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RESUMEN. Los estudios de comunidades de zooplancton son de gran importancia para la biologia, ecologia
y conservacion del ecosistema marino. Sin embargo, estas investigaciones implican un proceso de alto costo
en términos de tiempo y esfuerzo, requiriendo personal entrenado para la identificacion, conteo y medicion de
nuUMerosos grupos taxondmicos, asi como para la estimacion de biomasa. Actualmente, existe un creciente
interés por la implementacion de nuevas técnicas que permitan automatizar los andlisis, incorporando
tecnologia informética aplicada al examen automatico de imagenes digitalizadas. En este trabajo se revisa el
estado del conocimiento de algunas metodologias, basadas en el estudio de imégenes digitalizadas de
zooplancton. Se presenta una descripcion general de los métodos conocidos, tales como ZooScan-ZooProcess
y Zoolmage, se analizan sus resultados para la identificacion de distintos zooplancteres, se comparan con el
método tradicional y se hacen propuestas para mejorar su aplicacion. Adicionalmente, se resumen las
experiencias con estos sistemas en el analisis de patrones de variabilidad espacial y temporal de la comunidad
zooplanctonica, basados en el espectro de tamafio y pruebas para la estimacion de biomasa de zooplancton.
Finalmente, se elabora un listado de capacidades y limitaciones registradas en la bibliografia reciente, y se
discute sobre las perspectivas de desarrollo y aplicacion que ofrece esta metodologia para la comunidad
cientifica en Latinoamérica.

Palabras clave: zooplancton, identificacion automatica, andlisis digital, estado del conocimiento, Zoolmage,
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Automatic analysis of zooplankton using digitized images: state of the art
and perspectives for Latin America

ABSTRACT. The study of zooplankton communities is very important in the context of the biology, ecology,
and conservation of the marine ecosystem. However, research on zooplankton implies a highly costly process
in terms of time and effort, requiring trained personnel for identification, counting and measuring of various
taxonomic groups, including biomass estimates. At present, there is an increasing interest for implementing
new techniques allowing automatic analyses of zooplankton by means of informatics technology and
assessment of digitized images. In this work, the state of the art of some methodologies applied to digital
images of zooplankton is revised describing the general methods used, such as ZooScan-ZooProcess and
Zoolmage, and an analysis of their results for identification, a comparison with traditional methods, and
recommendations to improve the identification process. Additionally, a brief summary of the experiences with
these systems is presented, focused on the analysis of spatial and temporal variability of the zooplankton
community by means of its size spectrum and tests for deriving biomass estimates. Finally, a list of capacities
and limitations of the methods is discussed using recent literature, as well as the perspectives of development
and applications of this new technology can offer to the scientific community of the Latin American region.
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INTRODUCCION

El zooplancton como componente basal de las tramas
troficas marinas, estd conformado por organismos de
tamafio pequefio de diversos grupos taxonémicos que
se encuentran en suspensién en la columna de agua,
cuya distribucidon esta condicionada principalmente
por las corrientes (Suthers & Rissik, 2009; Chavance,
2011). Tiene gran importancia ecoldgica puesto que es
un componente esencial de la bomba biol6gica de
carbono, puede ser indicador de la calidad ambiental y
variabilidad climatica (Beagraund et al., 2002), y en el
ecosistema peldgico presenta una alta variabilidad
espacial y temporal (Benfield et al., 2007).

Debido a sus caracteristicas, el zooplancton genera
gran interés de investigacion desde varios puntos de
vista. No obstante muchos estudios quedan
incompletos debido al alto nimero de muestras
colectadas, las cuales terminan almacenadas, sin ser
analizadas en su totalidad, como resultado del
requerimiento de personal especializado y dedicacion
necesaria (tiempo) para la realizacién de anélisis
confiables de la composicién taxondmica, abundancia,
tamafio y distribucion espacio-temporal. Aunque los
aspectos taxondmicos como la descripcion de
especies, ciclos de vida y algunos analisis ecoldgicos
de variabilidad han sido obtenidos, se requiere mucho
tiempo y esfuerzo para analizar en detalle los patrones
espacio-temporales de estas comunidades (i.e., series
de tiempo) (Benfield et al., 2007; Bell & Hopcroft,
2008; Gorsky et al., 2010).

Por las razones anteriores, desde la década de los
80’s, se ha comenzado a desarrollar métodos que
involucran el uso de imagenes digitales para acelerar
el procesamiento de las muestras de zooplancton y
obtener resultados mas rapidos en la medicidn, conteo
e identificacion de organismos. Por otra parte, existen
varios tipos de metodologias in situ que involucran el
uso de sensores o6pticos o acusticos tales como:
sistemas de acople camara-red, cdmara de registro de
imagenes de ictioplancton, videocdmara para plancton
(Video Plankton Recorder (VPR)), perfiladores de
video, registro y evaluacion de perfiles de sombras de
particulas (Shadowed Image Particle Profiling
Evaluation (SIPPER)), visualizador de zooplancton y
sistema de imagenes (Zooplankton Visualization and
Imaging System (ZOOVIS)), y la nueva tecnologia de
imagenes de fluido (FlowCAM), asi como el contador
optico laser de plancton (Laser Optical Plankton
Counter (LOPC)) (Benfield et al., 2007; Sieracki et
al., 2010).

