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Abstract

Evaluation of a protocol for automated extraction of morphometric measurements from avian eggs using digital
photography. As many ecomorphological studies are limited by the time required to gather manual measure-
ment data, automatizing the process is an important focus of methodological innovations. We developed,
implemented and validated a protocol for the semi—automated extraction of a set of morphometric variables of
egg size and shape from digital pictures. The protocol was implemented in R language as a web app called
OvometriK. After binarizing and calibrating images, this protocol uses geometric and trigonometric functions to
calculate eleven egg variables. We tested calculations in several ways, assuming contour continuity or using
voxel counts. Application was validated with geometric shapes and 30 manually-measured chicken eggs.
Mathematical validation with spheres showed that the algorithm provided high precision diameter measures,
with a correlation of 99.9%. Average estimation error was 1.4%. The mathematical volume estimation was
underestimated by 27 %, while voxels were underestimated by only 6%. Differences between manual egg
measurements of diameters and those obtained from images was less than 3 mm (4 %). Correlation between
estimated volume and measured by silica gel filling was higher than 90% using the voxel count method.
Neither inclination angle or picture resolution had significant effects on precision (3.2 % maximum difference).
Measures showed high repeatability and represent a significant saving in processing time. This new protocol
represents an improvement on previous programs regarding limitations of platform, accessibility and number
of variables. Furthermore, its flexibility and openness means it can be adapted to other specific applications.
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Resumen

Evaluacién de un protocolo automatizado para la obtencién de medidas morfométricas de huevos de aves a
partir de fotografias digitales. Muchos estudios ecomorfoldgicos estan limitados por el tiempo que demora la
recopilacion manual de mediciones. Por ello, las innovaciones metodolégicas han dado tanta importancia a
la automatizacion del proceso. En el presente trabajo se elabora, implementa y valida un protocolo para la
obtencién semiautomatizada de un conjunto de variables morfométricas de los huevos de las aves a partir de
fotografias digitales. El protocolo se implementé en lenguaje R como una aplicacion web llamada OvometriK
que, luego de binarizar y calibrar las imagenes, permite calcular once variables utilizando funciones geométricas
y trigonométricas. Se prueban varias vias de calculo, suponiendo la continuidad del contorno o por conteo de
voxeles. La aplicacion se valida con figuras geométricas y 30 huevos de gallina medidos manualmente. La va-
lidacién matematica con circulos mostré que el algoritmo fue capaz de medir los diametros con gran precision,
con una correlacion del 99,9%. El error de estimacion fue del 1,4% en promedio. La estimacion del volumen
por métodos matematicos lo subestima en un 27 %, mientras que por conteo de voxeles solo lo subestima en
un 6%. La diferencia entre las medidas manuales de los diametros de los huevos y las obtenidas a partir de
las imagenes fue inferior a 3 mm (4 %). La correlacion entre el volumen estimado y medido por vaciado con gel
de silice fue superior al 90% cuando se emplea el método de conteo de voxeles. Ni el angulo de inclinacion
de los huevos ni la resolucion de las fotografias tuvieron efectos significativos (diferencia maxima del 3,2%).
Las mediciones mostraron una replicabilidad alta y representaron un ahorro significativo de tiempo. El protocolo
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representa una mejora respecto de las limitaciones de plataforma, la accesibilidad y el nimero de variables en
comparacion con programas anteriores, ademas de que su caracter abierto y flexible permite adaptarlo a otras
aplicaciones especificas.

Palabras clave: Automatizacion, Morfometria, Procesamiento de imagenes digitales, Oologia, Dimensiones
de huevos
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Introduccion

Muchos estudios ecomorfoldgicos estan limitados por
la combinacion del numero de ejemplares que debe
ser procesado y la gran cantidad de variables que
se pueden tomar de cada uno, lo que supone una
inversiéon considerable de tiempo y esfuerzo de los
investigadores. Por ello, las innovaciones metodolo-
gicas han dado tanta importancia a la automatizacion
del proceso (Corney et al., 2012a, 2012b, Easlon y
Bloom, 2014, MacLeod y Steart, 2015). Los avances
en las técnicas digitales y en el andlisis de imagenes
han facilitado el desarrollo de algoritmos de toma de
datos a partir de fotografias de objetos bioldgicos
mediante la obtencion de sus contornos o de puntos
clave (Ramirez—Arrieta y Denis, 2020).

Las dimensiones y forma de los huevos son una
parte importante de las estrategias reproductivas de
las aves y tienen un papel esencial en las historias
de vida (Lack, 1968), ya que estan relacionadas con
aspectos como la conducta o la masa corporal de los
progenitores, la fecha de puesta, la composicion del
huevo, el éxito de anidamiento, el tamaro de las crias
y la supervivencia de los pichones (Nol et al., 1997;
Grgnstel, 1997; Flint y Sedinger, 1992; Ricklefs, 1984;
Arnold, 1989; Reed et al., 1999; Briskie y Sealy, 1990;
Williams, 1994; Galbraith, 1988; Grant, 1991). Por ello,
la medicién de estas estructuras ha sido un aspecto
fundamental del estudio de la biologia de la reproduc-
cion, y muchos de sus patrones de variacion todavia
se desconocen y merecen mayor atencion, a pesar
de haber sido objeto de un amplio debate (Slagsvold
et al., 1984; Arnold, 1999; Jover et al., 1993).

