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RESUMEN

TITULO: GELES DE ADN: ADQUISICION Y ANALISIS MEDIANTE TECNICAS DE
PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES".

AUTOR: MIGUEL ANGEL SOTAQUIRA GUTIERREZ™

PALABRAS CLAVES: Geles de ADN, electroforesis, mapas de distancia,
autocorrelacion, ejes principales, difusidon no lineal, procesamiento digital de imagenes.

DESCRIPCION:

El analisis de geles de ADN es de gran importancia en estudios de genética poblacional
y en el diagndstico de enfermedades de caracter genético. El objetivo principal de
dicho analisis consiste en la estimacion del tamafo (medido en pares de pases) de
todos o algunos fragmentos presentes en el gel, procedimiento que hasta el momento
es llevado a cabo de forma manual en el Laboratorio de Genética de la Universidad
Industrial de Santander.

El presente trabajo describe un método, basado en técnicas de procesamiento digital
de imagenes, que permite segmentar la imagen digital correspondiente y detectar las
bandas (o fragmentos de ADN) presentes en la misma. La segmentacion involucra
etapas como la determinacion de los ejes principales de la imagen (a partir del calculo
de la imagen de autocorrelacion), el calculo de mapas de distancia euclidiana que
permiten reducir la complejidad de los calculos (de dos a una dimension) y asi
determinar la ubicaciéon de los carriles y las bandas. Dicho célculo involucra el
suavizado de una sefial unidimensional (la proyeccidon) por medio de algoritmos de
difusion lineal, asi como el célculo de gradientes para determinar la ubicacién de
maximos y minimos locales. Finalmente se describe un algoritmo que permite
determinar el tamafio de cada fragmento de ADN presente en el gel, con base en el
marcador de peso molecular y en la posicion de cada una de las bandas presentes en
la imagen.

El método descrito ofrece un desempefio adecuado en la etapa de segmentacion
(superior, incluso, en ocasiones al ofrecido por algunos sistemas de caracter
comercial). La deteccién de bandas es igualmente un procedimiento completamente
nuevo, mucho mas robusto y preciso en comparacién trabajos anteriores. En este
caso, la determinacién de los ejes principales de la imagen conduce a mejores
resultados en términos de cantidad de bandas detectadas.

* Trabajo de Investigacién para optar al titulo de Magister en Ingenieria (drea Ingenieria Electrénica)
™ Facultad de Ingenierias Fisico-mecénicas. Maestria en Ingenieria (area Ingenieria Electrénica). Director: Dr. Arturo Plata
Gomez (Escuela de Fisica).



ABSTRACT

TITULO: ON THE USE OF DIGITAL IMAGE PROCESSING TECHNIQUES FOR IMAGE
ACQUIRING AND ANALYSIS OF DNA GELS .

AUTHOR: MIGUEL ANGEL SOTAQUIRA GUTIERREZ""

KEYWORDS: DNA gels, electrophoresis, euclidean distance maps, autocorrelation,
principal components, non-lineal diffussion, digital image processing.

DESCRIPTION:

DNA gels analysis plays an important role in genetic of populations and genetic
disorders diagnosis studies. The main purpose of this procedure is to determine the
size (measured in base pairs) of every fragment, or at least some of them, of DNA
present in the gel, process that, until now, is carried without any computational
procedure in the Genetics Laboratory of the Universidad Industrial de Santander

This document describes a procedure, based on digital image processing techniques,
which leads to image segmentation and bands (DNA fragments) detection.
Segmentation procedure involves different stages like estimation of image’s main axes
(by means of autocorrelation estimation), and also the reduction in complexity of
analysis (by using euclidean distance maps, which leads to 1D analysis, instead of 2D
analysis). With the estimation of image’s main axes is possible to detect lanes and
bands exact position. This involves 1D signal filtering, by means of linear diffussion
techniques, and also requires gradient calculus to obtain local maxima and minima
positions. Finally, an algorithm (based on molecular weight marker and coordinate
estimation of every band in the gel) that leads to obtain DNA fragments size is
described.

In therms of segmentation, the method described in this work is even better than
some sistems offered in the market. Bands detection is also a procedure completely
new, more robust and precise compared to any other work found until now. In this
case, image’s main axes estimation leads to better results in therms of number of
bands detected.

* Trabajo de Investigacién para optar al titulo de Magister en Ingenieria (drea Ingenieria Electrénica)
™ Facultad de Ingenierias Fisico-mecénicas. Maestria en Ingenieria (area Ingenieria Electrénica). Director: Dr. Arturo Plata
Gomez (Escuela de Fisica).



INTRODUCCION

Sin duda alguna el descubrimiento de la estructura de la molécula de ADN hacia el afio
195319118] 'y |a inmensa cantidad de implicaciones que este hito marca en la historia
de la biologia, la genética y la misma historia humana (junto con la apariciéon de
nuevas disciplinas del conocimiento, o la fusién de otras, tales como la bioinformatica o
la biomedicina)!®!, hace que dia a dia los desarrollos en los campos tedrico y practico
en dichas areas cobren cada vez mayor importancia. Asi, tras la obtencion del genoma
humano, se plantea ahora, con la ingenieria genética, la posibilidad de crear medicinas
“a la medida del individuo” donde pequeifios segmentos de ADN pueden ser
reemplazados o reparados para de esta manera alcanzar un correcto funcionamiento
del organismo; igualmente, conceptos aln mas complejos (y que por obvias razones
han despertado preocupaciones de tipo ético) como la clonacién o el papel que pueden
jugar las empresas farmacéuticas en la manipulacién del genoma humano, estan a la
orden del dia. Paralelamente, se adelantan estudios menos polémicos pero igualmente
interesantes: la comprension de la manera como el cédigo genético hace que el
organismo se comporte de una u otra manera frente a un virus (como el VIH), o el
origen de algunas enfermedades coronarias, e igualmente lo que ocurre dentro de las
células cancerosas desde el punto de vista del analisis del ADN. Son cuestiones que
desde hace mucho tiempo han sido una incégnita, y que solo hasta ahora comienzan a
develarse.

Se puede pensar que solo aquellos paises con los suficientes recursos econémicos y
tecnoldgicos pueden tener acceso a aplicaciones de este tipo. Sin embargo, es
interesante notar que naciones en desarrollo como Colombia han tenido acceso a
buena parte de esa tecnologia, y que en la actualidad se adelantan trabajos de
caracter investigativo orientados al analisis de moléculas de ADN. El Grupo de
Investigacidon en Genética Humana de la Universidad Industrial de Santander no es la
excepcion y prueba de ello son los trabajos de investigacion llevados a cabo en la
actualidad, orientados al anadlisis de la epidemiologia de las enfermedades
cardiovasculares junto con investigaciones acerca de la genética del cancer de colon y
gastrico, ademas de otros trabajos previos relacionados con el area de genética
poblacional. Dichos trabajos se llevan a cabo en el Laboratorio de Genética de la
Facultad de Salud, donde se cuenta con equipo de ultima tecnologia que permite el
procesamiento y analisis de muestras de ADN asi como el analisis de cromosomas
(citogenética), entre otros.

Entre las técnicas utilizadas para el analisis de moléculas de ADN, se encuentra el
proceso de electroforesis, donde una molécula de ADN (previamente fragmentada en
trozos de diferentes tamafios) es expuesta a un campo eléctrico que permite la
organizacion de los diferentes fragmentos de acuerdo a su tamafio”. El resultado es
almacenado en papel fotografico.

* En el capitulo 1 se describen todos los conceptos relacionados con el proceso de electroforesis y con el procedimiento
llevado a cabo en el Laboratorio de Genética.
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El presente trabajo describe el desarrollo de una aplicacién que permite automatizar
este proceso, llevado a cabo en la actualidad en el Laboratorio de Genética, el cual es
completamente manual y presenta desventajas como:

e La exposicién del operario a la radiaciéon UV.

e El tiempo requerido para el analisis de la imagen obtenida, el cual debe ser menor
a 5 minutos para reducir los efectos de la radiacién sobre el personal del
Laboratorio. Sumado a ello, la calidad (nitidez) de la imagen obtenida se deteriora
en pocos minutos de exposicion a la radiacidén, asi como el gel de soporte, todo
ello en un lapso de aproximadamente dos horas. Transcurrido este periodo de
tiempo se presenta difusién del material (fragmentos de ADN) separado por medio
de la electroforesis, lo cual dificulta su posterior estudio. Se concluye entonces
que el analisis de las muestras debe ser inmediato.

e El almacenamiento de los resultados en un medio que no es el adecuado, como lo
es el papel fotografico mencionado con anterioridad. Dicho material se degrada
con el tiempo junto con la calidad de la imagen obtenida, impidiendo o dificultando
futuros analisis de las muestras obtenidas.

Desde luego, existen sistemas de caracter comercial que permiten el analisis de geles
de ADN (algunos de los cuales incluyen la etapa de adquisicidon). Entre las principales
limitantes de dichas aplicaciones se encuentran su costo y la imposibilidad de mejoras
a futuro, puesto que se trata de sistemas completamente cerrados.

Este trabajo tiene como objetivo principal la implementacién de una aplicacion
computacional encargada de la adquisicion y el analisis semiautomatico de las
imagenes provenientes de geles de ADN, basada en técnicas de procesamiento digital
de imagenes y senales que permitiran segmentar la imagen adquirida y estimar el
tamafio de cada una de las bandas presentes en la misma. Para ello, se hara uso del
equipo disponible en el Laboratorio de Genética (computador y camara fotografica).
En la aplicacién final se incluirdn opciones para la mejora de la imagen adquirida
(como manejo del histograma asi como algoritmos para la atenuacion del ruido).

Los resultados obtenidos tras la implementacion del algoritmo son equivalentes y, en
ocasiones, superiores a aquellos arrojados por sistemas de tipo comercial encargados
del andlisis de dichas moléculas de ADN. Se obtiene igualmente un mejor desempefo
en comparacion con trabajos de caracter académico realizados anteriormente.

El documento estd estructurado de la siguiente manera:

En el capitulo 1 se describen los conceptos relacionados con la electroforesis y su
utilidad en el analisis de moléculas de ADN. Se describe en detalle el procedimiento
llevado a cabo en el Laboratorio de Genética.

El capitulo 2 hace referencia al estado del arte, que comprende los trabajos realizados
hasta el momento (revision bibliografica) junto con la descripcién de algunos sistemas
comerciales existentes en la actualidad.

El capitulo 3 es el nlcleo central del presente trabajo. En el se describen los
algoritmos, basados en técnicas de procesamiento digital de imagenes y sefales,
tendientes a llevar a cabo la segmentacion de la imagen, asi como la posterior
deteccién y estimacion del tamafio de cada uno de los fragmentos presentes en el gel.
En muchos casos se analizan las posibles aproximaciones a la solucién del problema en
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particular, se justifica la eleccién de la metodologia descrita y se analiza en detalle la
soluciéon planteada.

El capitulo 4 describe brevemente la interfaz grafica implementada, que incluye,
ademas de la etapa de adquisicion, los algoritmos disefiados para la segmentacion de
la imagen y la estimacién del tamano de las bandas, junto con opciones adicionales
para la mejora de la imagen.

El capitulo 5 corresponde al andlisis de resultados, donde se compara el desempefio de
los algoritmos descritos en el capitulo 3 con el ofrecido por sistemas de caracter
comercial o mediante el uso de técnicas descritas en trabajos anteriores. Se muestran
las bondades del método implementado, en términos de precisién en la segmentacion
de la imagen asi como en la deteccion de las bandas, o fragmentos, presentes en el

gel.
Finalmente, en el capitulo 6 se enumeran los principales logros del trabajo realizado e

igualmente se consignan algunas sugerencias o mejoras que a futuro se podrian
implementar.
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1. EL PROCESO DE ELECTROFORESIS Y LOS GELES DE ADN

En términos generales, la electroforesis es un proceso de separacién de particulas de
una mezcla con base en su carga eléctrica; el movimiento de dichas particulas se
realiza por la accidon de un campo eléctrico aplicado a través de un soporte que, para el
problema de interés, es un gel. Para el caso de muestras bioldgicas, las que mas
comunmente se separan por medio de esta técnica son las proteinas y el ADN. Estas
muestras se ubican en un medio que favorezca el movimiento en presencia de un
campo eléctrico. Dicho soporte es precisamente una sustancia coloidal o gelatinosa,
que puede ser agarosa o poliacrilamida.

A continuacién se describen detalladamente los procesos de electroforesis y la
obtencion de un gel con muestras de ADN.

1.1 LA ELECTROFORESIS DE MOLECULAS DE ADN

Todos los organismos vivientes poseen cromosomas en el nlcleo de sus células;
dentro de esas pequefias estructuras se encuentra una molécula conocida como ADN
(Acido Desoxirribonucléico), encargada de la sintesis de proteinas (tema del cual se
hablara en la seccién 1.2) y de la replicacion de todas y cada una de las células del
organismo. Es, por tanto, la molécula encargada de perpetuar la existencia de una
especie determinada.

La estructura de una molécula de ADN se puede asemejar a la de una doble hélice
(Figura 1). El armazoén de la hélice estda compuesto por grupos fosfato y glicidos del
tipo desoxirribosas. En la parte interna se ubican las bases nitrogenadas, agrupadas
en pares de bases a manera de travesafio (en ultimas se tienen cuatro tipos de bases:
Adenina, Guanina, Timina y Citosina)!”’.

Figura 1. Estructura de la molécula de ADN

Pares de base

o Grupos fosfato +
(travesanos)

desoxirribosas
(armazén)

Cuando se tiene una molécula de ADN esta puede ser “digerida” o procesada por las
enzimas producidas por una bacteria determinada (como la E. Coli y la Hemophilus
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influenzae). Dicha bacteria genera cierto tipo de enzimas (llamadas enzimas de
restriccion), capaces de cortar la molécula de ADN en fragmentos pequefios y en
lugares muy especificos de la cadena de ADN. Tras ese proceso de digestién se tiene
entonces la molécula de ADN inicial (similar a la de la Figura 1) fragmentada ahora en
segmentos de diferentes tamafios:

Figura 2. Molécula de ADN tras ser digerida por la bacteria (en este caso ha
sido fragmentada en cinco partes). El tamafio se mide en cantidad de pares
de bases

Estos fragmentos originados por la digestidon enzimatica se deben separar, para lo cual
el siguiente paso es el proceso de electroforesis. Se debe tener en cuenta que la
molécula de ADN (y por tanto cualquier segmento) posee una carga eléctrica negativa,
dada por la presencia de los grupos fosfato. Si entonces a la molécula fragmentada se
aplica un campo eléctrico, se observa que cada fragmento experimentara una fuerza
eléctrica dada por la ecuacién:

F=qE [N] (Ecuacion 1)

Debido a que la carga g es negativa para cualquiera de los segmentos, el vector fuerza
apuntara en direccion contraria al campo eléctrico. La magnitud de dicho vector fuerza
sera mayor para los fragmentos mas pesados (puesto que tendran mayor masa y por
tanto mayor carga eléctrica), en comparacion con los elementos mas livianos. Se
espera entonces que los segmentos mas pesados se desplacen una distancia mayor,
con respecto a una posicion inicial determinada, en comparaciéon con los segmentos
mas livianos. En una situacién ficticia, sin la presencia del soporte o gel, se tendria un
resultado como el que se ilustra en la Figura 3:

16



Figura 3. Ilustracion del proceso de electroforesis (considerando Ila
interaccion entre el campo eléctrico y la molécula de ADN Gnicamente)

Fuerza eléctrica

Posicidn
inicial

Campo eléctrico

En el proceso descrito anteriormente, se considera que se tiene una molécula de ADN
“pura”, por decirlo de alguna manera; esto es, no se encuentra presente ninguna otra
sustancia diferente de los fragmentos de dicha molécula.

