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RESUMEN: La identificacién de los individuos es una he-
rramienta importante en estudios poblacionales y es la
base de los métodos de captura, marcaje y recaptura. Es-
tos, generalmente requieren de capturar y manipular los
animales, lo que ademads de trabajoso puede ser daiiino,
interrumpir sus actividades o alterar sus interacciones
con otros individuos, invalidando estudios conductuales
o aun afectando su supervivencia. Como alternativa, la
fotoidentificacién ha probado ser un método eficiente y
barato, que evita estos problemas en grupos con patro-
nes de marcas polimoérficas en su coloracién. En este tra-
bajo se propone un algoritmo para utilizar la fotoidenti-
ficacién como alternativa para la estimacién de tamarios
poblacionales y estudios conductuales en especies de le-
pidépteros diurnos, a partir de fotografias de sus alas.
Se establece un sistema de coordenadas con origen en
el centro del mesotérax, y se hallan las coordenadas del
centroide de cada mancha y su drea relativa. A partir de
estos datos se calculan 18 variables derivadas que se em-
plean para entrenar redes neurales de clasificacién, con
diferentes subconjuntos de variables. El algoritmo se va-
lida en una muestra de 65 individuos de Heliconius cha-
ritonia (Lepidoptera: Heliconiidae) mediante el patrén
distal de manchas de las alas posteriores. Con este pro-
cedimiento se logré una identificacién positiva de mds
del 90 % de los ejemplares. Se brindan las bases para el
desarrollo de este método en otras especies con caracte-
risticas similares.

PALABRAS CLAVES: identificacién individual, fotografias
digitales, mariposas, patrén de coloracidén, redes neura-
les.

ABSTRACT: ALGORITHM FOR INDIVIDUAL PHOTOI-
DENTIFICATION IN DIURNAL CUBAN BUTTERFLIES
WITH DISTINCTIVE SPOT WING PATTERNS. Individual
identification is an important tool for population studies
and base of capture-recapture methods. Those methods
usually require the capture and handling animals’ which
can be difficult, harmful, stressful, interrupting their ac-
tivities or altering their interactions to other individuals,
invalidating behavioral studies or even affecting their
survival. As an alternative, the use of photoidentifica-

tion has proven to be an efficient and cost-free method
that avoids all those troubles in groups with polymor-
phic coloration patterns. In this paper, we propose an
algorithm to use photoidentification in diurnal butter-
flies species, using pictures of their fore wings. Using the
metathorax center as origin we establish a relative coor-
dinate system and locate centroid position of each spot
and calculate its relative area. Using this primary data
we calculated 18 secondary variables that were used, in
different subsets, to train classification neural networks.
The algorithm is presented and validated using a sample
of 65 pictures of Heliconius charitonia individuals (Le-
pidoptera: Nymphalidae), using the distal spot pattern
in their fore wings. The procedure was able to identify
more than 90 % of individuals. The backgrounds for the
development of the methods in other butterfly species
are given.

KeyworbDs: individual identification, digital photogra-
phy, butterflies, coloration pattern, neural network.

INTRODUCCION

La habilidad de identificar de forma individual a los ani-
males de una poblacién en estudios de campo ha sido una
herramienta muy importante para el conocimiento de la
biologia y dindmica de las poblaciones, ya que permite
la obtencién de una amplia serie de variables (e¢j. nime-
ro total de individuos, salidas reproductivas, longevidad
y tasas de supervivencia, patrones de movimiento, etc.).
Sin embargo, algunas complicaciones pueden surgir del
empleo de marcas artificiales en animales silvestres: el
propio proceso de captura es disruptivo (Bateson, 1977)
por el estrés de la captura, manipulacién y restriccién del
animal durante el marcaje (Mowat et al., 1994; Ogutu, et
al., 2006). Ademds, puede interrumpir las actividades e
interacciones sociales (Cuthill, 1991), modificar su con-
ducta y fisiologia (Hindell et al., 1996), generar problemas
de salud en los individuos (Wilson y McMahon, 2006;
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McMahon et al., 2006), afectar su supervivencia (Daly et
al., 1992), y no es préctica con poblaciones muy grandes.
La pérdida de las marcas con el tiempo (Bradshaw et al.,
2000) y el registro inadecuado o ausente de las marcas re-
cuperadas (Schwarz y Seber, 1999) pueden comprometer
los parametros estimados.

Como alternativa, es posible identificar a los animales
individuales a partir de la variacién de sus caracteristicas
biométricas. Entre estos sistemas de individualizacién
estd el reconocimiento del iris, desarrollado originalmen-
te para uso en humanos, pero también evaluado en caba-
llos de carrera (Masahiko et al., 2001). Las imperfeccio-
nes granulares en la periferia de la pupila proporcionan
diferencias unicas para cada ojo y son codificadas para ser
almacenadas en bases de datos que son utilizadas para las
comparaciones. Otro método alternativo esta basado en
las caracteristicas Unicas e irrepetibles del sistema vas-
cular de la retina, que se establece desde el nacimiento y
no cambia durante la vida del animal. También, es teéri-
camente posible el principio de la identificacién genética
(DNA fingerprinting), que se basa en el empleo de mar-
cadores microsatelitales para establecer las diferencias
individuales (Papanicolaou et al., 2005). Estos métodos,
sin embargo, son demasiado caros y requieren de equipa-
miento costoso y tiempo.

En muchas especies es posible emplear en la identificacién
individual las marcas naturales y/o patrones de coloraciéon
polimorficos (Frisch y Hobbs, 2007) que pueden ser obte-
nidos a partir de fotografias, lo que evita la mayor parte
de los problemas asociados a los estudios con marcas fisi-
cas artificiales. Sobre todo, evita la necesidad de capturar
y manipular los animales por lo que es particularmente
ventajoso en especies fragiles o amenazadas (Forcada y
Aguilar, 2000). La fotoidentificacién es un método rapido,
barato y también es confiable durante un mayor periodo
de tiempo (Van Tienhoven et al., 2007).

