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GLOSARIO

Algoritmo: Es un conjunto de instrucciones que se realizan de forma sucesiva
de manera que cumplan reglas establecidas y a partir de una condicién
generen una solucion.

C.A.S.A.: Analisis de semen asistido por computadora, de sus siglas en inglés
(Computer-Assisted Semen Analysis), hace referencia a todo tipo de software
gue soporta la informacién requerida en el andlisis de las caracteristicas
seminales y aporta datos especificos acerca de dichas caracteristicas.

Céamara de Birker: Instrumento usado para recuento de células con medidas
definidas visibles claramente bajo microscopio y ecuaciones para calculo de
concentracion establecidas.

Cémara de Neubauer: Instrumento usado para recuento de células con
medidas definidas visibles claramente bajo microscopio y ecuaciones para
calculo de concentracion establecidas, mas facil de conseguir comercialmente
qgue la Camara de Birker.

Campo: Zonas que se establecen de la muestra con el microscopio donde se
distinguen aglutinaciones de espermatozoides y se determinan caracteristicas
acerca de ellos para luego generalizar.

Caracteristicas Espermograficas: Jerga utilizada en los laboratorios para
referirse a las propiedades graficas del semen, tanto visibles naturalmente
como distinguibles con reactivos (relacionadas al color o composicion).

Cdédigo: Es el cuerpo del programa como tal, donde se comprenden todas las
instrucciones y condiciones ademas de contenidos interactivos, como la
interfaz grafica con el usuario.

Concentracioén: Es la proporcioén o relacién que hay entre la cantidad de soluto
(espermatozoides para este caso) y la cantidad de disolvente (liquido seminal o
demds partes de la muestra que no sean espermatozoides).

Converger: Llegar al mismo punto o un punto en comun.

Correlacion: En términos de imagenes, la correlacion y el coeficiente que la
representa, hablan de qué tan parecida es una imagen a la otra o qué tantos
cambios tienen.

Cuadro: Corresponde a la captura de una imagen.

Demo: Ejemplo o demostracion.



Discriminador: En términos de imagenes, es un algoritmo que permite separar
de manera automatica las partes de una imagen que sean de interés de las que
no.

Disparo: También denominado Trigger, es el momento de inicio de un evento,
por ejemplo la captura de un cuadro en medio de un video se da por un
disparo.

Driver: Corresponde a los archivos requeridos para el correcto funcionamiento
de un dispositivo.

Estandar: Preestablecido o predeterminado como valor por defecto.

Evento: Hace referencia en el cédigo al cambio de una variable, la finalizacion
de una tarea, el ingreso de nuevas instrucciones o la conclusién de un ciclo.

Exportar: Tomar un tipo de variable de trabajo interno para el codigo y
convertirla en un archivo de uso externo y publico con una extension
correspondiente.

Fertilidad: Hace referencia a la capacidad de generar o sustentar una progenie
o descendencia numerosa y de buena calidad partiendo de caracteristicas
comunmente establecidas.

FPS: Cuadros por segundo, de sus siglas en inglés (Frames per Second), es la
tasa con la cual se registra o visualiza una sefal de video.

Hardware: Componentes fisicos de un sistema de coémputo.

Intermediacion: En términos de sefal, hace referencia a la transduccion de la
sefial.

Interpretador: Persona con conocimientos para usar los datos de apoyo
aportados por el programa para hacer una analisis de fertilidad.

Linea: Corresponde a un segmento del codigo, ya sea instruccion o
comentario.

Mascara: En términos de Imagenes, es una matriz que cambiara los
componentes de la imagen original pero preservando la estructura al realizar
una operaciéon matematica a ellos.

MATLAB: Programa soporte para el disefio de otros programas, el cual cuenta
con herramientas y documentacion que permiten realizar a alto nivel tareas
complejas.

Motilidad: Valor subjetivo asignado a las caracteristicas de movimiento de los
espermatozoides, ya sea individualmente o en campos.
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Movimiento Progresivo: Es la capacidad de amplio desplazamiento de un
espermatozoide tendiendo al desplazamiento con direccion lineal y con una
velocidad notable (segun los tipos de movimiento clasificados).

Multiparametros: Que incluye varias caracteristicas de interés para su
desarrollo.

Operario: Persona que realizara la instalacion y ejecucién del producto.

Pimienta: Tipo de ruido comunmente encontrado en el manejo de imagenes
gue corresponde a puntos negros (de valor 0 o aproximado) que se distribuyen
en la imagen sin un patron determinado.

Pixel: Es la menor unidad en color que conforma una imagen.

Procesamiento de Imagenes: Toda manipulacion sobre imagenes que
permita obtener resultados especificos que no son posibles sobre la imagen
original.

Programar: Escribir lineas de codigo que después se conviertan en un
programa completo.

RCA: Tipo de conector con polo central positivo y anillo negativo que se usa en
el mercado audiovisual.

Reactivos: Compuestos quimicos que reaccionan en contacto con las
muestras haciendo visibles caracteristicas especificas, por ejemplo pH.

Resolucion: Dato en columnas de pixeles contra filas de pixeles que
componen una imagen, a mayor resolucion mas detallada se tendra la imagen.

RGB: Es un modelo de color con los colores primarios de la luz (rojo, verde y
azul) del cual, por proporciones de cada uno se pueden componer los demas
colores.

Software: Componentes no fisicos o tangibles en un sistema de cémputo.

Tincion: Es una técnica usada en el trabajo con microscopios para mejorar las
diferentes caracteristicas en la imagen vista dependiendo de lo que se busque.

Transductor: Es un dispositivo capaz de convertir un tipo de energia (sefial) en
otra, por ejemplo el transductor de la camara de video (luz a imagenes
digitales).

Turbulencia: Movimiento no progresivo en un conjunto de espermatozoides
cualquiera.

Variable: Es la parte del algoritmo que toma diferentes valores.
XII



RESUMEN

En el centro agropecuario “La Granja” del Servicio Nacional de
Aprendizaje, SENA, Espinal Tolima, con fines educativos se adquiri6 un
microscopio de contraste de fase para estudiar las caracteristicas que
determinan la fertilidad especialmente en Bovinos; Este tipo de microscopio
permite imagenes detalladas a grandes amplificaciones (40x) y se
complementd con un sistema C.A.S.A. determinando los principales
parametros espermograficos de manera complementaria al método tradicional
y en intervalos de tiempo pequeiios comparados con los anteriores al uso del
programa, ademas de evitar requerir quimicos para mantener los
espermatozoides vivos, lo que hace que el proceso sea mas completo y dé
soporte para obtener resultados mas confiables.

ABSTRACT

At the agricultural center named “La Granja” of SENA, Espinal — Tolima, was
acquired a phase contrast Microscope for educational purposes allowing the
study of some of the features which determinate bull sperm fertility; This kind of
Microscope allows to take shots of images at 40x and now is complemented
with a Computer Assisted Semen Analysis system (CASA) determining those
features in a complementary way, hand in hand with the traditional method and
making shorter the required time for those studies, besides avoiding to use
chemical substances for keeping spermatozoids alive, which now makes a
whole more complex and complete process, supporting the results and being
them reliable.

PALABRAS CLAVE: Sistema C.A.S.A, microscopio de contraste de fase,
procesamiento de imagenes.

KEYWORDS: Computer Assisted Semen Analysis, phase contrast Microscope,
image processing.
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INTRODUCCION

Debido a la necesidad originada en el SENA, nodo “La Granja”, por la
adquisicién de un potente microscopio de contraste de fase el cual no incluia
sistema complementario para el analisis de las caracteristicas de los
espermatozoides, se procedio a realizar un software denominado comunmente
C.A.S.A., ofreciendo el uso apropiado al microscopio y sacando mayor
provecho que el que podian tener sin un programa complementario.

Las caracteristicas usadas normalmente para determinar la fertilidad en
bovinos en el método tradicional son motilidad, morfologia (solo detectable con
un analisis profundo y detenido con un experto sobre la forma de cada
espermatozoide), viabilidad (implicita en la motilidad) y concentracion, de las
cuales, en el laboratorio de reproduccién animal, se trabaja la motilidad y
concentracién, que a su vez, reguerian procesos quimicos de preparacion
distintos entre cada método, alterando el ambiente natural y hacian que se
empleara un tiempo grande entre un analisis y el otro, permitiendo que muchos
espermatozoides murieran.™

El método tradicional para la mediciobn de la concentracion, consiste en la
inmersion en aceite y el uso comun de reactivos para tinciones sobre una
camara de Birker, lo que altera el movimiento de los espermatozoides por
haber sido cambiado su medio natural, debido a que el reactivo tiene diferente
viscosidad, entonces siguiendo estos pasos, sobre la misma muestra no podria
determinarse la motilidad, lo que hace que deba requerirse otra muestra y por
tanto no es un proceso preciso.!?

El método tradicional para la determinacién de la motilidad, es mediante el uso
de un microscopio y un analista, en este caso, el valor de la motilidad es
subjetivo y obedece a lo que el analista considere respecto al movimiento que
ve, es decir, si nota turbulencias, si nota movimientos relativamente rapidos o si
ve que nada se mueve, dird entonces que la motilidad de esa muestra de
semen tiene un valor entre 0 y 100 como porcentaje de los espermatozoides
que vio moviéndose bien a su concepto.

El software C.A.S.A. debe tener entonces unas caracteristicas que hagan
posible la satisfaccion de la necesidad del Laboratorio de Reproduccion Animal
del SENA de forma rentable y practica, es por eso que se desarrolld para
funcionar con la sefial proveniente del microscopio, adaptandola a los procesos
desarrollados en el cédigo del software y que determinan las caracteristicas de
motilidad y concentracion en la misma muestra, obteniendo los resultados
esperados.



1. PLANTEAMIENTO BASICO / FUNDAMENTACION

Es imprescindible conocer de donde surge la idea y por qué es la solucion mas
apropiada a un problema que tiene alternativas distintas y productos alrededor
de todo el mundo.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el centro agropecuario “La Granja” del Servicio Nacional de
Aprendizaje, SENA, Espinal Tolima, con fines educativos se adquirié un
microscopio de contraste de fase para estudiar las caracteristicas que
determinan la fertilidad especialmente en Bovinos, como son principalmente la
motilidad y la concentracién; ElI microscopio esta funcionando simplemente
como un microscopio ordinario, y este tipo de microscopio permite imagenes
detalladas a grandes amplificaciones (40x) y se estan determinando los
principales parametros espermograficos de manera subjetiva, y en intervalos
de tiempo grande entre las mediciones, ademas de requerir quimicos para
mantener los espermatozoides vivos, lo que hace que el proceso sea
impreciso, debido a que se altera el ambiente natural del esperma durante un
tiempo considerable para la vida de un espermatozoide y con agentes que
varian su funcionamiento.

¢Qué sistema de analisis seminal, como complemento del microscopio,
ayudara a determinar los parametros de motilidad y concentracion del semen
Bovino, de manera objetiva y éptima?

1.2 OBJETIVOS

GENERAL

Satisfacer la necesidad de dar soporte a las caracteristicas habituales
estudiadas para la determinacion de la fertilidad del semen de los Toros
Colombianos en el nodo La Granja del SENA, mediante un sistema
computarizado de analisis seminal C.A.S.A., que permita el uso apropiado del
microscopio de contraste de fase de forma rentable.



ESPECIFICOS

Adquirir las sefales a través de una tarjeta de video externa, conectada a una
camara para microscopio, a traves del puerto USB y digitalizarlas para
procesarlas como herramienta clave en la determinacién del nivel de fertilidad.

Programar un discriminador de imagenes que determine parametros asociados
a motilidad y concentracion, caracteristicas que tienen como resultado la
evaluacion de la fertilidad para fines educativos.

Establecer una interfaz grafica con el operario que le permita adquirir las
imégenes requeridas y pedir al software los valores de cada caracteristica.

1.3 ALCANCE

El sistema sera adaptable a cualquier microscopio de contraste de fase (40x) y
trabajard incluso reemplazando cualquier parte del sistema por un simil (por
ejemplo: cambiando de computador).

El sistema sera un apoyo para la medicion de caracteristicas espermogréficas y
de forma complementaria, una referencia para la determinacién del nivel de
fertilidad por parte del experto, ya que debido a impactos sociales (como el
desplazamiento del recurso humano en el laboratorio para ser sustituido por
computadoras), la medicion subjetiva es completamente valida y por tanto éste
sistema requerira de operario e interpretador.

Se garantizard su correcto funcionamiento para el semen Bovino que es el
usado para fines educativos en el SENA del Espinal.

Las caracteristicas que seran apoyadas por el software son: Motilidad colectiva
(a partir de la medicion de motilidad individual) dada en tipo de
espermatozoides que predominan, concentracion y promedio de
espermatozoides totales eyaculados (basados en dato de volumen ingresado).