En algunos de estos estudios, se ha procesado
un elevado numero de muestras, por ejemplo, Denis
(2015) describid los patrones de variacién entre los
huevos de nueve especies de garzas a partir de las
dimensiones externas de 3.142 huevos y Stoddard
et al. (2017) hicieron un amplio estudio de las varia-
ciones en la forma de los huevos de 1.400 especies
de aves. Algunas variables de importancia fisiologi-
ca o ecoldgica han sido estimadas a partir de las
dimensiones lineales, como en el caso del volumen,
la superficie o la masa (Preston, 1974; Hoyt, 1979).
Tradicionalmente, estas dimensiones se han deter-
minado por mediciones directas, pero las medidas
tomadas en el campo con instrumentos manuales
son propensas a introducir errores de manipulacion
y del observador. La manipulacién de los huevos
puede afectar negativamente al éxito o la supervi-
vencia de los nidos, particularmente en la medicion
del volumen mediante el calculo del desplazamiento
de agua (Hoyt, 1976; Tarassov, 1977; Loftin y Bow-
man, 1978; Thomas y Lumsden, 1981; Szekely et al.,
1994; Kern y Cowie, 1996). Con frecuencia, el volu-
men o el peso se han estimado a partir de modelos
matematicos que emplean las dimensiones lineales
y, en algunos casos, variables de forma especificas
de cada especie (Westerkov, 1950; Coulson, 1963;
Stonehouse, 1966), pero esto no recoge la variabilidad
intraespecifica de la forma de los huevos. La forma
también se ha estudiado frecuentemente mediante
coeficientes entre medidas lineales (ver resumen

en Preston, 1969; Narushin, 2001; Havlicek et al.,
2008; Troscianko, 2014), siendo las mas usadas la
elongacion y la asimetria.

Varios autores han desarrollado métodos compu-
tarizados automaticos para obtener medidas precisas
de los parametros de la talla de los huevos a partir
de fotografias digitales (Paganelli et al., 1974; Mand
et al., 1986, Bridge et al., 2007). Dangphonthong y
Pinate (2016) usan el procesamiento de imagenes
digitales para estimar el peso de huevos de aves
de granja. Las variaciones en la curvatura de la
cascara también son un componente importante de
la forma y, por lo general, se describen con perfiles
bidimensionales extraidos de fotografias, que en un
primer momento se calculaban de forma aproxima-
da mediante ecuaciones matematicas (Hutt, 1938;
Bonnet y Mongin, 1965; Besch et al., 1968; Carter,
1970, Nedomova et al. 2009; Troscianko, 2014) y
que actualmente se estudian en mayor profundidad
con descriptores derivados de funciones de Fourier
y puntos clave (Johnson et al., 2001; Havli¢ek et al.,
2008; Bravo y Marugan—-Lobon, 2012; Murray et al.,
2013; Deeming y Ruta, 2014; Deeming, 2017). Estas
herramientas disminuyen el tiempo de manipulacion
del huevo y aumentan la precision y repetibilidad de
las mediciones. El empleo de fotografias digitales
tiene como ventaja que su precisién no depende de
la especie y la forma de sus huevos como sucede
con los modelos alométricos. Las fotografias se to-
man con mayor rapidez, lo que minimiza el tiempo
de manipulacion de los huevos sin detrimento en la
exactitud de la medida, lo cual minimiza los riesgos
de rotura accidental o abandono de los nidos. Por
ultimo, las fotografias se pueden conservar, lo que
permite la trazabilidad de errores y otros estudios
futuros. Por estas razones, se prevé que los métodos
que emplean proyecciones bidimensionales para ob-
tener la forma de los huevos se seguiran utilizando
por un buen tiempo dada su simplicidad y bajo coste
(Attard et al., 2017).

Sin embargo, el empleo de fotografias también es
una fuente de numerosas imprecisiones que hay que
tener en cuenta. Entre ellas, se cuentan problemas
asociados a la toma de fotografias, como la falta de
coplanaridad entre el eje de los huevos y el plano de
las imagenes, las sombras creadas por la iluminacion
direccional y las diferencias entre la resolucion de
las fotografias. Otros problemas tienen que ver con
imprecisiones asociadas al procesamiento digital de
las imagenes, como la binarizacion y los filtros de
deteccidn de bordes o de suavizados. Existen también
problemas asociados a la variabilidad bioldgica de los
propios huevos, que también afectan a la repetibilidad
de las mediciones manuales tradicionales, sobre todo
la relacionada con la ausencia de simetria radial. Es-
tos efectos se han evaluado en contadas ocasiones
y muchas veces se pasan por alto o se subestiman,
para ahorrar tiempo de procesamiento de las muestras,
pero pueden llegar a ser de una magnitud significativa.

Dados estos antecedentes, en el presente trabajo
se elabora, implementa y valida un protocolo de ana-
lisis digital, programado en forma de aplicacion web
en lenguaje R (R Core Team, 2018), para la extrac-
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cion semiautomatizada de un conjunto de variables
relacionadas con las dimensiones y la forma de los
huevos de las aves a partir de fotografias digitales.
La aplicacién genera datos compatibles con el pro-
pio programa R y el MS Excel, por lo que se puede
integrar a otros algoritmos de analisis estadisticos.
Por ser de cadigo abierto es gratuita, modificable y
puede adaptarse a otros objetos biolégicos similares
(frutas, semillas, estructuras).

