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Resumen

La necesidad de un monitoreo efectivo del medio marino hace necesario optimizar las herramientas utilizadas para obtener
informacion de los ecosistemas de manera sistematica y repetible. Las técnicas de analisis de imagen suponen un gran avance a la
hora de afrontar un estudio de monitoreo ecoldgico, ya que permiten realizar un seguimiento no destructivo del medio ofreciendo,
a la vez, datos fiables. De la amplia variedad de programas disponibles para realizar analisis de imagen, se han seleccionado tres:
ImagelJ, Coral Point Count (CPCe) y Photoquad, sobre los que se ha realizado una comparacién de efectividad mediante un anélisis
de la cobertura, riqueza y diversidad de las comunidades bentdnicas que colonizaron los ARMS (Autonomous Reef Monitoring
Structures), en tres localidades de la costa vasca. Los resultados demuestran que todos ellos aportan datos similares tras el anélisis,
con diferencias entre las localidades estudiadas, pero no entre los programas. Teniendo en cuenta el tiempo necesario para realizar
los analisis, existen diferencias significativas entre los programas, siendo CPCe el programa mas rapido y, por lo tanto, el mas
efectivo.

Palabras clave: sanalisis de imagen, bentos, sustrato duro, Photoquad, ImageJ, CPCe.

Abstract

There is a need for effective monitoring of the marine environment, optimizing the tools used to obtain ecosystems information in
a systematic and repeatable way. Image analysis techniques represent a breakthrough in addressing ecological studies, as they allow
non-destructive sampling while providing reliable data. From the wide variety of software available for image analysis, three have
been selected and used: Image J, Coral Point Count (CPCe) and Photoquad. A comparison of their effectiveness has been made, by
analyzing coverage, richness and diversity of benthic communities that colonised ARMS (Autonomous Reef Monitoring Structures)
installed in three locations on the Basque coast. The results show that all of them provide the same outcomes after analysis, with
differences among study sites but not among softwares. There are, however, significant differences in the time required to perform

the analysis with the three softwares, being CPCe the fastest. Therefore it can be conclude that it is the most effective.

Keywords: image analysis, benthos, hard bottom, Photoquad, ImageJ, CPCe.

Introduccion

Los océanos han tenido una gran relevancia en el desarrollo
social y econdémico. En la actualidad casi el 50% de la poblacion
europea (Douvere, 2008) y mas del 60% de la poblacion
mundial (Von & Turner, 2001) vive proxima a la linea de costa.
Esta estrecha relacion ha supuesto una fuerte presion en los
ecosistemas marinos, encontrandose en declive como resultado
de la sobreexplotacion, la contaminacion y los efectos
del cambio climatico (Hughes et al., 2005). Reducir estos
impactos y mitigar la degradacién del medio es fundamental
para recuperar el buen estado de los ecosistemas. Para ello, es
necesaria la implementacion de medidas de gestion y sistemas
de monitoreo estandarizados, que homogeneicen la medidas
a tomar por parte de todos los paises y permitan evaluar la
evolucion de los ecosistemas marinos (Turner, 2005).

La evaluacion del estado ambiental del medio marino
y la gestion adecuada de los recursos (como pesquerias,
depositos minerales...) debe estar asociada siempre con un

buen programa de monitoreo (Van Rein et al., 2009; Borja
et al., 2016). El monitoreo es una herramienta fundamental
para documentar los impactos ambientales, tanto naturales
como antropogénicos, asi como para evaluar la efectividad y
eficiencia de la gestion realizada (Day, 2008). Sin embargo,
es necesario que los datos recogidos en una determinada zona
puedan ser analizados en comparacion con otros estudios de
diferentes zonas, para lo que se precisan la identificacion de
componentes biolégicos comunes y la estandarizacion de las
técnicas de monitoreo (por ejemplo, ISO 19493, 2007).

La gran relevancia de los organismos bentonicos para el
buen funcionamiento de los ecosistemas marinos hace que sean
muy adecuados para evaluar su estado (Pearson & Rosenberg,
1978). Suponen gran parte de la produccion primaria benténica
(algas y fanerégamas), son formadores de habitats para otros
organismos, proporcionando refugio y superficies para la
puesta, ademas de ser parte fundamental de la cadena trofica
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(Rees et al., 2009). La vulnerabilidad de estas comunidades a
los efectos de la actividad humana, sobre todo en las zonas mas
cercanas a la costa, las convierte en buenos indicadores del
estado ecologico, siendo necesario un seguimiento controlado
de ellas como medio de evaluacion (Zubikarai et al., 2014).

