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Resumen.

El uso de ratones para la evaluacion de la conducta social permite obtener modelos de
experimentacion posteriormente replicables en humanos. La necesidad de su uso ha
quedado justificada en el &mbito cientifico, sin embargo, las técnicas para su analisis se
encuentran todavia limitadas. Se suele realizar una evaluacion manual acerca de las
conductas realizadas por los ratones, mas esto presenta una amplia serie de desventajas
donde la fiabilidad y la replicabilidad se encuentran comprometidas.

Para solventar dicho problema, se ha tratado de explorar tres técnicas automatizadas
de evaluacion de la conducta social en ratones: “SMART”, “Id Tracker” y “DeepLabCut”.
Finalmente, dadas las limitaciones halladas en los resultados, se ha anadido un software

complementario (“simBA”) a “DeepLabCut” para obtener la informacion pertinente.

En el trabajo se han adaptado las técnicas al andlisis con ratones, se han creado
protocolos acerca de su instalacion y uso, asi como se ha comparado su capacidad para
detectar el nimero de contactos y la latencia de estos con la mediciéon manual.

El analisis comparativo con cada uno de los softwares permitié ver las ventajas y
desventajas de cada método. De este modo, se seleccionan los mas funcionales

(“DeepLabCut”) y los mas practicos (“SMART”) para el analisis de conducta.

Palabras clave.
“técnicas automatizadas”, “conducta social”, “ratones”, “deeplabcut”, “smart”.
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Abstract.

The use of mice for the evaluation of social behaviour makes it possible to obtain
experimental models that can later be replicated in humans. The need for their use has
been justified in the scientific field; however, the techniques for their analysis are still
limited. The evaluation of the behaviours performed by mice is usually carried out
manually, but this presents a wide range of disadvantages where accuracy and
replicability are compromised.

To overcome this problem, three automated techniques for assessing social behaviour
in mice: "SMART", "Id Tracker" and "DeepLabCut" were explored. Finally, given the
limitations found in the results, a complementary software ("simBA") was added to

"DeepLabCut" to obtain the relevant information.

This study adapted the techniques for the analysis with mice, created protocols for
their installation and use, and compared their ability to detect the number of contacts and
the latency of these with manual measurement.

The comparative analysis with each of the softwares allowed to see the advantages
and disadvantages of each method. Thus, the most functional ("DeepLabCut") and the

most practical ("SMART") are selected for behavioural analysis.

Key words.
“automated techniques”, “social behaviour”, “mice”, “deeplabcut”, “smart”.
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1. Introduccién.

Los animales se utilizan en investigacion por diversas razones. Las cuatro
principales razones son: el progreso del conocimiento cientifico, la creacion de
modelos para el estudio de la enfermedad, el desarrollo y examinacion de las
potenciales formas de tratamiento y la proteccion de la seguridad de las personas y del
medioambiente (Animal research info: the global source for animal use in science,

2014). Entre las areas estudiadas en ratones se encuentra la conducta social.

Estudio de la conducta social a través de ratones.

El interés en estudiar la conducta social en ratones se debe a que esencial para el
avance del conocimiento cientifico. De hecho, Macri, et al. (2015) exponen la
importancia de evaluar el comportamiento social en roedores dada su significancia
para la investigacion de multiples campos de la ciencia entre ellos: neurociencia,
psicologia, biologia y farmacologia.

Lorbach et al. (2015) recalcan el interés del estudio de sus interacciones como
indicadores de desordenes neuroldgicos y psiquiatricos. Otros autores (Thanos et al.,
2015) destacan su uso como modelo previo antes del trabajo con humanos, bien sea
con trabajos de genética, farmacologia o simplemente identificando diferentes factores
de riesgo, asi como el desarrollo de estrategias de tratamiento. Su utilidad no se
encuentra limitada a un uso basico, previo al estudio con humanos, puede ser utilizado
también para evaluar el desarrollo de los patrones de comportamiento que se han
conservado a través de la evolucion. Estos pueden proporcionar la capacidad de
descubrir y cuantificar diferencias méas exactas incluso entre fenotipos (Macri, et al.,
2015; Klibaite et al., 2018).

Asimismo, estos patrones de comportamiento frecuentemente implican la
interaccion con otros animales o seres humanos. Por lo tanto, conocer los sistemas que
controlan dichos comportamientos requiere registrar, asi como manipular, la actividad
neural mientras que, al mismo tiempo, se mide el comportamiento de los animales
(Segalin et al., 2021).

Es maés, los ratones son animales sociales, por lo que viven en pequefios grupos.
De este modo, el entorno social tiene un impacto importante tanto en su epigenética

como en su salud general y la vulnerabilidad ante enfermedades. Se ha probado que el
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entorno social desempefia un papel importante en la aparicion de enfermedades como
la depresion, la ansiedad o la adiccion. Por tanto, se precisa una evaluacion detallada
de las interacciones sociales para poder estudiar el comportamiento social normal y
anormal a través de las diferentes fases del desarrollo, su interaccion al estrés, el
entorno y en enfermedades como el autismo, entre otros (Thanos et al., 2015).

A través del estudio de la conducta social en ratones, se puede comprender la
contribucion de los genes individuales y el ambiente en el comportamiento. Gracias a
esto, es posible descubrir los mecanismos por los que el comportamiento se ve alterado
en los trastornos neuropsiquiatricos. Comportamientos tan complejos como la
agresion, la preferencia social, la memoria social, el cuidado maternal, la ansiedad, el
juego con el mismo sexo, asi como el sexo contrario, son todos estudiados a través de
ratones, de modo que se proporciona informacién esencial a la neurobiologia del
comportamiento humano. El estudiar con ratones como modelos los trastornos como
la esquizofrenia, el autismo, los comportamientos sociales, entre otros, es vital para
probar la validez de un modelo y proporciona una oportunidad esencial para evaluar la

eficacia de diferentes modelos terapéuticos (Page et al., 2009)

Sin embargo, a pesar de la importancia del estudio de su comportamiento, las
técnicas existentes son limitadas (Klibaite et al., 2018). El estudio del comportamiento
en ratones suele monitorizarse a mano por los propios experimentadores (Segalin et
al., 2021). Mas, este tipo de analisis toma una gran cantidad de tiempo perdiendo asi
su funcionalidad. La anotacion manual por parte del experimentador acarrea una serie
de desventajas, asi como sesgos que pretenden ser compensados con el desarrollo de
técnicas automatizadas.

Entre las desventajas y sesgos se encuentran: el tiempo de reaccion, fatiga, sesgos
propios de la subjetividad, una mayor cantidad de tiempo necesaria, un aumento del
coste y una baja estandarizacion, entre otros (Abbas y Masip-Rodo, 2019; Macri, et
al., 2015; Marcuccio, Savonenko y Etienne-Cummings, 2018; Unger et al., 2017). De
hecho, se ha visto que los evaluadores no coinciden al 100%, tornandola por lo tanto
en una anotacion no reproducible. Incluso, un mismo investigador puede encontrar
disparidades en su propia anotacion. Este problema también se encontraria solventado

por el desarrollo de la evaluacion automatizada (Benice y Raber, 2007).
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Desarrollo de técnicas automatizadas.

De este modo, debido a la necesidad de disminuir tanto el coste, como el sesgo
existente en los observadores humanos, terminan apareciendo las técnicas
automatizadas.

Estas han tenido un desarrollo exponencial durante la Gltima década. Los primeros
sistemas tan sélo eran capaces de seguir un animal en entornos muy artificiales. En
ocasiones incluso era necesaria una participacion relativamente activa del
experimentador, por ejemplo, siguiendo el trazo del camino realizado por el ratén en
el ordenador (Spink, et al., 2001).

Los sistemas modernos, que se basan en el video a color, pueden rastrear a los
animales incluso en una variedad de fondos complejos, pudiendo ser entornos mas
naturales. La demanda de un mayor rendimiento esta impulsando la automatizacién no
s6lo mas réapida, sino que permita realizar experimentos mas variados. De hecho, en
ratones, la inspeccion del comportamiento en sus jaulas domésticas ha sido un
discriminador importante de las diferencias no solo de cepa sino incluso fenotipos de
enfermedad. Por ejemplo, diferencias a la hora de caminar, acicalarse o dormir
(Schaefer y Claridge-Chang, 2012).

Todavia en 2012 se consideraba el ambito de la automatizacion para evaluar el
comportamiento social como una rama todavia por desarrollar. Schaefer y Claridge-
Chang (2012) consideran el seguimiento de multiples identidades inaccesible para
roedores. Aun asi, se crean métodos de identificacion por radiofrecuencia (RFID). En
estos es necesario un marcaje con etiqueta para poder diferenciar y realizar un
seguimiento de los ratones. Es mas, en la actualidad existen varios de estos métodos
como son los creados por Habedank et al. (2021) y Peleh, et al. (2019). Sin embargo,
como se vera a lo largo del trabajo, los métodos anteriormente mencionados no se han

considerado, al resultar invasivos y, por tanto, alterar los resultados de la evaluacion.

Asi pues, con el desarrollo de las técnicas automatizadas aparecen diferentes
enfoques: los basados en la sustraccion del fondo y los basados en el aprendizaje
(Abbas y Masip-Rodo, 2019).

Los basados en la sustraccion del fondo tratan de detectar y seguir el movimiento
restando la imagen actual pixel por pixel de una imagen de referencia en la que se vea

el fondo sin los animales. Los pixeles que muestran una diferencia superior al umbral
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de referencia se consideran como la diferencia u objeto. Este es el caso de dos de los

programas que se analizardn a lo largo del presente trabajo: “Id Tracker” y “SMART”.

Por otro lado, los enfoques basados en el aprendizaje pueden ser realizados de
diferentes formas. En este caso, cabe destacar los centrados en el aprendizaje del
aspecto del objeto. De este modo, rastrean objetos similares en cada fotograma o
incluso aprenden el aspecto del objeto. Este es el caso de otra de las técnicas que seran

estudiadas a lo largo del trabajo: “DeepLabCut”.

Un aspecto importante que destacar acerca de por qué es necesaria la creacion de
técnicas de evaluacion de conducta en ratones, en lugar de utilizar las creadas para
humanos, segin Abbas y Masip-Rodo (2019), se debe a las diferencias en:

- Los patrones de movimiento. La marcha humana es diferente al movimiento
realizado por los animales cuadrdpedos.

- Los entornos. Las técnicas se encuentran desarrolladas para entornos naturales
humanos siendo ineficaces en entornos de laboratorio.

- Laprecision de los movimientos. Para que el fenotipado del comportamiento sea
fiable es necesario un seguimiento y una estimacién muy precisos. Las técnicas

desarrolladas para humanos no son aplicables para animales pequefios o roedores.

Por tanto, las técnicas desarrolladas para seres humanos, a pesar de encontrarse mas
avanzadas, no pueden aplicarse directamente sobre animales de laboratorio como los
roedores. Sin embargo, si se han utilizado como base para desarrollar las técnicas

necesarias en el ambito de laboratorio.

Sin embargo, entre los principales problemas se halla que, pese haber logrado
avanzar con el desarrollo de técnicas automatizadas de evaluacién del comportamiento
en ratones de forma individual (Giovannucci et al., 2017), no ocurre lo mismo cuando
se requiere evaluar la conducta de dos o mas ratones. Algunos programas han
aparecido tratando de solventar el problema, sin embargo, resulta complicado. Esto se
debe a las multiples dificultades asociadas al seguimiento de las diferentes identidades

a lo largo del video (Pereira et al., 2022).
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Para solucionar dicho problema, comienzan a aparecer diversos softwares con el
objetivo de realizar el seguimiento de varios animales al mismo tiempo (Barbera et al.,
2020; Dandan y Lin, 2016; Hong et al., 2015; Klibaite et al., 2018; Page et al., 2009;
Pereira et al., 2022; Robie et al., 2017; Thanos et al., 2015). Sin embargo, para la
exploracion de las técnicas automatizadas en la evaluacion del comportamiento social
en ratones, se descarta el uso de los anteriormente mencionados por las siguientes
razones: no tienen acceso gratuito; las condiciones requeridas no son gratuitas (Barbera
et al., 2020); sus condiciones de analisis no se ajustan a los objetivos (Dandan y Lin,
2016; Hong, et al., 2015); no se encuentran preparados para el analisis de la conducta
social en ratones (Klibaite et al., 2018); incapacidad de acceder al software (Thanos et
al., 2015) o tener las mismas condiciones de analisis que otro software elegido (Tabris,
et al., 2022).

Técnicas elegidas para el analisis.

Las técnicas elegidas para evaluar el comportamiento social en ratones son
“SMART?”, “Id Tracker” y “DeepLabCut”. El primer software mencionado es el
software que se utiliza actualmente en el Laboratory of Animal Behavior Phenotype
(L.A.B.P). Se trabajara con la nueva version que permite el seguimiento de varios
ratones al mismo tiempo. Se trata de un software de pago, sin embargo, dado que es el
utilizado actualmente, se precisa realizar la comparacién de su funcionalidad con sus
alternativas gratuitas.

“Id Tracker” (Pérez-Escudero et al., 2014) es un software gratuito dedicado al
seguimiento de diferentes individuos dentro de un grupo. Este fue originalmente
creado para el seguimiento de movimiento en bancos de peces, asi como animales que
viven en grandes grupos. Es elegido como alternativa gratuita a “SMART” debido a
su similitud. Ambos realizan comparacion de imagen versus fondo. Ademas, el analisis
se describe como répido y sencillo por parte de los creadores (Pérez-Escudero et al.,
2014). En caso de lograr ser adaptado al uso con ratones y mostrar un nivel aceptable
de precision en el analisis podria sustituir tanto la medicién manual como la medicion

con el software utilizado actualmente en el L.A.B.P.

Finalmente, “DeepLabCut” (Mathis et al., 2018) es un método de seguimiento que

funciona a través del deep learning. Este permite un analisis mas profundo dado que
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no solo sigue al animal, sino que pueden identificarse aquellas partes del cuerpo en las
que se requiere una mayor atencion.