Material y métodos

El protocolo de medicidon a partir de fotografias se
basa en la extraccion de las coordenadas del contorno
del huevo, a partir de la modificacién del algoritmo
propuesto por Claude (2008), luego de binarizar la
imagen y transformar las unidades de pixeles a mi-
limetros por medio de una escala de referencia que
debe aparecer en las fotografias. A partir de estos
contornos, se calculan automaticamente once variables
morfométricas con funciones geométricas y trigono-
métricas basicas. Estas variables son el diametro
mayor (distancia maxima entre un par de puntos del
contorno), el diametro menor (distancia maxima entre
dos puntos, perpendicular al eje del diametro mayor),
los diametros en los tres cuartiles del diametro mayor,
el volumen del huevo, el area superficial y el nivel de
asimetria (fig. 1). El volumen se estimo6 por tres vias,
a partir de la suma de secciones transversales, que se
suponen cilindros de 1 pixel de altura. La primera via
matematica simple consistié en estimar el volumen a
partir del calculo geométrico del volumen de un cilindro,
haciendo una aproximacion matematica en la que se
supone que los bordes del huevo son superficies con-
tinuas. La segunda via fue el simple conteo de voxeles
en cada seccion. "Voxel" es el término de origen inglés
para referirse a un elemento de volumen (acrénimo
de "volume element"), equivalente tridimensional del
concepto de pixel ("picture element"). Para estimar el
volumen por esta via, se utilizaron valores discretos,
con lo cual se elimina el sesgo de las aproximacio-
nes de continuidad. En ambos métodos se supone la
circularidad transversal en cada seccion del huevo,
es decir, que los cortes transversales son circulos
perfectos (también se supone en Bridge et al., 2007).
La tercera via fue la ecuacion alométrica descrita por
Hoyt (1979), que parte de las dimensiones lineales
estimadas previamente (diametro mayor y menor).
Esta ecuacion, obtenida de forma empirica por su autor
para 23 especies de aves, es una manera tradicional
de estimar el volumen de los huevos que por defecto
emplea el coeficiente volumétrico general de 0,509,
pero que contempla la opcién de utilizar un coeficiente
especifico de cada especie, como los que se han de-
terminado posteriormente para otras especies (p. €j.:
Kern y Cowie, 1996; Denis et al., 2008).

Para hacer una estimacion mas precisa de la su-
perficie del huevo, se supuso que cada seccién de
1 pixel de grosor era la proyeccion de un semicono
cuyo diametro mayor era igual al de la seccion anterior
(como sugieren Paganelli et al., 1974). El centro del
huevo coincide con el punto medio del eje del diametro

mayor, y el centroide se calcula como la media de
las coordenadas de todos los puntos que forman el
contorno (que puede presentar irregularidades locales
por defectos de la imagen).

La forma de los huevos se determina mediante
los descriptores elipticos de Fourier, calculados a
partir del contorno normalizado por el radio mayor. El
numero de armoénicos se puede variar manualmente,
pero por defecto se emplean cuatro, que segun Denis
(2014) son suficientes para describir las formas mas
frecuentes de los huevos de las aves. Estos se pueden
reducir, opcionalmente, con un analisis de componen-
tes principales, que permite calcular el puntaje de los
componentes efectivos. Estos puntajes pueden ser
usados como variables de forma en otros andlisis.
Se calculan, ademas, tres indicadores para evaluar
la asimetria: la proporcion de area que representa la
mitad vertical superior del huevo (extremo mas fino) en
relacion con la mitad inferior (extremo mas oblongo);
la excentricidad del huevo, dada por la distancia entre
el centroide y la mitad del diametro mayor del huevo,
y el porcentaje que representa el area de la seccion
longitudinal del huevo en relacién con el rectangulo
externo minimo que contiene la figura. Estos indices
suelen ser bajos en los huevos mas redondeados
y simétricos y relativamente mas altos en los mas
alargados y asimétricos.

Todo este protocolo se implementé en una aplicacion
de R 3.5.1 (R Core Team, 2018) llamada Ovometrik,
con una interfaz grafica web confeccionada con el
paquete shiny (Chang et al., 2018). Emplea ademas,
los paquetes shinyalert, shinyWidgets, shinyBS, zip,
imager, imagerExtra y Momocs. La aplicacion puede
ser utilizada en linea en el sitio https://victormramirez.
shinyapps.io/ovometrik/ o descargada para su uso sin
conexion desde el mismo sitio. Esta aplicacion es capaz
de manejar imagenes en formatos .png, .jpeg y .omp, y
el tiempo de carga esté en relacién directa con el tamafio
de las imagenes, pero la version en linea solo puede
cargar un maximo de 4.000.000 de pixeles por imagen
(2.000x2.000). Para imagenes de tamafio superior es
necesario descargar la version sin conexién, cuya ca-
pacidad de procesamiento dependera de los recursos
de la computadora en la que se ejecute.

