
R., 2010 sin publicar).

7.1.5 Etiquetado y Catalogacién

Se asigno un codigo (consecutivo) Unico para cada ejemplar. Las etiquetas son elaboradas en
papel blanco tipo opalina, impresion laser, con una etiqueta de procedencia y una etiqueta
con el cddigo. La base de datos digital contiene los codigos y asociado a ellos toda la
informacidn de cada espécimen como lo es el nombre cientifico de la abeja. EI mismo codigo
se asigna a la muestra de ala y la fotografia de dicho ala. Las muestras pasan a una gaveta
Cornell exlusiva para cuarentena. Se procede al montaje de las alas y abejas, y posteriormente
a la captura de imagenes.

7.1.6 Sistematizacion

Toda la informacion del ejemplar se almacend en una base de datos digital. Dicha
informacidn esté al servicio de los investigadores asociados y del publico con interés en estos
registros.

7.1.7 Depdsito y almacenamiento

Los ejemplares son colocados en cajas tipo “Cornell unit tray with polyethylene foam pinning
bottom, 4-3/8 x 7-5/16" 7, de cartdn las cuales se ingresan en las gavetas fabricadas de madera
debidamente identificadas las cuales son depositadas en un cuarto de resguardo con las
condiciones que debe tener una coleccion de insectos como lo es control de humedad,
limpieza y temperatura para evitar su deterioro. Las muestras de alas en portaobjetos se
resguardan en dicho cuarto en cajas de “Polystyrene Slide Box” de 100 Slides, con la
rotulacion respectiva. Las gavetas contienen pastilla de alcanfor. Y han sido desinfectadas
previamente con alcohol al 75%.

7.1.8 Protocolo para la captura de fotografias

La fotografia debe cumplir con ciertos requerimientos de forma, color y texturas de forma
que el ala se aprecie sin ruido y que la informacion que contenga sea Unicamente del ala
Figura 3 Imagen del ala anterior generada a partir del protocolo de captura de imagenes. En
este proceso es importante que el ala pueda diferenciarse del fondo de la fotografia. Para
lograr una buena calidad de las fotografias se establecié un protocolo de captura de
fotografias (Herrera, y otros, 2013).



7.1.9 Fijacidn y montaje de las alas

Se extrajo el ala derecha anterior y posterior de las abejas montadas en alfileres
entomoldgicos, se cortd en la base del mesotorax con navajilla y tijeras de diseccion de punta
fina para facilitar el desprendimiento y no dafiar las alas. Se quito el residuo de la base del
ala para su montaje. En un portaobjetos se colocoé una gota de balsamo de Canada. Para
suavizar el balsamo se utiliz6 una lampara de 50 w con el calor la muestra queda inmersa en
el sustrato sin ser dafiada. Se coloco el cubre objetos con presion moderada para extraer las
burbujas y evitar el desplazamiento del ala. Se dejaron reposar sobre papel toalla por 24 horas
antes de ser fotografiadas y almacenadas. La coleccion de alas comprende un total de 879
placas.

7.1.10 Captura de Imagenes de las alas

Se utilizé para la toma de imagenes un estereoscopio Olympus modelo SZX16 con una
camara integrada marca Olympus modelo DP72, la fuente de luz circular intralux 4000-1 con
una intensidad entre 1400 y 1600fc, dependiendo de la muestra. La resolucién en el
milimétrico fue de 2x con una apertura focal de 1/4. Para la captura de imégenes se utilizé
un sistema TWAIN con exposicion manual, tiempo de exposicién 60%, sensibilidad ISO 200
y una resolucion Live 1360 x 1024 y un snap 4140 x 3096.

Las fotografias generadas fueron almacenadas en una base de datos, agrupadas por especie.
La coleccidn de fotografias comprende un total de 1758 fotografias.

Figura 3 Imagen del ala anterior generada a partir del protocolo de captura de imagenes.

En la figura 3 se muestra el nombre cientifico y una fotografia de las especies de la coleccion
que fue utilizada en el proyecto.



Tabla 1 Nombre cientifico y una fotografia de la coleccion usada en el proyecto.