Las comunidades benténicas de sustrato duro tienden a
ser muy heterogéneas, con comunidades dominadas por dos o
tres especies estructurantes y muchas acompafiantes (Borja et
al., 2004). Esto hace que sea dificil establecer un monitoreo
efectivo, que recoja toda la diversidad y muestre de manera
adecuada los cambios a través del tiempo, siendo necesario
conocer, mediante estudio previo, la variabilidad natural de
la zona o contar con una comunidad de referencia con la que
comparar los resultados (Rees et al., 2009). Tradicionalmente,
el conocimiento de la biodiversidad marina y las comunidades
bentonicas se ha visto limitado por las dificultades logisticas y
el elevado coste de la realizacion de muestreos, sobre todo en
areas muy profundas o alejadas de la costa (Solan et al., 2003).

Como herramienta para monitorizar la biodiversidad
en sustratos duros se han desarrollado instrumentos como
los ARMS (Autonomous Reef Monitoring Structures), que
permiten un seguimiento continuado y comparable (Brainard
et al., 2009). La utilidad de estas estructuras radica en que
pueden ser colocadas practicamente en cualquier superficie de
sustrato duro, permiten realizar un muestreo no destructivo del
habitat marino, extraer facilmente organismos sésiles dificiles
de muestrear manualmente y son un método estandarizable
(Knowlton et al., 2010). La simplicidad del método permite
incrementar la efectividad del monitoreo a escala local,
regional o global con un bajo coste. Ademas constituyen una
herramienta para el estudio sistematico de cambios temporales
y espaciales en la biodiversidad (Brainard et al., 2009). De los
ARMS se pueden obtener datos mediante analisis de imagen,
microscopia, técnicas gendmicas, etc.

Con el avance tecnoldgico se ha incrementado el uso de
técnicas digitales para el monitoreo del medio marino, ya que
requieren menos tiempo de muestreo submarino y permiten una
descripcion del medio mas efectiva (Dumas et al., 2009). Las
técnicas fotograficas y de analisis de imagen han demostrado
proporcionar informacion igual de valida que las técnicas
visuales tradicionales de analisis, a la hora de caracterizar una
comunidad o detectar cambios (Pech et al., 2004; Parravicini
et al., 2009). Ademas, gran parte de las técnicas tradicionales
son destructivas, mientras que los métodos observacionales
son no-destructivos y permiten realizar un seguimiento de los
cambios acaecidos a lo largo del tiempo (Rumohr, 1995). Las
técnicas digitales no so6lo han demostrado ofrecer resultados
validos comparados con las técnicas manuales, sino que, al
requerir menos tiempo y esfuerzo, permiten ampliar el nimero
de datos procesados (Saskov et al., 2015), tanto cuantitativos
como cualitativos (biodiversidad, tipo de habitat, sustratos,
entre otros), lo que aporta robustez a los resultados obtenidos
(Booth et al., 2005). Estos pueden ser almacenados facilmente
y de manera efectiva, si bien ello requiere una estandarizacion
(Althaus et al., 2015).

A pesar de las numerosas ventajas que aporta el analisis de

imagen frente a los muestreos in situ, es cierto que parte de la
informacion puede perderse al no poder examinar directamente
los organismos, lo que puede dificultar en ocasiones la
identificacion especifica (Flannery & Przeslawski, 2015).

Tanto en el estudio de la biodiversidad, como en el estudio
de procesos biologicos como la bioturbacion, la regeneracion
de nutrientes, y el comportamiento de la fauna pueden utilizarse
diferentes métodos de analisis de imagen (Smith & Rumohr,
2005).

La oferta de programas disponibles para realizar analisis
cientificos de imagenes es muy amplia, desde los creados con
el fin de analizar aspectos ecoldgicos hasta los de analisis de
imagen mas simples que pueden ser adaptados para extraer los
resultados deseados. Sin embargo, no existe ningun tipo de guia
o protocolo que permita determinar cudl es el programa mas
adecuado y efectivo que se ha de utilizar al afrontar un estudio
bioldgico con objetivos concretos. Por ello, este estudio tiene
como objetivo principal determinar si existen diferencias en
los resultados obtenidos del analisis de imagen mediante tres
programas (ImagelJ, Photoquad y CPCe, Coral Point Count),
y evaluar cual de ellos ofrece una mejor relacion entre los
resultados obtenidos y el menor coste de tiempo invertido en
el estudio de la biodiversidad. También se pretenden evaluar
las diferencias existentes entre los tres programas que puedan
explicar su diferente eficacia.

