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GLOSARIO

ACERICO O ACERILLO: Almohadilla para clavar alfileres y agujas.

ADN: Acido desoxirribonucleico: Material genético del ndcleo de las células vivas
de estructura y moléculas gigantes, constituido por muchos segmentos de

informacion llamados genes.

ARN: Acido ribonucleico Polimero componente de las células vivas, que

desempeiia importante papel en la sintesis proteinica
ANEUPLOIDIAS: Hace referencia a cambios en el nimero de cromosomas, que
pueden dar lugar a enfermedades genéticas. La aneuploidia se puede observar

frecuentemente en células cancerosas.

ASTERES: Es un ¢6rgano de la célula formado por filamentos que parten de la

centrosfera y forman la envoltura mas exterior del centrosoma.

AUTOSOMAS: Son los 22 pares de cromosomas, excluidos los sexuales (X e Y)

BANDEO CROMOSOMICO: Proceso especifico de tincion cromosémica que

produce patrones de bandas caracterisisticos (p. €]. bandas G)
BANDEO DE ALTA RESOLUCION: Bandeo cromosémico que emplea

cromosomas en profase o en prometafase, mas alargados que los cromosomas en

metafase y que por ello proporcionan mas bandas y mayor resolucion.
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BLOOMING: Efecto por el cual si un fotodiodo de un CCD se satura demasiado
puede afectar a otros fotodiodos préximos a él creando efectos indeseados. Esto
no se produce en el sensor CMOS ya que en €l no hay transferencia de carga
entre los diferentes fotodiodos.

CARIOTIPO: Es una tabla patron que presenta fotografias de los 46 cromosomas
humanos obtenidos de una sola célula, ordenados de acuerdo con su tamafio y
forma, el cual es utilizado para analizar su aspecto y caracteristicas morfologicas

para propositos de diagnostico.

CARIOTIPO ESPECTRAL: Visualizaciébn de cromosomas (cariotipo) en la cual se
emplean combinaciones de sondas fluorescentes, con camaras especiales y
programas de procesamiento de imagen, de modo que cada cromosoma presente

un Unico color.

CELULAS SOMATICAS: Son aquellas que forman el conjunto de tejidos y 6rganos
de un ser vivo, procedentes de células madre originadas durante el desarrollo
embrionario y que sufren un proceso de proliferacion celular, diferenciacion celular

y apoptosis.

CENTRIOLO: Estructura celular que facilita la separacion de los cromosomas

durante la meiosis y la mitosis.

CITOCINESIS: Es la separacion fisica del citoplasma en dos células hijas durante
la division celular. Se produce después de la cariocinesis, y al final de la telofase,
en la divisién celular mitotica. Su mecanismo es distinto en la célula animal (por

estrangulacion) o vegetal (por tabicacion)

COLCHICINA: Es un farmaco antimitético que detiene o inhibe la division celular
en metafase o en anafase.
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CONVEXIDAD: Curvatura en la parte central de una superficie o de una linea, que

es mas prominente hacia el lado del que mira.

CROMATINA: Material del nucleo celular que constituye los cromosomas.

CROMATIDA: Es una de las unidades longitudinales de un cromosoma duplicado,

unida a su crométida hermana por el centrémero.

DEFICIENCIA CONVEXA: Una vez hallada la envoltura H mas pequefia que

contenga a un objeto S, la deficiencia convexa es la diferencia entre Hy S.

DELECIONES: Eliminacién de una porcién del genoma.

ENVENTANADO: Es sabido que los CCD funcionan a su maxima resolucién en la
gran mayoria de dispositivos, en cambio los CMOS dado su caracter
individualizado de cada pixel, permiten seleccionar mas facilmente porciones de la
imagen, esto permite mas refresco en modos de video o bien tomar imagenes a

menor resolucion sin interpolacion.

ENVOLTURA CONVEXA: Se define la envoltura convexa de un conjunto de
puntos X de dimension n como la interseccion de todos los conjuntos convexos

gue contienen a X.

FLUOROCROMO: Los fluorocromos son moléculas quimicas que absorben luz a

una determinada longitud de onda y emiten a otra diferente.

FLUIDO AMNIOTICO: Es un fluido acuoso que rodea y amortigua al feto en

desarrollo en el interior del saco amniético.

GAMETO: Nombre que se asigna a las células sexuales.
17



HETEROMORFISMO: Variantes ocasionales de la morfologia (en forma o tamafio)

o diferencias en la tincion de un cromosoma morfolégicamente normal.

HEURISTICA: Se denomina heuristica a la capacidad de un sistema para realizar
de forma inmediata innovaciones positivas para sus fines. La capacidad heuristica
es un rasgo caracteristico de los humanos, desde cuyo punto de vista puede
describirse como el arte y la ciencia del descubrimiento y de la invencion o de
resolver problemas mediante la creatividad y el pensamiento lateral o pensamiento

divergente.

HIBRIDACION IN SITU: Mapeo de un gen por hibridacion molecular de una
secuencia de ADN clonado marcada con radiactividad o flluorescencia en una

extensién cromosémica o un nucleo celular colocados en un porta.

HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA (CGH): Técnica de hibridacion in situ
con fluorescencia (FISH) utilizada para comparar dos muestras diferentes de ADN
en términos de dosis génica, especialmente util en el estudio de los cambios

cromosomicos en células cancerosas.

HISTONAS: Proteinas asociadas con el ADN en los cromosomas.

HUSO ACROMATICO: Es el conjunto de microtubulos que fijan los cromosomas

durante la mitosis.

INVERSIONES: Una parte del cromosoma se rompe y se reorienta en direccion
opuesta (180°) antes de reasociarse, con lo que dicha secuencia aparece

invertida.

ISOCOROS: Fragmentos largos de ADN que muestran una composicién de base

uniforme.
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MITOCONDRIAS: Son organulos, presentes en practicamente todas las células
eucariotas, encargados de suministrar la mayor parte de la energia necesaria para
la actividad celular; actian por tanto, como centrales energéticas de la célula y
sintetizan ATP por medio de la fosforilacién oxidativa. Realizan, ademas, muchas
otras reacciones del metabolismo intermediario, como la sintesis de algunos

coenzimas.

NUCLEOLOS: Granulos constituidos por acido ribonucleico ubicados hacia la
region central del ndcleo. Son cuerpos densos de forma redondeada que carecen

de membrana.

NUMERO DIPLOIDE: Numero constante de cromosomas caracteristicos, que

posee cada célula somatica de una especie animal o vegetal.

NUMERO HAPLOIDE: Numero de cromosomas de un gameto normal, que tiene
un solo miembro de cada par cromosomico. El nimero haploide en humanos es
23.

POLISACARIDOS: Son biomoléculas formadas por la uniéon de una gran cantidad
de monosacaridos. Se encuadran entre los glucidos, y cumplen funciones

diversas, sobre todo de reserva energética y estructural.

REPLICACION: Proceso por el cual las moléculas de ADN forman duplicados

exactos de si mismas.

TRANSLOCACIONES: Cuando una porcion de un cromosoma se transfiere a otro
cromosoma. Hay dos tipos principales de translocaciones: la translocacion
reciproca, en la que se intercambian segmentos de dos cromosomas distintos, y la
translocacién Robertsoniana, en la que dos cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15,
21, 22) se fusionan por sus centromeros (fusion céntrica).
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SOLUCION HIPOTONICA: Es aquella que tiene menor concentracion de soluto en
el medio externo en relacién al medio citoplasmatico de la célula humero modal

(nimero cromosOmico observado con mayor frecuencia)

REFLEXION ESPECULAR: la reflexion especular es la reflexion de la luz de una
superficie donde la reflexion incidente se refleja (solamente) en un angulo igual al
angulo de incidencia (ambos tomados con respecto a la perpendicular en ese
punto). Tal comportamiento es descrito por la ley de Snell.

REGLAS HEURISTICAS: actian como impulsos generales dentro del proceso de
bdsqueda y ayudan a encontrar, especialmente, los medios para resolver los

problemas.

SPLINES: es una curva definida a trozos mediante polinomios.
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RESUMEN.

En este trabajo se describe un sistema de vision artificial que fue disefiado y
desarrollado con el fin de suministrar mayor agilidad al proceso de obtencion de
cariotipos a partir de metafases extendidas. Con este sistema, compuesto de una
camara fotogréfica digital se obtienen las imagenes de metafases de cromosomas
que son procesadas en el computador mediante una aplicacién software
desarrollada bajo el entorno de Matlab, con la cual se realiza de manera
interactiva la identificacion y clasificacion de cromosomas humanos bandeados.
Para el disefio del algoritmo se aprovecho al maximo el conocimiento y
experiencia del citogenetista en el andlisis visual y clasificacion del cromosoma,
tratando de incorporar mediante procedimientos apropiados (algoritmos), las
reglas heuristicas utilizadas por el citogenetista para la clasificacion de los

cromosomas.

21



INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha observado el gran auge, desarrollo y aplicabilidad que
han tenido las camaras fotograficas digitales y los programas de procesamiento de
iméagenes en diferentes &mbitos como la astronomia, la industria, la medicina, la
biologia, etc. convirtiétndose en herramientas versatiles y economicas para el
desarrollo de sistemas de vision artificial que han permitido dar soluciones a
diversos problemas. Aprovechando la capacidad que poseen las maquinas para
procesar informacion de manera rapida y con mayor exactitud, estas se adaptan
bien para la realizacién de tareas que son laboriosas, repetitivas, aburridas y de
mucho consumo de tiempo para una persona, evitindose que los resultados de
dichas tareas se vean afectadas por la eficiencia, destreza y estado de animo del
ser humano. Ademas, el desarrollo de nuevas técnicas de procesamiento de
imagenes y el avance en el campo de la inteligencia artificial, han permitido que un
mayor niumero de problemas que antes parecian imposibles de resolver, ahora

sean cosa del pasado.

Para las personas que trabajan en el dominio de la genética, biologia, medicina y
afines, el analisis de los cromosomas es de gran utilidad, pues permite no solo
diagnosticar alteraciones y enfermedades en los individuos tratados, sino también
llevar a cabo investigaciones tendientes a determinar sus posibles origenes y
métodos de prevencidn o cura. Dicho analisis requiere de imagenes de buena
calidad, para el reconocimiento y organizacion de los cromosomas en una imagen,
con el fin de establecer el cariotipo de un individuo de tal forma que caracteristicas
como el tamario, la ubicacion del centrémero y patron de bandas sean facilmente
visibles. Pero la tarea de clasificacion de los cromosomas para obtener el

cariotipo, es pesada, dificil y de considerable consumo de tiempo para el
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citogenetista. La naturaleza tediosa de su obtencion de forma manual ha motivado
a muchos investigadores de procesamiento de imagenes y vision por computador
a buscar técnicas semiautomaticas o automéaticas de procesamiento de imagenes
para elaborar el cariotipo. Por mas de 25 afios médicos, fisicos, matematicos,
ingenieros y cientificos en ciencias de la computacion han tratado dicho problema.
En un importante sentido el cariotipo automatico fue uno de los primeros
problemas de andlisis de imagen digital y reconocimiento de patrones gréficos. En
todos estos afios se ha realizado un considerable esfuerzo de investigacion en
este campo por tratarse de un problema complejo y a la vez importante. En estos
estudios, las estrategias utilizadas por los citogenetistas han sido incorporadas
mediante algoritmos, para realizar la clasificacion de los cromosomas. Aunque los
resultados reportados son alentadores, el cariotipo automatico es considerado
todavia una tarea dificil debido principalmente a la alteracion de la forma,
originada por la naturaleza no rigida de los cromosomas que les da apariencias
imprevisibles dentro de las fotografias, haciendo que las aplicaciones software

requieran la intervencion humana para lograr obtener un buen cariotipo.

El objetivo principal de este trabajo fue la incorporacion de nueva tecnologia en el
Laboratorio de Genética Humana de la Universidad del Cauca, para efectuar de
una manera mas rapida, sencilla y econdmica la adquisicion de las imagenes,
evitandose la cantidad de tiempo y el costo que conllevaba el proceso de revelado
de la fotografia adquirida con la camara de rollo. Ademas, con los microscopios
con que cuenta el laboratorio y aprovechando la variedad de prestaciones de las
camaras fotograficas digitales convencionales actuales, se pueden realizar
fotomicrografias de una calidad razonable. Igualmente, mediante la aplicacion
software desarrollada bajo el entorno de Matlab, se evita al citogenetista tener que
hacer tareas agobiantes y demoradas como el recorte y ordenado de los
cromosomas permitiéndole enfocarse mas en el analisis de alteraciones

cromosomicas y realizar de una manera mas rapida y segura un diagnostico de
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posibles anormalidades. Por udltimo, el sistema incorporado ofrece la ventaja de

ser mejorado de acuerdo a los avances tecnoldgicos.

Aunque si bien es cierto que en la actualidad se cuenta con sistemas comerciales
que realizan este trabajo, su alto costo hace que solo instituciones con grandes
recursos econémicos puedan adquirirlos. Ademas, su complejidad ofrece un
margen estrecho de posibilidades para su mejoramiento, teniendo que ser
reemplazado por completo ante una posible falla. Por otra parte, el usuario que lo
manipule debe tener conocimientos basicos acerca de técnicas de procesamiento
de imagenes, para darle un uso adecuado a las herramientas que brinda la

aplicacién software para garantizar un buen resultado y desempefio del sistema.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Optimizar el proceso de adquisicion y clasificacion de imagenes de cromosomas

humanos bandeados mediante la implementacién de un sistema de vision artificial,

en el Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la Salud

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar las caracteristicas y criterios basicos de identificacion y
clasificacion de cromosomas en los que se basa el citogenetista para la

elaboracion de cariotipos.

Investigar los diferentes dispositivos para la adquisicion de imagenes de
cromosomas que permitan obtener imagenes de buena calidad, en menos

tiempo y que sean econdmicos.
Desarrollar una herramienta software de identificacion y clasificacion de

cromosomas humanos mediante técnicas de procesamiento digital de

imagenes.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ASPECTOS CITOGENETICOS

Todas las células tienen cromosomas, los cuales se encuentran en el ndcleo en
namero constante para cada especie. Cada célula somatica normal en la especie
humana tiene 46 cromosomas, lo que constituye su numero diploide o par de
cromosomas 2n. Los gametos solo tienen 23 cromosomas, que es el namero
haploide o simple n en el humano. Los 46 cromosomas se distribuyen por pares y
los dos que forman cada par se denominan homologos. De los 23 pares, 22 se
encuentran tanto en las células masculinas como femeninas y se llaman
autosomas y el otro par, denominados cromosomas sexuales o gonosomas, son

dos cromosomas X en la Mujer (46,XX) y un Y en el varén(46, XY).