Mediante esta técnica se ensefia al programa a reconocer los patrones, animales,
zonas criticas, etc., de modo que el analisis es mucho mas preciso, asi como
especializado en aquellas areas preferidas (Hao et al., 2016). Debido a estas
caracteristicas, fue seleccionada como tercera herramienta comparativa. Si bien no se
encuentra tan asentada como las anteriores, se espera una mayor precision en los
resultados del analisis.

Cabe recordar que actualmente el analisis que es utilizado en el seguimiento de los
animales o ratones es la comparacion imagen versus fondo (Dandan y Lin, 2016),
como ocurre en los otros dos softwares seleccionados para la comparativa. Si bien esta
metodologia proporciona resultados, el nivel de profundidad de estos resulta precario

en comparacion con los resultados que pueden obtenerse con el uso del deep learning.

De este modo, se pretende explorar tres técnicas automatizadas de evaluacion del
comportamiento social en ratones para lograr comparar la utilidad, precision y

eficiencia de cada una de ellas.

2. Objetivos.
El objetivo principal del presente Trabajo de Fin de Grado es determinar la técnica
automatizada de andlisis mas adecuada para evaluar el comportamiento social en

ratones.

Por lo tanto, para lograr el objetivo principal, se proponen los siguientes objetivos
especificos:
1. Explorar tres técnicas automatizadas (“SMART”, “Id Tracker” y “Deep Lab Cut”)
de evaluacion del comportamiento social.
Adaptar las técnicas para el andlisis del comportamiento en ratones.
Comparar la utilidad de cada una de las técnicas elegidas.

Comparar la precision del analisis en cada una de las técnicas elegidas.

o b~ D

Comparar la eficiencia en cada una de las técnicas elegidas (en funcion del tiempo

requerido para el analisis).
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6. Proporcionar pautas acerca del uso de los diferentes softwares utilizados.

3. Metodologia.
Disefio.
El disefio del estudio es del tipo metodoldgico experimental. Por lo tanto, se
proporcionard informacién acerca de la metodologia en base a la experimentacion
realizada. Los protocolos desarrollados de descarga, instalacion y uso se encuentran

en los anexos del 11 al IX.

Los elementos con los que ha trabajado son los siguientes softwares:
“SMART”, “Id Tracker” y “DeepLabCut”. Cuyas caracteristicas se encuentran

detalladas en la siguiente tabla (Tabla 1):
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Tabla 1.

Softwares utilizados y sus caracteristicas.

SMART ID TRACKER DLC
Instalacion Compra del Descargar e instalar Descargar e
producto. Matlab Complier instalar: anaconda
Instalacion RunTime de la y python3.
sencilla. pagina oficial. Descargar “conda
Instalacion file” de la pagina
sencilla. oficial.
Instalacion de
complicacion alta.
Tiempo de Minutos. Depende de la Depende del
procesamiento duracion del video. procesador.
Suele tomar mas de
media hora.
Nivel de anélisis Medio. Bajo. Alto.
Caracteristicas del Flexibilidad Se recomiendan 30 Flexibilidad con el
video (FPS, minimo de con tipo de minutos de video. tipo de camara.
minutos) camaray 25-49 fps. Minimo 100-200
video. Céamara resolucion fotogramas.
1080x1080 pixeles.
Ventajas Interfaz facil. Simple. Gratuito.
Servicio de Gratuito. Mayor nivel de
atencion al Menores requisitos analisis.
usuario. informaticos.
Inconvenientes Servicio de Menor nivel de Lenguaje
pago. analisis. informatico muy
técnico.
Supera las
posibilidades de un
ordenador
promedio.
Requisitos 2GHz Windows 7 o XP. NVIDIA GPU, 8
informaticos. procesador Necesario cerca de GB de memoria
multicore (Intel 500 MB libres en el RAM.
Core 2 Duo, disco duro. AMD/Intel/Nvidia
AMD Phenom 8 GB de RAM. GPU tiene otra
X2 0 mas. instalacion
4GB RAM. posible.
Linux (Ubuntu),
MacOs (Mojave),
Windows 10.
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Muestra.

Para el estudio se recibieron varios videos de dos ratones C57BL/6 y un video
de ratones CD1 en una arena de 45x45cm sin estimulos de modo que pudiera
cuantificarse la interaccién social entre ambos. Los videos fueron proporcionados por
la Dra. Ana Pérez Villalba.

Instrumentos.
Para la visualizacién y analisis de los videos proporcionados se hizo uso de dos

ordenadores portatiles. Las caracteristicas de estos son:

Primer ordenador (ordenador 1):
- 8 GB de RAM.
- 256 GB memoria externa.
- IntelCore i5, 2.50 GHz.
- Windows 11.
- CPU.

Segundo ordenador (ordenador 2):
- 16 GB de RAM.
- 500 GB memoria externa.
- IntelCore i7, 2,70 GHz.
- Tarjeta grafica NVIDIA GeForce RTX 3060, 6 GB memoria dedicada.
- Windows 10.
- GPU.

Con la capacidad indicada en el primer ordenador fue posible analizar los videos
proporcionados en “Id Tracker”. Sin embargo, para analizar el material en
“DeepLabCut” fue necesario hacer uso del segundo ordenador. Ademas, se solicito el
superordenador Tirant (Universitat de Valéncia, 2023). En este caso, se puede apreciar
una mayor potencia de procesamiento en el superordenador:

- Dos procesadores con 32 GB de RAM.
- 10TB de memoria principal.
- Intel Xeon SandyBridge E5-2670 a 2,6 Ghz.
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- OpenSuSE Leap 42.3.

Para analizar los videos en “SMART” se hizo uso del segundo ordenador. Aun asi,

debido a sus caracteristicas podria ser utilizado en el ordenador 1 sin problema.

Para el analisis de los datos proporcionados en “Id Tracker” se hizo uso del sistema
MatLab, un lenguaje de alto rendimiento para la computacion técnica. Incluye

computacion, visualizacion y programacion. (Gilat, 2006).

Respecto a las grabaciones, se adjuntan en el anexo (véase anexo I) una lista de
enlaces para la visualizacion de los videos proporcionados para su posterior analisis.

El video 1 se proporcion6 como ejemplo para poder realizar un analisis de prueba
con los diferentes softwares.

El video 2 fue proporcionado de forma adicional. En este los ratones tienen la cola
pintada de color rojo y blanco para una diferenciacion mas simple. Las razones para
esto se explican mas adelante.

El video 3 fue utilizado con el objetivo de solventar nuevos problemas hallados en
el analisis. Para una mejor diferenciacion por parte de los programas de analisis se tratd

de hacer uso de ratones blancos con el pelo tintado.

El espacio en el que se localizaban los ratones era una arena cuadrada de 45x45cm,
esta se puede observar en los videos del anexo . Dos ratones eran posicionados en esta
durante aproximadamente cinco minutos. Todo este tiempo siendo grabados con una

camara GoPro situada en la zona superior de la arena.

Procedimiento.

SMART.

Este es el unico software de pago con el que se ha trabajado. Por tanto, era necesaria
la aprobacion de la compra por parte de OTRI antes de poder adquirirlo. Los tiempos
de espera se alargaron demasiado, por ello, se termind adquiriendo la version de prueba
disponible en la pagina oficial de los creadores.

Tras su descarga se recibio un breve tutorial por parte de la tutora dado que es la

herramienta de uso en el L.A.B.P.
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La instalacion es sencilla, simplemente es necesaria la descarga del programa 'y su
ejecucion. Por otro lado, el analisis, en la version de prueba permitia explorar todas las

posibilidades ofrecidas por el programa.

Los pasos mas detallados acerca de su uso pueden verse en el anexo 1X. Se analiz
desde un principio el video 2. Esto se debe a que fue el Gltimo programa con el que se
trato de realizar el andlisis, por ello, ya se conocian las limitaciones presentes los otros
programas. Para el analisis se seleccionaron aquellos parametros que permitian medir
la conducta social entre dos ratones. Cabe destacar que se realizaron dos analisis
previos de modo que fuera posible familiarizarse con la herramienta y, asi, asegurar

también la calidad de la evaluacion.

Una vez se obtuvieron los resultados, se observé un problema en la medicion
relacionado con el umbral de deteccién. Por lo tanto, se volvié a analizar el video,
ajustando los parametros. Ademas, dado que se contaba con la versién completa, al ser
una prueba, se hizo uso de la funcion TriWise. Esta permite establecer tres puntos de

deteccidn en el ratdn, asegurando asi una mayor precision en los resultados del analisis.

Los resultados obtenidos en el tercer andlisis permitieron la comparacion con la
medicion manual del nimero de contactos por minuto, la latencia de los contactos, asi

como el porcentaje total de interaccion a lo largo de la evaluacion.

Id Tracker.

El primer paso fue la creacién de un protocolo acerca de como descargar, instalar
y hacer uso del programa, al mismo tiempo que se realizaban estos pasos.

La descarga del programa es simple a través de su pagina web (Pérez-Escudero, et
al., 2014). Las indicaciones méas detalladas acerca de la instalacion se pueden leer en

el anexo II.

El primer video (video 1) se analiz6 en el ordenador 1. Los pasos mas detallados
acerca de como se realizo la primera exploracion del software se pueden leer en el
anexo V. Tras lograr realizar la evaluacion del video, se obtuvieron una serie de
resultados proporcionados en dos tipos de archivo, uno para Excel y otro para su
andlisis con MatLab.
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El siguiente objetivo fue lograr adaptar los datos resultantes a las necesidades de
la investigacion. En el archivo de MatLab se proporcionaban dos columnas, cada una
para un raton. Por otro lado, las filas hacen referencia a los “frames” del video. Con
estos datos, de acuerdo con “Id Tracker” era posible crear una imagen que resumiera
los resultados. Sin embargo, no fue posible crear ninguna imagen adecuada para las
necesidades.

Por lo tanto, se hizo uso del archivo en formato dedicado para Excel en MatLab.
Con este si fue posible analizar mejor los datos. Este archivo proporcionaba cuatro
columnas y 9000 filas (los “frames”). Las dos primeras columnas proporcionaban las
coordenadas del primer ratén, la tercera y cuarta las coordenadas del segundo ratén.

Con esto, fue posible crear imagenes del recorrido individual de cada ratén
(imagenes 1y 2), los recorridos superpuestos (imagen 3), asi como un video (grafico
en movimiento) donde se podia observar a tiempo real el recorrido del raton (véase
anexo 1, enlaces 4 y 5). Sin embargo, de nuevo, esto no proporcionaba los datos

necesarios para cumplir los objetivos.

Imagen 1. Imagen 2.

Recorrido primer raton. Recorrido del segundo raton.
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Nota. En las imégenes se puede apreciar el recorrido total realizado por el raton 1 (imagen 1) y

el ratén 2 (imagen 2). Las imagenes fueron creadas en MatLab mediante las coordenadas de los

ratones en video 1.
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Imagen 3.

Recorrido de ambos ratones
1000
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Nota. En la imagen se muestra el recorrido del ratén 1y el recorrido del ratén 2, uno encima del
otro. Se cred la imagen con el recorrido de ambos ratones superpuesto con el objetivo de tratar
de visualizar los contactos. Sin embargo, como se puede observar en la imagen no resulta

funcional.

Esto llevo a la basqueda de soluciones alternativas, una opcion consistia en tomar
las coordenadas de los ratones 1 y 2 restando la diferencia entre sus respectivas
coordenadas. Es decir, a la coordenada X del raton 1 se le restaba la coordenada X del
raton 2. Lo mismo con sus coordenadas Y. Se indicd que, si la diferencia entre ambas
era inferior al nimero seleccionado, debia crearse una nueva tabla. En esta tabla, se
ordend lo siguiente:

- Si la diferencia entre X1 y X2 (raton 1y ratdn 2) era inferior a 45, esto era igual
a 1, si no, 0. (En lenguaje de programacion 1 = “True”, 0 = “False”). Estos
resultados aparecieron en una columna.

- Si la diferencia entre Y1 e Y2 era inferior a 45, esto era igual a 1, si no 0. Estos
resultados aparecieron en la segunda columna.

- Para poder comparar esto con las coordenadas reales de los ratones, se programo
que aparecieran las coordenadas del raton 1, en las columnas 3 y 4, y las
coordenadas del raton 2, en las columnas 5 y 6.

Se puede apreciar parte de la tabla creada en la imagen 4.
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Imagen 4.

Parte de la tabla creada con las coincidencias.

A B C D E F
1 0 0 738,95 888,77 576,95 187,42
2 0] 0] 749,82 889,86 574,96 186,09
3 0 0 762,11 890,58 578,49 187,77
- 0 0 766,02 891,17 578,13 188,28
5 0] 0] 777,91 893,2 576,09 187,39
6 0 0 790,81 894,74 577,28 186,99
7 0] 0] 796,57 895,47 577,05 186,74

co

0 0 807,72 897,55 576,76 186,88

Nota. En la imagen se puede observar un trozo de la tabla creada con las coincidencias, es decir,
contactos entre ratones. Las dos primeras columnas hacen referencia a las coordenadas X
(columna A) e Y (columna B). En este caso, al no existir coincidencias observamos gue ambas
muestran un 0. Las columnas Cy D representan las coordenadas del raton 1. Las columnas E 'y
F las coordenadas del ratdon 2. C y E hacen referencia a las coordenadas X de cada ratén

respectivamente. D y F hacen referencia a la coordenada Y de cada uno de los ratones.

Se esperaba poder obtener la informacién deseada con estos resultados, sin embargo,
en la comparativa con el video se observa que los “contactos” realmente eran conductas
de seguimiento. Precisamente, cuando ambos ratones se tocan el software tan solo nos
proporciona “NaN”, es decir, una ausencia de datos. Por esto, para solucionar el problema
se proporciond el segundo video (video 2) en el que los ratones tenian las colas pintadas
con colores. El objetivo era asegurar una mayor diferenciacion entre ambos de modo que
“Id Tracker” pudiera proporcionar datos en el contacto.

Se tratd de analizar el video del mismo modo que el anterior pero el problema de
“NaN” seguia ocurriendo. Asi pues, se tratd de ajustar los valores para asegurar lo
maximo posible un analisis detallado. Con los nuevos datos, se tratd de realizar el analisis
con MatLab de nuevo. En este caso, se ajustd lo maximo posible la diferencia. Se observé

que lo més indicado era un numero inferior.