Material y métodos

Area de estudio

La fisiografia de la costa vasca se caracteriza por la
dominancia del sustrato rocoso, presentando acantilados y
plataformas de abrasion intercaladas con playas arenosas
(Borja et al., 2004). Es una costa muy expuesta, que ademas
se ve afectada por presiones humanas (Cearreta et al., 2004;
Zubikarai et al., 2014). Las localidades de muestreo para este
estudio fueron Lekeitio, Zumaia y Pasaia (Fig.1).

Figura 1. Localizacion de los puntos de muestreo

Para obtener una muestra de la comunidad en cada localidad
se han utilizado ARMS. El disefio de un ARMS consiste en
una estructura formada por nueve placas de PVC de 22,5 x
22,5 cm superpuestas, y separadas las unas de las otras por
unos espaciadores, que proporcionan un sustrato artificial
susceptible de ser colonizado. Cada una de las nueve placas
puede ser colonizada tanto por la cara superior como por la
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inferior, a excepcion de la ultima placa, que se apoya sobre
una placa de mayor tamafo sin espaciadores (la cual sirve para
anclar la estructura al sustrato), quedando solo expuesta su cara
superior (Figura 2).

En cada localidad se instalaron tres ARMS a 10 m de
profundidad y separados por una distancia aproximada de 5 m.
Las estructuras fueron colocadas en mayo de 2013 y retiradas

5 ESpACINGOTES

I T arandeias planas de acero |
Inoxidable

o Nl ©

un afio después. Transcurrido este tiempo las estructuras
fueron llevadas al laboratorio, donde se soltaron las placas,
se separaron los especimenes moviles y se fotografié cada
placa por ambas caras para la posterior identificacion de
los organismos sésiles de visu (Figura 3). Se obtuvieron 17
fotografias (3008x2000 pixeles) por cada ARMS instalado, lo
que supone un total de 51 imagenes para cada localidad.

Figura 2. Componentes de los ARMS (izquierda y medio) y ARMS completo (derecha).

L ’

Figura 3. Esquema del protocolo de colocacion de los ARMS. a) Montaje de los ARMS. b) Colocacion de las estructuras en las localidades de estudio. c)
Proceso de colonizacion durante un afio. d) Proceso de retirada. ¢) Procesado en el laboratorio.
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Programas utilizados
Los tres programas comparados han sido los siguientes:

CPCe (Coral Point Count with Excel extension)

CPCe es un programa creado especificamente para el analisis
de la cobertura de coral, u otras comunidades bentonicas,
utilizando imagenes fotograficas. El proceso basico que lleva a
cabo consiste en lanzar un nimero determinado de puntos sobre
una imagen (o una zona delimitada de la misma), para realizar
después la identificacion visual de las especies sobre las cuales
recae cada punto. Los datos obtenidos del analisis pueden ser
automaticamente guardados en formato Excel para un posterior
analisis estadistico aportando valores de abundancia relativa,
media, desviacion estandar e indices de diversidad para cada
especie (Kohler & Gill, 2006).

Photoquad

Un programa disenado para el procesamiento y analisis
de imagenes de alta resolucion, utilizado en biologia marina
y ecologia para el estudio de comunidades sésiles a través
de muestras fotograficas. Este programa opera en un sistema
basado en capas, lo que simplifica el manejo de los datos
permitiendo realizar varios analisis simultdneos sobre una
misma imagen (Trygonis & Sini, 2012).

ImageJ
Es un programa de procesamiento de imagenes centrado

en la utilizacion de estas técnicas en imagenes cientificas.
Este programa cuenta con una serie de plugins (mas de 500
disponibles), extensiones del programa que permiten realizar
acciones mas especificas ofreciendo comandos y opciones
adicionales (Ferreira & Rasband, 2012).

Anadlisis de imagen

El objetivo del analisis de imagen era caracterizar la
comunidad bentdnica encontrada en cada placa para determinar,
por un lado, si los resultados obtenidos son los mismos con los
tres programas y, por otro, estudiar la eficiencia de los distintos
programas en funcion del tiempo empleado en realizar dichos
analisis. Para ello, se realizo el analisis de todas las fotografias
por triplicado, una vez con cada programa, siguiendo los
siguientes pasos: calibrado de la imagen, seleccion de area,
identificacion de especies y area ocupada y guardado de los
resultados, ademas de los dos pasos previos de crear la libreria
y enderezar la imagen en los programas que lo requerian.

Previamente al analisis individual de cada imagen es
necesaria la creacion de una libreria o cédigo de especies con
el que poder describir las comunidades, especificando género y
especie (siempre que sea posible). En este estudio las especies
identificadas para los tres puntos de muestreo quedan recogidas
en la Tabla 1.