El nUmero de cromosomas se mantiene constante en las células somaticas por el
fendmeno de la divisién llamado mitosis y se reduce a la mitad en los gametos por
la division conocida como meiosis. Fallas en cualquier de estos dos procesos
ocasionan las alteraciones en el numero de los cromosomas. También agentes de
diversa indole puede alterar la morfologia de los cromosomas dando por resultado
aberraciones de tipo estructural. Por lo tanto, la citogenética es el estudio de los
cromosomas Yy sus alteraciones (estructurales o numéricas) y las enfermedades

relacionadas con estas alteraciones.
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1.1.1 EL CICLO CELULAR

Desde que una célula ‘nace’ hasta que se divide en dos células hijas transcurre un
periodo de tiempo, llamado ciclo celular (ver Figura 1) En cada ciclo celular hay

dos etapas: la interfase y la mitosis.

CICLO CELULAR
1. Interfase 2. Profase
" an
0. Telofase 6. Division de la célula

)

Figura 1 Esquema del ciclo celular.

1.1.1.1 La interfase. Es el periodo de reposo que experimenta una célula entre
division y division. Los cromosomas aparecen como filamentos delgados y
extendidos. Durante la interfase, la célula crece y copia las estructuras que la
forman, como las mitocondrias o los cloroplastos, y cuando esta a punto de
terminar, las moléculas de ADN (genes) se duplican mediante un proceso llamado
replicacion y los cromosomas se reproducen, es decir, cada cromosoma origina un
cromosoma hijo o croméatida. Las dos cromatidas de un cromosoma se mantienen
unidas por el centromero. Cada uno de los dos centriolos se aparea con un

centriolo hijo de tamafio menor.

1.1.1.2 La mitosis. Una vez que la célula ha realizado durante la interfase una

copia de su ADN, entra en un proceso de division celular, que recibe el nombre de

mitosis. Durante la mitosis, la célula se divide y da lugar a dos células hijas, cuyo
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namero de cromosomas es igual al de la célula madre. La mitosis se divide en

cuatro fases: profase, metafase, anafase y telofase.

1.1.1.2.1 Profase. Al principio de la profase los cromosomas llegan a ser diferentes
por primera vez. Ellos se vuelven poco a poco mas cortos a través de un proceso
de contraccion o condensacion (la cromatina se condensa y aparecen los
cromosomas) La membrana del nicleo se rompe y empieza a desaparecer junto
con los nucleolos. Aparecen los asteres y los centriolos se separan aun mas.
Entre los centriolos aparecen filamentos que le dan mayor forma al huso
acromético. Cada cromosoma reaparece constituido de dos cromatidas adheridas
a un centromero. Mientras estan juntos, es comun llamar a cada parte del
cromosoma duplicado, crométida hermana. Esto no debe confundirnos, cada una

de las "cromatidas hermanas" es un cromosoma completo.

1.1.1.2.1 Metafase. La membrana nuclear ha desaparecido y el huso se extiende
entre los polos de la célula. Es el periodo en el que los cromosomas se colocan a
la misma distancia de los polos, en un plano perpendicular al huso acromatico, y
se doblan en forma de horquilla.

1.1.1.2.2 Anafase. Cada cromosoma se divide en dos, permitiendo que las
cromatidas hermanas (cromosomas hijos) se separen y se aparten en dos grupos

atraidos hacia los polos opuestos de la célula.

1.1.1.2.3 Telofase. Los cromosomas se alargan y desarrollan formando la
cromatina. Desaparecen los asteres y el huso. Se produce un estrangulamiento en
la parte central de la célula que termina dividiéndola en dos; el proceso se llama
citocinesis. Reaparecen los nucleolos y se forma una membrana nuclear alrededor
de los cromosomas agrupados en cada polo celular. En la dltima fase de la

mitosis, el citoplasma se divide en dos y se forman dos células hijas. Terminado el
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proceso, las células entran nuevamente en interfase o periodo de reposo. Ahora,

cada célula hija entra en un nuevo ciclo celular.

La mitosis asegura que cada una de las células de un organismo pluricelular tenga
el mismo numero de cromosomas que las demas y, de esa manera, se conserve

la informacién genética que determina las caracteristicas del organismo [10], [26].

1.1.2 LOS CROMOSOMAS. Los cromosomas son los portadores de la mayor
parte del material genético y condicionan la organizacion de la vida y las
caracteristicas hereditarias de cada especie. Son estructuras complejas
localizadas en el nacleo de las células, compuestas por ADN, histonas y otras
proteinas, ARN y polisacaridos. Son basicamente los "paquetes" que contienen el
ADN. La funcién de los cromosomas es conservar, transmitir y expresar la
informacion genética que contienen. Las alteraciones en la forma, tamafio y
distribucion de los mismos influyen en la aparicion de células anormales y
consecuentemente en la aparicion de individuos con caracteristicas genéticas

alteradas.

. ‘

T
Cromatide

10n

Telomero

Figura 2. Esquema general de un cromosoma.

Normalmente los cromosomas no se pueden ver con un microscopio 6ptico, pero
durante la division celular se condensan lo suficiente como para poder ser
facilmente analizados a 100X. Bajo el microscopio, los cromosomas se ven como

estructuras delgadas y alargadas, constituidos por dos cromatidas hermanas
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idénticas en grosor, longitud y con igual informacion genética, dichas cromatidas
presentan un estrechamiento o constriccion primaria, menos tefido que el resto
del cromosoma, llamada centrémero (ver Figura 2), el cual determina el largo de
los brazos del cromosoma. El brazo corto se designa como p y el brazo largo
como g. Cada brazo se nombra por €l nimero del cromosoma al que pertenece,
seguido de la letra p o q. Por ejemplo, 6p es el brazo corto del cromosoma 6, 8q el
brazo largo del cromosoma 8, etc. Por convencion, en los diagramas se colocan
los cromosomas alineados por el centromero y con el brazo p siempre hacia arriba
[40].

1.1.3 TECNICAS DE ANALISIS DE CAMBIOS GENETICOS. Cuando no existian
las técnicas de bandeo cromosomico era muy dificil diferenciar unas parejas
cromosdomicas de otras en algunas especies, ya que el Unico criterio para
ordenarlos era el tamafio y la posicion relativa del centromero (longitudes relativas
de cada brazo) Hoy en dia, existen varios métodos desarrollados para el analisis

de cariotipo.

= (Citogenética convencional: Técnicas de bandeo de resolucion estandar y de

alta resolucion (AR)

= Citogenética molecular: Hibridacion in situ fluorescente (FISH), hibridacién in
situ fluorescente multicolor (M-FISH o SKY) y la hibridacion gendmica

comparada (CGH)

Estas ultimas metodologias representan una auténtica revolucion en el area de la
genética, dado que han permitido mejorar la sensibilidad y la precisiéon de los
diagnésticos citogenéticos. Estas son utilizadas como complemento de las

primeras.

1.1.3.1 Citogenética convencional. La tincién de las muestras puede realizarse
por diversas técnicas de bandeo cromosémico y en diferentes tejidos. Utilizando
estas técnicas de forma rutinaria en laboratorios de citogenética, se puede
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observar en los cromosomas bandas palidas y oscuras alternativamente, que
definen grandes regiones cromosomicas llamadas isocoros (ver Figura 3) Este
bandeo o bandeado de cromosomas no es consecuencia de agrupamientos
fortuitos, sino que esta relacionado con la organizacién estructural del genoma,
reflejando variaciones tales como la composicion de bases, grado de
condensacion cromosémica, conformacion de la cromatina, secuencias repetitivas
y no trascritas, etc. Como menciona Cabrera, los patrones de bandas de cada
cromosoma son practicamente idénticos en células diferentes, y en casi todos los
tejidos, pero pueden diferir entre individuos, por ejemplo, al menos 12
cromosomas muestran variaciones en la longitud de ciertos segmentos en

distintas personas?
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Figura 3. Evaluacion de la resolucién de una metafase. a) Cromosomas 7 con resolucién inferior a
las 400 bandas, b) cromosomas 7 con resolucion aproximadamente igual a las 400 bandas, c)
cromosomas 10 con resolucién inferior a las 550 bandas, d) cromosomas 10 con resolucion
aproximadamente igual 550 bandas.

A la menor resolucion ya se pueden distinguir zonas claras y oscuras en
posiciones constantes y caracteristicas para cada cromosoma (ver Figura 3 y
Figura 4) Esas bandas se enumeran partiendo desde el centromero para ambos
brazos. Empleando técnicas de mayor resolucion se pueden observar zonas
claras y oscuras dentro de cada banda principal. En funcion de la resolucion
cromosomica alcanzada, las bandas principales se subdividen sucesivamente en

mas bandas (ver Figura 10). A todas ellas se les asigha un nombre, que incluye el

! CABRERA, Jos¢; SANCHEZ, Angel; HERRAEZ, Miguel. Biologia molecular e
ingenieria genética. Ciudad: Elsevier Espafia, 2001. 467 p. ISBN 8481745057
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cromosoma, el brazo y un numero correlativo desde el centrémero hacia los

extremos.

1.1.3.1.1 Bandeado de resolucion estdndar. Esta metodologia de bajo costo, permite
el analisis detallado de todos los cromosomas, la deteccién anomalias numéricas
y estructurales. Las anomalias numéricas (aneuploidias) implican la pérdida y/o
ganancia de uno o varios cromosomas completos y puede incluir tanto a
autosomas como a cromosomas sexuales. Las anomalias estructurales implican
cambios en la estructura de uno o varios cromosomas, las mas comunes son:
deleciones, inversiones, translocaciones. Con estas técnicas pueden detectarse

alrededor de 300 a 500 bandas por grupo haploide.
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Figura 4. Cariotipo con bandeo G de resolucién estandar.

1.1.3.1.2 Bandeo de alta resolucion. La técnica de bandeo de alta resolucién
consiste en el andlisis de los cromosomas en profase y pro metafase,
incrementando asi el nUmero de bandas visibles al microscopio. Los cromosomas

en profase y pro metafase pueden alcanzar una resolucién superior a las 800
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bandas (ver Figura 5) De esta manera, al producirse una elongacién de los
cromosomas es posible la deteccién de alteraciones estructurales mas pequefias
como microdeleciones, duplicaciones y sutiles translocaciones. También se utiliza
para la confirmacién de resultados obtenidos en un cariotipo de resolucién
estandar, y para definir en forma precisa los puntos de ruptura de los cromosomas

involucrados en alteraciones estructurales.
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Figura 5. Cariotipo con bandeo de alta resolucién.

La técnica de bandeo de alta resolucion debe reservarse para casos donde un
sindrome puede ser producto de una microdelecion o microduplicacion. Por lo cual
su andlisis requiere de cromosomas con una resolucién superior a 650 bandas.
Debido a la dificultad que requiere el analisis de cromosomas de alta resolucion, él
bandeo con un numero mayor de bandas sélo debe ser indicado para mapear
regiones cromosomicas especificas. Para el bandeado de cromosomas se
emplean diferentes métodos de tincion del ADN con colorantes especificos como:
Bandeo G (él mas utilizado), bandeo R, bandeo Q, bandeo T y bandeo C [19],

[64].
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La ventaja de la citogenética convencional radica en el estudio de todos los
cromosomas, pero presenta varias limitaciones como la necesidad de que existan
células en division y en ocasiones se pueden valorar pocas metafases (menos de
20) Por otra parte, los cromosomas pueden presentar unas bandas cromosomicas
poco definidas siendo imposible determinar el cariotipo. En este caso, no sera
factible la deteccion de alteraciones cromosOmicas que afecten a regiones

genéticas muy pequenas.

1.1.3.1.3 Preparacion de las células para obtener el material cromosémico. Es posible
visualizar los cromosomas por medio de la microscopia de luz y de tinciones
especiales, el proceso para obtener el material cromosémico se realiza en

diversos pasos:

= Recoleccién de la muestra y preparacion inicial. Practicamente, cualquier
tejido que tenga células que se dividen puede utilizarse, por ejemplo, sangre

periférica, médula ésea, fluido amniotico y productos de la concepcion.

= Cultivo celular. En esta fase se estimulara el crecimiento y division de las

células.

* Incubacion. La muestra es puesta en incubacion por un tiempo entre 48 a 72

horas.

= Cosecha. Este paso es muy importante para obtener preparaciones de alta
calidad. Se adiciona colchicina para detener la divisién de las células en la
etapa de metafase de la mitosis. Se aplica una solucién hipotonica para romper
las membranas celulares (las células se hinchan), y para finalizar el paso de la

cosecha, se realizan 3 lavados.

= Goteo. Posterior a los lavados, por medio de centrifugacion, se obtiene un

boton celular blanco, el cual se suspende en la misma solucién fijadora y se
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procede a gotear en un portaobjetos a unos cuantos centimetros, esto es con el

objetivo de "reventar" las células y obtener los cromosomas.

= Envejecimiento. En este paso se espera a que los cromosomas pierdan

humedad. Se puede aplicar calor al portaobjetos para deshidratar la muestra.

= Tincion. Existen muchos tipos de tinciones para observar los cromosomas. La
mas utilizada es la tincion con colorante Giemsa. Por medio de estas bandas
podemos distinguir las caracteristicas de un cromosoma y determinar si es

normal o presenta alguna anomalia estructural.

= Analisis de las muestras (Lectura) Mediante el microscopio se selecciona
las metafases mas extendidas (es decir, células reventadas) y mejor tefiidas.
Se determina él numero modal (nimero cromosémico observado con mayor
frecuencia) en un minimo de 30 metafases. Se determina el sexo cromosémico
del individuo. Por ultimo, se seleccionan las mejores metafases para fotografiar

y hacer posteriormente el montaje del cariotipo o cariograma [10], [40], [64].

Para complementar las técnicas citogenéticas convencionales, actualmente se
dispone de las técnicas citogenéticas moleculares. Estas técnicas son muy utiles
para determinar de forma inequivoca cariotipos complejos y cromosomas no
identificables con las técnicas de bandeo (cromosomas marcadores) Sin embargo,
hoy en dia a pesar de existir técnicas muy novedosas para la caracterizacion
genética de las células tumorales, se debe seguir realizando la citogenética
convencional porque permite conocer todos los cromosomas implicados en un
solo experimento. A su vez, alun quedan muchas patologias por caracterizar y en

las cuales la citogenética seguira siendo clave para definir nuevos marcadores.

