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RESUMEN

Los estudios de morfometria foliar generalmente estan limitados por la necesidad de procesar muchas muestras, por lo que la automatizaciéon
del proceso representa una ventaja. En el presente articulo se introduce y valida la aplicacion FoliometriK, en lenguaje R, para la obtencién au-
tomatizada de mediciones de hojas a partir de fotografias digitales, calibradas con una escala de referencia. La aplicaciéon permite obtener ocho
variables lineales primarias (area de la lamina, perimetro, largo del eje central, ancho mayor, altura del ancho mayor y anchos en los cuartiles del
largo) y cuatro angulos (apical, basal y laterales). A partir de estas se calculan dos indices relativos: un indice de forma y un indice de asimetria
lateral. En hojas de base lobulada se obtienen, ademas, la longitud del vértice al extremo de los I6bulos basales, profundidad de los I6bulos, ancho
a la altura del peciolo, angulo entre I6bulos y su area relativa. Se incluyen, ademas, los componentes principales de los descriptores de Fourier
del contorno y las coordenadas de puntos clave a partir de rejillas radiales (equiangulares) o paralelas (equidistantes). Los algoritmos fueron
montados en una aplicacion con interfase html y validados con una muestra de 40 hojas de Avicennia germinans (Avicenniaceae), tomadas en
el campo y medidas, paralelamente de forma manual con un pie de rey y en ImagedJ. Las diferencias entre las medidas manuales u obtenidas
en ImageJ y las obtenidas por la aplicacion de R fueron inferiores a un 3 %, pero el tiempo de toma de datos y la varianza final se redujeron de
forma marcada. Se concluye que la aplicacion FoliometriK permite extraer de manera rapida, precisa y semiautomatica una alta variedad de
medidas de hojas simples y relativamente simétricas con lo cual se espera que sirva para potenciar estudios ecomorfoldgicos, taxonémicos o
de tendencias fenotipicas en poblaciones naturales.

Palabras clave: analisis digital de imagenes, aplicaciéon de R, automatizacion, morfologia foliar

ABSTRACT

Foliar morphometric studies usually are limited by the need of processing many samples. That is why the process automation represents an
advantage. We present FoliometriK as an open application integrated into an R app for obtaining automatic morphometric measurements of plant
leaves using digital pictures and calibrated with a reference scale. The app allows obtaining eight primary lineal variables (blade area, perimeter,
length, maximum width, the height of maximum width and width at three main axis percentile) and four angles (apical, basal and lateral). In basal-
lobed leaves, other variables can be obtained: length from apex to top of the basal lobes, lobes depth, width at petiole, angle between lobes
and relative lobes area. From these variables two relative indexes are calculated: a shape index and a lateral asymmetry index. For geometric
morphometry analysis we also include principal component scores from contour Fourier descriptors and contour landmarks fixed by radial grid
(at constant angles) or parallel grid (equally spaced). Algorithm for image processing and variable calculation was designed in a friendly HTML
interface, integrated into an R app, and validated with a 40 leaves sample of Avicennia germinans (Avicenniaceae), obtained from field samples
and manually measured, at the same time, with a Vernier caliper and in ImageJ. Differences among manual measures or by ImageJ tools and
those obtained by using the R app were less than 3 %, but time of data gather and final variances were markedly reduced. We conclude that
FoliometriK application permit to extract in a fast way, with precision and semi automatically a high variety of measurements from simple and
relatively symmetric leaves, so it is expected that help to promote ecomorphological, taxonomic or phenotypic trait studies in natural populations.
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INTRODUCCION ciones y en andlisis de variabilidad poblacional o geografica
Las hojas tienen un rol fundamental en la produccion primaria (Tsukaya 2018a, 2018b). En el caso de cultivares, el Intituto
de las plantas y son las estructuras aéreas que mejor reflejan Internacional de Recursos Fitogenéticos también las ha pro-
las condiciones ambientales (Diaz & al. 2004, Dkhar & Pareek puesto como descriptores de salud o calidad (Andrés-Agustin
2014). El estudio de la fisionomia foliar es una herramienta & al. 2004, Xu & al. 2008, Depypere & al. 2009). Existen
tradicional en la sistematica, biogeografia, fisiologia y gené- muchos avances en la descripcion de los procesos que de-
tica cuantitativa, e incluso en paleobotanica (Royer & al. 2005). terminan la fisionomia de las hojas (dimensiones y formas)

