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REsyMEN

El analisis de geles de ADN es de gran importancia en estudios de genética poblacional y en
el diagnéstico de enfermedades de cardcter genético. EI objetivo principal de dicko andlisis
consiste en la estimacion del tamafiv (medido en pares de bases) de todos o algunos fragmentos
de ADN presentes en el gel, procedimiento que haste el momento es Ilevado a cabo de forma
manual en el Laboratorio de Genética de la UIS.

El presente articulo describe un método, basado en técnicas de procesamiento digital de
imdgenes, que permite automatizar los procesos de segmentacion y deteccion de bandas (o
fragmentos de ADN) en la imagen digital correspondiente, haciendo uso de procedimientos
como el cdiculo de la autocorrelacion y los mapas de distancia. Se trata de un procedimiento
nuevo, mds robusto y preciso en comparacion con trabajos anterioves y gue ofrece ademds un
desempefio igual, y en algunos casos superior, al ofrecido por algunos sistemas de cardcter
comercial.

PavaBras cLAVE: Geles de ADN, electroforesis, mapas de distancia, autocorrelacion, procesamiento
digital de imagenes.
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ABSTRACT

DNA gels analysis plays an important role in the genetics of population 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, a process which until
now, is carried out manually in the Genetics Laboratory of the Universidad Industrial de Santander.

This paper describes a procedure, based on digital image processing technigues, that leads to
segmentation and bands (DNA fragments) detection on the digital image, previously acquired,
with the help of procedures such as autocorrelation and distance maps estimation. This procedure
is a completely new approach to DNA electrophoresis gels analysis; the algorithm is more robust
and precise than previous works developed, and it also offers the same (and sometimes better)
performance offered by some commercial software evaluated.

Ky Worps: DNA gels, electrophoresis, distance maps, autocorrelation, digital image processing.

INTRODUCCION

Un gel de ADN se obtiene tras exponer fragmentos, de
diferente tamafio, de una molécula de ADN a la accion de
un campo eléctrice de determinada intensidad. FEl
movimiento de los fragmentos se lleva a cabo a través de
una sustancia gelatinosa que, precisamente, favorece su
desplazamiento. Como resultado, los fragmentos serén
organizados de acuerdo, entre otros parametros, a su
tamafio molecular{1] (asi, en la Figura 1 los fragmentos de
mayor tamafio se encuentran cerca del eje x y aquellos de
menor tamafio estan en la parte inferior de la imagen). La
electroforesis es por tanto un procedimiento que permite
separar los fragmentos de ADN presentes en una muestra
determinada y organizarlos de forma descendente (de amriba
hacia abajo} de acuerdo a su tamaiio.
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Figara 1. Un gel de ADN tipico y sus caracieristicas de interés.

Se distinguen dos pardmetros de interés en un gel de ADN:
los carriles, correspondientes a las "columnas" presentes
en la imagen, y que para el caso de la Figura 1 son siete en
total, v las bandas, aquellos rectangulos de tonalidad
brillante, presentes en todos y cada uno de los carriles.