Adicionalmente se hara distincion de las muestras de espermatozoides con
problemas de motilidad (espermatozoides muertos 0 que se muevan con
problemas), mostrando en ellos una motilidad con la clasificacibn mas baja,
indicando asi su estado defectuoso.



1.4 MARCO DE REFERENCIA

En 1931, Moench y Holt, establecen nominalmente criterios detectables en el
semen humano que garantizaban la fertilidad del hombre, pero en 1945 se
redefinieron los valores debido a que pruebas mas avanzadas basadas en el
ATP de las células, hechas por Harvey y Jackson, sugirieron que los valores
nominales debian ser inferiores; en 1951 se empieza a hablar de motilidad
como caracteristica de compensacion en la fertilidad, donde MacLeod informa
gue un buen nivel de espermatozoides motiles compensaba una baja densidad
en el andlisis de fertilidad.”

Hasta este momento, se trabajaba con gréaficas, tablas y resultados de estudios
como bases de datos, pero con el desarrollo de las computadoras, los sistemas
de célculo, las interfaces gréficas y codigos de procesamiento de imagenes,
unas décadas después se presentan los primeros sistemas de apoyo para los
laboratorios.

Estos fueron los inicios de los andlisis en otras especies y de donde se parte
para establecer una herramienta como es hoy el sistema C.A.S.A., del cual, el
primer registro de software oficial data de 1977 con la capacidad de determinar
motilidad y concentracién de forma simultanea, presentado por Liu y Warme. !

El producto, fuera de los dispositivos de intermediacion entre sefial y equipo
(PC), es el software C.A.S.A que sera programado para medir y analizar
caracteristicas del semen, para este caso, bovino, bajo los criterios de la
documentacion y estudios previos trabajados en el SENA “La Granja” del
Espinal Tolima, de los cuales se van a tener en cuenta los siguientes criterios:

e TESIS: EVALUACION DE LA MOTILIDAD Y VIALIDAD DEL SEMEN
BOVINO MEDIANTE EL USO DE SISTEMAS CASA Y CITOMETRIA
DE FLUJO: IDENTIFICACION DE SUBPOBLACIONES
ESPERMATICAS. Dr. Rodrigo Muifio Otero - Universidad de
Santiago de Compostela.

De la cual principalmente se obtendran los parametros de eyaculacion y
concentracién espermética (donde se hace referencia a los posibles errores en
la medicion manual), la evaluacion de la calidad del semen (donde se
referencian conclusiones de estudios sobre cémo interpretar la motilidad, la
concentraciéon y la morfologia de los espermatozoides), evaluacion de la
motilidad con sistemas C.A.S.A. y conceptualizacion de motilidad total y
progresiva, y sus caracteristicas (velocidad curvilinea, rectilinea, media, entre
otras) que van a ser uso de la creacion del algoritmo para medir estos
parametros, y finalmente referencias de algunos de los inconvenientes de los
sistemas C.A.S.A. a ser superados en el proyecto.



e Testing of Accubead in: Tomlinson MJ, Pooley K, Simpson T, et
al. (April 2010). "Validation of a novel computer-assisted sperm
analysis (CASA) system using multitarget-tracking algorithms". Fertil.
Steril.

Un estudio hecho con la intencion de determinar mediante algoritmos de
rastreo multiparametros si se es fértil o no.

Conclusion: El sistema CASA permiti6 proveer las medidas de calidad del
semen en cuanto a concentracion de esperma y motilidad que apenas son
medibles actualmente por métodos manuales.

Del cual se estudiaran los principios de los algoritmos de procesamiento de
imagenes que se mencionan ya que no se dan los algoritmos como tal, sus
bases sirven para el disefio de uno nuevo.

e Se usaran los conocimientos obtenidos en el curso de la carrera de
Ingenieria Electrénica acerca de procesamiento de imagenes con las
herramientas en el software de programacion MATLAB (image
acquisition toolbox), al igual que los estudios de bioelectrénica y
electromedicina que serviran de base para el entendimiento y
produccion del codigo final.

1.5 ESTADO DEL ARTE

Entre los desarrollos de sistemas de asistencia para el analisis computarizado
de semen de animales, especializados en bovinos y con relacién al proyecto
C.A.S.A. se encuentran los siguientes desarrollos que incluyen las
caracteristicas de disefio de cada empresa debido a cada una de sus
investigaciones, avances y algoritmos:

e Software IDA de minitib de Alemania:

... ”El software IDA de laboratorio es un programa computacional flexible y
modular para acompafar el proceso de produccion de semen bovino. Con la
aplicacion de este programa, todos los pasos de coleccidon y procesamiento de
semen son estandarizados y optimizados, constituyendo un sistema
verdaderamente integrado. Este sistema integrado esta compuesto por una red
de periféricos computacionales, de analisis de semen y sistemas de produccién
y otros hardwares que facilitan el manejo de datos desde la coleccion, a través
del analisis y produccion, hasta los controles de calidad y estadistica. IDA es
una aplicacion basada en Windows con una base de datos de Access.



No solo esta disponible como un paquete completo. Para quienes que
encuentran al software IDA demasiado amplio, tienen también disponibles
diferentes mdédulos que pueden complementarse en cualquier momento.

Debido a este concepto flexible, el sistema IDA puede elegirse, combinarse y
adaptarse individualmente en forma especifica para cada laboratorio.
Periédicamente se dispone de actualizaciones del programa y

Minittib proporciona a sus usuarios el soporte técnico a nivel mundial.

Con el paquete de software completo, el proceso entero es sostenido y
documentado por un solo sistema, desde la identificacion del toro a los
registros de eyaculados, a través de una correcta rotulacion de las pajuelas de
semen. Reportes especificos a la necesidad del usuario permiten una vision
rapida y en cualquier momento durante y después de la produccion en cada
uno de los equipos periféricos dentro de la red. Los datos de produccién son
transferidos a los departamentos de venta y administracién en tiempo real.
Toda la informacion puede ser transferida a Excel y otras aplicaciones. IDA, a
través de esto, mejora la rapidez y eficiencia de la produccién y reduce las
posibilidades de errores humanos. Mejora la comunicacion dentro de la
compafia y proporciona en tiempo real informacién sobre el rendimiento de los
toros a cada uno de los conectados al programa de red. La base de datos de
Access hace posible la combinacion con otras aplicaciones de software.

IDA automatiza el analisis de eyaculados, el dispensado de diluyente, el
envasado del semen en pajuelas, como también el manejo de registros de
controles de semen descongelado: con el modo de trabajo activo, la lista de
colecciones del dia y los datos de produccion del momento son mostrados en
el monitor. Para cada nuevo eyaculado se abre un nuevo archivo de partida.”[”

Las mediciones efectuadas por instrumentos integrados al sistema (p. Ej. el
fotobmetro y la balanza), son automaticamente transferidas al PC e ingresadas
al archivo de partida correcto. Dependiendo de las configuraciones individuales
de software, pueden ingresarse otros datos manualmente. Luego se efectla el
calculo de dilucion y el proceso continda con un equipo de dilucion automatica
de semen y la transferencia de informacién al equipo de envasado.”..."

e Sistema de Software y hardware ISASPsus complementario para
MiCcroscopios:

...”Los sistemas CASA llevan mas de 25 anos en el mercado, pero no han
conseguido el nivel de implantacion que se presupuso al inicio. Ello se debe a
su considerable costo y a su escasa versatilidad.

Por ello, el nombre de Integrated Semen Analysis System (ISAS®) se
escogid con la intencion de marcar la voluntad de desarrollar un sistema
realmente integrado, que incluya todos los componentes del andlisis seminal,
adecuandose a las necesidades de cada tipo de usuario.
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ISAS es una familia de aplicaciones y componentes de laboratorio.
Las aplicaciones de la familia ISAS operan con:

o Camaras digitales y analégicas
« Ordenadores de escritorio y portatiles
e Windows, MAC OS Xy Linux.

ISASPsus es el primero de una serie de productos especificos para el area de
la produccién ganadera.

Con estos sistemas se puede obtener el céalculo de las dosis de inseminacién
con un solo clic, incluyendo el analisis automatico de:

« Concentracion

« Movilidad

e Progresividad

« Morfologia normal
« Dosificacion

Todo ello se consigue en menos de dos segundos por campo, en un entorno
cémodo y con la mayor precision y repetitividad.

Donde otros equipos hacen célculos "oscuros", este sistema permite la
visualizacion de todo el proceso de analisis, permitiendo la maxima claridad y
objetividad.”...®

1.6  ALTERNATIVAS DE SOLUCION

Como solucién al problema se plantean las siguientes alternativas:

e Importar el software IDA de minitiib Alemania que requiere adquisicion
de dispositivos complementarios como un Fotdmetro SDM5, un
Sistema automatico de envasado, sellado e impresion y un
SmartDispenser. Costo aproximado incluyendo impuestos y envio:
$50.000.000 COP.

e Comprar a ANDITECNICA de Medellin el software SPERM VISION
PRODUCTION PLUS que es importadora directa de minitib en
Colombia, incluye un tasador para poder garantizar la correcta
medicion pero NO incluye otros elementos necesarios para el
desarrollo correcto del software dentro de la venta del mismo, como
Pipeta Electronica, Cargador para Pipeta, Pipeta para llenar camara
de recuento Costo incluyendo envio: $50.000.000 COP.
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e Desarrollar un software puntual basado en procesamiento de
imagenes como alternativa econdémica para la educaciéon, midiendo
las mismas caracteristicas principales que los anteriores, flexible y de
lenguaje abierto a trabajos posteriores por parte del cliente sobre el
software, que requiere como dispositivos adicionales fuera de lo
ordinario (computador, camara RCA) solo de una tarjeta de
adquisicidn externa (costo comercial de la tarjeta $50.000 COP).

A su vez, para el software existen diferentes opciones como
plataforma para el desarrollo en lenguaje de alto nivel trabajado
durante el estudio del programa de Ingenieria Electrénica en la
Universidad de Ibagué:

= MATLAB de MathWorks. Trabaja con editor en textos y
con interfaz gréfica, incluyendo compatibilidad con la
mayoria de las versiones del sistema operativo
Windows. Tiene la posibilidad de acceso a periféricos
gue facilita la inclusién de la tarjeta de video externa;
ademas es un software apto para educacional, y siendo
el cliente el centro de aprendizaje del SENA, esto seria
favorable. (costo comercial de la licencia profesional de
la version mas reciente emitida $ 4.860.400 COP).
Anexo A.

» VisualBasic de Microsoft. Trabaja con interfaz grafica
pero basado en eventos y especial para bases de
datos, teniendo la posibilidad de desarrollar el sistema
C.A.S.A. por secciones, haciendo necesario un trabajo
adicional que es el de enlazar antes de depurar el
programa. Entre sus inconvenientes se encuentra el
soporte pobre para programacién orientada a objetos, y
como se va a trabajar con imagenes, esto seria un
motivo para descartar esta plataforma.!”

1.7 SELECCION DE LA MEJOR ALTERNATIVA

Se selecciona como alternativa de solucion la ultima, que consiste en el disefio
de un software propio, ya que no necesita dispositivos exclusivos adicionales, y
es la opcion que satisface puntualmente la necesidad inmediata, ofrece la
posibilidad de funcionar como software educacional, lo cual es una de las
actividades desempefiadas en el SENA, y ademas es la mas econdmica,
siendo la 6ptima en costo/beneficio, ademas se incluye la asesoria directa por
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parte del desarrollador, instalacion y tutoria de uso profundo del software,
porque por su codigo abierto puede ser usado para desarrollos futuros
individuales como parte de la formacion integral de los estudiantes.

La plataforma en la que se decide desarrollar el software es MATLAB por ser
fuerte en procesamiento de imagenes, también debido a que no hay restriccion
en el tipo de software para desarrollar el cédigo como solucién del problema, y
porque permite hacer parte de la formacion de profesionales, que en este caso,
relacionardn procesos de laboratorio con tecnologia de asistencia por
computador y podran profundizar en cada herramienta usada en el cédigo ya
gue el software MATLAB incluye documentacion explicita y con ejemplos de
cada instruccion.

2. DESARROLLO DEL TRABAJO

Un microscopio de contraste de fase permite observar células a escalas
mayores o iguales 40x, que no estén afectadas por tinciones, y resulta
especialmente util para células vivas. Su funcionamiento, a grandes rasgos, se
basa en las pequefias diferencias de los indices de refraccion en las distintas
partes de una célula y en distintas partes de una muestra de tejido. La luz que
pasa por regiones de mayor indice de refraccion experimenta una deflexion y
gueda fuera de fase con respecto al haz principal de ondas de luz que pasa por
la muestra. Empata otras longitudes de onda fuera de fase por medio de una
serie de anillos 6pticos del objetivo y del condensador, anulando asi la amplitud
de la porcién fuera de fase inicial del haz de luz y produce un contraste Uutil
sobre la imagen. Las partes oscuras de la imagen corresponden a las
porciones densas de la muestra; las partes claras de la imagen corresponden a
porciones menos densas. Por lo tanto estos microscopios se utilizan para
observar células vivas, tejidos vivos y cortes semifinos no coloreados, que para
el caso, son células sexuales del macho Bovino y que a esa escala de
acercamiento, permite determinar los valores de concentracion y motilidad del
esperma, lo cual esta directamente relacionado con la fertilidad seminal, ya
que, a mayor concentracién y motilidad en su semen, se considera que un
macho es mas fértil y capaz de transmitir a su descendencia las caracteristicas
que lo destacan fisicamente en el campo de la ganaderia.’®

El nodo “La Granja” del SENA adquirié una camara para microscopio generica,
gue se ubica sobre un espacio en la parte superior de los lentes de forma que


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndice_de_refracci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Luz

convierte las imagenes vistas en sefiales eléctricas por un cable con conector
RCA macho.