(Nicotra & al. 2011) pero el desarrollo de estas investiga-
Las medidas de las hojas son empleadas como caracteres ciones requiere del procesamiento de grandes cantidades
taxonémicos, indicadores ecolégicos de calidad ambiental y de muestras, que muchas veces es tedioso y consume un
de expresion de caracteres genéticos, para identificar hibrida- tiempo excesivo.
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En el pasado siglo, el area de las hojas y sus formas eran estima-
das mediante la superposicién en hojas cuadriculadas vy el
conteo de las celdas ocupadas (Li & al. 2008). Se desarrollaron
también ecuaciones alométricas para estimar el area a partir
de las dimensiones lineales, pero no eran suficientemente pre-
cisas para rangos amplios de variedad de hojas (Montgomery
2011, Fownes & Harrington 1991). Posterirmente fueron de-
sarrollados algunos modelos de equipos portables de escaneo
de hojas en el campo, pero eran costosos, limitados a rangos
fijos de tamafos de hojas, pocas variables eran tomadas y
no era posible un analisis retrospectivo, al no almacenar las
imagenes digitales (West & Noble 1984). En la década de los
afos 80 se comenzaron a emplear programas informaticos
para cuantificar y describir la forma de las hojas. De esta
forma, se dieron los primeros pasos para la integracion de
las técnicas de analisis de imagenes digitales y los estudios
de morfologia foliar (Kincaid & Schneider 1983, White & al.
1988), lo que permitié la automatizacién del proceso.

En la actualidad las herramientas digitales se han asociado
fundamentalmente a la descripcion geométrica de las formas
mediante el empleo de los coeficientes elipticos de Fourier
(Kuhl & Giardina 1982, Rohlf & Archie 1984, Leastrel 1997,
Denis 2014), métodos basados en puntos clave (Dickinson &
al. 1987, Rohlf & Marcus 1993), y en el desarrollo de siste-
mas de identificacion automatizada de especies (Guyer & al.
1993, Tian & al. 1997). Las medidas morfoldgicas tradicionales
de las hojas contintan siendo empleadas ya que ninguno de
los enfoques geométricos ha demostrado ser completamente
suficiente para todas las aplicaciones de estas variables
(Gonzalez 2016) y las dimensiones producen informacion
diferente a la de la forma. La automatizacion del proceso de
toma de estas medidas ofrece ventajas notables en velocidad,
repetibilidad, precision y eficiencia, ademas de que disminuye
la probabilidad de errores humanos, el esfuerzo, y el tiempo
requerido para procesar grandes cantidades de muestras.

Existen varios programas para los estudios de las hojas a
partir de imagenes digitales (Bakr 2005, Igathinathane & al.
2006, Weight & al. 2008), algunos de acceso libre como LeafJ
(plug-in del programa ImageJ) (Maloof & al. 2013), LAMINA
(Bylesjo & al. 2008), la aplicacion de Androide Leaf-It (Schrader
&al. 2017), BioLeaf (Machado & al. 2016) y el programa comer-
cial WinFolia. Estos sistemas existentes tienen como desven-
tajas que cada uno se enfoca en pocas variables, no suficien-
tes para analisis morfométricos mas detallados o que no son
liberados como de cédigo abierto, lo cual no permite su ampli-
acion o desarrollo posterior. Varios se especializan solo en el
analisis de los contornos. Otros sistemas existentes tienen algo-
ritmos semiautomatizados con secuencias de pasos complejas
que reducen la velocidad del procesamiento de las mues-
tras y en el caso del programa Winfolia, el costo monetario
es una limitante. ImageJ es una herramienta muy potente
basada en programacion java, comunmente empleada en el
analisis de imagenes bioldgicas de manera general, pero en
ella la automatizacién es mas dificil de lograr. Recientemente,
Chuanromanee & al. (2019) desarrollaron MASS (Morpholo-
gical Analysis of Size and Shape), un programa independiente

en MATLAB que semi-automatiza la toma de puntos claves,
asi como la extraccion y analisis de contornos de las hojas.

