UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

UVG

UNIVERSIDAD
DEL VALLE

DE GUATEMALA

Comparacion de utilidad de fotografias del area cefalica y del area cloacal
por algoritmo 13S para el reconocimiento individual y monitoreo
poblacional del lagarto escorpion Heloderma charlesbogerti en el Valle del
Motagua, Guatemala

Trabajo de graduacion en modalidad de Tesis presentado por
Luis Rodrigo Morales Santiago

para optar por el grado acadéemico de Licenciado en Biologia

Guatemala

2024






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

UVG

UNIVERSIDAD
DEL VALLE

DE GUATEMALA

Comparacion de utilidad de fotografias del area cefalica y del area cloacal
por algoritmo 13S para el reconocimiento individual y monitoreo
poblacional del lagarto escorpion Heloderma charlesbogerti en el valle del
Motagua, Guatemala

Trabajo de graduacién en modalidad de Tesis presentado por
Luis Rodrigo Morales Santiago

para optar por el grado académico de Licenciado en Biologia

Guatemala

2024



Vo. Bo.

(f)

PhD. Daniel Ariano Sanchez (Asesor principal)

Tribunal examinador

f\

-

.

0 4 ffT |
( .

MSc. Gabrjela Alfaro Marroquin

{ "L,‘-'-'\’V(

(f)

PhD. Daniel Ariano Sanchez

0 sost; Mooz

MSc. José Monzdn Sierra

Fecha de aprobacién del examen de graduacion:

Guatemala 19 de enero de 2024



Prefacio

Desde que empecé la carrera de Biologia me interesé en los reptiles y también los
anfibios, lo que me llevé a involucrarme e informarme del manejo de estos animales en
investigacion. Por esto me di cuenta de que en repetidas ocasiones se lastimaba a los
animales para captura- recaptura. En 2019 tuve la oportunidad de estar en el parque
Nacional Cusuco en Honduras y de conocer de primera mano un proyecto que buscaba la
foto identificacion de ranas utilizando patrones en los ojos; a partir de eso, no ha salido de
mi cabeza el uso de la fotografia con esta finalidad, siendo la fotografia de otra de mis
pasiones en el estudio de reptiles.

Mi idea inicial era trabajar con Bothriechis aurifer, pero el hecho de que fueran tan
escazas dificultd Ilegar al nimero minimo necesario de individuos para poner a prueba el
método de foto identificacion. Al conversar con mi asesor principal Daniel Ariano Sanchez
y con otro de mis asesores, Rowland Griffin, aterricé en la idea de trabajar con Heloderma
charlesbogerti.

Agradezco a los dos asesores anteriormente mencionados, por ayudarme a que mis
ideas tomaran forma y se convirtieran en este trabajo que me ayuda a cumplir mi suefio de
ser Bidlogo. Agradezco también a la Reserva Natural Heloderma, por darme acceso a sus
instalaciones y a los individuos que forman parte de sus programas de conservacion, asi
mismo a Gilberto Salazar, por su apoyo en el manejo a los mismos, mientras que las
fotografias eran tomadas por mi persona.

Agradezco infinitamente a mis padres Rodolfo Morales y Ménica Santiago por darme
apoyo incondicional y por confiar en mi durante este proceso. Agradezco a mi hermano
Miguel Morales, quien también me dio su apoyo y fue un mentor, tanto dentro del
departamento como en la vida diaria.

Agradezco a mi novia Andrea Vega por darme animos para continuar y por creer
siempre en mi, por ayudarme a calmarme cuando el proceso se volvia demasiado
complicado y por acompariarme durante todo el proceso, incluyendo su acompafiamiento en
campo para la toma de las fotografias.

También agradezco a la Universidad del Valle de Guatemala, al departamento de
Biologia y su directora Gabriela Alfaro por darme siempre el apoyo necesario para
completar mis estudios. Finalmente agradezco a Adrian Gil por apoyarme y permitirme
finalizar mi carrera.
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Resumen

El objetivo de este estudio es validar el método de foto identificacion en individuos
de Heloderma charlesbogerti. Para esto se utilizaron individuos previamente capturados
que se encontraban en la Reserva Natural Heloderma como parte de los esfuerzos de
conservacion de esta. Se identificaron por medio del chip y se escribieron los datos en
una hoja de control la cual fue previamente fotografiada para emparejar con las fotos de
cada individuo. El lagarto escorpion cuyo identificador estaba en la fotografia fue
fotografiado en la parte superior de la cabeza y el cuello y en el &rea de la cloaca. Se
repitié el proceso hasta obtener un catalogo fotografico de todos los individuos de
Heloderma charlesbogerti presentes en la reserva pertenecientes a los programas de
conservacion del afio 2023. Las fotografias de todos los individuos se afadieron al
software de identificacion 13S Spot y fueron comparadas entre si para encontrar marcas o
patrones diferenciables. Los resultados obtenidos nos permitieron la identificacién
individual de Heloderma charlesbogerti utilizando un método alternativo que puede
afiadirse a la identificacion por chip que ya esta siendo utilizada. Esto ayudara en casos
en que el chip se haya colocado y deje de servir por antigiiedad o mal funcionamiento.
Establecer este método ayudara al monitoreo poblacional de la especie y al
reconocimiento individual, ambos aspectos importantes para los programas de
conservacion que se realizan en la reserva. Se obtuvo un punteo de emparejamiento
menor en Cloacas, pero ambas partes del cuerpo sirvieron para la identificacion
individual de Heloderma charlesbogerti mostrando una identificacién correcta y positiva

de todos los organismos puestos a prueba.