Si las fotos de los huevos se toman de forma estan-
darizada (igual fondo homogéneo, camara, resolucion
y distancia) se pueden procesar automaticamente
todas las imagenes que se desee; de lo contrario,
hay que supervisar manualmente cada imagen para
fijar las escalas, fijar el umbral de binarizacion en el
histograma de valores de grises y ubicar los huevos. La
escala se establece a partir de un objeto de referencia,
de longitud conocida, en la imagen. Los resultados
(coordenadas del contorno, dimensiones lineales y
descriptores de Fourier) se exportan en archivos en
formato de texto (.csv) con el nombre de la imagen
procesada como identificador de caso. Una descripcion
mas detallada del procedimiento para trabajar en la
aplicacion puede ser consultada en su ayuda en linea.

Para la validacion de OvometriK y del protocolo
de medicién se siguieron varios niveles. El primero,
dirigido a comprobar la efectividad de los algoritmos
matematicos de extraccion de las variables, se realizo


https://victormramirez.shinyapps.io/ovometrik/
https://victormramirez.shinyapps.io/ovometrik/

Animal Biodiversity and Conservation 44.1 (2021)

35

asimetria
5 D.p1
)
£ excentricidad
° centro i
% 1. centroid D.p2
£
g D.p3

Rectangulo externo
minimo

Aproximacion Aproximacion
matematica al matematica al
calculo de calculo de
volumen superficie

Fig. 1. Representacion de las dimensiones tomadas en los huevos a partir de las fotografias digitales
calibradas (A) y de las aproximaciones que se realizan al hacer las estimaciones por medio de conteo
de voxeles o de ecuaciones matematicas (B) (D.p1, D.p2, D.p3: diametro transversal en los cuartiles

del eje del diametro mayor).

Fig. 1. Representation of egg measurements extracted from calibrated digital pictures (A) and numerical
approximation when using estimates from voxels or mathematical equations (B) (D.p1, D.p2, D.p3:
transversal diameter at each quartile of longitudinal axis).

con figuras geométricas (circulos) perfectas e image-
nes binarias (n = 60). En estas imagenes, se eliminan
los posibles errores debidos al procesamiento digital,
el umbral de binarizacién y la variabilidad asociada a
las asimetrias naturales de la forma de los huevos, asi
como los posibles errores de manipulacion y toma de
fotografias. Las dimensiones estimadas por OvometriK
se compararon con las obtenidas por el programa
Imaged v3.6 (Schindelin et al., 2015). El segundo
nivel de validacion se llevé a cabo con 30 huevos de
gallina doméstica (Gallus gallus), que se midieron ma-
nualmente con un pie de rey (0,01 mm de precision) y
cuyo volumen interno se midié por rellenado con gel de
silice, siguiendo el protocolo empleado por Denis et al.
(2008). La validacion de los coeficientes de Fourier se
hizo comparando los obtenidos por la aplicacién con
los obtenidos a partir de las mismas imagenes con el
programa Shape v.1.3 (lwata y Ukai, 2002).

La repetibilidad de las mediciones se evalué toman-
do cinco veces todas las medidas manuales (por la mis-
ma persona) y procesando cinco fotografias digitales
(de dimensiones 1.024 x 683 pixeles) perpendiculares
hacia abajo, de cada huevo, en distintas rotaciones
alrededor del eje mayor, permitiendo que adoptasen
su inclinacién natural. Como el angulo de inclinacion
del huevo puede influir marcadamente en las medidas
hechas a través de la proyeccion plana de la imagen,
se midieron los angulos de inclinacion natural de
cada huevo al descansar sobre una superficie plana
a partir de fotografias laterales. Para evaluar el efecto
de este angulo, se tomaron también fotos superiores
controlando manualmente la coplanaridad entre el eje
central del huevo y el plano de la fotografia (fig. 2).
Como estos huevos son de color blanco, el fondo que

se utilizé fue negro. Para evaluar el efecto de la calidad
de la imagen, se tomaron dos series adicionales de
fotografias de menor calidad: una a menor resolucion
(824 x 550 pixeles) y otra con baja sensibilidad (bajo
ISO) e iluminacion insuficiente.

El nivel de efectividad de las fotografias digitales
se evalué mediante regresiones lineales entre las
variables obtenidas por via manual y las calculadas
siguiendo el protocolo sobre las imagenes digitales,
asi como para evaluar los efectos relativos de la po-
sicién del huevo, el angulo de inclinacién y la calidad
de la imagen. La replicabilidad se evalué por medio
de los coeficientes de variacion entre las medidas
repetidas sobre los mismos huevos. Para asegurar la
reproducibilidad del trabajo, todos los datos y el c6-
digo de la aplicacién en R se encuentran disponibles
de forma gratuita en el repositorio Figshare (https://
figshare.com/s/2cd84268ed4f69387f80).

