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Abstract. Current changes affecting marine life require critical and
prompt attention from the scientific community in order to predict with
certainty climatic changes. The increases of the carbon dioxide atmo-
spheric concentration are reducing the ocean pH and as a consequence
the calcification rates in coral reefs. The aim of this study is to show the
effects of the oceanic acidification over the calcifying organisms, specially
in octocorals. The calcification is measured based on the calcein portion
present in magnesium-calcite sclerits using confocal microscopy. In order
to get this measure it is proposed an automatic segmentation method of
sclerit and calcein regions, based on color characteristics and histogram
of the images. The method is divided in four stages: calcein extraction,
image background subtraction, sclerit segmentation and quantification
of the calcification rate. Results over 7 specimens were compared with
manual segmentations done by two expert biologists.
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1 Introduccién

Las crecientes emisiones de diéxido de carbono en la atmosfera por parte de la
actividad humana desde la era industrial, y las repercusiones sobre los ecosis-
temas y las poblaciones humanas constituyen un tema de actualidad. A parte de
los efectos directos sobre el fenémeno conocido como el calentamiento global, ese
aumento en las concentraciones de CO2 afecta la quimica ocednica reduciendo el
pH del agua de mar y alterando los procesos de calcificaciéon en un gran numero
de especies marinas. Este otro problema del CO2 conocido como la acidificacién
ocednica [1] empieza a ser investigado por parte de la comunidad cientifica y
los primeros resultados obtenidos gracias a simulaciones en micro y mesocosmos
no son muy alentadores para las comunidades biolégicas y particularmente para
los organismos calcificadores. La absorcién del CO2 atmosférico por parte del
océano provoca simultaneamente una disminucién del pH del agua, de su con-
centracion en iones carbonatos y de los estados de saturaciéon de estos iones en
el agua.



Los arrecifes coralinos representan unos de los ecosistemas mas diversos y
complejos del planeta, los cuales sustentan gran parte de la red tréfica ocednica.
Pero desafortunadamente este gran generador de biodiversidad parece ser uno de
los més vulnerables bajo un escenario de calentamiento global y de acidificacién
ocednica. Los corales para poder formar sus estructuras calcareas, necesitan cier-
tos valores de estados de saturacién de los minerales de calcio en el agua y la
disminucién de estos supone una reduccién drastica en las tasas de calcificacién
de estos organismos lo que dificulta a largo plazo su habilidad para mantener un
balance positivo entre acrecién calcificadora y disolucién debido al aumento de
la acidez del medio donde viven [2] [3] [4].

Para estimar las tasas de calcificacién de los organismos coraliferos, la técnica
méas ampliamente utilizada se basa en el seguimiento temporal del crecimiento de
las especies coralinas. De otra forma, utilizando un método de incubacién de los
organismos con una solucién de calceina diluida en agua marina (C-0875 Sigma)
se puede igualmente estimar las tasas de calcificacién de estos organismos. La
calceina es un marcador fluorescente utilizado para tincién vital, el cual es capaz
de penetrar pasivamente los tejidos hasta el calcio intracelular. Ha sido utilizado
en varios estudios que necesitan una visualizacion de las estructuras calcificadas
[5]. La calceina se introduce en las estructuras compuestas de carbonatos de
calcio después de haber sido transportada activamente por las células. La técnica
consiste en medir la calcificacion de acuerdo a las porciones de escleritos de
calcita tenido por la calceina utilizando microscopia laser confocal y un software
de procesamiento de imagenes.

Ademads de las herramientas instaladas dentro de las estaciones de micro-
scopia confocal exiten algoritmos de segmentacién desarrollados en temas de
estudio especificos. Las primeras son aplicaciones de proposito general, en donde
es vital conocer apropiadamente sus funcionalidades y existe la limitaciéon de im-
precision por parte del usuario. En cuanto a los algoritmos de segmentacién en
campos especificos, éstos requieren de una interaccién minima con el usuario y
necesitan conocer previamente la distribucién espacial de la imagen. Estos enfo-
ques cumplen con la tarea de segmentacion, sin embargo presentan el problema
de percepcion del usuario, la cual puede generar vaguedad en los resultados. Por
lo tanto una aplicaciéon automédtica de segmentacién mejoraria los resultados.

Dentro de las aplicaciones instaladas en los montajes de los microscopios ex-
isten herramientas que permiten realizar operaciones avanzadas. Los paquetes
més usados son IMARIS[6], IPA[7] y DAIME(8], los cuales proveen operaciones
de umbralizacion, extraccién de contornos y visualizacion 3D. Estas aplicaciones
son de gran ayuda si se necesitan mediciones minimales y no es necesario repe-
tirlas sobre varias imagenes.