No Especie Fotografia base de datos y coleccion
1 Cephalotrigona zexmeniae

2 Dolichotrigona schulthessi

3 Geotrigona lutzi

4 Lestremielitta danuncia

5 Melipona beecheii

6 Scaptotrigona pectoralis

7 Melipona costaricensis

8 Nannotrigona mellaria

9 Nannotrigona perilampoides




10 Oxytrigona mellicolor

11 Partamona orizabaensis
12 Plebeia frontalis

13 Plebeia jatiformis

14 Paratrigona ornaticeps
15 Scaptotrigona luteipennis
16 Trigona nigerrima

17 Tetragona ziegleri

18 Scaptotrigona

subobscuripennis




19 Trigona fulviventris

20 Trigona fuscipennis
21 Trigona silvestriana
22 Trigona muzoensis

En total se procesé material correspondiente a un 90% de los géneros de abejas nativas sin
aguijon presentes en Costa Rica (20 géneros en Costa Rica) y un 73% de las especies
reportadas (59 especies reportadas en Costa Rica) (Camargo & Pedro, 2007), (Gonzalez,
2000) .

7.2 Procesado de imagenes

Una vez que se construyo la base de datos de imagenes de las alas inicia el preprocesado de
las mismas.



7.2.1 Sustracciéon del fondo

Una de las tareas mas comunes en las investigaciones relacionadas con procesado de
imagenes es la sustraccion del fondo. Con mucha frecuencia en las fotografias aparecen
elementos que no son importantes para los fines que se tomaron, por ejemplo, para los
objetivos del proyecto solo interesaban los pixeles que corresponden al ala de la abeja. Dado
el tamafio de las fotografias y el hecho que las alas corresponden a menos de la mitad de los
pixeles totales, la discriminacion de pixeles de fondo se traduce en un sustancial ahorro de
procesado de informacion.

Existen muy diversas técnicas para distinguir cuando un pixel pertenece al fondo de la
imagen y cuando no (Prendas & Ramirez, 2011), (Gonzalez & Woods, 2012), (Nixon, 2012)
por las caracteristicas de las fotografias de las abejas se utilizaron histogramas,
discriminacion por umbrales y operadores morfoldgicos basicamente.

@) (b) ©)

Figura4 (@) muestra de fotografia original de la coleccion, (b) fotografia obtenida luego del
filtrado por umbral, conversion a blanco y negro y operaciones morfoldgicas, (c) resultado del
proceso de eliminacion de fondo

En la coleccion de fotografias de abejas se logré distinguir esencialmente dos fondos; uno
con un tono gris y otro con presencia de azul. Esto exigio que el algoritmo, como primera
tarea, determinara cual tipo de fondo presentaba la foto, pues de esta primera decision
dependeria la aplicacién del método Otsu y los ajustes de umbrales. Para este fin se utilizé el
espacio de color HSV y una cota, calculada empiricamente, para discriminar cuél de los
fondos presentaba la foto. Una vez identificado el tipo de fondo, se implementé un filtrado
mediante umbralizacion (Otsu) ajustada experimentalmente, para determinar qué pixeles se
convertirian en blancos y cuales en negros. En la Figura 4 (a) muestra de fotografia original
de la coleccion, (b) fotografia obtenida luego del filtrado por umbral, conversion a blanco y
negro y operaciones morfoldgicas, (c) resultado del proceso de eliminacion de fondo, la
region en blanco de la segunda fotografia corresponde a lo que se identifico como ala y la
ultima imagen corresponde a la recuperacion del color original en los puntos con asignacion
‘blanco’.



Figura 5 Seleccion del ala de interés a partir de la cercania del centro de la fotografia con el
centro de masa del ala

Una problematica adicional que se presento en el proceso de eliminacion de fondo fueron
las fotografias con presencia de dos alas. Durante el protocolo de toma de fotografias, se
decidio centrar el ala de interés para que este fuese el elemento discriminador en las que
hubiese dos 0 mas alas.

Para la implementacion del algoritmo de discriminacion de especies de abejas, las fotos solo
deben contener un ala, pues si una foto tuviese dos alas podrian darse correspondencias
incorrectas y esto generar asignaciones de especies equivocadas. Para solventar esta
problematica, se incluyé en el algoritmo de eliminacion de fondo el calculo de los centros de
masas de todas las regiones blancas que resultasen (si hay mas de un ala habrd mas de una
region blanca) y medir las distancias de estos puntos hasta el centro de la imagen, la distancia
mas corta discriminaré la region blanca que corresponde con el ala de interés. Una ilustracion
de esta estrategia se muestra en la Figura 5 Seleccion del ala de interés a partir de la cercania del
centro de la fotografia con el centro de masa del ala.