Asi pues, se compararon los nuevos datos obtenidos con el video. En este caso, si
coinciden. Cuando se obtiene 1, en las columnas 1 y 2, los ratones se encuentran
interaccionando en el video. Ahora bien, se vuelve a encontrar el problema de los datos
en “NaN”. En algunas interacciones sigue apareciendo. Se pudo apreciar que algunos de

estos “NaN” aislados se debian a la posicién del raton. Por ejemplo, cuando se
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encontraban explorando de forma vertical u horizontal, como se puede observar en las

imagenes 5y 6.

Imagen 6. Imagen 5.

Raton explorando de forma vertical. Raton en exploracion horizontal.

Paralelamente, dados los problemas de analisis, se proporciona el video 3. En este, se
cuenta con dos ratones blancos, con el pelo tintado de rojo y de azul. Se espera que esta
adaptacion facilite el anélisis con el software, disminuyendo o erradicando la cantidad de
“NaN” hallados.

Sin embargo, lo que se encuentra es que, los ratones blancos, sobre un fondo de color
similar, imposibilitan por completo su analisis al este depender del contraste con el fondo.

DeepLabCut.

Al igual que con “Id Tracker”, el primer paso fue la creacién de un protocolo acerca
de su instalacion al mismo tiempo que se realizaba esta. En el caso de “DeepLabCut” la
instalacion resulta mucho mas complicada, con muchos mas pasos a seguir y requiere de
conocimiento de programacion, lenguaje “python”, entre otros. La instalacion para cada

uno de los ordenadores se puede encontrar en los anexos Iy IV.

Una vez instalado, en el ordenador 1, el que se tenia inicialmente, se realizé una prueba
de analisis de video 1 proporcionado por la Dra. Ana Pérez. Los pasos detallados para
analizar el video se pueden encontrar en el anexo VI. Con el primer ordenador todos los
intentos de andlisis Ilevaron a error tras horas de analisis (se llegd a dejar el ordenador
hasta 35 horas analizando sin ningin uso secundario). También se trat6 de analizar el
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video 2 con el ordenador 1 hallando los mismos problemas. Por ello, se descartd la
posibilidad de uso de “DeepLabCut” con un ordenador promedio. La solucién hallada fue
solicitar el uso del superordenador Tirant. Sin embargo, dado el orden de prioridad se

quedo en la lista de espera.

Paralelamente a esta espera se termind adquiriendo el ordenador 2. Si bien este no tenia
las caracteristicas ideales de uso de “DeepLabCut” se esperaba poder, al menos, analizar
los videos ya que contaba con una GPU. En el ordenador 2, se intent6 analizar el video
2 directamente. En este, tras lograr la adecuada instalacion, se logr6 un analisis adecuado

del video. El siguiente paso era adaptar los resultados a los objetivos de la investigacion.

Se termind hallando que “DeepLabCut” no era capaz de proporcionar el analisis
deseado. Para analizar el comportamiento social es necesario bien, adaptar los resultados
por cuenta propia si se tienen conocimientos de programacion, o buscar un software
compatible que pueda analizar la informacion proporcionada por “DeepLabCut”. La
propia pagina de “DeepLabCut” (DeepLabCut, 2021) recomienda algunos softwares
complementarios. Se termind determinando Simple Behavior Analysis (“simBA”)

(Nilsson, et al., 2020) como el mas adecuado.

“simBA” utiliza los datos proporcionados por “DeepLabCut” para crear una serie de
clasificadores del comportamiento social en roedores. Es decir, es posible programarlo
para que aprenda diferentes conductas y las analice de acuerdo con las necesidades del
investigador. Para ello, se utiliza el aprendizaje automatico supervisado. Gracias a esto,
se pueden obtener resultados tan precisos que superar los realizados por observadores
humanos (Nilsson, et al., 2020). Sin embargo, existe una limitacion importante. Su
capacidad de diferenciacion entre ratones se ve considerablemente afectada en aquellos

del mismo color, se recomienda utiliza ratones con diferentes tonalidades.

Los pasos para realizar la instalacion y el analisis pueden leerse en los anexos VIl y
VIII. Tras la instalacion, se realizo el anlisis con el video 2 y el video 3 proporcionados
por la tutora. El software realiz6 un analisis considerablemente preciso proporcionando
la informacion que se necesitaba (nimero de contactos, latencia y contactos por minuto).

Aun asi, la precision en la diferenciacion de los ratones se veia afectada en el video 2, al
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ser dos ratones de pelo oscuro. De todos modos, el analisis del comportamiento no parecia

verse afectado.

De este modo, se puede proceder a la evaluacion de los resultados obtenidos con cada

uno de los softwares explorados.

4. Resultados.

La comparacion de los resultados se realizo con el estandar actual, una contabilizacion
de la interaccion de forma manual. De este modo, se pudo comparar de forma objetiva
los resultados obtenidos en cada uno de los softwares con los resultados que se obtendrian
de forma manual.

En los criterios de evaluaciéon manual se considerd “interaccion” cada vez que existia
contacto real entre ambos ratones, es decir, sus cuerpos se encontraban tocando de forma
intencionada el cuerpo del otro ratén. No se contabilizd6 como “interaccion” el contacto
entre las colas. Si las interacciones ocurrian de forma seguida, con una diferencia inferior
a un segundo, entre interaccidon e interaccion, se contd como una sola interaccion. Si

existia una diferencia de tiempo mayor como dos interacciones.

SMART.

Los resultados obtenidos permitieron el calculo del nimero de interacciones de
forma relativamente rapida. Si bien la informacion no se present6 de forma directa
(con el célculo de interacciones por minuto y el tiempo total) si se proporciond toda la
informacion necesaria.

Entre los resultados, se presentd una descripcion de las acciones de los ratones, asi
como la duracidn de estas. Mediante esta informacion se pudo obtener los siguientes

datos:
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Grafica 1.

Comparacion resultados de SMART vs. calculo manual.

Comparacion contactos por minuto

—1 SMART

== Manual

Contactos
-~
1

il i) P

Minutos

Nota. En la gréfica se observa la comparacion de los resultados obtenidos en la medicion

de los contactos por minuto con el software SMART y la medicion manual.

Grafica 2.

Comparacion del tiempo total de interaccion en “SMART”.

Comparacion tiempo de interaccion

100

1 Tiempo total de interaccion (SMART)
80+ = Tiempo total de interaccion (Manual).
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Nota. En la grafica se puede observar la comparacion entre el tiempo total de interaccion

obtenido con el software “SMART” (T.S) y el tiempo obtenido de forma manual (T.M).
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Grafica 3.

Comparacion del porcentaje de interaccion en “SMART”.

Comparacién pocentaje de interaccion

404
1 Porcentaje total de interaccion (SMART).

30— 3 Porcentaje total de interaccién (Manual).
)
g 20-
g

10+

0 1 1

P.S P.M

Nota. Se muestra el porcentaje total de interaccion de “SMART” (P. S) y el porcentaje total

de interaccion obtenido de forma manual (P.M).

El tiempo empleado para el analisis fue relativamente bajo. La configuracion junto
con el procesamiento tomd cerca de 15 minutos. Por otro lado, la recogida de
informacion acerca las interacciones duré 5 minutos mas. Esto proporciona un total de
20 minutos para el analisis y la obtencion de resultados con “SMART”.

Respecto a la precision del andlisis, se encuentra en un nivel medio. No es
demasiado precisa, pero el error mostrado es bajo en comparacion con otros softwares

de analisis.

De este modo, el nivel de eficiencia puede ser considerado medio, teniendo en

cuenta la rapidez para la obtencién de resultados junto con el nivel de precision.

Id Tracker.

Los resultados de la formula proporcionados en Excel permitieron el calculo del
nimero total de contactos, nUmero de contactos por minuto, duracion total de los
contactos y el calculo del porcentaje de tiempo de contacto respecto a la duracion del
video.

De este modo, en la comparacion con el calculo manual se obtuvieron los

siguientes resultados:
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Grafica 4.

Comparacion de resultados de 1d Tracker vs. calculo manual.

Comparacién contactos por minuto

C— Id Tracker
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Contactos
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Nota. En la grdfica se observa la comparacion del numero de contactos obtenidos a través
de la medicion con el software “Id Tracker” con la medicion manual de los contactos. En el eje

“X7 se encuentran los minutos, mientras en el “Y” se observan los contactos realizados en ese

minuto.

Grafica 5.

Comparacion del tiempo total de interaccion en “Id Tracker”.

Comparacion tiempo de interaccion

150
1 Tiempo total de interaccion (Id Tracker)
== Tiempo total de interaccion (Manual)
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£
c
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Nota. En la grdfica se muestra la comparacion entre el tiempo total de interaccion obtenido

con “Id Tracker” (T.IT) y el tiempo total de interaccion obtenido en la medicion manual (T. M).
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Grafica 6.

Comparacion del porcentaje de interaccion en “Id Tracker”.

Comparacion porcentaje de interaccion

40— . . .,
1 Porcentaje total de interaccion (Id Tracker).
30— = Porcentaje total de interacciéon (Manual).
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Nota. Se muestra el porcentaje total de interaccion en cada uno de ellos. “PIT” muestra el

ERTS

porcentaje total de interaccion de “Id Tracker”, “PM” el porcentaje total de interaccion de la

medicion manual.

Respecto al tiempo empleado para el analisis, tomo un total de 15 minutos analizar
el video con “Id Tracker” y entre 15 y 20 minutos mas analizar los resultados
obtenidos. Es decir, pasar los resultados a MatLab para obtener el documento Excel
donde obtener las interacciones, asi como el tiempo total.

De este modo, el analisis de video junto con interpretacion de resultados con

“Id Tracker” tom6 un total entre 30 y 35 minutos.

Por otro lado, la precision del analisis de “Id Tracker” es considerablemente
limitada. Los resultados, contienen numerosos fallos por falta de informacion.
Ademas, la interpretacion ha sido propia, con la creacién de una férmula. Por lo tanto,

la validez de estos también se encuentra cuestionada.

De este modo, se puede considerar el nivel de eficiencia (nivel de analisis versus

tiempo requerido) como deficiente.
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DeepLabCut / simBA.

Los resultados obtenidos con “simBA” permitieron la comparacion del nimero de
interacciones por minuto y el calculo del tiempo total de interaccion a través de dos
fuentes distintas. Para el nimero de interacciones por minuto se utilizé el grafico gannt
(se puede observar en el anexo I, video 8). Este muestra cada interaccion y su duracion
en tiempo real durante el video. Por otro lado, para el total de interaccion se utilizo el
video con informacion acerca de las interacciones creado con “simBA” (video 7).

Se cont6 como interaccion tan sélo el comportamiento 2, aquel en el que ambos
ratones se encontraban en contacto real. Ademas, aquellos comportamientos de poca
duracidn, cercanos a un contacto mas largo, se contaron como un solo contacto debido
a la gran precision de la técnica de evaluacion. Esta es capaz de diferenciar como dos
contactos diferentes contactos con milésimas de segundo de diferencia.

De este modo, se pudieron comparar los resultados, como se puede observar en las

graficas 7,8y 9:

Grafica 7.
Comparacion de resultados “DLC/simBA” vs. cdlculo manual.
Comparacion contactos por minuto

— DLC/simBA

4 - N == Manual

Contactos
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Minutos

Nota. En la grdfica se muestra la comparacion de los resultados obtenidos mediante los
softwares “DeepLabCut” y “simBA” en contraposicion a los resultados obtenidos mediante

el conteo manual de las interacciones.
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Grafica 8.

Comparacion del tiempo y porcentaje total de interaccion en “DLC/simBA”.

Comparacién tiempo de interaccion
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Nota. En la grdfica se puede observar la comparacion del tiempo total de interaccion
entre la medicion con “DeepLabCut”y “simBA” (T.D.S) versus la medicion manual de este

(T.M).

Grafica 9.

Comparacion porcentaje de interaccion en "DLC/simBA”.

Comparacion porcentaje de interaccion
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Nota. Se muestra el porcentaje total de interaccion con la medicion de “DeepLabCut” y

“simBA” (P.D.S) y el porcentaje obtenido de forma manual (P.M).

Respecto al tiempo empleado en el anlisis y obtencion de resultados, tomd un total

de 50 minutos analizar el video con “DeepLabCut”. Por otro lado, el transformar esta
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informacion a través de “simBA” para obtener 10s datos necesarios requirio cerca de
20 minutos mas. Esto conlleva un total de 70 minutos para el andlisis del video y
obtencion de resultados.

Por otro lado, la precision de los resultados con “DeepLabCut” y “simBA” es
considerablemente buena. Es capaz de distinguir los comportamientos hasta el
milisegundo, superando por mucho la medicion manual.

De este modo, se puede considerar que la eficiencia (nivel de andlisis versus tiempo

requerido) es aceptable.

5. Discusion.

Tras obtener los resultados y compararlos con la medicion manual es preciso revisar
los objetivos planteados en un principio.

Se han explorado las tres técnicas de analisis automatizadas, tanto “SMART” como
“Id Tracker” y “DeepLabCut”. Por lo tanto, se puede considerar como cumplido el
primer objetivo. Ademas, a estas tres técnicas ha terminado por agregarse una cuarta
(“simBA”) necesaria para poder analizar realmente con la tercera técnica

(“DeepLabCut”).

Respecto al segundo objetivo, donde se pretendia adaptar las técnicas de analisis al
comportamiento en ratones, se considera cumplido de forma parcial. “SMART” ya
habia sido creado para el uso con ratones por lo que no ha representado ningun
problema. “Id Tracker” pudo ser utilizado para el analisis con ratones de color oscuro
mas no para aquellos de tonalidad clara. Por esto mismo, los andlisis se vieron
limitados. Respecto a “DeepLabCut” no presentd problema alguno para el analisis ya
que fue posible adaptar las caracteristicas para ratones. Finalmente, en “simBA”, si
bien el analisis con ratones de pelo claro fue excelente, no ocurrié lo mismo con ratones
con tonalidades oscuras. Esto no representd una limitacion para el analisis de las
conductas sociales en los objetivos, pero si podria ser una limitacion en futuros

estudios.