En la actualidad, el entorno del programa libre R se ha conver-
tido en el ambiente analitico preferido en investigaciones
ecolégicas (R Core Team 2017). Existen numerosos paque-
tes especializados en los analisis de imagenes y contornos,
pero ninguno se ha desarrollado especialmente para estudios
de anatomia foliar. Katabuchi (2015) present6 el paquete
LeafArea, que permite ejecutar las rutinas de ImageJ desde
el entorno de R y analizar multiples imagenes de hojas pero
solo para calcular su area. El objetivo del presente trabajo es
presentar y validar la aplicacion FoliometriK basada en R, en
formato web, para la extraccion automatizada de variables
morfométricas clasicas y geométricas, a partir de fotografias
digitales de hojas, que facilite los estudios de morfologia foliar.
Esta aplicacion genera salidas de datos compatibles con el
propio programa Ry el MS Excel, por lo que se puede integrar
a diferentes algoritmos de analisis estadisticos. Por ser de
codigo abierto es gratuito, modificable y adaptable a sistemas
de identificacion automatizada de especies u otras muchas
aplicaciones especificas.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion de la aplicacion

FoliometriK se desarroll6 por medio del empleo de una inter-
faz grafica con los paquetes shiny 1.3.2 (Chang & al. 2018),
shinythemes 1.1.1, shinyWidgets 0.4.3, shiny-alert (Attali &
Edwards 2018), shinyBS (Bailey 2015), Momocs (Bonhomme
& al. 2014) todas ellas del repositorio CRAN (Comprehensive
R Archive Network; https://cran.r-project.org/). En el procesa-
miento de las imagenes se emplearon funciones de EBImage
(Pau & al. 2010) del repositorio Bioconductor (https://www.
bioconductor.org/). El codigo es abierto y esta depositado
en el GITHub (https://github.com/VMRA/foliometrik). Al ser
ejecutado se abre la interfase web propia de R pero, opcio-
nalmente, se puede abrir en el navegador de preferencia. La
aplicacion tiene una version online que puede ser empleada sin
necesidad de instalar el programa R, disponible en la direccion:

https://victormramirez.shinyapps.io/foliometrik/.

Las imagenes se pueden cargar en formatos JPG, PNG o TIFF
y automaticamente se separa el canal rojo que se binariza con
un umbral de corte al 50 %, pero ambas opciones pueden ser
modificadas a voluntad para identificar la mejor combinacion
que permita extraer el contorno de la fotografia de la hoja. Las
fotografias deben haberse tomado sobre un fondo homogéneo
y con algun objeto de referencia como escala y se sugiere que
no excedan los 1700 x 2300 pixeles. Se utilizé una modificacion
del algoritmo propuesto por Claude (2008) para extraccion de
las coordenadas de contorno a partir de imagenes binarias. La
imagen puede ser manipulada en términos de borrar algunas
porciones, tanto de fondo como del interior del objeto, con las
opciones de borrado en blanco o en negro (Eraser. Black o
White). Luego se marca sobre el objeto que se desea medir,
sobre todo si en la misma imagen aparecen varios de ellos. Con
esto se genera una silueta del contorno sobre un sistema de ejes
cartesianos, inicialmente con escalas en niumero de pixeles.
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Posteriormente, se entra el valor de medida conocido del obje-
to de referencia en la imagen, para establecer una unidad
de medida fisica y sus unidades (mm, cm, dm, m, plg), en la
pestana Scaling, y se marcan sobre la imagen los puntos que
delimitan la distancia sefialada. Con ello, la figura del contorno
se redibuja con una escala fisica. En el siguiente paso se estan
dariza la rotacion de la imagen, por defecto orientada a lo largo
del eje mayor, que es lo comun en laminas simples, alargadas
u ovoides. En caso de que esto no sea preciso, como sucede
con las hojas con I6bulos, se puede establecer manualmente
el eje central, rotar 90 o 180 grados o invertir, tanto horizontal
como verticalmente, el contorno obtenido. Con estas opciones
debe tenerse cuidado, ya que la rotacion de un contorno afecta
los resultados numéricos de los descriptores de Fourier.