7.2.2 Parametrizacion SIFT

El Scale Invariant Feature Transform (SIFT) es un método propuesto por David Lowe en
1999, cuya idea basica es la transformacion de una imagen a una representacion compuesta
de “puntos de interés”. Esta parametrizacion ha sido utilizada en muy diversas areas como
seguridad, reconocimiento facial, identificacion de objetos, entre otras (Tofilski, 2008),
(Francoy, Silva, Nunes-Silva, Menezes, & Imperatriz-Fonseca, 2007). Sin embargo, y esto
debe remarcarse, su uso se ha difundido mayormente a reconocimiento del mismo individuo
0 bien de objetos idénticos (Francoy, Silva, Nunes-Silva, Menezes, & Imperatriz-Fonseca,
2007), (Breuker, Gibbs, Van Dongen, Merckx, & Van Dyck, 2010), por lo que la
implementacion del SIFT para discriminacion de especies de insectos es novedoso y debe
hacerse con especial cuidado por las variantes naturales de los individuos aunque sean de la
misma especie.

En ese sentido, la escogencia de la parametrizaciéon SIFT se fundamenta en la mayor cantidad
de puntos claves que genera y el menor coste de procesado, en comparacion con SURF y
ASIFT por ejemplo (Breuker, Gibbs, Van Dongen, Merckx, & Van Dyck, 2010), (Hall,
MacLeod, & Wardhana, 2014). Dado que las fotografias no corresponden al mismo individuo



se considerd importante generar una cantidad grande de puntos claves que describiesen cada
imagen y luego ser exhaustivos en el pareo de estos puntos.

Scale
(first
octave)

Difference of
Gaussian Gaussian (DOG)

Figura 6 Proceso de calculo de diferencia de gaussianas en diferentes escalas

El método SIFT consta de las siguientes etapas:

Construccién de piramides de Scale-Space. El principal atractivo de la parametrizacion
SIFT es la reduccion de la imagen a un conjunto de pardmetros invariantes a la escala y
rotacion. Esto se logra con la creacion de pirdmides en las que se varia la escala de la
fotografia y con la convolucion con una funcion gaussiana.

D(x,y,0) = (G(x, v, ka) —G(x,y, a)) x [(x,y) = L(x,y,ko) —L(x,y,0) (1)

En la Figura 6 se muestra el proceso como se calculan las diferencias de gaussianas en las
pirdmides. La imagen | se convoluciona con una gaussiana G para obtener una imagen L un
tanto mas borrosa (1), luego se hace variar el pardmetro S de la gaussiana y con esto se
obtiene otra imagen alin mas difusa.

La imagen obtenida por diferencia de gaussianas logra resaltar los bordes y esquinas de la
imagen, como se aprecia en la Figura 7. Como las imagenes disponibles son de gran tamafio
(1920 x 2560), la ilustracion se calcul6 con una gaussiana con un valor s alto y una matriz
cuadrada de convolucion de orden 50.



Figura 7 llustracion del efecto del filtrado gaussiano y diferencia de gaussianas

Localizaciéon de puntos clave. Cuando ya se han calculado las diferencias gaussianas, se
deben identificar los candidatos a méximos y minimos entre los puntos que no se anularon.
Es importante recalcar que la comparacion de cada punto con sus vecinos se hace también en
la escala proxima (Figura 8).
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Figura 8 Comparacion de puntos con sus vecinos para discriminar valores minimos y maximos.

Estos puntos identificados como los maximos y minimos de sus vecinos son luego
discriminados segun su estabilidad y clasificados como extremos a partir de una estimacién
D de Taylor para curvaturas cuadraticas en las diferencias gaussianas, el Hessiano,
autovalores y un radio r que los relaciona (2).

D, D
H = [ xx Xy
Dyx Dy
Tr(H) = Dyx + Dy, = a + B
2 2
Det(H) = DDy, — (Dyy)” = ap @

Tr(H)? (1+71)?
Det(H) < r




En (2) a es el mayor de los autovalores de H yf es el menor de estos. Ademas, se tiene que
a = rf, con estas herramientas se identifican los puntos considerados claves con estabilidad
y se descartan los ubicados a los largo de los bordes.