1.1.3.2 Citogenética molecular. Normalmente, este estudio se realiza sobre
cromosomas en el estado de pro metafase o metafase. La utilizacion citogenética

de los fluorocromos constituye un eficaz instrumento para la caracterizacion de las
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diferentes regiones cromosomicas basandose en su contenido en ADN. Estas
sustancias son capaces de interaccionar especificamente con fragmentos de ADN.
Las diferencias cualitativas y cuantitativas del ADN a lo largo del cromosoma, se
traducen en diferencias de emision fluorescente bajo diferentes longitudes de onda
(ver Figura 6) Las técnicas de hibridacion “in situ” se utilizan para localizar
secuencias determinadas de acidos nucleicos en los cromosomas y en los nucleos
celulares interfasicos. Actualmente se disponen de sondas especificas para cada
cromosoma humano, e incluso sondas especificas para cada uno de los brazos
cromosomicos de estos, lo que permite analizar diferentes anomalias

cromosomicas [19], [40].

Figura 6. Cariotipo obtenido con técnicas de hibridacion “in situ”.

1.1.4 ANALISIS CROMOSOMICO. Las células somaticas humanas normales
tienen 46 cromosomas: 22 pares homélogos comunes a hombres y mujeres
llamados autosomas, el otro par es dimérfico y es el par de cromosomas sexuales,
XX en mujeres y XY en hombres. En humanos debido a nuestra condicion de ser
diploides, los cromosomas son enumerados por pares de manera decreciente
comenzando por el par de mayor tamafo. ElI par 23 corresponde a los
cromosomas sexuales. Es de notar que un miembro de cada par de cromosomas

es heredado del padre y el otro se recibe de la madre.
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1.1.4.1 La posicién del centromero. Cada uno de los cromosomas tiene un
estrechamiento o constriccion primaria llamado centrémero situado en una
posicion constante en cada par de cromosomas. Los cromosomas humanos
presentan tres formas basicas (ver Figura 7) y se pueden clasificar de acuerdo con

la posicion del centrémero en:

1.1.4.1.1 Metacéntricos. El centrobmero esta ubicado mas o menos en el centro,

es decir los brazos p y q son aproximadamente de la misma longitud.

1.1.4.1.2 Submetacéntricos. El centromero se encuentra desplazado claramente
del centro. Tienen los brazos corto y largo de longitudes desiguales, con el

centrdbmero mas proximo a uno de los extremos.

1.1.4.1.3 Acroceéntricos. El centrébmero estd ubicado cerca a un extremo. (Un
brazo considerablemente grande comparado con el otro.) Tienen el centrobmero
muy cerca de un extremo, con un brazo corto muy pequeiio. Con frecuencia tienen
constricciones secundarias en los brazos cortos, conectando trozos muy pequefios
del ADN al centrémero, llamados tallos y satélites. Los tallos contienen genes que
codifican el ARN ribosémico. Los cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21y 22)
presentan pequefias masas de cromatina llamadas satélites, unidas a los brazos

cortos por medio de tallos muy delgados llamados constricciones secundarias.

Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico

Figura 7. Clasificacion de cromosomas segun posicion del centromero.
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Los cromosomas metacéntricos, submetacéntrico y acrocéntricos, se observan
principalmente en humanos en proporciones definidas logrando un nimero normal

de 46 cromosomas.

1.1.4.2 Organizacion. De acuerdo a su longitud, los cromosomas se clasifican en
siete grupos A, B; C; D; E; F; G (ver Tabla 1)

LIENT
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1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Iy | X Y

Figura 8. Juego completo de cromosomas en el hombre.

Tabla 1. Clasificacion de los cromosomas humanos.

TAMANO | GRUPO CROMOSOMAS CLASIFICACION

A 123 Submgtac_éntrico (2),
Grandes ' metacéntricos (1, 3)

B 4,5 Submetacéntricos
Medianos C 6, 7,8,9,10, 11, 12, X Subm(,atagéntricos

D 13, 14, 15 Acroceéntricos

E 16, 17, 18 Submetacéntricos
Pequefios | F 19, 20 Metacéntricos

G 21,22, Y Acrocéntricos

1.1.4.3 Idiograma. Un idiograma es una representacion esquematica del tamafio,
forma y patron de bandas de todo el complemento cromosémico utilizando
tinciones, donde los cromosomas se sitlan alineados por el centrémero, y con el
brazo largo siempre hacia abajo; en este mapa se muestra la relacion entre los
brazos corto y largo, el centrémero y, en el caso de cromosomas acroceéntricos, los
tallos y satélites (ver Figura 8 y Figura 9) También se ilustran los patrones de

bandas especificos. Cada banda se numera para ayudar en la descripcién de
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reorganizaciones. Las bandas son enumeradas, iniciando a partir del centrémero
hacia fuera desde 1 hasta 3 0 4, segun sea el caso. Estas regiones se subdividen
poniendo numeros de menor a mayor desde el centromero al igual que las
regiones grandes del cromosoma que ya se han dividido creando estas
subregiones (ver Figura 10) Estas mediciones se han propuesto para referenciar
los puntos citogenéticos exactos de alguna patologia o hallazgo genético. El
ideograma permite hacer un reconocimiento mas facil de los cromosomas
bandeados. Para cada tipo de bandeo (Bandas Q, G, C, R, N y T) existe un

ideograma especifico.

il W 1A s E 1
TINEN
l]jl]irn
TN BRI
~ ‘IIJEE[-
N

Figura 9. Idiograma.

Los ideogramas, de los cromosomas 1, 9 y 14 con bandas G (ver Figura 10), son
ejemplos tipicos, respectivamente, de cromosomas  metacéntricos,

submetacéntricos y acrocéntricos.
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Figura 10. Idiogramas de los cromosomas 1, 9y 14.

1.1.4.4 Realizacion del cariotipo. Para desarrollar un cariotipo, se toman
imagenes de las células en metafase que tengan la mejor calidad, bien mediante
fotografia tradicional o por digitalizacion de imagen. Primero se observan y
cuentan los cromosomas para confirmar que coincide con el nimero diploide
normal (la presencia de 46 cromosomas) Como se dijo anteriormente, en una
dotacion cromosémica normal, el grupo G consta de cuatro cromosomas muy
pequefios y acrocéntricos y el Gnico cromosoma que también es pequefio y
acrocéntrico es el Y. Por lo tanto, una primera aproximacion al sexo del individuo

es contar el nUmero de cromosomas pequefios y acrocentricos.
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Figura 11. Cariotipo.
Luego los cromosomas son organizados de manera decreciente segun su longitud

y son dispuestos en los siete grupos mencionados (ver tablal), observando la

forma y posicion del centromero. Por dltimo, con la ayuda del ideograma se
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analiza cada uno de los grupos para formar las parejas de cromosomas, haciendo
una comparacion critica banda por banda con su homdlogo, observando el
namero, posicion y ancho de bandas presentes en cada uno. Los pares de
cromosomas iguales, denominados homologos, se ordenan por tamafios
decrecientes desde el par 1 hasta el par 22, con el brazo largo siempre hacia
abajo (ver Figura 11) El par 23 corresponde a los cromosomas sexuales. A esta
organizacion se le denomina cariotipo o ideograma de cromosomas. El cariotipo
permite al citogenetista examinar alin mas en detalle cada cromosoma en busca

de cambios estructurales.

No existe un método o técnica determinado para la realizacion del cariotipo,
depende de determinados criterios que a juicio del citogenetista son los mas
sencillos, pero teniendo en cuenta que puede haber otros métodos u otras formas
de realizar el cariotipo. Otro factor a tener en cuenta es que en cada célula la
tincién y condensacion de los cromosomas puede variar algo, por ello las bandas
o el aspecto de los mismos puede observarse de alguna forma ligeramente distinta
[10], [26], [40], [64], [77].

1.2. PARAMETROS FUNDAMENTALES DE UN SISTEMA DE VISION
ARTIFICIAL

La manera en que se prepare el sistema de vision depende del tipo de analisis y
tratamiento que se necesita realizar. El sistema de vision debe producir suficiente
calidad de imagen para permitir extraer la informacion deseada acerca del objeto
de la imagen. Hay que notar que la calidad de imagen establecida para una

aplicacion, puede resultar inadecuada para otra aplicacion.
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Figura 12. Componentes de un sistema de vision artificial.

Como recomienda Edmund Optics, es importante integrar componentes con el
mismo nivel de desempefio. La integracion apropiada de todos los componentes
(incluyendo camara, tarjeta de captura, monitor, PC, software y cables), resultara

en un desempeiio 6ptimo del sistema?.

1.2.1 PARAMETROS OPTICOS QUE AFECTAN LA CALIDAD DE LA IMAGEN

1.2.1.1 Resoluciéon. Hay dos tipos de resolucion a considerar en la preparacion
de un sistema de vision: resolucion de pixel y poder de resolucion. La resolucion
de pixel se refiere al minimo nimero de pixeles que se necesita para representar
el objeto bajo inspeccion. Hay que intentar tener al menos dos pixeles para

representar el rasgo mas pequefio (ver Figura 13)

2 EDMUND OPTICS. Edmund Optics Technical Library: Imaging, Illumination and Optical Instruments.
Disponible en la pagina web: http://www.edmundoptics.com/techSupport/.
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Figura 13. Parametros que afectan la calidad de una imagen.

El poder de resolucién indica la cantidad de detalle del objeto que el sistema de
vision puede reproducir. El poder de resolucién del sistema depende de la falta de
definicion causada por la difraccion, errores opticos (aberraciones), tolerancias de
fabricacion, el espaciamiento de punto, y de la capacidad del sistema para
detectar contraste. El fendmeno de difraccion consiste en que gran parte de la luz
gue atraviesa un objeto es dispersada por este en multiples direcciones y angulos,
por lo que un punto iluminado en el plano objeto aparece en el plano imagen como
un circulo de luz rodeado de una serie de anillos brillantes y oscuros producidos
por interferencias constructivas y destructivas. Este fenomeno restringe la
capacidad de las lentes de mostrar puntos o bordes perfectamente. A partir de lo
enunciado, se define el limite de resolucion (d) de una lente como la distancia

minima a la que pueden estar situados dos puntos para su perfecta discriminacion.

061*4 _ 0.61*4

d -
AN  n*sena

Ec.1

De la ecuacion 1 se define el poder de resolucion como Pr = 1/d, el cual es la
propiedad del sistema Optico de discriminar detalles finos y depende de tres

factores:

e Lalongitud de onda (A) de la fuente de luz empleada para iluminar el objeto.
e La apertura angular de la lente (a).
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e El indice de refraccion (n) del medio que usa el objetivo a través del cual

pasa la luz desde la placa de la muestra al objetivo.

Los efectos de difraccion determinan el tamafio minimo del foco, y junto con la
sensibilidad del sensor y el flujo de luz establecen la apertura requerida. Por
ejemplo, el cierre de la abertura de la lente puede ayudar a aumentar la
profundidad de campo (nitidez) y disminuir los efectos de esas aberraciones, y
mejorar el desempefo de la lente, sin embargo, a medida que la abertura de la
lente se cierra el limite de difraccion llega a ser cada vez mas perjudicial. Teniendo
en cuenta lo dicho, tres factores contribuyen a la resolucién de su sistema de
vision: campo de visidn, el tamafio del sensor de la camara y el numero de pixeles

en el sensor.

1.2.1.1.1 Campo de vision (FOV) EIl campo de vision es el area del objeto bajo
inspeccion que la camara puede adquirir. En otras palabras, es la porcion del

objeto que llena el sensor de la cAmara (ver Figura 13)

1.2.1.1.2 Tamanio del sensor y namero de pixeles en el sensor. El tamafio del sensor de
la camara es importante en la determinacion del campo de visién, y la
determinacion de la resolucion minima. La longitud diagonal del sensor especifica
el tamafno del area activa del sensor. El niumero de pixeles en el sensor debe ser
mayor o igual a la resolucion de pixel. Este parametro es importante en la
determinaciéon del aumento apropiado de los lentes, requerido para obtener un

campo de vision deseado

1.2.1.1.3 Distancia focal de la lente. Cuando se determina el campo de vision y el
tamafio del sensor apropiado, se puede decidir qué tipo de lente de la cAmara
satisface el sistema de vision. Una lente se define por su distancia focal, la cual si

es la apropiada puede minimizar la distorsién.
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1.2.1.2 Contraste. La resoluciébn y contraste son factores estrechamente
relacionados que contribuyen a la calidad de la imagen. El contraste define las
diferencias en los valores de intensidad entre el objeto bajo inspeccion y el fondo.
El sistema de vision debe suministrar bastante contraste para distinguir los objetos
del fondo. Utilizando técnicas apropiadas de iluminacion se puede mejorar el
contraste del sistema. El contraste de la lente se define tipicamente en términos
del porcentaje de contraste del objeto reproducido. La habilidad del sensor para
reproducir contraste es usualmente especificado en términos de decibeles (dB) en

camaras analdgicas y bits en camaras digitales.

1.2.1.3 Profundidad de campo o zona de enfoque (PDC) Es la distancia entre
el punto mas cercano y mas lejano del sujeto que aparecen nitidos en una
posicion determinada del enfoque. Al disminuir la abertura, la profundidad de
campo crece y al aumentarla disminuye (ver Figura 14). En general, el PDC puede
aumentarse, cerrando la abertura de la lente (es decir, aumentando la relacién f/#
= distancia focal / didmetro abertura), sin embargo, la iluminacién debe ser

aumentada.

Do s At I

0000000

« Numero F = distancia focal / diametro abertura
« 1-14-2-28-4-56-8-11-16 -22

Figura 14. Representacion geométrica de la variacion de la abertura.

1.2.1.4 Errores de Perspectiva. Los errores de perspectiva ocurren a menudo
cuando el eje de la camara no es perpendicular al objeto que se esta
inspeccionando. Los errores de perspectiva aparecen como cambios en la

amplificacion del objeto dependiendo de la distancia del objeto a la lente. Para
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tomar mediciones precisas de la imagen, el error de perspectiva se corrige

aplicando técnicas de calibracion a la imagen.

1.2.1.5 Distorsion. La distorsion es una aberracibn geométrica causada por
errores opticos en la lente de la cAmara, que causa una diferencia en el aumento
en diversos puntos de la imagen. La lente de una camara tipica introduce
distorsion radial. Esto causa que los puntos que estan lejos del centro optico de la
lente aparezcan aun mas alla de este. Cuando la distorsion ocurre, la informacién
en la imagen esta mal colocada respecto al centro del campo de vision, pero la
informacion no esta perdida realmente (ver Figura 15) Por consiguiente, se puede

corregir la imagen a través de la calibracion espacial.