Se tiene entonces una organizaciéon de los fragmentos segun su tamafio, de forma
ascendente (si se observa la figura 3 de izquierda a derecha). Si bien se ha logrado el
objetivo, se trata de una situacion completamente ficticia (puesto que es necesario
utilizar un soporte que facilite el desplazamiento de las moléculas de ADN) y, en este
caso, el procedimiento presenta la desventaja de que segmentos con tamafos
similares, mas no idénticos, tendran cargas eléctricas similares y por tanto se
desplazaran la misma distancia a partir de la posicion inicial, por lo cual no podran ser
diferenciados en etapas posteriores a la electroforesis. Es esta una de las razones por
las cuales los fragmentos se introducen en una sustancia gelatinosa o coloide -el gel-,
previo a la aplicacion del campo eléctrico.

1.2 GELES DE ADN

El papel que desempena el gel es sencillo, y su funcion es similar a la de un filtro o
embudo: facilita el paso de moléculas de cierto tamafio (relativamente pequeno,
dependiendo de la preparacion del gel) y opone resistencia al movimiento de moléculas
de mayor tamano. Ese nivel de resistencia lo dictamina el tamano del poro (puesto
que el gel es precisamente eso: una sustancia porosa). Haciendo mas o menos
grande el tamafio del poro se puede definir de manera muy precisa el nivel de
resistencia al movimiento de una molécula (algo conocido como la “resolucion del
gel”). El nivel de resistencia al movimiento de un fragmento determinado equivale a
una fuerza de friccién, dependiente de la velocidad de la particula:

F.=pv [N] (Ecuacion 2)
donde B es el coeficiente de friccion dinamico y v es la velocidad del fragmento. Dicha
fuerza de friccion es opuesta a la ejercida por el campo eléctrico. En el equilibrio se
alcanza una velocidad constante que depende, ademas de la carga neta de cada
fragmento, del tamano y forma de cada particula.
Los geles mas usados en procesos de electroforesis de ADN son los de agarosa (que es

un coloide natural extraido de las algas marinas) y los de poliacrilamida (un material
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sintético que es usado, por ejemplo, para fabricar lentes de contacto). Los primeros
tienen poros bastante grandes (bajo poder de resolucién), en comparaciéon con los
geles de poliacrilamida; se puede asegurar entonces que las moléculas migran tan
sOlo en funcidn de su carga eléctrica, puesto que el gel no ejerce ninguna accién de
filtrado (practicamente permite el paso de todas las moléculas de ADN). De esta
forma, aquellos fragmentos que posean un tamafio muy cercano entre si no podran ser
diferenciados tras el proceso de electroforesis (puesto que su carga y tamafo seran
muy similares).

En el caso de geles de poliacrilamida, se cuenta con una resolucion variable, puesto
gue el tamafio del poro se puede ajustar al momento de preparar el gel (usando la
concentracién adecuada de los diferentes componentes que lo conforman). Son, por
tanto, mucho mas versatiles ya que las moléculas pueden ser separadas de acuerdo
con su carga eléctrica y ademas por su tamafio (moléculas de tamafio similar, pero
diferente, podran ser diferenciadas tras el proceso de electroforesis, siempre y cuando
la preparacién del gel sea la adecuada).

Cuando se prepara el gel y se introduce en él una muestra de ADN fragmentado, se
lograra el efecto opuesto al de la Figura 3: todos los fragmentos tenderan a moverse
en direccién contraria a la del campo eléctrico, pero solo aquellos lo suficientemente
pequefios (comparados con el tamano del poro) experimentaran una resistencia
despreciable al movimiento. Dicha resistencia al movimiento aumenta a medida que el
tamano del fragmento es mayor. Por tanto, los fragmentos mas livianos se
desplazaran una distancia mayor, con respecto a una posicion inicial determinada, en
comparacién con los fragmentos mas pesados. La ventaja del uso de los geles,
especificamente de poliacrilamida, es que la resolucion del mismo se puede definir
durante su preparacién.

Para visualizar la ubicacion de los diferentes fragmentos se agrega una sustancia
fluorescente (generalmente el Bromuro de Etidio) que tiene la propiedad de
intercalarse en la molécula de ADN, permitiendo asi su visualizacién bajo la luz U.V. El
resultado es similar al ilustrado en la figura 4:

Figura 4. Imagen obtenida tras aplicar el proceso de electroforesis a un gel
con una muestra de ADN

Campo
Eléctrico Posicion
inicial (t=0)
v
Fuerza
Eléctrica

18



Inicialmente, y con relacién a la Figura 4, todos los segmentos estan ubicados en la
parte superior de la imagen. Tras aplicar el campo eléctrico por un periodo de tiempo
(que puede oscilar entre 30 minutos y 2 horas) los fragmentos mas livianos presentan
una mayor movilidad que los fragmentos mas pesados y por tanto se desplazan una
mayor distancia con respecto a la posicion inicial (los fragmentos son los pequerios
rectangulos con tonalidad gris en la Figura 4). En este caso, los fragmentos mas
livianos estan ubicados en la parte inferior de la imagen, mientras que los mas
pesados se encuentran en la parte superior. Se ilustra igualmente la direccion del
campo eléctrico y de la fuerza eléctrica experimentada por cada fragmento.

1.2.1 Utilidad de los geles de ADN. Cualquiera de los procesos que involucran la
identificacion de moléculas de ADN con base en su tamafio, requiere el uso de los geles
de ADN. Entre dichas aplicaciones se encuentran los procedimientos de secuenciacion
(cuyo objetivo primordial es conocer, precisamente, la secuencia de pares de bases
presentes en uno o varios de los fragmentos de ADN analizados).

Desde el punto de vista clinico, la utilidad de los geles de ADN abarca procesos como:

» Identificacién de genes': en muchas ocasiones se sospecha cudl puede ser la zona
de la molécula de ADN en la cual existe un gen especifico. Si se fragmenta dicha
molécula y, con base en el proceso de electroforesis aplicado a un gel de ADN, se
logra determinar el tamafio (en pares de bases) de los fragmentos presentes en la
muestra de ADN, entonces es posible establecer en cual (o cuales) de los
segmentos puede haber presencia de uno o varios genes de interés.
Posteriormente se aisla el (los) fragmento (o fragmentos) de interés y se continla
con la etapa de secuenciacidon, donde precisamente se determina la secuencia de
bases (Adenina, Timina, Guanina, Citosina) presentes en el fragmento analizado.

= Diagnostico de enfermedades genéticas (es decir de caracter hereditario): se han
desarrollado actualmente pruebas muy fiables que hacen posible una diagnosis
prenatal de varias enfermedades genéticas (como la anemia falciforme, la hemofilia
y la distrofia muscular). Para ello, la molécula de ADN es procesada por medio de
enzimas de restriccion y luego sometida a un proceso de electroforesis sobre un
gel. Los segmentos de interés son aislados y posteriormente analizados en busca
de secuencias especificas que muestren la existencia de algun tipo de enfermedad.

= La secuenciacion del ADN de otros organismos (como virus o bacterias), lo que
permitira comprender los procesos que dan origen a enfermedades y a idear los
posibles métodos que permitiran contrarrestar este tipo de afecciones.

El interés en muchas investigaciones (como el diagnéstico de enfermedades o el
desarrollo de nuevos tratamientos para las mismas) es la determinacién de los
genes que estan involucrados en el proceso (por ejemplo, es de interés determinar

" Los genes hacen parte de la molécula de ADN y estan presentes solo en algunas zonas de dicha molécula. Los genes, que
son simplemente secuencias especificas de pares de bases, ejercen sus efectos a través de las moléculas a las cudles dan
origen. Sus productos inmediatos son las moléculas de acido ribonucléico (ARN), de las cudles la mayoria esta involucrada
en la produccion de proteinas. Las proteinas, en Ultima instancia, intervienen en diversas funciones vitales como el
metabolismo, la contraccién muscular o la respuesta inmunoldgica de un organismo. Las proteinas igualmente pueden ser
enzimas (como la insulina y otras hormonas); ademas son los anticuerpos del sistema inmunoldgico y la hemoglobina, que
transporta oxigeno en la sangre

Se concluye entonces que es la secuencia de bases presente en la molécula de ADN (y por tanto los genes presentes en la
misma) quien dictamina el comportamiento de cualquier organismo (sea este animal o vegetal) en términos bioldgicos.
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cudles de estos genes estan involucrados en el desarrollo de enfermedades como el
cancer, o cuales de ellos se ven inhibidos, o igualmente activados, por virus como
el VIH, lo cual conlleva al desarrollo de enfermedades como el SIDA).

1.2.2. Estimacion del tamano de los fragmentos presentes en un gel de ADN.
Las aplicaciones descritas anteriormente implican el uso de un procedimiento que
permita determinar el tamafio de cada uno de los fragmentos presentes en el gel de
ADN para posteriormente estar en capacidad de aislar aquellos fragmentos de interés.

Para ello, junto con la muestra de ADN que se desea analizar, se ubica, en el mismo
gel, otra muestra de ADN que ha sido previamente fragmentada por una enzima de
restriccion especifica en la cual se conoce el tamafio de cada uno de sus fragmentos
(dicha muestra recibe el nombre de marcador de peso molecular). Algunas enzimas de
restriccion usadas con este propdsito, se ilustran en la Tabla 1:

Tabla 1. Tamaiio de algunos fragmentos obtenidos tras la digestion de ADN
con algunas enzimas de restriccion!?’! (todos los valores estan dados en
kilopares de bases)

Enzimas
Fragmento EcoRI HindIII EcoRi + Bglll Aval
HindIII
A 21.8 23.7 21.8 22.8 15.9
B 7.52 9.46 5.24 13.6 8.8
C 5.93 6.75 5.05 9.8 6.1
D 4.8 4.26 4.21 2.3 4.6
E 3.41 2.26 3.41 0.46 4.1
F 1.98 1.98 1.8
G 0.58 1.90 1.61
H 1.71 1.55
I 1.32
] 0.93
K 0.84
L 0.58

Ahora bien, es posible que el gel de ADN no contenga Unicamente la muestra de ADN
segmentada con una de las enzimas descritas en la Tabla 1, junto con la muestra de
ADN que se desea analizar. Mas bien, es de uso comun ubicar varias muestras de ADN
(2 o mas) junto con la muestra cuyos segmentos son de tamafo conocido. El
resultado es una imagen como la ilustrada en la figura 5:
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Figura 5. Un gel de ADN tipico

Car"iles

Bandas de las
Bandas del marcador: muestras problema

de peso molecular

Carril con el marcador
de peso molecular

En esta figura se distinguen dos caracteristicas importantes:

e Los carriles: son cada una de las columnas presentes en la imagen. Cada carril
corresponde a una muestra de ADN fragmentada con una enzima de restriccidon
determinada.

e Las bandas: son los pequenos rectangulos de tonalidad gris o brillante presentes
en cada uno de los carriles, y que corresponden a un fragmento de la molécula de
ADN (el nivel de gris de cada banda, asi como su ubicacién, dependera del tamafio
del fragmento correspondiente).

Ahora bien, teniendo en un mismo gel el carril con el marcador de peso molecular (que
de ahora en adelante se llamara “carril estandar”) y las muestras de interés, es posible
determinar el tamafio de cada una de las bandas presentes en la imagen a partir,
precisamente, de la comparacién con dicho carril estdndar. Para ello se lleva a cabo el
siguiente procedimiento:

1. Se enmarca la imagen del gel en un par de ejes coordenados, como lo muestra la
Figura 6:
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Figura 6. El gel de ADN y sus correspondientes ejes coordenados

A\ R /4

2. Se determina la coordenada “y” de cada una de las bandas presentes en el carril
estandar. Con base en esta coordenada y en el tamafio de cada uno de los
segmentos se construye la curva Tamafio vs. Posicion. Por ejemplo, para este caso
se asume que el carril estdndar es una muestra de ADN digerida con EcoRI y
HindIII, obteniendo asi doce segmentos. En la figura 7b se muestran las
coordenadas (tamafo,posicion sobre el eje "y”) correspondientes a la figura 7a. La
curva ilustra el ajuste de dichos puntos mediante una funcion de la formal??:

S(y)= & +k, [Pares de bases] (Ecuacién 3)
Y

donde S es el tamafio del segmento y k;, k> son constantes que se calculan
buscando el mejor ajuste a los datos que se tienen inicialmente.

Figura 7. Ilustracion del proceso involucrado en la obtencion de la curva
Tamaiio vs. Posicion

Tamaio (kpb)
y =0cmT A

y = 8cm V

(a) (b)
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3. Se determina la coordenada “y” de cada una de las bandas presentes en la imagen.
Teniendo dichas coordenadas y conociendo la curva Tamafio vs. Posicion (o,
equivalentemente, las constantes k; y k> en la ecuacion 2), se determina el tamano
de cada una de las bandas presentes en la imagen del gel de ADN.

1.3 PROCEDIMIENTO LLEVADO A CABO EN EL LABORATORIO DE GENETICA

El Laboratorio de Genética de la Facultad de Salud, cuenta con los reactivos e
implementos necesarios para llevar a cabo el proceso de electroforesis. A continuacién
se describe brevemente el procedimiento involucrado en la obtencion del tamafio de
los fragmentos presentes en un gel de ADN:

e Se preparan las muestras de ADN y el gel, y posteriormente se exponen a un
campo eléctrico. Esta etapa se lleva a cabo en un dispositivo conocido como
cubeta de electroforesis.

e Se expone el gel de ADN a radiacion UV, gracias a un dispositivo llamado
transiluminador. Este proceso permite visualizar claramente las diferentes bandas
presentes en el gel, dado que estdn marcadas con bromuro de etidio.

e Se captura de la imagen por medio de una camara fotografica.

e Se determina, de forma completamente manual, el tamafo aproximado de los
fragmentos de interés. No es posible enmarcar la imagen dentro de un par de ejes
coordenados (puesto que el papel fotografico no facilita este procedimiento). Se
hace necesario entonces calcular el tamafio de los diferentes fragmentos por
procedimientos de tanteo, comparando la ubicacién del fragmento de interés con el
fragmento del carril estdndar mas cercano.