Asignacion de orientacion. Para asignar la orientacion a los puntos (x,y) denominados
claves en la etapa anterior, se utilizan las ecuaciones (3), en las que m(x,y) es la magnitud
del gradiente en (x,y) y 6(x, y) es la orientacion.

m(x,y) =Ly +1) =Ly —1))2+ (Lx + 1,y) — L(x,y — 1))?

o (Lxy+ 1) =Ly —1) o
f(x,y) = Tan <L(x +1,y)—L(x — 1,}’))>

Descriptor de puntos clave. Con la informacion obtenida en las etapas anteriores se asigna a
cada punto clave un conjunto de caracteristicas entre las que se destacan la posicion,
orientacion y rotaciones del gradiente (para lograr invariancia respecto a rotaciones en 2D 0
cambios de puntos de vista en 3D). Cada punto tiene asociada una matriz de 4x4x8, es decir
128 caracteristicas (Gonzéalez & Woods, 2012), (Nixon, 2012).

Figura 9 Salida de la parametrizacion SITF para una foto con 4477 puntos claves.

Determinacién de correspondencias (Match). Al aplicar las etapas anteriores a dos
fotografias se tendran una serie de puntos claves con su respectiva descripcion en cada una
de ellas. Lo siguiente es establecer si existe correspondencia entre las caracteristicas de un
punto clave con las caracteristicas de alguno de la otra imagen, para esto se utiliza la distancia
euclidea.

La idea propuesta por Lowe, consiste en determinar el vecino mas préximo. Para un punto
clave (x,y) en una imagen se calcula todas las distancias ecuclideas desde los vectores
directores de cada punto clave en la otra imagen hasta el vector director de (x, y). Los casos



en los que las distancias no sobrepasen un umbral razonable seran consideradas
correspondientes con (x, y).

Es claro que esta estrategia no descarta la posibilidad de correspondencias multiples,
incorrectas y no correspondencia, sin embargo se ha considerado mejor tener suficientes
correspondencias (aunque sean incorrectas) con las salidas SIFT (Figura 9) y luego afinar las
asignaciones, por lo que se relajé un poco el umbral utilizado en el pareo.

7.2.3  Nuevo parametro discriminador adicionado al método SIFT

El parametro que usualmente se utiliza en el método SIFT para discriminar si un par de puntos
son correspondientes, es la distancia promedio a todos los puntos claves generados. Sin
embargo, este discriminador resulté insuficiente pues en muchos casos se hicieron
asignaciones erroneas.

Figura 10 Caso extremo de correspondencias equivocadas entre las especies

Cephalotrigona zexmeniae y Melipona beecheii

Se tenia conciencia de que podrian suceder correspondencias equivocadas, aunque no se
podia determinar en qué magnitud se darian. La Figura 10 muestra un caso donde el pareo
resulté incorrecto para una gran cantidad de puntos claves. Aungue podria argumentarse que
las fotografias no son adecuadas segun los parametros del protocolo de captura utilizado en
el preprocesado, lo cierto es que este caso es cadtico y sugiere la necesidad de incorporar
algun discriminador mas robusto para la etapa de pareo.

Es necesario, ademas, que el nuevo discriminador sea invariante al tamafio de la imagen y la
rotacion pues estas son condiciones establecidas por el método SIFT. Se decidi6 incorporar
el siguiente discriminador de correspondencia un poco mas exigente. Un par de puntos claves
dados como correspondientes en la salida SIFT debian cumplir ademas con ser menores que
un valor A que se actualiza para cada asignacion.

Para un punto clave con vector director (x4, x,) Yy otro punto clave (y;,y,) en otra imagen,
considere



= \/(x1 —Xx10)% + (V1 — Y10)?
r, = \/(xz - x2c)2r+ (V2 = Y2c)?

_1 4)
P1 4,
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Donde (x;., y1.) son las coordenadas del centro de masa de laimagen delalay (x;,y;) es
punto clave y andlogamente para (x,., V,.). Las constantes A; yA, son las areas de las
correspondientes alas.

Figura 11 Efecto de la incorporacion del nuevo descriminador en la correspondencias entre las especies Cephalotrigona
zexmeniae y Melipona beecheii

El valor de A es una cota a la diferencia entre los pardmetros p descritos en (4). Los
pardmetros p son los radios normalizados medidos desde el vector director del punto clave
hasta el centro de masa del ala. Para normalizar la distancia euclidea se utiliz6 un cociente
por el area del ala. Con la incorporacion de este discriminador se asegura la invariancia
respecto de la escala y rotacion y ademas se descartan asignaciones en las que los puntos
tienen posiciones muy diferentes respecto de los centros de masa de las alas. La Figura 11
muestra la mejora en un en el caso extremo Figura 10, donde se habian dado muchas
asignaciones incorrecta.



