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RESUMEN

Las técnicas tradicionales para la identificacion de parasitos son
lentas y laboriosas, requiriéndose de especialistas por grupo
taxondmico para lograr una correcta identificacion especifica. Los
ciliados ectoparasitos abundan en los peces en cultivo y dentro de
estos los tricodinidos predominan en las tilapias ocasionando
mortalidades en sus primeros estadios de vida. Su identificacion
genérica es relativamente facil mientras que la diagnosis
especifica es laboriosa debido a la alta variabilidad intraespecifica
que poseen algunas especies. Mediante taxonomia tradicional y el
uso de correlacion digital invariante a posicion, rotacion y escala
que utiliza filtros compuestos se identificaron cuatro especies del
género Trichodina procedente de la piel y aletas de Tilapia nilotica
variedad egipcia. Se realizaron 300 frotis de la piel y aletas de los
peces objeto de estudio, los cuales se tifieron con nitrato de plata
de acuerdo a la técnica de impregnacién argéntica de Klein para
la observacion detallada de las estructuras del disco de fijacion y
con la tincién de Harris para la observacion del aparato nuclear,
Los criterios taxonémicos usados fueron los ilustrados por Lom y
Dykova (1992). Se capturaron las imagenes de los organismos
identificados por medio de una video camara (Sony CCD IRIS) de
alta resolucion conectada al microscopio. Las especies halladas
fueron Trichodina pediculus, T. centrostrigata, T. magna y T.
nigra; las cuales constituyen nuevos registros de hospedero y
localidad geografica; con excepcion de T. centrostrigata que ya
habia sido registrada para T. nilotica; aunque no para Meéxico. La
identificacion automatica da las cuatro especies bajo estudio se
llevo a cabo mediante el desarrollo y aplicacion de un algoritmo
matematico dentro de un proceso de reconocimiento de objetos
(correlacion digital invariante) basado en los patrones de
difraccion de las especies parasitas. Este algoritmo tiene como
caracteristica esencial el poder reconocer al objeto a pesar de que
en el plano de localizacién del mismo este tuviera cambios de
posicion, rotacion o de escala. Se confeccionaron filtros
compuestos seleccionando algunas variaciones morfologicas para
las diferentes especies de tricodinidos. La identificacion mediante
el procesado digital de las imagenes es efectiva y rapida en la
discriminacion de estas especies al obtener un 100% de
probabilidad de confianza en el reconocimiento, despues de
realizarse la multiplicacion de los tres canales monocromaticos.



1. INTRODUCCION

La produccitn acuicola de peces estdé dominada por tres grupos de
especies; carpas, tilapias y ciprinides. La tilapia y otros ciclidos son el tercer
grupo de mayor importancia con una produccién anual de 1'264,719
toneladas en 2000 (FAO).

l.as tilapias han sido introducidas para la acuicullura y con propdsites
pesqueros en la mayoria de los palses tropicales alrededor del mundo. El
cultivo de tilapia se Inicio en México desde 1984 vy en la actualidad se ha
convertido en un importante recurso en un liempo relativamente corto.
Ademas, con et transcurse de 10s anos se corroboro su gran resistencia y
adaptabilidad al medio, quée ha hecho que este recurso sea considerado
como uno de los mas imponantes de la piscicullura mexicana (Sosa-Lima,
2000},

De acuerdo con ia FAQ (2000), México lleng el quinto lugar en la
produccion de titapia en America. Sin embargo, las cifras de la SEMARNAPR
(2000) que incluyen la produccidn pesquera derivada de la acuicultura
muestran a Mexico como el mayor productor de tilapia en América
(Fitzsimmons, 2000).

En su ambiente natural los peces presentan poca susceptibilidad a las
gnfermedades. Sin embargo, bajo cullive eslas especies se ven afectadas
debido a que los organismos estan sometidos a cambios repentinos en la
calidad del agua y estrés causados por el manejo (Kabata, 1985).

El esludio de los parasitos como agenies patogenos para los peces
hospederos es importante en el proceso produclivo, en particular en lag
condiciones de 1os cultivos, Las infestaciones en los peces aumentan cuando



sg cultivan intensivamente, ya que la elevada densidad provoca un
incremento en las poblaciones de los parasitos, o que puede ocasionar
epizootias, principalmente en el caso de log pardsilos de ciclo directo como
ciertos protozoos (Woo, 1999).

Los estadios larvarios de los peces son los mas susceptibles al desarrollo
de enfermedades protozoarias, dentro de las cuales se pueden sefalar a la
tricodiniasis por su frecuencia y efecto negativo en la gran mayoria de los
cultivos de peces. Se han encontrado tricodinidos parasitando especialmente
a peces debiles en poblaciones superpobladas en estanques de
aprovisionamiento cuyos ambientes son bajos en oxigeno (Snieszko y
Axelrod, 1971). Los cultivos de ciclidos y campas son comanments afectados
por tricodinidos causanies de brotes epizooticos y pérdidas econdmicas
tmportantes en el cultivo (Paperna, 1996).

La identificacion de parasitos se considera de gran importancia, aunque es
problematica en gran medida, particilarmente en organismos que estan
astrechamente relacionados y cuyos efectos patolegicos son vanables. La
identificacion genérica de ectoprotozoos es relativamente facil mientras que
la diagnosis especifica es ienla, Iabonosa y requiere del empleo de linciones
especiales y consultas con expertos del grupo laxondmico a identificar. En un
frotis dae la superficie de la piel o branquias de un pez es posible encontrar
varios géneros y espedces de ciliados pardsitos, asi como estadios de
desarrollo de prolozoos que requieren de un especialigta para  su
determinacion especifica, Existen varos géneros de citiados que se reportan
colectivamente como tricedinidos. Estos incluyen los géneros Trichodina,
Trichodinelia, Tripartiefla y Vauchonja (Lom y Dykova, 1992),

Casi todas las espacies de tricodinidos clinicamente Imporantes infestan
la piel ylo las branquias de los peces. Algunas Infectan la vejiga unnaria,
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oviductos o tracto gastrointestingl, pero no se consideran como patégenos
probados (Post, 1983), En general, los tricodinidos de mayores tallas son
considerados organismos oportunistas, infestan la piel y habitan un Intervalo
amplio de hospederos, mientras que las especies menores, infestan las
branquias y s0lo a una o pocas especies de peces (Noga, 1996). Dentro de
astos ullimos se puede sefalar a Trichodinag cenfrostrigata que parasita
también la piel y provoca altas pérdidas en las poblaciones de juveniles de
peces (Van As y Basson, 1987).

Los taxonomos han desarrollado diversas técnicas que consisten de
tinciones especiales y han aplicado distintos métodos para ta identificacion de
los tricodinidos (Lom, 1958). Van As y Basson (1989) adicionaron un método
aspecifico y conslante que complementa el sistema de Lom (1958), pero no
lo sustituyen, En la actualidad estos parasitos se identifican mediante estos
métodos tradicionales al wtilizar la  impregnacion argéntica de Klein para la
observacion detallada de las estructuras del disco de fijacion y la tinclon da
Hematoxilina de Harris y Giemsa para la observacion del aparato nuclear
como informacion adicional (Lom y Dykova, 1992),

Las técnicas de tincidon mencionadas  anteriormente son s6lo una
herramienta para la Identificacion de estos organismos microscopicos. Para la
determinacion taxonomica son necesarias ademas las mediciones de las
astructuras esqueleticas, nucleares y ciliares. El enfasis puesto sobre varias
caracteristicas anatomicas han variado con el tiempo y los trabajos recientes
se refieren solamente a la estructura del disco de adhesion (Gaze y Wootten,
1998).

Las muestras procesadas deben ser evaluadas por un observador con
experiencia cuya capacidad depende del gran numaro de muestras que tenga
que analizar. La observacion de Ia ldmina es una actividad aburrida y las



mediciones de las estructuras son muy laboriosas, ya que consume mucho
tiempo y produce cansancio, esto repercute en la validez de las
observacionas conforme ol numero de muestras se incrementa. La utilizacidn
de metodos automatizados puede ser la respuesta a este problema, §i se
logra hacer una lectura de las ldminas en forma aulomatica, los
investigadores se veran relevados de la tediosa actividad de identificar y
medir organismos y eslo redundara en mayor eficiencia para esta tarea. En
aste sentido, los sistemas opticos y digitales de reconocimiento empiezan a
ser de interés para los laxdénomos y bidlogos, ya que permite mas facilmente
hacer mejores observaciones sobre la presencia de algun microorganismo en
el ambiente.

Desde la introduccion de las técnicas de filtraje por Vander Lugh (1964),
los métodos de correfacion optica basados en la forma de los objetos se han
venido utilizando con éxito en &l reconacimiente de patrones, por lo cual, se
han desarrollado diferentes tipos de filtros con el proposito de reconocer
diversos objetos. Sin embargo, el reconocimiento de un protozoario es un
problema complejo. La gran variabilidad morfométrica y meristica de los
protozoos dificulta su identificacion, ademdas de ser organismos complejos
muchas especies dentro del mismo género comparten la misms forma vy
tamario en sus denticulos (Basson, Van As y Paperna, 1983) EI género
Trichodina liene el cuerpo prtasilonadc:a, en forma de disco, con superficie oral
levemante convexa, presenta como caracteristica principal un anillo de
dientes que puede variar en numero y forma. Tiene una serie de cilios en el
borde extremo de la membrana celfular, ciliatura entre el anillo denticuiado,
macronucieo en forma de salchicha o de herradura y  microndcleo
redondeado poco visible, mide aproximadaments de 30-100 micromstros y su
tono es claro casi transparente, estas caracteristicas son muy parecidas en
las distintas especies de fricodinidos, Jo cual hace dificil 1a identificacion,



Para resolver este problema, al frotis del muce de la superficle de la piel
conteniendo tricodinidos se e aplica nitrato de plata, esta sustancia es muy
oxidante y al contacto con la luz UV o los rayos solares reaccions y se torna
marron, el tono varia dependiendo de la concentracion o como las estructuras
argentdfilas sean reducidas. Esto permile la observacion de las estructuras
esqueléticas del disco de fijacidn, haciendo visible todas las estructuras de
quitina de este organismo. Por olro lado la correlacion digital a color
incrementa la capacidad de los filtros para el reconocimiento de patrones. E
analisis de la informacidn tanto de la forma como del nimero de denticulos
seria la varante metodoldgica que da la posibilidad de Identificar al
protozearic con eficiencia.

El color del parasito depende de la tincién wlilizada al preparar la muestra,
ast que el color introduce informacion adicional para la efectividad del
reconocimiento, La descomposicion de un objeto policromatico en tres
canales monocromaticos rojo, verde y azul (RGB) permite realizar un
reconncimiento independiente en cada uno de ellos, la suma de estos
resultados produce un alto nivel de certeza en la identificacion del organismo.
Los cambios de morfologla, crientacion y tamafio de este parasito son un
problema que se tiene que resolver, para eslo se nhecesila un sistema
invariante a posicion, escala y rotacion, L.a transformada de escala, asl como
ta transformada de Mellin y la transformada de Fourier se utilizan para poder
tener un reconocimiento independients de estas caractaristicas.