Luego de este paso, a partir del contorno se calculan, por trig-
onometria, las siguientes dimensiones (Figura 1A): (1) largo
(longitud del eje central); (2) ancho mayor (ancho maximo de
la lamina); (3) altura del eje central a la cual aparece el ancho
mayor; (4) ancho de la lamina en los cuartiles del eje central
(percentil 25, 50y 75), el ancho en el percentil 50 puede coin-
cidir con el ancho mayor en hojas perfectamente simétricas;
(5) perimetro de la lamina; (6) area superficial de la lamina;
(7) angulos internos: v1 = angulo en la base del vértice,
v2 =angulo en el apice, m1 y m2 = &ngulos laterales en el punto
del ancho mayor; (8) area de asimetria lateral (area de dife-
rencia entre las mitades derechas e izquierda); y (9) indice de
forma (area superficial/area del rectangulo externo minimo).
Cuando las hojas son lobuladas en la base, se adicionan otras
seis variables (Figura 1B): longitud desde el apice al extremo
de los I6bulos basales (Largo 2), altura de los lI6bulos (distan-
cia entre la base del peciolo y la proyeccion del extremo del
I6bulo mayor sobre el eje central), el ancho a la altura del peciolo,
el angulo entre Iébulos (desde el apice), la distancia entre
I6bulos y el area relativa de los Iébulos (porcentaje del area
inferior entre superior al eje transversal a la altura del peciolo.

Todas estas variables se guardan en un fichero de salida,
en formato CSV, conjuntamente con los datos basicos de la
imagen fuente (nombre, dimensiones en pixeles, longitud del
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entre I6bulos

objeto de referencia, tanto en pixeles como en la unidad en-
trada por el usuario). En caso de abrirse multiples imagenes
simultdneamente, las medidas se van adicionando en el mismo
fichero a medida que se procesan.

Ademas de las medidas lineales se pueden generar ficheros
con puntos clave del contorno identificados por una rejilla
que se superpone a la figura (Figura 1C). La generacion de
los puntos en la interseccién entre el contorno y una rejilla es
automatica, pero ademas es posible agregar puntos manual-
mente. La rejilla puede ser de tipo radial, estableciendo el
numero de radios equiangulares y su origen (basal, en la
mitad de la altura o en el centroide del contorno), o ser para-
lela (equidistante y perpendicular al eje de la hoja). Adicio-
nalmente, se pueden obtener los Descriptores Elipticos de
Fourier (DEF) para el contorno, estableciendo el numero de
armonicos deseado (entre 3 y 100) en dependencia del grado
de complejidad de la Idmina.

Los ficheros de salida de los puntos clave pueden guardarse
en formato TPS y en formato NTS, al igual que los descriptores
de Fourier, que se guardan en formato crudo (cuatro coeficien-
tes para cada armonico por imagen) o como puntajes de los
componentes principales con todos los coeficientes de un grupo
de imagenes. También de forma optativa, se pueden guardar
las coordenadas de los contornos, y las cinco figuras tempo-
rales que se generan de cada hoja (puntos clave, simetria,
Fourier y angulos internos), que se guardan en una carpeta
adicional nombrada Graphics_FoliometriK con propésito de
poder hacer verificaciones de casos andmalos, mas que para
ser utilizadas en los trabajos, ya que tienen relativamente baja
resolucién. Cuando todas las fotografias cargadas inicial-
mente han sido tomadas de forma estandarizada (a la misma
distancia y orientacion, y por tanto con la misma escala) y las
hojas no son redondeadas (lo que dificulta la identificacion
del eje central), se pueden procesar automaticamente para
lo cual se mantienen las opciones de configuracion del analisis
seleccionadas en la primera foto. En la ayuda de la aplica-
cion se presenta con mas detalle esta secuencia de pasos
para el procesamiento de las imagenes de hojas.

C Puntos claves en el contorno

Ancho
percentil 50

Ancho
aaltura " " . . .
del peciolo Rejilla paralela Rejilla radial Rejilla radial
(seis divisiones) con foco central con foco en vértice
/ o en centroide basal

(cinco divisiones) (tres divisiones)

Fig. 1. Mediciones que extrae automaticamente FoliometriK a partir de las fotografias digitales de las hojas simples (A), lobuladas (B) y puntos

clave automaticos en el contorno segun los tipos de rejillas (C).

Fig. 1. Automatic measurements extracted by FoliometriK from simple leaves digital pictures (A), lobed leaves (B) and automatic contour landmarks

by fan type (C).

