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RESUMEN

En la Bahia Samborombadn, los misidaceos constituyen el nexo entre los componentes basicos del
ambiente y los peces, que la utilizan como area de cria. Los métodos analiticos estandarizados
para determinar la biomasa, requieren de la destruccion de la muestra, y muchas veces no es
factible de aplicar cuando las mismas son requeridas para otros fines cientificos. En este trabajo,
se utilizaron imagenes escaneadas de zooplancton de red para estimar el peso seco individual de
misidaceos, en base a mediciones morfométricas realizadas de forma automética, y la
subsecuente aplicacion de ecuaciones especificas para el taxén y factores de conversion para
expresar la biomasa en unidades de carbono. Como ejemplo de aplicacion de esta metodologia,
se determiné la biomasa individual de misidaceos de muestras recolectadas en dos periodos
estacionales. El uso de imagenes digitales para extraer informacion biolégica de zooplancton
posee ventajas didacticas frente al andlisis tradicional, y es actualmente una herramienta de
utilizacion transversal en la Biologia. La disponibilidad de dispositivos comerciales como
escaneres, camaras fotograficas y celulares, permiten obtener imagenes de alta resolucion, que
pueden analizarse con programas bioinformaticos de acceso libre. Este método es rapido y
semiautomatico, es decir, la muestra solo es manipulada para obtener la alicuota, la captura de la
imagen es inmediata y los resultados son obtenidos en funcion de minutos.

Palabras clave: peso seco, carbono, andlisis de imagenes, morfometria
INTRODUCCION

En la Bahia Samborombo6n (BSB), los misidaceos constituyen el nexo entre los recursos basicos
del ambiente (fitoplancton, zooplancton y detritos) y los peces, que utilizan la bahia como area de
cria. En particular, se consideran la presa principal de juveniles de distintas especies de peces,
como Macrodonancyclodon (Pescadilla real), Paronasignata (Palometa), Lycengraulisgrossidens
(Anchoa de rio) y Micropogoniasfurnieri (Corvina rubia), que predan sobre distintos estadios de
ontogenia de misidaceos (Sanchez et al., 1991; Schiaritiet al., 2004; Gibertoet al., 2007; Achaet
al., 2008). Dada la estrecha relacion trofica que existe entre los misidaceos y especies icticas de
alto valor comercial, la estimacion y monitoreo de su biomasa resulta fundamental para predecir
su contribucion a los flujos de materia y energia (Banse, 1995).

Los métodos analiticos estandarizados para determinar la biomasa (expresada como peso seco,
peso seco libre de cenizas, analisis de carbono, nitrégeno), requieren de la destruccion de la
muestra (Postel et al., 2000), y muchas veces no son factibles de aplicar cuando las muestras son
requeridas para otros fines cientificos. Una metodologia alternativa, a fin de simplificar los
procesos de medicién de la biomasa en zooplancton, es la utilizacion de imagenes digitales para
extraer informacion, no solo en cuanto a la composicion, sino también, en cuanto a la forma y
tamafio de los organismos (Benfield et al., 2007). Esta informacion puede utilizarse para aplicar
ecuaciones que relacionan parametros corporales relativamente faciles de medir y la biomasa
(Uye, 1982, Alcaraz et al., 2003). El método de analisis de imagenes resulta eficaz para predecir
los valores de biomasa para distintas especies dentro de un determinado rango de tamafios, o
grandes grupos taxondmicos, evitando el uso de metodologias destructivas (Herndndez Ledn
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&Montero, 2006; Lehette& Hernandez Leon, 2009). Adicionalmente, se pueden aplicar factores de
conversion para expresar la biomasa en otras unidades, como carbono o nitrégeno (Uye, 1982;
Alcaraz et al., 2003).

El objetivo de este trabajo es aplicar la metodologia de analisis de imagenes, para estimar el peso
seco de misidaceos en imagenes escaneadas de zooplancton de red y las utilizar las mediciones
morfométricas automéaticas para determinar su biomasa individual en unidades de carbono.
Adicionalmente, se describe en forma detallada, la secuencia de comandos para realizar todo el
procesamiento digital y replicar el procedimiento. Con este informe se busca contribuir a fortalecer
el tele-trabajo técnico intrainstitucional, para incrementar el apoyo a las tareas de investigacion, ya
gue esta metodologia posee multiples aplicaciones en ciencias marinas.