La mayor Informacion sobre (os estudios de parasitos de peces en México
estd restingida a los helmintos (Lamothe-Argumedo et al, 1996; Moravec y
Fajer, 2000), sin embargo, los registros sobre protozoarios parasitos v en
especifico sobre ciliados parasitos estan limitados al reporte de Trichodina
symimelrica en Sarotherodon hornorum y O. mossambicus en cullivo en
México (Lazaro-Chavez, 1985), y para T.wellborni en peces de la familia



2. ANTECEDENTES

Ei género Trichodina habita en un amplio espectro de invertebrados
acuaticos y vertebrados e infecta indistintamenta tanto peces marings como
peces de agua dulce, ocasionando la enfermedad conocida como
tricodiniasis (Post, 1983). Los efectos negatives de esta enfermedad son
variables dependiendo de la edad de los peces y sy estado fisioldgico. Los
astadios larvarios son 108 mas afeclados cuyos signos dinicos consisten en
incremento de la cantidad de moco de color blanquecino, deshitachamiento
de las aletas, lelargia, anorexia, perdida de escamas y tendencla a agruparse
cerca de las entradas de agua. Los peces presentan hiperemia de la piel y
cuando estan involucradas las branquias puede causar asfixia, el problema
es mas complicado cuando hay infecciones secundarias, trayendo como
consecuencia enfermedades bacterianas; tas cuales constituyen un conjunto
de procesos considerables en ta patologia de los peces. Pero su importancia
no viene dada solamente por las peérdidas econdmicas que ocasione, en
cualquiera que sea el tipo de produccion piscicola que se considere, sino
tambian por su impacto sobre poblaciones silvestres y por la amenaza
sanitaria que directamente repregentan algunos gérmenes bactenanos, La
liberacion de bactenas por los peces enfermos puede producirse a través de
lesiones ulcerativas culaneas o por diversas secreciones ¢ excreciones
ocasionadas por tnicodinidos, Tal enfermedad &l igual que ofras
enfermedades representan para la actividad acuicola un grave y persistente
problema debido a que las especies afectadas son lag mas consumidas y de
buen precio en el mercado, esto a su vez disminuye @ rendimiento de la
produccion de granjas y cenbros piscicotas (Snieszko y Axelrod, 1971).

La mayoria de los frabajos clentificos sobre estos cilados estan
enfocados principalments a su taxonomia, la cual se inicid con el trabajo de



Ehrenbery (1838) para Trichodina pediculus de la Hydra. El género
Trchoding es ¢l mas grande dentro de la familia Trichodinidae (Raabe, 1959),
Mas de 100 especies han sido descritas para peces, la mayoria mediante el
emplen de la impregnacion argéntica de Klein y otras 69 especies han sido
inadecuadamente desctitas (Lomy Dykova, 1992).

En contraste con su importancia econémica y abundancia en el ambiente
acuatico, la exacta identificacion de cdliados tricodinidos con frecuencia
paermanece incierta o es realizada inadecuadamente, almededor de 200
especies reprasentantes de 10 géneros estan descritos dentro de la familia
Trichodinidae, la cual estd caractenzada por la longitud de su espiral cliar
adoral y la forma de los denticulos del disco adhesivo, Eb género mas
abundante es Trichodina y comprende mas de 170 especies (Dobberstein y
Palm, 2000).

L.os estudios mas intensos se han realizado para la fauha africana surefa
principalmente en ciclidos (tilapias), donde la especie mas importanie es el
cicido indigena Oreochromis mossambicus, pero este estudic se ha
extendido mas alla de estas fronteras para incluir las desciipdonas en su
mayoria de peces de agua dulce basado sobre material de Israel y Taiwén
(Basszon et al., 1983).

En el sur de Africa algunas de las especies de carpas provenientes del
Este, como la carpa comun Cyprinus carpio, la carpa plateada
Hypophthalmichthys molitrix y 1a carpa herblvora Ctenopharyngodon idella
fueron introducidas para el proposito de culivaros (Cortés vy Arredondo,
1976). Lstas introducciones de ciprinidos exéticos fueron responsables de la
introduccion de varios parasitos al sur de Afica y se cree que algunos
tricodinidos de atguna manera llegaron al continente afmcano por esta via (Du



Plessis, 1952; Lombard, 1968; Sarig, 1971, Hine, 1977, Jackson, 18978
FPapema, 1980),

El movimiento intercontinental de peces de agua dulce para vanos
propositos ha sido un proceso continue por muchos aflos. Varos parasitos de
peces fueron distribuidos con sus hospederes y establecidos en diferentes
partes del mundo. Casos confirmados de la introducion de tricodinidos
incluye Trichodina reticulata Hirschmann y Partsch, 1955, onginalmente de
Asia y ahora establecida en Europa (Lom, 1960), en el Este medio (Basson,
Van As y Paperna, 1983) en los Estados Unidos (Hirschmann y Parisch,
1855, Lom y Hoffman, 1964, Wellborn, 1967) y recientemente en el Sur de
Africa (Basson y Van As, 1993). Tricodinidos africanos ahora establecidos en
ofra parle incluye T. cenfrostrigata (Basson, Van As y Papama, 1983) y T.
heterodentata (Duncan 1977), ambos asociados con ciclidos en Africa
{Basson et af, 1983; Van As y Basson, 1989, 1892), los cuales estan ahora
establacidos en Taiwan (Van As y Basson, 1886), las Filipinag (Natividad,
Bondad-Reantaso y Arthur, 1986; Bondad y Arthur, 1989) e lsraegl (Van As vy
Basson, 1986),

lL.a introduccion de pardsitos via hospederos de peces ha tenido
implicaciones en algunas evaluaciones de taxonomia de tricodinidos, esto se
refiere principalmente a la especie de O, mossambicus por ger un hospedero
portador de diferentes especies de tricodinidos (Trichodina acuta, T. nigra, T.
pediculus, T, mufabilis y T. heterodentata) registradas en las Filipinas por
Duncan en 1977, posteriormente encontradas en Afica del Sur e Israel
{Basson at. al., 1883}, asl como en Taiwan (Van As y Basson, 1989, 1992) en
egte mismo hospedero. Este cuestiond la validez de algunas de las
identificaciones relacionadas con las especies de tricodinidos mencionados
(El-Tantawy y Kazubski, 1986 | Kazubski, 1968 y Kazubski, 1981).



Muchas de las descripciones para fa Identificacion de las especies
realizadas previas al empleo de |a Impregnacion argéntica de Klein y al
establecimiento del criterio uniforme descrito por Lom en 1958 fueron
inadecuadas. Esto s¢ debid a la dificultad para observar claramente ja
morfologia de tos denticules mediante el empleo de ofras téecnicas de tincion
y @ la inexistencia de un procedimiento uniforme para realizar ias medicionas
necesarias. Sin embargo, vanos autores persistieron todavia en describir
tricodinidos sin tener en cuenta esta metodologia (Basson y Van As, 1994).

Lom (1958) detalld las caracteristicas especificas que se han usado como
base para |a taxonomia de tricodinidos y lag medicionas a realizar de las
astructuras esqueleticas, nucleares y ciliares,

Kazubskli (1967) utilizo los criterios de Lom (1958) para aumentar el
conpcimiento de la impregnacion det  disco adhesivo como una estruciura
taxonomica, primeramente con un estudio sobre el crecimiento de los
glemenios esgueléticos en T, pediculus y posteriormente con una sucesion
de trabajos de invesligacion sobre {as vanaciones morfoldgicas del disco
adhesivo (Kazubski, 1985, 1967, 1968 y 1874), lo cual dit lugar a la revision
del estatus taxonomico de estas especies revisando {a informacién anterior e
introduciendo las caracteristicas de estas especles en vanas localidades,
incluyendo areas de Sudafrica que sufre de ta influencia de la introduccion de
especies de peces fordneos (Van As y Basson, 1989).

Un factor importante a considerar @s que el crecimiento de los elementos
esqueleticos es importante para determinar la madurez de los especimenes
individuaimente, Los tricedinidos ge reproducen por fision binaria, por 1o tanto
08 individuos gue se encuentran en esta fase de reproduccidn presentan por
lo general la mitad dal numero de los componentes esquelélicos, los cuales
deben de ser excluidos de los analisis taxonomicos (Kasubski, 1968).
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Aunque los trabajos de Lom (1958) sefialan la forma de denticulos como
una caracteristica de diagnostico, na proporciona un mélodo especifico y
constante de describir y comparar fa forma del denticulo, Las caracteristicas
propuestas por este autor son suficientes al diferenclar entre especies
ampHamente diferentes, pero esto no es suficiente para diferenciar entre
especies de tricodinidos donde la forma de los denticulos exhiben solamente
diferencias menores (Paperna, 1983).

Los intentos mas recientes para mejorar el criterio para la descripcion del
disco adhesivo fueron los de Van As y Basson (1989), Ellos propusieron “un
método para describir 1a forma de los denticulos mediante la construccion de
ineas desde el centro del disco adhesivo al extiremo de los denticulos, el cual
provee los puntos de fijacion de referencia que pueden ayudar en una
descripcion precisa de los elementos denticulares”. Este método requiere una
fotografia aumentada o un dibujo v ha sido aplicado en la revision de
especimenes itustrados en la literatura, Este sistema permite indudablemente
descripciones precisas de los organismos;, pero se dirge mas a
comparaciones entre individuos que a poblaciones,

Basson ef al (1993), sugirieron que el diametro del cuerpo debe ser
excluide de las descripciones debldo al alto grado de variabilidad vy
deformacion. El término didmetro del cuerpo para representar el didmetro del
disco adhesivo més el borde de la membrana parece ambiguo y esta
separado del criterio de Lom,

Por otro lado, Lom y Dykova (1992) refisren que la morfologia del disco
adhesivo @s conclusivo para fa taxonomia. Su estatus taxondémico esta
basado sobre la estructura de la ciliatura bucal, las caracteristicas del disco



adhesivo y e numero de sus constituyentes. Datos suplementarios se
provean sobre la configuracion del nucleo.

Este criterio introduce caracteristicas adicionales; las cuales habilitan y
proporcionan una mejor compresion en fas diferentes formas que pueden
presentar los denticulos, Su empleo debe ser complementario al sistema de
Lom (1958) y no una sustitucion de éste (Basson y Van As, 1994).

2.1 El patrén de difraccion como punto de partida para |a
identificacion automatica

Una de las alternalivas a los métodos tradicionales pueden ser los
sistemas Opticos coherentes que se han desarroliado para la identificacion
de diversos objetos a partir de su patron de difraccidon o transformada de
Fourer (TF). El patrén de difraccion contiens toda ta informacion de las
frecuencias de los objetos a detectar,

Basados en la transformada de Fourder o patron de difraccion se han
desarrollado diversas técnicas para el reconocimiento optico de patrones.
Lo primeros experimantos de filtraje de imdgenes fueron realizados a fines
del siglo antepasado por Abbe (1893) y retomados por Poter (1908). En eslos
primeros trabajos se establecieron las bases para ¢l tratamiento dptico de
imagenes a traves de su espectro de frecuancias,

Maréchal (1952} introdujo lo que se conoce como correlacionador dptico,

utitizando la transformada de Fourier para mejorar 1o calidad de fotografias
mediante filtraje de tuz coherente.
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Vander Lugt (1964) inicié con el uso de técnicas coherenles &l
reconocimiento de patrones mediantg fillrados acoplados o "clasicos” a través
de correlaciones matematicas de la imagen de entrada con la imagen
grabada en el filtro, reconociendo los efectos sin imporar su posicion en et
plano de entrada gracias al patron de difraccion que coloca la informacion en
el centro de las coordenadas del plano de referencia,

Posteriormente se han desarrollado diversas techicas de filtraje espacial
que han sido utilizadas ampliamente para el reconocimiento de diversos
objetos. En un principio esta aplicacion se centraba en iz industia militar
(Caufield y Maloney, 19689 Casasent y Psallis, 1976; Leclerc e! al, 1989,
1991). A partir de los afios 70 se han incluido para reconocimiento éptico
imagenes cada vez mas complejas con ohjetos movidos, rotados, escalados,
degradados o fuera de foco. Esto ha dado fugar al desarrollo de téonicas
invariantes, es decir, fécnicas que reconocen como idénticos a objetos
iguales & pesar de tener cambios da posicion, escala, rotacion, etc. 8Sin
embargo, el procesamiento invariante &s una tarea dificil y es por eso que
hay multiples técnicas encaminadas a resolver este problema (Caimns ef al.,
1972, Almelda el al., 1972, 1978, 1978, Jeffries ef a/, 1980, 1984, Wood,
1996; Zavala-Mamz vy Alvarez-Borrego, 1997; Pech Pacheco y Alvarez.
Borrego, 1998; Alvarez-Borrego el al, 2002; Pech-Pachece et al., 2002).

kn este sentido las téonicas hibridas dplico-digitales permiten un
procesamiento rapido y eficiente de imdgenes y facilitan el reconocimients
invariante al realizar un procesamiento digital de fa imagen de entrada del
sistema oplico (Jeffries et al, 1980, 1984, Arsenault, 1586, Pech-Pacheco y
Alvarez-Borrego, 1998).