Barrel Pincushion

(negative) ‘\\\ (positive

— B

AD / Predicted Distance (PD)
‘ Actual Distance (AD)

o J ]
| — e e \
b Non-Distorted Image /b T

Figura 15. llustracién de distorsion negativa (barril) y positiva (acerico)

1.2.1.6. lluminacion. No es raro luchar con problemas de resolucion y contraste
dentro de un sistema de imagen, mientras se menosprecie el poder de la
iluminacién apropiada. De hecho, la calidad de imagen deseada puede
tipicamente ser encontrada mejorando el esquema de iluminacién, en lugar de
investigar en detectores de la mas alta resolucién, lentes de imagen y software. Se
debe tener presente que la intensidad de luz apropiada en la imagen final es

directamente dependiente de la seleccion del componente.
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los distintos tipos de lluminacion.

Tipo de
iluminacion.

Ventajas

Desventajas

Tipo

Frente difuso.

Minimiza sombras y
reflexiones
especulares.

Rasgos de superficie menos
diferentes.

Lineas fluorescentes,
anillos fluorescentes.

Direccional (solo
y bilateral)

lluminacién fuerte,
relativamente igual.

Sombras, resplandor.

Solo (mostrado) vy
guias de luz de fibras
Opticas dobles.

Solo direccional,
vista incidente.

Muestra defectos
superficiales /
topologia.

Puntos calientes, sombreado
fuerte.

Guias de luz de fibra
Optica.

Extraccibn de rasgos | Fuente extremadamente | Diodos laser
Luz estructurada L : . .
S superficiales. intensa, absorbida por | generando lineas,
(generacion de . :
; algunos colores. guias de luz de fibra
lineas) AR
Optica lineal.
Reduce las sombras, | Patron circular | Fibra optica o guias
iluminacién resplandeciente de | de luz de anillos LED.
Anillos guia relativamente superficies altamente
uniforme. reflexivas, algunas veces

dificiles para montar.

Luz polarizada.

lluminacién uniforme,
elimina
especularidades.

Intensidad mas baja a través
del polarizador.

Filtros agregados para
muchos lentes
existentes y fuentes
de luz.

Axial difuso.

Libre de sombras,
iluminacién uniforme,
poco resplandor.

Intensidad mas baja a través
del divisor de rayo interno,
afecta FOV y WD.

lluminaciones axiales
con LED, adaptadores
fibra Optica- axiales
guiados.

La abertura de la lente, el sistema de aumento, la sensibilidad minima del sensor,

los ajustes de la camara (velocidad de obturacion, ganancia, etc.), filtracién y otros

parametros de iluminacion (por ejemplo, iluminacion constante), cada componente

afecta la cantidad de luz incidente sobre el sensor y, por lo tanto afecta la calidad

de la imagen del sistema. Estos factores necesitan ser ajustados para acomodar

objetos con diferentes caracteristicas (perfil, reflexividad, etc) Por ejemplo, la

iluminacion debe ser aumentada a medida que la abertura de la lente es cerrada

(es decir, un f/# mas alto) Las lentes de alto poder, generalmente requeriran mas
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iluminacion dado que las areas mas pequefias vistas reflejan menos luz
nuevamente dentro de los lentes. La intensidad de la luz para los productos de
iluminacién se especifica en términos de foto candelas (unidad inglesa) El lux, la
unidad equivalente del SI, puede ser convertida a foto candelas como sigue: 1 lux
= 0.0929 foto candelas. La tabla 2 ilustra las situaciones mas frecuentes de
iluminacion, que pueden refinar significativamente el desempefio de un sistema de
imagen [2], [20], [53].

1.2.2 PARAMENTROS ELECTRONICOS QUE AFECTAN LA CALIDAD DE UN
IMAGEN DIGITAL. Desde un punto de vista fisico, una imagen puede
considerarse como un objeto plano cuya intensidad luminosa y color puede variar
de un punto a otro. Si se trata de imagenes monocromas (blanco y negro), se
pueden representar como una funcién continua f(i, j) donde (i, j) son sus
coordenadas y el valor de f es proporcional a la intensidad luminosa (nivel de gris)
en ese punto. Para obtener una imagen que pueda ser tratada por el ordenador es
preciso someter la funcion f(i, j) a un proceso de discretizacién tanto en las
coordenadas como en la intensidad, a este proceso se le denomina digitalizacion.
La digitalizacion consiste en la descomposicion de la imagen en una matriz de m x
n puntos, donde cada punto tiene un valor proporcional a su nivel de gris (i, j) (ver
Figura 16) Dado que este valor puede ser cualquiera dentro de un rango continuo,
es preciso dividir dicho rango en una serie de k intervalos, de forma que el nivel de
gris de cada punto sea asignado a uno de los valores que representa dicho

intervalo.
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> (1, J)

—_
)
Figura 16. Descomposicion de la imagen en una matriz de m x n puntos. El pixel en lafilaiy la
columna j tiene una intensidad igual f(i, j)

La profundidad de bits, la representacion del color, y el rango dinamico, se
combinan con la resolucion para determinar la calidad. EI aumento de la
resolucion permite capturar detalles mas precisos. Sin embargo, como es indicado
en la pagina web de la Universidad de Cornell,®> en algin punto, una mayor
resolucién no tendra como resultado una ganancia evidente en la calidad de la
imagen, sino un mayor tamafo de archivo (ver Figura 17) La clave es determinar

la resolucidon necesaria para capturar todos los detalles importantes que estan

presentes.

Relacion calidad-resolucion

o

calidad de laimagen

resolucin

Figura 17. Relacion Calidad de la imagen vs. Resolucion.

Por lo tanto, los criterios de calidad de la imagen digital son:

$ UNIVERSIDAD DE CORNELL. Llevando la teoria a la practica: Tutorial de digitalizacion de imagenes.
Biblioteca de la Universidad de Cornell. Departamento de Investigacion 2000 - 2003. Disponible en la pagina

Web: http://www.library.cornell.edu.
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= Laresolucién espacial de la imagen (pixeles / &rea)
» Profundidad o resolucion de intensidad de la imagen (nimero de colores)
» Rango dinamico de la imagen (histograma, niveles de grises)

» Fidelidad en la reproduccion de color (ruido) [75].

1.2.2.1 Resolucion espacial de la imagen (pixeles / area o Puntos por
pulgada) EIl tamafio fisico de un pixel en una imagen se define por la resolucion
espacial. Cada elemento en que se divide la imagen recibe el nombre de "pixel"
(Picture element) Un pixel es pues una unidad de informacién, pero no una unidad
de medida, ya que no se corresponde con un tamafio concreto. Un pixel puede ser
muy pequefio (0.1 milimetros) o muy grande (1 metro) La separacion entre cada
pixel o el tamafio real de cada pixel de una imagen digital depende,

fundamentalmente del dispositivo de captura.

La resolucion espacial se mide en puntos (o pixeles) por pulgada (ppp), también
llamado «dots per inch» (dpi) o en micrometros por pixel. El nUmero de pixeles en
la direccién horizontal y vertical, da las dimensiones de la imagen (n° de filas x n°
de columnas) La resolucion espacial debe contemplar las dos dimensiones de la
imagen digital y por ello se expresa como ppp X ppp, pero cuando ambos valores
son idénticos, a menudo se utiliza s6lo un valor (ppp) para referirse a ellos. Una
imagen de alta resolucién contendra una gran cantidad de pixeles y méas detalles,
mientras que una imagen de poca resolucién incluird poca cantidad de pixeles y

menos detalles.

Las imagenes dependen de la resolucion a la que han sido creadas, por lo que al

modificar su tamafo pierden calidad visual (ver Figura 18 y Figura 19) Si lo

disminuimos, los trazos finos perderan definicion, desapareciendo partes de los

mismos, mientras que si lo aumentamos, la imagen sé pixelizara, al tener que

cubrirse de forma aproximada pixeles que inicialmente no existian, dicho de otra
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forma, separa la informacion original en un nimero mayor de pixeles, produciendo

el conocido efecto de dientes de sierra.

Cambio de tamaiio en un mapa de bits

)

original

Figura 18. Variacion de la calidad de la imagen al cambiar el tamafio.

La imagen debe ser digitalizada al nivel de resolucibn méxima que den los
dispositivos para que la definicion final sea correcta, ya que el limite de trabajo lo
va a marcar el medio en el que vayamos a exhibir. Por ejemplo, imagenes con
resolucion menor que la del medio se van a ver pequefias y si se modifica su
tamafio se produce una mala visualizacion o impresién, presentandose el
conocido efecto de pixelizacion o dientes de sierra. Por otro lado, imagenes con
resolucién mayor que la del medio, no se observaran de forma completa sino una
parte de la misma que tenga similar resolucién que el medio es capaz de brindar,

desaprovechandose el resto de informacion de la imagen.

Resoluciones para pantalla

24 dpi (poca calidad) 72 dpi (calidad éptima) 128 dpi (calidad excesiva)

Figura 19. Variacion de la calidad de la imagen a distintas resoluciones de pantalla.

Dos imagenes con distinta resoluciéon espacial, una de 50 ppp, y otra de 600 ppp,
se veran de forma distinta segun el medio empleado para visualizarlas. En un
monitor la primera imagen se visualizara a 96 ppp en la pantalla del monitor,
aungue su calidad sera escasa, al no contener los pixeles suficiente informacion
gréfica. La dltima imagen también se percibird con la resolucién de 96 ppp que da

el monitor por defecto, desperdiciandose el resto de informacion.
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1.2.2.2 Resolucion cromética (profundidad de bits o de color) La profundidad
de color de una imagen se refiere al nimero de colores diferentes que puede
contener cada uno de los puntos o pixeles que la forman, y depende de la
cantidad de informacién (nimero de bits) que puede almacenar un pixel. El
aumentar la profundidad de bits afectara los requisitos de resolucion, tamafio de

archivo y método de compresion utilizado (ver Figura 20)

8 bits (grises) 8 bits

Figura 20. Variacion de la profundidad del color segun el nimero de bits.

En la tabla 3 se puede observar que cuanto mayor sea la profundidad de bits,
tanto mayor sera la cantidad de tonos (escala de grises o colores) que puedan ser
representados. La cantidad de colores utilizados en la imagen influye mucho en el
tamafio del archivo que la contiene. Cuantos mas colores se utilicen, mas grande

ser& el tamafio del fichero gréafico necesario.
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Tabla 3. Profundidad de color.

Profundidad de color Colores posibles Comentarios
1 bit por pixel 2t=2 Blanco y negro
4 bits por pixel 24=16 Modo Escala de grises
28=256 Modo Escala de grises

8 bits por pixel ]
Modo Color indexado

16 bits por pixel 216 = 65.536 Alto color

2?4~ 16.8 millones | Color real: La informacion de color de la imagen
se divide en tres imagenes correspondientes a
cada una de las bandas del espectro visible
24 bits por pixel (RGB): 8 bits para el rojo (R), 8 bits para el verde
(G), y 8 bits para el azul (B) = 24 bits (16,7
millones de valores de color)

Modo RGB y Modo Lab.

2%2 ~ 4295 | Ademas de los 24 bits para el color se usa otro
millones canal adicional (canal alfa) de 8 bits para definir
el grado de transparencia de cada punto de la
32 bits por pixel imagen. Un valor 0 indica que el punto es
totalmente transparente, mientras que un valor
de 255 indica que seré totalmente visible (opaco)
Modo CMYK

1.2.2.3 Rango dindmico (niveles de grises) Es el rango de diferencia tonal entre
la parte mas clara y mas oscura de una imagen. Es decir, es la gama de
luminancia desde el negro hasta el blanco. Cuanto mas alto sea el rango
dinamico, se pueden potencialmente representar mas matices, a pesar de que el
rango dinamico no se correlaciona en forma automatica con la cantidad de tonos
reproducidos. El rango dinamico también describe la capacidad de un sistema
digital de reproducir informacion tonal. Esta capacidad es mas importante en los
documentos de tono continuo que exhiben tonos que varian ligeramente, y en el
caso de las fotografias puede ser el aspecto mas importante de la calidad de

imagen.
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La imagen izquierda de la Figura 21 posee un rango dinAmico mas amplio, pero
una cantidad limitada de tonos representados. La imagen derecha posee un rango
dinamico mas estrecho, pero una mayor cantidad de tonos representados.
Observe la falta de detalle en las sombras y los toques de luz en la imagen
izquierda [20], [53], [75].

Figura 21. Rango dinamico de una imagen.

1.2.3 CRITERIOS A CONSIDERAR EN LA ELECCION DE UNA CAMARA
DIGITAL. La calidad de la imagen digital no es solo una cuestién de resolucion.
Por encima de un determinado nivel, la resolucion solo juega un papel limitado en
la obtencién del resultado final. Es igual de importante el tipo de sensor, la
sensibilidad del sensor, la calidad de la Optica, el ajuste de color, el balance de
blancos, el ruido, etc. La seleccion de una camara se debe basar no solo en los
nameros gque presenten las hojas de especificaciones, sino fundamentalmente en
probar y comparar las camaras en el contexto que se vaya a trabajar.
Comprendiendo los términos usados con los componentes ayudara al proceso de
seleccion [2], [16].

1.2.3.1 Sensor. Cuando la luz cae en un chip, esta es recogida por una matriz de
pequefos potenciales llamados pixeles. Cada pixel es capaz de generar una sefial
eléctrica proporcional al numero de fotones (intensidad luminosa) que ha recibido.

La imagen se divide dentro de esos pequefios pixeles discretos (ver Figura 23)
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Figura 22. Sensor.

La calidad del sensor viene determinada fundamentalmente por el numero de
pocillos o pixeles que tenga, por el tamafio de estos pixeles, por el tamafio total
del chip, por la forma, por el nUmero de bits de los pixeles y por el llamado “ruido”
del sensor. Los pixeles mayores tienden a generar una mejor calidad de imagen y
una mayor sensibilidad. La forma del sensor suele ser rectangular y la proporcién
entre alto y ancho del sensor también es importante ya que las fotografias

finalmente obtenidas con la caAmara suelen ser con formato 4:3.

Un chip con el pixel mas pequefio posible, es bueno desde el punto de vista de la
resolucion (méas pequefios seran los detalles de la imagen), pero, como sabemos,
un pixel pequefio implica una pequefa capacidad de almacenar fotones, y eso es
malo porque un pixel pequefio puede saturarse facilmente. Cuando un pixel se
satura, ya no puede recoger mas fotones, y los que sigan cayendo sobre él,
simplemente se pierden. El mapa de luz que estamos haciendo al tomar una
imagen esta falseado, en realidad, en ese pixel ha caido mas carga de la que
aparece almacenada. Como siempre en estos casos se ha de optar por una
solucion intermedia, un compromiso entre pixel pequefio y capacidad de

almacenar fotones.