7.3 Desarrollo del sistema de clasificacion

Partiendo de la base de datos con fotografias debidamente procesadas en la fase de
eliminacion del fondo y con la colaboracion de bidlogos especialistas en estudios apicolas,
se seleccion6 una fotografia por cada especie para crear una base de referencia para el
sistema. Las fotos se seleccionaron con mucho cuidado considerando que fuesen una buena
representacion de la especie, desde el punto de vista bioldgico, y que las etapas previas de
preprocesado han sido exitosas a la perfeccion (Herrera, y otros, 2013). Es decir, ademaés de
cumplir con los requerimientos de forma, color y texturas debe ser una foto en la que el ala
se aprecie sin ruido y que la informacidn que contenga sea Unicamente del ala.

I, |Match(lmp,1,)
I, |Match(Imp,l,)

Im = [Preprocesado|=> Im . |
= [Prep J=mp= I, |Match(Imp )

|Match(Imp,1,)

>

M, > N = La abeja en la fotografia es de la especie k
M es Unico

M, <N = Coincidencias insuficientes
M, = max( Match) =

M, noes (nico = Multip lescoincidencias

Figura 12 Esquema del sistema de discriminacion de especies de abejas.

El sistema que se desarrollé (Figura 12) recibe una fotografia Im cualquiera que contenga un
ala (o dos) de una abeja nativa costarricense (es importante que el ala pueda diferenciarse del
fondo de la fotografia), la procesa para crear otra imagen Imp en la que el fondo se ha
eliminado. La etapa siguiente es la aplicacion de la parametrizacion SIFT a la nueva imagen
Imp, para luego realizar un pareo con cada una de las fotos en la base de referencia. El sistema
guarda el numero de correspondencias obtenidas con cada foto In de la base, con esta
informacién se calcula el maximo de estas correspondencias.

Si el maximo de correspondencia se dio con la imagen Ik entonces la foto que recibio el
sistema se discrimina como la especie etiquetada en la imagen en la posicion k. Es claro que
podrian pasar algunas situaciones donde el sistema no pueda decidir; si el maximo de
correspondencias aparece en varias imagenes o si solo esta en una especie pero su valor es
muy pequefio como para considerarse una discriminacion exitosa. Estas situaciones estan



previstas en el sistema, este reportaria de forma automatica que hay ‘multiples coincidencias’
o bien que se tienen ‘coincidencias insuficientes’. Para esta tiltima situacion se ha establecido
un minimo de coincidencias experimental N de 25 puntos claves.

El algoritmo fue programado en MatLab y se utilizo la libreria vifeat (disponible en
http://www.vlfeat.org/index.html) para la aplicacion del SIFT y las asignaciones de
correspondencias.

8 Resultados

La estrategia para la obtencion y analisis de resultados fue trabajar con una muestra pequefia
de imagenes en las que se calibraron los procesos de eliminacion de fondo, parametrizacion
SIFT y determinacién de correspondencias; luego se entreno el algoritmo con una muestra
mas grande Tabla 2 y finalmente se validaron los célculos con otra muestra de imagenes
totalmente independiente a las utilizadas en las etapas anteriores.

Tabla 2 Totalidad de especies utilizadas en la etapa de entrenamiento.

Cant. Especie Cant. Especie
8 Cephalotrigona zexmeniae 6 Paratrigona ornaticeps
5 Dolichotrigona schulthessi 8 Scaptotrigona luteipennis
8 Geotrigona lutzi 8 Scaptotrigona pectoralis
8 Lestremielitta danuncia 8 Scaptotrigona subobscuripennis
7 Melipona beecheii 9 Tetragona ziegleri
8 Melipona costaricensis 8 Trigona corvina
8 Nannotrigona melleria 5 Trigona ferricauda
8 Nannotrigona perilampoides 8 Trigona fulviventris
4 Oxytrigona mellicolor 8 Trigona fuscipennis
8 Partamona orizabaensis 8 Trigona muzoensis
8 Plebeia frontalis 8 Trigona nigerrima
8 Plebeia jatiformis 8 Trigona silvestriana

Los resultados de la etapa de entrenamiento se tabularon en una matriz de discrimacion
cruzada. Para la creacion de esta matriz el algoritmo fue implementado en una muestra de
182 imagenes que incluian 25 especies.