El tercer objetivo se centraba en comparar la utilidad de cada una de las técnicas

elegidas. Tanto este como los siguientes objetivos (cuatro y cinco) se relacionan entre
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si por lo que seran abordados al mismo tiempo. En el objetivo nimero cuatro se
pretende comparar la precision del analisis en cada una de las técnicas elegidas y, en
el cinco, se pretende comparar la eficiencia.

Las cuatro técnicas son Utiles ya que han permitido el andlisis de la conducta de los
ratones de forma no manual. Ademas, el tiempo de analisis no ha sido excesivamente
elevado en ninguna de ellas por lo que pueden ser utilizadas en lugar de la medicion
manual. Mas, en la utilidad destacan “SMART” y la combinacion de “DeepLabCut”
con “simBA”.

“SMART” ofrece resultados rapidos con una interfaz sencilla. Ademas, proporciona
todos los datos deseados de forma clara, en un formato facil de interpretar y manejar.

Por otro lado, “DeepLabCut” junto con “simBA” requieren mas tiempo y la interfaz
no es tan sencilla. Aun asi, se considera que tiene la capacidad de ser tan atil como
“SMART” o incluso llegar a sustituirlo. Esto se debe a que tiene una precision mayor,
como se comentard en el siguiente punto. Ademas, son dos softwares gratuitos, por lo
que son accesibles para todo aquel que lo necesite. Un punto esencial que destacar
también es el hecho de que se pueda programar para que analice tantas conductas como
se desee, de este modo abriendo el abanico de posibles funciones y usos futuros. Su
utilidad, por tanto, queda justificada.

En este caso, “Id Tracker” queda atras en utilidad ya que los resultados son limitados

y poco fiables. Ademas de proporcionar un analisis mucho mas limitado.

En la precision del analisis también es necesario realizar distinciones.

“SMART” trabaja mediante la comparacion figura vs. fondo, esto quiere decir que
no aprende a diferenciar en si a los animales. Ademas, también se recomienda el uso
de ratones con marcas de distincion claras. Por tanto, la precisién del analisis queda
considerablemente comprometida. Esto se ha podido observar tanto en el trabajo con
el software como con los resultados obtenidos. Estos mostraban una diferencia
importante con la medicion manual tanto a nivel de contactos como en el tiempo total
de interaccion.

Una situacion similar ocurre con “Id Tracker” donde se hallan serias limitaciones.
Las identidades se perdian en los casos en los que el contacto era especialmente
estrecho. Existe una cantidad significativa de resultados en los que faltan datos. No se
ha proporcionado resultados de forma directa a través del software, sino que fue

necesario crear una ecuacion para el calculo propia lo que pone en compromiso la
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validez de los resultados. Ademas, los datos proporcionados eran simples, las
coordenadas de cada ratén en el tiempo, no era capaz de proporcionar ningun otro dato
ni eran adaptables de forma sencilla. Finalmente, la interfaz tan s6lo permite el analisis
del video de un modo.

Por otro lado, “DeepLabCut” presenta una precision mucho mayor. Se pueden
sefialar tantas partes del cuerpo del animal como se deseen. Ademas, la precision del
andlisis puede ser ajustada a deseo del experimentador. El error puede llegar a ser
minimo, superando por mucho las capacidades de una persona humana. En este caso,
“DeepLabCut” ha demostrado una mayor precision. Cabe destacar que, si bien en el
analisis de las partes es muy preciso, no es completo. Por ello, “simBA” como
complemento fue esencial. En este caso, de nuevo encontramos una capacidad de
precision elevada. Detecta tantas conductas como se desee programar. Ademas, estas
son analizadas en niveles muy altos, de modo que puede proporcionar resultados
exactos al milisegundo. En comparacion con los dos anteriores softwares, por tanto, se
puede considerar que la combinacion de “DeepLabCut” con “simBA” es la mas precisa

en el analisis.

La comparacion de los contactos por minuto obtenidos en cada uno de los softwares

versus la medicion manual puede verse en la siguiente gréfica:

Grafica 10.

Comparacion final de contactos por minuto.

Contactos por minuto

S = Manual
1 DLC/simBA

6= M M 1 SMART
3 Id Tracker

Contactos
N
[

- H
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0 | | 1 || | | 1
1 2 3 4 5
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Nota. En la gréfica se realiza una comparacién de los contactos por minuto detectados por

tanto la medicion manual como cada uno de los softwares explorados a lo largo del trabajo.
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En la gréafica se puede apreciar como la mayor precision parece encontrarse en la
medicion de “DeepLabCut” junto con “simBA”. Por otro lado, “SMART” y “Id Tracker”

muestran un andlisis de los contactos por minuto mas erratico.

Respecto al tiempo total de interaccion encontramos resultados diversos:

Grafica 11.

Comparacion final del tiempo de interaccion.

Tiempo total de interaccion
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I Manual
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Nota. En la gréafica se muestra la comparacion final del anélisis del tiempo de interaccion

obtenido en cada uno de los softwares y la medicion manual.

Cabe destacar como el tiempo total obtenido con “Id Tracker” es casi el doble del
tiempo obtenido con “DeepLabCut” y “simBA”. Ademas, de nuevo se muestra como la
mediciéon manual se asemeja mas a los resultados de “DLC” y “simBA”, mientras
“SMART” y “Id Tracker” muestran semejanzas en sus tiempos totales. Esto podria
deberse al estilo de medicion. Tanto “SMART” como “Id Tracker” analizan por el

contraste figura-fondo pudiendo haberse encontrado los mismos errores en el analisis.
Tras la comparacion final de los resultados obtenidos tanto en la medicion manual

como en cada uno de los softwares explorados, se considera el objetivo nimero cuatro

cumplido.
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En el punto relacionado con la eficiencia (objetivo cinco) destaca “SMART”. Si bien
el analisis no es tan preciso como el obtenido con “DLC/simBA”, es mas facil de realizar,
los resultados son proporcionados de forma clara y toma una cantidad de tiempo 6ptima
(15-20 minutos).

En comparacion, “Id Tracker” no resulta eficiente. Si bien, al ser gratuito podria
parecer una buena opcion para sustituir “SMART”, ya que tiempo de analisis no es muy
superior (35 minutos), la informacion proporcionada, la veracidad de esta, asi como la
variedad de conductas que puede analizar resultan insatisfactorias.

“DeepLabCut” y “simBA” toman mds tiempo para analizar. Ademads, son mas
complicados de utilizar que “SMART” y “Id Tracker”. Sin embargo, se consideran una
opcidn con gran potencial para desarrollar debido al nivel de analisis, la variabilidad de
posibilidades y su acceso gratuito.

De este modo, dado que ha sido posible comparar todas las técnicas elegidas tanto en
utilidad, precision como eficiencia, se considera que los objetivos (3), (4) y (5) se han

cumplido.

Finalmente, el sexto objetivo era proporcionar pautas acerca del uso de los diferentes
softwares utilizados. Se han adjuntado todos los protocolos de descarga y uso de cada uno
de los softwares en los anexos del 1l al IX. De este modo, se espera poder proporcionar
la informacion necesaria para posibles futuros usuarios o aquellos que deseen replicar la
comparacion realizada en el presente trabajo. Asimismo, se logra cumplir también el

sexto y ultimo objetivo.

Todo esto, nos permite considerar el objetivo general del trabajo: determinar qué
técnica es actualmente la mas funcional dadas sus caracteristicas. La decision dependera
de las necesidades de anélisis, asi como medios del investigador. Si no se poseen
conocimientos de programacion, utilizar “DeepLabCut” y “simBA” a pesar de su
superioridad en precisién y variabilidad de analisis no resulta funcional. Sin embargo, si
se poseen conocimientos de programacion o no se tiene la capacidad de adquirir un
software de pago, como es el caso de “SMART”, estos podrian ser la opcion mas
adecuada.

Por tanto, si se posee la capacidad econdmica y/o no se tienen conocimientos de

programacion, la opcion mas funcional es “SMART?”. El analisis proporcionado es rapido
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y la interfaz es facil de manejar. Si bien la precision no es tan elevada, la automatizacién
de la evaluacion permite obtener siempre los mismos resultados por lo que seguiria
favoreciendo la replicabilidad de los resultados. Esto no ocurre en la medicion manual,
como bien se ha mencionado en la introduccion. Asimismo, al ser una técnica
automatizada reduce de forma significativa el tiempo total de evaluacion.

En cambio, si se poseen conocimientos de programacion o no se puede adquirir el
software de pago, “DeepLabCut” junto con “simBA” son una buena opcion. La precision
del analisis es muy elevada, no tiene ningln coste y presenta las mismas ventajas de
automatizacion que presenta “SMART”. Una desventaja que destacar, més alla de los
conocimientos informaticos necesarios, es el tiempo requerido para el analisis pudiendo

Ilegar a perder su funcionalidad al ser tan elevado.

Se deben remarcar algunos aspectos acerca de los resultados en la comparacion con la
medicion manual. Primero, se debe abordar la medicion de “Id Tracker”. Se puede
observar en los graficos 5 y 6 que la medicion de “Id Tracker” presenta una mayor
diferencia en comparacién con la manual. Entre las posibles razones y limitaciones que
se asocian a esta anomalia en los datos, se consideran las siguientes:

Los datos proporcionados por el software, de por si, contienen errores. Existe una gran
cantidad “frames” con ausencia de datos, las identidades se pierden, etc., todo esto
conlleva una medicidn inexacta. A esto, se debe agregar el hecho de que el calculo de los
contactos ha sido realizado a través de una ecuacion de autoria propia lo que, de nuevo,
afecta a la validez de las mediciones. Si bien se realiz6 una comparacién para avalar todo
lo posible que, aquellos momentos en los que se detectaba contacto en “Id Tracker”
realmente coincidian con contacto en el video real, es posible que la precision de las

mediciones se haya visto afectada.

Por otro lado, se considera importante abordar las diferencias, aunque menores,
halladas entre el andlisis de “simBA” y el manual. Los datos coinciden casi a la perfeccion
excepto por el primer minuto, donde manualmente se considera la existencia de un
contacto mas (véanse las graficas 7 y 8) y el total de tiempo donde existe mas tiempo en
la medicion manual. La explicacion que se plantea para estas diferencias radica en la
precision del analisis en el software. Por ejemplo, se considera que existe una mayor
cantidad de tiempo en la medicion manual debido al tiempo de reaccion requerido por

parte de un humano para pulsar el inicio o pausa del cronémetro. Se ha observado una
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adicion de casi un segundo por cada “contacto” entre ratones debido al tiempo de reaccion
requerido. Dado que el software no presenta esta limitacion, la medicion del tiempo
resulta mucho mas precisa.

Por lo tanto, cabe destacar entre las limitaciones los problemas hallados en “Id
Tracker” tanto a nivel de analisis del video como de interpretacion de los resultados. Se
debe reconocer la falta de validez de estos tanto por la falta de datos como por la ecuacion
creada. Los creadores del software no llegaron a contestar a ninguno de los e-mails

enviados por lo gue no se pudo resolver tampoco de este modo ninguno de los problemas.

Otra de las limitaciones seria, a pesar de que no ha afectado a los resultados, el hecho
de que, por un lado “Id Tracker” no pueda reconocer ratones blancos, y “simBA” tenga

problemas para diferenciar entre los ratones negros.

6. Conclusiones.

Tras haber revisado todos los softwares y comparar la utilidad de cada uno de ellos
parece reafirmarse el problema hallado al inicio: las técnicas automatizadas no estan lo
suficiente desarrolladas para sustituir de forma Optima la medicion manual de la conducta
social en ratones.

Las técnicas automatizadas permiten asegurar una mayor fiabilidad en el analisis, una
mayor replicabilidad de este, asi como una disminucion del tiempo de analisis. El objetivo
de estas es el sustituir la medicion manual y sus multiples desventajas (Abbas y Masip-
Rodo, 2019; Benice y Raber, 2007; Macri, et al., 2015; Marcuccio, Savonenko y Etienne-
Cummings, 2018; Unger et al., 2017).

“DeepLabCut” y “simBA” muestran un gran potencial. La precision del analisis supera
la capacidad humana, ademads, permiten su adaptacion para el aprendizaje de diferentes
partes del cuerpo, asi como diferentes conductas. Sin embargo, el tiempo requerido para
el anélisis es por el momento un factor importante que rebaja las ventajas de este analisis.
Ademas, “simBA” por el momento no distingue entre ratones del mismo color sin marcas
identificatorias claras. Si bien esto no es un problema para los objetivos del trabajo, si es
un problema para otros analisis propios de la conducta social en ratones. Asimismo, la

necesidad de tener conocimientos de programacion hace su uso poco accesible para una
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cantidad considerable de personas en la comunidad cientifica, limitando de nuevo sus
ventajas.

Aun asi, cabe destacar que es una rama en desarrollo que, en un futuro, si se solventan
las desventajas podria ser la mas adecuada para el analisis de la conducta social en

ratones.

Por otro lado, “Id Tracker” ha quedado totalmente descartado por sus multiples

limitaciones, asi como la falta de fiabilidad de los resultados.

Finalmente, “SMART” aunque es la técnica que parece mostrarse mas accesible
actualmente, no permite obtener unos resultados tan precisos como seria deseable. Por
ello, a pesar de su facil uso, rapidez de andlisis y variabilidad de opciones para el andlisis,
sigue probando la limitacion existente en una rama tan importante como es el estudio de
la conducta social. Si bien, es una buena opcidon que puede utilizarse en lugar de la
medicidon manual, para una mayor fiabilidad de los resultados seria esencial mejorar su

precision.

En conclusion, el estudio de la conducta social en ratones es fundamental para el
desarrollo de la ciencia en diferentes ramas como son la neurociencia, psicologia,
farmacologia o biologia (Macri, et al., 2015). Sin embargo, a pesar de su importancia, las
técnicas automatizadas desarrolladas todavia presentan multiples limitaciones que, si bien

permiten su uso, no alcanzan el nivel 6ptimo que permitiria un anélisis rapido y preciso.