Especie Especie Cédigo Especie
INDETERMINATE (100) FLORIDEOPHYCEAE, ALGAE (300) MOLLUSCA (700)
Brown algae indet. 108 Bonnemaisonia asparagoides 306 Anomia ephippium 701
Demospongiae or Ascidiacea colony 105 Chondria sp 302 Anomia juvenile 702
Difuse image 103 Lithophyllum incrustans 303 Fissurella sp 703
Encrusting patch 107 Lomentaria articulata 304 Gastropoda spawn 705
Indeterminate 101 Lomentaria ercegovicii 305 Haliotis tuberculata 704
Paper 106 PHAEOPHYCEAE, ALGAE (400) CIRRIPEDIA (800) CRUSTACEA
Plate 102 Dictyota dichotoma 401 Balanus rigonus 801
Rhodophyta indet. 104 Spatoglossum schroederi 402 Perforatus perforatus 802
Spl 110 GYMNOLAEMATA, BRYOZOA (500) POLYCHAETA (900) ANNELIDA
Sp2 111 Cheilostomatida indet 501 Filograna implexa 901
Sp3 112 Reptadeonella violacea 502 Serpula sp 902
Sp4 113 Scrupocellaria sp 503 Serpula sp covered by no ID 904
Sp5 114 Umbonul aovicellata 504 Serpulidae juveniles 905
Sp6 115 STENOLAEMATA, BRYOZOA (600) Spirobranchus polytrema 903
Sp7 116 Crisia sp 601 ULVOPHYCEAE (1000) ALGAE
Sp8 117 Disporella hispida 602 Ulva lactuca 1001
Sp9 118 Plagioecia patina 603
not_colonisable 109 Tubulipora sp 604
ASCIDIACEAE (200)
CHORDATA
Ascidia colony no ID 202
Ciona intestinalis 201

Tabla 1. Listado de especies identificadas.
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Posteriormente, y antes de comenzar el analisis de imagen,
es necesario asegurarse de que la imagen se encuentra en las
condiciones adecuadas para poder ser correctamente analizada
con los tres programas. El area de la imagen que se desee
analizar debe estar en posicion vertical, ya que en el caso del
CPCe no puede determinarse manualmente el area de estudio,
solo sus dimensiones, siendo ésta un rectangulo alineado con el
borde de la imagen que se puede situar en diferentes zonas de
la imagen, pero no girarse. Por lo tanto, antes de comenzar el
analisis se enderezaron, cuando fue necesario, las fotografias,
utilizando para ello el visor de imagenes de Windows.

Cada imagen fue calibrada tomando como referencia el
tamafio del borde de la placa. Posteriormente se seleccion6 el

Analyre  Dbjecld Pluging Window  Help
Alale ] oelsel g s

L - — Cnquets B

area de la imagen sobre la cual se realizo el analisis. En el
caso de ImagelJ no es posible realizar este paso, y los puntos
se lanzan sobre toda la imagen, aunque posteriormente solo se
utilizan aquellos que se encuentran dentro del area de interés.

Comunmente, para estimar la abundancia relativa de
especies en una zona, se utiliza un muestreo aleatorio, con
puntos situados al azar. Sin embargo, puesto que esta accion
no es posible realizarla con todos los programas y para que
los resultados obtenidos con los tres programas fueran
comparables, se realiz6 un muestreo estratificado situando 64
puntos de analisis sobre cada imagen. Después, cada punto fue
asignado a una especie de la libreria (Figura 4).

Figura 4. Ejemplo de analisis de
una imagen con cada uno de los
tres programas. a) CPCe: a la
derecha, se muestra la tabla de
puntos colocados en una de las
fotografias tomadas a una muestra
de Lekeitio. En rojo, aquellos
que ya han sido identificados; en
verde, los aun no identificados; y
en azul, punto seleccionado para
identificacion. En la parte inferior
se muestra el codigo de especies.
En amarillo, area delimitada para
el estudio; b) Imagel: gradilla de
puntos de 7,9 cm2 colocada sobre
una imagen de Lekeitio; en negro,
puntos ya asignados a una especie.
A la derecha, listado de especies
asignados como objetos por el

alwiy

e

i programa; c) Photoquad: puntos a
e analizar en una imagen de Pasaia;
en verde aquellos que ya han sido
identificados; en amarillo, los que
no. Libreria de especies en la zona
derecha. En rojo, area delimitada
para el estudio.

T L T e e e
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La repeticion en el analisis de una misma fotografia puede
crear una disminucion progresiva en el tiempo invertido para
analizar una misma imagen con el segundo y tercer programa.
Para evitar este posible “efecto aprendizaje” el orden de
aplicacion de cada programa se alterno.