2n general jos sistemas de correlacion oplica coherente son capaces de
analizar, en tiempo real, grandes cantidades de informacién (Trimble e!



a/.,1980) ¢ identificar objetos y discriminar inciuse entre objetos similares
(Hester y Casasent, 1880, Arsenault el al, 1988, 1997). Muchas de estas
estrategias opticas se desarrollaron en funcion exclusivamente de la forma
del objeto a reconocer. Sin embargo, para enfrentar el problema de identificar
objetos que difieran solo en la distribucidn del color, se disefid la estrategia
basada en la informacion de forma y color para el reconocimiento de
imagenes policromaticas a través de un sistema multicanal que se basa en
ta descomposicion tricromatica RGE, fillros holograficos v correlacion. Esta
tecnica se ha utilizado con éxito para el reconocimiento de diversos objetos,
tales como caracteres, figuras geometricas pero no para organismos (Yu y
Chao, 1983, Bradique ef al., 1987, 1988; Milldn et al., 1989, 1992).

En general para objetos policromaticos la informacion del color depende de
ja longitud de onda de la duminaciin, Por consecuencia, objetos con una
distribucion espacial de color diferente pueden parecer similares bajo una
iluminacion a certa longitud de onda (Millan et al., 1989, 1992), El proceso de
reconocimiento multicanal para la dentificacion de objetos policromdticos
estd basado en la descompogicion de la informacién de la forma y el color de
las imagenes en tres canales monocromaticos donde el objeto es identificado
separadamente. Tres longitudes de onda Ay ky y Aa que cubren el espaciro
de la luz visible son seleccionadas para lluminar cada canal. Para cada uno
se efectua el procedimiento de reconocimiento con la técnica de filtraje v sus
respectivos resultados se oblienen sucasivamente en un corralacionador 4F
clasico. De esta manera se obtienen las tres correlaciones de fa imagen de
entrada con el filro bajo diferentes longitudes de onda y la informacion de
distnbucion de color de los objetos se puede considerar (Ferreira el af,, 1992,
Corbalan, 1993, Millan ef al, 1989, 1891, 1992, 1995),



Zavala-Hamz &! al. (1996), estudiarcon los diferertes patrones de difraccion
de algunas especies de copépodos (Calanus pacificus, Acartia californiensis,
Acartla tonsa, hembra y macho para cada caso) para comenzar & utilizaros
eén un proceso de reconocimiento automatico. Ellos utilizaron Iimagenes
binarias enteras y fragmentadas y concluyeron que el patrén de difraccion es
fundamental en el proceso de reconocimiento de esas especios.

Se realizo un andlisis de conglomerado tanto de las imagenes como de
sus patrones de difraccion para determinar cudl conjunto de imagenes
discrimina mejor el género, especie vy sexo de los organismos. Los
dendrogramas de las imagenes de los patrones de difracciéon tuvieron un
mayor poder de discriminacion que las demas y 50% de menos variabilidad,
Mas tarde, mediante la utilizacton de fillros armdnicos circulares (Zavala-
Hamz y Alvarez-Borrego, 1987) fue posible el reconocimiento de diferentes
especies de copépodos (generos Acartia y Calanus), Inclusive a nivel sexo en
algunos casos (para el génerc Acartia). Pech-Pacheco y Alvarez Borrego,
(1998) utilizaron filtros clasicos para la identificacion de 5 especies de
Ceratium. Ellos utilizaron un sistema Optico-digital donde implementaron la
transformada de Mellin Optica a traves de ta transformada de Fourier, de esta
manera su sistema fue Invaranta a posicton, escala y rotacion,

La invadancia a rotacion fue lograda al introducir en su sistema un cambio
de coordenadas cariesianas a coordenadas polares. Pech-Pacheco y Alvarez
Borrego (1998) analizaron palrones de difraccion de algunas especies de
fitoplancton para determinar su uJliidad en el procesamiento atn con
imagenes fragmentadas o imagenes con basura inorganica. Los resultados
mostraron que 108 palrongs de difraccidn puedsn ser ulilizados para la
identificacion de estas especies. Pech-Pacheco et al, (2000} identificaron
algunas especies de dialomeas a parlir del logaritmo del patron de difraccion



de las mismas obleniendo de esta manara lo que se llama una correlacian
mediante fittraje cepstral,

El hecho de utilizar e logaritno del patrén de difraccion conduce a una
mayor visualizacidn de tas altas frecuencias sin perder la informacton de las
bajas frecuencias. Forero-Vargas el al. {2001) mostraron dos técnicas
digitales para identificar bacterias de tuberculosis en muestras de esputo.
Ellos observaron que la forma o morfologia de 1a bacteria no s determinante
en la identificacion de las mismas debido a que muchas bacterias distintas
tienen ta misma morfologla, Asl, elios utilizan informacién del color sumado a
fa informacion de la forma de |a bacteria. Alvarez-Borrego y Chavez-Sanchez
{(2001) reconocieron cuerpos de inclusion del virus IHHN an tejido nervioso de
camaron mediante la comelacién digital a color ulilizando un proceso llamado
correlacion de fase extrema.

Castro-Longoria et al (2001) reconccieron algunas especies de
copepodos (Calanus pacificus, Rhincalanus nasutus, Pleuromamma gracilis,
Temora discaudata y Acartia tonsa) a nivel sexo al utilizar un nuevo algoritme
invariante a posicion y a la rotacion. Ellos partieron dal médulo al cuadrado
de la transformada de Fourier de la imagen (equivalente a la intensidad del
patron de difraccion obtenido mediante un sistema dptico).  Ellos ulilizaron
s0lo filtros de fase con la informacion correspondiente a las invariancias antes
mencionadas. Alvarez-Borrego y Castro-Longona (2001) utilizaron un nuevo
algontmo matematico de correlacion utilizande filtros compuestos; pero solo
invariante a posiclon y a rotecion para delectar especies de copépodos
(Acartia discaudata, A clausi, A, margalefi y A tonsa) del mismo género,
Sus resultados fueron positivos al identificar las especies y ¢ sexo de los
organismos,
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Castro-Longoria e al. (2002} compararon fres distintas metodologias
{laxonomica, sonda genética y correlaciones invariantes) para determinar la
identificacion de tres especies harpacticoidas cripticas, las cuales son muy
dificiles de identificar. Elos lograron el 93.3%, B6.6% y sl 77.86% de
confiabilidad en el reconocimiento para cada una de las especies mediante
correlaciones invariantes de fase extrema con filtros compuestos.

Alvarez-Borrego ef al. (2002) obtuvieron &l reconocimiento de la bacteria
de Vibrio cholerae 01, bacteria que produce el colera, mediante correlaciones
invariantes utilizando muestras de cultivo. Mourifio-Pérez y Alvarez-Borrego
{2002) obtuveron también el reconocimiento de la bacleria en muestras de
agua de mar y en muestras de cultivo, Pech-Pacheco ef al. (2003) muastran
mediante una teoria rigurosa ef funcionamianto de la corrglacion invariante al
utilizar la transformada de escala. Ellos determinan gue basicamente el
problema de falta de reconocimiento en algunas imagenes es debido a la
resolucion de las mismas y no & gue el algoriimo matemético esté fallando al
identificar,

Alvarez-Borrego y Fajer-Avila (2001) analizan algunas imégenes de parasilos
de peces (Heterohothrium ecuador, Neobenedenia melleni, Lintonium vibex,
Homalometron longisinosum, Bianium plicitum y Phyllodistomum mirandal),
eflos encuentran posible la idenfificacion rapida de estos parasilos con un
100% de efectividad para cada caso al muliplicar & resultado de las
corredaciones para los tres canales (rojo, verde y azul). Pech-Pacheco et al,
(2002) presentan una matodelogia automatica que permite la toma de
imagenes de especies fitoplanctonicas wlilizando algoritmos de autoenfoque y
fusion. Esto es un inicio del desanollo de nuevas plataformas
computacionales que en el fuluro servirdn para realizar de manera
automatica vy rapida el reconocimiento de las diferentes especies de
microorganismos marinos.



3. HIPOTESIS

Sioun pargsito puede ser ldentificado por el hombre mediante la
observacion microscdpica de sus estructuras de valor taxonomico, &s posible
realizar un procesado digital de 1a imagen que involucren a estas morfologias
para que mediante una correlacion digital invariante a escala, rotacion y
posicion se puedan identificar los parasitos con mayor rapidez.



4. OBJETIVOS

4.1 Obietivo general

Identificar cuatro especies de prolozoos del género Trichodina (Ciliophora:
Peritrichida) a parir de la técnica taxonémica tradicional y mediante
corrglacion invariante de filtros compuestos.

4.1.1. Objetivos particulares

1.~ Identificar tos tricodinidos a nivel especifico mediante la técnica tradicional
establacida,

.- Desarroltar y valorar un nuavo algontmo de corretacion invarante de
filtros compuestos en la identificacion de tricodinidos,

3.- Determinar la confiabilidad de identificacion de tricodinidos mediante 1a
metodologta de correlacion invarante.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio

La captura de los peces (hospederos) se efectud en el centro piscicola de
la SAGARPA, ubicado en Chametla en las coordenadas (401170, 2,530.250)
UTM-12N, perteneciente al municipio de Rosario en ¢l Estado de Sinaloa

(Fig. 1).
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Fig. 1. Localizacion de 1a zona de muestreo.
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5.2 Procedimiento biologico.

I presente trabajo consta de dos etapas. En la primera etapa se llevd a
cabo la colecta de peces y clliados parasitos, el procesamiento bioldgico del
material y su determinacion taxonomica tradicional. En la segunda etapa se
realizéd la toma de las imagenes de los pardsitos identificados, su pre-
procesamiento digital para la descomposlicion de lag escenas en canales rojo,
verde y azul (RGB) la seleccion de imagenes para elaborar los filtros y hacer
las correlaciones de cada imagen problema con los filtros de fase con
invariancias de las imagenes de los organismos identificados y su analisis.

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron tres lotes de 250, 200 y 100
alevines de Tilapia nilofica variedad negra egipca de 20 dias de edad; los
cuales fueron capturados durante los meses de febrero y marzo del 2002, Se
pescaron con cucharas de malla fine. Los peces fueron transportados a la
Unidad Mazatldn en Acuicultura y Manejo Ambiental, CIAD, A, C. en bolsas
de plastico (0.5 x 0.7 cm) con agua dulce oxigenada,

5.3. Muestrec de peces,

Al llegar los alevines de tilapia al Laboratorio de Parasitologla, se sacaron
de |las bolsas plasticas y sin hacer recambio de agua se depositaron en 4
peceras de 20 litros de capacidad, con agracion constante, Del primer lote de
250 peces se tomaron 150 organismos, del segundo jote de 200 se tomaron
100 y del tercer lote de 150 se tomaron 50 organismos; en otal se revisaron
300 orpanismos seleccionades aleatoriaments,
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5. 4 , Colecta y fijacion de parasitos,

Los peces se anestesiaron con 2 Phenoxy-ethanol 0.75 mil y de cada
uno de jos individuos se realizd con un escampelo, un raspado de la superficie
de la piel y aletas como se muestra en la figura 2; el cual se depositd en un
portaobjetos impio al que previamenie se le habla adicionado una gota de
agua destilada. Se observaron &l microscopio estereoscopico Stemi 5V 11
Zeiss para la exdraceion de escamas y material de desecho, Las mueastras se
dejaron secar al aire para su posterior tincion,

Fig. 2. Frotis de la plel del pez.



