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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 Introducción

Las crecientes emisiones de dióxido de carbono en la atmósfera 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 fenómeno conocido como el calentamiento global, ese
aumento en las concentraciones de CO2 afecta la qúımica oceánica reduciendo el
pH del agua de mar y alterando los procesos de calcificación en un gran numero
de especies marinas. Este otro problema del CO2 conocido como la acidificación
oceánica [1] empieza a ser investigado por parte de la comunidad cient́ıfica y
los primeros resultados obtenidos gracias a simulaciones en micro y mesocosmos
no son muy alentadores para las comunidades biológicas y particularmente para
los organismos calcificadores. La absorción del CO2 atmosférico por parte del
océano provoca simultáneamente una disminución del pH del agua, de su con-
centración en iones carbonatos y de los estados de saturación de estos iones en
el agua.



Los arrecifes coralinos representan unos de los ecosistemas más diversos y
complejos del planeta, los cuales sustentan gran parte de la red trófica oceánica.
Pero desafortunadamente este gran generador de biodiversidad parece ser uno de
los más vulnerables bajo un escenario de calentamiento global y de acidificación
oceánica. Los corales para poder formar sus estructuras calcáreas, necesitan cier-
tos valores de estados de saturación de los minerales de calcio en el agua y la
disminución de estos supone una reducción drástica en las tasas de calcificación
de estos organismos lo que dificulta a largo plazo su habilidad para mantener un
balance positivo entre acreción calcificadora y disolución debido al aumento de
la acidez del medio donde viven [2] [3] [4].

Para estimar las tasas de calcificación de los organismos coraĺıferos, la técnica
más ampliamente utilizada se basa en el seguimiento temporal del crecimiento de
las especies coralinas. De otra forma, utilizando un método de incubación de los
organismos con una solución de calcéına diluida en agua marina (C-0875 Sigma)
se puede igualmente estimar las tasas de calcificación de estos organismos. La
calcéına es un marcador fluorescente utilizado para tinción vital, el cual es capaz
de penetrar pasivamente los tejidos hasta el calcio intracelular. Ha sido utilizado
en varios estudios que necesitan una visualización de las estructuras calcificadas
[5]. La calcéına 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 calcificación de acuerdo a las porciones de escleritos de
calcita teñido por la calcéına utilizando microscoṕıa láser confocal y un software
de procesamiento de imágenes.

Además de las herramientas instaladas dentro de las estaciones de micro-
scoṕıa confocal exiten algoritmos de segmentación desarrollados en temas de
estudio espećıficos. Las primeras son aplicaciones de proposito general, en donde
es vital conocer apropiadamente sus funcionalidades y existe la limitación de im-
precisión por parte del usuario. En cuanto a los algoŕıtmos de segmentación en
campos espećıficos, éstos requieren de una interacción mı́nima con el usuario y
necesitan conocer previamente la distribución espacial de la imagen. Estos enfo-
ques cumplen con la tarea de segmentación, sin embargo presentan el problema
de percepción del usuario, la cual puede generar vaguedad en los resultados. Por
lo tanto una aplicación automática de segmentación mejoraŕıa los resultados.

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

En el área de algoritmos de segmentación y cuantificación de regiones en
imágenes confocales, pocos trabajos se han desarrollado y con enfoques en cam-
pos diferentes al de la bioloǵıa marina. Enfoques semi-automáticos como recon-
trucción 3D y cuantificación basadas en umbralización y definición manual de
contornos son presentadas en [9] y [10]. En cuanto a propuestas de métodos au-
tomáticos basados en operaciones morfológicas se encuentra [11], en donde es



necesario conocer la distribución espacial de la imagen para obtener resultados
óptimos. Estos planteamientos logran la segmentación, sin embargo ninguno usa
la información estad́ıstica de las imágenes, la cual mejora la segmentación y hace
robusto al algoritmo frente a diferentes condiciones de iluminación.

Este art́ıculo presenta una técnica de medición automática de la tasa de calci-
ficación de corales en imágenes de microcoṕıa confocal. La calcificación es medida
de acuerdo con la porción de calcéına presente en escleritos de magnesio-calcita.
Para esto, se propone un método de segmentación automática del esclerito y de
las regiones de calcéına, basado en las caracteŕısticas de color e histograma de
la imagen. El proceso está dividido en cuatro etapas: extracción de la calcéına,
eliminación del fondo de la imagen, segmentación del esclerito y cuantificación
de la tasa de calcificación. Los resultados permitirán estudiar la forma en la que
se están afectando los corales por cambios en su medio ambiente. La estructura
del art́ıculo es la siguiente. El numeral 2 presenta el método propuesto para la
segmentación de calcéına y esclerito. La sección 3 presenta resultados prelim-
inares de los experimentos realizados para la evaluación del método. Discusión
y conclusiones son tratados en la sección 4.

2 Método

El método de medición de la tasa de calcificación consta de 4 étapas (Fig. 1) y
tiene dos imágenes de entrada: calcificación y esclerito. En la primera etapa se ex-
trae la calcéına por medio de segmentación de color (sección 2.1). En la segunda
etapa se elimina el fondo de la imagen del esclerito mediante una umbralización
con definición automática del umbral (sección 2.2). Posteriormente se combinan
las imágenes obtenidas en las etapas anteriores para extraer el esclerito completo
(sección 2.3). Teniendo en cuenta las regiones de calcéına y esclerito, por último
se mide la tasa de calcificación (sección 2.4).

Fig. 1. Descripción esquemática del método desarrollado.