METODOS
Software

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) es un programa informético de tratamiento digital de imagenes
orientado principalmente hacia el &mbito de las ciencias biologicas. Se trata de un software que
proporciona potentes herramientas para editar, procesar y analizar imagenes de casi cualquier
tipo y formato. Permite convertir imagenes de un tipo a otro, hacer ajustes avanzados sobre el
brillo y contraste, modificar sus dimensiones, transformar una imagen color en una imagen a una
escala de grises, y ademas se puede utilizar para efectuar operaciones mas sofisticadas como por
ejemplo cuantificar y resaltar objetos por el método de umbralizacion. Este programa permite,
ademas, realizar variedad de mediciones morfométricas de cada ROI (regién de interés), de forma
individual o multiples ROIs de forma automatica.

Recoleccién de muestras

Se utilizaron muestras de zooplancton de red recolectadas en febrero- marzo (WI0516) y en junio
(BEO716) del afio 2016, durante las campanas correspondientes al proyecto de “Evaluacion de
Juveniles de corvina rubia en la Bahia Samborombon”. Dichas campafias se desarrollaron en el
area comprendida entre Punta Rasa (36°17' S 56°46' O) y Punta Piedras (35°26' S, 57°07' O),
desde la costa hasta las 7 millas. El muestreo se realizé a bordo de las embarcaciones menores
del INIDEP, “BIP Willie” y “BIP Bernie”. Se utilizé una red manual de 60 cm de diametro de aro y
sin sistema de cierre, provista de una malla de 200 um y un flujbmetro en la boca de la red. Los
arrastres se realizaron de forma oblicua hasta los 10 m de profundidad durante 5 minutos, en un
disefio de muestreo con estaciones distribuidas en dos lineas paralelas a la costa que abarcaron
casi toda la longitud de la bahia, el area fue dividida en zona Norte, Media y Sur. El material
retenido en el colector de la red fue almacenado en envases plasticos de 500 ml y fijjado con
formalina 5%.

Digitalizacion y Procesamiento automatico de muestras

Las muestras fueron fraccionadas con un dispositivo de tipo Motodo (Motodo, S., 1959), y de cada
muestra se generaron cuatro fracciones equivalentes que representaron una octava parte de la
muestra original. Una de las fracciones, seleccionada al azar, fue tefiida con Rosa de Bengala
durante 24 horas. Este procedimiento es importante porque proporciona un buen contraste y mejor
definicion de los contornos de las siluetas de los organismos en la imagen

De cada fraccion tefiida se tomo6 una submuestra para digitalizar. Para esto se utilizé un escaner
comercial, modelo Epson Perfection V600. El proceso de digitalizacion se realiz6 vertiendo el
contenido de las alicuotas sobre dos placas de cultivo de poliestireno transparentes (125 mm x 84
mm) posicionadas sobre la superficie del escaner. Utilizando una pipeta Pasteur, se vertio parte
del contenido de las alicuotas sobre las placas de cultivo, y con una aguja se separaron los
organismos zooplancténicos de los bordes, distribuyéndolos sobre toda la superficie de la placa, y
teniendo el cuidado de que las antenas y extremidades no se toquen entre individuos. Esto se
repiti6 hasta completar la digitalizacién del contenido de las alicuotas, generando mdultiples
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imagenes por muestra que representaron la diversidad zooplancténica de cada una. Las
imagenes se generaron a una resolucion de 2400 dpi y 16 bits en la escala de grises.

Las imagenes digitales se procesaron con el programa ZooPhytolmage v1.2. (Grosjean y Denis,
2007). El mismo se utilizd para segmentar las imagenes; esto se refiere al procesamiento en el
que las siluetas de zooplancton, por contraste con el fondo, fueron recortadas de la imagen
original y almacenadas como imagenes individuales (vifietas). Simultaneamente, el programa
realizé mediciones automaticas de tamafo y forma, entre las que se incluyen: el area transversal
corporal (A), el minimo (MIN) y méaximo (MAX) de la elipse que mejor ajusta a la forma del objeto,
el perimetro (P), y el diametro Feret (F). Este Gltimo parametro representa la distancia méaxima
entre dos puntos ubicados en el contorno de un objeto). Estas mediciones quedaron asociadas a
cada una de las vifietas, conformando una matriz general de datos para cada imagen, donde cada
fila corresponde a una vifieta medida con un numero de identificacion (Grosjean y Denis, 2007).
Las vifietas fueron inspeccionadas visualmente, y los misidaceos fueron identificados. Las
mediciones autométicas fueron separadas de la matriz general de cada imagen, conformando una
Unica matriz de mediciones sobre misidaceos, de la cual se extrajeron los valores de Ay F.