Por ello, como propuesta de futuro, se espera que técnicas como “DeepLabCut” y
“simBA” mejoren el tiempo requerido para el analisis, permitan el uso de ratones del
mismo color y desarrollen una interfaz estable en la que no sean necesarios conocimientos
de programacion. Una vez solventados estos problemas, el analisis de la conducta social
podria realizarse de forma rapida y eficaz. Ademas, seria posible asegurar la fiabilidad de
los resultados, asi como su replicabilidad. De este modo, la investigacion en este &mbito
podria ver un desarrollo global exponencial. Por ejemplo, mediante la aplicacion de los
softwares a modelos animales de conductas sociales alteradas como el autismo o la

esquizofrenia, entre otros.
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8. ANEXO.

Anexo |. Videos.

- Video 1 (primer video de ratones proporcionado): Video 1 - YouTube

- Video 2 (segundo video de ratones proporcionado): Video 2 - YouTube

- Video 3 (tercer video proporcionado con puntos clave creados con
“DeepLabCut”: Video 3: puntos aprendidos por DLC - YouTube

Se eligieron como puntos la nariz, orejas y base de la cola debido a que era la
configuracion disponible para el analisis con “simBA” méas adelante.
- Video 4 (grafica en movimiento del recorrido de los ratones): _Grafica en

movimiento. Recorrido de los ratones. - YouTube

La grafica fue generada a través de “MatLab” con las coordenadas proporcionadas
por “Id Tracker”.
- Video 5 (comparacion aproximada del movimiento de los ratones con el recorrido

de la grafica): Video comparacion grafica-ratones APROXIMADO - YouTube

Cabe destacar que la grafica se encuentra volteada en el video debido a que no era
posible alterar su orientacion en MatLab. En su creacion se formaba por defecto al
revés, sin embargo, se puede apreciar que, una vez dada la vuelta, coincide de forma
aproximada con el recorrido de los ratones.

- Video 6 (analisis de conducta “simBA”): Video 6: Analisis conducta simBA -

YouTube

- Video 7 (analisis de conducta “simBA”, ratones negros): Video 7: analisis

conductas simBA en ratones negros - YouTube

- Video 8 (grafica creada con los comportamientos):_Video 8: Grafica creada con

los comportamientos. - YouTube

Entre los resultados proporcionados por “simBA” se encuentra la grafica mostrada
en el video. En ella, se observa a tiempo real cuando y durante cuanto tiempo ocurre
cada conducta. Por tanto, se puede apreciar en el eje horizontal el tiempo. En el
vertical se encuentran las conductas 1 (seguimiento) y 2 (contacto). El seguimiento,
se muestra en rojo y el contacto en negro.

De forma mas practica, se puede tomar la Gltima imagen creada por la grafica
donde se expone el resultado final con el nimero total de interacciones expresado a

lo largo del video.
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https://www.youtube.com/watch?v=B3jqQqBsmfs
https://www.youtube.com/watch?v=O70872Em7sE
https://www.youtube.com/watch?v=-wIr0thJ4V4
https://www.youtube.com/watch?v=3f77B6M8hNU
https://www.youtube.com/watch?v=3f77B6M8hNU
https://www.youtube.com/watch?v=M34NjKfNaxA
https://www.youtube.com/watch?v=jwvuSUhzbWE
https://www.youtube.com/watch?v=jwvuSUhzbWE
https://www.youtube.com/watch?v=_Q-JjflOhc0
https://www.youtube.com/watch?v=_Q-JjflOhc0
https://www.youtube.com/watch?v=F5nuGxLIfs4
https://www.youtube.com/watch?v=F5nuGxLIfs4

Anexo Il. Protocolo de descarga e instalacion de “Id Tracker”.

1. Acceda a la pagina web de “Id Tracker”: idTracker - Automatic tracking

of multiple animals. Al acceder a esta, se encuentra en la pagina principal donde

se presenta el software. En la zona inferior, existen una serie de enlaces donde se
puede pinchar para obtener mas informacion.

2. En este caso, se desea acceder a la zona de descarga. Para ello, se debe
clicar en el apartado superior derecho download.

3. Tras acceder a este, la péagina presenta los pasos a seguir para su
instalacion. Primero se debe descargar e instalar MatLab Complier Runtime 8.3.
Para ello, simplemente se debe pinchar sobre este.

4. Ademas, es necesario descargar los archivos ejecutables de “Id Tracker”
clicando en Download the executables of idTracker.

5. Se puede descargar una guia de uso gratuita, aunque no actualizada, si se
aprieta en User Guide.

6.  Vayaa la carpeta de descargas del ordenador. En ella podra ver un archivo
llamado MatLab Complier Runtime o similar que terminara en “.exe”. Este sera
el que se utilizara para la instalacion. También se puede ver un archivo
comprimido con los ejecutables.

7. Primero, descomprima ese archivo.

8.  Ahora, acuda al MatLab Complier Runtime y clique en él para iniciar la
ejecucion.

9.  Aparecerdn multiples pantallas solicitando permisos para ejecutar el
programa, se deben aceptar todas ellas.

10. Después se abrira una pestafia en la que se solicitara especificar donde se
desea instalar. Puede elegir donde dando a Browse y seleccionando el lugar
deseado. Seguidamente clique Next.

11. La siguiente pantalla muestra informacién acerca de la carpeta de
instalacién, asi como el tamafio de la instalacion (1.334 MB). Las opciones son
Back (volver atras), Install (para instalar el programa) o Cancel (cancelar). En
este caso, se desea instalar el programa asi que se debe dar a Install.

12.  Se instalara el programa y aparecera una Ultima pantalla donde se debe

pinchar en Finish para finalizar.
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https://www.idtracker.es/home
https://www.idtracker.es/home

13. ¢Como abrir el programa instalado? Vuelva a la carpeta donde se
encuentran los ejecutables que se han descomprimido, deberian hallarse en
descargas, pero pueden moverse donde uno desee.

14.  Siclica en “Id Tracker” podra analizar el video que desee.

15.  Siclica en “IdPlayer”, podra visualizar un video ya analizado.
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Anexo I11. Protocolo de “DeepLabCut” para ordenadores con CPU.
Advertencia: en un ordenador con CPU tan solo se puede crear el conjunto de datos
de entrenamiento, no puede llegar a analizar ni entrenar.
Advertencia: en los comandos introducidos, al copiarlos en el terminal, no se deben

incluir las comillas.

1. Entrar en la pagina web de “DeepLabCut” (DLC): DeepLabCut — The Mathis

Lab of Adaptive Motor Control (mackenziemathislab.orq).

2. Deslice hacia abajo hasta encontrar la siguiente imagen:

Step 1: getting set up with pyth

More information
and your dlc computing enviror

Got Poses? Now what?

Jumping deeper int
Python: res 'es, more
links, and

Learn to use
DeepLabCut!

Learning more about

Bing 5. '
ted o Deepl.abCut!

#teamDLC ’ "" @ @ @ @

J
y Step 2: using DeepLabCut on your own data

A deeper dive into neural network selection

®

3. Clique en el paso 1 (Step 1: Getting set up with python, anaconda and your dic
computing enviroment).

4. Se redirigira a la siguiente pagina: How To Install DeepLabCut — DeeplLabCut.

5. Deslice hacia abajo hasta encontrar Step 1: You need to have python installed.
6. Esnecesario instalar anaconda, como bien se indica en las instrucciones de la web.
Acceda al enlace anaconda para descargar anaconda en su dispositivo.

7. Se encontrard aqui: Anaconda | Anaconda Distribution.

8. Descargue Anaconda clicando en Download.

9. Una vez descargado, acuda a su carpeta de descargas y ejecute el programa. La
propia ventana que aparecera le guiara adecuadamente a través de los pasos de
instalacion.

10. Ahora vuelva a la pagina principal de DLC. Si desliza hasta el final vera que
aparece la opcion Download Conda File. Es para descargar el archivo de conda
con la informacion necesaria para instalar DLC.

11. Clique para descargar dicho archivo.
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12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

19.

CMD.exe Prompt

0.1.1
Run a cnd.exe terminal with your current
envirenment from Mavigakor activated

| Launch |

Ahora abra Anaconda Navigator en su ordenador, si no lo encuentra, haga una
busqueda y escriba “Anaconda Navigator”. Deberia aparecer.

*IMPORTANTE: Para abrirlo, haga clic derecho, seleccione abrir como
administrador.

Una vez abierto, seleccione launch para “CMD.exe Prompt”.

Ahora debe introducir el comando “cd” + la direccién de la ruta donde se
encuentra su archivo descargado (conda file). Por ejemplo, si no la ha movido,
deberia encontrarse en su carpeta de descargas. De este modo el comando seria:
“cd C:\Users\Usuario\Downloads”.

El siguiente paso es descargar los paquetes necesarios. Puede realizar esto
facilmente introduciendo: “conda env create -f DEEPLABCUT.yaml”.

Cuando termine la instalacion, active el ambiente escribiendo: “conda activate
DEEPLABCUT”.

Cierre la pestafia.

Ahora, en Anaconda Navigator, en la zona superior debe aparecer lo siguiente:

File Help

{0 ANACONDA NAVIGATOR

ﬂ‘:"% |

All applications "| on | base (root) - Channels

Haga clic en “base (root)”, verd que aparece un desplegable. En €l verd

“DEEPLABCUT” como opcion. Pinche en ella.

20. Cuando cargue debera instalar “CMD.exe Prompt”.

21. Después clique launch.
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22.

23.

24.

25.

26.
217.

IMPORTANTE: para el funcionamiento adecuado de DLC debe introducir el
siguiente comando: “pip install tensorflow”.

En algin momento de la instalacion es posible que se le pida permiso para
continuar clicando las teclas “y” (si) o “n” (no). Introduzca “y” y presione enter.
Tras finalizar la descarga para iniciar una sesion con una guia visual debe escribir:
“ipython”.

Después inserte: “import deeplabcut”.

Finalmente: “deeplabcut.launch_dlc()”.

Si ha logrado entrar adecuadamente aparecerd la siguiente pantalla:

DeepLabCut:

a software package for
™ animal pose estimation
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Anexo IV. Protocolo para ordenadores con GPU.

IMPORTANTE: debe tener Windows 10.
Pasos basicos.
1. Entre en la pagina web de “DeepLabCut” (DLC): DeepLabCut — The Mathis Lab

of Adaptive Motor Control (mackenziemathislab.org).

2. Deslice hacia abajo hasta encontrar la siguiente imagen:

Step 1: getting set up with pyth
and your dic computing er

Jumping de
Python: res
links, and #

Learn to use
DeepLabCut!

getling started

#teamDLC

£ 4
Step 2: using DeepLabCut on your own data

A deeper dive into neural network selection

O)

3. Clique en el paso 1 (Step 1: Getting set up with python, anaconda and your dic
computing enviroment).

4. Se redirigird a la siguiente pagina: How To Install DeepLabCut — DeepLabCut.

5. Deslice hacia abajo hasta encontrar Step 1: You need to have python installed.
6. Esnecesario instalar anaconda, como bien se indica en las instrucciones de la web.
Acceda al enlace anaconda para descargar anaconda en su dispositivo.

7. Se encontrara aqui: Anaconda | Anaconda Distribution.

8. Descargue Anaconda clicando en Download.

9. Una vez descargado, acuda a su carpeta de descargas y ejecute el programa. La
propia ventana que aparecera le guiara adecuadamente a través de los pasos de
instalacion.

ADVERTENCIA: a partir de este punto la instalacion de CPU y GPU son diferentes.

Pasos especiales para GPU.
Si su ordenador tiene una GPU Nvidia siga los siguientes pasos:
1. Entre en la siguiente pagina de tensorflow: Compatibilidad con GPU |

TensorFlow . En ella encontrara la informacion y los pasos necesarios.
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2. Compruebe que su GPU Nvidia es compatible con CUDA: CUDA GPUs -

Compute Capability | NVIDIA Developer.

3. Si es compatible aparecera entre las GPU de la pagina.

Instalacion del driver.

1.

Ahora debe instalar un controlador (driver) de GPU Nvidia. Para ello acceda a la
siguiente pagina: Official Drivers | NVIDIA

Debera seleccionar la informacion compatible con su GPU como seria el tipo de
producto, serie, producto y sistema operativo. Esto es lo mas importante para que
sea adecuado y compatible. Una vez seleccionado, descargue el Driver.

Una vez descargado, acceda a su carpeta de descargas y ejecute el archivo

descargado. Siga los pasos indicados por la ventana que aparecera.

Instalacion de “Visual Studio”.

1.

Para el correcto funcionamiento, es necesario instalar la version 2019 de “Visual
Studio”. Esta es la version compatible con “CUDA”.

Para ello acceda a la siguiente pagina: Descargas anteriores de Visual Studio:

2019, 2017, 2015 y versiones anteriores (microsoft.com)

Seleccione la version de 2019 y clique “descargar”.

Se le pedira que inicie sesion en Microsoft (es gratuito).

Tras iniciar sesion seleccione la version de “Visual Studio” que desee. En este
caso, Visual Studio Community 2019. Presione download.

Una vez descargado, ejecute el programa. La pantalla que aparecera le guiara por
los pasos necesarios para su correcta instalacion.

Finalmente, aparecera una pantalla que le permitira elegir las extensiones que
desea instalar. Seleccione todas aquellas que incluyan “Python”, “C++” y
“MSVC”. Pueden encontrarse entre la primera y la segunda pestaia.

Una vez seleccionadas todas clique instalar.
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Instalacion “CUDA”.

1. Ahora debe descargar un kit de herramientas “CUDA”. Para acceder al enlace
puede volver a la pagina de tensorflow o clicar aqui: CUDA Toolkit Archive |
NVIDIA Developer.

2. IMPORTANTE: la version de tensorflow que instale, “Python”, “cuDNN” y

“CUDA” deben ser compatibles. Para asegurar que elige las versiones adecuadas

acceda a la siguiente pagina: Construir desde la fuente | TensorFlow Yy deslice

hasta encontrar la informacion acerca de GPUs. Deberia encontrar algo similar a

esto:
GPU
Version Version de Python Compilador Construir herramientas cuDNN CUDA
tensorflow-2.11.0 3.7-3.10 CGC9.3.1 Bazel 5.3.0 8.1 11.2
tensorflow-2.10.0 3.7-3.10 CGC 9.3.1 bazel 5.1.1 8.1 1.2
tensorflow-2.9.0 3.7-3.10 CGC9.3.1 bazel 5.0.0 8.1 11.2

Como puede ver, la version de tensorflow 2.11 requiere “Python” entre 3.7 y 3.10,
“cuDNN” 8.1 y “CUDA” 11.2.