55 Técnicas de tincidn,

Se ulilizé la tincion argéntica de Klein para [a observacion detallada de
las estructuras de los denticulos, caracteristicas del disco de fijacion y
nimero de sus constitbyentes y la tincion de Hematoxilina de Harris para la
observacion del aparato nuclear como informacion adicional. Se siguid )a
metodologia reportada por Lom (1858} y Wellhorn (1967); las cuales se
describen a continuacion:

55.1. a) Impregnacion argéntica de Klein.

Las extensiones secadas al aire se cubreron con Nitralo de Flata al 2 %
(2.0 g de Nitrato de Plata en 100 ml de agua destilada) durante 10 minutos,
inmeadiatamente después se enjuagaron con agua destilada, se colocaran
gobre una caja Petn con fondo blance con la muestra hacia amba y se
dejaron secar al so! durante 8 horas.

FPor dlitimo se limplaron los extremos y s& moniaron con un cubreobjetos en
Balsamo de Canadd para ser observadas al microscopio compuesto Leica

OMLB10.

5.5.2. b} Hematoxilina de Harris,

Preparacion de la Hematoxilina de Harris

Hematoxilina-Merck T a0
Oxido rojo de Mercutio " T sy
“Sulfalo de Aluminio y Potasio (0 amonio) alumbre 80.0g
Alcohol Etilico Absoluto | 30m
Agua destilada ) 600 mi




Se disuelve la hematoxilina en alcohol abselulo, calentando y tapando a
bafio Marla. En otro recipiente se disuelve el alumbre en 300 ml de agua
destitada, se mezclan las solucionas y se afaden los 300 ml restantes de
agua deslilada, Se hierve la mezcla lo mas rapido posible y se agrega
cuidadosamente el Oxido Rojo de Mercurio (puade explotar) hasta que tome
LN color rojo purpura.

Enseguida se enfria con hielo a bafio Maria y se filtra diez veces. Se le
agrega de tres a cinco golas de dcido acético por cada 10 ml de solucion,
Debe filtrarse cada vez que se vaya usar y guardarse en frasco de color
ambar.

5.5.3. Procedimiento de la Técnica.

Las muestras ya montadas en el portaobjetos se dejan 5 minutos en
hematoxiiina de Harris, pasado el iempo se remueven 05 excesos con agua
coriente por treés minutos, posteriormente se le agrega nitrato de plata (2.0 g
de nitrato de plata en 100 ml de agua destilada) por 10 minutos y se Java con
agua destilada. Posteriormente ge deshidrata en una sere de alcoholes en
orden ascendente: el primero es alcohol al 50% durante 3 minutos, el
segundo alcohot al 70% por 3 minutes también y el dltimo es alcohol &l 95%
por 3 minutos, Despues s@ sumerge en xileno por 3 minutos; se deja secar a
la luz UV por 45 minutes o al sol de 4 a 6 horas y ge monta en Balsamo de
Canada,



Una vez montadas las laminas tedidas por 1a tecnica de Klein se procede
a observarlas detenidamente al microscopio compuesto en bhusca de
tricodinidos y se seleccionan aquellos que estéen completamente maduros y
bien formados con todos log constituyenies del disco adhesivo que se vean
nitidos y bien tefiidos.

A un aumento de 1000 X se observa cuidadosamente la morfologla de los
denticulos de cada uno de tos organismos; cuchilla y rayo, el grado de
impregnacion argéntica del centro del disco adhesivo y la presencia o
ausencia de estrucluras de quitina, elc. También se observa el anguto
descrito por ta espiral adoral. Todas estas caracteristicas se comparan con
las descripciones de Lom y Dykova (1892) para ubicaras taxondmicamente
de forma tentativa y se procede a la revision de los trabajos originales para la
determinacion de las especies, para 1o cual tambien se realizan las
mediciones correspondientes.

A continuacion se procede a la observacion de las laminas tefidas con
hematoxilina de MHarris y se buscan aguellos organismos que poseen las
mismas caracteristicas de los denticulos y se observa la forma y posicion det
macronuctes y micronlcleo de cada especie.

Para los trncodinidos de mayor vanabilidad intraespecifica se aplicd
lambién la metodologla de Van As y Basson (1989),

Para ello se aumentd el tamafio de lds imagenes y se construyeron lineas

desde el centro del disco adhesivo al extremo de los denticulos, para contar
con los puntos de fijacion de referencia que permitan una descripclon precisa
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de los elementos denticutares. £sto permitio describir los ejes x y y que se
flustran y hacen posible su comparacion con las especies revisadas y/o
descritas por estos autores {Fig. 3).

¥axid

Fig. 3. Diagrama establecido por Van As y Basson (1988) para ilustrar tas
variaciones precisas de los elementos denticutares, ab, aplce de la cuchila; am,
margen anterior de ka2 cuchiita; ba, apofisis del rayo, ca, centro del disco adhesivo;
¢b, seccion que conecta cuchilla y parte central, co, seccion gque conecta la pane
central y el rayo; cp, pare conica central; or, centro de fa cresta; cs, circulo central;
de, punto de altura de la curva; dp, punto distal de ta cuchilla; ds, supericie distal de
e cuchilta; fp, punto tangente; pm, margen posteror (descibe la curva) de Ia
cuchilla;, pp, proyeccion posiedor, pr, punto del rayo; 8, parte central, sa, seccion del
contro de la pare de ammba eje de jas x, sb, secclon de a parte central de la pane
de abajo eje de la xy, rayo; x, cuchilla.
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5.7. Morfometrias e identificacion taxondmica tradicional,

A continuacion {Fig.4) se ilustran las mediciones realizadas a las
estructuras de valor taxondmico de acuerdo al procedimiento uniforme de
Lom (1958).

" 7,: - “'!4‘” Tt dw
Ji b Q:‘“ o,
J N %‘ g

l-,\‘; '\‘(

FLEAY
TR A
TN

Fig. 4. Mediciones del esqueleto del disco adhesive propuestas por Lom (1958). s:
borde de la membrana, 1 espinas radiales, nu: numero de espinas radiales por
denticule, o denticulo, dd: didmetro del aniflo denticular, da: didmetro del disco
adhesivo (Tomadas de Lom y Dykova, 1992).

l.as mediciones realizadas a los denticulos se ilustran en la figura 5,
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Fig. 5. Morfometrias de un denticulo. M: denticulo de una Trichodina, t; longitud del
rayo, ¢: ancho de la parte central, b longitud de la cuchilla, flongtud del denticule,
(Tomado de Lom y Dykava, 1992)

Las mediciones realizadas al aparalo nuclear se observan en la figura 6.
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Fig. 6. Nicleo de un represemante del género Trichoding, forma de herradura de
caballo con fres posibles posiciones, d: didmetro del macronicleo (Tomade de Lom
y Dykova, 1982).



Todas las medidas fueron realizadas en preparaciones tefiidas a un
aumento de 1000 X y estan dadas en micrones {(um), se hallaron los
estadisticos de varabilidad de cada uno de los caracteres medidos por
especie de parasito: rango, media y desviacion estéandar, £l ndimero de
especimenes medidos se expresa entre paréntesis.

5.8. Toma y procesamiento de imagenes para cada especie de
tricodinido.

For medio de una camara de alta resolucion (Sony CCDIRIS) conectada a
unt microscopto (LEICA DMLB10) y utilizando el programa Namado Pixel View
instalado en una computadora (Dell Dimension 4100) se obtuvieron las
imagenes de los parasitos, /(x, 1), las cuales fueron tomadas utilizando un

objetivo de 100 X. Las imagenes tuvieron un tamafio de 256 X 256 pixeles.

5.8.1._Reconocimiento de tricodinidos en imagenes a color con

e

filtros compuestos de fase con invanancias.

Se llevo a cabo una simulacién numérica para correlacionar los patrones
de difraccion de las especies de parasitos con fillros solo de fase (Hormer y

Gianino, 1984). Un filtro solo de fase se define como

Gu,v)=exp(jip(uv)) (N

donde (i(w,v) es el paton de difraccion de f(x,») en coordenadas

cartesianas, Todos los pasos fueron desarollados numéricamente. La



aproximacion utilizada en este trabajo emplea la transformada de Fourier y ia
transformada de escala, Las figuras 7 y 8 musstran los pasos para obtener el
filtro compuesto invariante solo de fase y la correlacion invariante a posicion,
rotacion y escala respectivamente. La transformada de escala S, ,v)) se

utiliza en esta tesis porque es invariante a la escala de la imagen, Su
definicion esta dada en dos dimensiones (Cohen, 1993, 1695):

] oo X exp(w 'fux kn X - J‘\.’ . l“ ],r)
gttt [ .\f, ‘}’ : e : e
Nim { ! 1) Vo

«i‘;(“ It Vy ) :.'b:ﬂf}»' : {?“')

donde (uy, v,) son las nuavas coordenadas de la imagen oblenidas por esta

ecuacion y j es el numero imaginario -1,

O an una dimansidn:

S, )= \f%ﬁj J () e N v, (3)

donde (1) es la nueva coordenada de la Imagen. Debido a que Ia operacién
principal realizada por una fente en un sistema optico s la transformada de
Fourier (Goodman,1968) y digitalmente es mas facii el uso de 1a transformada
rapida de Fourier (FFT), es necesario combinar 1a transformada de escala @
través de la transformada de Fourler que es invariante a ta posicion del
organismo via la transformada de Mallin, Fslo es plausible, porqué cualquier
operacion matematica lineal puede ser escrita en forma general como;
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F (exp(p), B
p= e

interpolaion |
bi-linexnl

Fig. 7. Diagrama de blogues para obtener el filtro compuesto invariante solo de fase.
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Fig. 8. Diagrama de bloques para obtener la correlacion dighal invariante,
¥l
) = _[ JUK (e, w0y, {4)
x1

donde g(a) es la integral del producto de la funcion £(x) con el kemel K
(rr, ) (Arfken, 1981) y o es cualquier variable. La unica diferencia entre las
dos transformadas s su kerme! K{z, 1),

Por ejemplo, la transformada de Fourier es;



rz
glie) = j Slxyexpl- fax)dy, {5)
xf

donde: exp (- ux) es el kernel de la transformacion;

Y ta transformada de Mellin es:
”( 174 ) j f (\) .Immlf_il’, {6)
al

donde x™'es el kemel de la transformacion,

Enlonces es posible proceder de la transformada de escala a la
transformada de Fourer via fa transformada de Mellin. La relacion de las
fransformadas de Mellin y Fourler pusde ser revisada en Casasent y Psaltis
(1976). En esta seccién se escribird la relacion entre la transformada de
escala yla de Mellin unicamente,

Esto es importante porque de esta manera la ecuacion (2) puede ser
facimente manipulada via la transformada de Fourier a través de la
transformada de Mellin.

S350

La transiormada de escala de la funcion g(x, v) = \/ -1 puede ser escrita
Xy

COmo:

[ exp(~fu, nx - Jv,Iny

_f [ats» N .