De igual forma, en laboratorio se han desarrollado
metodologias en las cuales las muestras preservadas
de zooplancton pueden ser digitalizadas con equipos

disefados especialmente, como el ZooScan, o con un
escaner convencional, obteniendo imagenes digita-
lizadas bidimensionales, y posteriormente analizadas
mediante programas informaticos como el ZooProcess
y Zoolmage respectivamente (Gorsky et al., 2010).

Puesto que las imagenes en 2D aln presentan
algunas limitaciones para la identificacion a nivel
especifico, actualmente se estan desarrollando nuevas
tecnologias para la obtencion de imagenes en 3D con
alta definicion (imagen acustica (FishTV), estereos-
copia, tomografia (resonancia magnética, rayos X),
microscopios confocales y holografia), las cuales
permiten rotar la imagen y observar estructuras claves
para la identificacion (i.e., antenas y apéndices entre
otras), y obtener medidas volumétricas. Actualmente
se ha proyectado para el futuro, hacer una biblioteca
de referencia de varios grupos de zooplancton en 3D,
y hasta ahora se tiene registros digitalizados de
aproximadamente 350-400 organismos en modelos
3D, en su mayoria peces, aunque todavia se requiere
un programa especifico para su procesamiento
(Benfield et al., 2007; Boistel et al., 2011).

En paises de Latinoamérica, con una larga
trayectoria en estudios del zooplancton y donde
comlnmente se cuenta con bases de datos y muestras
de zooplancton preservadas por largo tiempo,
derivadas de expediciones y prospecciones orientadas
muchas veces a las pesquerias, el uso de estos
métodos automatizados es una alternativa promisoria
frente a las técnicas tradicionales de analisis. En-
tonces, con el objeto de motivar la aplicacion de estas
nuevas metodologias de analisis de zooplancton, este
trabajo presenta una revision actualizada de los
métodos mas utilizados para el analisis de muestras de
zooplancton a partir de imagenes digitales. En esta
revision, se analizan las capacidades, limitaciones y
las perspectivas de utilizacion de estos métodos para
estudios enfocados en la biodiversidad, biogeografia y
ecologia de zooplancton.

Desarrollo del método

Los avances en tecnologia para el anlisis de imagenes
digitales de zooplancton se iniciaron en la década de
los 80’s. En esos momentos, los programas de
computacion estaban disefiados para contar y medir
particulas e identificar hasta ocho grupos taxonémicos
de manera eficaz. Posteriormente, para mejorar los
procesos de identificacion en los 90°s se adaptaron
sistemas de aprendizaje con redes neuronales arti-
ficiales. No obstante, alin se presentaban limitaciones
con imagenes de baja resolucion y computadores de
capacidad limitada para el manejo de un alto nimero
de iméagenes (Gislason & Silva, 2009).
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A partir del afio 2000 se observé una mayor
eficiencia en la produccion y analisis de imagenes, en
términos de tiempo y esfuerzo para el conteo,
medicion y clasificacion de particulas dentro de
categorias taxonémicas de zooplancton con el disefio
de equipos como el ZooScan, elaborado por el
laboratorio de Oceanografia de Villefranche-sur-Mer,
France (www.zooscan.com) (Gorsky & Grosjean,
2003). Este equipo en su version comercial esta
compuesto por una camara con fondo de vidrio
impermeable para contener las muestras de zooplanc-
ton y un sensor de escaner convencional que digitaliza
imagenes en alta resolucion (2400 dpi) (Fig. 1a). Estas
imagenes son analizadas con el programa de uso
publico ZooProcess, el cual es un conjunto de rutinas
integradas con un programa de procesamiento de
imagen digital llamado Image J (Picheral, 2010).

Por su parte el programa de uso publico
Zoo/Fitolmage desarrollado por University of Mons-
Hainaut en Bélgica, est4 construido a partir de varios
programas tales como Image J., R o XnView,
integrados en la plataforma “R”. El programa es de
codigo abierto, que permite importar imagenes desde
cualquier  dispositivo  digital ~ (i.e.,  escaner
convencional o camara), analizarlas y exportar los
resultados desde y hacia varios sistemas. Se disefio
para operar con el sistema Windows XP pero se puede
adaptar a Linux, Unix o Mac Osx (Grosjean & Denis,
2007).

Zoolmage utiliza caracteristicas como forma,
tamafio, entre otras, para clasificar organismos
planctonicos con una exactitud del 70-80%, cuando se
trabaja con 10-20 categorias taxonémicas mayores (no
especificas), usando una serie de algoritmos de
aprendizaje supervisados, funciones discriminantes y
otros clasificadores (Benfield et al., 2007; Grosjean &
Denis, 2007). Cuando se incorpora el conocimiento de
los expertos en la verificacion de la clasificacion, la
exactitud aumenta (Fig. 1b) (Bell & Hopcroft, 2008;
Gislason & Silva, 2009). Este programa se puede
adaptar a los requerimientos del usuario y recon-
figurar. Actualmente ha sido adaptado para trabajar
ademas con imagenes obtenidas a partir de micro y
macrofotografia y también se ha modificado para
procesar imagenes de FlowCAM y ZooScan
(MacLeod et al., 2010).