4. En este caso, se trabajara en la version mas actualizada hasta la fecha, tensorflow
2.11. Por ello, en el enlace de “CUDA Toolkit” debemos elegir “CUDA” 11.2
como se indica en la imagen, asi como en el enlace proporcionado.

5. Una vez se encuentre, clique en él y seleccione el sistema operativo que su
ordenador posee. Apareceran dos opciones mas: architecture, que tiene una sola
opcion, seleccione esta, y version. En el caso de “CUDA” 11.2 seleccione la
version 10.

6. Unavez seleccionada la version se le daré la opcion de elegir el tipo de instalacion,
local o0 en linea. Cualquiera de estas dos opciones es adecuada. La version local
es méas pesada (2.9 GB).

7. Presione download.

8. Una vez descargada, acuda a su carpeta de descargas y ejecute su instalacion. En

su pantalla apareceran las instrucciones necesarias.
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IMPORTANTE: si aparece una advertencia acerca de la
incompatibilidad de “Visual Studio” con “CUDA”, ha instalado “Visual Studio”

mal, cancele la instalacion de “CUDA” y revise “Visual Studio”.

Instalacion de “cuDNN?”.

1.

© © N o g ko

10.

11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

Ahora puede volver la pagina inicial de tensorflow para acceder al enlace que
permite la descarga de “cuDNN”.
Entre en el siguiente enlace: CUDA Deep Neural Network (cuDNN) [ NVIDIA

Developer
Seleccione download cuDNN.

Se le pedira que cree una cuenta.
Una vez creada, acepte los términos y condiciones de “cuDNN”.

Seleccione la version de “cuDNN” compatible con el “CUDA” instalado.
Si no aparece clique archived cuDNN realeases.

Se cargara una pagina con todas las versiones.

Seleccione aquella que indique su compatibilidad con el “CUDA” instalado (en
este caso deseamos “cuDNN” 8.1, compatible con “CUDA” 11.2).

Aparecera un desplegable. Dependiendo de su ordenador y sistema operativo
deberéa descargar una version u otra.

Descargue el archivo.

En su carpeta de descargas, descomprima el archivo.

Entre en el archivo. Podra ver que esta lleno de diferentes carpetas. Copie todas.
Ahora busque en su terminal (todo el ordenador), la carpeta “CUDA” que debe
haberse creado.

Entre en ella 'y pegue todas las carpetas.

Seleccione con clic derecho la carpeta “bin”. Copie la ruta de acceso.

Busque en su ordenador: “editar las variables de entorno”. Entre.

Aparecera una pequefia ventana. Acceda a ella y presione “variables de

entorno...”. Se abrira una nueva ventana.
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Variables de entorno

Variables de usuario para Usuario

Variable Valor

OneDrive CA\Users\Usuario\OneDrive - Universidad Catolica de Valencia
OneDriveCommercial CA\Users\Usuario\OneDrive - Universidad Catolica de Valencia
OneDriveConsumer CAUsers\Usuario\OneDrive

Path Ch\Users\Usuario\AppData'\Local\Microsoft\WindowsApps,Ch,...
TEMP Ch\Users\Usuario\AppData'\Local\Temp

TMP Ch\Users\Usuario\AppData'\Local\Temp

Nueva... Editar... Eliminar

19. En esta nueva ventana clique en “Path”.

20. Abrird otra pestaiia. Clique en la derecha “nuevo” y pegue la ruta de acceso.
21. Vuelva a la carpeta “CUDA”.

22. Copie la ruta de acceso de “libvn” (el nombre puede variar ligeramente).
23. En la pestana de “path” vuelva a clicar “nuevo” y pegue la ruta de acceso.

24. Cierre todo y reinicie el ordenador.

Instalar tensorflow.

1. Tras reiniciar el ordenador. Abra Anaconda Navigator.

2. Abra “CMD.exe Prompt”.

3. Escriba “conda create --name tf 2.11 python==3.10".

*El tipo de tensorflow y de “Python” pueden cambiarse al compatible con lo instalado.

Consulte el enlace anteriormente proporcionado.
4. Se le indicard que dé permiso para continuar la instalacion “y” (si) o “n” (no).
Escriba “y” y presione enter.
5. Introduzca el comando: “conda activate tf 2.117.

6. Abhora escriba: “pip install tensorflow”.

7. Se instalara tensorflow compatible con su GPU.

*Advertencia: en ocasiones, las versiones supuestamente compatibles dan error.

En este caso, instale las siguientes versiones:
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- cudnn==8.4.1.50
- cudatoolkit==11.8
- tensorflow==2.10.0

Siga los mismos pasos que indicados anteriormente, pero cambie las versiones que

descarga.

Instalar DEEPLABCUT.
1. Descargue la “conda file” de la pagina oficial de DLC. DeepLabCut — The

Mathis Lab of Adaptive Motor Control (mackenziemathislab.org). Se encuentra

al final de la pagina.

2. Vuelva al terminal (ventana negra en la que ha introducido los comandos). En el
mismo ambiente en el que se encuentra escriba la ruta a descargas donde se
encuentra su “conda file”, precedido de cd. Por ejemplo: “cd
C:\Users\Usuario\Downloads”.

3. Ahora introduzca el siguiente comando: “conda env create -f
DEEPLABCUT.yaml”.

4. Siguiente comando: “conda activate DEEPLABCUT”:

5. Finalmente instale tensorflow en este nuevo ambiente: “pip install

tensorflow==2.10.0".

Para abrir DLC siga los siguientes pasos:
1. Introduzca: “ipython”.
2. Después inserte: “import deeplabcut”.

3. Finalmente: “deeplabcut.launch_dlc()”.

RECUERDE: cuando introduzca comandos presione siempre “enter” al terminar
escribirlos para ejecutarlos.

Advertencia: en ocasiones, DLC también presenta errores cuando es abierto del modo
anteriormente explicado.

Si encuentra errores, una version alternativa con la que pude abrir el software es
escribiendo “python -m deeplabcut” en el terminal, dentro del enviroment de DLC y

presionando enter.
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Anexo V. Como analizar un video con “Id Tracker”.

1. Primero se debe adecuar el video para las caracteristicas de “Id Tracker”. Se deben
recortar los margenes, acortar las imagenes que no contengan los dos ratones al
mismo tiempo (inicio y final).

Abra “Id Tracker”.

Seleccione el video que se desea analizar.

Una vez subido, se debe ajustar el nimero de individuos.

o~ w DN

También es necesario ajustar la intensidad del umbral. El objetivo de esto es que

la zona “verde”, aquella que detecta el numero de individuos, se encuentre tan

solo en los ratones.

6. Se puede aumentar el tamafio minimo siempre gue sea inferior al tamafio minimo
que llegan a mostrar los individuos.

7. Comparar el fondo con la imagen para distinguir adecuadamente los ratones del
fondo: “comp. background”.

8. Tras esto, se puede presionar la zona superior izquierda “Start” para analizar el

video.
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Anexo VI. Como analizar un video con “DeepLabCut”.

1. Prepare el video de forma que tan solo

Welcome to the DeepLabCut Project Manager GUI 2.3.0!

se vean los animales, esto facilitara el
area de analisis.

2. Haga una copia o dos de seguridad ya
que, en ocasiones, el video desaparece
al ser subido a DLC.

3. Ahoraabra DLC.

4. Seleccione si desea crear un nuevo
proyecto o cargar un proyecto ya
existente.

5. En este caso, se debe dar a “create new JeeplaRaan reton efser ceined bosy

project”.

6. Escriba el titulo del proyecto, asi como Create New Project Load Project

la persona que lo realiza.
7. Si va a analizar un video con mas de un animal, asegurese de seleccionar

“multianimal project”. Podra ver la opcidn en la primera pantalla.

Project:
BExperimenter:
Location: C:\Users\Usuario/Desktop

[ 1s it a multi-animal project?

Number of cameras:

[¥] Files

Browse videos

[ Copy videos to project folder

Create
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% Universidad
Catolica
j de Valencia 55
R San Vicente Mirtir



Universidad
Catolica

8. Ahora cargue el video seleccionado pinchando “browse videos”. Si no le deja
subir el video directamente, métalo en una carpeta que tan solo contenga el video.

9. Seleccione “copy videos to project folder” para asegurarse de que se trabaja con
una copia y no el original (por el problema de borrado de videos).

10. Puede ver que puede elegir el lugar en el que se guardara el proyecto. Seleccione
el lugar deseado.

11. Ahora seleccione “create”.

12. Si ha realizado todo bien, aparecera una pequefia ventana indicandole que se ha
creado un proyecto.

13. IMPORTANTE: en la pestafia de “manage project”. Seleccione “edit conf.
yaml”. Aqui debe introducir, el numero de individuos, partes del cuerpo que se

van a evaluar, etc. Si no se realiza correctamente no podré analizar el video.

- Configuration Editor

CA\Users\Usuario\Desktop\4demarzo2023-1146-gema-2023-03-04\config.yaml

Parameter Value
Task ddemarzo2023-1146
scorer gema
date Mar4
multianimalproject True
identity False
project_path ChUsers\Usuario\Desktop\4demarzo2023-11...
> video_sets
> individuals
|— uniquebodyparts
> multianimalbodyparts

Save

Manage project | Extract frames  Label frames Create training dataset Train network  Evaluate network  Analyz: Unsupervised ID Tracking (* ct outlier frames (*) Refine

*Durante el resto de la explicacion se hablara acerca de las siguientes pestafias.

En general, se seguira el orden de izquierda a derecha.

14. Pase a la siguiente pestafia: “Extract frames”. En ella se le permite elegir el tipo
de extraccion, el algoritmo, los cortes, etc. Si no tiene un conocimiento profundo
acerca del funcionamiento de cada uno de ellos, no los toque. El analisis que se
proporciona por defecto es adecuado.

15. Presione “‘extract frames”.
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16. Si bien se suele encontrar en la GUI (pestafia interactiva en la que se ha estado
trabajando). Es importante que consulte continuamente el terminal ya es donde
realmente estan ocurriendo los cambios. Entre al terminal.

17. Podra ver como se estan extrayendo los “frames” en este momento. Dependiendo
de la velocidad de su ordenador esto podra tomar mas o menos tiempo. Es
importante que consulte el terminal ya que la GUI se bloguea cuando se esta
ejecutando una tarea.

18. Cuando terminen de extraerse los “frames” aparecera una pequefia ventana que le
indicard su finalizacion.

19. Ahora debe etiquetarlo. Pase a la pestafia “label frames”.

20. Pinche en “label frames”. Se abrirad una nueva ventana. Espere si no se abre.

21. Seleccione la carpeta que aparece cuando presiona “label frames”. Ahora se abre

una nueva ventana.

ile View Window Plugins Help

* Q

% @ v O\ Extract frame

opacity: 1,00 Store crop coordinates

point size: 12
Show trails + Show color scheme

blending: translucent W
= Labeling mode

symbol: disc v ® sequential O quick O loop

face color: #7f0Offff
edge color: black

display text:
out of slice:

]

Sl R

# CollectedData_gema :i*

- - images
>Deo M

Keypoint selection

individual1

bodypart1 bodypart1

B bodypart2

22. En esta parte del proceso es muy recomendable hacer uso de un ratén para poder
etiquetar cdmodamente las partes.
1. Con el raton vera que, si desliza la rueda se acerca o se aleja de la imagen.
2. Si presiona el circulo con el simbolo de mas en el interior, podra marcar

las partes del cuerpo de interés en el raton.
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3. Sidesea mover alguna, puede presionar en la flecha que se encuentra junto
a este.

4. Si desea volver a ver la imagen en su posicion original puede clicar en la
imagen de la casa que se encuentra en la zona izquierda.

23. Cuando termine de etiquetar todas las partes del cuerpo de interés, puede
guardarlo seleccionando “file”, “save selected layer”.

24. Tras esto, cierre la ventana.

25. Ahora puede pasar a la siguiente pestafia, “create training dataset”. Esta es la
ultima parte que puede realizarse en una CPU.

26. Si no conoce el resto de las opciones que aparecen, puede usar las proporcionadas
por defecto. Seleccione “create training data set”. Aparecera una pequefia ventana
avisandole de que ya ha sido creado.

27. Ahora puede pasar a la siguiente etapa, SOLO si tiene GPU.

28. Clique en “train network”.

29. En este paso, va a ser esencial la potencia que tenga su GPU, asi como lo bien
configurada que se encuentre para su uso. Si su GPU tiene una memoria dedicada
inferior a 8 GB es recomendable que mantenga las iteraciones relativamente bajas.
Por ejemplo, en una GPU de 6 GB de memoria dedicada pueden tomar 40 minutos
en ser analizados con 10.000 itinerancias. El ideal son méas de 100.000

itinerancias, lo que equivaldria a mas de 6 horas y media.

es Label frames

DeeplLabCut - Train network

30. Una vez finalizado el analisis, pase a la siguiente pestafia “evaluate network”.
Evalue la red creada. Este paso suele ser rapido. También puede crear figuras que
representen el movimiento, aunque, en este caso, no son Utiles ya que no
proporcionan la informacion deseada. Puede también ver como serian las figuras

en “plot 3 test maps”.
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31. Ahora es el momento de analizar y crear un video de ser deseado. En general, se

pueden indicar las siguientes érdenes:
DeeplabCut - Analyze Videos

Video Selection
mp4 Add more videos 1 videos selected Clear selection
Attributes

Shuffle 1 Tracking method ellipse [J calibrate assembly ~ [] Assemble with ID only  [¥] Create video with all detections

Number of animals in videos 2

[¥) Save result(s) as csv ([ Filter predictions (<] Plot trajectories (¥ Show trajectory plots

- Recuerde seleccionar el video de la carpeta que se ha creado.

- Recuerde seleccionar la cantidad de animales que se encuentran en el video.

- Eneste caso se ha seleccionado que se desea crear un video con las detecciones.