La diversidad de una comunidad puede explicarse en base
a dos caracteristicas: el numero de especies (riqueza), y la
heterogeneidad o abundancia proporcional de las mismas
(diversidad especifica). Para conocer la diversidad de esta
zona se ha calculado la riqueza de especies, teniendo en cuenta
el namero total de especies presentes en cada una de las tres
localidades, en los tres ARMS y con los tres programas. La

diversidad especifica ha sido calculada mediante el indice de
Shannon, que tiene en cuenta la abundancia relativa de cada
especie para el global de la poblacion. También se obtuvo el
valor de la cobertura biolégica (%) total para cada ARMS.

A medida que se fue realizando cada paso del analisis se
anoto el tiempo necesario para llevarlo a cabo en cada imagen
y con cada uno de los programas. De esta manera se obtuvo el
tiempo total necesario para analizar cada imagen y el tiempo
para cada paso intermedio (Tabla 2). Asi mismo, se anoté el
tiempo necesario para procesar los datos resultantes; es decir,
el del tratamiento para su posterior analisis estadistico.

Tabla 2. Relacion de pasos realizados en cada analisis y tiempo empleado en ellos (en segundos).

Coral Point Count (CPCe)

Localidad ARMS E.nderezar Calibrar Sele,c clonar Lanzar puntos As1gn.ar ST TOTAL
imagen area especie resultados
Lekeitio 1 236 202 268 44 5807 1503 8240
2 192 185 266 51 5147 1646 7667
3 175 171 275 47 5175 1489 7512
Pasaia 1 108 187 267 53 5783 1746 8324
2 183 180 294 46 5517 1617 8017
3 172 180 264 50 6466 1415 8727
Zumaia 1 149 203 300 47 6363 1810 9052
2 111 191 261 51 5439 1571 7804
3 155 183 280 54 6121 1546 8519
Photoquad
Localidad ARMS Calibrar Selef: oM anzar puntos As1gn.ar Guardar Transformar TOTAL
area especie resultados datos
Lekeitio 1 291 289 161 8121 750 3348 12960
2 295 319 132 5978 576 2946 10246
3 296 310 139 5693 536 3040 10014
Pasaia 1 306 255 142 9116 696 2847 13362
2 305 305 131 6222 615 2650 10228
3 308 293 139 6769 550 2897 10956
Zumaia 1 317 346 148 7454 627 2520 11412
2 296 306 135 6090 549 2761 10137
3 290 296 139 6220 561 2626 10132
Photoquad
Localidad ARMS Crear libreria Calibrar Lanzar puntos As1gn'ar Guardar Transformar TOTAL
especie resultados datos
Lekeitio 1 2125 279 227 7034 387 4258 14310
2 1896 292 206 5452 350 4028 12224
3 1901 271 168 5243 344 3277 11204
Pasaia 1 1424 273 235 7701 428 3319 13380
2 1904 285 173 6142 321 2851 11676
3 1820 284 182 6923 299 3156 12664
Zumaia 1 1726 300 193 6320 384 3002 11925
2 1795 278 176 5596 341 2880 11066
3 1854 272 172 5419 316 2758 10791
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Analisis estadisticos

Por un lado, para determinar la efectividad de cada
programa se ha analizado el tiempo total necesario para
realizar el analisis de las fotografias de cada ARMS. Para ello
es necesario comprobar la normalidad de los datos. Debido
al reducido tamafio muestral (<10 ARMS por localidad),
el estudio de la normalidad hay que llevarlo a cabo sobre
los residuos, previa comprobacion de la homogeneidad de
varianzas mediante el test de contraste de Levene. Al no
poder comprobarse el supuesto de distribucion normal de
los residuos, debido a la heteroscedasticidad, se lleva a cabo
la técnica de la Descomposicion de Sumas de Cuadrados de
Rangos por el método de Bennett y se realiza una ANOVA
multifactorial para analizar la relacién de la variable tiempo

y la diversidad de la comunidad en base a los factores de la
localidad y del programa utilizado. Utilizando los datos de las
sumas de cuadrados obtenidos se calcula la varianza y las y2,
de la que se extraen los valores de p. Posteriormente se realiza
el estadistico de contraste U Mann-Whitney para comprobar
entre qué localidades y/o programas existen diferencias
significativas, en caso de haberlas.