Célculo de biomasa

Se utilizaron ecuaciones que vinculan el largo corporal (L) con el peso seco (PS) para Neomysis
americana, la especie dominante en la BSB, para dos periodos estacionales (Vifias et al. 2005):

Otofio — invierno: Log (PS + 1) = 0.975 Log(L) - 0.598 (3)
Primavera — verano: Log (PS + 1) = 0.742 Log(L) - 0.813 (4)

La longitud total del cuerpo (L) se mide desde el inicio de la capaz6n hasta el telson (Figura 1):
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Figura 1. Esquema de una hembra de misidaceo que sefiala los principales caracteres
morfolégicos (Esquema tomado de Vifias y Hoffmeyer, 2016).

En ambas ecuaciones, L esta expresada en milimetros (mm) y las unidades de PS en miligramos
(mg). La biomasa individual fue estimada a partir de la conversion del peso seco en carbono (C),
asumiendo que la relacion PS/C es del 40% segun Uye (1982). La biomasa total (B) por estacion

de muestreo se expresé en miligramos de peso seco por metro cubico (mgC. m-3), utilizando la

ecuacion:
E={( i) Frjs04
= & T ell),
f - Ff
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Donde PS corresponde al peso seco total en cada estacion, f el factor de fraccionamiento de la
alicuota, Vf el volumen filtrado de la red (m®), y Fr en nimero de fracciones totales de cada
muestra (2, 4, 8). Estos resultados se utilizaron para realizar mapas de distribucion horizontal de la
biomasa en la BSB.

En im&genes escaneadas de zooplancton, los organismos pueden adoptar distintas posiciones en
la superficie del escaner (Figura 2), y esto influye sobre las mediciones con respecto a L,
especialmente en animales con extremidades largas, o antenas. Considerando que los programas
de clasificacion y andlisis automatico de zooplancton se basan en el diametro Feret como
indicador de L (Figura 3), la medicibn automatica de este parametro puede llevar a
interpretaciones erréneas al aplicar las ecuaciones 3 y 4, ya que el PS total de la muestra
resultaria sobreestimado. Por otro lado, la medicién del area transversal (A) es un pardmetro mas
conservativo, y se considera la medida mas precisa que se puede calcular automaticamente sobre
los organismos (Lehette y Hernandez-Ledn, 2009). Es por ello que para usar las mediciones
autométicas de A se calibré la relacion de L en funcion de A. Para esto se seleccionaron vifietas
de organismos en posicién recta y se realizd la medicion de A mediante el método de
umbralizacion (los pasos detallados de este proceso se encuentran descriptos en el Anexo de este
documento). Con la medicion de la submuestra de vifietas, se buscé la coincidencia de la
medicidon automéatica de F con la longitud de los organismos equivalente a L. Luego, con estas
mediciones, se ajust6 un modelo de regresion lineal que permite predecir L (eje Y) en funcion del
area transversal (mm?) que ocupa su silueta en los misidaceos en la imagen (eje X) (Figura 4).

La longitud corporal de los misidaceos de ambos periodos estacionales fue comparada mediante
una prueba de t para muestras independiente, asumiendo varianzas desiguales.

14.62x73.22 mm (10813x6908), 16-bit, 142MB

Figura 2: Imagen escaneada en escala de grises de zooplancton de red de la Bahia
Samborombén (resolucion: 2.400 dpi). Los circulos resaltan las posiciones que puede adoptar el
individuo.
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Figura 3: Seccion de una imagen escaneada original que muestra las distintas posiciones que
pueden adoptar los misidaceos en la superficie del escaner. F corresponde al diametro Feret,
calculado en funcién de la elipse ajustada a la forma del objeto.
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Figura 4: Modelo de regresion lineal ajustado entre el diametro Feret (eje Y) y el area transversal
(eje X) medida por el método de umbralizacion.