Las marcas naturales identificatorias han sido empleadas
en una amplia gama de especies, tanto terrestres como
acudticas. Existen trabajos en gansos (Lorzenz, 1937),
cebras (Peterson, 1972), jirafas (Foster, 1966), elefantes
africanos (Douglas-Hamilton, 1973), leones (Schaller,
1972), chimpancés (Goodall, 1986), perros silvestres (Fra-
me et al., 1979) y guepardos (Caro, 1994). La fotoidentifi-
caci6on es un método estdndar en el estudio de los grandes
vertebrados marinos: tiburones (Anderson y Goldman,
1996; Van Tienhoven et al., 2007), sirenios (Beck y Reid,
1995; Langtimm et al., 1998), pinnipedos (Hiby y Lovell,
1990; Forcada y Aguilar, 2000) y en mds de 27 especies de
ceticeos (ej.: Wursig y Wursig, 1977; Jones, 1990; Wursig
y Jefferson 1990).

En los lepidépteros no son frecuentes los estudios de cap-
tura, marcaje y recaptura, en parte por el propio rechazo
a estudios a largo plazo, pero también por las dificultades
logisticas que estos implican y por la incertidumbre de
los efectos adversos del método (Singer y Wedlake, 1981;
Mallet et al., 1987). Sin embargo, se han desarrollado en
casos de especies migratorias de interés conservacionis-
ta como la mariposa monarca (Rogg et al., 1999) y para
algunos pocos estudios demograficos (Ehrlich y Gilbert,
1973). En estos estudios se empleaba el marcado de las
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alas con plumones indelebles de punta suave y un cédigo
de puntos o numeros, visibles a distancia (Craig, 1953).

En Cuba, los lepidépteros incluyen 1557 especies de 56
familias, con siete géneros endémicos y 292 especies en-
démicas (Barro y Nufez, 2013). Estos insectos han sido
objeto de numerosos estudios, pero con un enfoque mar-
cado hacia las listas de especies por localidades y a temas
taxonémicos (ej. Alayo y Valdés, 1982; Nuiiez, 2003;
2010; Nufiez et al., 2012, Torre 1947; 1949). Su distribu-
cién y biogeografia ha recibido también gran atencién (ej.:
Fontenla, 1987; Fontenla y Cruz, 1986), sin embargo, es-
tudios sobre su ecologia basica y la dindmica de sus pobla-
ciones y comunidades son menos frecuentes (ej.: Nufiez y
Barro, 2003; Fontenla y Rodriguez, 1990; Fontenla, 1989)
y los que existen no son de larga duracién o solo estiman
algunos pardmetros muy bdsicos como composicién,
abundancias relativas e indices de heterogeneidad.

El presente trabajo tiene como objetivo la presentacién de
un algoritmo para identificar individuos de lepidépteros
diurnos con patrones distintivos de manchas en las alas
a partir de fotografias digitales y programas de procesa-
miento de imdgenes. Se describe la secuencia de pasos
estandarizados que debe hacerse para obtener los datos
numéricos a partir de las imagenes y se valida a través de
la aplicacién a un estudio de caso concreto con ejempla-
res de la especie Heliconius charitonia Comstock y Brown,
1950 (Lepidoptera: Heliconiidae).

MATERIALES Y METODOS
Desarrollo del algoritmo

Elalgoritmo para la fotoidentificacién consta de tres fases:
la toma y preprocesamiento de las imédgenes, la obtencién
de los datos primarios y su almacenamiento y utilizacién
(Fig. 1). El primer paso es obtener fotografias digitales de
las alas por sulado dorsal o ventral, en dependencia del lu-
gar donde se encuentre el patrén de manchas con posible
valor identificatorio. Las fotografias deben realizarse en
un plano horizontal y deben estar bien enfocadas para lo-
grar una mayor precisiéon en el delineado de las manchas.
Como el color no es relevante como variable, no importa
la cantidad de bits de imagen (4, 8 0 16 bits) ni su formato
(JPG, BMP, PNG, RAW) pero su resolucién y tamafio se re-
comienda que sea superior a los 200 dpi, y de mds de 600
pixeles por su lado mayor. Todas las imagenes de un mis-
mo estudio deben ser obtenidas con las mismas propieda-
des, ya que de estas dependera el error que se cometa en
las mediciones que sobre ellas se realicen. La iluminacién
debe ser lo mas constante posible, aunque esta claro que
en condiciones de campo el control de las condiciones de
las fotografias serd mucho mas complejo, y estudios pos-
teriores habran de realizarse para evaluar el efecto de los
errores por estos conceptos.

Pre- procesamiento de las imdgenes

El preprocesamiento de las imégenes tiene el objetivo de
estandarizarlas para hacer comparables las estimaciones
de las variables que se tomaran. Se puede realizar en los
programas Photoshop de Adobe (http://www.adobe.com/
photoshop), Photopaint de Corel (http://www.corel.com/
photopaint) o cualquier otro procesador de imagenes espe-
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FIGURA 1. Diagrama de flujo representando los pasos del algoritmo para realizar un trabajo de fotoidentificacién en animales con
manchas naturales de posible valor identificatorio. Los rombos representan pasos donde varias opciones son posibles.

FIGURE 1. Flux diagram representing algorithm steps to conduct a fotoidentification program in animals with natural spots of
possible identificative value. The rhombus represents steps where several options are available to choose.

cializado. El primer paso es la estandarizacién del tamaiio
y orientacién de todas las imagenes, para lo cual se selec-
cionard una imagen de base y todas las demds se ajustardn
a esta a través de rotacién y re-escalados isométricos, to-
mando como referencia el centro del cuerpo de la maripo-
say el extremo mads alejado del ala, o algin otro elemento
morfolégico que sea constante y ficilmente identificable
en todas. Esta accién puede realizarse ubicando una ima-
gen como capa, encima de la otra, con la opcién de trans-
parencia o creando una mascara con la linea base de la pri-
mera imagen a la cual se ajustardn las otras. Luego de esta
estandarizacién las imagenes se recortaran, eliminando
los bordes innecesarios, para dejar solo la parte del ala con
la informacién que se tomara. Ademds, a cada imagen se
le debe dibujar un punto o pequeftio circulo de tamario pro-
porcional y relleno de un color semejante alas manchas de
las alas- en el centro del mesotérax y cuyo centro servird
como coordenadas de origen del sistema de coordenadas
relativas para establecer las ubicaciones de las manchas.