Abstract

The objective of this study is to validate the photo identification method in
individuals of Heloderma charlesbogerti. For this, previously captured individuals that
were in the Heloderma Nature Reserve as part of its conservation efforts were used. They
were identified through the chip and the data was written on a control sheet which was
previously photographed to match the photos of each individual. The scorpion lizard
whose identifier was in the photograph was photographed on the top of the head and neck
and in the cloaca area. The process was repeated until obtaining a photographic catalog of
all the Heloderma charlesbogerti individuals present in the reserve belonging to the
conservation programs of the year 2023. The photographs of all the individuals were
added to the 13S Spot identification software and were compared with each other to find
distinguishable marks or patterns. The results obtained allowed us the individual
identification of Heloderma charlesbogerti using an alternative method that can be added
to the chip identification that is already being used. This will help in cases where the chip
has been placed and is no longer useful due to age or malfunction. Establishing this
method will help population monitoring of the species and individual recognition, both
important aspects for the conservation programs carried out in the reserve. A lower
pairing score was obtained in Cloacas, but both parts of the body served for the individual
identification of Heloderma charlesbogerti showing a correct and positive identification

of all the organisms tested.



. Introduccion

Debido a que Heloderma charlesbogerti es una especie altamente amenazada, por el
trafico ilegal de fauna, pérdida de habitat y cambio de uso de suelo (Ariano- Sanchez et al.,
2020). Es muy importante conocer informacién acerca de su comportamiento y ecologia
(Ariano-Sanchez & Salazar, 2015). Para esto se puede usar metodologias que utilicen la
captura y recaptura del animal para poder identificarla y asi conocer el tamafio de la
poblacién, rango y ambito de hogar (Mufioz et al., 2016). Es por esto por lo que se busca
validar un método con el cual se pueda identificar a los individuos de la especie sin
recurrir al estrés causado por los métodos convencionales. Uno de los métodos que ha
ganado popularidad recientemente y que podria ser aplicado al lagarto escorpion, es el
método de foto identificacion (Sacchi et al., 2010). En este método se colocan fotos de
individuos diferentes y se comparan utilizando programas informaticos, esto nos da un
porcentaje de seguridad de emparejamientos que nos pueden dar la identificacion de este
individuo. Al contar con animales previamente marcados se puede comprobar, la
identificacion facilitada con el programa y asi validar si es un método que puede ser
utilizado en los estudios de ecologia (Dala-Corte et al., 2016) y comportamiento
(Chassagneux et al., 2013).

Los programas de foto-identificacion mas utilizados son APHIS (Mills et al., 2023;
Moya et al., 2015) que sirven comparando fotos de individuos conocidos y individuos
desconocidos de manera manual con ayuda del usuario, utilizan una version similar a otro
programa llamado 13S Spot, que con ayuda de una seleccion de puntos de interés, compara
fotos de individuos dentro de una base de datos con la foto que buscamos identificar
(Sannolo et al.,, 2016). Se tomaron fotografias de 17 individuos de Heloderma
charlesbogerti con duplicados y en dos partes distintas del cuerpo. Se obtuvo un total de
34 fotografias de cloacas y 34 de cabezas, las mismas fueron afadidas al programa I3S



spot, se procedio a crear una base de datos dentro del programa y la misma fue utilizada
al comparar con fotografias fuera de la base de datos que simulaban recapturas de seis

individuos por cada parte del cuerpo analizada.



1. Antecedentes

A. Heloderma charlesbogerti

El lagarto escorpion (Heloderma charlesbogerti) es una especie de lagarto venenoso
que se separd hace poco tiempo de Heloderma horridum lo que limita el rango de la
especie (Reiserer et al., 2013). Ya que H. charlesbogerti solamente ocurre en una
pequefia parte del bosque tropical estacionalmente seco del Valle del Motagua en Zacapa,
Guatemala (Domiguez-Vega et al., 2012). Todos los lagartos del género Heloderma
poseen veneno Yy dientes que le ayudan a inocular el mismo, estos poseen surcos al medio
que hace que fluya con mas facilidad (Fry et al., 2006). Una mordida de esta especie es
capaz de causar vomitos, mareos, dolor fuerte e incluso hipotension (Ariano- Sanchez,
2008). Debido a este veneno las personas que se encuentran con algun individuo suelen
matarlos por miedo (Domiguez-Vega et al., 2012). Afiadido a esta presion la especie
también sufre presion por la destruccion del habitat, el tréfico ilegal y la fragmentacion
del bosgue, lo que hace gque a su vez se encuentre mas con personas (Ariano-Sanchez,
2006), siendo mas susceptibles a la depredacion por parte de humanos. En muchos
estudios de rango de hogar se utilizan métodos como los de captura recaptura, utilizando
radios que se colocan afiadidos al cuerpo con cinta adhesiva. (Ariano-Sanchez & Salazar,
2015).



Figura 1. Ejemplo de un individuo de Heloderma charlesbogerti.

Figura 2. Vista lateral de Heloderma charlesbogerti.



B. Distribucion de Heloderma charlesbogerti

La especie es encontrada en la zona Este y centro del pais principalmente en los
departamentos de El Progreso y Zacapa. Antes se tenia presencia de la especie también en
la Costa Sur pero esta poblacion se considera extinta de acuerdo con Anzueto &
Campbell (2010). En Zacapa la mayor parte de la poblacion estd localizada en los
municipios de Cabafas y Gualan (Domiguez- Vega et al., 2012). Para la conservacion las
areas mas frecuentes son la aldea El Arenal en el municipio de Cabafias (Masaya Avrias,
2005). Es un terreno dificil con pendientes bastante empinadas y la lluvia, al ser
estacional, solo se puede ver durante los meses de mayo a octubre, siendo por esto que la
vegetacion es tipica de un bosque seco con presencia de cactus como, Stenocereus sp. y

Opuntia sp. (Ariano-Sanchez et al., 2022; Coti & Ariano- Sanchez, n.d.).

Figura 3. Distribucién de Heloderma charlesbogerti segun

(CONAP et al., 2020).



C. Meétodos de marcaje para identificacion de reptiles

Al colectar los individuos de reptiles y especificamente de Heloderma se mide del
largo de la cloaca a la punta de la nariz o Snout to vent lenght (SVL) por sus siglas en
inglés. Para estudios de ecologia se marcan utilizando chips que se insertan de manera
subcuténea, los cuales tienen un cddigo Unico para cada individuo diferente (Ariano-
Sanchez et al., 2022). Una de las practicas mas comunes en cuanto a reptiles, es cortar o
quitar escamas en un patron especifico que nos indique el nimero de individuo que
tenemos. Debido a que no crecen nuevas escamas, es un método que puede ser confiable
por muchos afios, a pesar de ser invasivo con el animal (Dodd, 2016). Otro método
comunmente utilizado para reptiles son las inyecciones de elastomeros o plasticos que
reaccionan en contacto con luz UV mostrando un resplandor al ser iluminados (Waudby
& Petit, 2020).
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Figura 4. Ejemplo de cddigos de corte de escamas en la parte ventral
(Dodd, 2016).