Los articulos de acceso abierto publicados en la Revista del Jardin Botanico Nacional se distribuyen segtin regulaciones de Creative Commons Attribution 4.0 International licence

(CC BY 4.0 — https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

URL: www.rjbn.uh.cu

17

ISSN 2410-5546 RNPS 2372 (DIGITAL) - ISSN 0253-5696 RNPS 0060 (IMPRESA)


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Ramirez-Arrieta, V.M. y Denis Avila, D.: Aplicacion para mediciones morfométricas de hojas

Validacioén de la aplicacion

Para validar el funcionamiento de la aplicacion se tomé
una muestra de 40 hojas de Avicennia germinans (L.) L.
(Avicenniaceae), fotografiadas con una escala de 30 mm, y
que fueron medidas manualmente con una regla de 1 mm de
precision. Solo se emplearon las dimensiones primarias mas
tradicionales (largo, ancho maximo, area y perimetro), ya que
la mayor parte del resto de las variables son derivadas
matematicamente. A través de las mismas fotografias, con el
empleo del programa ImageJ, se obtuvieron las mismas
dimensiones primarias y, ademas, las areas y perimetros.
Los descriptores elipticos del contorno se procesaron
manualmente con el programa Shape v.1.0 (lwata & Ukai
2002) segun el algoritmo descrito por Denis (2014). La
informacion de los DEF se condensa y presenta en un Analisis
de Componentes Principales (ACP). La consistencia entre
los resultados de cada procedimiento se evalud a través
del indice de correlacion de Pearson, y ademas los valores
medios se compararon por medio de pruebas t y Analisis de
Varianzas de clasificacion simple (previa verificacion de la
normalidad y homogeneidad de varianza de los datos). El
andlisis estadistico se realiz6 en el programa R v.3.6.1. Las
imagenes utilizadas en la validaciéon pueden ser descargadas

desde https://github.com/VMRA/foliometrik_dataset.

RESULTADOS

La comparacion entre las dimensiones de las hojas por me-
diciones manuales, con las obtenidas por medio del progra-
ma Imaged y por la apicacion FoliometriK no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (Figura 2), con la
excepcion del perimetro. El perimetro y el area de las laminas,
cuyos valores solo se compararon entre los estimados por
la aplicacion de R y el programa Imaged, también fueron
consistentes entre ellos (Figura 3). Aunque ambos métodos
muestran una fuerte asociacion entre los resultados, el
perimetro en sus estimados resulta mucho mas variable que
el area.

Los Descriptores Elipticos de Fourier (DEF) del contorno,
para una misma cantidad de armdnicos, tampoco mostraron
diferencias en sus valores, y el analisis de componentes princi-
pales permite el ordenamiento de los casos en funcién de sus
formas (Figura 4). Las imagenes de las siluetas, generadas
como salida de FoliometriK pueden ser empleadas para su
integracion a las figuras estadisticas y mejorar la comunicacion
visual de los resultados.

Las mediciones que obtiene la aplicacion FoliometriK a partir
de las fotografias de las hojas permiten varios enfoques al
estudio de las formas y asimetrias. Las mas directas son
el indice de asimetria dado por las diferencias en areas
laterales (Figura 5A), el indice de forma y las razones entre
los angulos interiores opuestos. Los angulos interiores
representan un eficiente para el ordenamiento de las hojas
en relacion a sus formas (Figura 5B). Un tercer enfoque
puede ser las comparaciones entre los anchos de la lamina
en cada cuartil.

DISCUSION

Los resultados obtenidos certifican el valor de la aplicacién
FoliometriK, desarrollada para realizar mediciones morfo-
métricas de hojas a partir de fotografias digitales. Todas las
variables, excepto el perimetro de la lamina, tuvieron una alta
consistencia entre las mediciones tomadas fisicamente o con
otro programa de uso cientifico, plenamente validado, como
el ImageJ (Schindelin & al. 2015).

La diferencia en el caso del perimetro se debe a que, al ser
calculado a partir de fotografias digitales procesadas, su valor
depende, directa y muy estrechamente, del procedimiento de
binarizacion, del umbral de corte seleccionado y de los filtros
de suavizado de bordes (dilucién o erosion) que se hallan
empleado. Por la naturaleza fractal de esta medida, el tamafio
de las imagenes y su resolucion posiblemente también influ-
yan de manera marcada. En los procedimientos automatiza-
dos el umbral de corte para binarizar las imagenes se estan-
dariza a un mismo valor efectivo, pero cuando se emplean las
fotografias con procedimientos no automatizados, estos los
umbrales son fijados manualmente por el investigador, imagen
aimagen. Con ello se adiciona una variabilidad diferente y por
tanto no son exactamente comparables, o rinden resultados
con mas diferencias entre ellos.