El resto del pre-procesamiento se puede realizar en el pro-
grama ImageJ v.1.48 (http://imagej.nih.gov/ij/) en el cual,
ademds, se puede automatizar la obtencién de los datos
para la identificacién. ImageJ es un programa publico de
procesamiento de imdagenes en lenguaje Java, disefiado
para extraer informacién cientifica de imdgenes digitales
(Sheffield, 2007). Contiene rutinas basicas para procesa-
miento estandar de imdgenes y otras para calcular areas,
distancias, d4ngulos, volamenes, contar objetos, medir in-
tensidades de color, calcular estadisticas. Las calibracio-
nes espaciales y en escalas de tonos permiten obtener me-
diciones en dimensiones con unidades reales. Este progra-
ma se ha empleado en investigaciones para contar objetos
biolégicos, medir sus tallas, cuantificar su distribucién,
describir patrones de movimiento de particulas y mu-
chas otras aplicaciones en varias ciencias naturales (una
muestra de estas se brinda en Ferreira y Rasband, 2012).
Numerosos trabajos sobre las aplicaciones y potencialida-
des de estos programas pueden encontrarse también en
el namero especial de julio de 2012 de la revista Nature
Methods (Ej.: Eliceiri et al., 2012).
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Para eliminar la informacién de color y mantener la méxi-
ma precisién en la ubicacién de las manchas se deben se-
parar los canales de color de las imdgenes y seleccionar el
que muestre la mejor precisién y contraste en cada espe-
cie, que en las experiencias realizadas generalmente es el
verde, con lo cual la imagen queda en tonos de grises. Pos-
teriormente, se manipula el brillo y contraste de una for-
ma estadndar para todas las imdgenes, para lo cual es acon-
sejable emplear como referencia el propio histograma.
Como lasimagenes resultantes pudieran tener algunos
pixeles aislados se limpian con la opcién de eliminar ruido
y se procede a binarizarlas, o sea, cambiar los colores de
forma que el fondo quede blanco y las manchas en negro.
Opcionalmente, en dependencia de la precisién con que
resulten los bordes de las imdgenes puede ser aplicado al-
gun filtro de erosién / dilucién, cuidando que sus intensi-
dades sean las mismas en todas las imdgenes ya que estos
filtros pueden alterar los estimados de areas —aunque no
en magnitudes significativas si las manchas son grandes.
En este mismo programa o en cualquier otro procesador
se procede a limpiar las imdgenes borrando todo lo que
pueda haber quedado que no sean las manchas de interés
(Fig. 2).

Obtencién de los datos primarios

Los datos que se toman del patrén de manchas son el ni-
mero de manchas, sus ubicaciones relativas y sus areas
proporcionales, que son las variables que se utilizaran.
Para ello, el programa ImageJ cuenta con la opcién “Anali-
zar particulas”, previo a lo cual se predeterminan las varia-
bles que se desean analizar por cada mancha, que en este
caso son las coordenadas del centroide de cada mancha y
sus dreas (en pixeles). El resultado se guarda como fichero
de texto y posteriormente es trasladado a una hoja de cal-
culo de MS Excel. Posiblemente, el programa identifique y
evalte algunas otras pequerias manchas o pixeles aislados
de la imagen que no sean las de interés y que generalmen-
te quedan luego del preprocesamiento. Estas deben ser fil-
tradas y eliminadas de la tabla con los valores resultantes.

Codificacién de los datos y andlisis comparativo
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FIGURA 2. Ejemplo de pre-procesamientos de las imagenes de
las alas de lepidépteros diurnos con patrones de manchas dis-
tintivos para la extraccién de las variables que permitan su iden-
tificacién individual. La linea de silueta del ala se mantuvo solo
con propésitos ilustrativos. A) Agraulis vanillae, B) Dryas iulia,
C) Siproeta stelene.

FIGURE 2. Example of picture pre-processing of the posterior
right wing images in diurnal butterflies with distinctive spot
patterns, for the extraction of variables used to individual iden-
tification. The wing outlinewas kept only for ilustration. A)
Agraulis vanillae, B) Dryas iulia, C) Siproeta stelene.

Para poder utilizar la informacién de la ubicacién relativa
de las manchas y hacerlas comparables entre individuos,
se debe estandarizar el sistema de coordenadas ubicando
el centro del mesotdrax como origen del eje de coordena-
dasy el centro de una mancha de referencia como coorde-
nadas (1,0). Esta mancha de referencia puede ser la mas
alejada del centro del cuerpo, la de ubicacién més superior
o la de mayor 4rea, lo cual es equivalente a realizar un re-
gistro de linea base o registro de Bookstein (Bookstein,
1978) con ambos centroides.

Para el analisis las manchas deben tener un identificador
Unico que permita comparaciones por pares andlogos para
lo cual, si las manchas son pocas y en ubicaciones relati-
vamente constantes e identificables, pueden asigndrseles
letras. De lo contrario se puede establecer un orden auto-
matico siguiendo su ubicacién a lo largo de un eje (X, Y o
diagonal). La propia informacién posicional de las man-
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chas puede ser presentada en dos formatos:se pueden
utilizar directamente las coordenadas del centroide o pue-
den emplearse sus vectores partiendo del centro de coor-
denadas (4ngulo y longitud). Estas variantes pueden ser
seleccionadas en funcién de la disposicién espacial de las
manchas: si hay una superposicién marcada entre las pro-
yecciones en los ejes X o Y entre varias manchas, posible-
mente los vectores sean la mejor opcidén y para calcularlos
se debe aplicar las férmulas trigonométricas apropiadas
(teorema de Pitagoras y ley del seno).

Lainformacién que caracteriza a cada mancha se puede al-
macenar en dos formatos: como variables relativizadas de
posicién y area de cada mancha para cada individuo, o en
forma de matrices de distancias euclideanas y de diferen-
cias relativas entre dreas de manchas para cada individuo.
La identificacién automatizada de nuevas fotografias por
comparacién con los individuos cuyos datos se han alma-
cenado se puede desarrollar a través de varios algoritmos
estadisticos, que dependerin de la manera en que se ha-
yan codificado los datos. Si estos se mantuvieron como
coordenadas de los centroides de las manchas individua-
les, luego de un registro de procrustes generalizado de las
coordenadas del nuevo individuo, se pueden calcular las
medias procrustes entre esta configuracién por clasificar
y las de referencia de la base de datos: las minimas distan-
cias corresponden con las maximas similitudes.