- También se ha seleccionado “plot trajectories”, “show trajectory plots”. Esto
creara graficos con las trayectorias de los ratones.

- Finalmente, también se ha pedido que se guarden los resultados como un csv. Un
tipo de archivo. Este Gltimo no es necesario en si, depende de las demandas de la
persona.

32. Existe una pestafia en la que se puede crear el video. Dependiendo del interés se

puede seleccionar las caracteristicas deseadas como se puede ver en la imagen.
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33.

DeeplLabCut - Create Videos

Video Selection

mp4 Select videos Clear selection

Attributes

Shuffle Overwrite videos Color keypoints by: bodypart

Video Parameters

[¥] Plot all bodyparts

[¥] Draw skeleton

[ Use filtered data

[[J Plot trajectories

[ High quality vid

Sin embargo, hasta este punto, ya se han obtenido todos los datos necesarios para
el analisis.
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Anexo VII. Como instalar simBA.
Instalar simBA es mas facil que instalar DLC.
Los pasos son los siguientes:
1. Instale Anaconda. En este caso, ya se tenia dado que era necesario para DLC.

2. Abra Anaconda Navigator.

D Anaconda Navigator - [m] X
g

File  Help

{D ANACONDA NAVIGATOR © Urorece Now

A Home

@ Environments a " ~
.
W Learning
CMD.exe Prompt JupyterLab
an Community P Py
0.1.1 A2
Run a cmd.exe terminal with your current | An extensible environment For interactive
environment From Navigator activated and reproducible computing, based on the

Jupyter Notebook and Architecture.

Documentation
o o
.
Developer Blog AN
Jupyter
h
¥y & =] Nebahnank Pruarshall Pramnk b

3. Vayaa la barra lateral izquierda y clique en enviroments.

4. Cree un nuevo enviroment.

D An

File Help

{0 ANACONDA NAVIGATOR [/ Yim—_—

A Home

‘ Search Environments Q ‘ | Installed v| channels Update index

~ ~
ﬁ Environments LC-Live Name v T Description Version
A configuration metapackage For
5 dle-live _ipyw_jlab_nb_ex.. {J enabling anacanda-bundled 0.1.0
W Learning jupyter extensions
image) alabaster Configurable, python 2+3 e

compatible sphinx theme.
(1] .
an Community

Imdbtest simplifies package management
|
& anaconda D 2nd deployment of anaconda
mabLC anaconda-client ) Anaconda.org command line clie... 17.2
<
Tool for encapsulating, running,
py27 anaconda-project ) and reproducing data science 0.84
projects
py36
argh o 0.262
Documentation pyterech i i
sentcrypt y Python asn.t library with = Focus .
on performance and a pythonic api
Developer Blog simbadev74_1 astroid ) Asbstract syntax tree For pytho. A 233
v astropy o) Community-developed python A 4o

You library for astrenomy
L 4 2

Create Clpne Import Remove 319 packages available

5. Ponga nombre al enviroment y pulsar “create”.
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6. Abra el terminal.

pytorch ws2015_runtime

simba-test [ 2 Open Terminal

Open with Python

cirmhadaw7A 4

L a

Create Clone Imperk Re

7. Una vez dentro introduzca los siguientes comandos en su respectivo orden:
- conda install python=3.6

- pip install simba-uw-tf-dev

- pip uninstall shapely

- conda install -c conda-forge shapely

8. Si se detiene la descarga en algin momento para que autorice la instalacién o
desinstalacion simplemente clique la letra “y”, pulse enter y continuara.

9. Introduzca: “simba”.

10. Pulse enter para entrar.

11. Se abrira la GUL
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Anexo VIII. Como utilizar simBA.

1. Escriba “simba” y pulse enter en el enviroment “SIMBA” de Anaconda.
2. Se abriré la siguiente GUI.

[4a] simBA

File ProcessVideos Tools Help

|Welcome fellow scientists :)

3. Pulse en “file”, seguidamente “create new project”. Al clicar “create new project”

se vera la siguiente pantalla.

# PROJECT CONFIGURATION

- O >
# | Create project config] BN | Import videos ] s [ Import tracking data ] a] [ Extract frames ]
SETTINGS
GENERAL PROJECT SETTINGS i
Project directory: |C:JUSersfgemapfOneDrivefEscri'tnrloNl’deo prueba SIMBA [ Browse Folderl
Project name: PruebaSIMBA

Workflow file type: sV —II
MACHINE LEARNING SETTINGS

Number of classifiers (behaviors): 4
<Add predictive classifier(s)> |

ANIMAL SETTINGS

Type of Tracking Multi tracking — RESET USER DEFINED POSE-CONFIGS

Body-part config Multi-animals; 4 body-parts —! |

3 3
1 2 1 2-
4 4
Multi-animal
pose-
estimation

CREATE PROJECT CONFIG

4. En este caso los parametros seleccionados se pueden observar en la imagen.

5. El siguiente paso es importar el video que desea utilizar para el analisis:
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@ PROJECT CONFIGURATION

- O X
1
& | Create project config] S [Importvideos] sw [Import tracking data ] [a) [ Extract frames |
IMPORT VIDEOS
IMPORT MULTIPLE VIDEOS
VIDEQ DIRECTORY: INa folder selected
VIDEO FILE FORMAT: mp4 —
Import MULTIPLE videos |
IMPORT SINGLE VIDEO
VIDEO PATH: |C:stersfgemapr5ktop!pruebasparas'\mba-GJD-ZOB-M-OZNideoan’deo ratones blancosDLC_resne

Import SINGLE video |

6. Seleccione el lugar en el que se encuentra el video, asi como el tipo de archivo.
*Importante: la primera opcion esta disefiada para la seleccion de varios
videos. La segunda para un solo video.
*Importante: “simBA” no es compatible con caracteres de otros idiomas
(como tildes). Si alguno de los archivos tiene caracteres de otros idiomas dara
error. En cualquiera de los pasos.

f PROJECT CONFIGURATION

4 | Create project config] BB [Importvideos] ™ [Importtracking data] 07 [ Extract frames ]
IMPORT TRACKING DATA

DATA TYPE: H35 (multi-animal DLC) -
INTERPOLATION METHOD

Interpolation method: None —
SMOOTHING METHOD
Smoothing None —
ANIMAL SETTINGS
ANIMAL COUNT: 2 CONFIRM |
Animal 1 name: Animal_1
Animal 2 name: Animal_2

TRACKING DATA TYPE

Tracking type ellipse —i

DATA DIRECTORY
H5 DLC DIRECTORY: |C:sters;’gernapreslttc:pfpruebasparasimba—GJP—ZOB—Od—OZ/videos [#Browse Folder

Please import videos before importing the
multi animal DLC tracking data

IMPORT

IMPORT DLC .H3 |

7. Pase a “import tracking data”.

64




Universidad
Catolica

de Valencia
San Vicente Mirtir

En este paso, debe seleccionar el tipo de archivo que contiene la informacion. Se

encuentra en la carpeta creada por “DeepLabCut” donde se encuentran los videos

y el andlisis.

9. Seleccione la cantidad de animales y el tipo de tracking que se ha realizado.

10.

archivo H5. Recuerde: los caracteres espafoles no los reconoce.

11.
12.
13.

los ratones. Presione “x

14.

66,2

sino es asi.

Una vez seleccionado todo esto clique en “import DLC .H5”.

Ahora aparecera una pantalla con una imagen del video.

Finalmente, en “browse” folder, seleccione la carpeta donde se encuentre un

Presione “c” si la imagen mostrada es adecuada para identificar las identidades de

Si ha presionado “c” ahora debe hacer doble clic en los ratones por orden de

identidad. Primero, dos clics en el primer ratdn, luego dos clics en el segundo

raton.

15. Ya estéd todo. Ahora puede cerrar la pestaia.

TRABAJAR CON EL PROYECTO CREADO.

1. Ahora en “file” seleccione, “load project”.

# LOAD PROJECT

w [ Further imports (d:
IMPORT VIDEOS
IMPORT MULTIPLE VIDEOS
VIDEO DIRECTORY

VIDEO FILE FORMAT:

import MULTIPLE videos

IMPORT SINGLE VIDEO
VIDEO PATH:

mport SNGLE video

ata/video/frames) | | Video parameters |

mpd

INo folder selected [)Browse Folder

No file selected (5]Browse File

IMPORT TRACKING DATA

DATA TYPE CSV (DLC/DeepPoseXit) —
INTERPOLATION METHOD
nterpolation method None
SMOOTHING METHOD
Smoothing None
IMPORT DLC CSV DIRECTORY
input DIRECTORY ‘Nu folder selected | Browse Folder

import DIRECTORY to SimBA proje

IMPORT DLC CSV FILE

input FILE

import FILE to SimBA project

.tl

[No Fie selected (5 'Browse File

: [ Quthier comection ]

[ROI]
FURTHER METHODS
EXTRACT FRAMES FOR ALL VIDEOS IN SIMBA PROJECT

T [ Extract features |

MPORT FRAMES DIRECTORY TO SIMBA PROJECT
ADD CLASSIFIER TO SIMBA PROJECT
"REMOVE CLASSIFER FROM SMEBA PROJECT
ARCHIVE PROCESSED FILES IN SIMBA PROJECT

REVERSE TRACKING IDENTITIES IM SIMBA PROJECT

INTERPOLATE POSE IN SIMEA PROJECT

SMOOTH POSE IN SIMBA PROJECT

A SImBA
File ProcessVideos Tools

[ Label behavior]

[ Train machine model | 4 [ Run machine model ] @ [ Visualizations |

2. Debera buscar el lugar en el que cred el proyecto y seleccionar el archivo de

datos. Una vez lo abra, aparecera la siguiente pantalla:
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3. Si desea afadir datos, puede hacerlo en esta primera pestafia.

4. El siguiente paso, es seleccionar los parametros del video. Todos los pasos son

muy importantes para evitar que dé error.

¢ LOAD PROJECT

- o X
1
w [ Further imports ( ] / [Video 1 ¢ [ Outlier corection] () [ROI] % [ Extract features] ~ [Label behavior] ., [ Train machine model ] £ [ Run machine model ] @ [ Visualizations] &3 [ Ad
VIDEO PARAMETERS (FPS, RESOLUTION, PPX/MM ....)
| xnown pisTANCE (MiLLIMETERY AUTO-POPULATE

/" CONFIGURE VIDEO PARAMETERS

5. Por ejemplo, en este caso se han puesto 450 mm, considerando que la caja mide
aproximadamente 45x45 cm. Clique en “auto-populate”.

6. Seguidamente, clique en “config. video parameters”.

7. Se abrird una nueva pestafa.

¢ video Info - o >
INSTRUCTIONS =

1. Enter the known distance (millimeters) in the "DISTANCE IN MM" column. Consider using the “autopopulate” entry box in the main project window you have a lot of videos.
2. Click on "C: di 7 ) to calcul

pixels/mm for each video.

3. Click <SAVE DATA> when all the data are filled in.
EXECUTE
SAVE DATA

PROJECT VIDEOS

INDEX VIDEO FPS RESOLUTIONWIDTH RESOLUTION HEIGHT ~ DISTANCE IN MM FIND DISTANCE PIXELS PER MM

Duplicate index 1 pixels/mm (CAUTION!)
o tatones15feb - copia 300 1080.0 1080.0 3000 Calculate distance 2.4716400000000003

8. Seleccione “calculate distance”.

9. Se abrird una imagen de su video. Presione dos puntos laterales:

10. Una vez terminado, presione “ESC” para guardar su seleccion y salir.
11. Volveréa a la pestafia anterior. Si tiene mas de un video, repita los pasos. Si no,
presione “save data” y cierre la pestafia.

12. La siguiente pestafia es “outlier correction”. Seleccione “settings”.

13. Se abrird una nueva pestafa:
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f OUTLIER SETTINGS

LOCATION CORRECTION =

Choose Animal_1 body part 1: Ear_left 1 —
Choose Animal_1 body part 2: Ear_right.1 —
Choose Animal_2 body part 1: Ear_left 2 —

Choose Animal_2 body part 2: Ear_right 2 —

Location criterion:

MOVEMENT CORRECTION
Choose Animal_1 body part 1: Ear_left 1 —
Choose Animal_1 body part 2: Ear_right_1 —

Choose Animal_2 body part 1: Ear_left 2 —

FERE | EEE

Choose Animal_2 body part 2: Ear_right 2 —

Location criterion:

AGGREGATION METHOD

Aggregation methoc median —l|
CONFIRM |

14. Seleccione las partes del cuerpo de cada animal que mas le interesen. En “location
correction” escriba un valor entre 0.7 y 1.5. Cuanto mas grande, mas demandante
sera su seleccion.

15. En “movement correction” se recomienda un valor superior a 1.5.

16. Clique “confirm” y cierre la pestafia.

17. Ahora puede pulsar “run outlier correction”.

18. Una vez finalizado, pase a la pestafia de “extract features”. Si todo ha sido

realizado correctamente. Este paso se realizara de forma facil y automatica.

Dependiendo del caso en el que uno se encuentre los siguientes pasos seran

diferentes.

ESCENARIO EN EL QUE SE ENTRENA POR PRIMERA VEZ LA RED.
1. Clique en “label behavior”.
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- o x
.

w [ Further imports (data/video/frames) ]| /[ Vid 1 % [Outlier comrection] () [ROI] & [Extract features] * [Labelbehavior] ., [ Train machine model] £, [ Run machine model | @ [ Visualizations] &) [Ad

LABEL BEHAVIOR

{Select video (create new video annotation) |

# LOAD PROJECT

Select video (continue existing video annotation) |

PSEUDO-LABELLING

Video Path [No file selected (3 Browse File|
Hote that SimBA pseude-labeling require initial machine predictions.

Click here maore information on how to use the SimBA pseudo-labelling interface.
~Threshold
1

2

Correct labels

ADVANCED LABEL BEHAVIOR
Note that you will have to specify the presence of "both” behavior and non-behavior on your own.
Click here more information on how to use the SimBA labelling interface.