Ellaboratorio de Genética de la Facultad de Salud de la
Universidad Industrial de Santander, cuenta con equipo
especializado en llevar a cabo el proceso de
glectroforesis. En este caso, el andlisis de los resultados
observados en los geles de ADN es de utilidad en
variedad de investigaciones: el diagnéstico de
enfermedades o el desarrollo de nuevos tratamientos
para las mismas, asi como la determinacién de los
segmentos de ADN (genes) que estan involucrados en
el desarrolio de una enfermedad. El proceso llevado a
cabo tras obtener el gel de ADN consiste en determinar
el tamafio (medido en cantidad de pares de bases) de
uno o mas fragmentos presentes en &l. Para eilo, se
introduce una muestra estindar, donde el tamafio de
todos y cada uno de los fragmentos presentes en la
misma es conocido (en el caso de la Figura 1, 1a muestra
estandar corresponde al primer carril, al lado izquierdo
de laimagen). Posteriormente, se exponen las muestras
(gel) ala accién del campo eléctrico para asf adquirir una
imagen completamente digital (similar a 1a de la Figura
1). Finalmente, y de manera completamente manual, se
estima la ubicacidn {coordenada y) del fragmento, o
fragmentos, de interés y se determina su tamafio
aproximado con base en la ubicacion de los fragmentos
(bandas) en el carril estandar (aquellas bandas del carril
estindar que posean una coordenada y cercana al
fragmento de interés, permitiran obtener el tamafio
aproximado del mismo).
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Dentro del trabajo realizado se disefié un sistema
computacional semianfomatico que permite la adquisicion
de la imagen junto con la posterior estimacion del tamafio
de todos y cada uno de los fragmentos presentes en el gel,
para lo cual se utilizaron técnicas de procesamiento digital
de imagenes. A continuacion se describe el algoritmo
implementado en la etapa central del andlisis, involucrada
en la estimacién del tamafio de los fragmentos: la
segmentacidén de carriles y la deteccion de bandas. El
método implementado es nuevo, en comparacién con
aquellos que tradicionalmente se usan en la segmentacién
de la imagen.

AvLGORITMOS UTILIZADOS CONVENCIONALMENTE
EN LA SEGMENTACION DE LA IMAGEN

La etapa de segmentacion consiste basicamente en
determinar la frontera entre uno y otro carril. Para ello, se
calcula la proyeccién de la imagen sobre el eje
horizontal{2],{31,[4],[5].[6], tal como se ilustra en la Figura 2.

Figura 2. Un gel de ADN y su correspondiente proyeccion
sobre el eje x.

Se observa una perfecta coincidencia entre los ninimos
locales de la proyeccion y la ubicacién de la frontera entre
uno y otro carril. De esta forma, y tras la aplicacién de un
algoritmo detector de minimos (basado, por ejemplo, en el
uso de primeras o segundas derivadas), es posible estimar
la posicién correcta de dichos minimos locales (es decir, su
coordenada x}. El método usado en la estimacion de la
proyeccién sobre el eje horizontal consiste en la simple
suma por columnas de la imagen original.

La siguiente etapa, deteccion de las bandas, consiste en
evaluar la proyeccion de cada carril sobre el eje vertical.
Tal como lo itustra la Figura 3, los méximos locales de dicha
proyeccion tienen una correspondencia uno a uno con las
bandas en cada carril. En contraste con la segmentacion
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de carriles, la obtencion de las bandas requiere el caleulo
de 1a proyeccion a partir de la sumna por filas de 1a imagen
correspondiente a cada carril.

Figura 3. Un corril y su correspondiente proyeccion sobre el gje y.

Es precisamente el cdlculo de estas proyecciones, sobre
los ejes horizontal (x) y vertical (), 1a que impone ciertas
restricciones sobre la imagen original, restricciones que
desmejoran el desempefio y precision de dichos
algoritmos. Esto se debe esencialmente a que la
preparacion del gel, Hevada a cabo por personal del
laboratorio, es completamente manual y, por tanto, es
imposible asegurar que el 100% de los experimentos
arrojen como resultado carriles completamente verticales
(v, por tanto, bandas completamente horizontales), lo
cual implica que:

O Lasuma por columnas de la imagen, involucrada en
la segmentacidén de carriles, requiere que la
orientacidén de los mismos sea completamente
vertical, de lo contrario la proyeccidn arrojara
resultados errdneos, como la desaparicion de algunos
minimos locales y por tanto la incorrecta
segmentacion de los carriles.

O Lasuma por filas de la imagen correspondiente a cada
uno de los carriles, y que es itil en Ia determinacién de
fa ubicacidén de las bandas, requiere que estas tengan
una orientacion perfectamente horizontal, requisito que
impone, al igual que en el caso anterior, restricciones
sobre la orientacion de la imagen (se debe tener en
cuenta que la orientacién de los carriles es perpendicular
a la de las bandas: si los carriles dejan de ser
completamente verticales, se puede inferir que las
bandas no poseen una orientacion perfectamente
horizontal).
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Se concluye entonces que la incorrecta estimacidn de los
ejes principales de la imagen (que a partir de ahora serdn
designados como x', y') puede arrojar resultados erréneos
en la etapa de deteccidn de bandas y, por consiguiente, ¢l
tamafio de los fragmentos de ADN no serd estimado
adecuadamente. Se hace necesario entonces determinar la
correcta orientacion de dichos ejes. Esta orientacion fue
cbtenida por medio del uso de la imagen de
autocorrelacién{7]y un procedimiento iterativo que permite
el calculo de la orientacion del eje x' con respecto al eje x
convencional, tal como se ilustra en la Figura 4:

b}

Figura 4. Un gel de ADN (g} y su imagen de autocorrelacion (b),
ilustrando la relacion existente entre sus efes principales (x' y) y los

efes cariesianos convencionales (x, y)

El conocimiento de a orientacidén correcta de los ejes
principales de 1a imagen permite evaluar de forma adecuada
las proyecciones sobre los ejes x’ e y' (los ejes principales
de laimagen), necesarias en la segmentacion de los carriles
v la deteccion de las bandas. Es esta etapa, junto con la
estimacion de los ejes principales de 1a imagen, 1a que marca
una diferencia notable con respecto a los trabajos realizados
hasta el momento.
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Maras DE DisTANCIA

Son utiles en la estimacion de la proyeccidn de Ia imagen
sobre los ejes x* ¢ . Se pueden definir de la siguiente
manera: dadauna imagen binaria con valor 0/1 (que recibe
el nombre de marcador), ia transformada de distancia
aplicada a dicha imagen binaria resulta en una imagen en
escala de grises, donde cada pixel representz la minima
distancia entre ¢l fondo (pixel con valor 0) y el pixel con
valor 1 més cercano[8]. Asipor ejemplo, sien laFigura 5 se
asume que Ia imagen binaria tiene un tamafio 10x10y que €l
marcador ¢s la linea diagonal de color negro, entonces la
distancia minirna existente entre el pixel de tonalidad gris y
dicha linea es la ilustrada:

Figura 5. Iustracion del concepto "distancia minima" existente
entre un punto de la imagen y el marcador.

Esta distancia puede ser medida con base en diferentes
métricas, de Ias cuales las de uso mas extendido son:

City-Block d,, = |x1 —y1[+|x2 —y2|
Chessboard d_, = maxﬂx, ¥ ,lxz - J’zl}
Euclidiana  d,, =[(x, —3,)* +(x, - y,)*

donde se asume que (x1,y:) son las coordenadas de un
punto cualquiera de la imagen vy (x;y.) son las
coordenadas de un punto que pertenece al marcador y
que a la vez es el mas cercano a (x1,y1). Las dos primeras
meétricas {City-Block y Chessboard) arrojan como
resultado una distancia entera, mientras que la métrica
Euclidiana permite obtener una distancia que, por lo
general, es un ntimero irracional,

La mayor parte de los algoritmos implementados hacen
uso de una téenica de tratamiento de imdgenes conocida
commo Morfologa Matemdtica[9]. Para el caso del algoritmo
implementado, la métrica usada es City-Block (por razones
que se expondran mas adelante).




US0 DE MAPAS DE DISTANCIA EN LA SEGMENTACION DE IMAGENES FROVEMIENTES DE GELES DE ADR

SEGMENTACION DE CARRILES Y DETECCION DE
BaANDAS CON BASE EN L.os Mapras DE DisTancia

Si bien la proyeccién de carriles y bandas perfectamente
verticales y horizontales puede ser calculada como la simple
suma por columnas y filas, se puede preguntar jcomo
evaluar dicha proyeccion cuando los carriles dejan de ser
completamente verticales? Para ello es necesario evaluar
dos mapas de distancia, cada uno de ellos con base en dos
marcadores, gue seran imagenes binarias correspondientes
a lineas rectas paralelas a los ejes principales de la imagen:
x'ey'. Se describen a continuacion las caracteristicas de
los mapas de distancia utilizados, junto con el algoritmo
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implementado en la evaluacion de la proyeccion sobre el
eje x' (atil en la segmentacion de los carriles).