El porcentaje de cobertura bioldgica y la riqueza han sido
calculados para cada ARMS con cada uno de los tres programas,
y posteriormente se han comparado estos tres parametros
en funcion de la localidad y el programa utilizado mediante
analisis de la varianza (ANOVA) multifactorial. Después se
ha aplicado el método de Fisher (LSD) para discriminar las
diferencias entre muestras con el software Statgraphics.

Tabla 3. Datos de riqueza especifica, diversidad y porcentaje de cobertura bioldgica en cada uno de los ARMS analizados mediante

los tres programas en cada localidad. H’: diversidad.

Photoquad ImagelJ CPCe
Riqueza H’ Cobertura | Riqueza H’ Cobertura Riqueza H’ Cobertura
(n°) (bit ind-") (%) (n°) (bit ind-") (%) (n°) (bit ind-") (%)
12 1,72 83,5 13 1,74 79,1 14 1,86 79,7
Lekeitio 11 1,47 86,0 15 1,59 86,3 12 1,64 81,8
13 1,70 71,7 14 1,77 71,4 13 1,90 69,9
17 1,77 96,2 15 1,72 95,1 18 1,88 97,3
Pasaia 14 1,92 93,0 13 1,95 90,4 13 1,91 94,7
17 1,94 97,8 18 1,95 96,2 19 2,06 97,8
18 1,83 72,4 18 1,88 71,0 17 2,05 71,5
Zumaia 12 1,77 58,6 13 1,83 55,4 13 1,89 57,2
16 1,81 59,9 16 1,88 60,0 16 2,08 56,4

Resultados

Entre los tres lugares de muestreo fueron identificados 28
taxones que incluyen 2 especies de ascidias, 5 especies de
algas Florideoficeas, 2 especies de Feoficeas, 1 de Ulvoficeas,
4 briozoos de la clase Gymnolaemata y 4 de la clase
Stenolaemata, 4 taxones de moluscos, 2 de cirripedos y 4 de
poliquetos. Ademas de otros 12 taxones diferentes que no fue
posible identificar. En total, doce de las especies identificadas
estan presentes en todas las localidades.

En Lekeitio se han identificado un total de 23 taxones
diferentes, en Pasaia se han encontrado 24 taxones y en Zumaia
26. Cabe destacar que en ninguna de las tres localidades fueron
halladas todas las especies en un inico ARMS dado que algunas
de ellas estan presentes con una frecuencia muy baja, lo que las
hace dificiles de detectar en algunos casos. A pesar de que el
nimero de especies detectado puede variar ligeramente (Tabla

3), el analisis de ANOVA (Tabla 4) demuestra que no existen
diferencias significativas entre los datos arrojados por los
programas, si que existen diferencias, sin embargo, entre las
localidades, siendo la riqueza en Lekeitio significativamente
menor que en Zumaia y Pasaia, entre las que no se encuentran
diferencias (Figura 5).
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Tabla 4. Resultados de ANOVA multifactorial para los datos de riqueza en funcién de la localidad y del programa.

Origen Grados de libertad F-Ratio P-Valor
Efectos principales
A:Programa 2 0,17 0,843
B:Localidad 2 4,94 0,019
Interacciones AB 4 0,39 0,810
Residuos 18
Total (corregido) 26
b Algo similar ocurre con la diversidad. Tras calcular los
19 | b valores de ¥2 en base a los valores de la suma de cuadrados
' [ calculados con ANOVA de los rangos y los valores de p, (Tabla
o wr 5) se puede observar que no existe un efecto significativo del
% i a programa utilizado en los resultados obtenidos. Existen, sin
g 1 embargo, diferencias significativas entre localidades, siendo
£ e i ] menor la diversidad en la localidad de Lekeitio (Figura 6).
1 [E L
Lekeitio Pasaia Zumaia
Localidad

Figura 5. Comparacion multiple para determinar las diferencias de riqueza
entre localidades utilizando el método de Fisher (LSD). Letras diferentes
indican diferencias significativas con p < 0,05.

Tabla 5. Analisis de la varianza para los valores de rango de la diversidad. Los valores correspondientes a la suma de cuadrados han

sido utilizados para calcular la significancia.

Origen Suma de cuadrados Grados de libertad x2 P
Modelo 1027,33 8 16,30 <0,05
Programa 312,00 2 4,95 >0,05
Localidad 644,66 2 10,23 <0,01
Programa*Localidad 70,66 4 1,12 >0,5
Residuos 610,66 18
Total (corregido) 1638 26
22
r b b En cuanto a la cobertura de especies, al igual que ocurre con
-n? = 3 T la riqueza y la diversidad de especies, la localidad supone un
= factor diferenciador (Tabla 6). Siendo en este caso la cobertura
5 . 8 diferente en las tres localidades (Figura 7). En Pasaia, se
g encuentra el valor maximo alcanzando un 95% de media, en
E 16| Lekeitio hay un 79% de cobertura media y el menor valor se da
= [ en Zumaia, con un 62% de cobertura media.
14|
Lekeitio Pasala Zumaia
Localidad

Figura 6. Comparacion utilizando el método de Fisher (LSD) de las
diferencias entre localidades de la diversidad de especies. Letras diferentes
indican diferencias significativas con p < 0,05.
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Tabla 6. Resultados de ANOVA multifactorial para la cobertura.