En el drea de algoritmos de segmentacién y cuantificaciéon de regiones en
imégenes confocales, pocos trabajos se han desarrollado y con enfoques en cam-
pos diferentes al de la biologia marina. Enfoques semi-autométicos como recon-
truccién 3D y cuantificacién basadas en umbralizacién y definicién manual de
contornos son presentadas en [9] y [10]. En cuanto a propuestas de métodos au-
tométicos basados en operaciones morfoldgicas se encuentra [11], en donde es



necesario conocer la distribucién espacial de la imagen para obtener resultados
o6ptimos. Estos planteamientos logran la segmentacién, sin embargo ninguno usa
la informacién estadistica de las imagenes, la cual mejora la segmentacién y hace
robusto al algoritmo frente a diferentes condiciones de iluminacion.

Este articulo presenta una técnica de medicién automatica de la tasa de calci-
ficacion de corales en imagenes de microcopia confocal. La calcificacion es medida
de acuerdo con la porcién de calceina presente en escleritos de magnesio-calcita.
Para esto, se propone un método de segmentacién automatica del esclerito y de
las regiones de calceina, basado en las caracteristicas de color e histograma de
la imagen. El proceso estd dividido en cuatro etapas: extraccion de la calceina,
eliminacion del fondo de la imagen, segmentacién del esclerito y cuantificacién
de la tasa de calcificacion. Los resultados permitirdn estudiar la forma en la que
se estan afectando los corales por cambios en su medio ambiente. La estructura
del articulo es la siguiente. El numeral 2 presenta el método propuesto para la
segmentaciéon de calceina y esclerito. La seccién 3 presenta resultados prelim-
inares de los experimentos realizados para la evaluacion del método. Discusién
y conclusiones son tratados en la seccién 4.

2 Meétodo

El método de medicién de la tasa de calcificacién consta de 4 étapas (Fig. 1) y
tiene dos imagenes de entrada: calcificacion y esclerito. En la primera etapa se ex-
trae la calceina por medio de segmentacién de color (seccién 2.1). En la segunda
etapa se elimina el fondo de la imagen del esclerito mediante una umbralizacién
con definicién automética del umbral (seccién 2.2). Posteriormente se combinan
las imagenes obtenidas en las etapas anteriores para extraer el esclerito completo
(seccién 2.3). Teniendo en cuenta las regiones de calceina y esclerito, por ltimo
se mide la tasa de calcificacién (seccién 2.4).
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Fig. 1. Descripcién esquemética del método desarrollado.



2.1 Segmentacién de la calceina

La entrada de esta etapa es la imagen de calceina, la cual se caracteriza por
tener un fondo de color negro y el area del esclerito con calceina resaltada en
color verde (color determinado en la adquisicién de las imdgenes). Dadas estas
caracteristicas de la imagen de entrada, la segmentacién se obtiene mediante
una umbralizacién en color en donde se extraen los pixeles de color verde. El
umbral se hallé empiricamente (umbral = 10 en el componente de color verde).
Luego de obtener la region correspondiente a la calceina, se hace una dilatacion
morfolégica para rellenar posibles huecos que se encuentren y expandir la regién
hacia el borde del esclerito. El elemento estructurante utilizado es un cuadrado
de 3x3. La figura 2 ilustra los pasos de esta etapa.
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Fig. 2. Descripciéon esquematica del proceso de segmentacion de la calceina.
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2.2 Eliminacién del fondo

Esta etapa suprime el fondo de la imagen del esclerito (Fig. 3). Dado que la
imagen de entrada se encuentra en escala de grises en componentes RGB, se
genera una imagen de un solo canal a partir de la componente R, con el objetivo
de disminuir el tamano de la imagen y facilitar su manipulacién. Después se
analiza estadisticamente el histograma y se determina un umbral de separacién
de esclerito-fondo para su posterior umbralizacion.
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Fig. 3. Descripcién esquematica del proceso de eliminacién del fondo.

Haciendo un estudio estadistico de las imagenes se encontrd que el esclerito y
el fondo son claramente separables por un valle (Fig. 4). El umbral que suprime



el fondo se encuentra en la mitad del valle. Sin embargo éste umbral no es
el mismo para todas las imagenes y se debe adaptar. El valor del umbral se
halla determinando el valor en la mitad del valle después de calcular la derivada
discreta del histograma (Fig. 4.b).

2.3 Segmentacién del esclerito

La tercera etapa busca segmentar el esclerito basandose en los resultados de las
etapas precedentes (Fig. 5). La primera operacién consiste en combinar, mediante
un operacién 16gica (OR) las imdgenes previamente segmentadas (calceina e
imagen de esclerito sin fondo). Sobre esta imagen se busca segmentar inicamente
la regién englobada por el esclerito, suprimiendo los demas elementos presentes
que pudieron permanecer en la imagen resultado de la segunda etapa. Para
esto se extrae el elemento conexo mas grande sobre la imagen, el cual por las
caracteristicas de la imagen corresponde al esclerito. Para finalizar, el esclerito
puede tener huecos dentro de su estructura, por lo tanto se hace un relleno de
huecos y se calcula la region final del esclerito. Con éste resultado es posible
delinear el contorno del esclerito y sobreponer la calceina sobre la imagen, ésto
con el objetivo de brindar una primera evaluacién visual de la segmentacion.