La clasificacién automatizada puede hacerse a través de
una red neural entrenada para ello, o por medio de méto-
dos multidimensionales de ordenamiento, como el Ana-
lisis de Funcién Discriminante lineal. Pueden emplearse,
de manera exploratoria métodos como el Escalado multi-
dimensional no métrico o andlisis de agrupamiento adi-
cionando el nuevo registro a todos los datos de la base,
aunque en estos casos debe tenerse cuidado porque la in-
clusién de nuevos registros puede alterar la configuracién
de distancias en la base primaria. Otra variante puede ser
obteniendo y almacenando las matrices de distancias eu-
clideanas que incluyan las diferencias en los datos posi-
cionales y el drea entre todas las parejas de manchas para
cada individuo y luego, para la identificacién, desarrollar
pruebas de Mantel.

Estudio de caso

Para poder ejemplificar el uso del método y ponerlo a
prueba se desarrollé un estudio de caso con la especie He-
liconius charithonia ramsdeni, de la familia Nymphalidae.
Esta familia, contiene un grupo bien conocido de maripo-
sas neotropicales, con seis géneros y otras tantas especies.
Se reconocen por tener las alas anteriores muy alargadas
y estrechas, y las posteriores relativamente pequefias y re-
dondeadas, que les da un aspecto ancho y corto.

Heliconius charitonia ramsdeni tiene las alas negras con
bandas amarillas llamativas y una hilera de manchas en el
ala posterior, una coloracién de tipo aposemaética que ad-
vierte a los depredadores de su mal sabor, ya que acumu-
lan sustancias de las plantas en las que se alimentan las
orugas (especies de Passiflora).Tiene un vuelo lento y lla-
mativo, y habita en un amplio rango de ecosistemas, des-
de jardines en las ciudades hasta bosques, entre los cuales
se mueve segun la disponibilidad de fuentes de alimento,
como son el néctar y polen. Esta especie duerme comunal-
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mente con cierto grado de filopatria a los sitios (Young,
1984). Habita desde Texas hasta Ecuador, incluyendo las
Antillas, pero es una especie sedentaria, sin movimientos
migratorios descritos. Numerosas subespecies han sido
descritas a lo largo de su rango de distribucién, especial-
mente en las islas del Caribe ya que muestra una notable
variabilidad, tanto geogréfica (Comstock y Brown, 1950)
como intrapoblacional (Brown y Comstock, 1952; Beebe,
1955), que incluso ha motivado a algunos autores a buscar
evidencias de especies cripticas (ej.: Kaye, 1931; Jiggins y
Davies, 1998; Mavarez et al., 2006).

El género ha sido objeto de numerosas investigaciones en-
focados en su biologia general (Brown, 1981; Scott, 1986,
Chumpitasi, 1997), estructura y dindmica de sus poblacio-
nes (Cook et al., 1976; Young, 1977; Quintero, 1989; An-
drade y Lucci, 2005) y estudios genéticos relacionados con
los patrones de coloracién (Emsley, 1964; Davies y Ber-
mingham, 2002, Mavérez y Gonzalez, 2006), entre otros.
También se han realizado numerosos estudios genéticos,
muchas veces relacionados con los patrones de coloracién
(Jiggins y McMillan, 1997; Davies y Bermingham, 2002;
Mavarez y Gonzalez, 2006) y métodos tradicionales, in-
cluidos de marcaje, han sido utilizados para estimar su
ciclo de vida (Ehrlich y Gilbert, 1973) ubicandolo en un
rango de seis meses.

Métodos

Se obtuvieron fotografias de 65 individuos de Heliconius
charitonia ramsdeni, depositadas en las colecciones del
Museo de Historia Natural Felipe Poey, de la Universidad
de La Habana, y del Instituto de Ecologia y Sistemadtica.
Las fotos se recortaron, manteniendo solo el 4rea del bor-
de distal de las alas posteriores, que, en este caso, conte-
nia el patrén de manchas con posible valor identificatorio.
Luego se estandarizaron en tamario y orientacién toman-
do como referencia el centro del mesotérax, donde a cada
imagen se le incorpor6 un pequefio circulo como centro
del sistema de coordenadas (0,0) para hallar la ubicacién
relativa de las manchas cuerpo de la mariposa. La mancha
mas alejada del eje central del cuerpo se tomé como coor-
denada (1,0). Se llevaron las imagenes a escala de grises,
aislando el canal de color verde, y se binarizaron llevando
el fondo a color blanco y las manchas negras (Fig. 3).

Las variables primarias tomadas del patrén de manchas
fueron las areas proporcionales de manchas (en porcen-
taje del drea total manchada) y sus ubicaciones relativas
(coordenadas del centroide) (Fig. 4). A partir de estas se
calcularon otras variables derivadas de posible valor dis-
criminatorio: la distancia del mesotérax a las manchas (re-
lativizada usando la primera distancia) y su variabilidad
(desviacién estandar - DE), variabilidad de las 4reas de las
manchas (DE); Areas maxima y minima y su razén (Area
maxima/Area minima). Ademas, se calcularon las distan-
cias entre manchas consecutivas, con su variabilidad (DE)
y extremos (maximo y minimo) por individuo; y lo mismo
se hizo para los dngulos entre manchas consecutivas. Para
describir el grado de curvatura del patrén de manchas en
cada individuo se calcul6 un indice dado por la razén entre
la distancia entre las manchas primera y ultima, y la dis-
tancia perpendicular del centroide de cada mancha a esta
linea. El valor maximo de este indice por individuo fue lla-
mado indice de curvatura.

Poeyana 505 (2017)

5 6

FIGURA 3. Procesamiento de las imagenes de las alas posterio-
res derechas de Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae:
Lepidoptera) para la extraccién de las variables de las manchas
que permitan su identificacién individual. 1) Recortado del ala
posterior derecha, 2) Separacién del canal de color verde; 3) Bi-
narizacién, inversién y aislado del patrén de manchas pequenias
del ala; 4) Identificacién de las manchas pequetias y calculo del
area y coordenadas del centroide.

FIGURE 3. Processing of the posterior right wing images of He-
liconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera) for the
extraction of variables of the spots used to individual identifica-
tion. 1) Clip of the posterior right wing; 2) Channels splits and
selection of green color; 3) Binarization, inversion and isolation
of the spots pattern; 4) Identification of the small spots and
calculation of area and centroid coordinates.
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FIGURA 4. Representacién esquematica de las variables de las
manchas y de la codificacién de la informacién de posicién de
sus centroides a partir de las coordenadas y de los vectores A,
en las alas posteriores derechas de Heliconius charitonia ramsde-
ni (Nymphalidae: Lepidoptera) (Di-j: distancia entre manchas
consecutivas, Ai: drea relativa de la mancha, Yi-j: &ngulo entre
manchas consecutivas, Ic: indice de curvatura).