Origen Grados de libertad F-Ratio P-Valor
Efectos principales
A:Programa 2 0,39 0,679
B:Localidad 2 67,32 0,000
Interacciones AB 4 0,23 0,920
Residuos 18
Total (corregido) 26
105 b La media (£DS) de tiempo empleado con CPCe para
ack — analizar una placa es de 7 min 57s (£ 7s), con ImageJ 11 min
z F a 53s (£ 7s) y con Photoquad 10 min 57s (£ 7s). Para realizar los
s 85 — analisis, sin embargo, se ha tenido en cuenta el total de tiempo
£ . . ! C empleado por cada ARMS, que es de media 2h 12 min (+ 5
8 F Il = min) para CPCe, 3h 6 min (+ 5 min) para ImageJ y 3h 22 min
85 [ para Photoquad.
- — Se aprecia una diferencia significativa entre el tiempo
Lekeitio Pasaia Zumaia necesario para realizar el analisis con CPCe (menor) y con los
Localidad otros dos programas, Photoquad e ImagelJ (Tablas 7 y 8). Entre

Figura 7. Analisis de Fisher (LSD) para la diferencia de cobertura en base
a la localidad. Letras diferentes indican diferencias significativas con p <
0,05.

estos dos ultimos no se aprecian diferencias significativas en lo
que a tiempo total empleado se refiere.

Tabla. 7. Resultados de ANOVA, %2 y significancia comparando el tiempo de analisis entre localidad y programa, utilizando los

valores de rango de la variable tiempo.

Origen Suma de cuadrados Grados de libertad x2 P
Modelo corregido 1298,00 8 20,60 <0,05
Interseccion 5292,00 1
Localidad 4822 2 0,76 >0,5
Programa 1186,88 2 18,83 <0,001
Localidad * Programa 62,38 4 0,99 >0,9
Error 340,00 18
Total 6930,00 27
Total corregido 1638,00 26

Tabla 8. Comparacion 2 a 2 de los datos de tiempo en funcion del programa utilizado. (Sig.=Significancia)

Estadistico de contraste Photoquad-ImageJ

Photoquad-CPCe Imagel]-CPCe

U de Mann-Whitney 20,00

W de Wilcoxon 65,00

z -1,81

Sig. asintdtica (bilateral) 0,07
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 0,07

0,00 0,00
45,00 45,00
-3,57 -3,57
0,00 0,00
0,00 0,00
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Discusion

Algunos estudios han demostrado la efectividad del uso de
imagenes digitales en el monitoreo de comunidades bentdnicas,
y su compatibilidad con el uso de otras técnicas (Booth et al.,
2005; Josephitis et al., 2012; Tabugo, 2016). Sin embargo, la
precision de los datos puede ser menor que en la identificacion
directa, no pudiéndose alcanzar el nivel de especie en todas
las identificaciones (Mantelatto et al., 2013). Aunque para
los objetivos de este estudio no es necesario llegar a la
identificacion a nivel de especie, cabe destacar que parte de
los especimenes solo fueron identificados a nivel de género o
no fue posible asignarlos a un taxén concreto, debido a que no
se aprecian las caracteristicas necesarias para la diferenciacion
en las imagenes o que se encontraban en zonas difusas de la
misma.

La efectividad de un programa debe valorarse en funcidén
del tiempo necesario para obtener los resultados y el grado de
veracidad de dichos resultados. Para ello, es necesario analizar
las ventajas y desventajas que puedan presentar los programas
y establecer la importancia efectiva de las diferencias que
puedan existir entre ellos.

Los resultados obtenidos con los tres programas, Photoquad,
Image] y CPCe, no muestran diferencias estadisticamente
significativas en la cobertura, diversidad y riqueza de las
comunidades estudiadas, por lo que todo ellos son igualmente
validos para realizar este tipo de analisis. Puesto que los
resultados obtenidos son iguales, el programa mas eficiente
sera aquel con el que el tiempo y esfuerzo empleados en el
analisis sea menor.