De esta forma, como se habia planteado, debe ser posible conectarlo a
cualquier PC dentro de los parametros establecidos para ejecutar el programa
(Windows XP o posterior, entradas USB 2.0, y demas caracteristicas de los PC
comerciales) para lo cual se adquirié una tarjeta de video externa, es decir, Si
un PC tiene salida de video pues ahora necesitamos una entrada de video, y es
ahi cuando la EasyCAP¥ es la mejor solucién.

Figura 1. Diagrama de bloques funcional

IMAGEN QUE .
CAMARA PARA
MICROSCOPIO DE COMUNICACION DE
MICROSCOPIOS TARJETA DE
_ TRANSDUCTORA DE ADQUISICION
" IMAGENES A SENALRCA  [[staeccmell  EXTERNA DE
. VIDEO CON

PUERTOS RCA EQUIPO (PC) CON

x .
-on % SOFTWARE

‘g s

— :Sentido del flujo de la sefal de trabajo.

Fuente: Anteproyecto de Tesis Software C.A.S.A.

Con los drivers incluidos y la conexion exitosa de la camara del microscopio al
PC como se ve en la Figura 1, se procede a desarrollar el programa (.m) en
MATLAB R2011la (funcionando para versiones posteriores), para lo cual se
divide en etapas que luego convergen y se reducen a un sistema mas sélido
gue es el software final.

2.1 DISENO DEL PROGRAMA

El cédigo debe contener las etapas de adquisicion, de andlisis de ambas
caracteristicas (motilidad y concentracion) y una seccion grafica que haga facil
al operario acceder a las diferentes opciones.
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Inicialmente se realiza la etapa de adquisicién para tomar muestras en video y
poder realizar algoritmos que distingan los parametros en cada muestra
realizando finalmente uno comun.

Figura 2. Diagrama general del programa

Codigo para la toma de imagenes Adquisicion
/ A
./
Analisis Analisis Procesamiento
Concentracion Motilidad de Imagenes
//
/’"

\_ Exposicionde /
Datosal /
Usuario

Evaluacion de
Resultados

2.1.1 Adquisicion de las imagenes. Para esta etapa se hace uso de la
documentacion en ayuda del programa MATLAB que recomienda el uso de una
herramienta asistida bajo el cédigo imaqtool (ver Figura 3), que muestra los
dispositivos asociados a imagenes y video conectados en ese momento
(webcam, camaras digitales y en este caso la EasyCAP) y permite adquirir
imagenes desde ellos.

Figura 3. Interfaz imaqtool

4\ Image Acquisition Tool - - . TN == x|
" - - -

File Tools Desktop Window Help
Hardware Browser ' 8 2 x| Preview - USB2.0 Grabber (winvideo-2): RGB24_640x480 (default) # O 2| Deskt. # DO 2 x

4 Image Acquisition Toolbox ||| = :
8 USB2.0 2.0M UVC WebCam (winvideo-1)
=8 USB2.0 Grabber (winvideo-2) " =
] 1420_160x120 Binri
=] 1420 176x144
=] 1420_320x240
| 1420_352x288 1
-] 1420_640x480 =
~[= RGB24_160x120 Click Start Preview or Start Acquisition to begin.
- RGB24_176x144
- RGB24_320x240
[ RGB24_352x288
"=/ RGB24_640x480 (default) *
= RGB24_720x480 2
5 RGB24_720%576
& uyvy_160x120
= uyvy_176x144
= uyvy_320x240
= uyvy_352x288

- mags
=] UYVY_640%x480 Start Preview | | Stop Preview Start Acquisition | | Trigger | | Stop Acquisition || Export Data... iwem,y i
)

Ready to start preview or acquisition

Preview Acquire

installed

m| .l Acquisition Parameters £ O 7 X | Session Log - USB2.0 Grabber (winvideo-2): RGB24 640x480 (def.. * O & X
RGB24_640x480 : ‘ Triggering | Region of Interest | =] % - - _ n
General \ Device Properties Logging | |1 vid = videoinput ('winvideo', 2, 'RGB24_640x480');
Device: USB2.0 Grabber B .| |2 src = getselectedscurce(vid);
R Frames per trigger ]

Resolution: 640x480 - ‘ =
Sl caiEs composite L @ 1< |frames 4 vid.FramesPerTrigger = 1;

- = - 5

Frgs ) Infinite

Number of frames to acquire: 1 3 6 4
Logging mode: memory Color space T
Trigger type: immediate L Returned color space:| rgb -

- bl [ KN n ] »

Fuente: Captura de pantalla desde MATLAB.
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Marcados sobre la imagen (Figura2) se encuentran 4 zonas de interés:

La primera corresponde a la identificacion de los dispositivos de video
conectados en ese momento (webcam y tarjeta de video de entrada se detallan
en esta zona), igualmente se puede observar que identifica las resoluciones
posibles para la adquisicion de las imagenes, en donde se selecciona la
resolucion estandar VGA (640x480 RGB) que es la mas comudn entre las
pantallas de video, garantizando asi que se podra trabajar con cualquier
pantalla comercial.

La segunda zona de interés es la de previsualizacién, en donde se mostrara en
vivo lo que percibe la cdmara y a su vez se puede iniciar la adquisicion,
detenerla, hacer un disparo (trigger) para captura de imagen en el caso en que
se esté capturando un video y finalmente donde se puede exportar la
adquisicién en varios formatos de los cuales se destacan:

e Imagen .jpg 0 .png si se programa un solo disparo en la zona 3.

¢ Video .wmv o .avi si hay mas de un disparo.

e Variable .mato M-file si se desea cargar y procesar posteriormente en el
espacio de trabajo del programa.

La tercera zona, es la que corresponde a la configuracion antes de la
adquisicion; por defecto se establece en formato de colores RGB, 1 cuadro por
disparo lo cual corresponde a una imagen y otras opciones acerca del area de
interés, propiedades de dispositivo, registro y tiempos entre disparos que no
son de interés para el desarrollo del proyecto.

La cuarta zona es la que corresponde a la conversion de todas las opciones
seleccionadas a codigo de trabajo, es decir, usando esta informacion registrada
en la zona 4 se puede generar un codigo que adquiera la sefial ya sea imagen
o video (conjunto de imagenes) sin tener que usar la interfaz de imaqgtool y
haciendo automéatico el proceso para que lo use el operario sin cambiar las
opciones estandar.

Es aqui donde surge el codigo para la adquisicion, segun ese registro las lineas
de codigo que sirven para establecer la configuracidn son las siguientes:

1- vid = videoinput('winvideo', 2, 'RGB24_640x480");
2- src.FrameRate = '30.0000';
3- src = getselectedsource(vid);

En la primer linea de codigo, se encuentra establecido el origen de la sefial,
donde 1 es la webcam del PC y 2 la EasyCAP.

En la segunda linea de cdodigo, se encuentra un paradmetro por defecto que es

el de la tasa de cuadros por segundo establecida para imagenes como las de la
television (30FPS), a su vez esto no quiere necesariamente decir que se
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tomaran 30 imagenes por segundo sino que la sefal de video se procesara
bajo esa tasa.

Cabe aclarar, que la tasa por defecto de la captura de imagenes es de 4.95
FPS en MATLAB, lo cual puede ser visto al exportar un video a .avi y
observando sus propiedades en el explorador de Windows.

4- vid.FramesPerTrigger = XXXXX;
5- preview(vid);

6- tic;

7- start(vid);

8- wait(vid,xxx)

9- time=toc;

10-  stoppreview(vid);

11- closepreview(vid);
12- m = getdata(vid);
13- sgrtime=time/XXxXxx;

Aqui se configura y personaliza la captura de forma que sea automatica al
ejecutarse, y en la linea 4 se establece cuantas capturas se realizaran, lo cual
obedece a un estudio relacionado en el desarrollo del codigo para el parametro
de concentracion.

En la quinta linea, se inicia una previsualizacion para que el operario conozca
que inicid la adquisicién de imagenes, a su vez, es necesario conocer el tiempo
gue toma la adquisicion para conocer los intervalos entre cada imagen (debido
a que un video es una sucesion de imagenes), asi que se hace una ejecucion
al temporizador interno de MATLAB (tic-toc),de esta forma, se puede usar el
tiempo como una variable Util en la motilidad (asociada a la velocidad, que es
distancia en tiempo); se inicia la adquisicion en la linea 7.

En la linea 8, para evitar ciclos infinitos, se establece un corte a un tiempo un
poco mayor a la de la linea 4, en donde se pretende terminar el proceso si
ocurre uno de dos eventos de los cuales uno generaria errores, el primero es Si
se adquirié exitosamente el video (o la imagen) y el segundo es si después de
ese tiempo no se completa la adquisicion es porque hubo una interrupcion
externa (como desconectar la EasyCAP) y este corte funcionara como un
seguro contra datos erréneos y simplemente terminara el proceso de
adquisicion.

Se termina la previsualizacion y se cierra la ventana, volviendo al codigo donde
se asigna la sefal adquirida a una variable llamada m.

En la linea 13 se comprueba que los FPS son 4.95 que corresponde al inverso
del sqrtime.
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En este punto, se tiene una variable con xxxxx cantidad de capturas, que
puede ser manipulada y analizada para dar como resultado los parametros que
son de interés; el codigo para la adquisicién esta ahora completo.

2.1.2 Concentracion. Para el disefio del programa en esta etapa se debe
entender el concepto de concentracién aplicada en el analisis seminal.

La concentracion del semen es la cantidad promedio de espermatozoides que
se encuentran por una unidad de volumen determinada, y se expresa
cominmente en millones de espermatozoides por mililitro (esp x10%/ml).

La concentracion es una caracteristica propia de cada especie y para esta se
establecen rangos, los cuales en Bovinos son de 800 a 1200 esp x10°/ml
segun la tabla del Laboratorio de Reproduccion Animal del SENA, nodo “La
Granja” la cual se incluye en el anexo D.”!

A su vez hace alusion a qué porcentaje de la muestra son espermatozoides y
qué es solamente fluido seminal (donde se incluye todo lo que no sea
espermatozoide), de donde se establece que, entre la misma especie, a mayor
concentracion habrd mayor capacidad de fecundar la hembra Bovina por parte
del macho, es decir, el Toro sera mas fértil.

De esta forma la intencién del programa sera discriminar en la imagen o
sucesion de imagenes qué es relevante para la medicién de la concentracién y
qué no.

Figura 4. Espermatozoides Bovinos a 100x

Fuente: Muestras obtenidas con el microscopio de contraste de fase del SENA
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Figura 5. Espermatozoides de Carnero a 40x

Fuente: Muestras obtenidas con el microscopio de contraste de fase del SENA

Basandose en las muestras de imagenes tomadas, se puede observar (ver
Figura 4 y 5) que los espermatozoides sin importar la especie, se diferencian
del liguido seminal por un color mas claro (mediante los marcadores de imagen
de MATLAB se verifica que varian 2 tonos entre el mas claro correspondiente
al espermatozoide y el menos claro de los espermatozoides) que los rodea o
hace parte de ellos mismos, de hecho, en el software se pueden usar los
bordes para discriminar e identificar las areas de interés e identificar qué area
de la imagen son espermatozoides, lo cual es posible aprovechando el principio
de indices de refraccidén del microscopio de contraste de fase.

Bajo esta l6gica, se procede a desarrollar un algoritmo discriminador que pueda
separar los espermatozoides del liquido seminal y a su vez complete las areas
internas de los espermatozoides, luego se hace un conteo de pixeles y se
compara con el total de pixeles que contiene la imagen completa,
estableciendo una proporcion de espermatozoides en la muestra; ademas se
podréa utilizar una herramienta muy util y comercial en el campo de los
laboratorios de analisis seminal, la Camara de Neubauer.