FIGURE 4. Schematic representation of spot variables and the
coding of position information of centroid from its coordinates
and A vectors, in right posterior wings of Heliconius charitonia
ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera). (Di-j: distance between
consecutive spots, Ai: relative area of the spot, Yi-j: angle among
consecutive spots, Ic: curvature index).

Para evaluar el grado de error del procedimiento propuesto
se tomaron tres individuos al azar y se les realiz6 la toma
de datos, de forma independiente, cinco veces. La variabi-
lidad entre réplicas fue evaluada a través de los coeficien-
tes de variacion, exceptuando los descriptores de Fourier
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de la mancha central por incluir valores negativos. Para la
validacién se emple6 un conjunto de datos diferente, ob-
tenido por la repeticién del algoritmo de procesamiento
de las imagenes y la obtencién de las variables primarias
y derivadas, en 50 de las imégenes originales (mds del 70
% de la muestra), por tres personas independientemente
y a ciegas (sin conocer el nimero verdadero del individuo).
Esto asegura una representatividad de las posibles fuentes
de error del procedimiento, excepto los de la toma de fo-
tografias.

Procesamiento de los datos

Para identificar cuales variables tienen mayor valor iden-
tificatorio, se entrenaron seis redes neurales de tipo per-
ceptrén multicapa, cada una con un conjunto distinto de
variables predictoras (Tabla 1).

Para representar las diferencias individuales con cada con-
junto de variables se confeccionaron escalados multidi-
mensionales no métricos con distancias euclideanas y se
representaron las relaciones de similitud entre individuos
por un andlisis de agrupamientos, empleando el método
de Ward. Los estadisticos descriptivos de cada variable
fueron obtenidos, empleando como tendencia central las
medias y el error estdndar y los limites de confianza al 95
% como medidas de precisién y variabilidad, respectiva-
mente.

RESULTADOS

El comportamiento de los estadisticos descriptivos gene-
rales de las variables evaluadas en las manchas del patrén
del borde de las alas posteriores en H. charitonia ramsdeni
se muestran en la figura 5 (tabla en Anexo 1). Las man-

TABLA 1. Subconjuntos de variables seleccionadas en cada red neural en su entrenamiento para la fotoidentificacién
de los individuos de Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera) por sus patrones de manchas alares.

TABLE 1. Subset of selected variables to train each neural networks for photoidentification of individual of Heliconius
charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera) by its wing spot patterns.

Variables

Redes neurales

1

2 3

I
9)]

Area de las manchas X
Coordenadas del centroide

Dist. del mesotérax a las manchas X
SD de las Areas

Area maxima

Area minima

Area maxima/Area minima

Indice de curvatura

Indice de curvatura maximo

SD de distancias mesotdrax - mancha
Dist. e/ manchas X
SD de las dist. e/ manchas

Dist. maxima e/ manchas

Dist. minima e/ manchas

Dist. maxima/minima e/ manchas
Angulo e/ manchas X
SD de los dangulos e/ manchas

Angulo maximo manchas

Angulo minimo manchas

Angulo maximo/minimo e/ manchas

<

Moo X

Moo X
MoK X KX XK X X K XXX K XX X MK X X X|o

Mo XX

Las redes neurales (de tipo perceptrén multicapa) se ob-
tuvieron por el procedimiento de busqueda automdtica
del programa Statistica v8.0. Se entrenaron 40 redes para
cada conjunto de datos, reteniendo las mejores 10, entre
las cuales se seleccioné la mejor para cada conjunto de da-
tos en dependencia de los errores de validacién.
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chas de mayor 4rea se ubicaron generalmente entre las
posiciones 8y 10, aunque el mayor valor promedio de esta
variable se encontré en la posicién 10. Los valores obte-
nidos en el indice de curvatura indican que el patrén de
manchas sigue una distribucién leptocurtica, siendo los
puntos en las posiciones de la 5 a la 7 los mas alejados de
la recta que une los centroides de las manchas 1y 14. El
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promedio de la distancia al mesotorax en las manchas mas
alejadas se encontr6 en las posiciones 7 y 8. Las separacio-
nes entre las manchas 7-8 y 8-9 fueron las que presentan
una mayor variabilidad. Los dngulos de mayor amplitud
entre manchas consecutivas se encontraron entre las po-
siciones 7-8, 8-9 y 9-10. El 4rea de las manchas disminuye
con la distancia al mesotérax, con un patrén monoténico
decreciente.

La caracterizacion de estas variables de manera individual
muestra las tendencias generales en la especie y en and-
lisis multiespecificos posiblemente sean elementos que
permitan su identificacién automatizada. A nivel de fo-
toidentificacién de individuos permite identificar algunas
variables con mayor probabilidad de servir como elemen-
tos individualizantes, sobre todo aquellas que presentan
mayores variabilidades. Sin embargo, es poco probable
que una Unica variable pueda servir a este efecto, sino
mds bien sea la combinacién de los valores de cada una
quien identifique al individuo, lo cual hace del problema
de fotoidentificacién un andlisis intrinsecamente multidi-
mensional (Fig. 6).
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FIGURA 6. Variabilidad en los patrones de manchas (4reas,
formas y distribuciones) en el borde de las alas posteriores en
24 individuos seleccionados de Heliconius charitonia ramsdeni
(Nymphalidae: Lepidoptera). El circulo negro indica la posicién
del centro del mesotorax, tomado como centro de origen del sis-
tema de coordenadas en el cual se ubicaron las manchas.

FIGURE 6. Spot patterns variability (areas, shapes and distribu-
tion) in the lower back wing of 24 selected specimens of He-
liconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera). Black
circle indicate position of the mesothorax center, used as origin
of coordinate system in which spots were located.

Los niveles de error durante el procedimiento propuesto

fueron bajos. La repeticién de los procedimientos de las
fotografias y toma de datos primarios de los mismos indi-
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viduos de mariposas por personas diferentes dio resulta-
dos con coeficientes de variacién promedios entre 0,67 %
y 1,4 % (Fig. 7). Las variables con menor repetitividad fue-
ron las de areas de las manchas (entre 9 % y 12,6 %), cuyos
errores de transmitieron al indice entre dreas maxima y
minima (que lleg6 al 13,9 % en uno de los individuos). Los
coeficientes de variacién en las distancias entre manchas
estuvieron en todos los casos por debajo del 5 % (maximo
de 4,4 %), asi como en los dngulos (méximo de 2,7 %).
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FIGURA 7. Repetibilidad en la toma de datos del patrén de man-
chas de las alas en tres individuos tomados al azar de la muestra
de Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera)
por diferentes personas. Se muestra el anlisis de agrupamien-
to de los resultados y el escalado multidimensional no métrico
donde, ademas, se incluye el coeficiente de variacién promedio
(cv) de todas las variables.