1.2.3.2 Sensores CCD vs. CMOS. Los CCD (Dispositivos de carga (eléctrica)
interconectada o acoplada) y los CMOS (Semiconductor de Oxido de Metal
Complementario) son sensores de diferentes tecnologias para la conversion de luz
en sefiales electronicas. Ambos se basan en el silicio. Acumulan carga en cada

pixel proporcional a la intensidad luminosa. La gran diferencia entre ambos
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dispositivos es su construccion y la forma como se lleva cabo el procesado de la

sefal eléctrica.

En un CCD la carga que posee uno de estos fotodiodos va pasando de éste al
adyacente y asi sucesivamente hasta llegar a un registro también formado por
dispositivos de carga acoplada que es el encargado de ir suministrando, por orden
secuencial, las diferentes cargas que poseen los distintos fotodiodos que forman el
sensor. Estas cargas electrénicas se convierten en potencial eléctrico, luego en
voltaje, y entregan una sefial analogica que se amplifica y se recoge en el circuito
integrado de la camara, encargado de procesar estos datos y proporcionar una

sefal digital que se graba en memoria (ver Figura 23)

- Cémara
i C""‘mam . Sensor CCD (circuito auxiliar) Sensor CMOS
(eircuite auxiliary - | | Ao R —————.—
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Figura 23. a) Esquema de funcionamiento de un CCD. b) Esquema de funcionamiento de un
CMOS

En un sensor CMOS, los fotones que recibe cada celda son convertidos en carga
eléctrica, después en voltaje, y a continuacion es amplificado en la misma celda
receptora. La digitalizacion se realiza pixel a pixel (ver Figura 23) Ello conlleva que
el resultado que entrega a la circuiteria de la camara este ya digitalizado. En un
CMOS, al contrario que en los CCD, las celdas son totalmente independientes de
sus vecinas [1], [8], [9], [25].
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Tabla 4. Caracteristicas de los sensores CCD y CMOS.

CARACTERISTICA

CCD

CMOS

Electréonica de control

Todo el procesado de sefial
(amplificacion, conversion A /
D) se da fuera del chip

Todo el procesado de sefial se
da dentro del chip
(amplificacion, conversién A/D)

Sensibilidad

Menor en cada celda pero
posee mayor superficie
receptora de luz por pixel.

Mayor en cada celda al
amplificarse directamente la
sefial que incide en el
fotodiodo, pero posee menor
superficie receptora de luz por
pixel.

Rango dinamico

Mayor (El doble que el del
CMOS)

Menor

Ruido

Menor, ya que integra menos
electrénica en el sensor.

Elevado debido a que los
amplificadores no seran
uniformes en todo el chip.

Velocidad de obturacion

Mayor, ya que integra menos
electrénica en el sensor.

Menor

Una gran intensidad luminica

Escaso o inexistente, ya que

Blooming en un punto influye en los | no hay transferencia de carga
pixeles adyacentes. entre los diferentes fotodiodos.
Consumo eléctrico Alto Bajo
Dado su caracter
. o individualizado de cada pixel,
Funcionan a su maxima . .
Enventanado L permiten  seleccionar mas
resolucion. iy .
facilmente porciones de la
imagen
. . Menor, sobre  todo en
Calidad de imagen Mayor . .
situaciones de poca luz.
Senial del chip. Analoga Digital
Costo Mayor Menor
Tamarfio Mayor Menor
. . En camaras de aficionados,
En camaras profesionales y .
Usos webcams y en camaras de

semiprofesionales.

teléfonos maviles.
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1.2.3.3 Entrelazado vs. Exploracion continta.

Tabla 5. Tipos de exploracién usadas en la exposicion.

Exploracion entrelazada Exploracién continda.

= Chip dividido en dos campos (par e impar) Explora filas | = Exploracion consecutiva (1,
impares (1, 3, 5,...) y luego filas pares (2, 4, 6,...) que 2,3,...)

después se integran para producir una zona completa
= Todos los datos de la

= Campos integrados de exploracién para producir cuadros imagen registrados en una
completos. sola exposicion.
= |deal para aplicaciones de baja-media velocidad. = Ideal para aplicaciones de

. _ . _ _ alta velocidad.
= Puede ocurrir difuminaciéon, desdoblamiento o efectos
borrosos a altas velocidades.

» Usada en chips convencionales. Ejemplo TV

1.2.3.4 Exploracion de area o superficie vs. Exploracién lineal. Existen dos
tipos de CCD segun la disposicion de los elementos fotosensibles: lineales y de
superficie. Para la mayoria de aplicaciones, la exploracion entrelazada no causa
problema. Por ejemplo, con una velocidad de 30 cuadros por segundo, explorar
cada campo toma 1/60 segundos. Pero algunas dificultades pueden desarrollarse
en aplicaciones de alta velocidad porque para el momento en que se explore la

segunda zona, el objeto ya se ha movido.

La salida de la exploracién progresiva no ha sido estandarizada, asi que hay que
tener cuidado al elegir el hardware. Algunas cadmaras de exploracion continua
ofrecen una salida de sefal analoga, pero pocos monitores son capaces de
visualizar la imagen. Por esta razon, las tarjetas de captura son recomendadas

para digitalizar la imagen y exhibirla [20], [51].
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Tabla 6. Formas de distribucion de los pixeles.

Exploracién de area.

Exploracion lineal.

Relacion 4:3 (H : V) (tipica)

Pixeles dispuestos en forma de matriz.
Suministra menor resolucion.

Menor tiempo de digitalizaciéon. Ideal para
aplicaciones de alta velocidad.

Permiten capturar toda la imagen al mismo
tiempo.

Tiempos de obturacion rapidos.

Menos costoso que el de exploracion lineal.
Rango mas amplio de aplicaciones (Muy
usado en camaras de video o de fotografia

digital.)

Més facil para montar.

Sensor lineal. Pixeles dispuestos de
manera lineal. Permiten mayor resolucion.

Mayor tiempo de digitalizacion. Para
aplicaciones de baja velocidad.

Construccion de una linea de imagen a la
vez.

Solo se puede digitalizar imagenes planas.
Se desplaza el CCD sobre la superficie de
la imagen. Ideal para la captura de objetos
anchos.

Requiere alineacién especial y regulacion
de tiempo.

Integracién compleja/lluminacién simple.

Se usa en escaneres.

1.2.3.5 Camaras Analogas vs. Digitales.

El chip de silicio CCD es un

componente analogo, que significa que los valores del pixel son recogidos por

medio del muestreo (entrelazado o continuo) El procesador y codificador de la

sefial convierte esta informacion en una sefial andloga, la cual puede ser

transferida a un monitor. En la tabla 7 se hace una comparacion entre las

caracteristicas mas sobresalientes de las camaras.
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Tabla 7. Camaras analogas vs. Digitales.

Digital

Anélogo

Camaras tipicamente grandes.
Son complicadas y mas costosas.

La resolucion vertical no esta limitada por
el ancho de banda, asi, ofrecen mayor
namero de pixeles y sensores CCD mas
grandes, ofreciendo una mayor
resolucion.

Velocidad de fotogramas mas alta.

La sefal de salida es digital (se interpreta
solo en una forma), por lo tanto hay poca
perdida de sefal durante el
procesamiento de la sefial.

No se requiere tarjeta de captura para
visualizar la sefial en un PC.

Salida de exploracion continda.

Variedad de sensores para alta velocidad
0 mas resolucion.

La sefial puede ser comprimida, asi, un
usuario puede transmitir en banda ancha
mas baja sin perdida.

Se limitan a longitudes de cable mas
cortas en la mayoria de los casos

El tamafio es tipicamente mas pequefio.
Son simples y menos costosas

Poseen pixeles rectangulares (resolucién
horizontal mas alta que la vertical) La
resolucion vertical esta limitada por el
ancho de banda de la sefial analoga:
Numero de lineas TV de exploraciéon en
las sefiales estandares (525 lineas para
NTSC, 625 lineas para PAL)

Limitada velocidad de fotogramas (30
cuadros por seg.)

Las sefiales analogas son propensas al
ruido e interferencia, las cuales causan
perdida de la sefial. Algunos factores que
los originan son longitud del cable o el tipo
de conector.

Tarjetas de captura / computador pueden
ser usadas para la digitalizacion pero no
son necesarias para Vvisualizar (por
ejemplo en TV.), ademas hay pérdida de
sefal.

Salida tipicamente entrelazada.

La grabacién e impresion analoga puede
facilmente incorporarse dentro del
sistema.

Formato de sefial NTSC/EIA.

Las cAmaras analogas transmiten continuamente una sefial electrénica variable en
tiempo real. La frecuencia y amplitud de esta sefial son luego interpretadas por un
dispositivo de salida analoga como informacién de video. Tanto la calidad de la
sefal de video analoga y la manera como es interpretada, afectara las imagenes
de video resultantes. La resolucion, que al ser analdgica se mide en lineas de

television y deberia ser de al menos de 460 lineas [24].




En las camaras digitales, la digitalizacion ocurre dentro de la misma camara a
medida que la sefal es recogida desde el chip. Transmiten los datos binarios (una
corriente de 1 y 0) en forma de una sefal electronica. Un dispositivo a la salida
convierte después los datos binarios en informacion de video. Una vez
digitalizada, el procesamiento y realce de la imagen se pueden hacer con pequefia
perdida de sefial. Muchas cédmaras CCD digitales facilitan caracteristicas
incluyendo gamma y ganancia para ser controladas digitalmente a través del
puerto RS-232 complicado [20], [51].

1.2.3.6 Camaras Monocromaticas vs. Color. Aunque esta distincion puede
parecer insignificante, es en realidad uno de los puntos fundamentales a
considerar cuando se escoge una camara de video. Segun plantea Edmund
Optics,* al elegir una cAmara para una aplicacién industrial, muchos eligen el color
por instinto porque creen que una imagen monocromatica es inferior, sin embargo
esto es incorrecto, debido a que el ojo humano es mas sensible a las variaciones

de luz (luminancia) que a las variaciones de color (crominancia)

El chip de silicio se basa en el efecto fotoeléctrico y como resultado no puede
distinguir entre los colores. Cada pixel en el sensor es asignado a un valor
numeérico basado en la cantidad de luz incidente. EI nimero mas pequefio
representa el negro (cero), y el nimero mas grande representa el blanco (uno), y
todo entre estos es un tono de gris. Por lo tanto, cada pixel genera informacion

solo acerca de la intensidad y no del color [20], [51].

4 EDMUND OPTICS, Op. cit., Disponible en la pagina web:
http://www.edmundoptics.com/techSupport/DisplayCategory.cfm?categoryid=18.
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Figura 24. Métodos de filtracion de camaras CCD de color. a) Mascara de Bayer. B) luz separada

mediante un prisma.

Tabla 8. Monocromatico vs. Color.

Monocromatico.

Color (un solo chip)

Color (tres chips)

Un solo sensor produce
imadgenes en escala de
grises.

Ofrece un 10% mas de
resolucibon que camaras
similares de color de un solo
chip.

Mejor relacion sefial-ruido,
mayor contraste, mayor
rango dinamico

Mayor sensibilidad a la luz
tenue.

El ojo percibe mejor las
diferencias espaciales en
gradientes de blanco vy
negro.

Son mejores para medicion
y aplicaciones donde la
resolucion es mas
importante que el color.

En una mascara de Bayer,
un pixel de color se forma
con 4 celdas adyacentes
que reciben distintos
colores: Uno recoge luz
roja, otro luz azul y otros
dos se reservan para la luz
verde (el ojo humano es
més sensible a la luz verde
que a los colores rojo o
azul) y que luego se
interpolan.

Informacion sobre la
luminosidad en cada pixel
pero con una resolucién en
color menor que la
resolucion de iluminacion.
Se requieren mas pixeles
para reconocer el color.

Las imagenes a color
requieren mas tiempo de
procesamiento y no
producen significativamente
mas informacion acerca del
objeto.

Cableado normal, facil de
integrar en sistemas.

Bajo costo.

Un prisma separa la luz
blanca en tres colores
bésicos (rojo, verde y azul)
Cada color es dirigido a un
chip, lograndose  maéas
resolucion espacial y rango
dindmico que camaras de
color de un chip (ver Figura
24)

Sensibilidad mas baja a la
luz.

Seleccion de lentes mas
pequenfios.

La informacion de color
esta separada en tres
sefiales (RGB), la cual es
superior a los formatos
estandares NTSC/PAL y Y-
C.

Mas costoso.
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1.2.3.7 Velocidad de cuadro vs. Velocidad de obturacion. La velocidad de
cuadro se refiere al numero de cuadros completos (los cuales pueden constar de
dos campos) dispuestos en un segundo. Por ejemplo, la camara de tres chips de
color tiene una velocidad de cuadro de 30 cuadros / segundo (compuesto de dos
campos de 1/60 segundos) En aplicaciones de alta velocidad, puede ser ventajoso
elegir una velocidad de cuadro mas rapida para adquirir mas “imagenes” de los

objetos a medida que estos se mueven.

La velocidad de obturacion corresponde al “tiempo de exposicién” del chip de
CCD. El tiempo de exposicion controla la cantidad de luz que incide en el chip. La
sobre exposicion puede ser controlada disminuyendo la iluminacion o ganancia de
la cAmara o aumentando la velocidad del obturador. EI aumento de la velocidad
del obturador puede ayudar en la creacidén de “disparo instantaneo” de un objeto
dinamico, que se pueda muestrear 30 veces por segundo (video en vivo) [2], [16],
[20].

1.2.3.8 Especificacion de resolucion / contraste del CCD. La resolucion de una
camara CCD se puede ser especificar en una variedad de formas, incluyendo

contar pixeles, lineas de TV.

e Contar pixeles. Cantidad de pixeles en que se ha dividido la imagen.

e Lineas de TV. En CCD analogas, la especificacion “lineas de TV” es de
uso frecuente para valorar la resolucion. Las “lineas de TV’ o la
especificacion “TVL” es una unidad de resolucion basada en un blanco de
barras con lineas igualmente espaciadas. Si el blanco es extendido a fin de
que cubra el campo de visién, el numero de lineas de TV es calculado
sumando todos los espacios y lineas resultantes. Hay también un factor de
normalizacion usado en el célculo del valor de la linea de TV horizontal

basado en la relacion de aspecto 4:3 del chip [20], [24].
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1.2.3.9 Relacién sefal-ruido (RSR) Cuando la cantidad de sefial recibida es muy
grande esta se eleva por encima de nivel de ruido y es facil de distinguir. En el
caso de la fotografia digital con la luz de dia la sefial es muy alta por lo que el
ruido queda muy atenuado en términos relativos y resulta dificil de percibir, se dice
entonces que la relacion sefal / ruido (SNR, signal to noise ratio) es alta. En caso
contrario, la sefial es débil y por tanto la relacion sefial / ruido es baja. Esto ocurre
porque durante la deteccion, la sefial y el ruido tienen exactamente la misma
naturaleza y ambos producen electrones, que si se generan en cantidades
parecidas se entremezclan y son dificiles de distinguir entre si. Ademas el ruido
crea incertidumbre en la medida de la sefial, cada lectura es diferente y no se
sabe cual es la “verdadera” Las tres fuentes de ruido més importantes son: ruido

fotdnico, ruido de corriente oscura y ruido de lectura [34], [25], [83].