2.1 Segmentación de la calcéına

La entrada de esta etapa es la imagen de calcéına, la cual se caracteriza por
tener un fondo de color negro y el área del esclerito con calcéına resaltada en
color verde (color determinado en la adquisición de las imágenes). Dadas estas
caracteŕısticas de la imagen de entrada, la segmentación se obtiene mediante
una umbralización en color en donde se extraen los ṕıxeles de color verde. El
umbral se halló emṕıricamente (umbral = 10 en el componente de color verde).
Luego de obtener la región correspondiente a la calcéına, se hace una dilataćıon
morfológica para rellenar posibles huecos que se encuentren y expandir la región
hacia el borde del esclerito. El elemento estructurante utilizado es un cuadrado
de 3x3. La figura 2 ilustra los pasos de esta etapa.

Fig. 2. Descripción esquemática del proceso de segmentación de la calcéına.

2.2 Eliminación 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 tamaño de la imagen y facilitar su manipulación. Después se
analiza estad́ısticamente el histograma y se determina un umbral de separación
de esclerito-fondo para su posterior umbralización.

Fig. 3. Descripción esquemática del proceso de eliminación del fondo.

Haciendo un estudio estad́ıstico de las imágenes se encontró 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 imágenes 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 Segmentación del esclerito

La tercera etapa busca segmentar el esclerito basándose en los resultados de las
etapas precedentes (Fig. 5). La primera operación consiste en combinar, mediante
un operación lógica (OR) las imágenes previamente segmentadas (calcéına e
imagen de esclerito sin fondo). Sobre esta imagen se busca segmentar únicamente
la región englobada por el esclerito, suprimiendo los demás elementos presentes
que pudieron permanecer en la imagen resultado de la segunda etapa. Para
esto se extrae el elemento conexo más grande sobre la imagen, el cual por las
caracteŕısticas 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 región final del esclerito. Con éste resultado es posible
delinear el contorno del esclerito y sobreponer la calcéına sobre la imagen, ésto
con el objetivo de brindar una primera evaluación visual de la segmentación.

2.4 Cuantificación

En esta etapa se calcula el porcentaje de calcéına sobre el esclerito. El porcentaje
se halla mediante la relación del número de ṕıxeles de calcéına extráıdos sobre
el número ṕıxeles del esclerito segmentado. Este porcentaje es usado por los
biólogos para determinar el impacto de los cambios climáticos sobre los corales.

3 Experimentos y Resultados

Las pruebas se hicieron sobre 7 ejemplares de esclerito, cada uno contaba con una
imagen de calcéına tomada con microscoṕıa confocal y su respectiva fotograf́ıa
de esclerito. Las imágenes se encontraban en formato JPEG y en tamaños que
vaŕıan de 100x120 a 640x480 ṕıxeles. Sobre cada par de imágenes se ejecutó el
método planteado y se hallaron las áreas de calcéına y esclerito determinando
asi la tasa de calcificación. Ejemplos de resultados se segmentación se muestran
en la figura 6.

La evaluación de los resultados se llevó a cabo mediante la comparación de
las regiones dibujadas manualmente por los expertos y las regiones extráıdas au-
tomáticamente por el método. Se compararon las regiones de esclerito y calcéına
por separado. Esto se logró por medio de dos ı́ndices: sensitividad y valor pre-
dictivo positivo (VPP). Estas medidas se definen como:

S =
Ainter

Aref

(1)



Fig. 4. Análisis estad́ısticos de las imágenes de esclerito. (a) Imágenes de esclerito.
(b) Histogramas con su respectivo valor de umbralización. (c) Derivada discreta de los
histogramas en donde se aprecia que el valle de separación entre esclerito y fondo tiene
pocas variaciones

Fig. 5. Descripción esquemática del proceso de segmentación del esclerito.

V PP =
Ainter

Aextra

(2)

Donde Aref es el área de la región dibujada por el experto, Aextra es el área
extráıda por el método planteado y Ainter es el área de intersección de éstas dos
regiones.

En la tabla 1 se presentan los resultados de la evaluación. Además del valor
medio y de la desviación estandar de cada medida, se muestran los porcentajes



Fig. 6. Resultados de segmentación. (a) Imágenes de esclerito. (b) Imágenes de
calcéına. (c) Imagenes resultado con el contorno de esclerito y las regiones de calcéına
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 Calcéına

Sensitividad
Media 0,94 0,79
Desviación 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
Desviación estandar 0,1 0,12
VPP > 0,9 35,71% 7,14%
VPP < 0,5 0% 0%

4 Discusión y Conclusión

Para el conjunto de imágenes disponibles se obtuvo la segmentación y cuantifi-
cación automática. La segmentación del esclerito presentó una alta coincidencia



con los contornos trazados por los expertos a excepción de los casos en los cuales
el esclerito se encuentra cerca de residuos. En esta última situación, el método
de segmentación automática incluye los residuos dentro del esclerito. En cuanto
a la segmentación de calcéına 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
región de calcéına extráıda por el método es mayor a la trazada por los expertos,
por lo tanto el valor de Aextra es mayor a Ainter . La razón por la cual sucede esto
es que al umbralizar en color se segmentan ṕıxeles que no son visibles para los
biólogos expertos. Por lo tanto se puede concluir que los resultados arrojados por
el método son más exactos que los estimados por los contornos de los expertos.

Como trabajo futuro se planea usar las capacidades de la tecnoloǵıa confo-
cal, la cual permite obtener cortes a diferentes profundidades del esclerito, para
hacer una extensión del método al espacio tridimencional. Además se pretende
aumentar el número de datos de prueba con nuevas imágenes. Por último se
espera obtener los resultados de otro biólogo experto con el fin de obtener un
patrón de oro de los contornos manuales y poder medir la variabilidad interob-
servador.

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