Se concluye entonces que, el proceso llevado a cabo es completamente manual y
altamente impreciso.
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2. METODOS EXISTENTES PARA EL PROCESAMIENTO DE GELES DE ADN

En esta seccion se presenta un panorama general relacionado con los trabajos, de
caracter académico, realizados hasta el momento, asi como un analisis de los sistemas
comerciales existentes en la actualidad.

2.1 TRABAJOS EN EL CAMPO ACADEMICO

Se describen a continuacidn los principales aportes en el campo investigativo,
orientados a la determinaciéon, semiautomatica, del tamafio de las bandas presentes en
una imagen proveniente de un gel de ADN. Se trata de algoritmos implementados con
base en técnicas de procesamiento digital de imagenes y senales.

De acuerdo con lo descrito en el capitulo 1, referente al procedimiento involucrado en
la determinacion del tamafio de los segmentos de ADN, es posible afirmar que las
metodologias descritas a continuacién estan compuestas por dos etapas:

e Segmentacion de carriles: con ello se busca aislar cada uno de los carriles del
fondo e igualmente diferenciarlos entre si.

e Obtencién de la ubicacion de las bandas: se busca determinar la coordenada “y”
de las bandas presentes en cada uno de los carriles.

En cada uno de los casos se supone que previamente se cuenta con la imagen
almacenada en formato digital.

2.1.1 Segmentacién de carriles. Existen dos tipos de aproximacién, cada una de
las cudles posee ciertas ventajas pero también algunas desventajas. Dichas
aproximaciones son: el analisis bidimensional (basado en técnicas de procesamiento
digital de imagenes) y el analisis unidimensional (que en ocasiones implementa
técnicas de procesamiento de sefiales). En ambos casos el objetivo es determinar la
zona limitrofe (frontera) entre uno y otro carril, como lo ilustra la figura 8:

Figura 8. Ilustracion del concepto de “frontera” entre uno y otro carril

Fronteras
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2.1.1.1 Analisis bidimensional. En los trabajos realizados!?! se pretende segmentar
la imagen del gel de ADN con base en las caracteristicas de su histograma
(especificamente, se busca que este sea bimodal, lo que posteriormente permitira
segmentar la imagen con base en la adecuada estimacion del umbral presente en
dicho histograma). En primera instancia, este procedimiento impone restricciones
como la necesidad de iluminacién uniforme sobre el gel, requisito que muchas veces
(sino la mayoria) es imposible de cumplir, esto debido principalmente a la variabilidad
de la composicion entre uno y otro gel (ya que para cada experimento las muestras de
ADN cambiaran completamente, junto con la preparacidon del gel y la cantidad de
Bromuro de Etidio aplicado a la muestra).

Si la etapa anterior resulta exitosa, y es posible estimar el umbral adecuado del
histograma, se procede a crear una “mascara” binaria, donde los carriles son
etiquetados con 1 y el fondo es etiquetado con 0. Posterior a dicho procedimiento se
aplica un filtro detector de bordes, se evalla entonces la transformada de Radoén sobre
la imagen obtenida con el fin de determinar la orientaciéon de los bordes de interés,
para finalmente eliminar aquellos que son perpendiculares a la orientacion de los
carriles (los bordes perpendiculares a los carriles son el resultado de segmentar las
bandas presentes dentro de cada uno de ellos). El procedimiento se ilustra en la figura
9:

Figura 9. Obtencion de las zonas limite intercarril tras el procesado de la
imagen del gel: a) Imagen original; b) Mascara binaria; c) Resultado de
aplicar un filtro detector de bordes a la imagen en (b)

(a) (b)

Ademas de las caracteristicas inadecuadas de la imagen, existen otras limitantes en
este procedimiento:

1. La distribucion de bandas debe ser uniforme a lo largo de todos y cada uno de los
carriles. La presencia de pocas bandas dentro de un carril hace que en la mascara
binaria (figura 9b) cada carril no sea un objeto independiente. Por el contrario, es
probable que un carril esté segmentado en varias partes, correspondiente cada una
de ellas a una banda. Esto desde luego dificulta el proceso de detecciéon de zonas
limite intercarril.

2. La orientacién de los carriles debe ser completamente vertical, de esta manera el
filtro detector de bordes, cuyo resultado depende en gran parte de la orientacién de
los carriles!®!*®], permitird la correcta determinacion de las zonas limitrofes.

3. Tras la aplicacién del filtro detector de bordes se procede a evaluar la transformada
de Raddn sobre dicha imagen, y a determinar, mediante un proceso iterativo, la
ubicacidn de las zonas de interés que definen la frontera entre uno y otro carril. La
desventaja de esta técnica estd en el tiempo requerido para el calculo de la
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transformada Radon y el proceso iterativo para detectar el maximo en dicha
transformada (que es una funcion bidimensional).

2.1.1.2 Analisis unidimensional. Parte del hecho de que no es necesario procesar
la imagen completa, ya que basta con conocer correctamente la coordenada “x” (ver
Figura 10) en la que se encuentra la frontera entre un carril y otro. Se evalla
entonces la proyeccion de la imagen sobre dicho eje “x” y posteriormente se aplica un
algoritmo detector de minimos sobre dicha proyeccion. La ubicacion de estos minimos
coincide perfectamente con la ubicacién de las zonas limitrofe:

Figura 10. Proyeccion de la imagen original sobre el eje x. Arriba: imagen
original (bidimensional). Abajo: proyeccion (sefal unidimensional)

» X

\
4
4

Amplitud

> X

La proyeccion se obtiene simplemente como la suma por columnas de la
imagen(t3111I23LI5] - E| procedimiento tiene la ventaja de reducir el costo computacional
en comparacion con el analisis bidimensional (puesto que ahora se analizara una sefial
unidimensional). De hecho, la complejidad de los filtros a utilizar se reduce (se usan
mascaras unidimensionales para el filtrado por la mediana o por la media) y el
algoritmo detector de minimos hace uso de primeras y segundas derivadas aplicadas a
la proyeccion.

Algunas desventajas de esta aproximacion son las siguientes:

1. Se asume, al igual que en el caso bidimensional, que los -carriles son
perfectamente verticales. A partir de esta premisa se calcula la proyeccién como
la suma por columnas de la imagen. De nuevo, esta aseveracidon es equivocada, y
conlleva a errores en la segmentacion de los carriles, en la posterior deteccidon de
las bandas y en la estimacién del tamafio de cada fragmento (ver capitulo 5:
resultados). La Unica excepcion se encuentra en el trabajo desarrollado por
Machado, Siqueira y otros!'®!, en donde inicialmente se consideran carriles
completamente verticales pero, posterior a esta segmentacion inicial se evalla la
correcta orientacion de cada uno de ellos con base en el célculo de momentos de
primero y segundo orden. La desventaja que presenta este método es que cada
carril debe poseer una distribucién uniforme de bandas, las cuales suministran la
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informacién necesaria para estimar de forma correcta la orientacion del carril; si
el carril contiene solo unas cuantas bandas es probable que la informacion sea
insuficiente, lo cual conlleva a un calculo erréneo de la orientaciéon del carril.
Ademas, se debe tener en cuenta el hecho de que no es necesario evaluar la
orientacién para todos y cada uno de los carriles presentes en la imagen, puesto
gue es posible comprobar que todos poseen exactamente la misma orientacion
(exceptuando casos en los que la preparacion del gel o de las muestras de ADN no
son los adecuados).

2. El hecho de evaluar la proyeccion como la suma por columnas puede llevar a
errores en la deteccién de minimos locales. Esto se debe a que es posible que el
fondo de la imagen contenga ruido, y que ademas existan carriles con poco
contenido de bandas. La combinacién de esos dos factores puede hacer que en la
proyeccion sea imposible diferenciar claramente las zonas limitrofe de zonas que
pertenecen a un carril determinado.

2.1.2 Deteccion de bandas. En la bibliografia encontrada, el procedimiento de uso
mas extendido es similar al implementado en la deteccién de carriles a partir de una
sefial bidimensionaltt3}1123LI5LI8LI3] - parg cada uno de los carriles segmentados se
calcula la proyeccion sobre el eje “y” (en este caso se toma cada uno de los carriles y
se evalla la suma por filas) y se aplica un algoritmo detector de maximos locales a la
proyeccion obtenida. La ubicacion de los maximos locales coincide perfectamente con
la ubicacién de las bandas, como se ilustra en la figura 11:

Figura 11. Un carril (izquierda) y su proyeccion (derecha)

Amplitud

El procedimiento que permite detectar los maximos locales es muy similar al usado
anteriormente en la deteccion de los minimos locales, y de nuevo hace uso de
derivadas de primero y segundo orden. Por otra parte, las desventajas presentes en
este procedimiento son similares a las encontradas en el caso anterior:

1. La evaluacién de la proyeccibn como la suma por filas de la imagen

correspondiente al carril es inadecuada en el sentido de que algunas bandas que
no logran diferenciarse claramente del fondo (como por ejemplo la banda ubicada
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en la parte inferior de la figura 11) pueden no ser detectadas en caso de que haya
presencia de ruido en la imagen.

2. Al igual que en el caso anterior, no se puede asumir que las bandas tienen una
orientacién paralela al eje “x”. Es por tanto inadecuado calcular la proyeccion
como la suma por filas de la imagen correspondiente al carril.

3. En ocasiones!® y para evitar interferencia entre un carril y otro, se habla de un
“carril efectivo” entendido este como el resultado de tomar una zona (de ancho
entre 10 y 15 columnas) alrededor del centro del mismo. Desde luego, esta
aproximacion es valida siempre y cuando el carril sea completamente vertical (o
al menos su orientacidn sea practicamente paralela al eje “y”). Sin embargo,
existe pérdida de informacién que puede afectar el proceso de deteccién de
bandas.

Se concluye entonces que los procedimientos de analisis unidimensional presentan
ventajas en términos de costo computacional. La principal desventaja es que asumen
una perfecta orientacion vertical de los carriles, hecho que muy pocas veces es cierto
puesto que las muestras son ubicadas manualmente por el usuario y es practicamente
imposible que siempre tengan la orientacion ideal. Este hecho determina el
comportamiento del algoritmo en las etapas de segmentacion y deteccidon de bandas.

2.2 SISTEMAS COMERCIALES

De la gran variedad de sistemas orientados al analisis de geles de ADN, se encontraron
los siguientes:

1D Image Analysis Software, de Kodak.

BASys Image Analysis System, de Biotec-Fisher GmbH.
Doc-It: Adquisition and 1D analysis software, de UVP Inc.
Labscan Utility v2.0, Nonlinear Dynamics Ltd.

TotalLab, Nonlinear Dynamics Ltd.

1DScan EX v3.1, Scanalytics Inc.

De dichos sistemas se tuvo acceso a una version de prueba de TotalLab y a una de
1DScan. Mas adelante, en el capitulo 5, se analiza el desempefio de esos dos sistemas
en comparacion con los algoritmos desarrollados para la segmentacién de carriles. Sin
embargo, se describirdn a continuacion sus principales caracteristicas asi como su
valor comercial.

2.2.1 Principales caracteristicas. Como es de esperar, los algoritmos
implementados en estos sistemas estan orientados a la determinacién del tamafno de
los diferentes segmentos de ADN. Especificamente, implementan etapas como:

e Segmentacidon de carriles: los procedimientos involucrados incluyen la estimacion
de la orientacion de la imagen (y por tanto de los carriles). Se incluye una interfaz
grafica que permite al usuario la marcacion/eliminacién manual de uno o varios
carriles, en caso de que las caracteristicas de la imagen no permitan una deteccidn
automatica de los mismos. No se encuentra descripcidn acerca del procedimiento
implementado para la deteccion de los carriles (solo en uno de los sistemas
evaluados, TotalLab, se pudo comprobar que esa deteccidn se obtiene tras evaluar
la proyeccion de la imagen sobre el eje “x”). Algunos de ellos incluyen, ademas, la
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posibilidad de seleccionar manualmente regiones de interés sobre la imagen, con el
fin de analizar solo una parte de ella.

Deteccidon de bandas: en todos los casos se obtiene la proyecciéon de cada uno de
los carriles sobre el eje “y”. El objetivo principal en este proceso, como se
menciond anteriormente, consiste en ubicar los maximos locales de dicha
proyeccion, correspondientes precisamente a la coordenada “y” de los diferentes
fragmentos (bandas) de ADN. Uno y otro sistema se diferencian en la forma de
abordar dicha deteccion de maximos. Se supone que en todos los casos la etapa
final consiste en la evaluacién de derivadas de primero y segundo orden. En
etapas previas se puede incluir algln tipo de suavizado mediante el uso de filtros
por la media, por ejemplo, e incluso haciendo uso de técnicas como la
deconvolucién®. Dicha técnica es adecuada solo en algunos casos, y se aplica a
imagenes ideales (con muy bajo nivel de ruido). Sin embargo, la mayoria de las
veces es practicamente imposible determinar dichas caracteristicas, y se opta
entonces por el uso de filtros suavizantes. De hecho, algunos autorest® sugieren
que este es un problema bastante complejo, y que la determinacion de la forma de
la respuesta impulsional del sistema no es un asunto trivial.

Desde luego, se incluyen opciones que permiten al usuario agregar/eliminar
manualmente algunas bandas presentes en cada uno de los carriles.

Estimacién del tamano de los fragmentos: se incluyen diferentes librerias para el
uso de variedad de estandares, (tiles en la determinacion del tamafio de los
fragmentos (un estandar es simplemente una enzima especifica que fragmenta el
ADN en un numero determinado de segmentos, cuyo tamano es conocido - ver
Tabla 1). Algunas aplicaciones ofrecen al usuario la posibilidad de elegir la forma
gue debe tener la funcibn matematica que relaciona tamafios y coordenadas
(exponencial, polindmica de diferentes 6rdenes, lineal, potencias, etc...). La
funcion matematica correspondiente depende precisamente del tipo de estandar
utilizado.

Otras técnicas de procesamiento de imagenes: en varios de los sistemas
analizados se ofrecen opciones que permiten corregir la distribucién de niveles de
gris en la imagen (mejora del contraste, eliminacion de ruido de fondo - con base
en transformaciones morfolégicas como la transformada Top-Hat!'®!-, entre otras).

Funciones adicionales: se ofrece al usuario la opcidon de almacenar los resultados
(esto es el tamafio de cada uno de los segmentos presentes en el gel de ADN) y/o
exportarlos a otra aplicacién (como Excel).

Todas las aplicaciones analizadas incluyen, ademas, modulos para el analisis de
geles de ADN bidimensionales, o para el conteo de colonias (opciones que no seran

* En el procedimiento de deconvolucién se asume que la proyeccién del carril sobre el eje “y” (sea esta f(y)), es el resultado
de la convolucién entre una sefial “pura” (sin ningun tipo de distorsion, ni ruido), g(y), y una funcién h(y) que simula
precisamente la distorsion introducida en la imagen digital (y que es una combinacion de la etapa de adquisicion con las
caracteristicas del gel y de las muestras):

fly) = 9(y)® h(y)

El objetivo del procedimiento consiste entonces en estimar la forma y caracteristicas de la sefial h(y). Conociendo f(y) (la

proyeccion del carril sobre el eje y) junto con h(y) es posible determinar el patrén de proyeccion “idea

|

a(y)-
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incluidas en el presente trabajo puesto que no son aplicaciones de interés para el
Laboratorio de Genética).

e Algunas incluyen el sistema de adquisicibn de imagenes, otras ofrecen por
separado los componentes de hardware y software.