De una manera general con estos métodos se
requieren tres pasos para el andlisis de las muestras e
imagenes de zooplancton (Fig. 2):

Adquisicion y analisis de la imagen: para esto se
digitaliza (escanea) la muestra, se importa y procesa la
imagen por medio de la creacion de vifietas que son
sub-iméagenes de cada particula extraida de la imagen

original con su respectiva escala de medida. Durante
este procedimiento se analiza individualmente la
particula, se obtienen todas sus caracteristicas y se
registra la informacion relevante en un archivo de
metadatos. Las muestras se pueden escanear con el
equipo ZooScan que puede generar imagenes en
escala de grises de hasta 2400 dpi, aunque el uso de un
escaner convencional no constituye una limitacion en
términos de calidad de la imagen. Un escaner
convencional tipicamente permite obtener imégenes
de entre 600 a 1200 dpi en escala de colores
verdaderos.

Reconocimiento automético de particulas: las
vifietas y metadatos son analizados segun caracte-
risticas potenciales para discriminar creando un
Entrenador de datos o “training set” que es un
organizador de categorias taxonémicas y particulas no
identificadas en carpetas que deben ser verificadas por
el usuario. El programa usa una variedad de
algoritmos clasificadores que aprenden a identificar
imagenes  desconocidas por  construccién  de
mecanismos de decision asociados a las caracteristicas
extractadas de las imagenes y metadatos con la
informacion proporcionada por el taxénomo. Los
errores son evaluados por medio de una matriz de
confusion, la cual es una herramienta de verificacion
gue compara los grupos taxondmicos identificados
manualmente con los clasificados automaticamente.
Este andlisis considera el conteo de objetos de cada
grupo por cada método (manual y automatico),
muestra un valor de coincidencia entre estos en una
matriz de celdas en diagonal, destacado con un color,
y cuando se presenta un valor de no coincidencia por
fuera de la diagonal en otro color (Fig. 2).

Andlisis de series para informacion bioldgica y
ecoldgica: los programas desarrollan estandares para
la representacion de metadatos, los cuales son
utilizados también para producir informes de
abundancia de taxa, clases de tallas para obtener area
corporal, el Didmetro Circular Equivalente (ECD),
espectro de tamafio y biomasa de cada muestra sobre
la base de relaciones alométricas. Esta informacion en
el caso del Zoolmage puede ser exportada a archivos
Excel o Matlab. La version actualizada de los
manuales para su uso especifico pueden ser
consultados en internet: Zoolmage version en inglés y
espafol: http://www.sciviews.org/zooimage; http://
Www.sciviews.org/zooimage/docs/ZooPhytolmageMa
nualSpanish.pdf; ZooScan: http://www.obsvlfr.fr/-
LOV/ZooPart/ZooScan/.

Avances recientes en el desarrollo del método

Gorsky & Grosjean (2003) y Grosjean et al. (2004)
describieron el procesamiento de imagenes con el
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Figura 1. a) ZooScan y computador con el programa ZooProcess, b) Escaner convencional y computador con el programa
Zoolmage (Tomado de Gorsky et al., 2010; Bachiller & Fernandes, 2011).
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Figura 2. Esquema general de los pasos metodoldgicos para el analisis de las imagenes digitales de zooplancton.
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ZooScan Yy los resultados de identificaciéon con varios
algoritmos para el aprendizaje de maquina. Ellos
sugieren analizar varias sub-muestras y separar los
organismos en dos 0 tres categorias de tamafio.
También encontraron que la validacion del Entrenador
(“training set™) por parte de un experto aumenta de 70
a 85% la exactitud de la identificacion.

En el 2005 en Villefranche-sur-Mer en Francia se
realizd un taller sobre el andlisis de imagenes y del
conteo e identificacion del zooplancton. En esta
reunion el programa Zoolmage fue presentado como
plataforma de trabajo. Se divulgd la iniciativa RAPID
(Research on Automated Plankton ldenfication) con
un amplio apoyo de la comunidad cientifica en el
campo del plancton, disefiada para ampliar y adaptar
las capacidades de Zoolmage y convertirlo en un
sistema de libre disposicion, altamente flexible y
potente, para procesar y clasificar los conjuntos de
datos de imagenes planctonicas. Paralelamente, se
inici6 el desarrollo de la investigacion sobre
algoritmos de clasificacion, formas de cuantificar y
reducir las fuentes de error por los seres humanos y
maquinas, el desarrollo de bases de datos de alta
calidad y distribucion, y la exploracion de las
caracteristicas taxondmicas basadas en las propiedades
intrinsecas de la imagen (ICES, 2006).

En los afios 2007 y 2011 se efectuaron el cuarto y
quinto Simposio Internacional de Produccion de
Zooplancton, en los cuales se dedicaron sesiones y
grupos de trabajo a discutir sobre los avances en la
tecnologia de imagenes y su aplicacion para el conteo
e identificacion de plancton y el estudio de su
distribucién. Se presentaron varias ponencias que
describieron las experiencias con los métodos
ZooScan y Zoolmage (Dagg et al., 2008), asi como, la
propuesta de herramientas para mejorar la exactitud y
la confiabilidad de las medidas de zooplancton (i.e.,
remocion de los apéndices de la elipse ajustando a la
linea del cuerpo), como el programa Plancton J
desarrollado por medio de Zoolmage e Image J
(Benfield et al., 2007). Se efectuaron otras ponencias
mas especificas que serdn comentadas en cada uno de
los temas que se describen a continuacion.