La Camara de Neubauer posee un cuadrado primario que contiene nueve
cuadrados secundarios cada uno de ellos divididos a su vez en 16 cuadrados
terciarios, el cuadrado central contiene 25 cuadrados, cada uno de ellos
dividido a su vez en 16 cuadrados cuaternarios, sobre uno de estos cuadrados
cuaternarios se trabaja a 40x y se tiene una forma de acotar la medicion a
valores conocidos ya que este cuadro central mide 0.05mm x 0.05mm (ver
Figura 6.1%
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A este aumento la cAmara ocupard un area de 295 pixeles por 295 pixeles
(87025 pixeles?)y un espermatozoide bovino 90 pixeles?, esto se obtiene de la
forma de cabeza ovalada del espermatozoide y la forma de rectangulo si se
desenrolla la cola (ver Figura 7) mediante un célculo de area de un elipse y de
un rectangulo.

En la Figura 7 se muestra resaltado en blanco el espacio en pixeles que ocupa
un espermatozoide bovino a 40x.

Figura 6. Camara de Neubauer a 40x sin espermatozoides — Camara.tif

Fuente: Muestras obtenidas con el microscopio de contraste de fase del SENA

Figura 7. Pixeles de un espermatozoide a 40x — Imagen aumentada

\_/

Fuente: Muestras obtenidas con el microscopio de contraste de fase del SENA

También se tiene en cuenta para calcular la concentracion, un calculo hecho
sobre la Camara de Neubauer, que sera la Ecuacion 1.

Se utilizan los calculos establecidos para el cuadro central (uno de los 9
secundarios).*”!



Calculamos el Volumen en ml:

2,5*10%cm x 2,5* 10™cm = 6,25 * 10® cm? de superficie
6,25 * 10 cm? 0,01 cm (profundidad) = 6,25 * 10™° cm®
6,25 * 10™"% cm® = 6,25 * 10" °m

Como se trabaja en uno de los cuadros cuaternarios, hay que dividir la
ecuacion en 25 (porque el cuadro central se divide en 25) y luego en 16
(porque cada cuadro terciario se divide en 16 cuaternarios y se esta trabajando
en uno de ellos).

Ecuacion 1. Concentracion en cuadros cuaternarios de la Camara de
Neubauert?

Total Células Contadas

Concentracion = —
Numero de Cuadrados X Volumen

Para el caso se usa un solo cuadro ya que se acota la imagen o video a los
pixeles que equivalen al cuadro cuaternario de la camara.

Las células contadas, se pueden determinar mediante el total del area que
equivale a espermatozoides sobre el area que ocupa un espermatozoide.

Reemplazando en la Ecuacion 1 los datos conocidos hasta el momento:

Total Células Contadas
25 %16 X 6,25 x 10710

Concentracion (esp/ml) =

Concentracion (esp/ml) = Total Células Contadas X 4 * 10°

Existe un pequefio margen de error que se da cuando un espermatozoide
cruza bajo otro y no se tiene en cuenta como otra célula contada o no
completamente, lo cual es reducido al realizar varias tomas que al final se
promedian dando un resultado de mayor precisién que si se hiciera en una sola
imagen.

Este método tiene un error menor al 9% si se cuentan mas de 500 células, lo
cual es posible, si se tiene en cuenta que el minimo contable es de 5
espermatozoides por camara, tomando 100 imagenes en secuencia y
analizandolas.™!

Para continuar reduciendo errores, hay que saber que la cadmara introduce
puntos pimienta que permanecen constantes en las imagenes y pueden ser
eliminados mediante el mismo método con el cual se puede ajustar la imagen
para la discriminacion 2previamente dicha, asi que se usa una mascara borrosa
o mascara promedio.*”

17



La méascara funciona como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Filtro promedio en una imagen a color

Fuente: http://www.librow.com/articles/article-5

Se compone de una matriz con partes que tienen el mismo valor, el cual se
ajusta mediante pruebas, aunque una estandar es la matriz 1/9.

1/9 1/9 1/9
Average = 1/9 1/9 1/9
1/9 1/9 1/9

Ahora se desarrolla el codigo con los puntos planteados anteriormente.

1- a=m(65:360,190:485,:,));

2- in=size(m);

3- caml=imread('camara.tif’);

4- cam=rgb2gray(cam1(65:360,190:485,:));
5- [f,c,i]=size(cam);

6- for b=1:1:in(4)
7- a(:,:,1,b)=rgb2gray(a(:,:,:,b));
8- end
9- mask=[1/9 1/9 1/9;1/9 1/9 1/9;1/9 1/9 1/9];
10- for b=1:1:in(4)
11- fori=2:1:f-1
12- forj=2:1l:c-1
13- al(i,j)=uint8(a(i-1,j-1,1,b)*mask(1,1) +
14-  a(i-1,j,1,b)*mask(1,2) + a(i-1,j+1,1,b)*mask(1,3) +
15-  a(i,j-17- 1,1,b)*mask(2,1) + a(i,j,1,b)*mask(2,2) +
16- a(i,j+1,1,b)*mask(2,3) + a(i+1,j-1,1,b)*mask(3,1) +
17-  a(i+1,,1,b)*mask(3,2) + a(i+1,j+1,1,b)*mask(3,3));
18- a2(i,j,1,b)=al(i,));
19- end
20- end
21-  se = strel('disk’,11);
22- tonol = imerode(a2(:,:,1,b),se);
23-  tono2(b)=max(max(tonol))-2;
24-  conc(b)=0;
25-  forI=1:1:f-1
26- fork=1:1l:c-1
18
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27-  if (al(l,k)<tono2)
28- al(l,k)=0;

29- end

30- if (a1(l,k)>=tono?2)
31- al(l,k)=255;

32-  conc(b)=conc(b)+1;

33- end

34- end

35- end

36- conc(b)=100*conc(b)/((f-1)*(c-1));
37- end

38- 0=0;

39- for g=20:1:80
40-  if ((conc(g)>=mean(conc)))

41- o0=0+1;

42-  conc2(o)=conc(g+1);
43- end

44-  end

45-  concentracion_porcentaje=mean(conc?2);
46- esp=concentracion_porcentaje*87025/(90*100);
47-  concentracion_ml=esp*4*10"6;

En la linea 1 de codigo, se observa que viene la variable m de una adquisicion
de video previa con 100 imagenes por disparo y se acota al tamafio de la
Camara de Neubauer para tener control acerca del tamafio y poder establecer
la Ecuacion 1 de manera apropiada a estas imagenes.

En la linea 4 se convierte a blanco y negro la sefial RGB que venia de la
adquisicion.

En la linea 9 se define la mascara promedio o borrosa de 1/9 y se aplica
posteriormente a todos los 100 cuadros del video a través de las lineas 10 a
20.

En las lineas 21 y 22 se utiliza una técnica conocida como erosion para
completar las zonas que se encuentren rodeadas por blanco (gris claro) y
también determinar el grado de gris que sera tomado como espermatozoide
(dejando el margen de 2 tonos establecido previamente).™!

A partir de esto se evallan todos los pixeles de cada imagen volviéndolos 1 0 0
l6gico (blanco o negro) iniciando en la linea 30, los cuales se suman y
equivalen a un porcentaje de la imagen en la linea 36, se deja un margen de 20
imagenes por encima y por debajo, que equivalen a 5 segundos cada una
aproximadamente, para evitar movimientos en la camara y asumir que en estos
periodos centrales de tiempo la sefial es estable ya que este proceso requiere
mas estabilidad que la motilidad.
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Luego de tener los valores de concentracion de cada imagen, se hace una
media de los valores y se aceptan valores por encima de esa media (debido a
que tenemos en cuenta los espermatozoides que pasan por debajo asi que
nunca se arrojara por error mayor concentracion de la real).

En la linea 45 se tendra ya un valor de porcentaje promedio referente a la
concentracién de la muestra que esta en video, ahora se procede a dar el
equivalente en millones de espermatozoides por mililitro, para lo cual se usa la
linea 46 y 47, de las cuales la ultima equivale a la Ecuacion 1.

La concentracién es una propiedad independiente del volumen de la muestra o
el eyaculado a este punto debido a que se conserva la relacion y establece a
partir del cédigo, qué tanto porcentaje de espermatozoides tiene la eyaculacion
del macho Bovino, lo cual brinda el primer paso para determinar qué tan fértil
es.

2.1.2.1 Validacién. Usando el video de muestra a40x.avi (adjunto como demo)
correspondiente a un andlisis bajo la Camara de Neubauer con
espermatozoides bovinos se obtiene el siguiente resultado:

Concentracion en porcentaje = 23.8422% (ver Figura 9)

Es decir que del tamafio de la camara de Neubauer el 23.8% son
espermatozoides; como la camara contiene 87025 (como aparece en el codigo
de la concentracion), entonces 20749 pixeles, aproximadamente, seran
correspondientes a espermatozoides, y un espermatozoide visualmente abarca
785 pixeles, asi que dividiendo los 20749 pixeles en los 90 se tendra como
resultado la cantidad de espermatozoides (células contadas) en el cuadro
cuaternario de la camara en ese momento.

Cantidad de espermatozoides (aprox. por encima) = 230 células

En la Ecuacion 1 se reemplazan los datos conocidos a este momento y se
tiene:

Concentracion (esp/ml) = 230 x 4 * 10°

Concentraciéon Tedrica (esp/ml) = 920 millones de espermatozoides /mililitro

De manera préctica, como se observa en la Figura 9, se tiene una
concentraciéon de 922,165 * 10°esp/ml, dando asi un error solo del 0.2% entre
el resultado tedrico y el practico (debido a la aproximacion en la cantidad de
células), comprobando asi que se reduce casi a 0 el porcentaje de error al usar
el algoritmo sobre al menos 60 de las 100 imagenes que conforman el video.
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Bajo la supervision e interpretacion de la experta capacitada, la Doctora Maria
Helena Colmenares (Directora del Laboratorio de Reproduccion Animal del
SENA nodo La Granja), con 5 ml de la misma muestra usada para el video
a40x, usando las tinciones correspondientes para aumentar el contraste, bajo
el funcionamiento del colorimetro local, se obtiene un resultado aproximado de
4450 millones de espermatozoides en el conteo, correspondiente entonces a

890* 10%esp/ml.

Finalmente, comparando con los datos del laboratorio de reproduccion animal
del SENA, se obtiene que se encuentra dentro de los margenes normales para
bovinos (de 800 a 1200x10°esp/ml en la tabla incluida en el anexo D) y que
dentro de estos se encuentra cercano al limite inferior asi que no es un macho
Bovino que se pueda considerar destacado, en cuanto a fertilidad y capacidad
de prefar; asi el proceso de determinacion de concentracion es capaz de
asistir en la clasificacién de fertilidad en cuanto a esta caracteristica y se
considera exitoso y finalizado.”

Tabla 1. Resultado de pruebas de Concentracién

EXPERTO SOFTWARE RANGO %DIFERENCIA
CORRESPONDIENTE
890 x10°esp/ml | 920 x10°esp/ml | 800-1200 x10°esp/ml 3,4

El porcentaje de diferencia se debe a que idealmente se asume que la
concentracion de espermatozoides a lo largo de todo el semen es igual, pero
en realidad varia a pequefias escalas (inferiores al 10%) dependiendo del
campo espermético del cual se extrae la muestra.

Figura 9. Resultado del calculo de concentracion en el video de muestra
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2.1.3 Motilidad. Para el disefio del programa en esta etapa se debe entender el
concepto de motilidad aplicada en el analisis seminal.

La motilidad es un valor subjetivo que se da alusivo a la cantidad de
movimiento de los espermatozoides (ya sea independientemente o en grupo),
el tipo de movimiento y la cantidad de espermatozoides que tienen movimiento
considerable (lineal y r4pido, este, esta dividido en categorias establecidas de
manera predeterminada dependiendo del movimiento que proporciona la cola:

Tipo A corresponde a los espermatozoides con movimiento rectilineo a una
velocidad mayor de 25 micras/s, frente a las 5-24 micras/s del tipo B los cuales
tienen un movimiento sin trayectoria definida, una velocidad inferior a 5
micras/s; los del tipo C, apenas se desplazan aunque si se detecta movimiento
en ellos, y un movimiento nulo para el tipo D. Por tanto, se agrupan en
movimientos progresivos (tipo A y B) y no progresivos (C).*

Con estos datos, se establece que un macho Bovino con mayor velocidad en el
en el desplazamiento de sus espermatozoides y con movimiento lineal
progresivo serd mas fértil, en cuanto a motilidad, que uno con caracteristicas
inferiores de velocidad y tipo de movimiento; asi la intencidén del programa sera
identificar el tipo de movimiento de los espermatozoides que prima en la
imagen, basado en la cantidad de movimiento en determinado tiempo
(velocidad).

A 4.95 FPS se tiene un tiempo entre imagenes de 0.202 segundos y la idea
principal es determinar cuanto movimiento general hubo en el cambio de una
imagen a otra y de la misma forma pasar el analisis a todas las imagenes.

Entre los algoritmos matematicos que existen para comparacion o
procesamiento de imagenes, se encuentra la correlacion, que aplica de forma
Optima al caso ya que genera como resultado un coeficiente que se puede
interpretar como gqué tan parecida es una imagen a la anterior; de esta forma se
pueden generar cambios por cantidad de pixeles en una imagen e ir
determinando el coeficiente de correlacion entre la nueva imagen (con los
pixeles corridos) y la original, dando como resultado una gréfica de pixeles
desplazados contra coeficiente de correlacion.