Se observa entonces que son sistemas semiautomaticos, que permiten, en ocasiones
de manera interactiva, determinar el tamafio de cada uno de los segmentos presentes
en la imagen.

2.2.2 Costo. El costo depende de los componentes incluidos en la aplicacion
(software y/o hardware). Asumiendo que se cuenta con el sistema de adquisicién, se
tienen precios que oscilan entre los U$2300 (si se adquieren por ejemplo mddulos
Gtiles Unicamente para el analisis de geles unidimensionales, como es el caso) y los
U$5200, para sistemas que no se ofrecen por mddulos (y que involucran por tanto
opciones como el analisis de geles bidimensionales y el conteo de colonias). Para
sistemas que incluyen la etapa de adquisiciéon (cdmara CCD e incluso monitor), los
precios van desde los U$ 6000 en adelante, aproximadamente.

Desde luego, es posible actualizar una de estas aplicaciones, pero necesariamente se
debe incurrir en costos que (aunque menores) son significativos, dependiendo de la
version del sistema y de las caracteristicas de la aplicacion a la cual se quiere
actualizar. Se trata entonces de sistemas completamente cerrados, que no permiten
proyeccidon a nuevas investigaciones de caracter algoritmico.
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3. ALGORITMO PARA EL ANALISIS DE GELES DE ADN, BASADO EN TECNICAS
DE PROCESAMIENTO DIGITAL DE SENALES E IMAGENES

En este apartado se describen los algoritmos implementados en el presente trabajo,
tendientes a resolver el problema de la estimacion del tamano de cada uno de los
fragmentos presentes en el gel de ADN, y que mejoran algunas falencias encontradas
en trabajos anteriores.

Como se ha mencionado hasta el momento, la solucién al problema de la
determinacion del tamafio de los segmentos de ADN se puede dividir en tres etapas:
segmentacion de carriles, determinacion de la ubicacién de las bandas y estimacion del
tamano de los fragmentos. A continuacién se describe cada una de ellas. Se asume,
por supuesto, que la imagen se encuentra almacenada en formato digital.

3.1 SEGMENTACION DE CARRILES

Busca diferenciar los carriles del fondo e igualmente determinar correctamente la
frontera entre uno y otro carril. Como se menciond anteriormente, la segmentacion
por niveles de gris (analisis del histograma) requiere que las imagenes cumplan
requisitos muy especificos (como la iluminaciéon uniforme y el caracter bimodal del
histograma), requisitos que en la mayoria de las ocasiones son imposibles de cumplir
(debido, principalmente a sustancias como el Bromuro de Etidio, que es agregado a los
fragmentos de ADN y encargado de su fluorescencia, y que puede tener diferentes
concentraciones entre uno y otro experimento).

Se considerd en primer lugar la segmentacién con base en la periodicidad presente en
el gell® !4 (ver por ejemplo la Figura 6), evaluando inicialmente la transformada de
Fourier de la imagen y observando entonces las caracteristicas del espectro en
frecuencia. Se encontro la presencia de algunos picos en dicha transformada, signo de
la existencia de algun tipo de periodicidad. El procedimiento presenta una gran
desventaja y es que la imagen del gel debe ser practicamente ideal: su nivel de ruido
debe ser minimo, la distribucidon de bandas a través de cada carril debe ser uniforme,
la iluminacion adecuada y un histograma de caracteristicas bimodales. Solo de esta
manera se puede garantizar la existencia de picos en la transformada de Fourier de la
imagen, relacionados estos con la periodicidad del gel de ADN. Desde luego, son
requisitos que restringen la aplicacién de este procedimiento de manera considerable.

Se optd entonces por el andlisis unidimensional, basado en el calculo de la proyeccion
de la imagen sobre un eje en particular, principalmente debido a las siguientes
razones:

e Es apropiado si se tienen en cuenta las caracteristicas de las imagenes obtenidas
(iluminacion no uniforme y la inexistencia de un caracter bimodal en su
histograma).

e La delimitacién entre un carril y otro implica el conocimiento de solo una
coordenada de dicha zona limitrofe (por ejemplo, la coordenada “x”). No es
necesario analizar la sefial bidimensional (la imagen), por el contrario, es posible
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llevar a cabo el analisis en una dimension (la proyeccion) y luego extender el
resultado a dos dimensiones.

Sin embargo, y como se analizé anteriormente, la mayoria de las veces es impreciso
asumir que los carriles son completamente verticales. La razén principal es que en el
momento de la preparacién del gel y la ubicacidon de las muestras de ADN sobre el
mismo por parte del usuario, es muy probable que la orientacion de las mismas no sea
completamente horizontal, lo cual conlleva a la aparicion de carriles que no son
perfectamente verticales tras el proceso de electroforesis. Como se ilustrard mas
adelante (ver capitulo 5), el hecho de asumir una orientacion perfectamente vertical
redunda en un aumento de errores al momento de detectar las bandas presentes en el
gel y, principalmente, en la posterior estimacién del tamano de cada fragmento. Este
efecto se puede apreciar en la Figura 12, donde, como ejemplo comparativo, se han
dibujado los carriles presentes en una imagen asumiendo que estos son
completamente verticales (Figura 12a) y teniendo en cuenta su orientacion (Figura
12b):

Figura 12. Ubicacion de los Ilimites intercarril a) Asumiendo carriles
verticales; b) Teniendo en cuenta la correcta orientacion de la imagen

Interferencia

a) b)

En la Figura 12a se han sefialado ademas algunas zonas donde existe interferencia
entre un carril y otro (los carriles comparten cierto nimero de bandas). Desde luego,
este es un efecto indeseable y se puede suponer desde ya que es necesario estimar
inicialmente la orientacion de la imagen, como una etapa previa a la obtencion de la
proyeccion de la imagen del gel. Este problema se aborda a continuacion.

3.1.1 Calculo de la orientacién de la imagen. Existe una gran variedad de
aproximaciones que pueden ser consideradas en la determinacién de la orientacion de
una imagen en escala de grises con respecto a los ejes x,y convencionales. Un método
util en la estimacién de la orientacion de una imagen (que equivale a determinar los
ejes principales de la misma), es el uso de la matriz de covarianza. Sin embargo, la
complejidad de los calculos es relativamente alta y depende directamente del tamafio
de la imagen. Dicha complejidad se puede reducir cuando se maneja una imagen
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binaria, pero esta es una etapa que, segun lo descrito anteriormente, es dificil de
implementar debido a las caracteristicas del gel de ADN (iluminacién no uniforme y el
caracter monomodal del histograma de niveles de gris). Se consideraron entonces
algunos métodos espectrales, partiendo del célculo de la Transformada de Fourier de la
imagen del gel y considerando este espectro como una distribuciéon bidimensional en
coordenadas polares de la forma S(r,8), evaluando posteriormente la funcion S(8),
descrita en la ecuacién 4, para un radio especifico:

S©O)= ZR:S(r,G) (Ecuacion 4)
r=l1

Si 0 < 0 < 2x, dicho célculo equivale a determinar el comportamiento del espectro a lo
largo de un circulo centrado en el origen (que coincide en este caso con el centro de la
imagen). La presencia de picos en la funcidén S(6) manifiesta la existencia de una
orientacién predominante en la imagen!®. El algoritmo descrito funciona de manera
adecuada solo para una imagen de prueba (de un total de 18), y se demuestra
entonces que no es una solucion viable al problema de la determinacion de los ejes
principales de la imagen.

Se analizdé entonces una aproximacién morfoldgical'!! pero la desventaja principal de
este algoritmo es que no arroja resultados globales, Unicamente permite determinar la
orientacion de zonas especificas de la misma (el interés del presente trabajo radica en
la obtencién de la orientacién global).

Se optd entonces por el uso de la imagen de autocorrelacion para la obtencidon de la
orientacién de la imagen. Dicha autocorrelacién tiene la ventaja de que, al ser
evaluada sobre una imagen con una orientacion determinada, su resultado arroja la
aparicion de un patron, lo suficientemente claro, orientado precisamente en la
direccién de uno de los ejes principales de la imagen!®'*%, Este hecho se ilustra en la
Figura 13:

Figura 13. Un gel de ADN cuyos carriles no estan alineados verticalmente (a)
y su correspondiente imagen de autocorrelacion (b)
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Por su parte, la autocorrelacién (especificamente su magnitud) se obtiene a partir del
producto entre la transformada de Fourier y su complejo conjugado:

Autocorrelacion = ‘TF_1 {TF(]) X TF*(I)} (Ecuacion 5)

donde TF!, TF y TF* hacen referencia a la transformada de Fourier inversa, la
transformada de Fourier y el complejo conjugado de la Transformada de Fourier (todas
bidimensionales), e I hace referencia a la imagen del gel.

El siguiente paso consiste en el desarrollo de un método que permita, a partir de la
magnitud de la secuencia de autocorrelacién, calcular la orientacion de la imagen, o,
equivalentemente, establecer cudles son sus ejes principales (su orientacion relativa
con respecto a los ejes x,y tradicionales). Esos nuevos ejes principales reciben el
nombre de x’ e y’, de acuerdo con la figura 14:

Figura 14. Los nuevos ejes x’, ¥’y su relacidon con los ejes x,y tradicionales

’

Yy
A

Inicialmente se debe tener en cuenta la simetria de la imagen de la autocorrelacion.
En la Figura 14 se observa que esta es con respecto al origen de coordenadas y se
concluye que en el analisis que se llevara a cabo solo es necesario el uso de una de las
dos mitades de la imagen. Se opta por el uso de la mitad derecha de la imagen,
correspondiente a los cuadrantes I y IV del sistema de coordenadas cartesiano
tradicional (se incluye el cuadrante IV debido a que el eje x’ puede formar un angulo
positivo o negativo con respecto al eje “x”). El procedimiento descrito a continuacion
busca determinar la orientacion del eje x” con respecto al eje x. El eje y’ estard a 90°
del eje x".

El proceso que permite obtener los ejes principales de la imagen consiste en desplazar
una linea recta con uno de sus extremos coincidente con el origen de coordenadas, y
que tiene una longitud aproximadamente igual al ancho de la imagen que se esta
analizando (como en este caso la imagen analizada es la mitad derecha de la imagen
original, la longitud de la linea sera igual a la mitad del ancho de la imagen original).
En cada iteracion del algoritmo, la linea rotara 0.2° (en un rango de -15° a 159),
conservando siempre uno de sus extremos en el origen de coordenadas. Se
determinan entonces los niveles de gris de la imagen de la autocorrelacion que se
encuentran bajo esa linea y se estima el valor promedio alcanzado por todos estos
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niveles de gris. Al terminar el proceso se determina cual fue la orientacién de la linea
que arrojé el mayor promedio, orientacion que corresponde (en el 100% de las
imagenes analizadas, de un total de 18) precisamente al angulo existente entre el eje
x’y el eje “"x”. Se procede entonces a calcular la orientacién del eje y’, simplemente
sumando 90° a la orientacion correspondiente al eje x’ (como se menciond
anteriormente).

La figura 15 es el diagrama correspondiente al algoritmo descrito con anterioridad:

Figura 15. Algoritmo usado para determinar la orientaciéon de la imagen

e C = Correlacion de la
imagen I

. M = mitad derecha de la
imagen de correlacion

e L = linea con orientacion 0
. Promedio: vector donde se

almacena el valor medio
de los niveles de gris de M,
a través de la linea L.

|
v

e Xx'_0 = orientacidén que
arroja el valor
“Promedio” maximo.

. y' 06 =x"_0+ 90°

Tras determinar los ejes principales de la imagen se procede a evaluar su proyeccion
sobre el eje x’. La proyeccion sobre dicho eje, junto con la correcta estimacion de la
ubicacién de sus minimos, permite finalmente segmentar los carriles presentes en la
imagen. Se debe tener en cuenta que el calculo de dicha proyeccion no sera
simplemente la suma por columnas de la imagen (ya que sus ejes coordenados no
coinciden, en general, de manera perfecta con los ejes cartesianos tradicionales). Es
necesario implementar un procedimiento que permita realizar un “barrido” sobre la
imagen teniendo en cuenta la orientacion correspondiente. Ese procedimiento se hace
con base en el calculo de mapas de distancia, método que se describe a continuacion.
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3.1.2 Los mapas de distancia. También reciben el nombre de “Transformacion de
distancia” y se pueden definir de la siguiente maneral'’!*2l: dada una imagen binaria
con valores 0/1 la transformada de distancia aplicada sobre dicha imagen binaria,
resulta en una imagen en escala de grises, donde cada pixel representa la minima
distancia entre el fondo (pixel con valor 0) y el pixel con valor 1 mas cercano. En la
determinacion de dicha distancia se usan diferentes métricas, entre otras: City Block,
Chessboard y Euclideana*”! (la implementada en el presente trabajo es precisamente
City Block, por razones que mas adelante seran explicadas). Entre los algoritmos mas
extendidos se encuentran los iterativos (o paralelos) y los secuenciales (o recursivos),
ambos basados en procedimientos de morfologia matematica.

Dependiendo de las caracteristicas de la imagen binaria (forma del objeto y tamafio de
la matriz) los algoritmos pueden llegar a requerir un gran tiempo en la obtencion de la
transformada de distancia. Este es precisamente el caso, ya que se habla de imagenes
binarias (con el mismo tamafo de las imagenes provenientes de los geles), mayores a
los 640x480 pixeles. Se propone entonces una solucién equivalente que permite
obtener los mapas de distancia necesarios, pero que es a la vez mucho mas simple y
computacionalmente eficiente.

El algoritmo planteado parte del uso de dos “marcadores”, cada uno de los cuales es
simplemente una imagen binaria, donde el objeto de interés es una linea paralela al
eje x’, en un caso, y al eje y’ en el otro. A continuaciéon se ilustran estos dos
marcadores correspondientes a la imagen de la Figura 13a:

Figura 16. Los dos marcadores utilizados en la obtencion de los mapas de
distancia: a) Marcador paralelo al eje x”; b) Marcador paralelo al eje y’

a) b)

Se puede afirmar que la posiciéon de cada uno de los marcadores dentro de la imagen
binaria, es irrelevante. El Unico requisito es que deben estar ubicados de manera
simétrica, en el sentido de que arriba y abajo (o a la derecha y a la izquierda) debe
haber dos esquinas a cada uno de los lados (por ejemplo, dos esquinas a la derecha
del marcador de la figura 16b y dos a su izquierda, como es el caso).

Se procede entonces a evaluar los dos mapas de distancia correspondientes. Se ilustra
el procedimiento para el caso de una imagen de 5x3 (5 filas, 3 columnas); el
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resultado se puede extender para el caso de imagenes mucho mas grandes (como son
las imagenes del gel). La Figura 17 muestra una imagen de ese tamafio donde los
pixeles iguales a “1” corresponden precisamente al marcador orientado en una
direccién determinada.