(7)
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] » L EN])("-“,]!(. 1[1 X Jl"u' . ln w\_,l
= e I .‘. ) j {. X, .},i') ¥ : L
\/»?JT 0 ‘h‘_}‘l

alvely, (8)

y empleando un camblo de variables x = exp{p), » = exp(y), 5e obtiene:

expl - ju, p fv, )
explp +q)

S, v,)= J’]’n“ [ [ 7 (exp(py,exptgn exp(p +q) dpdq,  (9)

AN

"o

" ,/wl;;; J [ S texp(p,exptgiexpt—ju, p~ v, g) dpdg,  (10)
= 1] (exp( p), explg)], an

donde F es |3 transformada de Fourier,

Entonces, la relacion enire las transformadas de escala y Mellin en dos
dimensiones en uno como en otro sentido son:

H

)
XY

Transformada de Bscala }w Transformada  de

2lx, p) =

Mellin] /(x, 1)) (12)

Transformada de Mellin l\/” fix, y)ll « Transformada de escala [ £ (x, v)] (13)
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(Cuesta Merino, 1999), Via la transformada de Mellin se puede calcular ia
transformada de escala y viceversa,

En este método fa introduccion del factor de escala r (donde r es la
frecuencia espacial radial, el origen del cual parte de la frecuencia cero en la
representacion optica en el espectro de Fourier) (Pech-Pacheco, ef al, 2002)
esta asociada con el modulo de la transformada de Fourier de las imagenes
candidatas con el proposito de oblener la transformada de escala obtenida
por Cohen (1993, 1895), (ec, 12).

La introduccion de este factor de escala convierte a la transformada de
Mellin en una transformada de escala. Las caracteristicas de las altas
frecuencias en el moduto se compensa aplicando una méascara proporcional a
1/r. Como resultado se obtiene un realce del médulo en las allas frecuencias
efecto del fillro pasa alta aplicando una funcion parabélica, (de esta forma las
allas frecuencias se realzan y las frecuencias bajas se atenlan en

E i
proporcion de w;,w')

Por consecuencia, |a efectividad de la ventana aplicada es r y at utillzar
esto tenernos la maxima confiabilidad en el procedimiento da clasificacion,

En la figura 7 ef método para la obtendion de los fillros compuestos se
presentan en bloques, Debido a que algunos pardsitos presentan diferentes
morfologlas, es necesarlo incluir esta informacion en los filtros, En el primer
paso (Paso 1) se seleccionan todas las diferentes morfologlas

S, S 00 L, Uy v ose obtienen los modulos al cuadrado de la
transformada de Fourier de cada uno
fﬁ‘(w_\,,w,, )]“,'!F'(w W )|'"‘, ,..,]Ii‘;, (W, w,) | (Paso 2) después de eslo se suman

wy

todos fos modulos para obtener una imagen (Paso 3).
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Entonces, las bajas frecuencias son atenuadas ulilizando un fitro pasa
alta. De esta forma, las altas frecuencias se observan con mas detalle. Esta
mejor definicion de las altas frecuenclas ayudara, por consecuencia, a
obtener una buena identificacion de los objetos a ser reconocidos. Entonces

se aplica el factor de escala vr como se menciond anteriormente, este
proceso es @l que diferencia a la transformada de escala de la transformada
de Mellin. Después de estos pasos, las coordenadas cartesianas fueron
mapeadas a coordenadas polares (Paso 4).  En el Paso 5 se lleva a cabo
una interpolacion bilineal de los datos que estan en coordenadas polares
(Pech-Pacheco et al, 2002). Esto se hace para minimizar los errores de
muestreo, los cuales de una forma o otra afeclan la identificacion de los
objetes, La imagen resultante (Paso 6) es el filro compuesto; e cual sera
utilizado en la correlacién invariante (fillros que tienen Informacion acerca de
las especies que deben ser reconocidas).

Los pasos 3, 4, 5y 6 de la figura 7 son necesarios para asegurar que la
informacion contenida en los patrones de difraccion son invarantes a
rotacién, escala y posicion obteniéndose ast  una correlacion invariante  de
los patrones de difraccion.

Para discriminar entre especles parasitas, todas las imagenes a ser
reconocidas fueron transformadas como la figura 8 la cual es similar a la
figura 7 excepto que en el Paso 1 se tiene solamente una imagen en la
enfrada. £n el Paso 8 se pueden ver los resultados obtenidos utilizando los
pasos de [a figura 7. En el Paso de la 7 de la figura B se realiza la correlacion
invariane.

El reconocimiento de una especte particular de parasitos es complejo. La
informacion de colores llega a ser un faclor imporiante a considerar, el cual

36



$@ necesita incluir en el proceso de identificacion. En general un objeto
policromatico  presenta diferente  distribucion en forma y amplitud
Ay (v yyouando se lluming con diferentes longitudes de onda 4.  Sin

embargo, dos objetos diferentes pueden presentar una distribucion de
amplitud similar cuando son iluminados con determinada longitud de onda 4, .

Asi en un proceso de reconocimiento optico de patrones utilizando un
iluminador de correlacion con una longitud de onda A,, estos objetos daran

una distibucion de amplitud similar y apareceran algunas falsas alarmas,
Para soludonar este problema es necesario wilizar la informacion acerca de
las distribuciones de la amplitud de los objetos sobre longitudes de onda
(Campos et al., 1991).

Muchos de los colores naturales pueden ser obtenidos con una
combinacion de colores (lamados colores primarios) si ellos estan bien
seleccionados, Cada una de eltos, rojo (R), verde(G) v azul(B), son regiones
del espectro visible. Cuando el objeto es una transparencia, la transmitancia
de amplitud obtenida con la luminacién de cada uno de estos colores
primarios seran ltamados componentes rojo, verde y azul del objelo.

El reconocimiento del objeto en una escena es lograda por la
descomposicion de la informacion en los tres canales monocromaticos ¥ por
identificar el objeto en cada canal independientemente. En otras palabras, la
corrglacion ¢, (x,y)entre |a escena a ser analizada Su e p) ¥y el parasito

que sera deteclado, en esle caso, se obliene Huminando un sistema oplico

)= L@ P (x,y) {(14)



Por lo tanto, el proceso que se muestra en la figura 8 se repetira para cada
canal (R,G y B). En cada canal el filtro compuesto a ser utilizado es unido al
components correspondiente del objeto a identificar. En general los objetos;
los cuales tienen una componente determinada A, (x,)) similar a8 una

componente del objeto a identificar 2, (x, yydardn un maximo de correlacion
en este canal(4 ). Pero solamente el objeto a reconocer simultaneamente

dara un maximo de correlacion en cada canal. Asi un objeto es detectado
como el objeto a reconocer si simultdneamente produce una correladdn an
los tres canales. Los fitros compuestos fueron hechos seleccionando
algunas morfologlas presentes en |as diferentes especies, por ejemplo, para
discriminar Trichodina pediculus se seleccionaron 10 imagenes, Estas 10
imagenes diferentes son solo una muestra tomada de un universo de
imagenes y el patron de difraccion resultante de estas diez imagenes muastra
que la informacion de frecuencias cubre todos los angulos posibles por eso
se llega a la conclucion de que diez imagenes son suficientes (Fig. 9).
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Fig. 8. Configuracion grafica del proceso para obtener el paton de difraccion
compuesto de 10 imagenes, Bl resullado se muestra aplicando @ logaritmo base 10
para una mejor visualizacion del mismo,
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5.B.2. Analisis de las vananies moroldgicas

En ciertas especies del ganero Trichodina se pueden encomtrar ciertas
diferencias dentro de una misma especie que pueden no ser vistas a no ser
por un experto, Esto da a lugar a tener varias morfologias. Para poder
realizar ta identificacion automatica de las cuatro aspecies bajo estudio se
Hevé a cabo el desarrollo y aplicacion de un algoritmo matematico dentro de
un proceso de reconocimiento de objetos (correlacion). Este algonitmo tiene
como caracteristica esencial; el poder reconocer @l objeto en el proceso de
reconocimiento, a pesar de que en el plano de localizacion del mismo, éste
tuviera cambios de posicion, rotacion o de escala,

Ademas, para que el algoritmo tome en cuenta las variaciones morfoldgicas
de las especies, éste contiene ef calculo de un filtro compuesto que posee la
informacion de mas de diez variaciones morfolégicas de la especie que se
desea identificar,

Se utilizaron un total de 134 imagenes digitales a color de 256 X 256 pixeles
que involucran a las cualro especies bajo estudio. Cada imagen se
descompuso en sus tres canales basicos (rojo, verde y azul) que cubren el
aspectro visible. El reconocimipnio para cada especie se llevd a cabo para
cada canal, Los resultados fueron presentados en un diagrama de cajas
donde los Himites fueron determinades, a partir del promedio, & uno y dos
grrores estandar,

Para obtener una probabilidad de cereza (0 de confianza) en la
identificacion, para cada especie, 5@ tomo en cuenia el nimero de veces en
que {a especie tuvo un traslape. A este valor oblenido se le dividio entre el
numero total de organismos de |a especie a identificar. £l resultado de esta
division se le restd al uno (100%). En algunos casos mas complicados, por
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gjemplo en aquelios en los cuales se encontro traslape en los resultados de
correlacion de dos o mas de las cuatro especies, se conlaron todos los
organismos involucrados en el traslape (con la especie a identificar)y este
valor se le dividio entre el nimero total de organismos de la especie a
identificar mas los que estan traslapandose, este resultado se le resta a uno
(100%). Esto es similtar a encontrar una probabilidad complementaria, Pero
se realiza asi para que el calculo sea mas simple,



6. RESULTADOS

6.1 Taxonomia

Se registraron 4 especies del género Trichodina: T, pediculus, T
centrostrigata, T magna y T. nigra parasitando la piel y aletas de la Tiapia
nifotica vanedad egipcia (negra). A conlinuacion se describen los caracteres
del género y la morfologia de cada una de las especies;

Phylum Ciliophora Doflein, 1801

Ctase Oligohymenophorea de Puytorac ef. al. 1974
Orden Mobilina Kahl, 1933

Famifia Trichodinidae Claus, 1974

Genero Trichodina Raabe, 1959

Organismos ciliados en forma de disco, que en su movimlento constante
pueden adherirse temporalmente a un sustrato por medio de un disco
adhesivo ligeramente concavo reforzado por un sistema de elementos
esqueleticos proteicos. El disco puede contraerse y su funcién es semejante
al de una ventosa., Sobre este disco hay tres coronas de cilios: dos
locometoras  y una compuesta de cilios tactiles inmdviles, conocidos como
cilios marginales.

El citvesquetelo proleico det disco adhesivo estd compuesto por un anillo de
elementos conicos hueces con proyecciones laterales planas conocldas
como denticules, Las proyecciones centrifugales de los  denticulos
mayormente semi-circulares, se les llama cuchillas 0 apofisis extemas v las
proyecciones cenfripetas semejantes a espinas son lamadas rayos o
apofisis inlema. Ef disco esta rodeado por una membrana movil gue la
bordea reforzada por los rayos esqueléticos finos que aparecen como finas



estriaciones. Las cuchlllas son rectas o encorvadas mientras que los rayos
lienen forma de bastén, espinas o agujas de diferente longitud. £l aparato
nuctear estd compuesto por un macronicleo bandiforme y un micronicieo
redondeado u oval situado cerca de él. Son par4sitos de agua dulce y salada,
vertebrados e invertebrados acuéticos y de algunos anfibios (Shulman, 1984,
Lomy Dykova, 1992).

Trichodina pediculus Ehrenberg, 1838,

Sinonimia: T, orientalis; T. davisi, T, funduli; T, hypsilepsi: T, salmincola y T
vallata.