RESULTADOS

Se obtuvo un buen ajuste al modelo de regresion lineal (r>= 0,97) que permitié predecir la longitud
corporal (Y) en funcion del area transversal (X) medida automaticamente (Figura 4), para 1045
misidaceos provenientes de muestras recolectadas en invierno, y 545 organismos de muestras
recolectadas en verano.

En invierno se registraron valores de biomasa entre 0,008 mgC.m* y 1631,38 mgC.m™, con un
valor promedio de 285,89 + 544,08 mgC.m™. En verano el rango estuvo dado por valores entre
4,28 mgC.m?y 3.650,56 mgC.m>, con un promedio de 678,03 + 1.282,27 mgC.m®; 2,5 veces
mayor que en invierno, y con organismos de mayor tamafio (Tabla I). En este sentido, la prueba
estadistica de comparacion de muestras independientes indicé que las diferencias en el area
transversal corporal de los misidaceos analizados en verano fueron significativas (Tabla Il)
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Tabla I: Valores medios (+DS) de: area transversal corporal (A), longitud corporal (L), peso seco
(PS) y carbono (C) basados en los individuos recolectados en invierno y verano. También se
detalla el maximo y minimo de L para los misidaceos analizados de cada periodo estacional.

A(mm’) L(mm) Min, Max,  PS(mg) C(mg)
INVIERNO 2,78£3,41 4,99+2,31 3,4 38,06 1,20£0,53 0,48%£0,21
VERANO 552+7,72 6,85%+523 318 50,06 164+120 0,65+0,48

Tabla Il: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales.

L{mm)i,, L(mm).e,

Media 4,99 6,85
Varianza 5,35 27,27
Observaciones 1045 547
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 660
Estadistico t -7,91
P(T<=t) una cola 537E"°
Valor critico de t (una cola) 1,65

Discusioén

La metodologia empleada en este trabajo permitido estimar la biomasa individual de una gran
cantidad de misidaceos individualmente a partir del andlisis de imagenes digitales de sus siluetas.
Desde el punto de vista ecoldgico, los misidaceos constituyen un grupo clave en el ecosistema de
la BSB como nexo entre el zooplancton y los niveles troficos superiores durante todo el afio, ya
que ademas de poder transformar el detrito organico a biomasa directamente disponible (Corey,
1988), se alimentan de plantas haldfitas (principalmente Spartinasp.), que son la principal fuente
de materia organica y responsable de la productividad primaria de toda el area (Zagusrky y Feller,
1985; Boschi, 1988). El carbono, consumido directamente de sus productores, es transferido por
predacién a muchos estadios tempranos de peces, incluyendo juveniles de especies de peces de
importancia comercial (Giberto et al., 2007; Carozza et al.,, 2004). La aplicacion de esta
metodologia puede extenderse a otros grupos zooplanctonicos de interés, facilitando los calculos
de biomasa de una forma acelerada, y no destructiva. Estudios previos en la BSB fueron
orientados a la utilizacion de imagenes para la caracterizacion del zooplancton, aunque su
biomasa total se estimo a través del biovolumen total de la comunidad, y aplicando factores de
conversion para obtener la biomasa en unidades de carbono (Di Mauro &Braverman, 2019).
Desde el punto de vista metodoldgico, el procesamiento tradicional de muestras de zooplancton
utilizando lupa o microscopio para identificar y realizar mediciones morfométricas es muy laborioso
y requiere de mucho tiempo, ya que se necesita medir un gran nidmero de individuos. Hay que
tener en cuenta también, que la precision con la que se toman esas mediciones se ve afectada
por errores humanos (Culverhouse et al., 2003) y en el caso de la biomasa, dada su relacion con
el tamafio corporal (potencial), pequefios errores en las mediciones de los parametros
morfométricos pueden causar grandes desviaciones en las estimaciones de esta Ultima
(McCauley, 1984). En este sentido, el uso de técnicas automaticas se destaca porla consistencia
en las mediciones sobre los ROIs y por otro lado permite aumentar la calidad los datos obtenidos,
dependiendo minimamente del desempefio humano en la ejecucion de la medicion.