Tabla 3 . Porcidn de la matriz cruzada discriminadora del algoritmo en etapa de entrenamiento.

Ce. ze 04]D. sc 07| G. lu 04 Geo. chi 02]L. da 07 [Me. be 02]Me.co 03 [Na. me 06 [Na. pe 01 [Ox. me 03 [Par. or 01
Ce.ze 01 59 10 23 22 10 9 18 14 11 13 17 8 11 12 25
Ce. ze 02 52 11 17 24 9 11 20 11 6 10 10 6 6 18 32
Ce.ze 03 45 9 22 20 10 13 12 21 11 17 23 13 10 10 20
Ce.ze04 | 22017 11 16 22 5 7 16 9 12 9 16 12 8 9 21
Ce. ze 05 57 18 16 38 15 12 32 16 7 36 30 13 14 11 59
Ce. ze 06 61 14 24 17 9 12 15 12 ] 13 20 6 3 7 18
Ce.ze 07 66 4 16 13 6 4 20 5 11 12 20 10 6 10 17
Ce.7e 08 53 14 15 17 11 8 27 9 16 18 20 4 6 12 19
D. sc07 38 31620 22 32 16 22 27 12 12 21 17 15 16 34 69
D.sc22 11 19 9 27 4 12 14 2 11 8 5 4 5 15 14
D.sc23 10 20 18 19 4 5 29 4 15 11 9 0 5 20 25
D.sc24 0 2 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0
D.sc25 8 20 15 16 1 5 9 0 3 5 7 4 4 12 10
G.lu01 21 7 41 32 9 7 21 19 12 18 14 11 9 7 22
G.lu02 20 10 50 22 17 10 22 14 14 10 12 12 17 9 22
G.1u03 21 9 42 27 1 11 19 19 7 11 11 16 6 9 21
G.lu04 14 6 | 20771 23 7 10 17 13 8 10 15 6 8 13 12
G.1u0S 20 9 58 28 15 6 14 13 10 17 20 12 16 7 25
G.1u06 16 7 46 29 9 4 23 16 8 16 16 8 10 15 20
G.lu07 18 11 31 22 10 6 14 12 7 16 12 13 4 9 23
G.1u08 17 16 46 33 6 8 19 16 13 21 12 12 8 13 27
Geo.chiOl| 18 7 26 46 7 7 18 10 11 15 16 14 14 10 16
Geo.chio2[ 21 11 19 15993 11 9 20 20 25 19 18 7 5 12 24
L. da05 10 19 13 17 33 14 35 21 9 9 16 14 10 17 15
L. da06 38 13 21 29 62 22 34 24 24 17 22 17 21 20 32
L. da07 40 11 18 29 2193 18 49 26 28 29 36 32 17 26 22

En la Tabla 3 muestra una porcion de la matriz cruzada de discriminacion. En las filas se
colocan las etiquetas que identifican las imagenes presentes en la muestra y en la columnas
estdn las imagenes de referencia. El algoritmo calculd para cada imagen todas las
coincidencias con las imagenes de referencia.

Para dar claridad al proceso se destacaron con color las celdas en donde debia obtenerse el
maximo de correspondencias y los maximos se destacaron con color rojo. Si el nimero rojo
esta en una posicion que no corresponde con el color destacado se considera un resultado
equivocado. Por ejemplo, todas las imagenes de la especie Geotrigona lutzi (G. lu) fueron
discriminadas perfectamente mientras que 3 de las imagenes de la especie Dolichotrigona
schulthessi (D. sc) fueron asignadas a una especie equivocada.

La implementacion del algoritmo en la etapa de entrenamiento tuvo un porcentaje de éxito
del 87,4. Este nivel de éxito se ha considerado bueno para esta etapa, el algoritmo se
acondiciond, se ajustaron los parametros y se inicié la etapa de validacién en una muestra
independiente de fotografias.

Para la validacion de los resultados se utilizd una muestra de 459 fotografias que agrupan 18
especies en 10 géneros. Es importante aclarar que el tiempo destinado para este proyecto no
permitié colectar una cantidad suficiente de especimenes de las 7 especies restantes como
para cubrir las etapas de entrenamiento y validacion. Por esta razon, aungue el algoritmo se
entreno con 25 especies, la etapa de validacion solo puede incluir 18. Esto no es alarmante
pues en las referencias consultadas ninguna ha llegado a esa cantidad de especies
discriminadas.