2.4 Cuantificacion

En esta etapa se calcula el porcentaje de calceina sobre el esclerito. El porcentaje
se halla mediante la relacién del niimero de pixeles de calceina extraidos sobre
el niimero pixeles del esclerito segmentado. Este porcentaje es usado por los
bidlogos para determinar el impacto de los cambios climaticos sobre los corales.

3 Experimentos y Resultados

Las pruebas se hicieron sobre 7 ejemplares de esclerito, cada uno contaba con una
imagen de calceina tomada con microscopia confocal y su respectiva fotografia
de esclerito. Las imagenes se encontraban en formato JPEG y en tamanos que
varfan de 100x120 a 640x480 pixeles. Sobre cada par de imégenes se ejecuto el
método planteado y se hallaron las dreas de calceina y esclerito determinando
asi la tasa de calcificacién. Ejemplos de resultados se segmentacién se muestran
en la figura 6.

La evaluacion de los resultados se llevé a cabo mediante la comparacién de
las regiones dibujadas manualmente por los expertos y las regiones extraidas au-
tomaticamente por el método. Se compararon las regiones de esclerito y calceina
por separado. Esto se logré por medio de dos indices: sensitividad y valor pre-
dictivo positivo (VPP). Estas medidas se definen como:

Aintar

5= Aref
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Fig. 4. Andlisis estadisticos de las imdgenes de esclerito. (a) Imégenes de esclerito.
(b) Histogramas con su respectivo valor de umbralizacién. (c¢) Derivada discreta de los
histogramas en donde se aprecia que el valle de separacion entre esclerito y fondo tiene
pocas variaciones
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Fig. 5. Descripciéon esquematica del proceso de segmentacion del esclerito.

vpp = Ainter (2)
Aemtra
Donde A, s es el area de la region dibujada por el experto, Aezerq €s €l drea
extraida por el método planteado y A;pier €s el area de interseccion de éstas dos
regiones.
En la tabla 1 se presentan los resultados de la evaluacién. Ademés del valor
medio y de la desviacién estandar de cada medida, se muestran los porcentajes



Umbral: 34

Area esclerito: 13151 px
Area calceina: 2497 px
% calceina: 18.98%

Umbral: 69

Area esclerito: 34197 px
Area calceina: 3613 px
% calceina: 10.56%

Umbral: 69

Area esclerito: 16100 px
Area calceina: 1208 px
% calceina: 7.5%
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Fig.6. Resultados de segmentacién. (a) Imégenes de esclerito. (b) Imégenes de
calcefna. (c) Imagenes resultado con el contorno de esclerito y las regiones de calceina
resaltadas.

de casos que presentaron medidas significativamente altas (>0.9) y bajas (<0.5).

Tabla 1. Resultados de las pruebas usando medidas de traslapo

Esclerito Calceina

Sensitividad

Media 0,94 0,79
Desviacion estandar 0,03 0,19
sensitividad > 0,9 92,85%  35,71%
sensitividad < 0,5 0% 7,14%
Valor Predictivo Positivo (VPP)

Media 0,85 0,66
Desviacion estandar 0,1 0,12
VPP > 0,9 35,71% 7,14%
VPP < 0,5 0% 0%

4 Discusién y Conclusion

Para el conjunto de imagenes disponibles se obtuvo la segmentacion y cuantifi-
cacion automadtica. La segmentacién del esclerito presenté una alta coincidencia



con los contornos trazados por los expertos a excepcion de los casos en los cuales
el esclerito se encuentra cerca de residuos. En esta ultima situacion, el método
de segmentacién automatica incluye los residuos dentro del esclerito. En cuanto
a la segmentacion de calceina los resultados muestran que aproximadamente el
40% de los datos tiene una alta sensitividad, sin embargo solo el 7% tiene un alto
VPP. Lo anterior se explica al comparar visualmente los resultados del método
con los resultados de los expertos (Fig. 7). En la figura se puede apreciar que la
region de calceina extraida por el método es mayor a la trazada por los expertos,
por lo tanto el valor de A¢ytq €8 mayor a Ajpier. La razén por la cual sucede esto
es que al umbralizar en color se segmentan pixeles que no son visibles para los
bidlogos expertos. Por lo tanto se puede concluir que los resultados arrojados por
el método son maés exactos que los estimados por los contornos de los expertos.

Como trabajo futuro se planea usar las capacidades de la tecnologia confo-
cal, la cual permite obtener cortes a diferentes profundidades del esclerito, para
hacer una extensién del método al espacio tridimencional. Ademads se pretende
aumentar el nimero de datos de prueba con nuevas iméagenes. Por iltimo se
espera obtener los resultados de otro bidlogo experto con el fin de obtener un
patréon de oro de los contornos manuales y poder medir la variabilidad interob-

servador.
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Fig. 7. Ejemplo de error en el trazado de contornos en calcefna. (a) Imagen del esclerito.
(b) Imagen de la calcefna. (¢) Imagen resultado de la aplicacién del método. (d),(e)
Regiones delimitadas por los contornos trazados manualmente por los expertos.
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