Resultados

La validacién matematica con circulos perfectos mos-
tr6 que el algoritmo fue capaz de medir el diametro
de los circulos con una alta precisién, ya que existe
una correlacion superior al 99,9 % entre las medidas
de los diametros obtenidas por el programa ImagedJ y
por la aplicacion de R (fig. 3A). El error de estimacion
fue generalmente en el sentido de la subestimacion
de la medida por OvometriK entre 0,3 y 2,8 unidades,
con un promedio general de —1,7 (1,4%) y estuvo
correlacionado de manera negativa con el tamafo
del circulo (r = -0,28; p < 0,05), de manera que a
medida que los objetos que se miden son mayores,
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Fig. 2. Representacién de las orientaciones de
la camara en la toma de fotografias de huevos
para validar la aplicacion OvometriK en lenguaje
R: A, orientacion coplanar; B, orientacion acimutal
natural; C, orientacion lateral para medir angulo
de inclinacion.

Fig. 2. Representation of camera orientations
when taking pictures of eggs for validating
OvometriK software in R language: A, coplanar
orientation; B, natural azimuthal orientation;
C, lateral orientation for inclination angle
measurement.

la diferencia entre estimaciones disminuye. El calculo
del volumen estimado fue ligeramente mas variable,
pero aun asi, la relacién con el volumen calculado
fue superior al 99 % (fig. 3B). Al hacerse la estima-
cion con el método matematico continuo, se tendid
a sobreestimar el volumen un 27 %, mientras que
el conteo de voxeles fue mucho mas preciso, con
una ligera subestimacion (6 %). La estimacion de la
superficie de la esfera a partir de la imagen también
estuvo altamente correlacionada con la calculada con
métodos trigonométricos (r = 99,8) (fig. 3C) aunque
la sobreestimo sistematicamente un 9,1 %, de media.

En la segunda fase de validacion, las mediciones
lineales tomadas de las fotografias de los huevos
mostraron una alta coherencia con las medidas to-
madas fisicamente (fig. 4). La estimacion fotografica
sobreestimo ligeramente las dimensiones lineales, con
una diferencia entre los diametros medidos por ambos
métodos inferior a 3 mm (4% de error). El célculo
del volumen arrojé resultados mas variables, pero la
correlacion entre las estimaciones y las medidas ma-
nuales fue superior al 90 % con el método de conteo de
voxeles (fig. 5). Las estimaciones del volumen a partir
de las fotografias fueron superiores a las mediciones
manuales por rellenado con gel de silice; en este
sentido, la diferencia maxima se encuentra cuando se
hacen las estimaciones suponiendo la linealidad de la
superficie (promedio 31,6 %). El volumen estimado por
el algoritmo de conteo de voxeles arrojé resultados
muy semejantes al estimado por la ecuacion de Hoyt
con las medidas digitalmente extraidas, con sobrees-
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Fig. 3. Validacion matematica del algoritmo de OvometriK, implementado en R, a través de la medicion
del diametro y el volumen de circulos y esferas geométricamente perfectos, respectivamente, con ima-

genes binarias.

Fig. 3. Mathematical validation of the OvometriK algorithm, implemented in R, by measuring diameter and
volume of geometrically perfect circles and spheres with binary images.
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Fig. 4. Relacion entre las medidas fisicas de 30 huevos de gallina y las estimadas a partir de fotografias

con la aplicacién OvometriK en lenguaje R.

Fig. 4. Relationship between physical measurements of 30 chicken eggs and estimated measurements
from its photographs with OvometriK application in R language.

timaciones del 7,1% y el 7,6 %, respectivamente, en
relacién con el calculado manualmente. Cabe sefialar
que el volumen calculado por la ecuacion de Hoyt
con las dimensiones medidas manualmente sobre el
huevo, subestimo al volumen medido por vaciado del
contenido interno en un 3,9 % de media.

Las dimensiones estimadas por la aplicacién Ovo-
metriK sobre fotos con y sin la correccion del angulo
de inclinacion de los huevos (que vari6 entre 3,7° y
12,3°) mostraron que el efecto de este factor en la esti-
macion de las dimensiones lineales es minimo (fig. 6).
Aunque, como promedio, la afectacién del volumen
fue muy pequefa, en algunos casos las diferencias
llegan a ser de hasta casi 6 cm?® (10 %), igual que en
el caso del area superficial (hasta 4 cm?). Sin embar-
go, el hecho de que estas diferencias no estuviesen
asociadas a la magnitud del angulo de inclinacién
sugiere que estan expresando en mayor medida las
diferencias de las distintas vistas del mismo huevo
(asimetrias radiales) que el propio efecto del angulo.
El tamafio de las fotografias también tuvo un peque-
fio efecto en los valores medios de las mediciones,
superior en el caso de las estimaciones de volumen,
que llegd a ser un 3,2% superior en las fotografias
de mayor resolucion (fig. 7). Las dimensiones lineales
difirieron en menos de un 1%, lo cual indica que la
resolucion de la imagen no reviste mucha importancia
en la exactitud de las estimaciones.

El resto de las dimensiones e indices extraidos de
los huevos tampoco mostraron diferencias marcadas
asociadas al tamafio de las imagenes o al angulo
de inclinacién de los huevos (tabla 1). El indice de
asimetria del huevo, expresado en porcentaje, mostré

la mayor variabilidad (33%), seguido del volumen
(14 %) y el area superficial estimada (9 %).