Se establece entonces por parte del desarrollador del software, una relacién
entre correlacion y tipo de espermatozoides, a través del procesamiento de
imagenes en serie de una muestra, de forma tal que a mayor correlacion, hay
menor diferencia entre las imagenes, y por tanto, se habran movido poco los
espermatozoides o su movimiento es circular estacionario, brindando esto un
apoyo para considerarlos de tipo C o D, mientras que si hay menor correlacion
entre imagenes, los espermatozoides se habrdn desplazado més y su
movimiento sera aproximadamente lineal de manera que en unas imagenes
mas adelante, unos cuantos espermatozoide haya salido del cuadro de analisis
y a este hayan entrado varios mas, pudiendo asi clasificarlos entre
espermatozoides tipo B y A.
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Para hacer posible esto, se toma una (o varias imagenes de forma separada) y
se ingresan columnas o filas de nuevos pixeles, indicando que la imagen
completa se movié un pixel en alguna direccion, aprovechando el hecho de que
la correlacion tiene el mismo coeficiente sin importar la direccion, es decir, si se
mueve el conjunto de espermatozoides un pixel hacia arriba generara el mismo
coeficiente de correlacion, o muy aproximado (variacidon menor al 10%), que Si
se moviera para abajo o hacia alguno de los lados la misma cantidad de
pixeles; al ingresar nuevas columnas, lo cual se hace por concatenacion y
posterior eliminacion de las columnas del otro lado sobrantes, se va ejecutando
el comando de correlacion de MATLAB que dard un coeficiente para este
movimiento.

Realizando las pruebas en las 100 imagenes de los videos muestra, se tiene
una gréafica que puede ser ahora generalizada para este nivel de zoom y tipo de
sefial por medio de una regresién exponencial decreciente o logaritmica.

Figura 10. Gréfica coeficiente de correlacién contra pixeles desplazados
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Fuente: Modelos y pruebas incluidas en el producto final

La Figura 10 sera entonces la grafica Gtil para la interpretacion de la cantidad
de pixeles que se movieron en promedio en las imagenes del video basados en
la correlacion de estas.

La velocidad promedio sera entonces el promedio entre los movimientos en
pixeles entre cada una de las imagenes consecutivas de un video.

Ecuacion 2. Velocidad promedio de los espermatozoides (Um/s)

Pixeles x 0.05 x 1000

Velocidad = 295

Fuente: Longitudes de la Camara de Neubauer
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Figura 11.Grafica coeficiente de correlacion contra pixeles desplazados con
regresion exponencial decreciente o logaritmica
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Fuente: Modelos y pruebas incluidas en el producto final

En la Ecuaciéon 2, se observa relacionada la cantidad de pixeles que se
movieron de acuerdo a la interpretacion en la gréafica y los 0.05mm de longitud
de una de los lados de la CaAmara de Neubauer que a su vez, de la seccién de
concentracion, se tiene que corresponden a 295 pixeles; ademas el dato final
de velocidad es en micrometros por segundo, asi que se multiplica por mil.

Teniendo la velocidad ya se puede clasificar el tipo de movimiento de la
mayoria de los espermatozoides de acuerdo a las clasificaciones A, B, Cy D
previamente mencionadas.

Se tiene en cuenta que la gota de muestra se puede estar moviendo por simple
efecto interno de fluido en contacto con una superficie asi que se agrupa el tipo
C y D en uno solo queriendo decir que hay muy poco o nulo movimiento.

Se debe tener en cuenta, que como lo planteado en los alcances y en los
impactos sociales, este programa servira como apoyo para un intérprete
operario, de forma que a partir de los datos de velocidad se da un valor a la
motilidad, es decir, si tipo A son los mejores tendra un valor relativamente alto
en una escala de 1 a 100, por ejemplo 80, el tipo B correspondera a valores
aproximados entre 50 y 75 y los tipo C y D a valores inferiores o nulos, de esta
forma se sigue cumpliendo la definicion de motilidad como un valor dado de
forma subjetiva al movimiento de una muestra solo que ahora se tiene un
apoyo mas para dar ese valor.

Se procede ahora a convertir todos los puntos planteados a cédigo.
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En la linea 1 de codigo se observa que viene la variable m de una adquisicion
de video previa con 100 imagenes por disparo (lo cual equivale al nimero
xxxxx) y debido a que aun no se ha incluido la etapa de adquisicion aqui pues
se debe definir un tiempo entre cuadros que por ser estandar el 4.95 FPS sera
0.202 segundos, asi para 100 el tiempo total de la toma sera de 20.2 segundos

a=m;
sqrtime=0.202;

in=size(m);

[f,c,i]=size(m(:,:,’));

for b=1:1:in(4)

a(:,:,1,b)=rgb2gray(a(:,:,:,b));

end

cormot=0;

for b=6:1:100
cormot(b-5)=corr2(a(:,:,1,b),a(:,:,1,b-5));

end

load graficamotilidades.mat
correlacion=mean(cormot);

plot(corprom);

imread(‘corre.jpg");

imshow('corre.jpg’)
warndlg({'Correlacion’,num2str(correlacion)}, GASCAL")
prompt = {'Pixeles Respectivos'},

dig_title = "vValor en Pixels’;

num_lines = 1;

def ={0%,

options.Resize='on’
options.WindowStyle="normal’;
options.Interpreter="none’,

answer = inputdlg(prompt,dlg_title,num_lines,def,options);
pix=str2num(cell2mat(answer(1)));
vel=pix*50/295;

ifvel>100

else

ifvel>25

tipo="tipo A con velocidad mayor a 25 micras/s';
else

ifvel>5

tipo="tipo B con velocidad de 5 a 24 micras/s",
else

tipo="tipo C o D con velocidad aprox. O micras/s'’;
end

end

end

warndlg({'Tipo de espermatozoides motiles',tipo})
imread('tabla.jpg?;

imshow('tabla.jpg’)

25



(el nimero xxx debera ser un poco mayor, al menos 20% mayor por tanto se
establece en 25 segundos).

En la linea 6 se convierte a blanco y negro la sefial RGB que venia de la
adquisicion.

En la linea 9 se inicia el proceso de evaluacion de correlaciones entre
imagenes que tienen entre si 1 segundo de diferencia, con fines de un dato de
velocidad en unidades de distancia sobre segundos, acumulandose en una
variable de valores multiples denominada cormot.

Se realiza una carga de la gréfica para la interpretacion de pixeles contra
coeficientes de correlacion en la linea 12 y se pregunta al operario por su
interpretacion brindandole el promedio de los coeficientes entre las imagenes.

En la linea 25 se encuentra la Ecuacion 2 y a partir de ahi se define el tipo de
movimiento que tiene la mayoria de espermatozoides.

No se utiliza mascara borrosa en este analisis ya que los pixeles pimienta (con
valor de negro cercanos a 0) fijos que hay por la diferencia de resolucién
predeterminada y la real sirven como puntos de referencia en el comando de
correlacion.

Figura 12. Pixeles pimienta presentes en la imagen adquirida

Fuente: Muestras obtenidas con el microscopio de contraste de fase del SENA
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2.1.3.1 Validacion. Para verificar el algoritmo inicialmente, se utilizd el mismo
video, a40x.avi, incluido como demo en el producto final, luego se obtuvo como
resultado un coeficiente de correlacion promedio de 0.46 lo cual equivalia a 40
pixeles aproximadamente de movimiento, con esto se tiene que la velocidad
era de 7um/s aproximadamente (segun Ecuacién 2), asi que correspondia a
espermatozoides del tipo B y a su vez la persona encargada del analisis de
motilidad sugiri6 que correspondia a una motilidad de 70 (considerado
previamente como tipo B).

Bajo la supervision e interpretacion de la experta capacitada, la Doctora Maria
Helena Colmenares (Directora del Laboratorio de Reproduccion Animal del
SENA nodo La Granja), previo al analisis con el software y sobre la misma
muestra en pantalla en ese momento, se establece por parte de la Doctora que
el valor de motilidad de la muestra es de 80, correspondiente entonces a una
clasificacion Buena del movimiento espermatico.

También se realiz6 la comparacion con los datos del laboratorio de
reproduccién animal del SENA donde decia que el promedio de la motilidad
para bovinos estaba en entre 60 y 100 siendo entre Bueno y Muy Bueno, lo
cual indica un buen apoyo para la interpretacién.[g]

Tabla 2. Resultado de pruebas de Motilidad

EXPERTO | SOFTWARE | RANGO CORRESPONDIENTE | %DIFERENCIA
80 70 60-100 12,5

El porcentaje de diferencia se debe a que la valoracion del experto es subjetiva
y no obedece a un método cuantitativo establecido sino a la experiencia del
intérprete.

Se realizan 95 pruebas al video muestra para la motilidad, ya que se
correlacionan imagenes cada 5 tomas, luego se avanza a la siguiente toma y
se hace correlacion con las otras 5 anteriores, por tanto las primeras 5 tomas
no tendrdn comparacion y no son consideradas, pero como se concluyo en la
seccion de correlacion, con al menos 60 pruebas, el error esta cercano al 0.2%
entre el valor practico y el esperado, asi que con 95, que son las maximas
pruebas posibles con 100 tomas, se garantiza un resultado alin mas preciso.
En la fase de prueba como producto final, se requiere contrastar los resultados
entre el método tradicional y los obtenidos con el software C.A.S.A., es por eso
que se procede a realizar un andlisis y evaluacién en una serie de muestras,
teniendo presente el experto (quien realiza los procedimientos tradicionales) y
el software ejecutandose bajo las mismas condiciones.

Debido a que el cddigo del programa incluye la previsualizacion de las
imagenes en el microscopio de contraste de fase, se realiza el conteo de
células por el método tradicional en una muestra con espermatozoides
muertos, ya que si se estan moviendo, a 40x no es posible contarlos sin una
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herramienta de procesamiento de imagenes, como se puede notar observando
el video a40x.avi (incluido en el disco de producto final como Demo), y la
interpretacién del experto en esa prueba es de una concentracion aproximada
de 1100 millones de espermatozoides por mililitro; El software es ejecutado y
genera como resultado, para una muestra de 1 ml, una concentracion de 1059
millones de espermatozoides por mililitro, ademas de espermatozoides tipo D
en cuanto a clasificacion para motilidad (correspondiente a muy malos o sin
movimiento), lo cual permite observar una coherencia entre la interpretacion del
experto y el calculo del programa.

La prueba de la concentracion en una muestra entre el método tradicional y la
ejecucion del software lleva consigo obstaculos para una comparacion, debido
a que la medicion de la concentracidén se realiza por tinciéon y recuento con
camaras de conteo de células (uno de los métodos tradicionales), pero esto
requiere que se cambien las propiedades naturales de la muestra del semen,
matando la mayoria de los espermatozoides y evitando un célculo de motilidad
sobre la misma muestra, y como el software genera resultados tanto de
concentracién como de motilidad en la misma muestra, no es posible comparar
con el método tradicional de una forma 100% precisa.

La determinacion del parametro motilidad en el método clasico incluye la forma
en la que el intérprete experto observa el movimiento, dando un valor subjetivo
debido a su experiencia en el campo y evitando un calculo de porcentaje de
error entre la determinacion de la velocidad y el tipo de espermatozoides, como
apoyo a la motilidad brindado por el software, y el valor que el experto propone
subjetivamente (ya que este Ultimo no pertenece en ese momento a un calculo
matematico o a una medicién fisica, solo a una interpretacion); de esta forma
se hace imposible contrastar de forma exacta ambos métodos.

Entre las pruebas realizadas, para la determinacién del correcto funcionamiento
del software, se realiza una relacionada a la motilidad para una muestra de
semen bovino que habia estado congelado (algo que ya altera la condicién
natural de los espermatozoides), de lo cual se tienen como resultados del
método tradicional un valor de motilidad aproximado del 55% (muy por debajo
del 75% promedio sugerido en la tabla incluida en el anexo D) y en el software
una clasificacibn de espermatozoides tipo C (que corresponde a
espermatozoides con movimiento pero con deficiencias); de esta prueba se
concluye que el software es un apoyo suficiente para la motilidad también.

2.1.4 Interfaz gréfica. Para la unificacion de los cddigos se utiliza un menu de
opciones, en donde se puede previsualizar (etapa de adquisicion incluida),
determinar concentracion (etapa de concentracion) o analizar motilidad (etapa
de motilidad).

Se realizan mensajes de bienvenida, logotipo y marca del programa, y dialogos
gue sugieren la correcta conexion antes de realizar los procesos de interés,
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incluso se sugiere la previsualizacion de forma que las imagenes estén
visualmente claras.