CARACTERISTICAS DE E.0oS Mapas DE
Distancia UTnLizapos

En el trabajo desarrollado se obtuvieron dos mapas de
distancia, correspondicntes precisamente a dos marcadores:
uno paralelo al eje x" y el otro paralelo al gje 3. Con
propositos puramente itustrativos se asumiré un marcador
como el de la Figura 5 (en este caso el marcador es una
imagen binaria con una linea diagonal) donde se ilustran
ademas sus respectivos mapas de distancia con las
diferentes métricas descritas anteriormente.
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Figura 6. Un marcador (a} y sus correspondientes mapas de distancia usando diferenies métricas:
b) City-Block, ¢) Chessboard, d) Euclidiana.

Existen diferencias marcadas entre una y otra métrica. Para
visualizar claramente este aspecto, se han sombreado
algunas zonas de los mapas de distancia (Figuras 6b, 6cy
6d). Por ejemple, en la Figura 6b, las zonas del mapa de
distancia igualesa 6, 1 y 3 han sido sombreadas. Se puede
apreciar que para cada uno de estos valores se tienen en
ultimas tres lineas paralelas al marcador inicial (cada una

correspondiente a un valor diferente: 6, 1y 3). No ocurre
lo mismo en la Figura 6c, donde zonas del mapa con el
mismo valor (en este caso [ zona sombreada corresponde
a ubicaciones iguales a 2) no necesariamente equivalen a
una sola linea paralela al marcador (en lugar de ello, se trata
de dos lineas paralelas al marcador). La Figura 6d permite
observar que el mapa de distancias euclidianas genera
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grupos de lineas paralelas al marcador inicial; la diferencia
en este caso con respecto a la métrica City-Block radica en
que cada linea corresponde a un mimero irracional dentro
del mapa de distancias.

Se concluye entonces que, para el caso de la métrica City-
Block, el mapa de distancias equivale a un grupo de lineas
paralelo al marcador inicial, donde cada linea comparte el
mismo valor entero. Se debe observar, sin embargo, que a
ladoy lado de Ia diagonal principal del mapa (con valores

REVISTA DE LA FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOMECANICAS

iguales a cero) se tienen lineas de igual valor {observar por
ejemplo que existe una linea con valores iguales a I por
encima y por debajo de dicha diagonal). Se debe llevara
cabo un proceso de normalizacion, donde cada linea cuente
con un conjunto unico de valores, Para ello, se determina
precisamente cuzles lineas estin por debajo del marcador
{en este caso la diagonal principal) y cuales estin por
encima del mismo. Elproceso de normalizacion asigna un
valor unico a cada linea, de forma ascendente, tal como lo
ihustra la Figura 7.

0 2131415 7i8]9 g110]11142]13114115]16]17 118
110 2131415 718 81901112113 14115116117
211140 2:i3]14]5 7 71819 [10}11[12[13]14]15[16

21110 2131415 617[8]9110111112]13]14115
4 2110 213|415 516171818 10111{12113]|14
514 21110 21334 416[6|718]8110111]12113
Bi6}4 211]0 213 Jj41516171813 11001112
716|154 2:118 ?‘ 2131416671819 114N
Bi7(6i5;4 21110 112]31415(6]1718[8110
2181761514 21318 g0}11121314]516]71818

Figura 7.

Se observa que el mapa normalizado posee lineas paralelas

al marcador inicial, cada una de ellas con valores que van

desde cero (en la esquina inferior izquierda) hasta un méximo

determinado (en este caso 18, en la esquina superior,
derecha).

Mapa de distancias con métrica City-Block sin normalizar (izquierda) y normalizado (derecha)

CaiLcuros DE Las ProvECCIONES
Sopre Los Ems X'E Y!