La repetibilidad de las mediciones manuales de los
huevos, dada por el coeficiente de variacion entre las
medidas repetidas sobre los mismos ejemplares, fue
del 0,19% para el didmetro mayor (DE = 0,27% y
maximo = 1,8 %) y del 0,24 % para el diametro menor
(DE =0,18 % y maximo = 0,93 %). En el caso de em-
plear fotografias, el coeficiente de variacién entre las
mediciones del didmetro mayor fue del 2,55% + 1, el
33% (minimo = 1,04% y maximo = 5,3%) y para el
diametro menor de 2,60 % * 1,30 % (minimo = 1,09 %
y maximo = 5,44 %).

Las mediciones manuales del conjunto total de
huevos, realizadas por una misma persona, se
tomaron durante 15 minutos de media (sin contar
el tiempo posterior para pasar los datos a formato
digital) en el caso de las dimensiones lineales, mas
entre 4 y 5 minutos por cada huevo para la medicién
del volumen. El procesamiento de las imagenes en la
aplicacion desarrollada se tomaba entre 2 y 3 minutos
y el resultado ya sale en formato digital.

Discusion

La validacién matematica con circulos perfectos mos-
tré que el algoritmo fue capaz de medir el diametro
de los circulos con una alta precision. ElI empleo
de imagenes en blanco y negro permite controlar el
efecto de la binarizacion de las imagenes en escala
de grises, cuyo umbral de corte determina la clasi-
ficacion de los pixeles del contorno, que suelen ser
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Fig. 5. Comparacion entre los métodos im-
plementados en el programa OvometriK para
estimar el volumen de los huevos a partir de
las fotografias (por estimacion matematica su-
poniendo continuidad, por conteo de voxeles y
por la ecuacion de Hoyt).

Fig. 5. Comparison between volume estimation
methods of eggs from pictures, implemented
in OvometriK software (using mathematical
equations assuming continuity, voxel counts
and Hoyt's equation).

de tonos mas claros. Al establecerse manualmente
este umbral, se pueden producir diferencias en el
orden de varios pixeles, que en términos de areas o
volumenes pueden llegar a representar porcentajes
elevados de variacion en objetos de pequefo tamafo
y en imagenes de baja resolucion. En las fotografias
reales de huevos, la binarizacién produce contornos
irregulares que influyen en la precision de las me-
didas; la opcion de suavizado, si bien reduce este
efecto, también puede alterar de forma imperceptible
las medidas tomadas, por lo que debe usarse con
precaucion y de manera similar entre las muestras
que se vayan a analizar conjuntamente.

La validacion del algoritmo con esferas es un paso
imprescindible, ya que el funcionamiento de la aplica-
cion se puede comparar con una medida geométrica-
mente calculable, lo cual no es posible si se emplean
huevos directamente por su forma irregular (Bridge
et al., 2007). La diversidad de formas en los huevos
de las aves es un fendmeno bien conocido que refleja
la diversidad taxondmica (Olsen et al., 1994; Stoddard
etal., 2017). Las formas varian desde los huevos casi
esféricos de los buhos (Hoyt, 1976), pasando por los

ligeramente puntiagudos de las gallinas (Havlicek
et al., 2008) hasta los extremadamente puntiagudos
de ciertas vadeadoras, alcidos y pinguinos (Birkhead
et al., 2017; Stoddard et al., 2017). Al aplicar el al-
goritmo programado en la aplicacion sobre fotos de
huevos, en escala de grises se suman tres fuentes
importantes de variabilidad: la dada por la binarizacion
de la imagen, la relacionada con la inclinacién del eje
del huevo con respecto al plano de la fotografia y la
variabilidad dada por la ausencia de simetria radial
en la forma de los huevos. Los dos ultimos factores
son los que explican las diferencias de variabilidad
0 precision entre las mediciones de los diametros
mayor y menor.

Todos los analisis 2D se apoyan en la premisa de
que el plano de simetria es constante con la rotacion
alrededor del eje longitudinal (Deeming y Ruta, 2014).
Esto puede estar incorrecto, ya que no se tienen en
cuenta las pequeinas variaciones en las curvaturas
alrededor de las cascaras completas; existen ejem-
plos de variaciones extremas en la simetria radial
que se han descrito en algunas especies (Birkhead,
2016). El diametro mayor tiende a estar menos
afectado por las asimetrias radiales, que afectan
mas a las medidas transversales al eje longitudinal
del huevo. Sin embargo, ambos diametros se ven
igualmente afectados por la inclinacion del huevo en
el momento de tomar las fotografias. Los errores en
ambas medidas lineales se reflejan en la estimacion
del volumen, por su naturaleza cubica.

De los tres métodos utilizados para estimar el
volumen, el mas preciso fue el algoritmo que tenia
en cuenta el caracter discreto de los pixeles de las
imagenes y que contaba el numero de voxeles en
todas las secciones transversales a lo largo del
eje mayor. El volumen obtenido manualmente por
rellenado del interior de las cascaras vacias para la
validacion no es estrictamente andlogo al calculado a
partir de las fotografias, ya que en estas se emplea la
superficie exterior del huevo, mientras que el vaciado
excluye la cascara y posibles restos de membranas
internas, que aunque son delgadas en relacién con
las dimensiones externas de los huevos, no se deben
pasar por alto totalmente. La estimacion a partir de
los didmetros es mas semejante en términos tedri-
cos, y Bridge et al. (2007) la emplean para validar
un método automatizado similar al presentado en
este trabajo en huevos de Turdus migratorius. Para
ello, emplean un programa libre GraphicConverter
en combinacion con Applescript, un componente del
sistema operativo Macintosh. Estos autores validan
su procedimiento derivado de las imagenes con los
volumenes obtenidos con la ecuacion de Hoyt (1979)
con un coeficiente de forma especifico para la espe-
cie analizada (0,504). No usan huevos reales para
validar el sistema aduciendo que no tenian medios
para estimar el volumen que fueran mas precisos
que el sistema fotografico.