FIGURE 7. Repeatability in data acquisition on the wing spo-
t’s pattern in three randomly chosen individuals of Heliconius
charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera) by different
persons. Cluster analysis of replications and non-metric mul-
tidimensional scaling are presented, including mean variation
coefficient (cv) of all variables.

El escalado multidimensional no métrico con todos los
conjuntos seleccionados de variables predictoras (Fig. 8)
permite caracterizar los niveles de similitud o diferencias
individuales teniendo en cuenta todas las variables ana-
lizadas. Como era de esperar, existen grupos mds simila-
res que otros evidenciando la factibilidad de identificar
aquellos individuos de caracteristicas mds atipicas (Fig.
7). Otros individuos, por la cercania de sus valores posi-
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FIGURA 8. Escalados multidimensionales no métricos desarrollados con las combinaciones de variables empleadas como predicto-
ras para la identificacién individual de los ejemplares seleccionados de Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera).
A) Patrones de manchas de los ejemplares 68 y 19, que fueron los més frecuentemente diferenciados.

FIGURE 8. Non metric multidimensional scaling with all variables combinations used as predictors for the individual identification
of the specimens of Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera). A) Spot patterns of individuals 68 and 19, that were

the most frequently differentiated.

blemente conlleven a errores de clasificacién. Los indivi-
duos 59, 68 y 71 fueron los més diferentes del resto de la
muestra en muchos de estos gréficos.

Los escalados multidimensionales pueden mostrar la dis-
tribucién general de las diferencias entre los individuos y
permiten la identificacién de los que presentan caracte-
res mds distintos, que el resto de la muestra. Sin embar-
go, este no es un método eficiente de representacién si se
quiere ubicar individuos que son més consistentes con las
caracteristicas generales, ya que suelen quedar superpues-
tos o muy cercanos entre si en medio de una densa nube
de puntos. Para el andlisis de las diferencias entre estos
individuos y sus patrones de relacién, es preferible reali-
zar un andlisis de agrupamiento y representarlo con un
dendrograma de distancias euclideanas (Fig. 9).

El entrenamiento de las redes neurales con los distintos
conjuntos de variables predictoras obtuvo en todos los ca-
sos valores de rendimiento de entrenamiento del 100 %,
excepto en lared 5 (construida con los componentes prin-
cipales de los descriptores de Fourier de la mancha cen-
tral, las distancias entre manchas consecutivas, el Indice
de curvatura maximo y la tasa entre dreas mixima y mini-
ma), en la cual fue del 98,5 % (Tabla 2). El algoritmo de op-
timizacién mads frecuente entre las redes entrenadas fue la
suma de cuadrados (SOS), siendo seleccionada la Entropia
cruzada solo en tres casos (redes 2, 3 y 4). Las funciones
de activacién de las capas oculta y de salida fueron indis-
tintamente la Logistica, Identidad, Tangente, Softmax y
Exponencial.

La Red construida con todas las variables, primarias y de-
rivadas (Red 6) no fue la méas eficiente en la identificacién
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de los individuos, logrando solo un 80 % de clasificacién
correcta con los datos de validacién, lo cual indica que al-
gunas variables carecen de valor discriminatorio.

La red con un mejor rendimiento de la validacién fue la
Red 1, obtenida con las variables primarias de dreas de
manchas, angulos y distancias. Esta red logré un 94 %
de rendimiento de la validacién y funcién de activacién
Logistica tanto en la capa oculta (de 34 neuronas), como
en la de salida. La Red 4, obtenida exclusivamente con
los descriptores de la forma de la mancha central del ala,
mostré un caso claro de sobre-entrenamiento. En esta con
los datos de entrenamiento se obtuvo un rendimiento del
100 % pero con los de validacién fue apenas de un 4 %.
La red de peor comportamiento, ademas de esta dltima,
fue la quinta, que también empleaba los descriptores de
la forma de la mancha central del ala, indicando con ello

que esta mancha tiene muy poco valor identificatorio in-
dividual.

DISCUSION

Los resultados demuestran que los individuos de H. chari-
tonia ramsdeni, por muy similares que sean a la vista des-
nuda, si pueden ser identificados con alta precisién a par-
tir del procedimiento descrito, aplicado a las imédgenes di-
gitales de las alas posteriores y considerando el patrén de
manchas como un caricter identificatorio. La efectividad
de las redes entrenadas fue similar a las desarrolladas para
la identificacién de otros objetos biolégicos. Por ejemplo,
el sistema desarrollado por Yang et al. (2001) para identifi-
car la especie a partir de los huevos de helmintos en heces
fecales humanas, con imégenes digitales y redes neurales,
obtuvo una tasa de clasificacién correcta del 90,3%. Para



Denis y Cruz

b I, o Lo g T SO —

Rieliebogenlelarlat Trlosle Tl linlte ul o g et o i we ol g Lo ] oo e o

wvﬂ@NWWﬂWVNNW@NﬂﬂﬁDFﬂM v—Nhﬂ—‘d"ﬂﬁ‘ﬂﬂDFﬂ‘tf'ﬂ‘— ‘=I"-—NINlﬂf\lhfﬂt—ﬂ'ﬂtﬁru“{ﬂ@mmm‘fm‘—ﬂﬂhﬂN

10

2
EI

30 |2

100 Ea 54 I_L\T 317 g?L ?Flja? o8 LFILJ—‘E‘EHE%?

& 24
*

o

|12I

Distancia
b
t'_.l

t
(=

a0
70

8

100

80

FIGURA 9. Anilisis de agrupamientos con la combinacién de variables correspondientes a la red neural de mejor comportamiento
predictivo (Red 1) para la identificacién individual de los ejemplares seleccionados de Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae:

Lepidoptera).

FIGURE 9. Cluster analysis with the variable combination corresponding to the neural network with the best predictive behavior
(Network 1) for the individual identification of the specimens of Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera).

TABLA 2. Resultados del entrenamiento y validacién de seis redes neurales con distintos conjuntos de variables predictoras para la
identificacién de los individuos de Heliconius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera).