Descripcién: Tricodinido de talla mediana, centro del disco adhesivo grande.
Cuchillas grandes y curveadas formando una hoz tipica con una extremidad
puntiaguda y una muesca en el margen proximal anterior del rayo. Rayos
afitados y rectos generalments mas grandes que las cuchillas. El centro del
disco adhesivo se ve granular sin el circulo central visible. Cuchillas mas
largas que ancha con el extremo puntiagudo, Rayos ligeramente curveados
posteriormente de igual tongilud no son muy gruesos en la base y terminan
graduaimente en una purta fina (Figura 10). Macronucleo en forma de U
(Fig11). Esta especie varia en forma y nimero de denticulos, La morfometria
comparativa se encuentra en fa Tabla 1.
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Fig. 10, Risco adhesivo Trchoding pediculss (00 X). a) rayos rectos vy finos,
b cuchillas en forma de hoz,

Y \"‘u‘%gﬁ {.\,Jl

i
j

i
U‘l
i \h‘\
N
A
AR
AR
e
e

h
Yy

Fig. #1. Macronucleo de Trichodina pediculus (1000 X).
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Tabla. 1. Dutos medsticos para Trichoding pediculus Ehrenberp, 1838

- Bassonetal

tal | Fajer-Avila
187

Presente trabajo |
UMY

Hospedero Tapiat rendadlt | Vidapia aurea |Oreochromis]  Filapia rilotica
YH. molirix (UFEHN variedad epipein
Localizacion Piel v alelas Piel y aletas | Piel v aletas Piel y aletas
Localidad Africa del Sur Fsro Habana, Sinalog, México
Cuba
Didmetro del disco 50T - R 431600 A40-51 43-75

adbesivo (BL7482,22) 135244510} (47 4.4,18) § (60.7 + 522 35)
Didmetro del 35.6- 575 e 35-44 34-53
anillo denticwlar  } (500548 22 | (41 L 3,18) } (39.26 4 5.3, 35)
No. de denticuloy 24-27 2229 21-33 22-32
(25, 22) LoofEs 10y b 23,18 | (30, 3%
Estriackones radiales/ 1013 117 8-12
denticulo (11, 22) (14,1 8} (10, 35)
Longitud del 7.4-13.6 6.2-104 1217 7813
denticulo (ODL 1.4, 22y FOR20 LL IO RS54 118 | (981 + 0,98 35)
Longitud de Ea .0-10.% 3.9-5.7 4-8 3-8
cuchilla (8.6 0.9 22) (L) L5408 18) ) (5774093 38)
Ancho de Ia parie 3774 2.4-3.0 2-4 3-6

_eentral del denticnly

(.64 09 223

(3.1 4 0.4, 10)

(3+£07 18)

(4,30 % 0.51, 35)

Longitud del rayo

T7-16.0

0298

4.8
(61 203

4-12

Didmetro externo det
macronitclen

(13.041.7, 22)

47 2-82

BT

(622492 12y

(7.85 4. 1,2, 35)

33.3-50
(42.18+ 543, 12)




Morfologia del denticulo.

Cuchilla en forma de hoz. Superficie distal curveada. Punto tangente un poco
mas abajo gue el punto distal. Margen anterior redondeado con & apice
igeramente aplanado poco prominente, situado mas bajo que el punto del
margen posterior. Conexion entre la cuchilla y 1a parte central. Parte central
robusta, extendiéndose mas alla de la mitad del gje vy, El punto de la parie
central  en estrecha asociacion con ef  siguiente denticulo. Conexion
delgada enlre la parte central y el rayo. La apofisis del rayo no es
prominente, es puntiaguda en direccion distal. Rayo rectos, delgado, paratelo
al gje y | ligeramente afilado, variando a punta redondeada, Rayo no dirigido
aneriormente, no se extiende después detf eje y +1, Punto del eje ¥ +1 no
cruza a la mitad de la longitud del rayo. No existe una uniformidad en el
grosor de los rayos (Fig.12).

Fig. 12. Comparacion dlagramatica de la morfologia de los denticulos  de: &)
Trichoding pediculus hallados en Tilapla nilotica varedad egipoia, b) Trichoding
pediculus de Tilapia aurea en el Surde Aica (Van As y Basson, 1989),
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Trichodina centrostrigata Basson, Van As y Papema, 1983,

Pescripcion:  Trcodinido en forma de disco de talla pequefia, Su
caracieristica  digtintiva es que presenta en la parte cenlral del disoe
adhesivo, una estructura clara en forma de roseta que posee espinas en
forma de varillas distribuidas de manera radial en la parte central del disco,
curveadas significativamente hacia atras con relacion a las cuchillas. L.as
cuchillas son truncadas con margsnes laterales a veces paralelos. Rayo largo
significativamente curveado posteriormente reduciéndose hasta el punto de
union en la parte central, La parte interna del rayo es relativamente derecha,
inclinada y se afila graduatmente hacia 1a punta, estas estructuras suman
tast la mitad del numero de denticulos que se encuentran en ab anillo
denticular (Fig. 13). Macronucieo en forma de herradura (Fig. 14). Los daios
meristicos y su andlisis comparativo se encuentran en la Tabla 2,

b) rayws curveados posieriomente.



Fig.14. Macronucleo de Trichoding

centrostrigata (1000 X).



Tabla. 2. Datos meristicos para Trichoding centrostngata Basson, Van As y

Papema, 1983,

1‘5‘83

Titapia rendalli,

ﬂnssunﬂ al | Bassor

() mm mmhwm.

- Presenie

macronncieo

(376469 23)

Hospedero Pseudocrenilobruy 0. mossambicns . qurens Tilapia nilotica
philander y Tilapic sp. vertedad egipeia
1. sparrmanii
Lacalizacion Piel y aletas Piel v alelas Piel y aletas Piel y alelas
Sur de Alfrica
Localidad Africa del Sur Filipinas Habang,Cuba | Sinaloa, México
Diametro disco 3.2-458 300450 24-35 30-44
adhesivo (37.6 % 3.6,100) (36.0 & 4.2, 16) J(304:3.17,200] (37.51£3.931)
Dicimetro del anilto 18.7-33.3 18.5-20.0 17-23 1838
denticular (23.24: 2.5, 100) (21,7424, 16) (2062040, (1964 £ 21, 31)
20)
12-1G 13-16 11-12 12-15
Varillas centrales (14, 100) (14,12) (11, 20) (13, 31)
2330 24-29 1425 23-29
No. de denticulos (28, 100) (26 ,10) {24, 20} (26, 31)
Estriaciones rndinkes/ 0.7 7-8 G-R -8
denticuly RYMRILY) (8,7 {6, 20) {6, a1)
Longitud del 2.0-6.2 3.0-5.0 68 3.3-5.6
denticulo (41061000 f  (A3X0613) F (7H0.58,17) {4.29 £ 0.74,31)
Longitud de In 2.8-0.4 5,060 34 3307
uchilla. — § (52407, 100) L3P RN 1S RGBS L0585 17)8(4.55 40,77, 31)
ho de Ia parie 1130 po-Ls T 2.22:0.7
central del denticuto (1.9 0.3, 100) (1140215 - (2.73 1: 089, 31)
32460 3580 2-3 3378
Longitud del rayo (4.5 4 0.6, 100) (32006185 125402917 (5294097 31)
Didmetro externn el 20.9-49.7 19 ‘?-’?

......
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Morfologia del denticulo

Punto tangente al nivel del punto distal. Margen anterior recto con el apice
aplanado y no prominente, situado mas abajo que ef punto del margen
posterior. Parte central delgada. Conexion delgada entre la parte central del
rayn. Numero de espinas radiales por denticulo de 6 a 7. Macrontcleo en
forma de herradura de caballo, microntcleo oval ubicado en ia posicién -y
ocasionalmente en la posicién -y (Fig. 15),

Fig. 15, Comparacion diagramatica de la morfologia de los denticulos  de: a)
Trichodina centrostrigata halladas en Tilapia pilotica varedad egipcia, b) Trichoding
centmstrigata hallada en Oreochromis nilotica del Sur de Afdca (Van As y Basson,
1964).
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Trichodinag magna  Van As y Basson, 1989,

Descripoion: Es un iicodinido de gran tamafio, el disco  adhesivo es
concavo, mdeado por el borde de ja membrana finamente estnada, La
cuchilla @s mas larga que ancha, redondeada y lisa an la parle posterior del
borde. Rayos significativamente  curveados  posteriormente  de  tongitud
variable, Los rayos no son muy gruesos en la base y se afinan gradualments
hasla terminar en punta. Un drea redondeada v lisa esld presente
anteriormente al punto de union de la parte central. Las punitas de los rayos
son casi de un espesor constante, pero rematan levemente hasta un punto
agudo. La parte postedor de la cuchilla es samilunar Se encontraron
variaciongs morfologicas con relacidn al grosor de las aspinas que se
muestran en las Figuras 16 y 17, El aparato nuclear consiste de un
macronicleo  en forma de herradura (Figura 18 v 18). Los datos meristicos
se observan en la Tabla 3.

i
b :*".!{5?"'
A

[y il

Fig.16, Disco adhesivo Trichoding magna (800 X): a) rayos curveados, largos y
finos, by cuchillas en forma semiunar.
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Fig.17. Disco adhesivo de Trichoding magna (00 X): 8) rayos curveados, largos y
menns fines; by cuchillas an forma semilunar.

Fig. 18, Macronicleo de Trichoding magna (GO0 X).
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Fig.18. Macrondcleo de Trichoding magna (1000 X).
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Tabla, 3. Datos meristicos para Thchodina magna Van As y Basson, 1089,

™ Fresente ravoge

Tilapia nilotica |

_Langitud del denticulo

on+14.2)

Hospedery LT rendalli swiersirae wirtedad egipuia
Localizicion Piel v wletas Picl y aletas
Localidad Sur de Africa Sinaloa, México
Didwwetro deb disco 59.7-94.8 73-95
ndhesivo (81,7 8.2 27 (87.43 £ 4.5, 35)
Bidmetro del anillo 35.6-537.5 A3-36.6
denticular (50,0 4 4.8, 22) (49,60 + 3.72, 35)
No. de denticulos 24-27 24-28
‘. (25, 22) (26, 35)
Estriaciones radiales/ 10-13 0.-14
__dent (1, 22) (11, 35)
74136 9D.8-155

macronucles

(622492, 12)

6.0-10.9 6.7-10

Longitnd de tn cuchilln (8.6, 038 22 (8.56 4+ 0.82 35)
T.7-16.0 10-17

Longitud del rayo (13417122 (13,254 172, 35)
Ancho de Ia parte central 37714 4.5-6.7

del denticulo (56409 22) (482 +0.89 35)
Disimetro exterior del 47 2-82.1 52-74

4632148, 11)
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Morfologia del denticulo

Cuchila estrecha, en forma de hoz. Superficie distal encorvada, Punto
tangente un poco mas abajo que el punto distal, Parte denlada del margen
posterior formando una curva semilunar profunda con un punte mas hondo
en medio de la curva, Margen anterior redondeado con el dpice ligeraments
aplanado situado méas bajo que af punto mds profundo del margen posterior,
Conexion delicada entre la cuchilta y la parte central, Parte central robusta,
extandiendose mas alla de fa mitad del eje y. El punto de a parte central en
estrecha asociacion con el siguiente denticulo. Conexion delgada entre fa
parte central y el rayo. Apéfisis del rayo no prominente. Pequefia indentacion
de la parte central del denticulo precediendo a la apofisis del rayo, Forma
de la parte central ariba del eje x simitar @ la seccion de abajo. Rayo
delgado, anteriormente  afilade a pumta redondeada, Rayo dirgido
anteriormente, extendiéndose después del sje y+1. Punio del eje  y+1
cruzando aproximadamente a la mitad de la longitud del rayo (Fig. 20),
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FFig. 20, Comparacion diagramatica de ta mortologia de los denticulos Tinos ¥ Mas
gruesos de: a) Trichodina magna hallada en THapia nilofica variedad egipcia: W7
magna hallada en THapia rendalli del Sur de Africa (Van As y Basson, 1089},
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Trichodina nigra Lom, 1961,

Descripcion; Especie de talla mediana. Su disco adhestvo es concavo y de
gran tamano, Se observa una fuerle impregnacidn argéntica de la zona
central cuyo centro es finamente granular. Las cuchillas son truncadas vy los
rayos grandes y distinguibles mas largos que las cuchillas, Las cuchiltas son
encorvadas con el extremo redondeado y mas largas que anchas,
terminando en punta  redondeadaz. Los rayos son finos ligeramaente
ontraidos y con terminacion lisa, no afilada y se dirigen geomeétricamente al
cantry formando un eje central visible, Se encontraron vanaciongs en e
grosor de los rayos (Fig. 21 y 22), Ef aparato nuctear se observa en la Figura
23, L.os datos meristicos se registran en la Tabla 4.