Figura 5. Marcaje en lagartijas e iguanas utilizando implantes

(Dodd, 2016)

Otro método que se ha utilizado en estudios de recaptura de animales es el corte
de extremidades o falanges, haciendo un cédigo con los dedos extraidos para poder
reconocerlos a pesar del tiempo (Bloch & Irschick, 2005). Se buscan métodos que no
sean tan invasivos y mas recientemente también se han utilizado métodos menos
invasivos como el uso de tintas de tatuaje que solo necesitan una inyeccion para ser

inoculadas y que no se mueven a pesar del tiempo (Petit et al., 2012).
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Figura 6. Diagrama con el codigo para marcaje por corte de falanges
(Dodd, 2016)



Uno de los métodos menos invasivos y que esta tomando popularidad en la
actualidad es el método de foto identificacion, que utiliza fotografias para encontrar
patrones o escamas distintivas en los reptiles y asi comparar con una base de datos que
nos permite diferenciar individuos a largo plazo y con cero estrés para el animal (Sacchi
etal., 2010).

D. Foto-identificacion de reptiles

El método de foto identificacion es una forma no invasiva para reconocimiento de
individuos, a partir de marcas Unicas en la piel o escamas de estos. Este método es
comunmente usado para muestreos de mamiferos, asi como delfines, jaguares, jirafas
entre otros (Carter et al., 2013; Frére et al., 2010; Gardiner et al., 2014). Recientemente el
método se ha utilizado en reptiles y lagartijas pequefias, como las lagartijas voladoras
(Sreekar et al., 2013). Se empez6 a hacer también en lagartos mas grandes como Varanos,
para reducir el riesgo de dafio al manejador y también para reducir el estrés que causa en

animales mas grandes (Moro & MacAulay, 2014).

Figura 7. Ejemplo de foto identificacién en tortugas, Las letras muestran puntos de
referencia mientras que los circulos rojos muestran escamas rodeados de una linea verde
que marca el area de interés para la identificacion

(Steinmetz et al, 2018).



Utilizar el método requiere de fotografias claras y de buena calidad en las que se
puedan observar todas las marcas y patrones de cada individuo de un lugar especifico del
cuerpo. Las fotos pueden ser después procesadas manualmente, sin embargo, esto supone
un gasto de tiempo elevado por que se deben comparar todas las fotos para encontrar
patrones unicos (Hoefer et al., 2021).

Figura 8. Se puede observar el marcaje previo a la foto identificacion también
utilizado en lagartijas
(Sacchi et al., 2010).



Hoy en dia los métodos bioinforméaticos nos permiten obtener resultados de
emparejamiento de fotografias utilizando programas externos, como lo es el programa

Automatico de foto identificacion (APHIS) por sus siglas en inglés (Moya et al., 2015).

El programa anteriormente mencionado puede ser configurado para recibir sefiales
de color o para poner puntos clave manualmente tomando los patrones visualmente, esto
nos puede asegurar que se podran encontrar patrones distintivos incluyendo diferencias
en color y en la disposicion y ordenacion de las escamas (Moya et al., 2015; Salom-
Oliver et al., 2022)

E. Método APHIS

El programa APHIS es un programa de uso libre que nos ofrece dos algoritmos
diferentes para emparejar. Uno de estos metodos es un acercamiento basado en
caracteristicas (SPM). El otro método es un acercamiento basado en pixeles (ITM) que
tiene una mayor velocidad de procesamiento, pero es dependiente de la calidad de las
imagenes en nuestro juego de datos y se recomienda solamente usarlo en casos de luz y

calidad de imagen estandarizados (Moya et al., 2015).
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El programa compara una muestra desconocida con un catidlogo de candidatos
conocidos y los puntea basado en su similitud, esto nos entrega una serie de
emparejamientos potenciales que tienen que ser luego revisados por el usuario. En el
método SPM se debe delimitar el area de interés utilizando tres puntos que deberan ser
siempre iguales sin importar el individuo y marcar manualmente las manchas o patrones
en el animal, mientras mayor cantidad de manchas, méas exacto sera el resultado segun el
manual de usuario.

F. Método Wild-1D

Este programa puede ser descargado gratis y como el programa anterior, también usa
un acercamiento basado en caracteristicas. Este método se basa en la transformacion de
caracteristica de escamas, extrayendo caracteristicas especiales que se llaman “SIFT” y
basadndose en estas caracteristicas compara las fotografias. ElI programa entonces nos
otorga 20 posibles emparejamientos, los cuales se revisan manualmente. El programa se
favorece de imégenes cortadas para solamente incluir las caracteristicas importantes y
gue no posean mucha informacion de fondo.

G. Meétodo I3S Spot

I3S es un programa semi automatizado que ayuda a comparar y emparejar
caracteristicas de cada individuo a lo largo del tiempo (Speed et al., 2007). Por medio de
puntos clave, como escamas, se puede registrar una huella digital correspondiente a un
solo individuo (Brooks et al., 2010). Se utilizan circulos y elipses referenciados en la
fotografia y afiadidos en una base de datos con dos fotografias del mismo individuo. Las

escamas referenciadas deben ser treinta por cada delimitacion (Dunbar et al., 2014).
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1. Justificacion