Otra ventaja metodoldgica, es la potencial generacion de bases de datos con formato uniforme
para estudios de series de tiempo (Grosjean et al., 2004). En paises como Argentina, con una
larga trayectoria en estudios del zooplancton y donde cominmente se cuenta con bases de datos

7

Titulo del trabajo o titulo abreviado



%"UTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

y muestras de zooplancton preservadas, derivadas de campafias y prospecciones orientadas a las
pesquerias, el uso de estos métodos automatizados es una alternativa promisoria frente a las
técnicas tradicionales de andlisis (Di Mauro, 2011, Medellin-Mora & Escribano, 2013).
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ANEXO

SECUENCIA DE COMANDOS PARA MEDIR EL AREA TRANSVERSAL DE
LOS MISIDACEOS POR EL METODO DE UMBRALIZAACION CON IMAGE
J

Algunos conceptos basicos para realizar andlisis de imagenes

Unaimagen digital es una representacion plana de un objeto de tres dimensiones; es un conjunto
de datos de posicidn, intensidad y color. Estos datos se refieren a las caracteristicas de las
unidades que forman la imagen, que son llamadas pixeles (Figura 1 a), y cuya cantidad contenida
en una imagen, define la resolucién (Figura 1 b). En una imagen bidimensional, cada pixel tiene
una posicion definida por coordenadas X, Y en un plano cartesiano. Ademas, cada pixel puede
tener un valor de intensidad de gris (Figura 1c) o algun tono de color (Young et al., 1998).

Una imagen en blanco y negro, es un arreglo rectangular de pixeles, a los cuales se le asigna un
namero entre 0 y 255. El valor O representa el negro y el valor 255 representa el blanco. Los
nameros comprendidos entre 0 y 255 representan lo que se conoce como una escala de grises.
Asi las zonas oscuras de una imagen estaran representadas por pixeles con valores cercanos a 0,
mientras que las zonas muy claras con pixeles cercanos a 255. Es decir que, una imagen en
blanco y negro es de hecho una matriz, donde cada elemento representa un punto de la imagen y
el valor de dicho punto es la intensidad que tiene la imagen en ese punto (Figura 1c).

Existe un gran numero de formatos para imagenes digitales. Algunos de los formatos mas
comunes son los sugeridos por Abrams (1995) y Ying &Cheung (1999):

° BMP (Windows Bitmapformats): formato nativo de Windows que se caracteriza por ser uno
de los mas populares y sencillos. Es un archivo que almacena los atributos de color de cada
elemento (pixel), de la imagen, y genera imagenes de gran tamafio.

° TIFF (Tagged-Image File Format): uno de los formatos méas populares. Sin embargo, existe
muchos formatos TIFF, no siempre equivalentes, y puede ocurrir que una aplicacién que lea
algunos TIFF, no pueda leer otros. Es un formato que demanda mucho espacio, pero genera
iméagenes de muy buena calidad.

° GIF (GraphicsinterchangeFormat): formato muy utilizado para la transmisién de imagenes
por Internet, pues sus requerimientos de espacio son pocos. Adicionalmente, es muy utilizado en
la generacién de animaciones con imagenes de todo tipo.

° JPEG (JointPhotographicExpertsGroup): formato de compresién muy bueno, aunque lleva
inevitablemente a la pérdida de algun porcentaje de informacion. Por esta razén, no se utiliza
mucho para almacenar imagenes biomédicas.

Para realizar analisis de imagenes es importante tener en cuenta que, para el recuento de objetos,
0 regiones de interés (ROIs, Regions of Interest en inglés), estos deben ser resaltados por un
procesamiento previo, de tal forma que compartan cierta caracteristica facil de reconocer por el
programa de analisis de imagenes; por ejemplo: que todas las particulas sean negras y el resto de
la imagen sea blanca (imagenes binarias).

Por ultimo, es importante realizar siempre una calibracion antes de realizar cualquier medicion,
puede ser simplemente con una regla, cuya imagen se adquiere exactamente en las mismas
condiciones que la imagen del objeto que se ha decidido medir. De esta forma podemos conocer
la equivalencia en milimetros de cada pixel.
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Figura 1. Caracterizacion de una imagen digital a) Matriz (m filas x n columnas) en que define las
coordenadas de cada pixel. b) Resolucion de una imagen en funcién de la cantidad y tamafio de
los pixeles contenidos en ella. (c) Intensidad de cada pixel en funcién de los niveles de gris (2 a
32)