Figura 17. Ejemplo para una imagen binaria con un marcador (tamafo 5x3)

Marcador =

o+ |O|0|Oo
o|oRr|O|O
[ellellell ]

Se procede a crear una nueva matriz (Grilla), con cada fila codificada desde 1 hasta el
numero de filas que contiene la imagen binaria (en este caso 5). El resultado se ilustra
en la figura 18:

Figura 18. La imagen binaria y su matriz Grilla correspondiente

Marcador = Grilla =

o+ O|0O|O
o|oRr|O|O

[ellellell T e]
AR WIN|—
TR WIN |-
R WIN |-

Ahora bien, se determinan las filas de la matriz en las cuales se encuentran los pixeles
gue pertenecen al marcador. En este caso (y segun la Figura 17 vista de izquierda a
derecha) esas filas son: 4, 3y 2. Este resultado se almacena en un vector (por tanto,
en este caso, el vector tendrd componentes [4 3 2]).

Se crea ahora una nueva matriz (A) del mismo tamafio de la imagen binaria y cuyas
filas son iguales al vector obtenido anteriormente:

Figura 19. Matriz A cuyas filas corresponden a las coordenadas de los pixeles
pertenecientes al marcador

>
I
N ENE N EYEN

WWWwww
NINININ (N

Finalmente, se calcula la diferencia entre la matriz Grilla y la matriz A (en este caso el
resultado se almacena en la matriz B):
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Figura 20. Matriz B, resultado de evaluar la diferencia entre la matriz Grilla y
la matriz A

1111 4132 -3]1-2 -1
2122 4132 -:21-1]0
B=Grila-A={3|3]3]|-]14[3|2|=[-1]0]1
4144 4132 0] 1] 2
5|/5]|5 4132 1123

Se debe observar que el resultado obtenido representa efectivamente la distancia
existente entre cada pixel del marcador y los pixeles etiquetados con “1” (exceptuando
los valores negativos). Asi por ejemplo, los pixeles iguales a cero corresponden
precisamente a los pixeles etiquetados con “1” en el marcador (y por tanto la distancia
minima es cero). De igual manera, por ejemplo, aquellos pixeles ubicados
exactamente por encima y por debajo del marcador estdn a una distancia (entera)
igual a 1, y asi sucesivamente. Si se toma la magnitud de la matriz resultante, B para
el caso de la Figura 20, el resultado coincide con la aplicacion formal de Ia
transformada de distancia usando la métrica City Block (pero tiene la ventaja de ser
mucho menos complejo y adecuado para el desarrollo de la presente aplicacion).
Igualmente, y mas importante aun, se debe notar que los pixeles etiquetados con el
mismo valor son paralelos a la linea del marcador (observar por ejemplo el caso de los
pixeles etiquetados con 1, -1, 2 0 -2: todos ellos son paralelos a dicha linea).

El resultado es normalizado para eliminar los pixeles con valor negativo. Para ello,
simplemente se suma a la matriz B una matriz con todos sus componentes iguales al
valor absoluto del menor valor presente en B (en este caso, el minimo de esta matriz
es —-3). El resultado es el mapa de distancia de interés en este caso:

Figura 21. Mapa de distancias obtenido para el ejemplo de una matriz de 5x3

-3 -2 -1 31313 0|12
-21-110 3133 11213
Mapa= |-1] 0|1 |+ |3|3|3|=]2|3]|4
o |12 3133 314]|5
1123 31313 4 15]|6

Es de resaltar que la matriz obtenida (Mapa) conserva las caracteristicas deseadas (un
grupo de pixeles con igual valor es precisamente una linea paralela al marcador). Si
se aplica este algoritmo a las dos imagenes binarias ilustradas en la Figura 16, se
obtienen dos mapas: uno con un grupo de lineas paralelo al eje x” y el otro con un
grupo de lineas paralelo al eje y".

El procedimiento descrito anteriormente es Util Gnicamente cuando el marcador es una
linea recta, y no aplica para otros tipos de marcadores (que en realidad no son de
interés en el presente trabajo).

Se describe a continuacién el método disefiado para calcular la proyeccion de la
imagen sobre el eje x'.
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3.1.3 Calculo de la proyeccion de la imagen sobre el eje x. En la secciéon
2.1.1.2. se analiz6 la desventaja de evaluar la proyeccion como la suma por columnas
de la imagen, principalmente debido a que es posible que algunos carriles posean un
bajo contenido de bandas y por lo tanto es probable que, mediante la suma por
columnas, no sea posible diferenciar claramente dicho carril del fondo. Se propone
entonces una modificacion a este esquema para el célculo de la proyeccién: ademas
de tener en cuenta la orientacion de la imagen, se evaluara la proyeccion como el valor
maximo presente en una orientacidn determinada. Si fuese completamente vertical el
carril, esto equivaldria a determinar el valor maximo presente en cada columna y
asignar este valor como su correspondiente proyeccion. El procedimiento tiene la
ventaja de funcionar de manera adecuada en carriles donde el contenido de
fragmentos de ADN es reducido. Incluso, es probable que solo exista una banda en
ese carril, sin embargo, el nivel de gris presente en esa banda (y por tanto el valor
maximo a través de una orientacion determinada) serd mayor en comparacion con el
nivel de gris del fondo de la imagen.

Se debe recordar que un mapa es simplemente un conjunto de lineas paralelas, en
este caso a los ejes x” o y’. Para el calculo de la proyeccion de la imagen sobre el eje
x’ se hara uso del mapa cuyas lineas tienen una orientacién es paralela al eje y’. Sin
embargo, y con propositos ilustrativos, se usara el mapa obtenido en la Figura 21. El
procedimiento es iterativo y el diagrama correspondiente se ilustra en la Figura 22:

Figura 22. Algoritmo utilizado en el calculo de la proyeccion de la imagen

sobre el eje x’

. Mapa con orientacidn paralela al eje y’ (mapa)
¢ Imagen del gel de ADN (I)
e  proyeccion = 0.

> k = min(mapa),max(mapa)

y

e pixeles = grupo de pixeles de mapa con valores iguales a k (linea
paralela al eje y")

e valores = valores que presenta la imagen I a través de la linea pixeles.

e proyecciéon(k) = maximo(valores)

La Figura 23 permite observar el funcionamiento de este algoritmo para el caso del
mapa de la Figura 21 y asumiendo una imagen I como la ilustrada:

39



Figura 23. Ilustracion del algoritmo usado para determinar la proyeccion de
la imagen sobre el eje x’

0 1 2 255 56 32
1 2 3 140 65 25
Mapa= 2 3 4 I=| 123 25 12
3 4 5 8 27 18
4 5 6 132 | 202 | 252
k | Pixeles en mapa Valores de I a Proyeccion(k+1)
iguales a k través de la linea

pixeles

0 255
1 140
2 123
3 25
4 132
5 202
6 252
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El nUmero total de iteraciones es siete (puesto que la variable k va desde 0, que es el
minimo de la matriz mapa, hasta 6, que es el maximo). Para este caso el vector
proyecciéon, también de siete componentes, es [255 140 123 25 132 202 252].

Cuando se aplica el algoritmo propuesto en la Figura 22 a una imagen tipica de un gel
de ADN, se obtiene la siguiente sefial unidimensional (proyeccion):

Figura 24. Proyeccion sobre el eje x’ de un gel de ADN tipico

Minimos locales producto
A del ruido en la imagen
Niveles de | _-=77 =" 7"7"==-- /

gris (0-255) ,/\’ﬂ m (\ﬂ h \Q

/

AL,
N/

Minimos locales de
interés

En la Figura 24 se observan dos caracteristicas de interés en la proyeccion sobre el eje

7,

X

e El ruido presente en la imagen (introducido en la etapa de adquisicion e igualmente
debido a la misma constitucion del gel y de las sustancias que acompafan los
fragmentos de ADN), hace que existan minimos locales que no corresponden en
realidad a la zona limitrofe entre un carril y otro. Por el contrario, son zonas que
se encuentran dentro de los carriles. Se hace necesario implementar entonces una
etapa de suavizado, que elimine estos minimos locales que no son de interés pero
que a la vez conserve aquellos que delimitan un carril y otro.

e Los minimos locales de interés (ubicados en la parte inferior de la proyeccién), no
comparten el mismo nivel de gris (0 al menos dichos niveles no son muy cercanos
entre si). Esto pone de manifiesto la iluminacién no uniforme en la imagen, efecto
que se ve acentuado en las zonas intermedias de la proyeccién (y por tanto de la
imagen). Es igualmente necesario implementar una etapa de correccion de la
tendencia en la iluminacién de la imagen, como un procedimiento previo a la
deteccién de los minimos.

Se describe a continuacién la etapa de suavizado.
3.1.4 Suavizado del patréon de proyeccidon. Se pretende usar un procedimiento

gue permita eliminar los minimos locales presentes dentro de los carriles, sin que se
imposibilite o dificulte la deteccidon de los minimos locales existentes entre uno y otro
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carril. Existe una gran variedad de procedimientos disponibles (como el filtrado por la
media o el uso de técnicas de morfologia matematica). En ultima instancia, se debe
implementar un procedimiento que funcione de manera adecuada para absolutamente
todas las imagenes, y por tanto el problema se reduce a la escogencia de un algoritmo
cuyos parametros (como el tamafio o el tipo de mascara, asi como la cantidad de
iteraciones) se ajusten a las caracteristicas de las imagenes, y que no cambien de una
a otra.

Se analiza en primer lugar el comportamiento del tipo de filtrado mas simple: por la
medial?). Para ello, se implementa un procedimiento similar al filtrado por la media en
sefiales bidimensionales (imagenes); sin embargo, en este caso la mascara usada es
de caracter vectorial y no matricial (especificamente, es de la forma [1 1 1]/3 o alguna
similar, de mayor tamafio). El método es un proceso iterativo, donde la sefial
(proyeccion) es filtrada varias veces. El resultado del procedimiento, aplicado sobre la
Figura 23, es el siguiente:

Figura 25. Resultado de aplicar el filtrado por la media a la seiial original: a)
Seiial original; b) Resultado de filtrar la seial en (a)

Niveles de A Niveles de A
gris (0-255) gris (0-255)

W,
[ an

| \
(N
i )

a) b)

Se observa que la sefial no conserva su forma original; a pesar de ello es interesante
notar que los minimos locales de interés permanecen en su ubicacion inicial
(coordenada x”), en comparacién con la sefial original. El resultado ilustrado en la
Figura 25b se obtiene utilizando una mascara de tamafo 1x5 y realizando diez
iteraciones, o, de manera equivalente, utilizando una de tamano 1x3 y 20 iteraciones.
Desafortunadamente, estos parametros (el tamafio de la mascara y el nimero de
iteraciones) varian de una imagen a otra y no es posible determinar un par de valores
(tamafio y numero de iteraciones) que se adecue a las caracteristicas de todas las
imagenes.

Se considera a continuacion el uso de un procedimiento de caracter morfoldgico,
especificamente mediante la apertura de la sefial original mediante una mascara de
tamano y forma adecuados. El resultado de este algoritmo se ilustra en la Figura 26,
donde se ha usado un elemento de estructura (mascara) con forma de semicirculo de
radio 10 pixeles:
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Figura 26. Resultado de aplicar el filtrado morfolégico a la sefal original: a)
Seiial original; b) Resultado de filtrar la seial en (a)

Niveles de A Niveles de A
gris (0-255) gris (0-255) M
i
[ M
[ \ U ‘ \
U /I
> X' =i FL_\__ X'
a) b)

Se observa que, al igual que en el caso anterior, los minimos locales presentes dentro
de los carriles han desaparecido, conservando solo aquellos que indican los limites
intercarril. El resultado presenta la desventaja adicional, en comparacién con el
filtrado por la media, de requerir en ocasiones elementos de estructura con formas
diferentes, dependiendo de las caracteristicas de la sefial original. La determinacién de
la forma que debe tener el elemento de estructura, es un proceso completamente
manual (y en ocasiones bastante engorroso).

Se analiza a continuaciéon un procedimiento basado en técnicas de difusion{>) (41 [21].
[20]  aplicadas principalmente al procesamiento de imagenes pero facilmente
extendibles a sefiales unidimensionales (como es el caso). Los algoritmos de difusion
permiten remover el ruido presente en una imagen (o, en este caso, en una sefal
unidimensional) mediante la solucién a una ecuacién diferencial parcial.
Especificamente, dichas técnicas de difusion pueden ser isotrépicas (o lineales) o
anisotrépicas (no lineales). El nombre de la técnica (difusidon) se basa en la analogia
con varios procesos fisicos de difusiéon (como la difusion de temperatura en una barra
de metal, o la difusiéon en dos fluidos en contacto). Matematicamente, es posible
expresar el proceso de difusion como:

ol(r,t)

= V.(kVI) (Ecuacion 6)

ot
donde I es la variable fisica (temperatura, flujo, etc...) o, en este caso, la sefal de
interés (la proyeccion), el simbolo V.() es el operador divergencia (una derivada parcial
con respecto a las coordenadas espaciales — que para el caso de la Ecuacion 6 es la
variable r), y VI es el gradiente (o primera derivada) de la sefial. k es una constante.