Debido a que Heloderma charlesbogerti es una especie de lagarto altamente
amenazada que se encuentra en el apéndice | de CITES y ya que es afectado por la
fragmentacion de bosques y el cambio de uso de suelo y porque segun CONAP et al
(2020) en la Estrategia Nacional de Conservacion del Heloderma, es una especie
endémica prioritaria para la restauracion de bosque al ser este un depredador tope, resulta
ser de vital importancia conocer la informacion acerca de su comportamiento y ecologia
(Ariano-Séanchez et al., 2020; Ariano-Sanchez & Salazar, 2015). En la mayoria de los
casos, para conocer la especie, es necesario realizar estudios que utilizan captura-
recaptura, para lo cual se debe identificar a los diferentes individuos. Por lo anterior
desde alrededor del 2004, se ha marcado a individuos de la especie utilizando chips, cada
uno con identificacion Unica. Este marcaje ha permitido conocer informacion acerca del
rango de hogar, tamafio poblacional y ambitos de hogar. Debido a lo largo del programa de
conservacion del heloderma que ha puesto microchips desde 2004 y la expectativa de
vida aproximada de 35 afios en Heloderma charlesbogerti algunas de las recapturas de
individuos viejos o longevos muestran que el microchip ha sido encapsulado o no
funciona después de pasados los afios de permanecer en uso, lo que impide leer el nimero

de identificacion de algunos individuos.

Por lo anteriormente mencionado y por el potencial estrés causado en los
animales, es que se busca un método de monitoreo e identificacion que no sea invasivo con
estos. En este estudio se comparard la técnica de foto- identificacion utilizando la parte
cefalica y la parte cloacal de cada individuo. Esto permitird el reconocimiento de
diferentes individuos, reduciendo el manejo innecesario y por lo tanto el posible estrés

causado a cada individuo.
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IV.  Objetivos
A. Objetivo general

Comparar fotografias del area cefalica y del area cloacal del lagarto escorpién
Heloderma charlesbogerti como herramienta de foto-identificacion individual vy

monitoreo poblacional.

B. Objetivos especificos

e Crear un catalogo de fotografias referenciadas por medio de escamas, para cabezas y
cloacas de individuos de H. charlesbogerti

e Validar la eficacia del método de foto-identificacién por medio de 13s Spot para
diferenciacion de individuos de H. charlesbogerti comparando fotos de cabezas y

cloacas.
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V. Hipdtesis de trabajo
La foto identificacion, utilizando el programa I13S Spot es un método valido para
individuos de Heloderma charlesbogerti.
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VI. Métodos

Figura 9. Diagrama de flujo generado en BioRender que muestra la metodologia
de manera visual empezando con el set de fotografia hasta la identificacion
negativa y positiva de los individuos.

A. Procedimientos
- Sitio de muestreo

El estudio se realizd en la Reserva Natural Heloderma, Cabafias, Zacapa. Se
encuentra dentro del Valle del Motagua en la vertiente atlantica al este del pais, el Valle
del Motagua es una linea delgada de habitat seco que tiene al oeste y al sur, bosques de
pino o encino y al norte La Sierra de las Minas (Dyson et al., 2022). La Reserva consta de
128 hectéareas de bosque tropical estacionalmente seco. Es considerado de esta manera
por que la lluvia media anual es de solamente 815mm y la temperatura alcanza los 27°C. la
época lluviosa dura alrededor de cinco meses desde junio a octubre y en los meses
restantes es la época seca, siendo habitat de plantas de bosque seco como lo son los
cactus Nopalea guatemalensis, Opuntia decumbens, etc. (Ariano-Sanchez & Salazar,
2015).
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- Duracion
Se realiz6 una visita durante la temporada de reproduccion de los Lagartos. La visita
se realizo en el mes de octubre del afio 2023

- Tipos de fotografia

Se eligieron lugares comdnmente utilizados para la foto identificacion y se obtuvieron
dos tipos de fotografia, el primer tipo era tomado desde la parte superior del animal
incluyendo la cabeza y la espalda, el segundo tipo se toma de la parte inferior del animal

volteado tomando en cuenta la cloaca y una porcion del vientre.

- Seleccién de software

Se utilizaron primero dos programas diferentes APHIS en el cual no se podia
delimitar la escama por completo, y WILD-ID en el cual no era posible automatizar la
seleccién y era necesario comparar de manera manual las fotografias. Se selecciond
entonces el software 13S Spot, un programa que utiliza el algoritmo I13S para la
comparacion e identificacion de individuos desconocidos. Para ello es necesario crear una
base de datos de individuos previamente identificados y fotografiados, se puede utilizar
una fotografia para identificar y afiadir a la base de datos, pero mientras mas fotografias se

obtengan el analisis sera mas sélido.

- Base de datos

Se obtuvieron 17 individuos para los cuales se tomaron dos fotografias para cabezas y
dos para cloacas para un total de 34 fotografias por parte del cuerpo. Utilizando una sola
parte del cuerpo por cada base de datos, se afiadieron las 34 fotografias utilizando el
programa para obtener elipses del tamafio y forma mas cercana a las escamas de cada

individuo. Estas se colocaron en un area previamente delimitada por
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tres puntos diferentes para asegurarnos que todas las fotografias fueran faciles de
sobreponer.

- Emparejamientos y validacion del método

Se obtuvieron emparejamientos de seis individuos de los que se contaba con fotos
extra, las cuales no habian sido utilizadas para afiadir a la base de datos. Se agregaron de
la misma forma que las fotografias de la base de datos delimitando el &rea y marcando las
escamas. Se buscé en la base de datos al individuo desconocido y al obtener un
emparejamiento positivo con su respectiva identificacion la fotografia extra fue afiadida a

la base de datos para seguir alimentandola.

- Tamafio de muestra

La especie utilizada para la foto identificacion es Heloderma charlesbogerti cuya
poblacion solo se conoce para el Valle del Motagua al ser la misma una especie altamente
amenazada. Los numeros muestréales parecen pequefios al ser 17 individuos, pero
tomando en cuenta que hay menos de 700 ejemplares adultos de la especie en vida

silvestre, son representativos para una especie amenazada.