Tabla 4 Porcentaje de éxito en la discriminacion de abejas nativas costarricenses por género y por especie.

Género Especie Codigo Muestra Errores Ex.Espec | det. Genero
1 |Cephalotrigona  |zexmeiae Ce.ze 11 0 100 100
2 |Geotrigona lutzi Ge.lu 13 0 100 100
3 |Lestrimelitta danuncia L.da 33 0 100 100
4 (Melipona costaricensis Me.co 16 0 100 100
5 Nanotrigona mellaria Na.me 35 2 94,2857
6 perilampoides Na.pe 6 0 100 95,1219512
7 |Partamona orizabaensis Par.or 32 1 96,875 96,875
8 Plebeia ].‘ra{itaﬁs‘ PIA.fr 17 13 23,5294
9 Jjatiformis Plja 27 100 100
10 Scaptotrigona pectoralis Scp.pe 37 100
11 subobscuripennis Scp.su 31 1 96,7742 | 98,5294118
12 | Tetragona ziegleri Te.zi 24 3 87,5 87,5
13 corvina Tri.co 30 6 80
14 fulviventris Tri.ful 36 14 61,1111
15 Trigona fuscipennis Tri.fus 32 3 90,625
16 muzoensis Tri.mu 33 100
17 nigertima Tri.ni 16 10 37,5
18 silvestriana Tri.si 30 9 70 97,1751412
459 62 86,4924 " 97,5201504

El porcentaje de éxito en la discriminacion de especie resulté en 86,5 mientras que la
discriminacion por género llegé al 97,52% (Tabla 4). Con un analisis detallado se logro
constatar que las asignaciones de especies equivocadas se hicieron en su mayoria en el mismo
género, lo que lleva a considerar que las alas son realmente muy parecidas en algunas
especies, lo cual sugiere que se debe tomar en cuenta otros parametros para su clasificacion

9 Discusion y conclusiones

En un sistema de discrimacion se espera que el porcentaje de éxito sea cercano a 100. Con la
discriminacion de abejas nativas sin aguijon a nivel de género se ha cumplido con esta
expectativa, sin embargo, es necesario mejorar el porcentaje de identificacion de especie.

Con la idea de mejorar el porcentaje de éxito para la discriminacion de especies se consultd
con los bidlogos del CINAT, expertos en estudios apicolas, y se decidido que es necesario
incorporar algunos discriminadores de especies que no estan en el ala, tales como colores de
otras partes del cuerpo, vellosidad, tamafio de patas o antenas u otras. Al igual que en otras
abejas sin aguijon, como Paratrigona Schwarz y Plebeia sp., especies del género
Nogueirapis se reconocen principalmente por las diferencias en el patrén de color de las
obreras. Tales diferencias de color son a menudo apoyados por otros rasgos morfologicos
incluidos el tamafio del cuerpo, asi como la forma y proporciones de las diferentes estructuras
membranosas. La propuesta es hacer que el sistema cuando tenga ‘duda’ sobre la especie,
ya sea por la existencia de valores muy cercanos al maximo de coincidencias o por
coincidencias multiples, se torne en un sistema semi asistido. Por ejemplo, se ha determinado
que las especies Trigona silvestriana y Trigona fulviventris tienen alas muy similares que
podrian confundir al sistema, sin embargo estas especies se diferencian en la coloracion del
abdomen.



Con algunas preguntas sencillas al usuario, sin necesidad de entrenamiento ni gasto excesivo
en laboratorios, el sistema mejoraria sin duda el porcentaje de deteccidn por especie. Otra
posibilidad interesante es considerar la georreferencia de la imagen y que esta ingrese al
sistema como un nuevo parametro discriminador.

Ademaés, se ha pensado que a futuros el sistema podria ser llevado a ambientes menos
controlados y ponerlo a disposicion de los meliponicultores. Seria un gran avance la
implementacion del sistema en algun dispositivo mdvil y que el preprocesado identifique el
ala de la abeja incluso con la presencia del resto del cuerpo. Ademas, con el disefio de una
interfaz para el usuario y el mantenimiento en un servidor los meliponicultores e
investigadores apicolas tendrian una herramienta muy valiosa que podria ser usada incluso
via web.
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