Los angulos interiores de las hojas son otras variables que,
con la aplicaciéon FoliometriK, se pueden obtener de manera
sencilla y pueden incorporarse al conjunto de descriptores
cuantitativos de las hojas en muchas investigaciones. Estos
no han sido muy empleados como medidas morfométricas
por la dificultad de su obtencién, pero también permiten carac-
terizar las formas, con la gran ventaja de que son invariantes
ante la talla y orientacion de los objetos (Adams & al. 2004).
Por esta razén, los enfoques de morfometria geométrica basa-
dos en angulos no se incluyen en el paradigma Procrustes,
al no requerir estandarizaciones ni registros previos de las
imagenes.

El empleo de fotografias digitales tiene varias ventajas sobre
los métodos tradicionales de medicién manual, sobre todo
porque el trabajo de campo se agiliza y las fotografias se
pueden guardar, lo que posibilita la repeticion de las medi-
ciones en caso de dudas o la identificacion de casos extremos.
La recolecta de hojas y su herborizacidon, como alternativa,
puede alterar las dimensiones de las laminas foliares por el
proceso de deshidratacion y requiere de mayor espacio y re-
Cursos para su conservacion en el tiempo. Ademas, el material
herborizado presenta una mayor susceptibilidad al deterioro
o pérdida por la manipulacién, y tiene mas limitaciones de
accesibilidad para especialistas de otros lugares.

La automatizacion de las mediciones morfométricas de las
hojas por procedimientos como el desarrollado por FoliometriK
permite el procesamiento de grandes volumenes de hojas
en corto tiempo y las mediciones son mas estandarizadas y
menos propensas a la variabilidad impuesta por el investigador.
Estos procedimientos pueden integrarse a otros estudios como
los relacionados a los sistemas de identificacion automatizada
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Fig. 2. Comparacion entre los resultados de las mediciones basicas de largo y ancho maximo de una muestra de 40 hojas de Avicennia germinans,
medidas manualmente, con el programa ImageJ, y los extraidos automaticamente por la aplicacion FoliometriK de las fotografias calibradas. Se
muestran ademas los resultados de las comparaciones estadisticas.

Fig. 2. Comparison between results from leaves basic measures of long and maximum width in a sample of 40 leaves of Avicennia germinans,
manually obtained, using ImagedJ, and those automatically extracted by FoliometriK app from calibrated images. Statistical comparison test results
are also shown.

Los articulos de acceso abierto publicados en la Revista del Jardin Botanico Nacional se distribuyen segtin regulaciones de Creative Commons Attribution 4.0 International licence
(CC BY 4.0 — https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) URL: www.rjbn.uh.cu ISSN 2410-5546 RNPS 2372 (DIGITAL) - ISSN 0253-5696 RNPS 0060 (IMPRESA)

19



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Ramirez-Arrieta, V.M. y Denis Avila, D.: Aplicacion para mediciones morfométricas de hojas

< 3400 < 300 = < o
£ £ E t=1314; p=0,19 £ 300 t=-345,p=0001 o %00
£ 3200 g Y © intercuartil
2 2 280 £ 3500 s mediana
€ 3000 € < < 280
c c
3 3
82800 & 260 260
= = 3000
£ 2600 E
£ E
o o
2 2400 £ 20 240
c £
< 2200 5 2500
o 220 220
2000
1800 200 2000 200
1600 180
180
1400 1500
r=0,995 r=0,870 160
1200 160
1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 140 160 180 200 220 240 260 280 Foliometrik ImageJ Foliometrik ImageJ
Area (mm2)(segtin ImageJ) Area (mm)(segtin ImageJ) Origen de la medicion Origen de la medicion

Fig. 3. Comparacion entre los resultados de las mediciones basicas de area y perimetro de una muestra de 40 hojas de Avicennia germinans,
con empleo de un plugging del programa ImageJ y los extraidos automaticamente por la aplicacion FoliometriK, de las fotografias calibradas. Se
muestran ademas los resultados de las comparaciones estadisticas.

Fig. 3. Comparison between results from leaves basic measures of long and maximum width in a sample of 40 leaves of Avicennia germinans,

manually obtained, using ImageJ, and those automatically extracted by FoliometriK app from calibrated images. Statistical comparison test results
are also shown.
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Fig. 4. Comparacion entre los Descriptores Elipticos de Fourier (DEF) promedios de una muestra de 40 hojas de Avicennia germinans, extraidos
a través del programa Shape v.1.0 (A) y los obtenidos automaticamente por la aplicacion FoliometriK a partir de las fotografias calibradas (A) y
su ordenamiento en un espacio de Analisis de Componentes Principales (B).