TABLE 2. Results of the training and validation of six neural network with different sets of variables to identify individuals of Heli-

conius charitonia ramsdeni (Nymphalidae: Lepidoptera).

Red Numero de Neuronas de Rendimiento Algoritmo de Algoritmo de Funcién de activacién
variables la capa oculta delavalidacién entrenamiento optimizacién Capa oculta Capa de salida

1 53 34 94,00 BFGS 46 SOS Logistica Logistica

2 14 33 82,00 BEGS 29 Entropia Logistica Softmax

3 25 12 86,00 BEGS 32 Entropia Identidad  Softmax

4 6 22 4,00 BFGS 22 Entropia Tangente  Softmax

5 21 35 44 .00 BFGS 59 SOS Identidad  Identidad

6 85 13 80,00 BEGS 82 SOS Logistica Exponencial
7 14 13 78,00 BEGS 123 SOS Tangente = Exponencial

desarrollar el Leafview, Sean et al. (2006) entrenaron una
red neural para clasificar las hojas de 32 especies de plan-
tas a partir de 12 variables extraidas automdaticamente de
las imégenes, ortogonalizadas en 5 componentes princi-
pales, y 1800 datos de entrenamiento, y también obtuvie-
ron precisiones superiores al 90 %. Todos estos trabajos
previos han servido para fundamentar la importancia del
andlisis de imagenes digitales como fuentes de informa-
cién para investigaciones biolégicas (Myers, 2012).

El algoritmo propuesto puede ser aplicado manualmente
en estudios especificos, no solo con mariposas, sino con
otros grupos animales con patrones de manchas. Lo ideal,
sin embargo, seria su automatizacién a partir de la imple-
mentacién de un software que fuera alimentado con las
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imagenes y mantuviese la base de datos actualizada, a la
vez que contara con una interfase que posibilitara la iden-
tificaciéon de nuevos ejemplares. Con dispositivos méviles
capaces de ejecutar el programa a la vez que se captan las
imdgenes, el tiempo de respuesta se incrementaria (estilo
Leafsnap, que se ejecuta en teléfonos celulares).

En cualquier caso, antes de aplicar este método a otras es-
pecies se debe pasar por la fase inicial de su operacionali-
zacién y estandarizacién. Esto incluye identificar, en cada
caso especifico, cudl o cudles son las variables derivadas
del patrén de manchas con mayor capacidad discriminato-
ria, para la identificacién individual. Por ejemplo, el indice
de curvatura empleado en el estudio de caso con Heliconius
responde a la forma particular de distribucién de las man-
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chas analizadas, pero en otras especies debiera analizarse
otros indicadores que pudieran ser mds informativos acer-
ca de su distribucién espacial. Como sucedié en el caso de
Heliconius, el empleo de demasiadas variables —algunas de
las cuales tenian poca capacidad de separacién- disminuye
dristicamente la eficiencia discriminante independiente-
mente del método estadistico que se emplee.

Las estandarizaciones de los pardmetros de brillo, con-
traste y filtros de las imdgenes también son importantes
por cuanto pueden resultar en variaciones artificiales, so-
bre todo de las areas de las manchas. Estos pardmetros
del procesamiento deben variar entre especies, en depen-
dencia del patrén de coloracién de las alas, aunque el em-
pleo de porcentajes del 4rea total manchada en lugar de las
areas absolutas tiende a disminuir estos errores.

Uno de los puntos mas débiles de este método en el grupo
especifico de las mariposas es la dificultad relativa para
tomar las fotos adecuadas, dada la alta movilidad de los
ejemplares. Una estrategia para sobrellevar este problema
pudiera ser la captura de videos de alta resolucién, mas
que de fotografias. En el video se puede luego identificar
los cuadros de mejor calidad en términos de posicién del
alay resolucién de las imédgenes. Las distorsiones que pue-
den quedar por variaciones ligeras del angulo de la imagen
son solucionables por la superposicién Procustes, que eli-
mina las variaciones afines de las formas.

Son multiples los estudios tradicionales que pueden verse
beneficiados por el empleo de este método de fotoidentifi-
cacién. Por ejemplo, estudios de conductas territoriales y
de dominancia (ej. Benson et al., 1989), o el estudio de pa-
trones conductuales durante el forrajeo (Cardoso, 2001).
El método propuesto puede complementar estudios mor-
fométricos y de variacién geografica o las comparaciones
entre subespecies (ej.: Comstock y Brown, 1950). La iden-
tificacién de los individuos también puede ser util para
estudios experimentales con individuos en cautiverio,
donde deban ser mantenidos en grupos, pero los datos se
necesiten a nivel individual, por ejemplo, en estudios de
conducta reproductiva, patrones de seleccién de recursos,
etc. Este método propuesto puede ser aplicado al estudio
de la dindmica, estabilidad y fidelidad a los sitios de dor-
mideros comunales, como los descritos por Young y Tho-
mason (1975), Young y Carolan (1976) y Waller y Gilbert
(1982). También pueden ser aplicados en estudios de filo-
patria a las plantas de reproduccién o en la descripciéon del
rango de hogar, lo cual ha sido comprobado en algunas es-
pecies a través del marcaje fisico. En Cuba existen muy po-
cas aplicaciones previas de métodos de fotoidentificacién,
apareciendo tan solo en estudios de dindmica poblacional
de delfines (Lépez et al., 2013) y para la individualizacién
en la poblacién de cebras en cautiverio del Zoolégico Na-
cional (Testé y Denis, 2013).

Aunque los estudios poblacionales en los lepidépteros
son menos frecuentes que en otros grupos de animales,
existen varios antecedentes de trabajos que emplean los
métodos de captura, marcaje y recaptura. Por ejemplo,
Ehrlich y Gilbert (1973) estudiaron la estructura y dina-
mica de una poblacién de Heliconius ethilla a través de un
intenso programa de marcaje entre 1969y 1972 que logré
marcar de forma individual a 1000 individuos y obtener
2600 recapturas. Algunos individuos fueron recapturados
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hasta 10 veces en un periodo de 162 dias, con lo cual se
pudieron obtener estimados confiables del tamafio pobla-
cional y la supervivencia diaria.