La relacion sefal-ruido esta aproximadamente relacionada al rango dinamico de la
camara. Una alta relacién sefial-ruido produce mayor niamero de valores en la
escala de grises (mas contraste) mostrado por la camara. La relacion sefal-ruido
se expresa en términos de decibeles (dB.) en sistemas analogos y bits en

sistemas digitales.

En una camara digital convencional sus caracteristicas de disefio como la
eficiencia cuantica, el ruido de lectura, la ganancia son parametros fijos y no se
pueden modificar, por lo que no se puede hacer mucho para reducir el ruido. Por
lo tanto, para optimizar la sefial y reducir el ruido sélo se puede actuar sobre el
tiempo de exposicion, eficiencia de la dptica, precision de la montura o adquirir un

namero mayor de subexposiciones [2], [16].

Para aprovechar al maximo el intervalo dinamico de la camara y alcanzar tiempos

de exposicion optimos, hay que observar si el sensor de la camara cuenta con alta

0 escasa refrigeracion. Si dispone de alta refrigeracion, la manera de reducir el

ruido es utilizar tiempos de exposicibn mayores, pero si se dispone de escasa
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refrigeracion, las exposiciones prolongadas incrementan la temperatura del sensor
aumentando el ruido de corriente de oscuridad [25].La forma de reducir el ruido es
hacer la adquisicion de un nimero mayor de subexposiciones de menor duracion
que la deseable, especialmente cuando la temperatura ambiente es alta, siendo la
mejor alternativa disponible para acumular sefal y reducir el ruido de forma eficaz,
aungue no sea la eleccién optima. Como las muestras son independientes, la
sefial aumenta en la misma proporcion que el numero de imagenes que se
combinan, mientras que el ruido por seguir la distribucién de Poisson, aumenta de
forma proporcional a la raiz cuadrada del nimero de las imagenes. De esta forma
al combinar multiples imagenes se incrementa la relacion sefial ruido. Este es, por

tanto, un método muy eficaz para reducir el ruido [23].

Hay que tener cuidado con un parametro ajustable, la sensibilidad ISO o ganancia,
que afecta de forma notable el ruido de lectura y la ganancia [16]. Es decir, pasar
de 1SO400 a 1SO1600 reduce el intervalo dinamico de la camara (contraste) en
mas de la mitad. En estas camaras lo mejor que se puede hacer para reducir este
tipo de ruido es evitar sensibilidades I1SO altas (p.e. 1ISO1600, 3200) y, como regla
general, no pasar de 1ISO800.

1.2.3.10 Tiempo de integracién o de exposicion. Es el tiempo durante el cual
los pixeles estdn acumulando luz. Es el factor opuesto a la velocidad de
obturacion y se utiliza normalmente en aplicaciones donde hay muy poca
iluminacion para incrementar la sensibilidad de la camara. El maximo tiempo de
integracion esta limitado por el ruido térmico del sensor, que puede mejorarse Si

se refrigera [83].

1.2.3.11 Ganancia o sensibilidad (velocidad ISO) El ajuste de ganancia

controla la amplificacion de la sefial proveniente desde el chip CCD. Debe

observarse que este amplifica toda la sefial, incluyendo cualquier ruido de fondo

asociado. La mayoria de las camaras tienen ganancia automatica (auto ganancia
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0 AGC) y algunas facilitan al usuario apagarla y fijarla manualmente [2], [16], [83].

1.2.3.12 Parametro Gamma. El parametro gamma se puede considerar como la
capacidad de extender un lado (negro o blanco) del rango dinamico del pixel. Ese
control es muchas veces usado en procesamiento de sefiales para aumentar la
relacion sefial-ruido. También es utilizado para corregir distorsion en los colores

presentados en el monitor.

Las CCD tienen una respuesta lineal mientras el valor gamma este colocado en
uno. El ajuste del parametro gamma controla la escala de grises reproducida en la
imagen. Un valor gamma de la imagen de unidad (¢ = 1) indicara que el CCD esta
reproduciendo precisamente la escala de grises del objeto (respuesta lineal)
Colocando un valor gamma mucho més grande que la unidad resulta en una
imagen perfilada en blanco y negro, mientras que colocando un valor gamma

mucho menor que la unidad crea una imagen de gris suave [75].

1.2.4 ADAPTACION DE LA CAMARA AL MICROSCOPIO. Las camaras
fotograficas digitales se acoplan al microscopio mediante un adaptador Optico
mecanico que en general debe ser de la misma marca del microscopio y se debe
elegir en funcién del tamafo del sensor CCD utilizado. A este elemento intermedio
se le conoce como “rosca C”. La rosca C puede ser de imagen directa (1x) o incluir
opticas intermedias que aumentan el campo y disminuyen el desenfoque
periférico. Estas roscas son suministradas por las marcas comerciales de los
microscopios y de las camaras. Existen también compafiias que fabrican
adaptadores a la medida para los casos en los que la marca del microscopio o de

cualquier otro elemento no sean los estandares.
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Figura 25. Esquema de acople entre una camara fotografica y el microscopio.

La conexién al microscopio se realiza de forma sencilla en microscopios
triloculares. La camara de video o de fotografia se adapta a la salida superior, la
misma que se usa para microfotografica convencional (ver Figura 25). Es
especialmente importante que la conexion mecanica sea firme, pues cualquier
movimiento minimo, es decir, vibraciones de la camara, reduciria la calidad de la

imagen notablemente [20].

1.2.5 PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES. Muchas de las técnicas de
procesamiento digital de imagenes que se describiran se pueden enfocar desde

dos perspectivas distintas a saber:

= Dominio espacial. El procesamiento se lleva a cabo mediante operaciones que
consideran los pixeles en sus posiciones espaciales dentro del plano de la

imagen y los niveles de intensidad asociados.

= Dominio de la frecuencia. Es preciso realizar algun tipo de transformacion de
forma que se trabaje con las componentes de frecuencia. Entre las
transformaciones mas utiles se destacan la transformada de Fourier, la

transformada del coseno, la transformada wavelets, etc.[29], [30], [56].
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Dentro de lo que se denomina procesamiento digital de imagenes se engloban una
serie de técnicas que comprenden operaciones donde f(x, y) es la imagen de
entrada y g(x, y) es la imagen procesada y T es un operador que actla sobre f,

definido en algun entorno de (x, y)

g(x,y) =T[f(x,y)] Ec. 2

El valor del pixel en la imagen de salida puede ser funcién del valor que tenia en la
imagen de entrada, de los valores de sus vecinos o del valor de todos los puntos
de la imagen de entrada. De acuerdo a esto, existen dos categorias de

procesamiento.

1.2.5.1 Operaciones individuales o Procesamiento de punto. Es la forma mas
simple del operador T que corresponde a un entorno 1x1, el cual puede ser lineal
o no lineal. El operador T se aplica a cada pixel en la imagen o seccion en la
imagen y la salida depende Unicamente de la magnitud del correspondiente pixel
de entrada; independientemente de los pixeles adyacentes. En este caso ¢
depende solo del valor de f en el punto (x, y) Es decir, cada punto de una imagen

depende solo del nivel de gris en ese punto [5], [29], [56], [83].

1.2.5.2 Operaciones de vecindad o procesamiento por mascaras o filtrado.
En este caso el operador T es una mascara (también llamadas plantillas, ventanas
o filtros), la cual es un area de subimagen cuadrada o rectangular centrada en (X,
y) en la que el nuevo valor del pixel en la imagen de salida depende de una
combinacion de los valores de los pixeles en la vecindad del pixel de la imagen
original que esta siendo trasformada (ver Figura 26) La idea subyacente detras de
las operaciones con mascaras consiste en permitir que el valor asignado a un
determinado pixel sea una funcién de su propio nivel de gris y de los niveles de
gris de sus vecinos. El centro de la subimagen se mueve pixel a pixel

comenzando, por ejemplo, en la esquina superior izquierda y aplicando el
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operador en cada posicion (x, y) Por lo tanto, la idea general consiste en
determinar g en un punto (X, y) a partir de los valores de f en un entorno

predefinido (vecinos) de (X, y)

Valores de la mascara

7

17 | 24 |1 1° |81 |5°
-1 /4\ -1
231457 \9 y4\\Centro dela
4 6 30 2-1 60 mascara
101211921 | 3

111182531 |21

IR

Valores de laimagen

Figura 26. Aplicando la mascara a la imagen.

Estas mascaras o filtros permiten una variedad de técnicas o funciones de
tratamiento. El objetivo de estas técnicas es procesar una imagen de tal modo que
la resultante sea mas adecuada que la imagen original para una aplicacion
especifica [5], [83]. El término "especifico” es importante porque establece que el
valor de la imagen resultante esté en funcion del problema que se trata. Por lo

tanto, dos propdsitos principales del procesamiento de imagenes son:

e Mejorar o transformar en una forma conveniente la apariencia visual de las

imagenes para el observador humano.
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e Preparar las imagenes para la medicion de las caracteristicas de los objetos

y estructuras presentes, tal como se requiere para el andlisis de imagenes.®

Las técnicas que son apropiadas para cada uno de estos propdsitos no son
siempre las mismas, pero si hay un considerable solapamiento. La distincion entre
el procesamiento y el analisis estriba en la extraccion de la informacion desde la
imagen. Las técnicas de visualizacion avanzadas, conjuntamente con el
procesamiento y el andlisis de imagenes, sirven para extraer y cuantificar los

parametros relevantes en las imagenes [17], [29], [30], [56], [69].

/> Segmentacion \

Representacién
y descripcién

Base de \

AdQU[S'C'On conocimiento Reconocimiento
de imagenes e interpretacion

Preprocesado

Figura 27. Etapas del procesamiento digital de imagenes.

1.2.5.3 Preprocesado de la imagen. En esta etapa se trata de modificar las
imagenes para mejorar su calidad o resaltar aspectos de las mismas que nos
interesan, de modo que aumenten las posibilidades de éxito en los procesos
posteriores. El preprocesamiento puede tratar tipicamente de técnicas de mejora

de contraste, eliminacion de ruido o aislar regiones de interés.

1.2.5.3.1 Técnicas de mejora por procesamiento de punto. Dentro de las técnicas de
mejora por procesamiento de punto estan: Negativo de imagen, sustraccion de

imagenes, multiplicacién o division por un escalar, binarizacion, promediado de

S PAJARES, Gonzalo y DE LA CRUZ, JesUs. Vision por computador: Iméagenes digitales y aplicaciones.
Madrid: RA-MA Editorial, 2002, p. 1.
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varias imagenes de la misma escena, transformaciones de histograma como son:

el realce, la linearizacion y los ajustes de brillo y contraste.

Operadores aritméticos. Vistas las imagenes como matrices de valores numéricos,
cabe la posibilidad de llevar a cabo sobre ellas diferentes y diversas operaciones
de naturaleza aritmética. Estas operaciones aritméticas pueden considerarse
como un determinado tipo de transformacion que se realiza pixel a pixel sobre
imagenes completas. Las operaciones aritméticas entre dos pixeles p y g son las

siguientes:

e Adicion: p+q
e Sustraccion: p-q
e Multiplicacion: p*q

e Division: p+q

El principal empleo de la adicion de iméagenes es la reduccion de ruido mediante el
promediado de imagenes. La sustraccion de imagenes es una herramienta basica
en el procesamiento de imagenes meédicas, donde se emplea para eliminar la
informacion estatica de fondo. Uno de los principales empleos de la multiplicacién
(o divisién) de imagenes consiste en corregir las variaciones de los niveles de gris
gue se deben a una iluminacion no uniforme o a la respuesta desigual del sensor
empleado para captar la imagen. Las operaciones aritméticas implican solamente
la localizacion espacial de un pixel cada vez, de forma que puedan realizarse in
situ, es decir, que una operacion aritmética en el punto (X, y) pueda almacenarse
en este mismo lugar en una de las imagenes existentes, puesto que esa posicion

ya no volvera a visitarse [11], [56], [69], [83].

Manipulacién del histograma de la imagen. EIl histograma de una imagen es una

funcidn discreta que representa él numero de pixeles en la imagen en funcion de
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los niveles de intensidad, g. La probabilidad P(g) de ocurrencia de un determinado

nivel g se define como:

Donde M es él numero de pixeles en la imagen y N(g) es €l numero de pixeles en
el nivel de intensidad g. Como con cualquier distribucion de probabilidad, todos los
valores de P(g) son menores que 1 y la suma de todos los valores de P(g) da

como resultado 1.

Existe un conjunto de propiedades que nos informan sobre la distribucién de los
niveles de gris en la imagen basandonos en el histograma las cuales son: la
media, la varianza, la asimetria, la energia y la entropia. La modificacion del
histograma permite variar la distribucion de los niveles de intensidad mediante una
serie de funciones que expandan, compriman o desplacen los niveles de gris.
Algunas de estas manipulaciones se orientan hacia la mejora de la calidad de la
imagen, pero también sirve para fijar umbrales en procesos de binarizacion.
Dichas técnicas tratan de eliminar efectos no deseados tales como sombras,

reflejos, etc., a la vez que aumentan el contraste.

Un histograma con una distribucion de los niveles de gris concentrada en una
determinada zona presenta un contraste muy bajo, mientras que un histograma
con una amplia distribucion de los niveles de gris tiene un alto contraste. Un
histograma con los niveles de gris concentrados en la parte baja del rango
corresponde a una imagen oscura, Un histograma con los valores concentrados

en su parte alta corresponde a una imagen brillante [4], [17], [22].