Identificacion y conteo de zooplancton: compa-
racion entre los métodos tradicional y automatico

El analisis automatico de imagenes digitales logra
clasificar el zooplancton en las principales entidades
taxondmicas como Clase, Familia o Género. El
enfoque tradicional aln es necesario para explicar la
estructura, desarrollo e historia de vida de la
comunidad zooplancténica (Benfield et al., 2007,
Gislason & Silva, 2009), asi como las migraciones
verticales que realizan algunos organismos en la

columna de agua, que pueden afectar la estructura
espacial de la comunidad (Manriquez et al., 2012). Por
su parte Gorsky et al. (2010) afirman que con este
método se obtienen buenos resultados para la
estimacion del espectro de tamafio y la biomasa. Estos
autores concluyen que lo méas importante para la
identificacion es establecer correctamente el Entre-
nador, confirmando los resultados de la clasificacion y
la compilacion de vifietas por parte de un especialista
(método semi-automatico). Ademas, se ha demostrado
que estos métodos reconocen con buena exactitud las
particulas no biol6gicas (i.e., nieve marina, fibras,
materiales no organicos) (Culverhouse et al., 1994;
Bell & Hopcroft, 2008).

En wvarias investigaciones se han efectuado
comparaciones entre la exactitud lograda en la
identificacion a través de los métodos tradicional y
automatico, encontrando valores similares (Bell &
Hopcroft, 2008; Gorsky et al., 2010; Di Mauro et al.,
2011). No obstante, Manriquez et al. (2009)
encontraron diferencias de casi un orden de magnitud
en algunos taxa, pero afirman que en general la
dominancia de los grupos se mantiene. Por su parte,
Bell & Hopcroft (2008) encontraron que la
clasificacién por tamafio aumentd la exactitud, los
copépodos de talla media fueron mejor identificados
(73%), en comparacion con los copépodos pequefios
(62,5%) y grandes (54,9%). De igual forma, Di Mauro
et al. (2011) registraron 100% de exactitud en la
identificacion de huevos de peces y valores bajos
cuando el nimero de vifietas es reducido en el
Entrenador (i.e., poliquetos, anfipodos, decépodos y
larvas de peces). Su estudio se enfocd en tres
categorias de copépodos: ciclopoida, calanoida gran-
des y calanoida pequefios, en las cuales se obtuvo una
exactitud de 85,7; 79,5 y 85,7%, respectivamente.

Se ha encontrado que la exactitud de Ia
identificacion por el método automatico depende de la
naturaleza y el nimero de vifietas en cada clase
(Gislason & Silva, 2009). Estudios detallados como el
de Gorsky et al. (2010) han demostrado que el numero
Optimo de vifietas por categoria es entre 200y 300 y el
mejor método de clasificacion es el “Ramdom forest
algorithm”, el cual ha mostrado buenos resultados en
todos los estudios revisados. Por su parte, Chang et al.
(2012) sugieren un clasificador balanceado con el
mismo nUmero de vifietas en cada categoria, si el
objetivo de la investigacion es identificar correc-
tamente categorias raras en adicibn a grupos
dominantes.

Otro factor influyente en la exactitud es la
subestimacién de la abundancia de un taxon raro
debido a la presencia de otro muy abundante, o la
confusion en la identificacion de organismos muy



34 Latin American Journal of Aquatic Research

pequefios, incluso con una resolucion de 2400 dpi
(Gorsky et al., 2010). Por ejemplo, Gislason & Silva
(2009) encontraron una subestimacién minima de la
abundancia de calanoideos pequefios (<1 mm) que
fueron identificados como nauplios o copépodos
ciclopoideos del género Oithona. También se tiende a
subestimar Oithona. y a sobre- estimar a Oncaea,
debido a que el programa no puede diferenciar entre
estos dos grupos. Asimismo, los quetognatos son
incorrectamente identificados como larvacea. Di
Mauro et al. (2011) al examinar la clasificacién
automatica del Zoolmage encontraron que la
identificacion de pequefios copépodos ciclopoida y
calanoida no es acertada. Esto sugiere que cuanto
mayor sea el nimero de categorias, mas dificil es la
optimizacion del clasificador.

Teniendo en cuenta la distribucion de las masas de
agua, Chang et al. (2012) en el Mar Este de China,
analizaron los aspectos especificos del la construccion
de un Entrenador y su influencia en la capacidad para
relacionar la variacion de la composicion taxonémica
del zooplancton con la heterogeneidad de las
propiedades hidrograficas. Determinaron que la
precision y exactitud de un entrenador disefiado con
informacion de una masa de agua especifica
disminuye, cuando es usado en otras regiones con
caracteristicas hidrogréaficas diferentes. Para este fin se
deberia crear un clasificador global que abarque la
variabilidad de diferentes subregiones.