1- boton=0; )
2-  uiwait(msgbox('BIENVENIDO - HOY SERE SU ASISTENTE"))
3- casa=imread('casa.jpg’);

4- figure('Position’,[1 1 5000 5000]);

5- pos = [10 50 100 10J;

6- ht=uicontrol('Style'," Text','Position’,pos,'FontSize’,20);
7- string = {",...

8- 'Por favor asegurese que todos',...

9- 'los sistemas estan conectados.’,...

10- 'Ajuste la distancia y precision del lente',...

11- ‘'auna posicion en la que vea mejor la imagen',...

12- 'buscando que no haya ruido o interferencia’,...

13- 'Trabajo a 40x'};

14-  colwidth=17;

15-  [outstring,newpos] = textwrap(ht,string,colwidth);

16-  set(ht,'String',outstring,'Position’,newpos);

17- imshow(casa, InitialMagnification’,400);

18-  vid = videoinput('winvideo', 2, 'RGB24 640x480");
19- src.FrameRate = '30.0000

20-  src = getselectedsource(vid);

21-  choice = uimenu('Label', Tipo de Analisis’);

22-  uimenu(choice,'Label','Concentracion’,'Callback’,'callcon’)
23- uimenu(choice,'Label’,'Motilidad’,'Callback’,'callmot’)
24-  uimenu(choice,'Label’,'Previsualizar','Callback’,'preview(vid)")

Mediante el comando callback se puede acceder a los programas disefiados
de concentracion y motilidad sin ser visibles en el codigo del programa principal
de forma que no se puedan editar por equivocacion las partes de interés del
proyecto.

Los comandos relacionados en este cdédigo como uimenu y uicontrol
pertenecen a la herramienta propia de MATLAB llamada GUI Development en
la seccion de Objetos de Interfaz del Usuario.

De esta forma se adaptan los anteriores cédigos para formar un programa
principal y dos pertenecientes a la funcion callback concluyendo asi la
unificacion y el proyecto.

De forma global, se puede observar que el sistema sustenta de analiticamente
sus resultados pero se acercan a los que brinda el intérprete del laboratorio,
por tanto el método tradicional, una vez mas, se considera valido; no obstante,
a través del desarrollo del sistema, se pueden notar correcciones a los
margenes de error que no se pueden trabajar de manera similar con el método
tradicional, como es el analizar varios momentos de la muestra, ya que por
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requerir mayor tiempo, el método tradicional depende de la vida promedio de
los espermatozoides, y mas aun, del tiempo de esta vida en la que aun se
consideran Optimos para el analisis, asi que no se puede determinar la
motilidad, por ejemplo, una cantidad de veces suficientes sobre la misma
muestra antes de que todos los espermatozoides mueran, como para hacer el
error cercano al 0%.

Figura 13. Interfaz grafica final del programa
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Fuente: Archivo .m entregado en el producto final
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RECOMENDACIONES

El software C.A.S.A. desarrollado es de cédigo abierto, por tanto, puede ser
complementado editando el mismo programa con intenciones de abarcar
campos distintos a los del analisis de semen bovino.

Es posible incluir en los parametros del programa las caracteristicas de los
espermatozoides de otras especies (pixeles? ocupados por uno de sus
espermatozoides, rangos promedio de valores esperados para la concentracion
y la motilidad) logrando asi, un software capaz de medir, de forma simultanea,
las condiciones espermogréficas clave y sus valores en diferentes especies
animales.

Para intenciones industriales y de servicio comercial, el programa puede ser
exportado a un ejecutable (.exe) o algun formato compatible que trabaje con
codigo cerrado, evitando de esta forma la manipulacion de los datos pero
brindando una opcién de negocio al ofrecer el analisis de fertilidad y calidad de
los animales en el sector pecuario.
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CONCLUSIONES

La Camara de Neubauer o cualquier Camara de medicion, es un elemento
indispensable para el calculo de la concentracion y determinacién de motilidad
esperméatica en los sistemas C.A.S.A. debido a la posibilidad de tener una
referencia de medidas de longitud a una escala de ampliacién tan grande como
es 40x, asi posteriormente al programa no se use debe ser usada como
referencia en la programacion.

La motilidad y el tipo de movimiento de los espermatozoides son caracteristicas
relacionadas directamente sin ser de forma cuantitativa inicialmente, ya que se
les brinda un valor para poder ser interpretadas, asi que es imposible medirlas
de manera precisa, solamente se puede organizar el resultado de parametros
asociados en rangos determinados como se hizo en el proyecto.

Una interfaz grafica e instrucciones que recurran a c6digos que no son visibles
para el usuario regular, son la mejor manera de proteger la integridad del
programa, ya que por ser codigo abierto y ejecutarse sobre la misma
plataforma en que fue creada, puede ser editado, lo cual fue intencional debido
a que es un software educativo.

Los andlisis y la determinacién de caracteristicas espermograficas de forma
digital tienen menos errores 0 un margen mas pequefio que la realizada
tradicionalmente debido a la cantidad de analisis realizados sobre una
secuencia de imagenes, lo que reduce la muerte natural de los
espermatozoides entre analisis debido al tiempo entre los mismos, y evita el
cambio de ambiente o alteraciones, para ayudar a determinar asi de la misma
muestra las dos caracteristicas imprescindibles: concentracion y motilidad.

Los sistemas C.A.S.A. proveen soporte a los analisis de fertilidad pero por el
contenido subjetivo de estos andlisis es necesario un experto que interprete las
caracteristicas y brinde su conocimiento al proceso, por tanto es indispensable
el recurso humano.

Se desarrollé6 un algoritmo capaz de procesar imagenes provenientes de un
microscopio de contraste de fase y determinar simultaneamente (sobre la
misma muestra) las caracteristicas de concentracion y motilidad, que de forma
tradicional se realizaban en ambientes distintos, por métodos distintos y
requerian una enorme cantidad de tiempo (comparado al tiempo que le toma al
programa) para realizar la medicion una sola vez a una sola muestra, ademas
de la necesidad de alterar los ambientes de los espermatozoides para cada
evaluacion en este sistema tradicional.
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ANEXOS

ANEXO A. COTIZACION DEL PAQUETE MATLAB CON LAS
HERRAMIENTAS (TOOLBOXES) REQUERIDAS

[ IComponentes Distribuidor de
k=

Electronicas Ltda q‘\ The MathWorks

Cotizacion #. 18543 Ciudad: Medelin Fecha- 13 de Junio de 2013 Faginas: 4

Ing. Cesar Dvid Gastenboldo
Ingenienc
coge? 1 @hotmail com
SEMA NODO LA GRAMIA
Cedular -3107678208
Espina Tolima

PRECIOS ACADEMICOS. INDIVIDUAL PC ALL PLATFORM

Estimadg Ing.
ATENCICH. POR VACACIOMES, NUESTRA EMPRESA CIERRA DEL 17 DE DICIEMERE 2012 AL 11 DE ENERD 2014
NO DEJE SU FEDIDO PARA ULTIMA HORA, HAGALD A TIEMPO.

Mos permitimos cotizare los siguientes productos de software para ALL PLATFORM -, LICENCIA PERPETUA DE
DE UN S0OLO USUARKD. ESTE ES EL LENGUAJE DE COMPUTACICHN TECHICA QUE |
HABLAN MAS DE UN MILLOM DE PERSOMAS EM EL MUNDO. HABLELO USTED TAMBIEN MO SE QUEDE SIMN EL,
COMPRELOD AHORA.
ftern. CZant
Usuarios Descripoidn. PiUsuario
Pesos
Paor faver seleccione kos productos que quisre comprar y enviencs ks orden de compra. Mo olvide los fletes.
) si ko desea nosciros ke enviamos una cotizacion ya totalizada con los productos previamente seleccionados por
usted.

1 1 MATLAB 1.804.000
2 1 Satistics Toolbo TE2.000
3 1 Imiage Processing Toolbosx T62.000
4 1 Image Acquisition Toolbox 10 TE2.000
MOTAS MATLAB Subbotal
10: Requires Image Processing Toolbox Fletes/Seguro.
Subbotal
hva
Total

ATENCION: 51 53U ORDEN DE COMPRA O PEDIDO REQUNERE POLIZAS POR FAVOR LEA LAS

MOTAS ¥ OBSERVACIONES ANMTES DE REDACTAR SU PEDIDO. IGUALMENTE 51 RETIEME EL

CA_ 31 TIEME PREGINTAS, NO DUDE EN CONTACTARMOS.

HUOTA 1: Hos reservamos el derecho de cormegir cualquier error involuntario que se presente en los precios.
Mota 2 NO ACEPTAMOS PEDIDOS EN DOLARES. POR FAVOR ENVIENOS SU ORDEN O PEDIDD EN PESC
Mota 3: LOS PRODUCTOS DE MATHWORKS SOLO SE LE LICENCIAN AL USUARID FINAI

NOTA 4: 51 "COMPRA™ POR MEDIO DE CONTRATO, FAVOR LEER DETEMIDAMENTE EL ACUERDO DE LICENCL
ANTES DE REDACTARLO. 51 COLOCA UNA ORDEN ES PORGUE HA LEIDO EL ACUERDO ¥ ACEPT,

P_ Tat.
Pesos

4.100.000.00

4.100.000.00
67 0.400.00

4.360.400.00

LOS TERMINOS. SOLICITE UNA COPIA, 51 NO LA HA RECIBIDD. FAVOR ENVIARNOS PREVIAMENTE UN BORRADOR DI

CONTRATO PARA SER REVISADD ¥ ACEPTADC

EL UNICO ACUERDO DE LICENCIA VALIDOD, BAJO CUALGUIER CIRCUNSTANCIA, ES EL ORIGINAL DE
FABRICANTE. GUE ESTA EN INGLES. NO SE ACEPTAN TRADUCCIONES DE NINGUN TIPY

LA LICENCIA Y TODA SU DOCUMENTACION S0LO ESTA NSPONIELE EN INGLE!

HOTA 5: LAS ORDENES DE COMPRA O CONTRATOS DESEN SER ENVIADOS A NUESTRA DIRECCION EN MEDELLI
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DE ORDENES DE COMPRA O CONTRATOS GUE NO LLEGUEN A NUESTRA OFICINA EN MEDELLI
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EL USUARID CUANDO COMPRA SOLO ADGUIERE UN PERMISO DE USARLA SIEMPRE Y CUANDO
CUMPLA Y ACEPTE EL ACUERDD DE LICENCIA

HOTA 7: TODAS LAS LICENCIAS DE MATHWORKS SE RIGEN POR EL ACUERDO DE LICENCILA,
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POR DOCE (12) MESES A PARTIR DE GUE EL FABRICANTE EMITE EL CODIGO DE INSTALACION DE L
LICEMCIA ¥ ES DE OBLIGATORIO CUMPLIMIENTO POR PARTE DEL USUARKN

HOTA 11: EN LO QUE SE REFIERE A LA LICENCIA, EL CONTRATO SE PERFECCIONA DESDE EL
MOMENTO GUE EL USUARIO CONFIRMA QUE VA A COMPRAR Y ACEFTA EL ACUERDO DE LICENCH
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5US DOCE (12) MESES DESDE QUE EL FABRICANTE EMITE EL CODIGO DE INSTALACION

HOTA 12: EL ACUERDOQ DE LICEMCIA ES EXCLUSNG DEL FABRICANTE Y MO ADMITE
MODIFICACIONES NI CONDICIONAMIENTO ALGUNO POR PARTE DEL USUARK

NOTA 13: EL USUARID ACEPTA EL ACUERDD DE LICENCIA INCONDICIOMALMENTE DESDE E
MOMENTO QUE COMPRA

NOTA 14: EL ACUERDO DE LICENCIA DEBE HACER PARTE INTEGRAL DEL CONTRAT(
MNOTA 15: NUESTRA COTIZACION DEBE HACER PARTE INTEGRAL DEL CONTRATI
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& Tiulos. La Licencia Del Software Quedara A Momibre De La Universidad Previo El Lieno De Los Requisitos Jue
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Educacion Del Producto, Ete. Que Se Le Entregara Al Confirmar El Pedido.

5i Mo Se Cumgplen Todos Los Requerimientos De Math Works Inc. Los Precios Aqui Anotados No Son Validos Y
Mo Se Podra Efectuar Despacho. Se Entiende Que Bl Pedido Queda En Fime Al Cumplimients De Los Requisios

Aclaramos Que Las Condiciones De Enirega Son Exigencias Ded Fabricante v Mo Muesiras. Las Deben Cumplir
Todas Las Entidades...

Los Precios Aqui Dados Son Para Las Cantidades Anctadas, Otras Cantidades Tienen Precios Distintos.

Esfos precios son para comprar directamente con la orden de compra. 5i se requieren ofros documentos y
condiciones para efectuar una orden de compra, LOS PRECIOS AQUI DADOS NO SON VALIDOS
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GQUE EXIGE EL FABRICANTE PARA QUE FUEDA ACTIVAR EL SOFTWARE

LA INSTALACIKIN NO ES COMPLEJA, SIGA CUIDADOSAMENTE LOS PROCEDIMIENTOS ¥ AYUDAS GUE DA |
FABRICANTE.