Fig.21. Vista supedor de Trichodina nigra (GOD X) con extremos de las cuchillas
ligeraments mas redondeadas y 105 rayos ligeramente mas cofos,
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Fig. 28, Macronucleo de Trichodina nigra (1000 X),
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Tabla 4. Datos meristicos de Trichoding nigra Lom, 1961,



Morfologia del denticulo.

Cuchita ancha en forma de hoz, curveada bajo la superficie distal no
distinguible desde el margen anterior. Punto tangeme desde afilado a
redondeado situado mas abajo que Ja superficie distal. Margen anterior
deshordado hacia abajo a afiltadamente redondeado, extendiéndose mas alia
del eje y +1, Proyeccion anterior presente; pero no es claramente distinguible.
Margen posterior formando una curva muy pronundciada con el punto mas
pronunciade en la parte media bajo la mitad de la curva en algun nivel del
apice. La conexion de la cuchilla es delgada, Proyecddn posterior presente;
pero no  prominente. Parte centrat robusta, terminando en punta afilada
fuertemante en el denticulo anterior, muesca opuesta a la apofisis del rayo,
Parte central menos exiendida que a la mitad del eje y. Seccion aniba y abajo
del eje x similares en forma. Conexion del raye corta y gruesa, Apofisis del
rayo corta y ancha dinigida anteriormente. L.a base del rayo ancha con ia
punta del rayo afiladamente redondeada. Rayos derechos siguiendo al eje y
(Fig. 24).

Fig. 24. Comparacion diagramatica de la morfologia de fos denticulog  de; a)
Trichoding nigra hallados en Tilapla nilofica variedad egipcia y b) Trichodina nigra de
Cyprinus carpio (Van As y Basson 1989),
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8,1.1. Correlacion digital de imagenes.

Con las cuatro diferentes especies de tricodinidos identificados se forma una
coleccion de 350 iaminas y mediante un CCD, conectado al mic:mamplo', se
obtunvieron 134 imagenes a color para formar el banco de datos, de 256 X
236 pixeles y se almacenaron para su posierior andlists. Cada imagen se
descompuso en tres canales (rojo, verde y azul, RGB),

El proceso de correlacion digital se Hevo a cabo para cada una de las
imageneas, con filtros de fase, repitiéndose esta operacion para cada canal,
En las siguientes graficas se muestra el resultado del promedio de los
valores de correlacion de las 134 imagenes procesadas para cada canal R,
G, B, y la multiplicacion de ellos,

En la figura 25 el valor de correlacion para Trichodina pediculus er el canal
rojo fue 0.077 & 0.03, con una probabilidad de reconocimiento del filtro de
B7.22 %, en el canal verde (Fig. 26) el valor de correlacion fue de 0.108 &
0.025, con una probabilidad de reconocimiento del fillre de 83.33%; en el
canal azul (Fig, 27) e valor de correlacion fus de 0,132 + 0.025, con una
probabilidad de reconocimiento del filtro de 75.67%. En la multiplicacion de
los tres canales (Fig. 28), el valor de comelacion fue de 0,0032 + 0.0022, con
una probabilidad de reconocimiento del filtro de 100%,
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Fig. 25. Comelacion, en el canal rojo, de las imdgenes de Trichodina pediculus
donde la probabilidad de reconocimiento del fillro pard esta especie es de 97.22%.
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Fig. 26. Comelacion, en el canal verde, de las imagenes de Trichoding pediculus
donde la probabilidad de reconocimiento del filtro para esta especie es de 83, 33%.
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Fig. 27. Correlacion, en el canal azul, de las imagenes de Thchiodinag pedicilus
donde ta probabilidad de reconocimiento det fillro para esta especie es de 75.67%.
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En la figura 29 el valor de correlacion para Trichodina centrostrigata fue de
0.089 0 .035, con una probabilidad de reconocimiento del fittro de 93.33%,
para el canal rojo, en el canal verde (Fig. 30) el valor de correlacion fue de
0.09 & .003, con una probabilidad de reconocimiento del filtro de B4.84% en
el canal azul (Fig. 31) el valor de correlacion fue de 0.10+.03, con una
probabilidad de reconocimiento del filtro 75.87%. En ta multiplicacion de los
tres canales (Flg. 32) el valor de correlacion fue de 0.0003 + 0.0025, con una
probabllidad de reconocimiento del filtro del 100 %.
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Flg. 29. Comrelacion, en ef canal rojo, de las imagenes de Trichodina centrostngata
donde la probabilidad de reconocimiento del filtro para esta especie es de 93.33%,
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Fig. 30. Correlacion, en le canal verde, de las imagenes de Trichodina centrostrigats
donde |la probabilidad de reconocimiento del filtro para esta especie es de 84.84%.
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Fig. 31. Comelacion, en el canal azul, de las imagenes de Trichodina centrostnigala
dande la probabilidad de reconocimiento del filtro para esta especie es de 75.57%.
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canal (RGB) de las imagenes de Trichodina centrostrigata donde la probabifidad de

reconocimiento del filtro para esta especie es de 100%.

Enla figura 33 para Trichodina magna el valor de correlacion fue de 0.095 1
0.03, con una probabilidad de reconodimiento del fillro del 85.7% para el
canal rojo; en el canal verde (Fig, 34), el valor de correlacion fue de 0121 +
0.025, con una probabilidad de reconodimiento del filtro del 77.00%: en el
canal azul (Fig. 35), el valor de correlacion fue de 0.121 + 0.025, con una
probabilidad de reconocimiento del filtro del 82.85%. En la multiplicacion de
los tres canales (Fig. 36) el valor de correlacion fue de 0.003 + 0.002, con
una probabilidad de reconocimiento del filtro del 100%.
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Fig. 33, Correlacion, en el canal mjo, de las imagenes de Trichoding magna donde

la probabilidad de reconocimiento del filtro para esta especie es de 85.7%,
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En la figuras 37 para Trichodina nigra el valor de comretacion fue de 0,09 #
0.03, con una probabilidad de reconocimiento del filtro del 90.9% para el
canal rojo, en el canal verde (Fig. 38) el valor de correlacion fue de 0.117 &
0.03, con una probabilidad de reconocimiento del filtro del 82.85%; en ol
canal azut (Fg. 39), el valor de correlacion fue de 0.141 & 0.025, con una
probabilidad de reconocimiento del fillro del 77.14%. En la multiplicacion de
los tres canales (Fig. 40) el valor de correlacion fue de 0.003 + 0.002, con

una probabilidad de reconocimiento del filtro del 100%.

Cimnal Rojo
0.20
%]
o
Q.16 L]
o
t ]
‘ I
.x . l
.04 |
H
o.00 - .
7. pemdicuii T, ceentrostrigate T, magna T nigra

Trichading nigre

b MwIy R RE

Muaan-2*5E

1 Meon+ 35

Maon-5E
Mz
Ohtllers
Ouliers
Duthiers
Outllers

Fig. 37. Comelacion, en el canal rojo, de las imagenes de Trichoding nigra donde la

probabilidad de reconocimiento det filtro para esta especie es de 80.9%.
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la probabilidad de reconocimiento del filtro para esta especie es de 77,14%.
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7. DISCUSION

Trichodina pediculus fue descrita como Cyclidium pediculus Mueller, 1786
para una especie de Hydra (Raabe, 1059). redescrita para el mismo
hospedero por Ehrenberg (1838) y examinada en mayor detalle para Hydra
fusca y H. vindus por Clark (1866), mientras que (Quennerstedt, 1869) y
Wallengren (1887) la encontraron en diferentes especies de peces no
identificados,

Este ectocomensal de la Hydra de agua dulce de Europa, Asia y Norle de
América; invade comunmente larvas y adultos de muchas especies de
ciprinidos (Kazubski, 1965, Kulemina, 1968; Lom, 1970} y olras especies de
agua dulce Wellbom, 1967, Kazubski y Migala 1968, Ergens y Lom, 1970,
Basson ef al. , 1983 y Arthur y Lom 1984). Sin embargo, su determinacion
taxonomica cred una gran confusion referente a si esta especie de tricodinido
hallado en peces era la misma T. pediculus originalmente descrita para
Hydra. Tambien Kazubski (1981) dudé de la validez de las identificaciones de
T. pediculus hallada en peces de sur de Africa y sefial6 los peligros de iguatar
la fauna de Africa con las especies de Europa; por lo cual Van As y Basson
(1989) hacen una revision del material colectado del sur de Afiica, Israel y
Taiwan, confirman algunas especies y describen nuevas.

En el presente estudio se halld gran namero de T. pediculus parasitando la
piet y aletas de Tilapia nilotica vanedad egipcia; cuya comparacion
morfologica del esquelelo del disco adhesive con otros autores coincde en la
morfologia de los dentlculos, su namero e impregnacion argéntica del drea
central. Las vanaciongs precisas de los elementos denficulares (Van As y
Basson, 1989) de T, pediculus aislada de T. pifotica varedad egipcia no
presentan los rayos dingidos anleriormente y no se extienden mas alla del eje
y + 1 a diferencia de las observaciones de Basson et a/, (1983), Sin embargo
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muestran o5 rayos orentados posteriormente correspondiéndose con la
descripcion de Arthur y Lom {1984),

El analisis merislico comparativo del esqueleto del disco adhesivo (Tabla1)
muestra la semejanza de T. pediculus procedente de T, nifotica varedad
egipcia con los organismos reportados por Basson ef al, (1983) para Tilapia
aurea en Hypophthalmichthys molitrix de Israel y por Fajer (1987) para
Oreochromis aureus de Cuba; con ligeras variacionss en el numero de
denticulos y dimensiones menores en la longitud del rayo. Organlsmos de
tallas superiores a nuestros hallazgos se observaron para T, pediculus de T,
rendalll procedente del sur de Africa, cuyos denticulos tienen cuchillas y
rayos menores, Eslas observaciones se corresponden con las diferencias
detectadas por Basson ef al. (1983) para el material identificado como T,
pediculus en Africa e [sras!.

Diversas investigaciones revelaron diferencias (Basson et al. 1983; Van As y
Basson, 1994, Gaze y Wootlen, 1998) visibles y claras entre T, pediculus de
otras areas geograficas y hospederos para esta espede. En la preparacion
con Hematoxilina de Hariis de nuestro material los rayos tefidos aparecen
muy delgados y delicados. En las preparaciones impregnadas de nitralo de
plala, se observa ancho en la base, ligeramente mas ancho encima de la
base y postedormente termina en una punta aguda, como estilele, Las
diferencias en los efeclos obtenidos en los dos métodos son muy evidentes
debido & que las puntas son poco anchas en el plano del disco adhesivo y
muy delgados en la direccién del cuerpo dorsal ventral v con la tincion de
Hematoxilina de Harris impregnan la parte mas gruesa axial de Ja punta, L.a
merfologla de los denticulos es notable por lo codo, ancho v curveado de
sus cuchillas, casi formando una curva al apice del margen anterior,
caracteristica distintiva de T. pedicufus. rayos estrechos y mas largos gus la
cuchilla. No existen registros de T, pediculus para Tilapia nilotica; luego su
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identificacion se convierte an un nuevo registro de hospedero v localidad
geografica.