Paso 1- Importar las imagenes

Para un acceso rapido necesitamos ubicar el directorio (la carpeta) donde se encuentran
guardadas las imagenes. Se recomienda copiar los archivos a un directorio de acceso facil y

directo como “Mis Documentos”. El trabajo se inicia al abrir la imagen mediante FILE -OPEN

(Figura 1A) Una herramienta util para navegar la imagen es la LUPA (Figura 1B). Una vez que
esta el icono de la lupa clicado, cuando nos posamos en la imagen, podemos ampliar (zoom in)
haciendo clics sucesivos, apretando el lado izquierdo del mouse, y para volver a su tamafio
original (zoom out) se hacen sucesivos clics de lado derecho del mouse. En la imagen de la Figura
1B se puede ver sobre el lado izquierdo superior, la porcion de la imagen original que se
encuentra ampliada.

Una vez que se hizo zoom in, si se mantiene presionada la barra espaciadora del teclado y se
posa el mouse sobre la imagen, aparece una mano blanca que permite tomar la imagen y
recorrerla dinamicamente.

Paso 2- Calibracién

Antes de realizar cualquier medicion, hay que calibrar la escala. Sabemos que estas imagenes
fueron escaneadas a una resolucién de 2400 dpi (density of pixels per inch/ densidad de pixeles
por pulgada). Sabiendo que una pulgada es equivalente a 25.4 mm, podemos calcular la medida
de cada pixel,
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1px= 2400/25.4= 0.0106mm

Este valor es importante y es el que vamos a ingresar al sistema. El comando: ANALYZE - SET

SCALE, abre una nueva ventana donde se pueden ingresar los valores: Distancia en pixeles

(Distance in pixels) = 1, Distancia conocida (knowndistance) = 0.0106, la unidad de medida debe
ser seteada en mm y “Global” debe estar tildado si se desea utilizar la misma escala para muchas
imégenes (Figura 2).

Paso 3- Selecciéon de parametros morfométricos
Antes de realizar cualquier medicién, se deben seleccionar los pardmetros que se van a utilizar.

Para esto, ANALYZE —» SET MEASUREMENST nos permite seleccionar los distintos parametros

de forma y tamaiio (figura 3). Vamos a pedir que una vez realizadas las operaciones nos muestre
el nombre de la foto (Displaylabel) y que limite las mediciones al umbral (Limittothreshold), esas
opciones deben estar tildadas.

Paso 4- Umbralizacion
Este procedimiento puede realizarse con muchas ROIs al mismo tiempo o individualmente
seleccionando con el poligono cada uno (Figura 4).

Mediante la secuencia: IMAGE - ADJUST - THRESHOLD. se abre un cuadro de didlogo que

permite modificar el color resaltado en rojo que resalta la silueta del/los objetos (Figura 5). Al
aceptar, inmediatamente la superficie marcada se transforma de color negro (se hace binaria la
imagen).

Paso 5- Medicion de ROls:
Mediante la secuencia: ANALIZE - ANALIZE PARTICLES (Figura 6), se abre un cuadro de

dialogo en el que hay que decidir el rango de tamafio de los objetos a medir (Size mm?). Hay que
tener en cuenta el limite de inferior de los objetos a medir, si este queda en cero, entonces todas
las marcas pequefias que pueden aparecer en la imagen seran medidas al mismo tiempo. Al
levantar el limite inferior, pedimos que solo tome en cuenta el objeto mas grande, que es la
Region de Interés (ROI). Ademas, hay que marcar que, como parte de los resultados, se dibuje el
contorno del ROI analizado (Show outlines), que incluya hoyos que pueda encontrar sobre la
superficie marcada (includeholes), que muestre el nombre de la imagen (displaylabel) y que
muestre los resultados (record stats). Para guardar los resultados, se selecciona la ventana y

luego: FILE - SAVE AS, permite guardar los resultados como un archivo de texto. No hace falta

cerrar la ventana de resultados luego de una medicion, simplemente se cierra la imagen y se
continla con otra. Las mediciones quedan numeradas en el orden en que se realizaron. La
imagen 7 resume el paso de umbralizacion con el resultado de la medicion de un ROI.