Las estimaciones de las dimensiones externas de
los huevos mostraron que el algoritmo es capaz de
hacer estimaciones con menos de un 5% de error.
En cinco huevos, el 15% de la muestra, el calculo
del volumen tuvo un error medio superior (7,1 %),
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Fig. 6. Effect of the inclination angle of the egg on main measurements estimated from pictures with

OvometriK software.

con desviaciones maximas de entre 7 y 8 cm®. La
repetibilidad de las mediciones de los huevos es
relativamente alta, aunque en las medidas tomadas
a partir de fotografias tiende a disminuir ligeramente
al aumentar la variabilidad de las medidas repetidas
(fotos diferentes de los mismos huevos), posiblemente
por los componentes de varianza asociados a la toma

de fotos (iluminacién, contraste, angulo y distancia)
y al proceso de binarizacion. En las mediciones
manuales, el coeficiente de variacion entre medidas
tomadas de manera repetida sobre los mismos hue-
vos es menor del 1% y es ligeramente superior en el
diametro menor por efecto de las asimetrias radiales.
La variabilidad de las mediciones fue ligeramente

Volumen (voxeles)
Volumen (Hoyt)
Volumen (Mat)
Diametro mayor

Diametro menor

Variables estimadas

Area superficial

00 -05

10 -15 -20 -25 -3,0 -3,5
Diferencia porcentual

Fig. 7. Diferencia porcentual entre las estimaciones de las principales medidas tomadas a partir de fo-
tografias de baja y alta resolucion, por medio del programa OvometriK (diferencia = estimacion a partir
de foto de mayor resolucion — estimacion a partir de foto de menor resolucion).

Fig. 7. Percentage of difference between estimates of the main measures obtained from pictures of
eggs at low and high resolution, with OvometriK software (difference = estimation in higher resolution

pictures — estimation in lower resolution pictures).
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Tabla 1. Comparacion entre las estimaciones de las dimensiones y los indices de formas que OvometriK
extrae a partir de fotografias digitales de alta resolucion, de baja resolucién y con correcciéon manual
del angulo de inclinacién de los huevos para hacerlos coplanares con la imagen. Para cada variable se
muestran la media con su desviacion estandar y los limites de confianza al 95%.

Table 1. Comparison between dimension estimates and shape indexes that OvometriK extracts from
digital egg pictures at high resolution, low resolution, and using manual correction of egg inclination
angle for coplanarity with image plane. For each variable, mean with standard deviation and 95%

confidence limits are presented.

Fotos
Normales Baja resolucién  Con angulos coplanares

Variables (n = 195) (n = 27) (n = 54)
Diametro mayor (mm) 58,21 + 2,87 56,95 + 2,04 56,37 + 2

(57,81-58,62) (56,14-57,76) (55,58-57,16)
Diametro menor (mm) 44,08 + 2,03 4295+ 14 42,68 + 1,33

(43,79-44,36) (42,4-43,5) (42,15-43,21)
Asimetria areas 0,94 + 0,02 0,93 + 0,02 0,94 + 0,01
(mitad superior/mitad inferior) (0,93-0,94) (0,93-0,94) (0,93-0,94)
Excentricidad 0,01 + 0,005 0,008 + 0,003 0,007 + 0,002
(distancia centroide—centro) (0,009-0,01) (0,007-0,009) (0,006-0,008)
indice de forma 0,77 + 0,01 0,78+ 0 0,76 £ 0
(area/rectangulo externo min.) (0,77-0,77) (0,77-0,78) (0,76-0,76)
Ancho en percentil 1 (mm) 39,28 + 1,74 38,41 £ 1,07 38,02 £ 1,03

(39,04-39,53) (37,98-38,83) (37,61-38,42)
Ancho en percentil 2 (mm) 43,78 + 2,02 42,76 + 1,41 42,3 + 1,38

(43,5-44,07) (42,2-43,31) (41,75-42,84)
Ancho en percentil 3 (mm) 36,13 + 3,1 35,42 + 1,24 32,55 + 9,33

(35,7-36,57) (34,93-35,91) (28,86-36,24)
Area superficial (cm?) 80,61 £ 7,76 75,89 £ 3,97 75,97 £ 3,95

(79,51-81,7) (74,32—77,46) (74,41-77,53)
Volumen (cm3) 57,82 + 7,43 53,99 + 4,24 52,24 + 41

(conteo de voxeles)

(56,77-58,87)

(52,32-55,67)

(50,62-53,86)

superior en las estimaciones fotograficas, pero la dife-
rencia se puede explicar por la ausencia de simetria
radial y las variaciones locales en la superficie del
huevo. La ausencia de marcadas diferencias entre
las estimaciones manuales y las obtenidas a partir
de las fotografias, unido al notable ahorro de tiempo
y esfuerzo, hacen que este método sea una variante
atractiva cuando hay que procesar gran cantidad de
muestras, aunque sea mucho mas confiable para
estimar las dimensiones lineales que para calcular
el volumen o la superficie, que en sus algoritmos
supone la existencia de simetria radial.