- Obtencion de las fotografias
Se utilizé un lente AF-S VR Micro-Nikon 105mm f/2.8G y una Camara DSLR

Nikon D500 DX de 20.9 MP utilizando un flash YONGNUO YB968 Il inalambrico para
Nikon equipado con un difusor Waka de ocho pulgadas. Se tom6 una fotografia a
distancia que tenia en el encuadre la cabeza completa con un poco de cuello mostrando el
mayor detalle para asi ver las manchas caracteristicas de la especie, asi como las escamas
que pueden funcionar como un segundo punto de comparacién. Se obtuvieron

fotos también de la parte de la cloaca por los mismos motivos.
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Figura 10. Ejemplo del area a fotografiar en el que se vea desde la parte superior la
cabeza, incluyendo el cuello y de la parte ventral cercana a la cloaca.

18



- Etica del estudio
Se obtuvo aprobacion del comité de Etica, Uso y Cuidado de animales de la
Universidad del Valle de Guatemala (ver Figura 36).
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VIl. Resultados
Para construir el catadlogo fotografico se tomaron fotografias de diecisiete
individuos de Heloderma charlesbogerti tanto de sus cabezas, incluyendo el cuello, como
de la cloaca. Este proceso se repitid para obtener una segunda fotografia diferente del
mismo individuo para un total de dos fotografias por area del mismo individuo. Se tomo
el nimero de chip de cada uno de los individuos para tener una identificacion real y

comprobable de los mismos.

Con las fotografias previamente mencionadas se cred un catalogo digital dentro
del programa I3S, para esto se eligié una delimitacion para cada tipo de foto. En la cabeza
el area inicia en la punta de la nariz con un punto azul (Ver Figura 10) y termina
utilizando dos puntos azules a la izquierda y derecha en donde la cabeza termina como se
muestra en la parte izquierda de la imagen (Ver Figura 10). Posteriormente se colocaron
30 puntos de referencia delimitados por elipses y circulos rojos, los puntos de referencia
fueron las escamas. Empezando desde la nariz hacia la parte posterior se marcé la forma,
hasta que las 30 escamas fueran marcadas tratando siempre elegir el mismo lado para que

las iméagenes tuvieran el mayor nimero de referencias compartidas de individuos iguales.

escamas marcadas con circulos y elipses rojos.
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Cada fotografia referenciada, fue utilizada para alimentar la base de datos, la cual
esta almacenada en un directorio, clasificado segun la parte fotografiada, la cual se
utilizara para futura comparacion de fotos de individuos desconocidos.

Al colocar una foto de un individuo desconocido marcando los mismos puntos de
referencia y las mismas escamas que en las fotografias de la base de datos. se obtuvo una
identificacion del 100% de las fotos puestas a prueba. Se comprobd esto por estar en el
primer puesto de emparejamiento una fotografia del mismo individuo. Esto se puede ver
de manera similar reportado por (Sacchi, 2007). La identificacion se comprob6 siendo
por lo menos una de las fotos de referencia la primera opcion de emparejamiento (Ver
Figura 11) en la que se muestra dos individuos identificados como primera opcion. En B
se muestra como la primera y la segunda opcion son las dos fotografias de referencia y
tiene un valor de emparejamiento menor a lo obtenido en A en la que solo se muestra una
de las dos fotos de referencia en el puesto NUumero 1 de identificaciobn marcado en

amarillo.

Después de crear la base de datos para cabezas se seleccionaron fotografias de seis de
los 17 individuos utilizando fotos adicionales que se habian tomado (diferentes a las
utilizadas en la base de datos). Primero se compard dos fotos de la cabeza del mismo
individuo y se obtuvo un grafico en rojo por cada individuo desconocido sobrepuesto con
el del emparejamiento m&s cercano en azul. Se muestra dos emparejamientos con
fotografias extra del mismo individuo para el que no se eligieron exactamente las mismas
escamas (Ver Figura 12). Se emparejo con dos diferentes fotografias de la base de datos.
En A se observa el emparejamiento con la fotografia 1.1 con un punteo de 5.15y en B se
muestra el emparejamiento con la fotografia 1.2 con un punteo menor de 3.61 por ser
escamas con mayor similitud. En A se evidencian elipses rojas que no estan sobrepuestos

con elipses azules (Ver Figura 12).
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1.1.2Cabeza oo

Score. 381

£ 50 e~ EAY
- A, R oy 2O B
DANO202NSegundo semestreiTesis\Fotosi3. Extras\l 4 Cabeza jp

2. 21 Cavezalog

Score: 406

B 135 Spot: Search results

1. 42 Cabeza jpg

emestreiTesisFotos\3 Exras\d 3 Cabezajog
2 41 Cabexa jpg

Score

B

Newt Close

Figura 12. Ejemplo de emparejamientos positivos en dos individuos distintos, en A
se muestra un valor de 3.61 y en B 1.51 como los emparejamientos mas seguros.
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Uniknown indvidual: 1.3 Cabeza. ipg
Found indrvidual: 1.1 3.10g
Nr of feature pairs:

Score: 5.15

A

Unknown individual: 1.4 Cabezs. ipg
Found individual: 1,2 Cabeza.ijpg
Nr of feature yéﬂ

Score: 3.61

®

B A
Figura 13. Gréfico de emparejamiento de dos fotografias diferentes del mismo
individuo con dos fotografias distintas pertenecientes a la base de datos.
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Adicionalmente se obtuvo un catdlogo fotografico de cloacas utilizando dos
fotografias de cada uno de los 17 individuos utilizados, para esto se seleccionaron las
fotografias disponibles y se delimito el area utilizando puntos azules, uno en cada pierna
con el nombre de pierna izquierda y derecha y uno al centro nombrado Centro (Ver Figura
13). Se procedi6 a marcar las escamas mas cercanas a la cloaca y seguir marcando hacia la
parte superior de la fotografia empezando siempre por el lado derecho al empezar una
nueva linea de escamas. Se delimitaron con elipses rojos que podian ser modificados a en
forma de asimilarse lo mayor posible a la escama utilizando para moverlos los puntos
amarillos de cada elipse (Ver Figura 13). En esta figura también se puede observar las 30

escamas marcadas y el area delimitada de la cloaca.