La segmentacion de carriles requiere el uso del mapa cuyas
lineas sean paralelas al gje y’. Dicha proyeccion es el
resultado de un proceso iterative, donde en cada iteracion
se toma una linea y se evaliia el valor maximo que 1a imagen
del gel posee a través de ésta, algoritmo que
esquematicamente se ilustra en la Figura 8.

e Mapa y'=Mapa con orentacion paralela al gje y’
e [=TImagen del gel de ADN

:

———&-Qninimo@lapa v ), maximo{Mapa _y>-————‘

!

s Proyeccion(k) = maximo{Valores}

s Pixeles = grupo de pixeles de Mapa_y’ con valores iguales a k (linea recta paralela al eje y )

s Valpres =valores que presenta la imagen [ a través de la linea Pixeles.

]

v

T D

Figura 8. Algoritmo utilizado en el caleulo de la proyeccion de la imagen sobre el eje x'.
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Por gjemplo, para el caso de la Figura 7 derecha, k varia
enire 0 y 18 {que son los valores minimo y méximo de ese
mapa). Se tendré por tanto un vector Proyeccicn de tamaiio
18-0+1=19. :

La Figura 9 ilustra la comparacién entre dos métodos
diferentes de evaluar la proyeccién, para una imagen
determinada: a la izquierda esté el resultado de evaluar la
proyeccion sobre el gje x (método convencional), por medio
de 1a suma por columnas; a la derecha esta el resultado de
aplicar el método descrito en el presente articulo.

o] [7] (8]

[/

D)

—

X’

Figura 9. Proyeccidn de la imagen usando el método convencional
{a}, y teniendo en cuenta su orientacion (b).
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Para ilustrar las ventajas del método planteado sobre otros
algoritmos convencionales, se ha marcado con una linea
pusiteada la zona de la Figura 9a donde existe pérdida de
informacién. En este lugar, y tras observar la proyeccion -
correspondiente, se concluye que la segmentacion arroja
resultados errdneos, puesto que la cantidad de carriles
detectados (8 en total) es resultado de la pérdida de un
minimo local, producto de Ia evaluacidn de Ia proyeccion
como la suma por columnas. En contraste; en la Figura 9b
se observan perfectamente todos los minimos locales y se
tiene, por tanto, una adecuada segmentacion de la imagen.
Se observa ademads que el problema no sdlo es la pérdida
de un carril: aquellos que aparecen segmentados en
realidad contienen informacion (bandas) proveniente de
otros carriles.

Tras la correcta segmentacién de los carriles, se procede a
tomar uno a uno y se determina la ubicacion de 1as bandas
presentes en los mismos. Para ello, se hace uso del mapa
con lineas paralelas al eje x' (que es precisamente la
orientacion de las bandas dentro de la imagen) y se sigue

‘un procedimiento idéntico al usado en el caso de la

estimacion de la proyeccion sobre el eje x'.

RESULTADOS OBTENIDOS

Segmentacion de carriles. El desempeiio del algoritmo
desarrollado se mide en términos de cuatro pardmetros de
interés, descritos a continuacién junto con los valores
promedio obtenidos para un grupo de 19 imigenes con
diferentes orientaciones y caracteristicas (contenido de
bandas).

O Porcentaje de aciertos: corresponde a aquellos carriles
segmentados correctamente. Estd dado por la relacién
(total aciertos/nimero total de carriles)x100 %. Valor
promedio obtenido: 92,64%

O Porcentaje de desaciertos: son aquellos carriles que
no fueron segmentados. Se obtiene a partir de la
relacion (total desaciertos/numero total de
carriles)x100%. Valor promedio obtenido: 2,09%

O 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. Valor promedio
porimagen: 1,31 falsos aciertos/imagen.

O Cantidad de carriles segmentados parcialmente: cs
posible que el proceso de segmentacién haya dado
origen a uno de dos posibles efectos: la combinacion
de dos carriles en uno solo o la divisién de un carril
en dos. Valor promedio por imagen: 0,21 carriles/
imagen.
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Los resuttados son alentadores, si se tiene en cuenta que
el desempefio es similar, e incluso superior, al de algunos
sistemas de caracter comercial que fueron evaluados junto
con el algorifmo descrito en el presente articulo.