Los estudios de variabilidad en las manchas alares, no
solo permiten la inferencia de pardmetros poblacionales
sino también profundizar en los estudios sobre las zonas
de hibridizacién, que en el género Heliconius, en particu-
lar han recibido una notable atencién (ej.: Benson, 1973;
Beltran et al., 2002; Blum, 2002; Gilbert 2003). Los patro-
nes alares en lepiddpteros han sido estudiados de forma
intensiva desde el punto de vista taxonémico (ej.: Nijhout
y Wray, 1988; Munroe, 1982; Nijhout, 1981), evolutivo
(ej. Nijhout, 1991; 2001a y b; Mullen, 2006; Joron et al.,
2006; Reed y Serfas, 2004), ontogenético (ej. Nijhout,
1985), genético (ej. Reed y Gilbert, 2004; Nijhout et al.,
1990), entre otros. La adicién de la fotoidentificacién
como método de andlisis puede constituir una mejora sig-
nificativa a los estudios ecolégicos en los lepidépteros. Un
método similar puede ademads ser empleado en ayuda a la
identificacién, no ya de los individuos sino de las propias
especies, lo cual es un recurso importante en apoyo a la
taxonomia (Procaccini y Marks, 1968).
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ANEXO 1. Estadisticos descriptivos para las variables relativizadas (%) descritas para las manchas del patrén en las alas posteriores
de Heliconius charitonia (Nymphalidae: Lepidoptera). Se presenta la media + error estdndar, valores extremos (minimo — maximo)

y limites de confianza al 95 %.

APENDIX 1. Descriptive statistics for the relative variables (%) described for the spots in the edge of the posterior wings pattern in
Heliconius charitonia (Nymphalidae: Lepidoptera). It contains mean + standard error, extreme values (minimum — maximum) and

confidence limits at 95 %.

No. de Arearelativa Distanciaal me- Indice de Distancia con la Angulo con la
mancha sotorax curvatura siguiente siguiente
1 1,27+0,06 - - 8,27+0,10 0,08+0,00
1,15-1,40 8,06 - 8,47 0,08-0,08
0,09 -2,44 6,30 - 9,97 0,05-0,10
2 1,36+£0,07  98,26+0,11 5,96+0,13 9,07+0,08 0,08+0,00
1,23-1,50 98,03-98,48 5,71-6,22  8,91-9,23 0,08-0,08
0,13-2,81 96,24-103,05 1,82-9,18 7,54-10,46 0,07-0,10
3 2,59+0,09  93,78+0,17 9,23+0,17 9,12+0,17 0,08+0,00
2,40-2,77  93,44-94,12 8,90-9,56  8,78-9,47 0,08 -0,09
0,87-4,02 90,97-101,97 3,60-14,99 6,73-18,05 0,07-0,17
4 3,44+0,11  88,95+0,20 11,51+0,18 9,65+0,08 0,09+0,00
3,22-3,66 88,54 -89,35 11,16-11,86 9,49-9,80 0,09-0,10
1,39-7,42 84,87 -97 7,09-17,19 8,41-11,78 0,08 -0,11
5 4,54+0,09  83,67+0,24 13,07+0,19  9,48+0,06 0,09+0,00
4,35-4,72  83,19-84,15 12,68-13,45 9,35-9,61 0,09-0,10
2,94-7,02 79,24-92,11 9,94-18,89 8,36-10,49 0,08-0,11
6 6,30+0,12  78,09+0,25 13,29+0,19  9,40+0,08 0,10+0,00
6,05-6,54  77,59-78,59 12,90-13,67 9,24-9,55 0,10-0,10
3,91-8,80 73,68-86,5 10,30-19,40 8,16-12,04 0,09-0,13
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ANEXO 1. Continuacién. Estadisticos descriptivos para las variables relativizadas (%) descritas para las manchas del patrén en las
alas posteriores de Heliconius charitonia (Nymphalidae: Lepidoptera). Se presenta la media + error estdndar, valores extremos (mi-
nimo - maximo) y limites de confianza al 95 %.

APENDIX 1. Continuation. Descriptive statistics for the relative variables (%) described for the spots in the edge of the posterior
wings pattern in Heliconius charitonia (Nymphalidae: Lepidoptera). It contains mean * standard error, extreme values (minimum -
maximum) and confidence limits at 95 %.

No. de Area relati- Distanciaal me- Indice ~ de Distancia con la Angulo con la
mancha va sotoérax curvatura siguiente siguiente
7 7,08+0,15 72,30+0,27 12,40+0,21 9,70+0,44 0,11+0,00
6,78-7,38  71,77-72,84 11,98-12,82 8,83-10,58 0,10-0,12
0,70-9,56  68,75-81,19 10,03 -19,46 6,59 - 37,30 0,08-0,39
8 8,54+0,18  67,25+0,44 11,32+0,22  9,39+0,57 0,12+0,01
8,19-8,89 66,36-68,14 10,89-11,76 8,25-10,53 0,10-0,13
3,10-11,70 62,95-90,15 8,78-17,62 7,67-45,79 0,10-0,50
9 8,48+0,11  61,66+0,28 9,49+0,22  8,75+0,07 0,12+0,00
8,26-8,70 61,09-62,22 9,04-9,93 8,62-8,89 0,12-0,13
6,30-10,71 57,16-70,08 6,43-17,23 7,62-10,38 0,11-0,14
10 9,89+0,11  56,93+0,27 7,73+0,20 7,59+0,06 0,12+0,00
9,66-10,11 56,40 -57,47 7,34-813 7,48-7,71 0,12-0,12
7,71-12,33 52,25-63,7 5,19-14,01 6,58-8,63 0,11-0,13
11 7,13+0,12  53,23+0,27 6,12+0,18  5,72+0,08 0,10+0,00
6,89-7,38 52,70-53,76 5,75-6,49 0,09-0,10
5,22-9,62  49,02-59,04 3,91-11,75 95,56-5,88 0,08-0,13
4,47 - 8,58
12 5,87+0,14  50,44+0,26 4,44+0,16 5,34+0,09 0,09+0,00
5,58-6,16 49,93-50,96 4,12-4,75 515-5,53 0,09-0,10
3,26-9,15 46,05 - 54,87 1,95-8,40 3,92-9,21 0,07-0,14
13 5,58+0,14  47,78+0,25 2,42+0,09 5,51+0,08 0,10+0,00
5,29-586 47,28-48,29 2,23-2,61 5,36-5,66 0,10-0,11
3,26-8,11 44,04-52,91 0,99-4,02 4,19-6,73 0,08-0,12
14 4,44+0,13  45,06+0,28 - - -
4,18-4,69 44,51-45,62
1,79-7,40 40,93-50,62
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