Existen otras funciones que permiten modificar el brillo y contraste de una imagen
y, como consecuencia de ello, el propio histograma. Una de las mas utilizadas

toma la forma:
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m

q=L""p" Ec.4

Donde p es el nivel de gris de la imagen original, q es el nivel de gris de la imagen
resultante y L es el valor maximo que pueden tomar los niveles de gris.
Naturalmente L dependerd del nimero de bits con los que se representen los
niveles de gris de la imagen. Dependiendo del valor m, la funcién recibe un
nombre especifico, a saber: cuadrada (m = 2), cubica (m = 3), raiz cuadrada (m =
1/2), raiz cubica (m = 1/3) Cuando en la expresion (3) setomaL =1y m =1y, cony
>0, dicha transformacion se conoce como Correccion Gamma. Finalmente, otra

funcidén también muy usada resulta ser la logaritmica dada por:

g=tind+p) oo
In(L+ L)

Los parametros de la transformacién tienen el mismo significado que en (3) Existe
otro tipo de manipulaciones del histograma que se pueden llevar a cabo conocidas
como técnicas de realzado. Una de las mas utilizadas para la mejora del contraste
de la imagen es la ecualizacion o igualacion del histograma, la cual busca distribuir
los niveles de intensidad de una manera uniforme a lo largo del todo el rango de

valores de niveles de gris. Hay dos tipos de ecualizacion:

» Ecualizacion uniforme. Se pretende que ante cualquier histograma, este se
modifique dé tal forma que en la imagen resultante los niveles de gris se
repartan de forma equitativa en todo el rango de valores establecidos, es decir,

de 0 a 255 en imagenes de 8 bits por pixel.

= Ecualizacion exponencial. Se trata de distribuir el histograma segun una

funcién exponencial.

En lugar de usar histogramas, se podria haber basado el realzado probablemente
en otras propiedades de los pixeles incluidos en el entorno de vecindad. De estas
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propiedades, que se usan frecuentemente por su importancia sobre el aspecto de
la imagen, son la media de intensidad y la varianza (o alternativamente desviacion
estandar) La media nos proporciona una medida del brillo medio y la varianza una

medida del contraste [56].

1.2.5.3.2 Técnicas de mejora por operaciones de vecindad. Dentro de las técnicas de
mejora por operaciones de vecindad distinguiremos entre operaciones de

suavizado y extraccion de bordes.

Operaciones de suavizado. Dentro de las operaciones de vecindad destacan por su
interés en el tratamiento de sefiales y, por tanto, en las imagenes (un tipo concreto
de sefiales) las operaciones de filtrado, que basan su operatividad en la
convolucién de la imagen utilizando el denominado nucleo de convolucién. Cabe
distinguir dos tipos de filtros: paso alto y paso bajo, que en el contexto de la teoria
de sefales supone que los primeros dejan pasar las altas frecuencias de la sefial y
los segundos, las bajas. De esta forma, las altas frecuencias se asocian a cambios
bruscos de intensidad en pequefios intervalos espaciales, es decir, bordes,
mientras que las bajas frecuencias se refieren a cambios lentos de intensidad. Por
lo tanto, un filtro pasa bajos, al no dejar pasar las altas frecuencias (bordes),
atenuara estas, produciendo como resultado un desenfoque o desdibujado de los
bordes; mientras los denominados paso alto, al dejar pasar las altas frecuencias
(bordes), producen un realzado de los bordes de la imagen atenuando las zonas

donde no hay cambios bruscos de intensidad [17], [29], [56].

Existen otras operaciones de suavizado de imagenes, pero que se llevan a cabo
mediante operaciones de naturaleza estadistica cuyas operaciones mas comunes
son: filtrado de la media (promediado del entorno de vecindad), filtrado de
maximos y minimos, filtrado de la mediana vy filtrado de la moda [11], [17], [29],
[56].
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1.2.5.4 Segmentacion de la imagen. La segmentacion es el proceso por el cual
se extrae de la imagen cierta informacidén subyacente para su posterior uso. La
segmentacion subdivide una imagen en sus partes constituyentes u objetos. En
general, como expresa Gonzales, la segmentacién autbnoma es una de las tareas
mas dificiles del procesamiento de imagenes. No existe un algoritmo aplicable con
caracter general para extraer objetos de las imagenes. Por el contrario, hay una
variedad de técnicas que son Utiles en situaciones particulares. Esta etapa
determina el eventual éxito o fracaso del analisis. De hecho, la segmentacion rara
vez llega a alcanzar una solucién satisfactoria. Por esta razén, se debe poner un
considerable cuidado en aumentar la probabilidad de tener una segmentacion
robusta. En algunas situaciones, tales como las aplicaciones de inspeccion
industrial, es posible que a veces se tome alguna medida de control sobre el
entorno. Aqui se debe prestar invariablemente una considerable atencion a
oportunidades de este tipo. En otras aplicaciones, como la adquisicion de
objetivos, no se tiene control sobre el entorno. Por consiguiente, el método
habitual se orienta a la seleccion del tipo de sensor mas apropiado para realzar los
objetos de interés, mientras se disminuye la contribuciéon de los componentes

irrelevantes de la imagen®.

Los algoritmos de segmentacion de imagenes monocromaticas generalmente se
basan en una de las dos propiedades basicas de los valores del nivel de gris:
discontinuidad y similitud. En la primera categoria (segmentacién orientada a
bordes), el método consiste en dividir una imagen basandose en los cambios
bruscos de nivel de gris. Las principales areas de interés de esta categoria son la

deteccién de puntos aislados, la deteccidon de lineas y bordes de una imagen.

Los principales métodos de la segunda categoria (segmentacion orientada a

regiones) estan basados en la umbralizacion, crecimiento de regién, division y

8 GONZALES, Rafael y WOODS, Richard. Tratamiento digital de imagenes. Delaware: Addison-Wesley /
Dias de Santos, 1996, p .447 y 448.
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fusidn de regiones. Una region es un area de la imagen en la que sus pixeles
poseen propiedades similares (de intensidad, color, etc), mientras que un borde es

una linea que separa dos regiones de diferentes propiedades.

Tanto la deteccidon de bordes como la de regiones implican una manipulacion de la
imagen original, de forma que los valores de los pixeles originales son modificados
mediante ciertas funciones de transformacion u operadores [4], [5], [11], [17],
[29], [30], [31], [56], [69], [73], [74], [80], [83].

1.2.5.4.1 Extraccion de bordes, esquinas y puntos de interés. Para la deteccion de
bordes, basandonos en el hecho de la discontinuidad, se tienen los siguientes

tipos de operadores:

e Operadores primera derivada: Operadores de Sobel, Prewitt, Roberts, etc.
e Operadores segunda derivada: Operador Laplaciano, Laplaciana de la
Gaussiana, etc.

e Operadores morfoldgicos.

Existen varias técnicas para la deteccion de los tres tipos basicos de
discontinuidades de una imagen digital: puntos, lineas y bordes. En la practica, la
forma mas comun de ver las discontinuidades es pasar una mascara a través de la

imagen como se describié anteriormente [5], [17], [22], [83].

1.2.5.4.2 Extraccién de regiones. En las imagenes aparecen ciertas areas o zonas
caracterizadas por el hecho de que constituyen agrupaciones de pixeles
conectados entre si, pero ademas de la conexion, dichos pixeles presentan
propiedades o caracteristicas comunes, por ejemplo, tienen el mismo color. Estas
agrupaciones son las regiones. Para la deteccién de regiones se tiene algunas
técnicas basadas en el hecho de la similitud [11], [17], [29], [56], [83].
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e Binarizacion basada en el uso de umbrales.

¢ Umbralizacion adaptativa.

e Crecimiento de regiones mediante la adicién de pixeles.
e Division de regiones.

e Similitud de textura, color o nivel de gris.

1.2.5.5 Representacion y descripcion de la imagen. El problema de la
descripcion en la visién consiste en extraer caracteristicas de un objeto para
reconocerlo. Para tal proposito hay que suponer que ciertas partes de las
imagenes han sido aisladas por medio de la segmentacibn como entidades
significativas Después de segmentar una imagen en regiones, el conjunto
resultante de pixeles segmentados se representa y describe normalmente en una
forma adecuada para su posterior procesado por computadora. Como expone
Gonzales, la eleccion del tipo de mediciones utilizadas para los patrones de una
determinada aplicaciéon tiene una profunda influencia en el grado de separacién
entre clases y en el rendimiento final del sistema de andlisis de imagenes’.

Basicamente, el representar una region implica dos posibilidades:

e Hacerlo en términos de sus caracteristicas externas (su contorno)
e Hacerlo en términos de sus caracteristicas internas (los pixeles que

comprenden la region)

La eleccién de un esquema de representacion es, sin embargo, solamente una
parte de la tarea de hacer los datos Utiles para una computadora. El siguiente
paso consiste en describir la zona en la representacion elegida. Generalmente, se
elige una representacion externa cuando el objetivo principal se centra en las
caracteristicas de forma y una representacion interna cuando el principal interés

se centra en las propiedades de reflectividad, tales como el color y la textura. En

7 GONZALES, Rafael y WOODS, Richard, Op. Cit., p. 620
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cualquier caso, las caracteristicas seleccionadas como descriptoras deberian ser
tan insensibles como fuera posible a variaciones tales como cambios de tamafio,
de traslacion y rotacion [11], [29], [30], [56].

1.2.5.5 1 Descripcion de lineas y contornos. EXxiste un conjunto de métodos para la
descripcion de lineas y contornos. La aproximacion general sera ajustar el objeto
por una o mas lineas rectas o curvas. El problema queda reducido al ajuste de una
linea a un conjunto de puntos discretos en el plano XY que constituye el punto de
partida [4], [29], [56]. De entre las técnicas mas utilizadas para descripcion de

lineas y contornos son:

e Segmentos rectos mediante cédigos de cadena.

e Ajuste de lineas mediante minimos cuadrados.

e Ajuste de lineas mediante autovector.

e La transformada de Hough.

e Signaturas, la cual es una representacion funcional unidimensional de una
frontera.

e Descriptores de Fourier.

e Momentos

e Ajuste de contornos deformables.

e Funciones splines.

1.2.5.5 2 Descripcion de regiones. Segun el criterio a utilizar o la forma de ver la

regiéon podemos obtener diferentes tipos de propiedades para su descripcion.

Propiedades topoldgicas. Las propiedades topoldgicas son Utiles para descripciones
globales de regiones del plano imagen. La topologia es el estudio de las
propiedades de una figura a las que no afecta ninguna deformacion (estiramiento

o rotacion), en tanto no haya division horizontal o uniones en la figura.
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La region puede ser vista como un conjunto de puntos conectados entre si, es
decir, partiendo de un punto de la region se puede llegar a otro punto de la misma
sin abandonar la regién, o puede ser descrita por €l numero de huecos que

presenta, son en ambos casos propiedades topoldgicas [29], [56].

Propiedades métricas. Las métricas son generalizaciones de la distancia Euclidea,
asi una propiedad métrica cambiara si el plano de la figura se distorsiona. Entre
las propiedades métricas mas simples de los objetos destacan el éarea, el
perimetro, el centro de gravedad, la excentricidad, la redondez, la compacidad, la
compatibilidad, etc. [4], [29], [56].

Descripciones basadas en irregularidades. También es posible fijarnos en las
irregularidades de las regiones para su diferenciacion. Un método es analizar las
desviaciones de la convexidad como envoltura y deficiencia convexa. A partir de
estas propiedades podemos hallar la convexidad y solidez de una region [29],
[56].

Textura. Un método importante para la descripcion de regiones consiste en
cuantificar su contenido de textura. Aunque no existe una definicién formal de la
textura, este descriptor proporciona intuitivamente medidas de propiedades tales
como suavizado, rugosidad y regularidad. Los tres métodos principales mas
utilizados en el procesado de imagenes para describir la textura de una regién son
los estadisticos, estructurales y espectrales. Las soluciones estadisticas
proporcionan caracteristicas de texturas tales como suavidad, rugosidad,
granulosidad, y otras similares. Las técnicas estructurales y espectrales tratan de
la composicion de imagenes simples, tales como la descripcion de texturas
basadas en lineas paralelas regularmente espaciadas. Estas técnicas se basan en
las propiedades del espectro de Fourier y se utilizan para detectar la periodicidad
global de una imagen mediante la identificacion de picos estrechos de alta energia
del espectro [4], [5], [29], [56].
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1.2.5.5.3 Operadores morfoldgicos. La morfologia matematica se usa como una
herramienta para extraer componentes de una imagen que sean Utiles en la
representacion y descripcion de la forma de una regién, tales como contornos,
esqueletos y cerco convexo. También son de interés las técnicas morfologicas
para el pre o postprocesado, tales como el filtrado morfolégico, la reduccion y el

recortado.

La morfologia matematica esta basada en la geometria y la forma. Las
operaciones morfolégicas simplifican las imagenes y preservan las formas
principales de los objetos. En vision artificial se utiliza la morfologia para el
tratamiento de regiones en el sentido de determinar como se pueden cambiar,
contar o evaluar. La morfologia matematica aprovecha las propiedades de los
conjuntos de puntos, los resultados de la geometria integral y la topologia, ya que
los fundamentos matematicos fueron concebidos desde el punto de vista de la
posicion de cada pixel binario en la imagen en lugar de hacerlo desde el punto de
vista de la intensidad. La morfologia tiene su principal aplicacion en imagenes
binarias. Pero existe también tratamiento morfolégico para imagenes en grises [5],

[22]. La morfologia se puede utilizar para las siguientes tareas:

e Suavizar los bordes de una region. Esto es util cuando los bordes se
presentan ruidosos.

e Separar determinadas regiones que el proceso de segmentacién las
presenta unidas.

e Unir regiones que han sido separadas durante la segmentacion.

e Como consecuencia de los dos puntos anteriores, facilitar el computo de

regiones de una imagen.

Una imagen binaria es aquella que posee dos uUnicos valores: 0 y 255. Si esta
normalizada toma los valores: 0 y 1. Esta imagen puede tratarse como un conjunto

de puntos, en la cual los puntos que pertenecen a los objetos en la imagen
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representan un conjunto X. En imagenes binarias esos puntos son pixeles con
valor binario uno. Los puntos del conjunto complementario X¢ corresponden al

fondo con valores binarios iguales a cero.

Una transformacion morfolégica ¢ viene dada por la relacion de la imagen
(conjunto de puntos X) con otro pequefio conjunto de puntos B, llamado elemento
estructural. Este elemento B se expresa con respecto a un origen local O (llamado
punto representativo o director) La transformacion morfolégica ¢(X) aplicada a la
imagen X significa que el elemento estructurante B se desplaza por toda la
imagen. Suponiendo que B se posiciona sobre algun punto de la imagen, el pixel
de la imagen correspondiente al punto representativo O de B se denomina pixel
actual. El resultado de la relacion (que puede ser cero o uno) entre la imagen Xy
el elemento estructural B en la posicion actual, se almacena en el pixel actual de
la imagen [5], [11], [17], [30], [56], [60], [83].