Figura 14. Se puede apreciar el area delimitada y las escamas marcadas en la parte
de la cloaca, 30 escamas desde lo méas cercano de la cloaca hacia arriba.
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Se comparo6 a seis individuos diferentes por medio de las cloacas utilizando para
esto la base de datos anteriormente creada. Se puede observar que la primera
identificacion es de la primera fotografia del mismo individuo y que el emparejamiento
que se muestra en segundo puesto es la segunda fotografia del mismo individuo. La
identificacion con menor punteo es 0.93 esta a su vez es la primera opcion para el
programa (Ver Figura 14). Al ver el grafico de elipses de la primera opcion es
evidenciado que las elipses del individuo desconocido en rojo se sobreponen de una
manera muy cercana a las elipses del individuo en la base de datos en azul (Ver Figura
15).

e 1.4.1 Cloaca jpg

Score: 0.93

o

D:AUVG\2023\Segund estre\Tesis\Fotos\3. Extras\4.4 Cloaca.jpg

2.4.2 Cloaca.jpg

Score: 1.25

Figura 15. Se muestra un emparejamiento en el que tanto la primera opcion como
la segunda pertenecen al mismo individuo.
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Unknown individual: 4.4 Cloaca.jpg

Found individual: 4.1 Cloaca.jpg ®
Nr of feature pairs: 33

Score: 0,93

Figura 16. Elipses de comparacion de las cloacas de dos individuos iguales.

Se repitid el mismo proceso para los seis individuos con fotos disponibles para
cloacas y se obtuvo un resultado de emparejamiento de 0.92, el grafico de elipses
obtenido muestra en rojo el individuo desconocido del décimo H. charlesbogerti
evaluado y en azul el registro en la base de datos del mismo individuo. El
emparejamiento de lo mencionado anteriormente muestra un grafico muy similar con el

punteo mas bajo (Ver Figura 16).
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Unknown individual: 10.4 Cloaca.jpg

Found individual: 10.2 Cloaca.jpg ®
Nr of feature pairs: 33

Score: 0,92

Figura 17. Ejemplo de un emparejamiento muy cercano con un puntaje de 0.92

Se realiz6 también una prueba negativa utilizando una fotografia de un individuo
previo a afiadirlo a la base de datos para asi asegurarnos de que los emparejamientos
fueran negativos. En A se muestran los resultados del emparejamiento con punteo de
16.50 para la primera opcién y 19.49 la segunda siendo ambas opciones de individuos
diferentes (Ver Figura 17). En B se muestra el grafico de elipses que muestra en rojo el
individuo desconocido y en azul el individuo de la base de datos se ve que ambos
graficos de elipses son completamente distintos. En una linea Verde se ve la distancia

diferenciando ambos gréaficos.
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1.14.2 Cloacajpg

Score: 16.50

2.141 Cloacajpg

PAUVGI20231Segundo semestraiTesisiFotos\1 Helodermas\Cloacas\7 2 Cloaca jpg

Score: 19.49
Unknown ndividuat: 7,2 Cloaca.jpg
Found individual: 14.2 Cloaca.jpg
Nr of feature pairs: 25
Score: 16.5
o8
B & | Includein database New individual Only identification Close

Figura 18. Emparejamiento con su grafico de elipses de un individuo no
perteneciente a la base de datos.
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Con base en los resultados de emparejamiento en 13S Spot se compilaron las
calificaciones de emparejamiento de seis ejemplares con los que se contaba con
fotografias adicionales para evaluar el poder predictivo del software. Estas calificaciones

de emparejamiento se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Calificaciones de emparejamiento de 13S Spot para cabezas y cloacas.
Valores bajos o cercanos a 1 indican un mejor poder predictivo de identificacion,
mientras que valores mayores indican un menor poder predictivo de identificacion en el

emparejamiento. Los valores mas cercanos a 1 indican menor diferencia en las fotografias

comparadas.
Individuo Cloaca Cabeza
H4 0.93 151
H6 1.96 3.81
H11 1.05 4.74
H9 1.98
H10 0.92
H14 1.16
H1 3.61
H8 3.01
H17 6.82
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Se obtuvo un diagrama de caja y bigotes para los datos de los seis individuos para
la cabeza y la cloaca (Ver Cuadro 1 en anexos). El diagrama muestra en azul una menor
dispersion y valores mas cercanos a cero en individuos utilizando las cloacas con una
media de 1.3 y en anaranjado mas sutil una mayor dispersion y valores estan mas alejados

de cero con una media de 3.93 para cabezas (Ver Figura 18).

Calificacion de emparejameinto

M Cloaca [M Cabeza

Figura 19. Diagrama de Caja y bigotes para las calificaciones del emparejamiento
segun parte del animal. Valores cercanos a cero indican un mejor emparejamiento
y poder de identificacion correcta.
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Al probar los otros programas se observé que no eran efectivos en la foto-
identificacion de H. charlesbogerti y basado en las pruebas con las fotografias se
obtuvo un cuadro comparativo de las limitaciones compartidas o individuales que
estos dos programas presentaban y de esta manera podemos evidenciar el por que
de su descarte en la seleccion de un programa para comparar las fotografias de la
investigacion. Se puede observar que la delimitacion de las escamas fue un punto
fuerte en la seleccion ya que ninguno de los dos programas permitia la misma. Otro
punto importante es el punteo de emparejamiento que fue mas constante con 13S que
también presentaba un diagrama de elipses no presente en ninguno de los otros dos

programas analizados.

Cuadro 2. Cuadro comparativo de las limitaciones de los dos programas no
utilizados.

APHIS WILD ID

Se delimita las escamas solamente | No se puede delimitar escamas de

marcando el centro de cada escama.

ninguna manera

No

emparejamiento

otorga punteos de

Otorga punteos de emparejamiento
muy variados con valores diferentes

para individuos iguales

No da un diagrama de elipses que

muestre el emparejamiento

No entrega un diagrama de elipses

que muestre el emparejamiento

Necesita  fotografias de alta

definicién

Necesita  fotografias de alta

definicion

No conserva la base de datos de
fotografias

No conserva la base de datos de
fotografias

Utiliza algoritmos 13S  como

proceso de fondo

No utiliza un

emparejamientos

algoritmo  para
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VIIl. Discusion

Se cred un catalogo fotogréafico con dos fotografias por individuo (Ver Figura 19 a
35), Se trato de procesar las fotografias en dos programas diferentes que son APHIS y
Wild ID, el primero presentaba el problema de seleccion de puntos de referencia ya que
no se podia marcar las escamas. El segundo programa tampoco se pudo utilizar puesto que
no era automatizado necesitando una revision manual para las fotografias. Es por esto por
lo que se selecciond el programa I3S sin embargo al procesar las fotografias del catalogo
este programa aun presentaba una serie de limitaciones que deben tomarse en cuenta para

el correcto uso de la foto identificacion.