S| REGUIERE GUE UN TECNICO NUESTRO HAGA LA INSTALACION, 5E LE COBRARAN LOS VIATICOS Y|
SERVICIO, PREVIA COTIZACKIN

Validez De La Oferta: 5 Dias A Partir De La Fecha.

Forma Die Pago: Contra Entrega. Por Consignacion Macional En Muestra Cuenta Comiente. No aceptamos Cheques
D Otras Plazas. En la orden de compra se debe especficar clammente que la forma de pago es CONTRA ENTREGA

Tiempo De Entrega: 45 Dias aproximadamente Despues De Redbido El Pedido ¥ Cumgplidas Todas Las Condiciones
Cue Exige El Fabricante,

VA 18%

Fletes | Seguro: Por Cuenta Dl Cliente.

RADICACION DE FACTURAS Y DOCUMENTOS CORREN POR CUENTA DEL CLIENTI

Lugar De Entrega: Su Almacen

* IMPUESTO DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO {ICA

5i su empresa o universidad retiens el ICA, favor incluirlo en la orden de compra. Sin esta condicion no
podemos efectuar despacho y |a orden no queda en firme (Solo para Municipios Fuera de Medellin). Si no ko
incluyen en la orden o pedido se considerara que no lo retiene y no debe hacer ninguna deduccion de la
cormespondiente factura por este concepto.

POLIZAS DE SEGUROS

S0L0 SE CONSTITUYEN SIEMPRE Y CUANDO LAS COMPARIAS ASEGURADORAS LAS EXPIDA

EN TODO LO RELACIONADD COM LA LICENCIA, EL ACUERDD DE LICENCIA PRIMA SOBRE LA POLIZE

LA POLIZA DE CALIDAD, CORRECTO FUNCIONAMIENTO ¥ CUMPLIMIENTO. EN LO GUE TIENE GUE VER CON L
LICENCIA, NO PREVALECE SOBRE EL ACUERDO DE LICENCLE

HINGUNA DE LAS POLIZAS ES APLICABLE AL ACUERDOD DE LICENCILE

Estos Productes Son Importados Legalments ¥ Tienen El Pleno Respaldo Del Fabrcante.

Para cualquier inguieted scbre esta cotizacion favor contactarme directamente.

Cordislmente,

Sergio Giraldo

Software para Ingenieria
Movil: 3007875422, 3137323253
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ANEXO B. DOCUMENTACION SPERM VISION Minitiibe

Minitub (barica, |

Fol. Industial La e caradd Metzl-drgia, 1.

43470 LA SELVA DEL CAMP, Tarragana

Tel. +34 677845 387/ Fase + 34 977 845308
e

AFoiErinitub

T

%Oem V555" REALIDADES

Sperm Vision™ es un sistema de control de calidad para semen y una importante herramienta para laboratorios comerciales y
laboratorios orientados a la investigacion. Mediante aiterios de evalacion objetiva y estandarizada y sus funciones de archivo
y documentacidn, es un medio efectivo para promover la confianza de los clientes por su laboratorio. Sperm Vision™ proporciona
configuradién de parimetros probados de diversas especies: la motilidad y concentracion de eyaculados es rapida y fadlmente
analizada, codifiando mediante color los espermios eninméviles, con movimiento local y con movimiento progresivo. Hay también
siete subpoblaciones adicionales que puden analizarse con Sperm Vision™ Professional. Todos los datos, incluyendo secuencias de
imagenes, puede ser archivados para propdsitos de control y de anlisis futuro.

Bl sistema puede ser plenamente integrado a los programas PRISM/IDA/IDEE para manejo y procesamiento de eyaculados. Sperm
Vision™ Production puede seractualizadoa versiones superiores de Sperm Vision™. Siendo pionero en el campode andlisis de semen,
Minitub ofrece diversas versiones para satisfacer las diferentes necesidades desu empresa en particular:

sz Sperm Vision™ Production y Production Plus:
H sistema CASA Sperm Vision™ Production para laboratorio de producddn provee configuracién de pardmetros probados para el

andlisis de una espede (puede ser elevado de categoria). Varios mddulos adicionales permiten seleccionar la solucién perfecta para
requerimientos individuales. Contiene integrado un reporte de analisis del semen.

sz Sperm Vision™ Professional

Sperm Vision™ Professional contiene funciones de exportacion amables al usuario y puede interconectarse fadlmente con otros
programas de manejo de laboratorio. Los pardmetros de analisis son enteramente personalizables para responder a necesidades
individuales. La herramienta "Viabilidad” incorporada analiza automdti@mente tinciones fluorescentes, como ser la tincién de
viabilidad rojo/verde de Yoduro de Propidio/SYBR 14. Recanoce y mide exactamente el porcentaje de células normalesy dafiadas de
los campos analizados. Eltest de viabilidad puede ayudar a detectar donantes problema y eyaculados de calidad insuificiente antes de
su despacho. Combinado con los andlisis de motilidad y morfologia, el andlisis de viabilidad eleva el nivel de sequridad de evaluacidn
de cada dosis de semen. La herramienta de identificacion automatica de células espermaticas fadlita |a valoracién morfolégica,
basada en magnificacion con objetivo de 100x bajo aceite de imersion.

szt Sperm Vision™ Automorphology
contiene la completa funcionalidad de Sperm Vision™ Professional, ademas de una herramienta adicional de deteccién automatica
de anomalias espermaticas secundarias: flagelos flectados, gotas citoplasmaticas (proximales y distales). Las anomalias espermaticas
secundarias sonampliamente consideradas coma causantes de depresion de fertilidad de las dosis desemen. El examen es efectuado
en tiempo real de la linea de produccidn, junto a la medicién de motilidad y concentracién. Los resultados son luego incluidos
automdticamente en el cdlculo de las dosis del eyaculado.

sizii Sperm Vision™ SAR y EQ
La soluciénideal para el veterinario de equinos y animales pequefios: evalta exactamente la concentracion, motilidad y morfologia
de células espermaticas caninas y equinas. Ofrece funciones extensas de reporte y documentacisn, siendo el sistema de manejo de
calidad perfecto para la dinica animal. Dependiendo de los requerimientos especificos del veterinario, hay disponibles una gama de
accesorios.

lwww.minitube.com minitube
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.
s Sistema CASA SpermVision™ de Minitub y sus especificaciones
Casa Systems SV Prod SV Prod Plus SVProfessional | SV Automorph | SVSAR/EQ
Ref. 12520/ 7000 12520/8000 1252043502 1252003650 1252005000
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Base de datcs animales i i y i i
Reportes v y Y v v
Hesramienta de reporte ampliado - opciond ) opcional
Tadas las especies op<ional W i i opefonal
Modificacidin de par dmetros de
clasificacion ' ) ! g Y v
Exportacion de todoslos datos ) J J )
de espermios
Andlishs estadfstico v i 'l v opcianal
Filtro de partioulas opdional v ') v v
Vincubo con software de J J J J )
labsoratari o (PRI SM/ DA/I DEE )
Vinculo con balanza opcional v v ) v
Platina [de miooscapio) opcianal® opcional® opcional® opdaral® opcional®
Vineulo con autodilutor opcional Y Y v Y
Eleccidn de microscepio - il v i i
Manejode estangue - - . - v
Produccian de semen Pr:dutqm ssan Evaluaciinde
R Evalusacitn de semen Erabuactin de senen semen
Irvestigacitn, ensayo
Confecdonada para... Laboratorios Labor atorios de Labaratorios Estacanes Veterinarios de
de producddn producdén diigi- | profesionalesde | profesionales de | dinica y de temeno
pequefios dosalacadidad | peoduccidny de werracns
Irvestigacion

" contador manual al tiempa de andlisis
I eyaluacidn de células espermaticas ident ficad as automaticamente a magnificac én de 1000x
* puede requerir hardware adidonal

v

rniniﬁﬁbe

www.minitube, com
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ANEXO C. COTIZACION DEL SOFTWARE SPERMVISION Y
EQUIPAMIENTO DE MINITUB VENDIDO POR ANDITECNICA (MEDELLIN —
COLOMBIA)

S

Ll

COTIZACION No. MV 111106

CLIENTE: Stephanie Gastelbondo
CIUDAD: Ibagué yj ANDITECNICA

TELEFONO: 314 401 95 31 / Andina de Tecnologias

Mlummmmmm 'I...o’ Calle 34 No 81-50 Ls Castellana
sjgc23@fotmail.com Medellin - Colombia
FECHA: Medellin, Noviembre 03 de 2011 %wmm&;aw;mo

www anditacnica com

En nombre de nuestra representada exclusiva Minitiib tenemos el gusto de cotizarle para Entrega Local:
DESCRIPCION

SPERM VISION® PRODUCTION PLUS
Ref. 12520/8000

Sistema completo contiene:

Software Sperm Vision Production Plus

Microscopio Zeiss Axio Lab A1l con contraste de fases Ref. 12088/0020

Objetivo Zeiss LD 20x/0.30x, contraste de fase negativo Ref. 12006/0231

Objetivo acromatico de fase Ph100x/0il Ref. 12008/0150

Adaptador para cdmara 0.63x Zeiss, para Sperm Vision® Ref. 12018/0004

Mesa para microscopio con calefaccion instalada Ref. 12008/0050

Equipo con 2.93 GHz de procesador, 4 GB de memoria RAM y 500 GB de disco duro
Monitor de 19"

Sistema de calefaccion HT200 Ref. 12055/0200

Sistema computarizado para analisis de células espermaticas altamente eficiente y de facil manejo.

La determinacidn de la concentracion y motilidad puede ser analizada con exactitud, haciendo del Sperm
Vision una herramienta esencial y rapida para la evaluacidn del semen en el laboratorio.

Todas las imdgenes y datos capturados son almacenados para que estos puedan ser examinados
posteriormente.

El calculo automatico de las dosis a sacar, hace que el procesamiento del semen sea sencillo, ya que
determina exactamente el numero de dosk y la cantidad de diluyente necesario
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COTIZACION No. MV 111106

CLIENTE: Stephanie Gastelbondo

CIUDAD: Ibagué //)
TELEFONO: 314 401 95 31 /
EMAIL: stephigastel23@gmail.com N

sjgc23@fotmail.com
FECHA: Medellin, Noviembre 03 de 2011

ANDITECNICA

Andina de Tecnologias

Calle 34 No 81-58 La Castellana
Medellin - Colombla
A Abdroo TE346 * PBX: (574) 416 40 40

E-mail: agropecuariaanditecnica.com
www anditsonica oom

Modulos Incluidos:

* Modulo de morfologia Basica
* Modulo Multiespecies

e Filtro de Particulas

.

Accesorios Incluidos

¢ (1) Bloque calefaccionado para viales Ref. 12055/0510

e (25) Cdmara de recuento de 20 ul (4 cdmaras de recuento) Ref. 12050/0300

Anexo Cuadro con caracteristicas de andlisis para el Sperm Vision Production Plus

SUBTOTAL (Pesos Colombiano) $125°650.000
IVA 20°104.000
TOTAL (Pesos Colombiano) $145'754.000

Accesorios Adicionales Necesarios NO Incluidos:

Ref. 12050/0510

* (1) Pipeta Electronica 100 ul = 1 ml (Para preparacion predsa de las muestras de semen)

e (1) Cargador para Pipeta Electronica (tiempo de carga 1 h) Ref. 12050/0514
* (1) Pipeta 0,5 - 10 ul (para llenar cdmara de recuento) Ref. 12050/0515

FORMA DE PAGO : 50% Anticipo, 50% Contraentrega

GARANTIA: 1 Afio por defectos de fabricacion
VALIDEZ DE LA OFERTA: 30 Dias

SUBTOTAL (Pesos Colombiano) $6°070.000
IVA 971.200
TOTAL (Pesos Colombiano) $7°041.200
CONDICIONES COMERCIALES

TIEMPO DE ENTREGA: 8 SEMANAS, después de la confirmacion del anticipo
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COTIZACION No. MV 111106

g:.:jE;ﬂ:; lS;:g:znie Gastelbondo @ A N D | _I_ EC N ICA

TELEFONO: 314 401 95 31 /Andina de Tecnologias

EMAIL: stephigastel2 3@gmail.com 13 n0d Calle 34 NGB 1:50 L5 Catollan
sjgc23@fotmail.com Medellin - Colombia
FECHA: Medellin, Noviembre 03 de 2011 s

www.anditacnica.com

Atentamente,

MANUELA VILLA YEPES
Gerente Linea Agropecuaria

e [nstalacion y entrenamiento por el personal de nuestra empresa.
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ANEXO D. TABLA DEL LABORATORIO DE REPRODUCCION ANIMAL DEL

SENA

TABLA: CARACTERISTICAS DEL EYACULADO - CORTESIA SENA.