Fig. 4. Comparison between mean Elliptic Fourier Descriptors (EFD) and its ordering in a Principal Component space for a sample of 40 leaves of
Avicennia germinans, obtained by using program Shape v.1.0 (A) and those automatically extracted by FoliometriK R app from calibrated images (B).
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Fig. 5. Distribucién de las areas de asimetrias laterales (A) y los angulos interiores (B) en una muestra de 40 hojas de Avicennia germinans
extraidas, a través de la aplicacién FoliometriK, de fotografias calibradas. El grafico de caja y bigote representan la mediana, distancia intercuartil
y el rango. Letras (a y b) indican las representaciones de los casos extremos.

Fig. 5. Distribution of lateral asymmetries (a) and inner angles (b) in a sample of 40 leaves of Avicennia germinans, obtained by using FoliometriK
app from calibrated images. Box-plot represent median, quartile range and range. Letters (a and b) indicate extreme cases representations.

de especies (Hearn 2009) o los relacionados con ecologia
espacial y sistemas de informacién geografica (sobre todo si
las imagenes contienen en sus metadatos la informacién de
las coordenadas de adquisicion).

La aplicacion que se presenta ha sido disefiada para hojas
simples tipicas, aunque puede manejar hojas de formas
variadas. Sin embargo, pudiera presentar limitaciones con
las hojas de formas mas alejadas del tipo tradicional, como
las muy alargadas (aciculares, filiformes, lineares o subuladas).
En las hojas peltadas las mediciones de los ejes centrales
representan los diametros de la lamina, ya que van de borde
a borde, y en ellas el peciolo es perpendicular a la lamina
e interno. Las longitudes calculadas tendrian poco valor en
el caso de las hojas flabeladas o bipartidas y cumplirian solo
la funcién de alinear el contorno para la obtencion de las
demas variables. Las hojas de formas altamente irregulares,
como las palmatifidas, palmatisectas, pinnatifidas o
pinnatisectas, pueden llegar a presentar dificultades en cuan-
to al numero de armoénicos que se requeririan para recoger
la forma con precision y obtener los descriptores de Fourier.

La forma en aquellas hojas de bordes fuertemente serrados
también pueden ser mas dificil de capturar con los descrip-
tores de Fourier y las medidas de anchos incluiran a los dientes
del borde. La remocién del peciolo también debe hacerse
cuidadosamente y es necesario considerar que en algunas
plantas no hay un limite claro entre este y la superficie de la
lamina. Una limitacion que FoliometriK comparte con los otros
sistemas previos de mediciones automatizadas es que solo
mide los ejes centrales en lineas rectas, sin tener en cuenta
curvaturas longitudinales de las venas centrales. Por ello, las
longitudes pueden estar distorsionadas en hojas con marca-
das asimetrias laterales. De igual forma, en hojas que no
sean exactamente planas, sino que tengan curvaturas de la
lamina en profundidad (eje Z), las areas seran solo de la

proyeccion planimétrica que se recoge en la fotografia, lo
cual subestima el area verdadera. Los orificios interiores en
algunas laminas no son excluidos del area total, cuyo algo-
ritmo de calculo se basa en el contorno externo digitalizado y
no en el conteo de pixeles de la imagen original.

CONCLUSIONES

La aplicacion FoliometriK, a pesar de estar limitada en su
aplicacion a hojas simples y relativamente simétricas, permite
extraer de manera rapida y semiautomatica una alta variedad
de medidas con lo cual se espera que sirva para potenciar
estudios asociados a la morfometria foliar. Su integracion al
entorno analitico de R y el codigo abierto también le brindan
mayor flexibilidad a esta aplicacion que otros programas
precedentes para analisis de hojas a partir de imagenes. Las
mediciones foliares que se obtienen pueden emplearse en
las evaluaciones de tendencias fenotipicas en las pobla-
ciones naturales y estudios ecomorfolégicos o taxonémicos.
Futuras extensiones al cédigo pudieran relacionarse a la
cuantificacion del color, del patrén de venacion y otras variables
relacionadas al aserrado de los bordes o simplemente a la
adecuacion a objetivos de investigacion particulares.
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