El empleo de las fotografias para obtener perfiles
2D suele dar un error asociado al alineamiento de
las camaras con el plano paralelo al eje del huevo
(Troscianko, 2014), ya que el centro de gravedad
de los huevos esta desplazado hacia el extremo
mayor, lo que produce que el huevo se incline sobre
una superficie plana (Mao et al.,, 2007). Este error

potencial se incrementa con el grado de asimetria
del huevo y en muchos casos ni siquiera se trata de
corregirlo (Stoddard et al., 2017). En el caso de los
huevos empleados como prueba, la inclinacion no
afecté de manera significativa a las estimaciones de
las dimensiones, lo cual no implica que en huevos
de formas mas aguzadas y, por tanto, con mayores
angulos de inclinacion, no pueda llegar a ser un sesgo
significativo. Para que las siluetas sean una represen-
tacién precisa de la forma del huevo, se recomienda
asegurarse de que las fotografias estén bien alinea-
das (Attard et al., 2017) y sean coplanares al plano
central del huevo, aunque siempre puede haber un
error. Una solucion practica podria ser tomar las fotos
sobre una superficie esponjosa o con una concavidad,
que permita colocar el huevo de manera 6ptima en un
plano perpendicular a la camara sin que se mueva.

En el protocolo se incluyen varios indices relacio-
nados con la forma de los huevos, ya que su estudio
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mas alla de la simple descripcién de las dimensiones,
ha demostrado su valor en la comprension de las
estrategias reproductivas de las aves. La forma del
huevo influye en su solidez estructural (Gosler et al.
2005), en el crecimiento del embrién (Deeming, 2017),
en la eficiencia de incubacién (Mao et al., 2007), en la
inversion materna de calcio (Gosler et al., 2005), en
el intercambio de gases y en muchos otros factores
que se relacionan con el éxito del pichén (Briskie y
Sealy, 1990).

Tradicionalmente, la forma de los huevos se ha
estudiado a partir de indices derivados de distancias
lineales (Preston, 1969; Narushin, 2001, 2005; Havlicek
et al., 2008; Troscianko, 2014) que, a pesar de sus
limitaciones, continian siendo muy usados y es por ello
que se incluyen en el algoritmo de OvometriK. Estos
indices estan generalmente correlacionados entre si
y con las dimensiones, lo que dificulta la evaluacion
precisa de las variaciones entre muestras y dificultan
la seleccion de las mejores variables (Narushin, 2001).
En los estudios publicados en inglés sobre morfometria
se diferencian los conceptos "form" y "shape" (que no
existe en espafriol). El primer término se define como la
combinacién de informacion sobre formas y tamaiios,
mientras que el segundo se refiere exclusivamente a
la informacién espacial de un objeto, que es la que
queda luego de eliminar los efectos de la ubicacion, la
escala o las dimensiones vy la rotacion (Adams et al.,
2013). Los indices mas empleados para describir los
huevos son la elongacién y la asimetria. La elongacién
se refiere al grado de diferencia de la elipse con el
circulo (coeficiente entre diametros mayor y menor) y
la asimetria se refiere a las diferencias entre los dos
extremos del huevo (Deeming y Ruta, 2014).

En la actualidad, se han comenzado a explorar
otras vias para el estudio de la forma de los huevos,
como los descriptores elipticos de Fourier (Denis,
2014), que también se incluyen en el programa
OvometriK. Attard et al. (2018) proponen un nuevo
método para cuantificar los patrones de variacion
entre los huevos utilizando puntos clave tridimen-
sionales sobre modelos obtenidos por tomografia
computarizada, lo cual elimina los errores inherentes
a la proyeccién de un objeto tridimensional curvado
sobre un espacio 2D y permite evitar las posibles
correlaciones cuando se combinan varios descriptores
de la forma. Sin embargo, el equipo necesario para
hacer estas reconstrucciones digitales es todavia
muy caro para la mayoria de los investigadores y los
métodos fotogramétricos mas asequibles no funcio-
nan con precision en estas formas tan suavizadas y
sin puntos de referencia para alinear las fotografias.
La plataforma R es en la actualidad uno de los pro-
gramas de preferencia en los estudios sobre ecologia
por ser libre, versatil y aplicable a diversas situaciones
analiticas. El trabajo colaborativo de la comunidad de
usuarios ha permitido mantener y enriquecer de forma
constante los repositorios de paquetes y cédigos
para numerosos tipos de analisis. Esta aplicacion
supera algunas de las limitaciones de plataforma,
accesibilidad y numero de variables incluidas en los
productos desarrollados previamente con este pro-
poésito, ademas de que su caracter abierto y flexible

permite adaptarla a otras aplicaciones especificas.
Los préximos pasos deben estar relacionados con
su validacion sobre otros tipos de huevos, de for-
mas mas asimétricas y con distintos patrones de
manchados que pudieran interferir en la calidad de
la identificacion del contorno.
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