Se asume entonces que I (la proyeccion) es funcion de las coordenadas espaciales (en
este caso x’ juega el papel de r en la Ecuacién 6) y t es un parametro artificial que
indica el nimero de iteracion en el algoritmo (la sefal I cambia de una a otra
iteracion). La ecuacion 6 es la ecuacion clasica de difusion isotropica o lineal (puesto
que k es una constante). Dicha ecuacién se diferencia del proceso de difusion
anisotropica, en que k es una funcion (no lineal) dependiente de VI:

ol(r,t)

o V.(f(VI)VI) (Ecuacién 7)
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Dicha funcién f(VI) recibe el nombre de difusividad, y puede tener variedad de formas,
de las cuales, la de uso mas extendido es:

-C

k=f(VI)=1-e™'"»" (Ecuacién 8)

Se debe tener en cuenta que el gradiente de la sefial (VI) se aplica sobre una version
suavizada de la misma:

VI=V We o x [ (Ecuacion 9)
no

Asi, la difusion lineal es el simple proceso de suavizado de la sefial I mediante una
funcién de forma gaussiana. Por su parte, la difusién no lineal facilita el suavizado de
regiones donde la magnitud del gradiente es relativamente pequena (en comparacion
con el parametro A de la ecuacidon 8). Sin embargo, en zonas donde el gradiente es
mucho mayor (como aquellas en donde se encuentra un minimo local), el efecto de
suavizado es despreciable. Esto se muestra en la Figura 27, donde se ilustra la funcién
original, la funcion suavizada (producto de resolver la ecuacién 7), el flujo (que
corresponde al producto f(VI)VI) y el nuevo valor correspondiente a oI/édt:

Figura 27. Ilustraciéon del proceso de difusion no lineal (primera columna:
seial restaurada; segunda columna: flujo; tercera columna: o0I/ot): a) Seial

original; b) Tras una iteracion; c) Tras tres iteraciones; d) Tras cinco
iteraciones

sy S T
a) |
A T ) N

b)

_—L_;— : ) [#_Tu%v e _h_,x_u_.ivw[_.m_L_w
c)

T—LJ» L__ — i S S
d)

Como se mencion6 anteriormente, el efecto neto del proceso de difusion no lineal es
restaurar la sefal ideal, conservando ademas los cambios abruptos. Es, por tanto, un
procedimiento ideal para el suavizado de la proyeccidn, ya que permite conservar los
minimos locales de interés, eliminando a la vez el ruido presente en las zonas que se
encuentran dentro de un carril. Sin embargo, se encuentran algunas desventajas en la
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aplicacion de este algoritmo. Especificamente, y observando las ecuaciones 8 y 9, se
puede afirmar que la complejidad es mayor en comparacion con la de algoritmos como
el filtrado por la media o el morfoldgico, en términos del nimero de variables que se
deben manejar. En este caso aparecen nuevas constantes que deben ser
determinadas de acuerdo a las caracteristicas de la sefial: o (la desviacion standard de
la gaussiana, segun la ecuacidon 9) y los pardametros L y m de la ecuacion 8 (el
parametro C de esta ecuacion se calcula previamente con base en un procedimiento
descrito en *°) y [21]) Se tienen entonces cuatro pardmetros (si se tiene en cuenta
gue el proceso es iterativo y por tanto es necesario definir el nUmero de iteraciones),
en comparacion con los dos de los casos anteriores (el tamafio o forma de la mascara
y el nimero de iteraciones). Se opta entonces por una aproximacion equivalente, pero
que no involucra tal cantidad de variables. El procedimiento implementado
corresponde entonces a un filtrado por difusion lineal modificado, donde no se hace
uso del filtro gaussiano como etapa previa a la evaluacién del gradiente de la senal.
Se hara uso entonces de la ecuacion 6, y se asumira la constante k como 1. Al hacer
lineal el proceso, se evita el uso de la funcién f(VI) y por tanto el calculo de
parametros como m, A e igualmente C. De igual manera, no es necesario determinar
el valor del pardmetro ¢ (que no es el mismo para todas las senales, sino que varia
dependiendo de sus caracteristicas). De esta manera, el Unico parametro de interés
en el algoritmo planteado es el nimero de iteraciones. A continuacién se ilustra la
aplicacion del procedimiento descrito sobre la sefial de la Figura 24:

Figura 28. Proceso de difusiéon lineal (modificado) aplicado a la proyeccion
sobre el eje x: a) Seifal original; b) Tras 7 iteraciones; c¢) Tras 15
iteraciones; d) Tras 20 iteraciones

Niveles4 | [/ ﬂ(\’] A Niveles4 M

de gris de gris )
| L

L~ / '

wl e I

J L U .

a) d)

Se observa que el resultado obtenido es similar al caso en el que se usa el filtrado por
la media. Sin embargo, la ventaja en este caso es que depende de una sola variable:
el nidmero de iteraciones. Tras aplicar la difusion no lineal a cada una de las
proyecciones disponibles (provenientes de 18 imagenes), se determind el nimero de
iteraciones adecuado (20 en total) que funciona en la mayor parte de ellas.
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El siguiente paso busca corregir la tendencia de la proyeccion, de tal manera que todos
los minimos locales se encuentren al mismo nivel (o al menos cercano entre si). El
procedimiento utilizado implementa un algoritmo basado en técnicas de morfologia
matematica.

3.1.5 Correccion de la tendencia de la iluminacion en la proyeccion. El
procedimiento es bastante simple, y parte del hecho de que al calcular la apertura
morfolégica de la sefial suavizada (Figura 28d), es posible obtener precisamente la
tendencia que poseen los niveles de gris presentes en dicha proyeccion. La sefal con
una tendencia de iluminacién uniforme es el resultado de restar a la imagen original
(suavizada), el patron de iluminacidon obtenido gracias a la apertura morfoldgica de la
misma, procedimiento que se ilustra a continuacién:

Figura 29. Ilustracion del procedimiento que permite corregir la tendencia en
la iluminacion de la proyeccion: a) Seial original (suavizada); b) Tendencia
en el patron de iluminacién de a; c¢) Seial obtenida tras aplicar el
procedimiento morfolégico

Niveles4 P f ﬂ Niveles4
de gris f[‘] Jﬂﬁd \J \Jf\ﬂf ] de gris
! L 1'.1 1Uﬂ\

Niveles
de gris
|

Se debe tener en cuenta que el elemento de estructura, usado en la apertura
morfoldgica, debe tener un tamafio mayor que la distancia existente entre uno y otro
pico (y que para el caso de las diferentes imagenes analizadas es un semicirculo de
radio 20 pixeles).

Tras obtener una sefial como la ilustrada en la Figura 29c, se procede a determinar la

ubicacion de los minimos locales, lo cual, en Ultima instancia, permite segmentar los
carriles presentes en la imagen.
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3.1.6 Estimacion de los minimos locales. Para ello se evalla el gradiente, primera
derivada, de la sefal (Figura 29c), teniendo en cuenta que un minimo local se
encuentra en una zona donde dicho gradiente cambia de negativo a positivo:

Figura 30. Los diferentes minimos locales presentes en la proyecciéon estan
determinados por el cambio en el sigho de la pendiente (negativo/positivo).

Pendiente
positiva

Pendiente
negativa

Asi, evaluando aquellas zonas del gradiente que tengan las secuencias
negativo/positivo en su signo (o, equivalentemente, los cruces por cero en esta
primera derivada), es posible determinar por completo la coordenada x’ de cada uno
de los minimos presentes en la proyeccion. Esta etapa permite la segmentacion
adecuada de los carriles en la mayor parte de las imagenes (caracteristica que se
analizara en el capitulo 5). En ocasiones es necesaria la intervencién del usuario,
debido a alguna de las siguientes razones:

e Es probable que durante el proceso de preparacion dos o mas carriles se
intersecten en una o varias zonas del gel, lo cual conlleva a la eliminacién del
minimo local que en principio deberia existir en la proyeccién. Es necesario que el
usuario determine la zona que divide un carril de otro.

e La existencia de burbujas o algun tipo de imperfeccién en el gel o en la muestra,
origina la posible aparicion de minimos locales en zonas que se encuentran dentro
de un carril.

Por tanto, se habla de una etapa de segmentacién de carriles semiautomatica, puesto
que el proceso de electroforesis es de cierta manera irrepetible, en el sentido de que
uno y otro gel, incluso con las mismas muestras de ADN, no son necesariamente
idénticos (diferencias que radican, por ejemplo, en factores como la preparacién de las
muestras de ADN, asi como el tiempo de aplicacion del campo eléctrico y su
intensidad, o la cantidad de Bromuro de Etidio presente en los fragmentos del material
genético).

En la Figura 31 se resume el algoritmo que permite segmentar los carriles, partiendo
inicialmente de la imagen del gel:
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Figura 31. El algoritmo utilizado en la segmentacion de carriles

e Obtener la orientacién de la imagen

e Calcular los mapas de distancia con orientaciones paralelas a los ejes x"y y’ (mx y
my, respectivamente).

e Con base en el mapa my calcular la proyeccion, P, de la imagen sobre el eje x’
(tomando el maximo a través de cada linea paralela al eje y”)

e  Suavizar el patrén de proyeccion P, mediante un procedimiento de difusion lineal.

e Corregir la tendencia en el patron de iluminacién de P, mediante la siguiente
operacion morfoldgica: P_corregida = P - apertura(P).

e Con base en la evaluacién de los cruces por cero del gradiente de P_corregida,
estimar la coordenada x’ de los minimos locales (y por tanto la zona limitrofe entre
uno y otro carril).

La segmentacion correcta de los carriles permite afrontar la siguiente etapa: la
deteccién de bandas y posterior estimacion del tamafio de las mismas.

3.2 DETERMINACION DE LA UBICACION DE LAS BANDAS

Se basa en un procedimiento similar a la obtenciéon de la proyeccién de la imagen
sobre el eje x’. La diferencia radica en que para este caso se toma cada uno de los
carriles y se evalla su proyeccidon sobre el eje y’ (tomando como base el mapa de
distancias cuyas lineas poseen una orientacion paralela al eje x”). El resultado de
evaluar dicha proyeccion para un carril determinado, se ilustra en la Figura 32:

Figura 32. Un carril y su proyeccion sobre el eje y’.

Niveles de
gris
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Se observa una perfecta coincidencia entre los maximos locales y la ubicacion de las
bandas. Se procede entonces a determinar la posicion exacta (coordenada y’) de
dichos maximos locales, con el fin de estimar posteriormente el tamafio de cada
fragmento de ADN.

3.2.1 Obtencién de la coordenada y’ de los maximos locales en la proyeccion
del carril. El procedimiento es idéntico al usado en la determinacion de los minimos
locales de la proyeccién de la imagen. Sin embargo, la diferencia en este caso radica
en que la deteccidn esta orientada a establecer la coordenada y’ de los maximos, y no
los minimos, locales.

Antes de aplicar el algoritmo es necesario suavizar la proyeccion, de tal manera que
los posibles componentes de ruido presentes en la misma sean eliminados o atenuados
en su mayor parte. Para ello se usa nuevamente el proceso de difusion lineal, esta vez
con un numero variable de iteraciones, que puede ser ajustado por el usuario (ver
capitulo 4). Esto se debe a que en ocasiones algunas bandas tienen una tonalidad gris
imperceptible (debido a la cantidad de Bromuro de Etidio adherida a ellas), que pueden
no ser tenidas en cuenta si se implementa un proceso de suavizado automatico. Es el
personal del Laboratorio quien ajusta la cantidad de iteraciones de tal manera que se
obtengan los resultados deseados.

Después de dicho suavizado, se determina la ubicacion de los maximos locales, con
base en la obtencion de la primera derivada y en la determinaciéon de los cruces por
cero de la misma, teniendo en cuenta los cambios de signo positivo/negativo, que
corresponden precisamente a la ubicacion de los maximos locales.

Tras aplicar el procedimiento a todos y cada uno de los carriles presentes en la
imagen, se cuenta con la informacidon necesaria para calcular la funcién (lineal,
logaritmica, etc...) que mejor se ajuste a los datos provenientes del carril standard.
Finalmente, dicha informacion (curva de calibracién) se aplicarad a los demas carriles
para asi obtener el tamafio de cada fragmento de ADN. Existe gran variedad de
algoritmos para la obtencion de la curva de calibracién y en la seccidon 4 se dan mas
detalles al respecto.

Se han descrito hasta el momento los algoritmos implementados Uutiles en Ia
segmentacion de la imagen, la deteccion de bandas y su localizacién precisa. Dichos
algoritmos se basan en la correcta estimacion de los ejes principales de la imagen (en
contraste con los trabajos realizados hasta el momento, donde se asume que estos
ejes principales coinciden con los ejes x,y convencionales), hecho que se traduce en un
sistema mucho mas preciso a la hora de estimar el tamafio de los segmentos.
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4. IMPLEMENTACION DEL ALGORITMO E INTERFAZ GRAFICA

Los procedimientos descritos en la seccion 3, que permiten en ultima instancia
determinar el tamano de cada fragmento de ADN presente en el gel, fueron
implementados usando la herramienta computacional Matlab® versién 7.0. De igual
forma, la interfaz grafica, entregada al Laboratorio de Genética, esta implementada en
este programa. Las razones que sustentan esta decision son las siguientes:

= Se cuenta con un equipo computacional adecuado para el desarrollo de aplicaciones
usando Matlab 7.0.

= El Laboratorio de Genética se encuentra llevando a cabo los tramites necesarios
para la consecucién de la licencia de Matlab 7.0, con el fin de implementar, ademas
del presente sistema, otra aplicacion previamente elaborada con base en esta
herramienta computacional (orientadas al analisis de cromosomas) y futuras
aplicaciones relacionadas con el analisis de imagenes bioldgicas.

= Matlab 7.0 ofrece versatilidad en el desarrollo de sistemas de adquisicion de
imagenes, ya que permite el uso de diferentes dispositivos de adquisicion (desde
tarjetas Matrox hasta cdmaras USB).

= Se cuenta con un sistema abierto a mejoras futuras e inmediatas, puesto que, en
términos de programaciéon, es menos complejo comparado con lenguajes de alto
nivel como C++. Facilmente se podrian implementar nuevos médulos (en caso de
ser necesarios), como por ejemplo el analisis de geles bidimensionales, asi como
algunas opciones adicionales de interés para los usuarios de la aplicacion.

Desde luego, si se desea desarrollar una aplicacién de caracter comercial es necesario
implementar los algoritmos en una aplicacion como Visual C++, que permita obtener
una aplicacién independiente del entorno de Matlab. Sin embargo, y por el momento,
este no es el interés.

En la Figura 33 se puede observar un diagrama de bloques con los componentes
principales del sistema desarrollado:
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Figura 33. Diagrama de bloques del sistema implementado en Matlab
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Los blogues de color gris son mddulos del sistema a los cuales el usuario no tiene
acceso. Sin embargo, en ocasiones es necesaria la adicién o eliminacion bien sea de
carriles o de bandas, para lo cual se requiere la seleccién manual del carril y/o la(s)
banda(s) de interés.

A continuacién se describen brevemente las principales caracteristicas de cada moddulo:
4.1 MODULO “LECTURA/ADQUISICION”

Permite abrir una imagen, o un proyecto (un proyecto contiene la informacion
concerniente a los carriles y las bandas asi como el tamafio de cada fragmento,
ademas de la imagen correspondiente), previamente almacenada en el disco duro. Los
formatos de imagen aceptados son TIFF y JPEG.

La opcion de adquisicion permite tener acceso a la informacién proveniente de una
camara USB o de una tarjeta (el programa esta configurado para dispositivos Matrox).
Tras adquirir la imagen es posible almacenarla en el disco duro, o ejecutar las etapas
siguientes del analisis y, posteriormente, almacenar el proyecto.

4.2 MODULO “EDITAR IMAGEN"
Cuenta con opciones adicionales para la manipulacién de los niveles de gris de la

imagen adquirida o previamente almacenada. Permite aplicar procedimientos para la
mejora del contraste, la gamma o el brillo. De igual forma, es posible el uso de
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algoritmos que permiten la eliminaciéon del ruido (el suavizado de la imagen) o la
mejora del contraste mediante procedimientos morfoldgicos (transformada Top-Hat).

4.3 MODULO “SEGMENTAR CARRILES”

En el se encuentran implementados todos los algoritmos descritos en la secciéon 3.1.
Cuenta con la opcidn adicional de agregar o eliminar, de forma manual, carriles que no
sean de interés o que se encuentren segmentados de forma incorrecta.

4.4 MODULO “DETECTAR BANDAS"

Al igual que el anterior, implementa los algoritmos descritos en la seccién 3.2. Permite
la adicidén o eliminacién manual de algunas bandas e incluye, ademas, una opcion para
que el usuario establezca el nimero de iteraciones a utilizar en el algoritmo de
suavizado de la proyeccion.