Evaluacién de metodologias para mejorar la
identificacion automatica del zooplancton

Se ha evidenciado dificultad en el reconocimiento y
clasificacion automaticos debido a la seleccion del
numero de clases (Tabla 1). Por esta razon Fernandes
et al. (2009), sugirieron un método que ayuda a
balancear el aumento de categorias y el rendimiento
(exactitud, correcta identificacion), por medio del
agrupamiento de categorias que son evaluadas y
finalmente aceptadas por el investigador. Segin Di
Mauro et al. (2011) para aumentar el rendimiento en
la clasificacion de algunas categorias de mayor
tamafio, se deberia aumentar el nimero de vifietas en
el Entrenador o modificar la alicuota correspondiente,
para obtener mas vifietas de los organismos
erréneamente clasificados.

Recientemente, Bachiller & Fernandes (2011),
propusieron una nueva metodologia para el control
interno del método que permite detectar cualquier
error durante el procesamiento de imégenes para
obtener una calidad de chequeo segura para los
procedimientos de los analisis de identificacién de
zooplancton. La metodologia consiste en adicionar
previamente una cantidad conocida de esferas de

control de resina (Amberlite Polymeric Adsorbent) a
la muestra de zooplancton, para detectar anomalias
durante el proceso. Se espera tener un determinado
rango de abundancia de estas esferas en las
submuestras (Fig. 3). Esta técnica permite evaluar si el
volumen de la submuestra es suficiente para
organismos raros, o de otra manera si el porcentaje de
particulas sobrepuestas es razonable, y si el Entre-
nador es igual de efectivo en todas las muestras.

La accion de aumentar la resolucion de la imagen
puede mejorar la clasificacion produciendo un
Entrenador mas definido, el cual proporcionaria una
mejor identificacion de las categorias y mayor calidad
de las vifietas en el entrenamiento. La clasificacién
manual se haria mas facil y rapida, reduciendo el
error, ya que se podrian identificar organismos
pequefios de zooplancton (Fig. 4). No obstante, una
mayor resolucion implica mas tiempo en el proceso de
digitalizacién y mayor espacio en el computador para
almacenar las imagenes. Por esta razon el investigador
debe definir bien el objetivo del estudio. Por ejemplo,
para estudios enfocados en una categoria taxonémica
es importante mejorar la resolucién, para poder
detectar otras caracteristicas de interés taxonémico de
los organismos como antenas, anténulas y mejorar el
reconocimiento de plancton gelatinoso (Bachiller et
al., 2012).

En las investigaciones revisadas se encontraron
varios valores de resolucién de la imagen obtenidas
con el ZooScan y escéaner convencional que van desde
600 hasta 4800 dpi (Tabla 1). Segin Bachiller et al.
(2012) la obtencién de imagenes con una cdmara
digital ha mostrado mejores resultados en compa-
racion con el escéner en términos de exactitud en la
identificacion taxondmica y costo, ademas de permitir
un amplio rango de resoluciones (Fig. 4).

Adicionalmente, Fernandes (2010) recomienda
tefiir la muestra con eosina o rosa de bengala por 24 h
antes de escanear, la primera sustancia tiene afinidad
por el citoplasma y las proteinas del musculo, y la
segunda tiene afinidad por los lipidos. Este proceso
facilita la tarea de identificacion del zooplancton al
reducir el nimero de particulas no vivas entre un 50 y
75%. La mayoria de los estudios han adoptado el uso
de la eosina, la cual al parecer ha dado buenos
resultados y seria adecuada para las formas gelatinosas
puesto que estos organismos en su contenido
bioguimico presentan un alto contenido proteico
(Lucas, 2009). No obstante se podrian hacer ensayos
con los dos tipos de tincidn puesto que presentan una
tonalidad similar.

Para disminuir el tiempo de preparacion de la
muestra para escanear y mejorar la resolucion, Bell &
Hopcroft (2008) sugieren hacer pruebas acoplando al



Andlisis automatico de zooplancton 35

Tabla 1. Comparacion de metodologias entre los diferentes autores.

Numero de Numero

Autor Programa  muestras  categorias o Ng~mero Reso_lucic')n ijq ,de Exactitud
analizadas clases vifietas de la imagen tincién (%)
Bell & Hopcroft (2008)  Zoolmage 53 53 100 2400 Ninguna 85,0
Gislason & Silva (2009)  Zoolmage 17 25 16 - 208 2400 Ninguna 75,0
Irigoien et al. (2009) Zoolmage 4124 17 12 - 228 600 Eosina 88,2
- 37 8-50 - 64,7
Fernandes et al. (2009) Zoolmage - 24 12 - 3043 600 Eosina 85,7
- 30 12 - 2288 2400 82,0
Manriquez et al. (2009) Zoolmage 44 16 50 800 Rosa de Bengala -
Gorsky et al. (2010) ZooScan - 20 200 - 300 2400 Ninguna 80,0
Di Mauro et al. (2011) Zoolmage 18 13 200 - 600 1200 Rosa de Bengala 83,9
Chang et al. (2012) ZooScan - 29 200 - 300 2400 Ninguna -
Bachiller et al. (2012) Zoolmage - 28 30 4800 Eosina 72,6
Manriquez et al. (2012) Zoolmage - 29 50 800 Rosa de Bengala -
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Figura 3. Esquema de la metodologia de control interno adicionando perlas de resina (Modificado de Bachiller &

Fernandes, 2011).

escaner una celda fija con facilidad para la evacuacién
de la muestra con el fin de distribuir el zooplancton
directamente sobre el vidrio. Escanear la muestra en
placas separadas dificulta la manipulacion para
muestras grandes y aumenta el tiempo de obtencién de
las imagenes.