Deteccion de Bandas. El objetivo consiste en demostrar
la robustez del método a medida que 1a orientacion de la
imagen cambia, y comparar los resultados obtenides con
aquellos arrojados por los algeritrnes cenvencienales
(donde se asume que las bandas son cempletamente
horizontales). Para ello se midié el porcentaje de aciertos

REVISTA DE LA FACULTAD DE INGEMIERIAS FISICOMECANICAS

en cada uno de los casos, asumiende bandas
completamente horizontales {(método convencional) y
teniendo en cuenta su orientacion (algoritmo descrito enel
presente articulo), a medida que 1a orientacion de la imagen
(medida ésta como el dngulo existente entre el eje x"y el eje
x convencional) varia gradualmente desde un rango de 0°
hasta aproximadamente los 15° (que es la orientacion que
posee la imagen del gel de ADN en el peor de los casos).

La Figura 16 ilustra el resultado obtenido, donde el Método
1 hace referencia al algoritme descrito con anterioridad, y
el Método 2 tiene relacidn con el algoritmo de uso
cenvencional en trabajos anteriores[2],[3].[41,{5],[6].

Porcentaje de aclertos (%)

1t 2 3 4 5 6 7

8 9

Orientaciéon de la imagen (grados)

M étodo 1
= = = = Método 2

10 11 12 13 14

Figura 10, Desempeiio de los métodos 1 y 2 para una imagen especifica, en términos del porcentaje de aciertos.

Se observa la robustez del método desarrollado, en términos
del alto grado de invarianza a la rotacidn, puesto que el
porcentaje de aciértos permanece practicamente constante
{presentando un valor maximo de 87% y un valor minimo

a)

cercano al 84%) mientras que la variacién de dicho
porcentaje es dramditica para el caso del Método 2 (conun
porcentaje de aciertos entre el 70% y el 87%)." Dicho
comportamiento se analiza en la Figura 11.

Figura 11. Ur carril y su correspondiente proyeccion: a) Método convencional (carril con orientacion vertical y bandas con
orientacion horizontal), B} Proyeccion evaluada teniende en cuenta la orientacion de la imagen.
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Al analizar la zona encerrada por el 6valo de la Figura 1 1a,
se encuentra que una banda del carril 2 ha sido
completamente eliminada, producto de la incorrecta
segmentacion del mismo. Como resultado, ese méximo local,
correspondiente a la banda eliminada, no estard presente
en la proyeccion y por tanto la banda no serd detectada.
QOcurre lo conirario en la Figura 11b, donde todas las bandas
presentes en el carril seran correctamente detectadas,
puesto gue no hay pérdida de informacion. Este fendmeno,
" la ausencia de bandas producto de la incorrecta
segmentacién de carriles, redunda en el porcentaje de
aciertos del método convencional, tal y como se muestra
en la Figura 10.

Es igualmente factible que se tenga el fenémeno inverso:
en lugar de la eliminacién de bandas presentes en un carril,
su incorrecta segmentacidn puede originar bandas
inexistentes en ofros (como es el caso del carril 3 de la
Figura 11). Esinchuso factible que el #érmino "camil" carezca
de sentido para imigenes con orientaciones relativamente
grandes (mayores o ignales a 10°). Se resalta entonces la
importancia de estimar correctamente la orientacion de la
imagen, y de evaluar las proyecciones correspondientes
con base en dicha orientacién.

CONCLUSIONES

Se ha logrado implementar un método, basado en técnicas
de procesamiento digital de imagenes, que permite obtener
un desempeilo adecuado y robusto en términos de
porcentaje de aciertos en la etapa de deteccion de bandas
de una imagen proveniente de un gel de ADN. Se han
mostrado los beneficios y ventajas que ofrece el método
descrito en comparacion con aquellos implementados hasta
el momento, donde se asumen iméagenes ideales, en el
sentido de que sus carriles son completamente verticales y
sus bandas, por fanto, ticnen una orientacidon
perfectamente horizontal.

Elmétodo disefiado constituye el principal componente de
un sistema computacional que permite la adquisicién y
andlisis de una imagen proveniente de un gel de ADN,
sistema que beneficia, en principio, al laboratorio de
Genética de laFacultad de Salud de la Universidad Industrial
de Santander. :
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