4.5 MODULO “CALCULO DE TAMANOS”

Tras el uso de los mddulos anteriores se cuenta con informaciéon correspondiente a la
ubicacién de las bandas dentro del gel junto con el tamafio de los fragmentos
pertenecientes al carril estdndar. Con ayuda del Toolbox curvefitting, incluido en la
version 7.0 de Matlab, se evaluan diferentes ajustes y su respectivo error cuadratico
medio. Especificamente, se lleva a cabo el calculo para siete tipos de curvas:

= Lineal (y = ax +b, con a y b como constantes).

» Cuadratica (y = ax? + b, con a y b como constantes).

» Culbica (y = ax® + b, con a y b como constantes).

» Exponencial (y = ae®, con a y b como constantes).

» Potencias (de dos formas: y =ax? ey = ax® + ¢, con a, b y c como constantes).
= Un ajuste que obedece a la ecuacion y = a/x + b, con a y b como constantes.

Como se menciond, para cada caso se evalla el error cuadratico medio y se elige, de
manera automatica, sin intervencion del usuario, aquel ajuste que arroja el parametro
de menor valor (es decir, el mejor ajuste en este sentido). Finalmente, la funcién
obtenida se evalla para las coordenadas de cada una de las bandas presentes en la
imagen, determinando de esta manera el tamafo de cada fragmento de ADN presente
en el gel. El resultado obtenido es mostrado al usuario y se incluye la opcién de,
ademas de almacenar el analisis como un proyecto, exportar los datos
correspondientes al tamano de los fragmentos a una hoja de calculo para
posteriormente ser visualizados en Excel.

La aplicacién implementada permite obtener el tamafio de cada fragmento presente en
el gel en un tiempo que oscila entre los 2 y los 4 minutos, lo cual representa una
mejora significativa en comparacién con un analisis completamente manual (que es
mas impreciso y no permite analizar cada uno de los fragmentos, puesto que el
usuario debe reducir su tiempo de exposicién a la radiacion UV a un maximo de cinco
minutos).
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

El presente capitulo se divide en tres secciones: resultados obtenidos en la
segmentacion de carriles y en la deteccidon de bandas, asi como un analisis de las
fuentes de error generadas por algoritmos inadecuados para la segmentacion, la
deteccidon de bandas y que influyen en la estimacién del tamafio de los fragmentos de
ADN.

5.1 SEGMENTACION DE CARRILES

En este caso se us6 un grupo de 18 imagenes, con diferentes caracteristicas,
adquiridas previamente en el Laboratorio de Genética. Los parametros medidos en
cada una de las imagenes, fueron:

e Porcentaje de aciertos: corresponde a aquellos carriles segmentados
correctamente. Estd dado por la relacion (total aciertos/cantidad de
carriles)x100%.

e Porcentaje de desaciertos: son aquellos carriles que no fueron segmentados. Se
obtiene a partir de la relacién (total desaciertos/cantidad de carriles)x100%.

e Cantidad de falsos aciertos: aquellas zonas de la imagen que no corresponden a
ningun carril y que sin embargo fueron segmentadas como uno de ellos. Se indica
el niumero de falsos aciertos obtenidos por imagen.

e Cantidad de carriles segmentados parcialmente: es posible que el proceso de
segmentacion haya dado origen a uno de dos posibles efectos: la combinacion de
dos carriles en uno solo o la division de un carril en dos partes. Se indica el
numero de carriles segmentados parcialmente presentes en cada imagen (este
parametro se incluye ya que, como se vera en la seccidon 7, implementacion de la
aplicacion, la segmentacién correcta de carriles segmentados parcialmente es
bastante sencilla).

Los resultados se han tabulado en la Tabla 2, donde se ha medido el desempefio de
tres algoritmos: el implementado en el presente trabajo, y aquellos en los que se
basan dos de las aplicaciones comerciales (version demostracion) descritas en la
seccién 2.
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Tabla 2. Resultados de la segmentacion de carriles tras la aplicacion del algoritmo planteado

Imagen Cantidad Porcentaje de aciertos Porcentaje de desaciertos Cantidad de Carriles segmentados
numero de falsos positivos parcialmente
carriles AP S1 S2 AP S1 S2 AP S1i S2 AP S1 S2

1 9 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 9 100 100 100 0 0 0 0 0 1 0 0 0
3 10 100 100 50 0 0 50 0 0 0 0 0 3
4 9 100 100 66.7 0 0 33.3 1 0 2 0 0 3
5 8 100 100 0 0 0 100 1 1 0 0 0 7
6 10 10 80 100 0 20 0 0 0 0 2 2 0
7 9 88.9 100 0 11.2 0 100 0 0 2 0 0 9
8 10 100 100 50 0 0 50 0 0 0 0 0 4
9 6 100 83.3 0 0 16.7 100 4 0 0 0 1 0
10 10 100 70 60 0 30 40 4 2 9 0 0 1
11 9 100 100 33.3 0 0 66.7 5 0 0 0 0 1
12 3 100 100 0 0 0 100 6 16 0 0 0 0
13 10 100 20 0 0 80 100 0 0 0 0 7 0
14 8 100 100 0 0 0 100 1 9 0 0 0 0
15 10 90 90 60 10 10 40 0 0 1 0 1 1
16 9 100 100 66.7 0 0 33.3 0 0 0 0 0 3
17 9 100 100 0 0 0 100 0 0 0 0 0 6
18 7 100 0 42.9 0 100 57.1 1 0 0 0 5 2

Promedios 93.83% | 85.74% | 40.53% | 1.17% | 14.26% | 59.46%| 1.27| 1.55| 0.83 0.11 0.88 2.22

AP = Algoritmo planteado en el presente trabajo
S1 = Sistema comercial 1
S2 = Sistema comercial 2
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Se observa una ventaja sustancial del algoritmo planteado en este trabajo en
comparacion con las aplicaciones de tipo comercial, especificamente en aspectos como
el porcentaje de aciertos (93.83%, 85.74% y 40.53% en promedio, respectivamente)
y el porcentaje de desaciertos (1.17%, 14.26% y 59.46% en promedio,
respectivamente). Por otra parte, la cantidad, promedio, de falsos positivos y de
carriles segmentados parcialmente es similar, y el comportamiento de los tres sistemas
es equivalente en este sentido. Es imposible establecer las razones que originan esta
diferencia con respecto a los sistemas de caracter comercial, puesto que no se tiene un
conocimiento detallado de los algoritmos que dichos sistemas utilizan en la extraccion
de los carriles. Se debe tener en cuenta, igualmente, que se esta hablando
Unicamente de dos sistemas de caracter comercial; es probable que otros ofrezcan un
mejor desempefio que las aplicaciones evaluadas. Sin embargo, se debe resaltar que
los resultados obtenidos con el uso del método implementado en el presente trabajo
son bastante aceptables.

Se describen a continuacién los resultados obtenidos en la siguiente etapa: Ia
deteccion de bandas.

5.2 DETECCION DE BANDAS

En el anadlisis descrito a continuacidon se asume, por obvias razones, que la
segmentacion de carriles ha sido llevada a cabo exitosamente (todos los carriles
presentes en la imagen estan segmentados correctamente); de no ser asi es posible
corregir el proceso de segmentacion de forma manual (tal como se menciond en el
capitulo 4). En este caso se pretende determinar la efectividad del método descrito,
basado en la estimacién de la correcta orientacion de la imagen, en comparacién con
aquellos algoritmos descritos en la bibliografia, donde se asume que los carriles tienen
una orientacién vertical. Como se menciond anteriormente, la correcta deteccidon de
las bandas presentes en la imagen redundara desde luego en la estimacion precisa del
tamafio de cada uno de los fragmentos de ADN presentes en el gel. Cabe anotar que
en dicha estimacion del tamafio de las bandas influyen igualmente las caracteristicas
propias de la imagen (como por ejemplo la distribucién de los carriles y las bandas a
través de la misma), tema que sera analizado mas adelante.

Se llevaron a cabo dos tipos de analisis: uno de ellos partiendo del grupo de imagenes
usado en la seccién anterior (la obtencidn de carriles). Sin embargo, se debe aclarar
que en este caso el grupo se ve reducido de 18 a 9 imagenes, que son las que
presentan algun tipo de orientacion diferente de cero (se entiende la orientacion de la
imagen como el angulo que forma el eje x’ con el eje x convencional) de tal forma que
los carriles dejan de ser completamente verticales. Se usa entonces el algoritmo
descrito en el presente trabajo y uno que no toma en cuenta la orientacion de la
imagen. En muchos casos los resultados son similares, en términos de porcentaje de
aciertos/errores (esto ocurre especificamente cuando la orientacidon es muy pequenfa,
cercana a 09).

Para el segundo tipo de analisis, se tomo6 una imagen tipica proveniente de un gel de
ADN y se estimd la ubicacién de las bandas presentes en el mismo para diferentes
versiones de la imagen, cada una de las cuales es el resultado de aplicar una rotacion
a la imagen original. Se comparan, nuevamente, los resultados existentes entre los
dos algoritmos: el descrito en el presente trabajo y aquellos que asumen una
orientacién completamente vertical de los carriles!*31 1111151,
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5.2.1 Resultados obtenidos sobre un grupo de nueve imagenes. Se analizan
tres aspectos en estos resultados:

e Porcentaje de aciertos: se evalla sobre cada carril. Se calcula como el nUmero de
bandas detectadas dividido entre el nimero total de bandas existentes en el carril.
Para que una banda sea catalogada como “correctamente detectada” (un acierto),
el algoritmo debe indicar exactamente el lugar de la imagen donde se encuentra
dicha banda, hecho que se ilustra en la figura 34:

Figura 34. Una banda detectada correctamente (izquierda) y otras detectadas
de forma incorrecta (derecha)

Bandas
Banda detectada detectadas
correctamente incorrectamente

Mas adelante se analizardn las fuentes de error que impiden una deteccion
correcta de las bandas (dicho fendmeno se presenta Unicamente al usar el
algoritmo de deteccion de carriles asumiendo que estos son completamente
verticales).

e Porcentaje de desaciertos: corresponde simplemente al cociente entre el nimero
de bandas que no fueron detectadas y el numero total de bandas presentes en
cada carril.

e Falsos aciertos: es la cantidad de lugares que fueron marcados como bandas y en
donde en realidad no existe ninguna de ellas. Sus origenes, para el caso del
algoritmo planteado en el presente trabajo, estan en el ruido de la imagen (debido
al proceso de preparacion del gel o a la etapa de adquisicion). Mas adelante se
discutirdn en detalle las fuentes de error para el caso en el que se asumen carriles
completamente verticales.

Todos los parametros (porcentaje de aciertos, porcentaje de desaciertos y falsos
aciertos) son tabulados a continuacion. Cabe anotar que, para cada imagen, los
porcentajes de aciertos y falsos aciertos han sido promediados, esto es: se evalla el
parametro para cada una de las bandas de la imagen y luego se promedia y se expresa
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como un porcentaje. Los falsos aciertos corresponden a la suma de falsos aciertos de
cada una de las bandas. Los datos se han organizado de acuerdo a la orientacion de la
imagen, de tal manera que se puedan analizar facilmente las ventajas del método
implementado.

Tabla 3. Resultados de la deteccion de bandas tras la aplicacion del algoritmo
planteado (método 1) y su comparacion con los resultados obtenidos
mediante el uso del algoritmo convencional (método 2)

% Aciertos % Desaciertos Cantidad de
Imagen Orientacion* falsos aciertos
Namero (grados) Método | Método | Método | Método | Método | Método
1 2 1 2 1 2
3 0 94.27 94.27 5.73 5.73 6 6
4 0.3745 100 96.29 0 3.71 13 16
9 0.4494 78.78 77.27 21.22 22.73 14 16
6 0.9094 97.5 96.66 2.5 3.34 4 4
2 1.4976 86.74 68.83 13.26 31.17 6 6
1 1.9481 98.33 82.59 1.67 17.41 8 10
7 2.6195 96.11 78.50 3.89 21.50 4 13
5 3.3665 82.27 72.12 17.73 27.88 11 23
8 4.2105 88.08 72.27 11.92 27.73 2 4

e * Orientacién: es el angulo que forma el eje x” de la imagen con respecto al eje x convencional

. La orientacion de las imagenes (segunda columna) se determiné de tal forma que se apreciaran
diferencias notables entre uno y otro método. Es por ello que dicha orientacion no posee una
distribucién uniforme

. La cantidad de iteraciones utilizada en el suavizado de la proyeccion fue igual a 3, esperando con esto
obtener una gran cantidad de falsos aciertos (a medida que la cantidad de iteraciones aumenta se
cuenta con una proyeccién del carril mucho mas suave, reduciendo asi la cantidad de falsos aciertos)

Se comprueba inicialmente la hipdtesis planteada con anterioridad: el céalculo de la
orientacién de la imagen, y su posterior uso en la determinacion de la ubicacién de las
bandas, ofrece un mejor desempefio, en términos de porcentaje de aciertos y
desaciertos, en comparacién con el método convencional que asume una orientacion
de los carriles perfectamente vertical. Para ello basta comparar las columnas 3, 4 y
5,6 de la tabla 3. Se observa que, a medida que la orientacién de los carriles deja de
ser completamente vertical (es decir, se aleja de los 0°), el porcentaje de aciertos tras
usar el segundo método disminuye paulatinamente, mientras que no ocurre lo mismo
cuando se usa el método descrito en el presente trabajo.

5.2.2 Resultados obtenidos en una imagen especifica. Para ilustrar de forma
mas clara los resultados obtenidos anteriormente, se tomé una imagen de un gel de
ADN y, de manera artificial, mediante la aplicacidon de la funcién imrotate de Matlab, se
cambid su orientacion dentro de cierto rango de valores (especificamente entre 0° y
119). Para cada una de las versiones rotadas de la imagen se evaluaron los mismos
parametros ilustrados en la Tabla 3, obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 4. Parametros de desempefio evaluados para una imagen con
diferentes orientaciones, usando dos métodos diferentes

%o Aciertos %o Desaciertos Cantidad de
Orientacion falsos aciertos
(grados) | Método | Método | Método | Método | Método | Método

1 2 1 2 1 2

0 86.74 86.74 13.26 13.26 6 6

0.5 86.74 85.71 13.26 14.29 6 6
0.7 86.74 85.71 13.26 14.29 6 6
1.0 86.23 84.12 13.77 15.88 6 6
1.5 86.23 82.05 13.77 17.95 6 8
1.8 86.23 81.53 13.77 18.47 6 8
3.0 85.12 78.66 14.88 21.34 6 9
4.5 84.33 75.23 15.67 24.77 6 11
5.5 84.33 74.66 15.67 25.34 6 11
6.8 84.33 73.86 15.67 26.14 6 11
8.0 83.76 71.33 16.24 28.67 7 14
9.3 83.76 71.33 16.24 28.67 7 14
10.5 83.33 70.16 16.67 29.84 7 14
11.0 83.33 70.16 16.67 29.84 7 14

A continuacion se esboza una grafica Porcentaje de aciertos vs. Orientacién, donde se
comparan los métodos 1y 2:

Figura 35. Desempeio de los métodos 1 y 2 para una imagen especifica, en
términos del porcentaje de aciertos
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Se observa claramente la robustez del método 1 (implementado en el presente
trabajo), ya que el porcentaje de aciertos permanece practicamente constante a
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medida que la orientacién cambia (lo cual no ocurre con el método 2, cuyo desempeiio
empeora a medida que los carriles dejan de ser completamente verticales). Si ademas
se observan las dos ultimas columnas de la tabla 4, se puede concluir que el
desempefio del método 1 es mucho mejor ya que, como en el caso anterior, la
cantidad de falsos aciertos permanece practicamente constante.