Ejemplos de aplicacién
Patrones de variabilidad espacial y temporal de
zooplancton uso del tamafio

Diversos estudios han evidenciado que el uso del
Zoolmage ofrece buenos resultados para evaluar los
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Figura 4. Vifetas en diferente calidad de resolucion de cinco categorias de mesozooplancton a) Larva de bivalvo,
b) nauplio de cirripedio, c) larva de cefalépodo, d) copépodo, €) larva de decapodo y f) eufausido (Modificado de

Bachiller et al., 2012).

patrones espacio-temporales de la comunidad zoo-
planctdnica. Segin Manriquez et al. (2009) e Irigoien
et al. (2009), este método permite una répida
evaluacion de la estructura de tamafios representada
por el espectro normalizado y sus pendientes
asociadas. Las variaciones en la pendiente de los
espectros permiten inferir cambios en la estructuracion
espacial de las comunidades y la influencia de factores
ambientales en la distribucién del zooplancton.

Este método ha resultado ser una herramienta
apropiada para analizar los patrones temporales y
espaciales de zooplancton en un sistema de surgencia.
Tal es el caso del ecosistema de surgencia frente a la
bahia de Concepcién, donde el Centro de Inves-

tigacion Oceanografica en el Pacifico Sur Oriental-
COPAS realiza el seguimiento hidrografico de una
serie de tiempo en una estacion fija (Estaciéon 18;
36°30,80°’S, 73°7,75’W). En esta estacion se estudio la
comunidad de mesozooplancton durante los afios
2002-2005. La pendiente del espectro de tamafio fue
altamente variable en el tiempo y sus cambios se
atribuyeron a las variaciones estacionales en la
intensidad de la surgencia y la Zona de Minimo
Oxigeno (ZMO). De esta forma, se determiné que,
cuando la surgencia era activa, la ZMO era maés
superficial y la pendiente del espectro de tamarios del
zooplancton se incrementé (mas positiva), tal que la
regresion lineal se volvia menos pronunciada, en una
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condicién de una distribuciéon méas uniforme de las
clases de tamafios. En contraste, durante el periodo de
no surgencia, cuando la ZMO era mas profunda,
dominaban las clases de tamafio menores, el
zooplancton de mayor tamafio era mas escaso y la
regresion lineal manifestaba mayor inclinacion
(Manriquez et al., 2009).

En la misma zona de Concepcién, durante el
periodo de surgencia de 2004 se realizé un muestreo
en 29 estaciones distribuidas en la zona costera y
oceanica. En la zona costera se presentaron valores
altos de clorofila, una pendiente del espectro de
tamafio negativa mostrando valores bajos de
diversidad y abundancia de zooplancton. La comu-
nidad estuvo mejor representada en la zona del frente
de surgencia, donde se registraron valores moderados
de clorofila, una mayor profundidad de la ZMO, una
pendiente del espectro méas positiva con muchas clases
de tamafio. Los frentes de surgencia se caracterizan
por congregar alimento y zooplancton. En la zona
oceanica se presentaron valores bajos de clorofila y al
igual que en la costa, una pendiente negativa,
representada en pocas clases de tamafio. No obstante,
los cambios espaciales del espectro de tamafio también
pueden ocurrir por variaciones temporales como la
migracion diurna vertical de algunos copépodos y
eufausiaceos (Manriquez et al., 2012).

Por otra parte, en la bahia de Biscay localizada
entre Espafia y Francia en el Océano Atlantico
oriental, Irigoien et al. (2009) analizaron durante la
primavera una serie de zooplancton de ocho afios de
1998-2006. Segun este estudio la estructura de la
comunidad zooplancténica mostrd6 un  patron
recurrente de variaciones espaciales afio tras afio, con
elevados valores de biomasa de organismos pequefios
(<1 mm ECD) en la zona costera y organismos
grandes (>)1 mm ECD) en la plataforma media y
talud. Estos resultados valores fueron corroborados
con la pendiente del espectro que fue menos empinada
en el talud y en éreas oceanicas.

Irigoien et al. (2009) también estudiaron la
relacion entre la biomasa de mesozooplancton y el
reclutamiento de la anchoveta, un importante recurso
pesquero, encontrando relaciones negativas entre
ambos. La falta de relacion mostré que no existia un
control top down por parte de los adultos de anchoveta
sobre el mesozooplancton.

Biomasa de zooplancton

Las medidas de biomasa de zooplancton son
necesarias para cuantificar los flujos de energia hacia
los niveles tréficos superiores. Sin embargo, este
procedimiento analitico es dispendioso y toma mucho
tiempo y ademas requiere la destruccion de la muestra

para obtener el peso himedo o seco, asi como analisis
elementales de carbono y nitrogeno (Alcaraz et al.,
2003). Al respecto, Lehette & Hernandez-Ledn (2009)
han realizado estimaciones de la biomasa de
zooplancton a partir de imagenes digitalizadas, usando
el area de los organismos, relacionando sus resultados
con registros analiticos de biomasa en peso seco. Los
autores encontraron buenos resultados con los
crustaceos zooplancténicos, pero hallaron diferencias
significativas con el grupo de los gelatinosos
(quetognatos, salpas y sifondforos), enfatizando la
necesidad de discriminar entre ambos grupos.