T. centrostrigata posee una caracteristica muy vistosa en el centro del disco
adhasivo, consistente en unas espinas denominadas varillas que facilitan su
identificacion, su tamafio es mediano y sus cuchillas tienen forma triangular.
Es originaria del sur de Africa e Israel, y fue descrita por Basson of af. (1983)
gh ciclidos y dprinidos. Tambien fue hallada en Oreochromis niloticus en el
Defta del Nilo por EbTantawy y Kazubsky (1986) y en el este del Caprivi por
Van As y Basson (1992); 1o cual confirma su naturaleza endémica de Africa,
Esta especie pargsita fue introducida en Talwan mediante el traslado de
peces (Basson y Van As, 1994). T, centrostrigata también ha sido registrada
para Q. nifoticus en tas Filipinas por Natividad et al. (1988} y por Fajer et al,
(1997) en Cuba para Q. aureus. La morfologia de los especimenes hallados
en este estudio coinciden con el material de Basson et al, (1983} y muestran
rasgos similares en talla a las registradas por Basson y Van As (1994) para
Q. mossambicus procedente de Talwdn y superiores a los reportados por
Fajer ef al, (1997) para O, aureus (Tabla 2).

Trichodina magna es un tricodinido que se distingue por grandas denticulos,
rayos curveados y diametro del disco adhesivo superor a 80 micrones (Van
As y Basson, 1989), Estos parasitos han sido ragistrados principalmente en
ciclidos africanos y olros peces indigenas de varias localidades, Incluido el
Caprivi del este; localidad que no ha sido muy influenciada por alguna
inroduccion de peces del exterior de Africa. Las caracteristicas de 1os
denticulos de 7. magna en T, nilotica varnedad egipcia tales como forma del
rayo, conexion del rayo y la cuchilla con la parte central, y orientaciones del
rayoe, se corresponden con las descripclones de Basson et al. (1989); pero
difieren en la menor prominencia observada en el apice del rayo. Bl analisis
meristico comparative muestra organismos de talla superores; paro con
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diametro det anillo denticular y dimensiones de los denticulos semejantes. Su
presencia en Tiapia nilotica en México constituye un nuevo registro de
hospedero y localidad geografica (Tabla 3).

Tricoding nigra es probablemente el tricodinido mas reportade contando con
al menos 36 registros en la literatura (Basson y Van As, 1994). Este parasito
fue descrite para varfos ciprinides, Perca fluvialilis y varias especies
indeterminadas de renacugjos en Checoslovaquia (Lom, 1861; MHofiman,
1974). Arthur y Lom (1984) la encontraron en las branquias de Lepomis
macrochirus en el este de los Estados Unidos, aungue concluyeron que es
un tricodinido tipico de la piel, lo encontraron en escaso numero sobre ias
branquias de ciprinidos.

La variabllidad en la morfologia de los denticulos y en las dimensiones de 7,
nigra dié lugar a la designacion Inicial de varias subespecies; 1o cual fue
congiderado posteriormente obsoleto y se establecio el taxén T, nigra sensu
slricto para T. nigra nigra Lom, 1961 y el resto de las subespecies fueron
elevadas a la categoria de especie por Arhur y Lom (1984) Siele
poblaciones de la especie Trichodina nigra fueron encontradas en la plel de
Cyprinus  carpio, Salmo  trutta 'y  Qroorhynchus  mykiss  mostrando
considerables variaciones inter e intrapoblacionales (Gaze y Wootien, 1998),

La morfologla de los especimenes observados en este estudio coinciden con
las descripciones de Basson y Van As (1994) y Gaze y Wooten (1998) para
Carassius auratus y Cyprinus carplo; detectandose en algunos organismos
rayos finos y en otros mas gruesos, aspecto caracteristico de los Individuos
mas vigjos segun 1o crterios de Kasubski y Migala (1968). Las cuchillas de
los especimenes estudiados son slampre mayores que los rayos a diferencia
de la lgualdad referida por Wellborn (1967) para T, nigra de los Estados
Unidos y con las observeciones de Basson et al (1983),
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L.os organismosg hallados en este astudio estan caracterizados por denticutos
masivos con cuchillas anchas curveadas, otras son mas redondeadas,
algunos especimenes desplisgan una curva continug en su interior y ofros
una superficie distal bien definida. Los rayos de los denticulos son
generalmente mas grandes que las cuchillas vy terminan en  punia
redondeada.

T. nigra haliada en el presents estudio posee caracteristicas similares a las
descritas por Basson y Van As (1894) para esta especie de tricodinido, Este
autor en la descripcion de los denticulos de Tricoding nigra refiere la
presencia de una cuchilla ancha en forma de hoz, una base del rayo gruesa y
ancha que termina en punta afiladamente redondeada y rayos derechos
siguiendo el eje y; coincidiendo con nuesiras observaciones. La morfomatria
comparativa  muestra  organismos  con  diametro  del disco  adhesivo
semejantes & T. nigra hallada en C, campio por 108 autores previamente
citados, pero los rayos poseen longitudes menores. Sin embarge esta
caracteristica coincide con las referidas por Gaze y Wootten (1998) para
Salmo trutta (Tabla 4).

] estudio realizado por Gaze y Woolten (1998) en Cyprinus carpio, Salmo
trutta 'y Oncorhynchus mikkis, muestra que las diferentes varaciones
morfoldgicas para T, nigra en la primer especie de pez son mas significativas
en las puntas redondeadas, miantras que las cuchillas y radios denticulares
son identicos y los rayos son mas cortos. En Salmo trufta son similares; pero
puade haber una vanacion leve en el numero medio de denticulos, los cuales
s0Nn mas cortos, a veces en forma de codos en el margen bajo anterior. Eslos
especimenas son muy grandes; pero fueron muestreados en noviembre
donde la temparatura del agua es muy baja, algunos presentan semejanza.
T. nigra descrila en este estudio tleng un alto gradiente de variabilidad
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morfoldgica, razon por la cual, es uno de los especimenes mas dificiles para
identificar denlro del género. Los resultados permitieron consignar por
primera vez en México a Trichodina nigra para la piel y aletas de
Qreochromis nifotica vanedad egipcia.

Basados en esta evidencia taxonomica para las cuatro especies, el algoritme
de decision sobre la presencia del tricodinide se hizo considerando como
positivas aquellas muestras que en la grafica no muestran traslape en la
eapeclé identificar. De acuerdo a este algoritmo se evaluaron todas las
escenas. En los trabajos realizados (Millan et al ., 1989, 1991, 1992, 1005,
Kober et al 1997) por &l grupo de ta Universidad Autdnoma de Barcelona, el
algoritmo de reconocmiento de un objeto de color se realiza mediante a
suma aritmética o logica de los maximes en cada canal. Es decir, que se
considerd identificado un objeto cuando los maximos valores de correlacion
coincidieron en los tres canales y se destacaron aguellos objetos gue solo
presentaban picos de correlacion en cada uno de ellos.

Las diferencias del algoritmo propuesto en este lrabajo, con los realizados
aMes se debe a que la comelacion invarlante se realiza con filtros
compuestos que tienen la informacion de la invarancia a posicion, rotacion y
escala, y por otro lado a que se esta llevando a cabo una comelacion
Invanante de fase extrema, la cual consiste en una correlacion con filtros
compuestos solo de fase con unicamente la fase de la imagen del parasilo a
reconocer.  El algoritmo desarrollade en este trabajo no ha sido utilizado en
olrog trabajos.

El recanocimiento de un objeto depende de analizar cada uno de los
componentes monocromaticos en los tres canales RGB, multiplicandose Ia
infarmacion de los componentes monocrométicos en los tres canales y
obleniéndose un solo resullado. Por lo tanto, para establecer el algonitmo
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ldoneo primero se debe hacer un andlisis del contenido de los canales del
objeto a identificar, En este frabajo los tres canales brindaron informacion
para la discriminacion entre objetos,

En las figuras 26-30 los valores de correlacion en los tres canales presentan
un pequefo porcentaje de traslape. Sin embargo en la multiplicacion de tos
tres canales se obtiene la identificacidn con un 100% de confiabilidad. Asi
que la eficiencia del sistema de correlacion mediante fillros compuestos para
et reconocimiento de tricodinides se basa en la multiplicacion del resultado de
la correlacion invariante de ios tres canales. Esto es debido a que los
valores que coinciden en los tres canales (los cuales dan  Jugar al
reconoacimiento de una especie) al multiplicar seran valores mas altos que los
demas y los valores pequefios al multiplicarse daran valores mas pequefios,

Un aspecto importanie es gue el sistema es confiable, st se considera esto
como la capacidad que tiene una prueba o método para repetir una medicion
en circunstancias similares con la minima  variacion. Se puede afirmar que
cualquier observador por experto que sea pusde oblener diferentes
resultados al presentarle después de un tiempo una misma escena, esto
puede ser resultado de cansancio o cualguier olra causa de caracter humano.
La ventaja de la correlacton con fillros compuestos es que para un minimo
conjunto de imagenes se tendran siempre el mismo resultado y esto no
variara independientemente del numero de imagenes que se evalien.

Al utilizar la correlacion invariante a posicion, escala y rotacion en la
identificacion de tricodinidos el resultado siempre sera el mismo aunque
algunos organismos de tricodinidos varien en tamafio o estén rotados en el
plano en el que se tome la imagen. Debido ala variabilidad morfoidgica que
representan  estos organismos fue necesario la realizaclén de  fillros
compuestos que tienen la capacidad de tener la informacion de las
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diferencias morfologicas entre ellas. El reconocimiento de una imagen se
realiza en alrededor de 8 segundos en una Pentium Hl modelo 1700, El filtro
compuesto se obtuvo a través de 10 diferentes imagenes. Estas 10 son s0lo
una muestra tomada de un universo y el patron de difraccion resultante de la
suma de los patrones de difraccion de cada una de ellos muestra que la
informacion de frecuencias cubre todos los angulos posibles, por eso se llega
a la conclusion de que diez imagenes son suficientes, La morfologia de las
aspecies varla intra-especificamente y por lo tanto es muy dificil diferenciar
entre ellag, sobre todo en lo que respecta a los denticulos pues aln en la
misma especie varian considerablemente, ya sea por la distribucion
geografica o el hospedero que parasiten, Algunos son de denticulos mas
delgados y olros mas gruesos, pero con los filtros compuestos solo de fase,
los resultados indican que cuando los patrones de difraccion de la especie a
reconocer son correlacionados con os patrones de difraccion que forman al
filtro compuesto asta metodologia trabaja satisfacloriamente. Y esto se debe,
ademas, a que dentro del proceso se aplica un filtro parabélico que permite
realzar los detalles finos de la Imagen a identificar al atenuar las bajas
frecuencias y realzar las altas frecuencias,

La utilizacion de este sistema es sencillo y tiens requerimientos minimos de
equipo de computo y de una camara CCD a color.

El sisterna de filtros compuestos es una herramienta Ulil para la identificacion
de protozoos independiertemente de su forma, tamafio y posicion,
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8. CONCLUSIONES

ae identficaron 4 especies de ticodinidos ectoparasitos de piel y aletas:
Trichodina  pediculus, Trichoding  centrostrigats, Trichodina magna v
Trichodina nigra .

Se consignd un nuevo hospedero; THapia nilotica y se le asignd una nueva
localidad geogréfica; México a T, pediculus, T, magnay T. nigra.

Se fe asigna una nuava localidad geografica: México a Trichodina
centrostrigata; ya ldentificada para T, nilotica del sur de Africa.

El empleo de los dibujos diagramaticos propuestos por Van As y Basson
(1989) son tiles en la determinacion de la morfologia de los denticulos de
los tricodinidos de alla vanabilidad intraespecifica,

Se desarrolld un algortmo matematico gque permitié reconocer tas diferentes
gspecies de tricodinidos,

El iempo de identificacion de tricodinidos por medio de la correlacion dighal
de imagenes fue de 8 segundos para cada imagen.

La tecnica de correlacidn  digital  invariante  identificé  tricodinidos
independientemente de la escala, rolacion y posicion.

La probabilidad de confignza de reconocimiento dat mélodo de comralacion
digital invariante, después de multiplicarse el resultado en los tres canales,
fue de 100%, lo que nos indica que tiene una total probabilidad de no errar en
las identificacionas.
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La aplicacion del método de correlacion invarante utlizando filiros
compuestos es una técnica novedosa en ta determinacion de tricodinidos,
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