En lo que a tiempo total invertido se refiere, los resultados
obtenidos indican que CPCe permite realizar un analisis de
imagen significativamente mas rapido que con Photoquad e
Image]J, entre los que no se aprecian diferencias notables. Por
lo tanto, en un principio CPCe seria el programa mas efectivo
ya que permite obtener los mismos resultados en menos tiempo.

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que las diferencias a
pesar de ser significativas no son excesivamente altas, siendo
la diferencia entre las medias de entre dos y tres minutos para
cada placa. Pero si se tiene en cuenta el tiempo total invertido,
con CPCe se puede llegar a ahorrar hasta una hora por ARMS
analizado en comparacion con Photoquad e Imagel, lo que,
sin duda, supone una clara ventaja a favor de dicho programa
cuando se necesita procesar grandes cantidades de datos. Por
ejemplo, en este caso, para los nueve ARMS analizados la
diferencia usando CPCe supone un dia menos de trabajo de un
investigador, con el ahorro que ello conlleva.

Analizar en qué puntos del analisis se invierte mas tiempo
podria permitir optimizar el proceso y reducir las diferencias
existentes entre los programas. Porunlado, en los tres programas
el mayor tiempo se invierte en realizar la identificacion
especifica; este paso supone el factor principal del analisis
y su rapidez dependera en mayor medida de la calidad de la
imagen tomada que permitira distinguir con claridad los rasgos
distintivos de las especies y de la experiencia del observador
que realice la identificacion.

Otro factor clave es el hecho de que los resultados obtenidos
con CPCe se obtienen directamente en el formato necesario

para realizar los analisis estadisticos que se consideren
oportunos, mientras que los resultados de Photoquad ¢ ImageJ
requieren de una adaptacion previa al analisis estadistico lo
que aflade tiempo y esfuerzo.

Del mismo modo, en ImageJ es necesario crear una libreria
de especies cada vez que se comienza el estudio de un grupo
de datos. En este caso los datos vienen agrupados por ARMS,
lo que ha hecho necesario realizar en total nueve librerias,
una para cada ARMS; mientras que en el caso de los otros dos
programas puede utilizarse una misma para todos los analisis,
ya que se carga en el programa independientemente de los
datos que se van a estudiar.

Por ultimo, a la hora de abordar un estudio de estas
caracteristicas es fundamental establecer los andlisis que
se van a realizar posteriormente, es decir, que al recoger los
ARMS se tiene que tener en cuenta qué informacion se necesita
y como se quiere extraer, de manera que la toma de datos en
el laboratorio esté enfocada a optimizar el trabajo de dicho
analisis posterior. De este modo, obtener las fotografias de
manera correcta permite reducir pasos previos de adaptacion
de la imagen a las condiciones necesarias para el estudio y
reduce la cantidad de trabajo necesario. Por ejemplo, tomar
las imagenes en la posicion adecuada, en posicion centrada, y
bien enfocadas evita la necesidad de tener que manipular las
fotografias una vez tomadas.

Aunque los tres programas son utilizados fundamentalmente
en estudios cientificos relacionados con las ciencias bioldgicas,
en el caso de CPCe y Photoquad las utilidades estin mas
enfocadas a la realizaciéon de estudios de composicion y
cobertura de comunidades bentdnicas que en el caso de
Imagel. Este ultimo programa ha sido ampliamente utilizado
en estudios de biologia celular, microbiologia y en estudios
ecoldogicos morfométricos o de medicion de areas (Abramoff et
al., 2004; Collins, 2007). Los resultados obtenidos demuestran
que es un programa igual de valido para el estudio de cobertura,
abundancia y diversidad mediante lance de puntos, aportando
resultados igual de validos que los otros dos programas.

Los estudios llevados a cabo hasta la fecha se centran
basicamente en la comparacion de las diferentes técnicas de
analisis que ofrecen los diferentes programas disponibles
(Yang et al., 2002; Jokiel et al., 2015); sin embargo, hasta ahora
no se habia llevado a cabo un estudio de comparacion de los
programas propiamente dichos utilizando una unica técnica,
por lo que no se han podido comparar con otros anteriores.

Conclusiones

Los datos obtenidos a través de los tres programas
estudiados, ImageJ, Photoquad y CPCe, han resultado ser
comparables. Sin embargo, el tiempo invertido en los analisis
realizados con CPCe es significativamente menor que en el
caso de los otros dos programas, lo que hace que este programa
sea el mas eficiente. Esta diferencia en la eficiencia radica
principalmente en que depende de la creacion de una Unica
y en la obtencion directa y sintesis de resultados en formato
Excel, lo que permite la exportacion directa para su posterior
analisis estadistico.
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