Paso 6- Guardar los resultados
Los resultados en una misma planilla mediante FILE - SAVE AS (Figura 9J). A veces cuando

hay muchos organismos en una misma imagen puede resultar dificil de seguir cuales individuos se
han medido. Por lo tanto, para poder hacer un trabajo eficiente y sin duplicados, se pueden
numerar los individuos previamente en la imagen con el icono de seleccion de puntos, posando el
cursor sobre cada individuo y mediante SHIFT + clic en el botén izquierdo del mouse, se van
numerando (Figura 10H). Se sugiere hacer un recorte de la imagen con la aplicacion “Recortes”
de Windows (o0 con el teléfono celular) para tener una imagen recordatoria de la secuencia de
individuos a medir.

También podemos elegir los parametros morfométricos que se van a medir en cada organismo;

mediante ANALYZE —» SET MEASUREMENTS, se abre una ventana que nos permite elegir de un

listado de variables. Vamos a necesitar medir area (transversal), circularidad (circularity),
perimetro (perimeter), Ajustar a una elipse (fitellipse) y el diametro Feret (Feret'sdiameter).
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Siempre tienen que permanecer tildados Limittothreshold(limitar al umbral seleccionado) y
Displaylabel(mostrar el nombre de la imagen) (Figura 6D).

New [ Red |24)a 2

T G

Open Next Ctri+Shift+O
Open Samples

Open Recent
Import

Close Ctri+wW
Save Ctri+S
Save As

Revert Ctri+R

Page Setup
Print

Quit

File Edit Image Process Analyze Piugins Window Help

Ooelo<4l+ N ARO[ 2]4]a]7]n

Figura 2. Visualizacion de los comandos para la apertura de un archivo y aumento de la imagen
con Image J.
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Figura 3. Secuencia para ajustar la escala de una imagen.

15

Titulo del trabajo o titulo abreviado



@'UTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

File Edit Image Process JEUELZZY Plugins Window Help
O0/Q|x|o| | 4|+|X| measure Ctri+M
Analyze Particles

Summarize
Distribution
Label

Clear Results

M| Set Measurements...

Set Scale

14.62x73.22 mm (10813x6908); 8-bit, 71MB

Calibrate.

\ Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot
Gels
Tools

—

. Set Measurements

vV Areg G [” Mean Gray Value

I~ Standard Deviation [ Modal Gray Value

[~ Min & Max Gray Value [~ Centroid

[~ Center of Mass [V Perimeter

[~ Bounding Rectangle ¥ Fit Ellipse

[V Circularity @ |V Feret's Diameter €
[ Integrated Density [~ Median

[~ Skewness [ Kurtosis

[~ Area Fraction [~ Slice Number

[V Limitto Threshold [V Display Labe| <
[ InvertY Coordinates

Redirect To: [None =~

Decimal Places (0-9) E]_

=P OK | Cancel |

Figura 4. Visualizacion de los comandos utilizados para seleccionar los parametros que se van a
utilizar para medir.
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Figura 5. Ejemplo de seleccion del ROIs que se sea desean medir (1 a 3).
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Figura 6: Secuencia de comandos para resaltar el contorno del objeto mediante el método de
umbralizacion.

10" (Fiji Is Just) Image)

File Edit Image Process FAuEl%<
EQ.G‘U\/,jA_ Measure Ctri+M t!
ext tool (double-click to configure JEUENZLRsETHINS
Summarize

Plugins Window Help
url o | &)

Analyze Particles X

++,
++,

Distribution...
Label Size (MMA2)> |0.03-Infinity
Clear Results I~ Pixel units
Set Measurements... V.
R Circularity: |0.00-1.00
Set Scale...
Calibrate... . Show: |Outlines L‘ -
Histogram Ctri+H
backgr
Pt Cu+k | embi¥ Displayresults |~ Exclude on edges
Surface Plot...
o < | 4 [ Clear results == ¥ Include holes
‘ Tools > [~ Summarize =—p VR
3D Objects Counter [~ Addto Manager [ In situ Show
’ 3D OC Options
| Skeleton » oK | cancel| Heip |
Colocalization 4

Color Histogram ‘.

Directionality

Figura 7: Secuencia de comando para la medicion de ROIs, las flechas rojas marcan los datos que
hay que tener en cuenta al realizar la operacién.
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Figura 8: Medicién del area corporal transversal de un misidaceo por el método de umbralizacion.
A) imagen en escala de grises, B) imagen binaria, C) contorno calculado luego de la modificacién
del umbral, D) resultados de los parametros medidos en la imagen.
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