El primer aspecto que se debe tomar en cuenta es la homogeneidad de condiciones y
de fotografias. En este aspecto se busca que las escamas individuales y puntos de interés
estén siempre enfocados y bien iluminados. Por la manera en la que las fotografias fueron
tomadas la iluminacién y enfoque no eran constantes y esto dificulto el marcaje de las
escamas. El flash unicamente por los cambios en luz natural no fue suficiente para una
iluminacion constante (Sannolo et al., 2016). Para esto es mejor utilizar luces fijas para
reemplazar o acompafiar a la luz del flash, colocar un fondo fijo y tomar las fotografias
con tripie para que el movimiento no sea un factor que influya al reconocimiento

individual.

Un segundo aspecto para considerar ademas de la homogeneidad de las
fotografias es el contar con un mayor numero de fotografias por individuo ya que el
programa se beneficia de este aspecto, en el manual de usuario se sugiere usar por lo
menos cinco diferentes imagenes por cada individuo (Hartog & Reijns, 2014). Por las
limitaciones del estudio las pruebas fueron realizadas con dos fotografias por individuo,
se recomienda tomar mas fotografias espaciadas en el tiempo una de la otra. Se sugiere
que cada imagen tenga un espacio de al menos una hora entre cada una y de ser posible
que sean de dias diferentes. Se cree que los valores vistos para cabezas en la Figura 18
sugieren que la identificacion de las escamas individuales fue afectada por la seleccidn

manual de los puntos de referencia con escamas. Afiadido a esto se podia observar
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presencia de tierra sobre las escamas lo que dificultaba la seleccion de estas ya que la
tierra opacaba la union entre escamas, para evitar esto se puede mojar al animal para que
las escamas sean mas notables y no estén cubiertas de tierra. Estos dos factores también
pueden ser soportados por el uso de caracteristicas morfométricas de ser posible para que
la meta data del programa utilizado pudiera ser también consultada en la identificacion
individual de H. charlesbogerti.

Se sugiere continuar con el estudio a lo largo del tiempo y realizar recapturas
reales y de esta manera poder alimentar la base de datos de un mayor nimero de angulos
y posibles posiciones de H. charlesbogerti. De esta manera se reduce el error humano de
delimitar poligonos, circulos o elipses de diferentes tamafios a pesar del tamafio de las
escamas. Seguir alimentando la base de datos proveera valores menores mientras el

namero de recapturas aumente.

Como se ve en la Figura 18, las fotografias de las cloacas tienen una tendencia a
ser mas efectivas en la deteccion, ya que los valores méas cercanos a uno son los que méas
seguridad en el emparejamiento presentan. Las escamas de la cloaca presentan formas
mas exactas que permiten una delimitacion de las elipses mas adecuada también
presentan menos tierra o polvo de los recintos de retencion temporal. También se puede
inferir que el movimiento se ve limitado para los individuos de H. charlesbogerti al estar
completamente de espaldas. Las escamas en la cabeza también estdn mas separadas unas
de otras al ser estas osteodermos (Kirby et al., 2020). Estas escamas al presentar un
relieve y estar elevadas se ven de diferente forma al cambiar el angulo de la fotografia lo
que dificulta la delimitacion de escamas. Al ser las escamas de la cloaca niveladas en la
parte ventral del animal es mas facil conservar una forma a pesar de un cambio de angulo,
también son dtiles puesto que las heridas en la parte ventral no son comunes lo que

permite que las escamas a lo largo del tiempo se mantengan de

las mismas formas sin importar el angulo y el tiempo desde que se ingreso la fotografia a

la base de datos.
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Algo mas que puede influir y se recomienda es comparar las cloacas con otras
caracteristicas del animal. En otros estudios I13S Spot se utiliza con manchas
caracteristicas y no con escamas (Dawson et al., 2021). Se sugiere entonces utilizar
escamas de color amarillo en H. charlesbogerti para identificar mas concretamente en la
parte baja de la parte dorsal o en la parte de la cola. Utilizando estos y comparandolas con la
cloaca se puede llegar a un patron o parte del cuerpo definitivo para construir una base de

datos mas sélida como se mencion6 con anterioridad.

En estudios anteriores con otras especies como peces (Haxton, 2021), Tortugas
(Calmanovici et al., 2018) (Dunbar et al., 2014), Ranas (Dawson et al., 2021) se puede
observar el uso de patrones y manchas en individuos comparados utilizando 13S como el
programa principal de foto-identificacion. Por lo mismo se sugiere en siguientes estudios
utilizar patrones o manchas en H. charlesbogerti que permitan utilizar condiciones de

fotografias menos exactas para reducir el error humano al seleccionar escamas.

Debido al estado de conservacion de H. charlesbogerti y ya que la identificacion
fue correcta en todos los casos evaluados, se puede decir que es una técnica que puede ser
afiadida a la toma de datos en cada encuentro de individuos nuevos o repetidos. Esto
afiadira a la base de datos fotograficos y podra ser utilizado a futuro para la identificacion
correcta individual del lagarto escorpion. Las bases de datos creadas pueden ser utilizadas
directamente en los programas de conservacion y manejo de H. charlesbogerti en la
Reserva Natural Heloderma.

Los reencuentros después de la identificacion podran ser afiadidos como
fotografias extra a la base de datos para una mejor identificacion. Los individuos nuevos
se podran agregar a la base de datos general que a lo largo del tiempo creceray sera

mMAs exacta, no es necesario empezar una nueva por cada muestreo realizado.
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Afadir méas fotografias a la base de datos también nos ayudara a encontrar un
punto de corte en el que el punteo del programa deje de indicar un emparejamiento
positivo ya que en esta investigacion con valores de hasta 6 la identificacion sigue siendo
correcta, por tendencias del programa se sabe que con mas individuos este numero

disminuird y se acercard mas a 1 que es el valor de un emparejamiento exacto.