En el norte del Mar Argentino, Di Mauro et al.
(2011) aplicaron nuevos calculos y ecuaciones que
incluyen pardmetros alométricos para obtener el
biovolumen, el cual se puede transformar a otras
unidades de biomasa usando factores de conversion
obtenido en estudios previos. La estimacion del
biovolumen utiliza el ECD (mm) e involucra el largo y
ancho del animal. Esto permite involucrar la
variabilidad espacial y temporal en la talla de
copépodos de aguas templadas en los calculos de
biovolumen como parte de la aplicacion reciente del
programa. Los pardmetros alométricos podrian ser
extendidos a otros grupos de zooplancton.

Ventajas y limitaciones

A continuacion se presenta un resumen de algunas
capacidades y limitaciones que han surgido de la
experiencia del uso del método de andlisis de
zooplancton a partir de imagenes escaneadas
registrada por varios autores.

Ventajas

e Raépido y no destructivo, realiza conteo y medicién,
el usuario puede seleccionar el método para
analizar las imagenes, que puede ser automatico o
semiautomatico. El investigador puede revisar las
vifietas y modificar su identificacion, aumentando
la exactitud a un 85% (Grosjean et al., 2004).

e Permite construir bases de datos para futuras series
de tiempo; los metadatos son Utiles para organizar
la informacién y las muestras (Gorsky & Grosjean,
2003; Grosjean et al., 2004).

e Las comparaciones efectuadas de los conteos
taxondmicos y biomasa con métodos tradicionales
y automaticos han evidenciado una buena relacion,
no obstante todavia se presentan algunas incon-
sistencias (Bell & Hopcroft, 2008).

e Permite obtener el tamafio de los organismos que
es una de las variables que requieren mas tiempo
cuando se analizan las muestras mediante el
método tradicional. Con esta variable se puede
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calcular el Diametro Circular Equivalente (ECD) y
con éste el tamafio del espectro de cada muestra.
La abundancia y el ECD se normalizan con
logaritmo y el tamafio del espectro se construye
por medio de una regresion lineal simple. Se usa la
pendiente de esta regresion para describir el
espectro de la comunidad (Manriquez et al., 2012).

El espectro de tamafio obtenido por el Zoolmage es
una herramienta atil para observar variabilidad
espacial y temporal en la estructura del
zooplancton en zonas de surgencia (Manriquez et
al., 2009, 2012) y otras regiones marinas.

Limitaciones

Hasta el momento la identificacion es adecuada
para grupos faunisticos y taxa mayores. No
obstante, se requiere perfeccionar la identificacion
para niveles taxonémicos de género y especie, por
esta razon no es Util para colecciones bioldgicas
(Gorsky & Grosjean, 2003; Grosjean et al., 2004).
En este sentido, se recomienda hacer andlisis
tradicionales simultaneos de las muestras, haciendo
énfasis por ejemplo en cierto tipo de organismos
que presentan migracion vertical diurna-nocturna,
dado que esta conducta puede afectar la estructura
espacial de la comunidad de mesozooplancton
(Manriquez et al., 2009).

El reconocimiento automatico del zooplancton es
dificil para todos los métodos, puesto que la
diversidad de los grupos es alta y cualquier método
debe reconocer diferentes formas, orientacion del
cuerpo, extension de los apéndices, dafio en los
apéndices, formas amorfas y agregadas, entre otros
(Gorsky et al., 2010). Por estas razones el
entrenamiento se puede contaminar con errores en
el reconocimiento manual (Grosjean et al., 2004).

Se ha identificado limitaciones cuando el nimero
de taxa aumenta y/o el nimero de vifietas cada
taxon disminuye (Grosjean et al., 2004).

Para estimar la biomasa de imagenes digitalizadas
se debe diferenciar crustaceos y formas gela-
tinosas. El biovolumen presenta algunos errores y
problemas debido a que los apéndices de los
copépodos se incluyen en el calculo de la elipse y a
gue los organismos gelatinosos poseen baja
biomasa por unidad de &rea por la alta cantidad de
agua, variabilidad en el contenido orgéanico de sus
tejidos y dificultad del programa para detectar con
precisién los bordes de estos organismos trans-
parentes. Se ha encontrado diferencias signi-
ficativas entre los parametros de regresion de
salpas, quetognatos y sifondforos. Por esta razdn,
una relacion general entre area y biomasa no puede

ser aplicada para el grupo de gelatinosos (Lehette
& Hernandez-Ledn, 2009).

e Puede existir sobre-estimacion de la abundancia de
los taxa raros debido a una marcada diferencia
entre categorias dominantes y raras (Bell &
Hopcroft, 2008; Gislason & Silva, 2009; Gorsky et
al., 2010; Chang et al., 2012). No obstante, la
fusion de categorias podria ayudar a mejorar la
sobre-estimacion (Fernandes et al., 2009).