Toro Carnero Verraco Caballo Hombre Perro
1.Tipo de Monofasico |Monofasico |Trifasico Trifasico Monofasico ||Trifasico
eyaculado

g <al 5-30 .
2.Duracién 1 segundo segundo minutos 30 - 60 seg |4 segundos |22 minutos

Contra Contra Luz de cuello | .~ Contra Contra
3.Sitio de deposito |cuello cuello uterino. Intra- . cuello cuello

) ) . uterina . .

uterino. uterino. uterina. uterino. uterino.
4. Volumen del
eyaculado (ml) 5-15ml 0,8-1,2ml |150-200 ml |40 -100ml |2 -6 ml 3-30ml
5..Concentracion
millones esp/ml 800 — 1200 2000 - 3000|200 - 300 200 -500 |[50-150 200 - 600
(10°)
,?6 tilséjse/réni[couzlggoes Promedio | Promedio Promedio Promedio | Promedio | Promedio
a0 (4 x5) (4 X5) (4x 5) (4 x 5) (4 x5) (4 x 5)
7. Motilidad (%) 75 95 70 70 65 60
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ANEXO E. MANUAL DE INSTRUCCIONES Y RECOMENDACIONES DEL
SOFTWARE

MANUAL DE USUARIO
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda trabajar con el programa MATLAB de MathWorks en
version 2007a o superior.

2. Asegurese que todo el sistema esté correctamente conectado entre si y
con la alimentacién necesaria.

3. En lo posible, trabaje con muestras tomadas recientemente o
congeladas pero con pocas 0 ninguna alteracion en el ambiente de los
espermatozoides.

4. El Software esta disefiado para trabajo con microscopio de contraste de
fase a 40x asi que cambiar el lente o el microscopio generara resultados
iImprecisos.

5. El Software esta disefiado para un ambiente educativo y por tanto
permite cambios en el cddigo. No altere el cédigo de programacion
directamente. Es recomendable hacer una copia del archivo para poder
editarlo.

6. ElI Software esta disefiado para trabajar con semen bovino (sus
caracteristicas tipicas de concentracion, motilidad y tamafo de los
espermatozoides). No se garantizan resultados precisos al usar semen
de otra especie.

7. Evite el movimiento de cualquiera de los equipos relacionados al sistema
mientras el programa se esta ejecutando.

8. Si desea reemplazar o sustituir alguno de los equipos relacionados con

el sistema consulte las caracteristicas del equipo comparando con el
usado previamente y asesorese por un experto.
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INSTRUCCIONES DE USO

El sistema completo para el cual funciona el Software C.A.S.A. incluye:
-Microscopio de contraste de fase

-Camara para microscopio con salida RCA

-Tarjeta de adquisicion de video externa

-Computador con MATLAB r2007a (o superior)

-Disco oficial del Software que incluye el programa

1. CONEXIONES BASICAS

Se deben realizar las conexiones con los equipos apagados inicialmente.

Con la camara para microscopio ubicada (siguiendo las instrucciones de cada
tipo de cdmara), se realiza la conexion de la salida RCA con la tarjeta de video
externa que contiene una entrada RCA; si es necesario se sigue el codigo de
colores (conector amarillo con puerto amarillo).

La tarjeta de video externa debe ser conectada por uno de los puertos USB 2.0
del computador, y si se requieren controladores, se inserta el disco con drivers
(incluido) de EasyCAP.
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Una vez esté la tarjeta correctamente conectada y la camara fija en el
microscopio, se enciende este ultimo.

2. EJECUCION DEL PROGRAMA

Se inserta el disco que contiene el Software.
En Windows, Mac o Linux, se explora la unidad de disco.
Hacer doble clic en el archivo llamado “software CASA.m” en la raiz del disco.

Estando en el editor de MATLAB presionar F5 (clic en “Add to Path si es
necesario”)

3. MANEJO DEL PROGRAMA

Una vez se esta en la pantalla de bienvenida se encuentran diferentes
opciones en la pestafa “Tipo de Analisis”.

-CONCENTRACION:

Requiere conocer la medida del volumen de la muestra en uso, generara un
valor es cantidad de espermatozoides por mililitro. Por defecto el valor es 0O (si
no lo conoce recibird la informacion de concentracién en porcentaje).

Ver RECOMENDACIONES para garantizar el correcto funcionamiento.

-MOTILIDAD:

Generara el valor de velocidad y la clasificacion de los espermatozoides segun
el movimiento. El resultado puede ser de clasificacién D (consultar la teoria) si
los espermatozoides estan muertos. El resultado puede ser clasificacion A si se
mueve alguno de los equipos 0 sus componentes durante el analisis.

Ver RECOMENDACIONES para garantizar el correcto funcionamiento.
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-PREVISUALIZACION:

Para garantizar un resultado preciso y un apoyo suficiente al intérprete, en esta
opcién podrd ajustar a un punto visualmente aceptable (segun el intérprete) la
posicién, definicion y acercamiento del lente de zoom y de condensador (Lente
por defecto 0) del microscopio de analisis de fase.

4. INFORMACION DEL PROGRAMA, EDICION Y EJEMPLOS

Si desea informacion de las lineas de codigo del programa o desea usar un
ejemplo para observar el funcionamiento sin usar una muestra en el momento,
puede ejecutar el archivo “DEMO.m” incluido en el disco de Software y alli
encontrara detalles y explicaciones de cada linea segun lo requiera.
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ANEXO F. CODIGO COMPLETO DEL PROGRAMA (Archivos .m)

software CASA.m:

1- boton=0; )
2- uiwait(msgbox('BIENVENIDO - HOY SERE SU ASISTENTE))
3- casa=imread('casa.jpg’);

4- figure('Position’,[1 1 5000 5000]);

5- pos = [10 50 100 10J;

6- ht=uicontrol('Style', Text','Position’,pos, FontSize',20);
7- string = {",...

8- 'Por favor asegurese que todos',...

9- 'los sistemas estan conectados.',...

10- 'Ajuste la distancia y precision del lente',...

11- ‘'auna posicion en la que vea mejor la imagen’,...

12- 'buscando que no haya ruido o interferencia’,...

13- 'Trabajo a 40x'};

14-  colwidth=17;

15-  [outstring,newpos] = textwrap(ht,string,colwidth);

16- set(ht,'String',outstring,'Position',newpos);

17- imshow(casa, InitialMagnification’,400);

18-  vid = videoinput('winvideo', 2, 'RGB24 640x480";
19-  src.FrameRate = '30.0000";

20-  src = getselectedsource(vid);

21-  choice = uimenu('Label', Tipo de Analisis’);

22- uimenu(choice,'Label’,'Concentracion’,'Callback’,'callcon’)
23- uimenu(choice,'Label’,'Motilidad’,'Callback’,'callmot’)
24-  uimenu(choice,'Label','Previsualizar','Callback’, preview(vid)")

callcon.m:
1- function [boton]=callcon(hObject, eventdata)

2- vid = videoinput('winvideo', 2, 'RGB24_640x480");
3- src.FrameRate = '30.0000";

4- src = getselectedsource(vid);
5- vid.FramesPerTrigger = 100;
6- preview(vid);

7- tic;

8- start(vid);
- wait(vid,26)
10-  time=toc;
11-  stoppreview(vid);
12-  closepreview(vid);
13- m = getdata(vid);
14-  prompt = {'Volumen de la Muestra'},
15-  dig_title = "Valor en ml’;
16- num_lines =1;
17- def={0%;
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18-
19-
20-
21-
22-
23-
24-
25-
26-
27-
28-
29-
30-
31-
32-
33-
34-
35-
36-
37-
38-
39-
40-

41-
42-
43-
44-
45-
46-
47-
48-
49-
50-
51-
52-
53-
o54-
55-
56-
S57-
58-
59-
60-
61-
62-

options.Resize='on’;
options.WindowStyle="normal’;
options.Interpreter="none’;

answer = inputdlg(prompt,dlg_title,num_lines,def,options);
vol=str2num(cell2mat(answer(1)));
a=m(65:360,190:485,:,.);

fps=15;

in=size(m);

dur=in(4)/fps;

durl=1/fps;

caml=imread('camara.tif’);
cam=rgb2gray(cam1(65:360,190:485,:));
[f,c,i]=size(cam);

for b=1:1:in(4)
a(:,;,1,b)=rgb2gray(a(:,:,:,b));

end

mask=[1/9 1/9 1/9;1/9 1/9 1/9;1/9 1/9 1/9];
h = waitbar(0,'Por favor espere...");

for b=1:1:in(4)

waitbar(b / in(4))

for i=2:1:f-1

for j=2:1:c-1
al(i,j)=uint8(a(i-1,j-1,1,b)*mask(1,1)+a(i-1,j,1,b)*mask(1,2)+
a(i-1,j+1,1,b)*mask(1,3)+a(i,j-1,1,b)*mask(2,1)+a(,j,1,b)*mask(2,2)+
a(i,j+1,1,b)*mask(2,3)+a(i+1,j-1,1,b)*mask(3,1)+a(i+1,j,1,b)*mask(3,2)+
a(i+1,j+1,1,b)*mask(3,3));
a2(i,j,1,b)=al(i,j);

end

end

se = strel('disk’,11);

tonol = imerode(a2(:,:,1,b),se);
tono2(b)=max(max(tonol))-2;

conc(b)=0;

for I=1:1:f-1

for k=1:1:c-1

if (al(l,k)<tono2)

al(l,k)=0;

end

if (a1(l,k)>=tono2

al(l,k)=255;

conc(b)=conc(b)+1;

end

end

end

conc(b)=100*conc(b)/((f-1)*(c-1));

end

close(h)

figure;
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63- subplot(2,2,1),imshow(a(:,:,1,1));

64- subplot(2,2,2);imhist(a(:,:,1,1));

65- subplot(2,2,3);plot(conc(round(0.2*in(4)):round(0.8*in(4))));

66-  subplot(2,2,4);imshow(im2bw(cam)),titte( TAMANO DE LA CAMARA
0.0025mm"2")

67- 0=0;

68- for g=20:1:80

69- if ((conc(g)>=mean(conc)))

70- 0=0+1;

71- conc2(o)=conc(g+l);

72- end

73- end

74-  concentracion_porcentaje=mean(conc2);

75- ifvol>0

76- esp=concentracion_porcentaje*87025/(90*100

77-  concentracion_ml=esp*4*10”6;

78-  warndlg({LA CONCENTRACION ES
(esp/ml)",;num2str(concentracion_ml)},'GASCAL)

79- else

80- warndlg({LA CONCENTRACION ES
(%)',num2str(concentracion_porcentaje)},'GASCAL")

81- end

82- end

callmot.m:

1- function [boton]=callmot(hObject, eventdata)

2- vid = videoinput('winvideo', 2, 'RGB24 640x480");

3- src.FrameRate = '30.0000';

4- src = getselectedsource(vid);

5- vid.FramesPerTrigger = 100;

6- preview(vid);

7- tic;

8- start(vid);

9- wait(vid,26)

10- time=toc;

11-  stoppreview(vid);

12-  closepreview(vid);

13- m = getdata(vid);

14-  a=m;

15-  sqrtime=0.202;

16-  in=size(m);

17-  [f,c,i]=size(m(:,:,));

18-  for b=1:1:in(4)

19-  a(:,:;,1,b)=rgb2gray(a(:,:,:,b));

20- end

21-  h =waitbar(0, Por favor espere...");
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22-
23-
24-
25-
26-
27-
28-
20-
30-
31-
32-
33-
34-
35-
36-
37-
38-
39-
40-
41-
42-
43-
44-
45-
46-
47-
48-
49-
50-
51-
52-
53-
54-
55-
56-
57-
58-
59-
60-

cormot=0;

for b=6:1:100

waitbar(b / 100)
cormot(b-5)=corr2(a(:,:,1,b),a(;,:,1,b-5));

end

close(h)

figure;

load graficamotilidades.mat

correlacion=mean(cormot);

plot(corprom);

imread('corre.jpg");

imshow('corre.jpg’)
warndlg({'Correlacion’,num2str(correlacion)}, GASCAL)
prompt = {'Pixeles Respectivos'},

dig_title = "Valor en Pixels’;

num_lines = 1;

def = {0}

options.Resize='on’

options.WindowStyle="normal’;
options.Interpreter="none’;

answer = inputdlg(prompt,dlg_title,num_lines,def,options);
pix=str2num(cell2mat(answer(1)));

vel=pix*50/295;

if vel>100

else

if vel>25

tipo="tipo A con velocidad mayor a 25 micras/s';

else

if vel>5

tipo="tipo B con velocidad de 5 a 24 micras/s";

else

tipo="tipo C o D con velocidad aprox. O micras/s’;

end

end

end

imread(‘tabla.jpg?;

imshow('tabla.jpg’)

warndlg({'Tipo de espermatozoides motiles',tipo}, GASCAL")
end
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