Aunque las cloacas fueron las que presentaron el menor punteo de
emparejamiento haciéndolas la parte mas efectiva para la identificacion, no cumple con
ser la forma que reduzca con mayor eficacia el estrés en los animales o que sea la forma
menos invasiva con los mismos. Es por esto por lo que hay que tomar en cuenta al
momento de querer hacer una identificacion utilizando 13S Spot como programa para la
identificacion si esta es la parte que nos puede funcionar mejor. Debido al manejo de un
animal venenoso que se tiene que hacer por parte de una persona entrenada, las cloacas se
vuelven imposibles de utilizar por personas no instruidas para el manejo de H.

charlesbogerti.

El método de foto-identificacion utilizando 13S Spot reduce el costo de los
programas de conservacion ya que el equipo necesario es poco y no se tiene que colocar
ningln objeto en los animales, no hay un costo asociado a la compra de equipo. Otra
razén por la cual es un método efectivo es que la manipulacion es minima y esto hace que

sea una forma ética y sin estrés para tener informacién acerca del animal.

Métodos utilizados alternos a la foto identificacion pueden afectar a la movilidad o
incluso la reproduccion de los animales en el caso de implantes UV. Esto a su vez hace
que el comportamiento de los animales se vea afectado. Por lo tanto, 13S es un método que

puede ser replicado con facilidad con la misma especie o incluso especies diferentes.

35



IX.  Conclusiones
Fue posible la identificacion individual de H. charlesbogerti tanto al usar la

identificacion basandose en cabezas como en cloacas.
La foto identificacion utilizando cloacas es el método maés efectivo para la
identificacion de individuos de la especie debido a un mejor punteo de

emparejamiento.

Se cre0 una base de datos de 17 individuos de H. charlesbogerti util para

la foto identificacion

La toma de fotografias de cloacas requiere de un mayor conocimiento y

experiencia en el manejo de H. charlesbogerti, generando mayor estrés.

Tanto el programa APHIS como Wild ID mostraron no ser efectivos para

la foto- identificacidn de H. charlesbogerti.
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X. Recomendaciones

Se recomienda estandarizar la toma de fotografias utilizando luces de estudio fijas y un
tripode, utilizando un fondo completo de color blanco para contrastar con el animal y

asi obtener el mismo tipo de fotografia constantemente.

Probar diferentes partes del cuerpo, patrones o colores puede ayudarnos a encontrar
un tipo de fotografia que reduzca el estrés y ayude a la identificacion, Se recomienda
utilizar las colas o los patrones de escamas en color amarillo o crema y no los

osteodermos o escamas del animal.

Se sugiere tomar un minimo de cinco fotografias. Y espaciar la toma de fotografias

del mismo individuo a lo largo del tiempo con por lo menos una hora de separacion.

Se recomienda también el seguir afiadiendo fotografias a la base de datos a lo largo
del tiempo y buscar la recaptura de los individuos evaluados en este estudio para

comprobar el funcionamiento a lo largo del tiempo.

Se recomienda no procesar fotografias de H. charlesbogerti en otros programas
como APHIS o WILD ID ya que el reconocimiento es limitado y 13S es capaz del

procesamiento y reconocimiento.
Se recomienda utilizar el método de Foto-ldentificacion con especies pequefias ya

que con una fotografia macro se puede obtener detalle de escamas que puede ser

utilizado para identificar individuos.
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XIl.  Apéndices
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Figura 20. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
069*628*043 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte inferior.
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Figura 21. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip

900215006375121 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 22. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
900215066372831 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 23. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
054*870*551 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte inferior.
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Figura 24. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
054*870*531 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte inferior.
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Figura 25. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip

2008238000617360 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 26. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
900215066372829 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 27. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
208238000017388 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 28. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
208238000017584 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 29. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
098*373*856 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte inferior.
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Figura 30. Fotograf

208238000017329 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte

inferior.
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Figura 31. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
069*778*311 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte inferior.
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Figura 32. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip

208238000017342 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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900215006372838 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 34. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
900215006372834 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 35. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip
208238000017384 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte
inferior.
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Figura 36. Fotografias del Heloderma charlesbogerti con nimero de chip

900215006372837 las cloacas en la parte superior y las cabezas en la parte inferior.
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Estimados investigadores,

Por este medio se hace constar que la propuesta del proyecto titulado “Reconocimiento de individuos de
Heloderma charlesbogerti utilizando fotoidentificacidn en la reserva natural Heloderma” ha sido recibida al
Comité de Etica, para el Uso y Cuidado Animal de la Universidad Del Valle de Guatemala (CEUCA — UVG).

Se ha realizado una revision del protocolo con el fin de asegurar el trato ético a los animales que seran
utilizados para cumplir con los propdsitos del estudio. Se ha determinado que se cumple con los requisitos
necesarios, asi como también se ha cumplido con los procedimientos y lineamientos descritos por el comité.

Por este medio se le informa se autoriza llevar a cabo la practica con animales tal y como se describe en el
protocolo aprobado por un periodo de un afo a partir de la fecha de la presente carta.

Se le solicita que, si hubiese necesidad de hacer cualquier otra modificacion a lo descrito en la propuesta, se
comunique de nuevo con el comité para que dichas enmiendas sean evaluadas de manera que se pueda
garantizar que se cumple a cabalidad con los lineamientos del CEUCA-UVG y la regulacién nacional.

Sin otro particular quedando a sus ordenes,

MV Vanessa Granados B

Médico Veterinario

Colegiado 997

CEUCA — UVG (Comité de Etica, Uso y Cuidado Animal, Universidad del Valle de Guatemala).

Figura 37. Carta de aprobacién por parte del comité de ética, para uso y
cuidado animal de la Universidad del Valle de Guatemala (CEUCA-UVG)
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