Es necesario aclarar que el comportamiento descrito por la figura 35 no
necesariamente es el mismo para todas las imagenes, debido precisamente a las
caracteristicas Unicas de las mismas (como, por ejemplo, la presencia de burbujas en
el gel, o el ruido introducido en la etapa de adquisicion).

5.3 FUENTES DE ERROR

La robustez del método planteado radica no solo en la correcta estimacién de la
orientacién de los carriles; se requiere igualmente que la orientacién de las bandas
(que es, simplemente, perpendicular a la de los carriles) sea tenida en cuenta al
momento de detectar las mismas. Esto parte del hecho de que tanto carriles como
bandas tendran una orientacion especifica que no siempre sera vertical y horizontal,
respectivamente (como se asume en los trabajos realizados hasta el momento). Es
errdoneo asumir una orientacion vertical de los carriles pero lo es igualmente obtener la
proyeccion de cada carril (Util en la obtencién de bandas) como la suma por filas de la
imagen (asumiendo asi que las bandas son completamente horizontales). Es asi como,
en principio, y ademas de las caracteristicas propias de la imagen o el gel, se pueden
atribuir las fuentes de error a estos dos aspectos: la estimacion incorrecta de la
orientacion de los carriles y de las bandas. Es ademas muy probable que el hecho de
asumir carriles completamente verticales dificulte la etapa de deteccion de los mismos,
ya que los minimos locales, que en principio corresponden a las zonas limitrofe entre
uno y otro carril, no seran facilmente detectables, hecho que se ilustra a continuacién:

Figura 36. Una imagen cuyos carriles no son completamente verticales, y su
correspondiente proyeccion sobre el eje x (izquierda) y sobre el eje x’
(derecha)
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Si bien no se puede hablar de una segmentacién correcta, es importante resaltar que
el problema empeora cuando se presenta una imagen como la ilustrada en la figura
36a, donde, en la zona marcada por la linea punteada, se ha llegado al caso extremo
de combinar tres carriles en uno solo, debido a que la proyeccidon sobre el eje x,
calculada como la simple suma por columnas - o, de manera alterna, el maximo de
cada una de ellas -, no arroja informacion suficiente, debido a que algunos minimos
locales desaparecen por completo (de hecho, y segun la figura 36b, el nUmero total de
carriles es 9 y no 8). En contraste, el comportamiento del algoritmo implementado en
este trabajo permite la correcta ubicacion de todos y cada uno de los carriles presentes
en la imagen, mediante el cdlculo de la proyeccién sobre el eje x”. Se debe resaltar
igualmente que los niveles de gris alcanzados por la proyeccion sobre dicho eje - es
decir, la altura de los picos - sobrepasan aquellos alcanzados por la proyeccién sobre
el eje x. La ventaja en este caso es que en ocasiones la altura alcanzada por los picos
en la proyeccion sobre el eje x puede no ser suficiente, y dificultar de esta manera el
proceso de deteccién de minimos (ya que un maximo local puede tener un nivel de gris
muy cercano a un minimo local). Con la evaluacién de la proyeccién sobre el eje x” se
minimiza la existencia de este problema.

Tal como lo ilustra la figura 36a, la estimacién incorrecta de la orientacién de los
carriles — es decir, el hecho de asumir que estos son completamente verticales - puede
dar origen a dos situaciones - completamente opuestas la una de la otra -: la pérdida
de informacién, que se manifiesta como la no deteccidon de una o mas bandas, o el
exceso de la misma (la aparicion de bandas inexistentes dentro de un carril). Para
ilustrar estos casos se asumira que, de forma manual, se han segmentado los carriles
de la figura 36a, de tal manera que se ha eliminado, en parte, el problema descrito en
el parrafo anterior (la combinacion de tres carriles en uno solo). Desde luego, el
principal problema continta: los carriles han sido segmentados incorrectamente, pero
se asumira algun grado de tolerancia del algoritmo detector de bandas, en el sentido
de que, supuestamente, puede soportar que algunos segmentos de los carriles sean
eliminados a lado y lado de los mismos (es decir, se tomara solo una parte cada una
de las bandas en la evaluacién de la proyeccion). De acuerdo con esto, se tiene una
imagen como la ilustrada en la figura 37:

Figura 37. Nueva segmentacion de carriles, completamente verticales, para
corregir la ausencia de algunos
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Se debe observar que el carril nUmero 6 de la figura 36a, ha sido dividido en dos: los
carriles 6 y 7 de la figura 37. Se analizaran algunas zonas de estas imagenes para
ilustrar los dos efectos descritos anteriormente: la aparicion de bandas inexistentes y
la desaparicion de otras.

5.3.1. Exceso de bandas. Se analizara en detalle el carril nimero 9 de la figura 37,
carril que se encuentra, relativamente, segmentado de manera adecuada (puesto que
ninguna banda perteneciente a dicho carril ha sido recortada en la segmentacion). La
figura 38 muestra el carril de interés junto con su proyeccidon sobre el eje “y”
(calculada como el maximo de cada fila de dicha imagen):

Figura 38. Ilustracion del exceso de bandas debido a la incorrecta
segmentacion de los carriles

Banda que no
pertenece al
carril

Se observa que la ultima banda, ubicada en la parte inferior, en realidad no pertenece
al carril nUmero 9, es procedente del carril nUmero 8 y aparece debido a la incorrecta
segmentacion del carril. Desde luego este efecto, la aparicion de bandas inexistentes,
en principio es menor en caso de tener un carril con bajo contenido de bandas (como
es el caso en los carriles 1 y 2: el carril 1 posee bajo contenido de bandas y por ello
estas no interfieren en el proceso de deteccién en el carril 2). Se observa entonces
que el efecto depende de la imagen y del contenido de fragmentos de ADN presente en
cada carril, pero se puede asegurar que casi siempre estard presente. La aparicién de
“falsas bandas” esta directamente relacionada, precisamente, con la apariciéon de falsos
aciertos.

5.3.2. Eliminacién de algunas bandas existentes. Corresponde a la no detecciéon

de algunas bandas, a pesar de que estas se encuentran presentes dentro del carril.
Para ello se puede observar la figura 39, correspondiente al carril 2:
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Figura 39. Los carriles 2 y 3 (izquierda) y el carril 2 con su respectiva
proyeccion sobre el eje “'y” (derecha)

Se debe observar que, en la imagen del lado izquierdo, existe una banda en la zona
encerrada por la linea punteada, banda que en realidad pertenece al carril 2. Del lado
derecho se observa la proyeccién sobre el eje “y” convencional, donde no existe ningun
pico, maximo local, correspondiente a la banda en mencién. Dicho fragmento
simplemente no sera detectado, debido precisamente a que en la segmentaciéon de los
carriles no pudo ser incluido como parte del carril 2.

5.3.3. Errores en la estimacién del tamaiio de las bandas. Es probable que las
caracteristicas de la imagen o su misma orientacién permitan obtener resultados
similares al comparar uno y otro método, esto es, en ocasiones las bandas pueden ser
detectadas de forma correcta asumiendo carriles completamente verticales, siempre y
cuando la orientacion de la imagen (definida como el angulo que forma el eje x’ con el
eje x convencional) sea pequefia. Sin embargo, es muy probable que la estimacion del
tamafo de las bandas se vea afectada por asumir una orientacion incorrecta de los
carriles y las bandas.

El caso anterior se ilustrara con el siguiente ejemplo a partir de la Figura 40, donde se
asume que se desea determinar el tamafio que poseen las bandas marcadas con una
flecha, ubicadas en los carriles 2 y 6 respectivamente, y donde el carril nimero 8 es el
carril estandar:
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Figura 40. Estimacion del tamano de dos fragmentos de ADN asumiendo
carriles y bandas completamente verticales y horizontales (a), y teniendo en
cuenta la orientacién de la imagen (b)
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Se debe tener en cuenta que es con base en el carril standard y la coordenada “y” (o
y’) de las bandas presentes en el mismo, en las cuales se determina el tamafo de
cualquier banda (fragmento) presente en el gel (ver seccion 1.2.2). Igualmente se
debe recordar que las bandas ubicadas en la parte superior de la imagen corresponden
a fragmentos de mayor tamafio, en comparacion con aquellas ubicadas en la parte
inferior de la misma.

Para el primer caso, la figura 40a, se observa que los fragmentos de interés estan
ubicados por debajo de la linea y = y,, lo cual indica que el tamafio de dichos
fragmentos es menor que el tamano de aquel ubicado en el punto (xo,Y,) — que es de
tamafio conocido por pertenecer al carril estandar -. Se deduce entonces que ambos
son de menor tamafio que el fragmento estandar, y especificamente se podria
aseverar que aquel ubicado en el carril 2 es el de menor tamafio, puesto que se
encuentra mas lejos de la linea y = y,; por su parte, el fragmento ubicado en el carril
6 posee un tamafo cercano, pero diferente del fragmento standard.

Ahora bien, observando la figura 40b es posible asegurar que ambos fragmentos
tienen en realidad el mismo tamafo del fragmento estandar, puesto que su
coordenada y’ es practicamente la misma del fragmento de tamafio conocido (esto es
v’ o= y). Se observa entonces que el hecho de asumir carriles y bandas
completamente verticales y horizontales, como en el caso de la figura 40a, equivale a
introducir errores en la estimacién del tamafo de los diferentes fragmentos de ADN
presentes en el gel. Se debe observar que el error siempre existe, pero aumenta a
medida que el fragmento se encuentra mas lejos del carril standard (como es el caso
en la figura 40a, donde la diferencia entre la coordenada “y” del fragmento del carril 6
y la coordenada y,, es menor en comparacion con la misma diferencia pero evaluada
para el fragmento del carril 2).
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Se resalta entonces la importancia de estimar inicialmente la orientacion adecuada de
la imagen, hecho que redundara en la correcta segmentacion de la misma, asi como la
adecuada detecciéon de las bandas, evitando ademas incurrir en errores en la
estimacién del tamano de los diferentes fragmentos de ADN presentes en el gel.
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6. CONCLUSIONES Y OBSERVACIONES

En términos generales se logrd el objetivo principal, como era el desarrollo de una
aplicacion que permitiese el analisis de geles de ADN. Si bien en principio se esperaba
sacar provecho del sistema existente en la actualidad en el Laboratorio de Genética,
aquel que permite el andlisis de cromosomas, el mismo caracter comercial de la
aplicacion encargada de esta labor, impide el acceso y manejo del dispositivo de
adquisicién. Sin embargo, se aprovecharon otros recursos igualmente disponibles en
el Laboratorio y de esta forma fue posible implementar la aplicacidon desarrollada.

A continuacién se enumeran en detalle los principales logros de este trabajo:

e Se cumplié el principal objetivo, referente a la implementaciéon de una aplicaciéon
tendiente a resolver las necesidades existentes en el Laboratorio de Genética,
cuales eran la adquisicion y analisis de una imagen proveniente de un gel de ADN.
Para ello se sacd provecho del hardware existente en la actualidad en el
Laboratorio (cdmara digital y computador). La aplicacién estd equipada ademas
con opciones adicionales para la restauracion de la imagen, asi como con la
posibilidad de exportar los datos obtenidos tras la determinacion del tamarfo de los
fragmentos de ADN.

e Se logro reducir significativamente el tiempo requerido para el analisis de un gel
que, dependiendo de la cantidad de fragmentos de ADN que este contenga, puede
requerir aproximadamente 15 o 20 minutos al ser realizado de forma manual. Con
la aplicacion implementada el tiempo requerido oscila entre 2 y 4 minutos.

e Se disefid un algoritmo completamente nuevo, basado en técnicas de
procesamiento digital de imagenes, que suple varias falencias encontradas en otros
trabajos realizados hasta el momento en el drea de analisis de geles de ADN. Es
clara la ventaja que ofrece este método en la obtencidn de los carriles, comparable
incluso con el desempefio de algunos sistemas comerciales. De igual forma, y mas
importante aln, posee un comportamiento mucho mas robusto que aquel ofrecido
por algoritmos implementados con anterioridad al presente trabajo, todo ello en
términos de precision en la deteccion de las bandas y la estimacién del tamarfio de
los fragmentos. La aproximacion al analisis de la imagen teniendo en cuenta la
orientacién de sus carriles es de gran importancia, puesto que este es un
parametro que no puede ser controlado muchas veces, siendo practicamente
imposible obtener en cada experimento una imagen con carriles completamente
verticales.

e Tras analizar la posibilidad del manejo de imagenes en color, se concluye que dicha
informacién adicional, el color, no ofrece ventajas significativas al momento de
segmentar la imagen y detectar las bandas. Por el contrario, se encuentra el
mismo problema existente tras analizar una imagen en niveles de gris: en muchas
ocasiones es dificil diferenciar claramente el fondo de las bandas. Por su parte las
imagenes en escala de gris tienen la ventaja de ser mucho mas simples, en
términos de la cantidad de datos e informaciéon que poseen. Es por ello que todos
los trabajos enfocados al anadlisis de geles de ADN, obtenidos tras el proceso de
electroforesis, utilizan imagenes con tonalidades grises. Sin embargo, no se
descarta que en un futuro se desarrollen nuevas técnicas en la preparacion de los
geles, que le den al color un papel preponderante.
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Si bien se tiene un funcionamiento adecuado del sistema, quedan aun aspectos por
mejorar, entre ellos:

e Desarrollo en un lenguaje como C++: la principal desventaja del sistema
desarrollado es que se ha implementado en un entorno que requiere una aplicacion
adicional para su funcionamiento: Matlab. Esto se puede tornar en un escollo a la
hora de implementar la aplicacion en otros Laboratorios (dentro o fuera de la
Universidad). Desde luego, los algoritmos podran ser implementados de manera
independiente del equipo computacional que se tenga, sin embargo, la etapa de
adquisicion dependera directamente del sistema que se tenga (tarjeta de
adquisicién, puerto USB, etc...) y serd necesario ajustarlos a las necesidades y
caracteristicas de dicho sistema. Se puede considerar dicha implementacion en
caso de existir algun interés comercial por el sistema desarrollado.

e Optimizar el algoritmo encargado de estimar la orientacién de la imagen, el cual es
un proceso iterativo que en ocasiones puede tornarse lento dependiendo del
tamafio de la imagen (toma entre 1 y 10 s aproximadamente, dependiendo,
precisamente, del tamafio de la imagen). Esta es en realidad la etapa que mas
tiempo requiere durante el analisis de la imagen.
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