Select video (create new video -mmunn)]

Select video (continue existing video ion) |
IMPORT THIRD-PARTY BEHAVIOR ANNOTATIONS
Import MARS Annotation (select folder with .annot files) I Import ETHOVISION Annctation (select folder with xls/xlsx files) I

Import BORIS Annotation (select folder with .csv files) l Import DEEPETHOGRAM Annotation (select folder with .csv files) |

Import SOLOMON Annotation (select folder with .csv I'llesl Import NOLDUS OBSERVER Annotation (select folder with xls/xlsx files) I

LABELLING TOOLS
Visualize annotations
Append third-party annotations |
|

2. Seleccione “select video (create new video anotation)”.

3. Seabrird una ventana en la que debera seleccionar el video con el que se ha estado

trabajando.

4. La siguiente pestafa sera con la que trabajara.

@ SIMBA ANNOTATION INTERFACE (ANNOTATING FROM SCRATCH) - Video ratones blancos = m] X

Open Video

Keyboard for video
p = Pause/Play

After pressing pause:
o = +2frames
e= +10frames
w = +1second

t= -2 frames
s = -10 frames
x = -1second

q = Close video window

Check Behavior:
"1 Show current video frame

ra2
for frame

Right Arrow = +1 frame
Left Arrow = -1 frame
Ctrl + 5 = Save annotations file
Ctrl + a = +1 frame and keep choices
Ctrl + p = Show annotation statistics
Ctrl + | = Last frame
Ctrl + o = First frame

<< i] 269 j >>
Jump to selected frame [” Frame range | to |
e =

5. Deberd ir seleccionando, “frame” por “frame” o por conjunto de “frames” el

comportamiento que se esté dando y que se desea evaluar. Recuerde: los

4&,7::,%
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10.

11.

comportamientos que se desea evaluar y su nombre se establecen al inicio, en la

creacion del proyecto.

Recuerde, cada poco, seleccionar “control” +
“s” para guardar sus anotaciones. La GUI
tiene fallos cada cierto tiempo y puede
Cuando

cerrarse de forma inesperada.

termine, vuelva a pulsar las teclas “ctrl”+
“s”. Ahora cierre la pestana.

Pase a la siguiente pestafia “train machine
model”. Clique “settings”.

Aparecerd la pestafia de la imagen.

Se recomienda insertar los valores que se
muestran en la imagen. Cuando termine,
guarde en “save settings into global
enviroment”. Después, presione “train single
model (global enviroment)”.

Cuando termine, abra de nuevo, “settings” y
seleccione, en esta ocasion, otro
comportamiento que desee entrenar. Inserte
los pardmetros anteriores y repita el proceso
tantas veces como comportamientos necesite
entrenar.

Una vez terminado, puede pasar a “run
machine model”. Baje hasta encontrar la

siguiente imagen:

Run Machine Model

Model Settings

Run RF Model

HYPER-PARAMETERS

Random forest estimators: 2000

Max features: sgqrt —1
Criterion: gini —
Test Size: 02 —

Train-test Split Type:
Minimum sample leaf
UNDER-sample setting:
UNDER-sample ratio:
OVER-sample setting:

OVER-sample ratio:
CLASS WEIGHTS

1 PRESENT:

1 ABSENT:

MODEL EVALUATION SETTINGS

v Create model meta data file

I” Create Example Decision Tree (requires "graphviz")

I™ Create Fancy Example Decision Tree (requires "dtreeviz")

[ Create Classification Report

¥ Create Features Importance Bar Graph

# Features: 15‘

I~ Compute Feature Permutation Importances (Note: CPU intensive)

" Create Learning Curves (Note: CPU intensive)
Learning Curve Shuffle K Splits
Learning Curve Shuffle Data Splits

™ Create Precision Recall Curves

[ Calculate SHAP scores
# target present

= target absent

SAVE
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§ Select model to run — O >

Classifier Model path {.sav) Threshold Minimum Bout

attack |N|:u file selected Browse File
tailrattle |Nn:- file selected Browse File

pursuit Mo file selected Browse File

Set model(s)

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.

Una vez la encuentre, seleccione “model settings”. Ahora debera utilizar los datos
entrenados anteriormente.

Le aparecera una pestafia similar a la siguiente:

Seleccione “browse file” y busque en su carpeta del proyecto el modelo generado.
Es un archivo terminado en “.sav”. Deberia encontrarse en la carpeta del proyecto,
dentro de la carpeta “models”.

Asocie cada uno de los comportamientos a su debido archivo.

Para “discrimination threshold” seleccione un valor entre 0 y 1. Si eligiera, por
ejemplo, 0.7, todos los “frames” en los que exista una probabilidad de 0.7/1 de
contener ese comportamiento seran clasificados como si lo contuvieran.
“Minimum behavior bout lenght” es mas complicado. Para comprenderlo se debe
tener en cuenta que en ocasiones el mismo comportamiento no ocurre durante 30
“frames” seguidos, sino que puede ocurrir 15, parar durante 2 y continuar otros
15. Por ello, en este apartado se puede seleccionar cuanta separacion entre
“frames” consideramos como dos comportamientos individuales en lugar de un
comportamiento largo. El valor esta en milisegundos.

Puede poner el valor que desee en cada comportamiento o todos con los mismos
valores. Al finalizar, pulse “Set models”.

Cierre la pestafia.

Seleccione “run RF model”.

Una vez finalizado, ya puede pasar a la pestafia donde crear los resultados del

analisis: “visualizations”.
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# LOAD PROJECT - [u} X

1
w [ Further imports (data/ 1 / [ Video ] %: [ Outier correction] () [ROI] @ [ Extractfeatures] * [Label behavior] ., [ Train machine model ] &, [ Run machine model ] @ [ Visualizations] (3 [ Ad
DATA VISUALIZATIONS = MERGE FRAMES = PLOTLY/DASH =

MERGE FRAMES [~ Skleam results

VISUALIZE GANTT [ Time bin analyses

VISUALIZE PROBABILITIES I~ Probabilities
[~ Severity analysis

(VISUALIZE CLASSIFICATIONS]

VISUALIZE DISTANCES Save SimBA / Plotly dataset

| SimBA Dashboard file (H5) [No file selected (5 Browse File
VISUALIZE DATA PLOTS SimBA Groups file (CSV) |No file selected [3)Browse File
CLASSIFIER VALIDATION CLIPS Open SimBA / Plotly dataset

22. Dependiendo de los resultados en los que esté interesado debera seleccionar una
de las opciones en “data visualizations”. Cada pestafia abrird un comando
diferente para crear bien sea un video o “frames” individuales de acuerdo a sus
necesidades.

23. En este caso, para los objetivos del TFG, los mas utiles son “visualize
classifications” y “visualize gantt”. El primero permite crear un video con un
contador de la duracion de cada comportamiento, el segundo, un video con las

detecciones de cada uno de los comportamientos de interés:

SRR E Rl
R
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Anexo I X. Analisis de video con “SMART”.

1. Abra la aplicacion.

2. Dependiendo de la version que tenga,

9 Select your option...

©
las opciones que apareceran seran
diferentes. En este caso, se muestran las
. ., Please, select a task:
opciones para la version completa:
New Continue Analyze

3. Seleccione “social interaction”.

4. Se abrird una nueva pestafia con la

M -

To start a new experiment, double click the protocol icon :

informacion. Seleccione “aceptar”.

*Recuerde seleccionar “accept” cada vez que

ole

LA o

termine una tarea. Customized Socil Interaction TY Maze
5. Seguidamente, pinche en “image
source” _
: [
, . . =3 B
6. Apareceran diversas opciones. En este Conditoned Floce Open Feld I
. A Preference
caso, seleccione en el primer
desplegable (“image source”: “video @
file”.
, - " . Water Maze FST /TST
7. Después, en “video file”, clique sobre
, Extensi [ Ma, GA & Tw
los tres puntos para buscar el video que nalens: W = ¢
desea utilizar.
& SMART v3.0 - Panlab Harvard Apparatus - Not Saved* — O
‘Experimentation Assistant | Configuration View Help @

Detection
Settings

Time
Settings

Zones
Definition |

Image
Source

- 97 Calibration Amus
“

Data Source Image Source Selection

Source
@ single image source
—
Video fie: |

O Batch digital video data acquisition

Save as default ~

I 2\, subjects E_EE Scheduler

-

Data
Acquisition

Experiment

@Aﬂﬂyﬂs

G|
&

8. Clique “accept”.
9. Se abrira el video con el que desea trabajar.

10. Ahora clique en “calibraton”.
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11. Aparecerd una pestafia donde deberd seleccionar los margenes de la arena.

Ademas, debera marcar las dimensiones de esta. En este caso, 45x45 cm.

@ calibration X

Calibration units — ,
. W Horizontal calibration : 812 | pixels = units
(®) Centimeters

O Inches W Vertical calibration : 873 lpiwels= units

Save as default ~ 4| Get Reference Image ‘ ﬁ Import Reference Image ‘ 7 Accept ¥ Cancel ‘

12. Clique “accept”

13. En “arenas”, seleccione la arena en la que se encuentra o cree una nueva con la
forma utilizada en su experimento.

14. Pase ahora a “zones definition”. En la pantalla en la que se muestra el video, ajuste

los bordes de modo que coincidan con los bordes de su arena.
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(0% v|| @ [Aenat [+ &

@ ones oo =]
8- Womnmcion =B B9 o

& [arenat ] & |[R][ o3 48| =
h B

Cursor Information

| x:[s34px  [3292am
il
v:[o3%6px  |48,25am

Zones |/ Assoc. Management

1 Show Zones/Assoc. Management dislog...

Selected Zone Properties
Nane 2 Type
Total |standard

15. Seleccione guardar (pequenia caja al lado del cuadrado azul en este caso).

16. Pase a “detection settings”.

17. Ahora debe ajustar los diferentes parametros del video para asegurar la correcta
deteccion.

18. El primer paso es realizar una captura de la arena sin ninguno de los ratones. De
este modo, se puede determinar el fondo.

19. Busque un momento del video en el que no haya ningin ratéon y seleccione

13 29
snapshot”.
'@ Player (GHOTI411.MPA] Brightness & Contrast Detection Settings
v [s0% aenal v General Detecton Mode
(=== | * @ : Track Detection | Tritise = I@
Fine Settings
[ use spedal kghing condbans for this zone: E-_") Saapchol _-J [a] Stop Test

Detection

' A . Threshod ———U———————— a1 |

Use anti-vibrations filter

1

Save as defoult ~ 3 cancel

Playback Speed
Real Time L | LA

[ 00>
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20. Ahora, si dispone de la version completa, se recomienda seleccionar “TriWise”
como método de deteccion (“track detection”). De este modo se consiguen
mejores resultados.

21. Después, ajuste el “threeshold” (umbral) de forma que se asegure de detectar s6lo
a los ratones. Un posible problema es la deteccion de heces, por ejemplo). En este
caso, se ha visto 81 como el nivel mas adecuado.

22. Ajuste también la “erosion” y el numero de sujetos. En este caso, en erosion, lo
mas adecuado fue 2 y el nimero de sujetos también fueron 2.

23. Ahora, seleccione “time settings”. Busque en el video el primer momento en el

que se encuentran los dos ratones en el video.

24. Clique “get from the video”.

0% v|| ¢ [aenar v] &

(OPre-SetTme 00:00:00,0¢ 00:00:00,00
Stop Conditions
(® When STOP button is pressed or tme expres.

After B < | secs visiting & target zone

After ¥ < | visits to zone -

After B < | secs of total time visiting target zones.

Seve asdefault ~  Agplyal of Accept | 3§ Cancel
W Digital Video Control

(0]
Playback Speed
@RealTime >l =

e

25. Pase a “subjects”. Si tan so6lo tiene un raton, clique sobre el dibujo de un “+”.

Agregue un segundo ratdn o los que sean precisos.

R
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e Subjects Database X

et e ds s

[T;Lw: text to filter subjects | 0
Code |Group |Gendcr|Agc |Genotype Phenotype | Treatment |Dose |Extraﬁeld ‘
& |subject 01 Male 0 0
o 2 Male ] 0

o Accept ¥ cancel

26. En “scheduler”. Afiada el segundo raton al “Trial 17. De este modo, se tendran

en cuenta ambos ratones para el analisis:

G Scheduler <
Experiment Subjects Trial Schedule
‘ Type text to filter subjects ‘ 0 E[ | B @| W » D L
Code | Group |Gender |Age & Aenal - | g
L ] | Subject_01 Male 0 Experiment
- 2 Male 0 v & Phasel
v & Session 1
v 47 Tiial1
-4 Subject_01
g 2
Introduce here comments for the selected trial
< >
bt 1

27. Asegurese de que estd en verde, si no, no se podra realizar el analisis.

28. Pase a “data adquistion”, seleccione “start”.

29. Espere a que termine el analisis.

30. Cuando finalice el analisis puede presionar sobre el pequefio icono (se encuentra

redondeado en la imagen) con dos ratones. Aqui podra obtener el numero de

contactos por minuto y su duracion.
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9 Runtime Viewer IFI
& |.€\rena 1 [v | o
Subject 1 Subject 2

Subject Code: | Subject_01 [~][2 ~
Travelled Distance: |1‘l 4,95 cm 183,73 cm |
Current Zone: (&) | Total Total |
Speed: E‘ ? |7.4? cm/s Status: \_:4,10 cmds ‘ Status: u
Rearing: cﬁa [2 D |
Rotations:| G | 0 = cow 0 cw 0 cow
Stretchings: ? |2 2 |

Trial Data

Time S1|21,24
T.% S1 | 100,00
Time S2 | 21,24
T.% S2 | 100,00

31. Los datos se mostraran de la forma siguiente:

@3 Social Interaction Details

Arena Selector

& |Arena 1

Relative Position Events

Nr. | Start Time | Subjects Cont. Pnts. Rel. Pos. Duration
1 00:00:00,00 5152 Center-Center  Far 3,76
IZ 00:00:03,76 |51-52 Center-Center Close 0,12
I3 00:00:03,88 51-52 Center-Center | Contacting 4,84
4 00:00:08,72 | 51-52 Center-Center  Far 10,20
|5 00:00:18,92 5152 Center-Center  Close 0,14
IE 00:00:19,06 |51-52 Center-Center Contacting 7,24
7 00:00:26,30 51-52 Center-Center  Far 18,02
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