e Se ha evidenciado ciertas inconsistencias en la
identificacion detallada de algunos organismos,
como pequefios copépodos, que confunden el
algoritmo de reconocimiento automatico, debido
posiblemente a un umbral de tamafio bajo y que el
escaner no captura suficiente detalle en términos
del nimero de pixeles. Copépodos de los géneros
Pseudocalanus, Metridia y Oithona fueron erro-
neamente clasificados como restos, asi como
huevos de eufausiaceos, nauplios de copépodos y
cirripedios (Bell & Hopcroft, 2008). También se
han registrado confusiones entre pequefios
calanoideos y ciclopoideos (Di Mauro et al., 2011).

e Mientras la resolucion de las imagenes no pueda
ser aumentada considerablemente estos métodos
son incapaces de identificar el microzooplancton.
Sin embargo, con la nueva tecnologia de
FlowCAM vy el cédigo abierto del Zoolmage es
posible incorporar y procesar imagenes de proto-
z00s y nauplios de copépodos, entre otros.

e Segln Chan et al. (2012) si se desea mantener la
resolucion taxonémica mientras se minimiza la
contaminacion probablemente se necesita incluir
nuevas caracteristicas para identificar el zoo-
plancton (con y sin apéndices y forma del rostro,
etc.), entonces es necesario mejorar la resolucion
de la imagen para extraer mas caracteristicas.

e Bell & Hopcroft (2008) encontraron que el
programa reduce su eficiencia cuando se analizan
muestras de campo recientes con un clasificador
diseflado a partir de muestras preservadas por
mayor tiempo.

Perspectivas de aplicacion y estudios futuros

Teniendo en cuenta la alta importancia del zoo-
plancton, se espera con estos métodos obtener datos de
composicion, abundancia, distribucion y biomasa de
manera rapida y con la mayor exactitud para la
comprension de la comunidad y de su aplicabilidad
como indicador de variabilidad ambiental, cambio
climatico, pesquerias y ciclo del carbono.

Sin embargo, la mayor limitacion de los analisis
automaticos de imagenes es lograr la correcta identi-
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ficacién de los organismos, particularmente en el caso
de los gelatinosos. Los taxnomos adn son esenciales
para identificar las especies, incluso en la técnica del
ADN, el codigo de barras no es (til hasta que no haya
sido identificada la especie (MacLeod et al., 2010).

Los Investigadores de la ecologia del zooplancton
en oceanografia requieren identificar cientos de
especies, los sistemas automatizados aln no estan
capacitados a este nivel de diversidad. Estos sistemas
por ahora identifican objetos entre 2 a 30 categorias y
entregan identificacién coherente, rapida y exacta con
métodos semi-automaticos (MacLeod et al., 2010)
proponen el uso del Zoolmage como un proyecto para
ser desarrollado con la comunidad cientifica logrando
cooperacion para el andlisis de imagenes de zoo-
plancton.

Una concertada investigacion interdisciplinaria y
desarrollo de esfuerzos en la siguiente década podrian
impulsar el desarrollo de sistemas automaticos
capaces de obtener una alta eficiencia en la
identificacion de cientos o miles de categorias
vivientes 0 no vivientes. Como punto de partida los
taxonomos deben trabajar con especialistas en
patrones de reconocimiento, aprendizaje de maquinas
e inteligencia artificial, ingenieros, disefiadores de
programas de computacion y matematicos. Actual-
mente, la iniciativa de la comunidad cientifica
Research on Automated Plankton Identification
(RAPID) propone realizar esfuerzos para el desarrollo
de programas e integracion de los paquetes existentes
de analisis de imagen, mejora de hardware, series de
entrenamiento verificadas taxondémicamente que se
puedan utilizar para la evaluacion de clasificadores
existentes o0 nuevos y estudios psicoldgicos disefiados
para comprender cémo los seres humanos y
computadoras clasifican imagenes (Benfield et al.,
2007; MacLeod et al., 2010).

La identificaciéon automatica liberaria a los
taxénomos de la monotonia de las identificaciones y
acumulacion de muestras, esto les permitiria a los
ecllogos centrarse en preguntas mas dificiles
conceptualmente de descubrir, describir y revisar los
conceptos de una especie, y de establecer como las
especies funcionan dentro de los sistemas naturales.

En Latinoamérica Chile, Argentina y Brasil han
sido los primeros en implementar este tipo de
metodologias para el estudio del zooplancton,
resultando una herramienta valiosa para el analisis de
algunos aspectos de la estructura de comunidad. No
obstante, por el momento debe ser utilizado en
conjunto con los analisis tradicionales que entregan o
complementan la investigacion en términos de
diversidad. Todavia existe una dependencia con los
avances del disefio de esta tecnologia, que podria ser

mejorada creando un grupo interdisciplinario en cada
centro de investigacion a nivel latinoamericano, en
continua comunicacién y capacitacion con los
expertos internacionales. Una extension colaborativa
podria ser por ejemplo la creacién de una base de
datos meristicos y morfométricos de la informacion
publicada de las especies descritas, y que forman parte
de las claves taxonémicas, y de alguna forma incluirla
en los célculos que efectda el programa para mejorar
la identificacion. Esto sin dejar de considerar que
como fin dltimo lo importante es mejorar los
resultados, teniendo en cuenta las experiencias
registradas sobre la base de estudios previos, sin dejar
de lado el uso e implementacion con equipos de Ultima
tecnologia.
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