1.2.5.5.4 Operadores légicos. Si nos trasladamos al dominio de la I6gica matematica
binaria podemos ver este tipo de imagenes como formadas por valores logicos de
Oy 1, donde el 0 logico es el nivel de cero de valores de intensidad y el 1 Iogico es
el nivel de intensidad 255. Dado que la representacion de los datos en un
computador finalmente llega a ser una representaciéon binaria, siempre es posible
realizar cualquier tipo de operacion logica binaria sobre ellos. Las operaciones

|6gicas entre dos pixeles p y q son las siguientes:

e Y:pandq (otambien p.q)
e O:porq (otambién p+q)

e Complemento: not(q) (o también q)

Estas operaciones son funcionalmente completas en el sentido que pueden ser

combinadas para formar cualquier otra operacion légica. Las operaciones logicas
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se emplean en tareas como el enmascaramiento, la deteccién de caracteres y el
analisis de formas. Las operaciones logicas sobre imagenes enteras se realizan
pixel a pixel. Ademas, las operaciones légicas pueden emplearse en operaciones
orientadas a los vecinos mediante el empleo de mascaras [17], [29], [56], [83].

1.2.5.6 Reconocimiento de patrones: Estimacion, agrupacion y clasificacion.
El reconocimiento es el proceso por el cual se asigna una etiqueta a un objeto,
basandose en la informacion proporcionada por sus descriptores. La interpretacion

implica asignar significado a un conjunto de objetos reconocidos.

Segun Gonzales, las técnicas mas avanzadas de analisis de imagenes por
computadora se basan en su mayor parte en férmulas heuristicas, adaptadas para
la resolucion de problemas especificos. Los sistemas de este tipo son sumamente
especializados y tienen poca o ninguna aplicacion en otras tareas. Esto es, la
teoria actual y las limitaciones de implementacién en el campo del andlisis de
imagenes implican soluciones que, en gran medida, dependen del problema.
Nuestro conocimiento y comprension de los principios fundamentales del
reconocimiento y la interpretacién llega a ser mucho menos preciso y mucho mas
especulativo. Esa relativa falta de compresion se traduce la final en una
formulacion de restricciones e idealizaciones cuyo proposito es reducir la
complejidad de las tareas, hasta llegar a un nivel razonable. El producto final es un

sistema con capacidades operativas sumamente especializadas®.

El reconocimiento de patrones es la disciplina cientifica cuyo objetivo es la
clasificacién de objetos en un cierto nimero de categorias o clases. Un patrén es
una descripcion estructural o cuantitativa de un objeto o de alguna otra entidad de
interés en una imagen, el cual esta formado por uno o mas descriptores. En otras

palabras, un patron es una disposicién de descriptores. Una clase de patrones es

8 GONZALES, Rafael y WOODS, Richard, Op. Cit., p. 616, 618.
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una familia de patrones que comparten algunas propiedades comunes. Las clases
de patrones se representan por w1, w2,...wwm, donde M es él numero de clases. El
reconocimiento de patrones mediante una maquina supone la utilizacién de
técnicas que permitan asignar los patrones a sus respectivas clases,

automaticamente y con la menor intervencion humana posible.

Las tres representaciones de patrones principalmente utilizadas en la practica son
los vectores (para descripciones cuantitativas), las cadenas y los arboles (para
descripciones estructurales) Histéricamente los dos enfoques en el reconocimiento
de patrones ha sido el estadistico (o0 teoria de la decision) y el sintactico (o
estructural) Recientemente el desarrollo de las redes neuronales ha proporcionado
un nuevo enfoque. Actualmente, el aumento de la capacidad de almacenamiento

ha propiciado el reconocimiento basado en la apariencia.

Tanto el enfoque estadistico como el basado en redes neuronales utilizan
patrones de los que se extraen de ellos propiedades de naturaleza cuantitativa,
mientras que el enfoque sintactico se fundamenta en las relaciones geométricas
asociadas a la forma de los objetos y el enfoque basado en la apariencia

considera distintas formas de vista de los mismos.

El reconocimiento de decision tedrica se basa en la representacion de patrones en
forma vectorial y en la busqueda posterior de aproximaciones que permitan
agrupar y asignar estos patrones vectoriales a las diferentes clases de patrones.
Las principales técnicas de reconocimiento de decision teorica son los
clasificadores de minima distancia, los correladores, los clasificadores de Bayes y

las redes neuronales.

En el reconocimiento estructural los patrones se representan en forma simbdlica

(como cadenas y arboles), y los métodos de reconocimiento se basan en el

83



emparejamiento de simbolos o en modelos que tratan a los patrones de simbolos

como sentencias de un lenguaje artificial.

La interpretacion de una imagen consiste en asignar un significado a un conjunto
de elementos reconocidos en dicha imagen. El principal concepto que subyace en
las diversas metodologias de interpretacibn de imagenes es la organizacion
efectiva y el empleo del conocimiento acerca del dominio especifico de un
problema. Las técnicas actuales para la interpretacion de imagenes se basan en la
l6gica de predicados, en redes semanticas y en sistemas de produccion (en
concreto, en sistemas expertos) [11], [29], [30], [56], [81].
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3. METODOLOGIA E IMPLEMENTACION

Se realiz6 una aplicacion de los conceptos previamente presentados en el
Laboratorio de Genética Humana el cual se halla ubicado en la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca.

3.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para este estudio se emplearon muestras de tejido sanguineo (muestras de
sangre periférica) obtenidas de los pacientes examinados en el Laboratorio de
Genética Humana. Aungue existe varias técnicas de bandeo, la mas empleada en
el laboratorio para la tincién de las muestras es la técnica de bandeo R (técnica de
bandeo de resolucion estandar), que permite detectar alrededor de 550 a 650

bandas.

3.2 DESCRIPCION DE LOS DISPOSITIVOS UTILIZADOS

Antes de la realizacion de este estudio, el Laboratorio de Genética Humana

disponia de los siguientes equipos para el analisis de las muestras:

e Microscopio trilocular o multicabezal marca Leica de campo claro. Cuenta
con un sistema de tres filtros (verde, morado claro y atenuador de brillos)
para lograr un mejor realce de la imagen de la muestra. Cuenta con la
capacidad para desarrollar microscopia de fluorescencia. Posee un tambor
de objetivos variables: 10x, 20x, 40x y 100x y tiene un ocular adicional para
acoplar una camara de video o una camara fotografica para la toma de

imagenes.
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e Sistema de microfotografia compuesto por: Camara de rollo marca Leica,
modelo MP530, cable, lente de la camara de 0.32x. exposimetro marca
Leica, modelo MP530.

e Unidad de video que incluye: Camara analoga modelo HCO5X con sensor
CCD de tamafio /2", monitor marca Sony, teclado y cable adaptador de

video.

Para el desarrollo de este estudio fueron adquiridos por el Laboratorio de Genética
Humana los siguientes dispositivos:

e Tubos de acople entre la cAmara fotografica digital y el microscopio.

e Cémaras digitales, de las cuales se escogi6é una (ver tabla 9)

Tabla 9. . Camaras digitales convencionales utilizadas en el proyecto.

Modelo de la Resolucion ) Salida de audio / Tamano del
) max. en Zoom éptico _ sensor en
camara megapixeles video formato optico
Leica LEI-470 0.31 (640*480) No tiene NTSC o PAL 1/2"
(anédloga)
Olympus C150 2 No tiene NTSC o PAL 1/3.2”
D390
Samsung 5 3X No tiene 1/2.5”
Digimax D53
Canon 5 4x NTSC o PAL 1/2.5”
PowerShot A530
Canon 7.1 4x NTSC o PAL 1/2.5”
PowerShot A560
Canon 3.2 3.2x No tiene 1/3.2”
PowerShot A410
Canon 5 4x NTSC o PAL 1/3”
PowerShot A460
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e CPU con tarjeta madre marca MSI, procesador AMD ATLHON 3000+, disco
duro MAXTOR de 120 GB, memoria DDR 333 de 1gb.

e Monitor de LCD marca DELL de 19 pulgadas, modelo m783c, con
resoluciones de 800x600, 1024x768, 1152x864, 1280x960 y 1280x1024.

e Tarjeta importadora de video marca ATI RADEON 2006 X1300. Posee una
memoria RAM de 256 MB. Captura video analogo en formato MPEG-2 a
resolucion completa de 720x480 a 30 cuadros por segundo. Posee

entradas para sefal de video compuesto, S-video y cable coaxial

3.3 DESCRIPCION DEL MONTAJE

El montaje experimental es mostrado en la Figura 28, donde se puede apreciar en
primera instancia que hubo la necesidad de colocar el microscopio sobre una base
de poliestireno expandido (Icopor) que disminuyera en parte las vibraciones
externas generadas por el trafico vehicular que perjudicaban tanto la observacién

como la toma de fotografias de las muestras.

Figura 28. Montaje del sistema de vision artificial.
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La camara fotografica digital fue acoplada al ocular adicional del microscopio
mediante un elemento intermedio (tubo adaptador) de marca distinta a la camara y
al microscopio (ver Figura 29) Las camaras digitales expuestas en la tabla 9
fueron puestas a prueba tanto con adaptador como sin él. Sin el adaptador el
campo que interesaba fotografiar era muy reducido y se dificultaba conseguir el
punto de enfoque 6ptimo ya que era muy dificil apuntarle. Con el adaptador se
resolvié los problemas citados puesto que permitia mantener la camara estable y
fija al microscopio permitiendo hacer mas facilmente los ajustes tanto del

microscopio como de la camara.

| k !
Figura 29. Camara digital Canon PowerShot A460 y tubos de acople entre la camaray el
microscopio.

Por otro lado, la salida de sefial de video compuesto de la camara fue enviada a
una tarjeta importadora de video (ver Figura 30), que se encargaba de digitalizarla

y visualizarla en el monitor del computador, esto con fin de poder observar casi en
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tiempo real las muestras colocadas bajo el microscopio y lograr un mejor enfoque
de las mismas, ya que el tamafio del visor de la camara es muy pequefio y
ademds, al ser montada en el microscopio se queda con este mirando o
apuntando hacia arriba, lo que resulta muy incobmodo a la hora de comprobar el

campo y el enfoque.

Figura 30. Tarjeta importadora de video empleada.

Aunque si bien, era posible fotografiar las imagenes con el software de la tarjeta,
la imagen en el monitor se percibia con poca resolucién y con una velocidad de
refresco baja, apreciandose el movimiento “a saltos” por lo que se prefirio realizar
las fotografias directamente desde la camara y transferirlas al PC mediante el
puerto USB. Esto también motivdé para que no se eligiera la camara de video
analoga porque ademas de lo citado anteriormente, habia adicién de ruido junto

con cierta perdida de sefial al digitalizarla.

3.4 ADQUISICION DE LAS IMAGENES

La muestra es colocada bajo el microscopio y observada con el objetivo de 40x
para localizar la metafase que presente la mejor calidad. Una vez localizada se
afadia aceite de inmersion el cual rellenaba el espacio entre la placa de la
muestra y el objetivo para que el flujo de luz ingresara todo al objetivo y no se
dispersara. Después se ajustaba el objetivo en 100x y se ubicaba la metafase en

el centro del campo de vision. En esta etapa se experimento con cada uno de los
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tres filtros que posee el microscopio (filtro verde, filtro morado claro y filtro
atenuador de brillos) y la combinacién de los mismos, produciéndose la mejor
calidad de imagen con el filtro verde que permitia observar la imagen con un mejor
contraste y diferenciacién de matices (ver Figura 31) También se experimento con
el diafragma de iris del microscopio, el cual ajustandolo a un valor de F4 y junto
con una mayor iluminacion, permitié un mayor contraste de la imagen y fotografias

con un menor nivel de ruido.

a) b) c)
Figura 31. Fotografias con a) Sin filtro violeta, b) Filtro violeta, c) Filtro verde.

Después, la imagen de la muestra, producida por el objetivo de 100x, es
proyectada dentro del sensor CCD de la camara fotogréfica digital. Con el zoom
optico situado en 4x se consiguid un aumento total de 400x, que permitio la

observacion de los cromosomas con un tamafio adecuado para la diferenciacién
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clara de sus bandas y se evito fotografiar el anillo negro periférico creado por el
ocular (ver Figura 32). Para la toma de las fotografias, se experimento con la
camara tanto en modo automético como en modo manual. En el modo automatico
la camara por lo general, seleccionaba parametros erroneos de apertura del
diafragma, tiempo de exposicion y tendia a enfocar el sujeto mas cercano o él mas
contrastado, ocasionado que los cromosomas quedaran borrosos dificultando la
apreciacion del centromero, las bandas y sus bordes. Para el modo manual, se
ensayo con cada uno de los parametros de ajuste de la camara como tiempo de
integracion o de exposicion, apertura del diafragma y ganancia (velocidad 1SO),
con los que se experimentd hasta conseguir la combinacion optima que permitiera
adquirir fotografias de buena calidad, lograndose mejores fotografias en el modo

manual que en el modo automatico (ver Figura 33)

a) b)
Figura 32. Fotografias a) Aumento 100x, b) Aumento 400X.

Todo este proceso fue realizado con cada una de las camaras digitales
convencionales enunciadas en la tabla 9, logrdndose fotos mas claras y

contrastadas con la camara Canon PowerShot A460 (ver Figura 29).
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a) b)
Figura 33. Fotografias a) tomada en modo automético, b) tomada en modo manual.

3.5 DESCRIPCION DEL SOFTWARE

En este estudio, se empleo Matlab como lenguaje de programacién, ya que cuenta
con un conjunto de herramientas poderosas para el procesamiento de imagenes.
Esto extiende las capacidades basicas de Matlab proporcionando un numero de
entradas y salidas especializadas, funciones de despliegue, adquisicion y
procesamiento de imagenes. Cuando se trabaja con imagenes en Matlab, hay
muchas cosas para tener presente en mente como la eleccion adecuada del
formato al momento de guardar las imagenes, el despliegue de una imagen, la
conversion entre los distintos formatos de la imagen, mejora de imagenes, etc.
Hay cuatro tipos basicos de imagen soportados por Matlab: Imagenes indexadas,
imagenes de intensidad (o en escala de grises), imagenes binarias e imagenes de
RGB (o color verdadero) Los siguientes formatos de imagen son soportados por
Matlab: TIFF, PNG, HDF, BMP, JPEG, GIF, PCX, XWD, etc. La imagen es

guardada como matriz usando las matrices convenciones estandar de Matlab.

Matlab también es usado ampliamente en todas las areas de matematica aplicada,
en la educacion e investigacion. Matlab simboliza Laboratorio de Matrices, cuyo
software es elaborado en torno a vectores y matrices. Esto hace al software
particularmente muy Gtil y versatil para resolver ecuaciones diferenciales y
algebraicas y para la integracion numérica. Matlab también posee herramientas
definidas como funciones, para trabajar en otros campos como inteligencia

artificial, procesamiento de sefiales, simulacion de procesos industriales, etc.
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3.6 CARACTERI'STIC,AS DEL TRATAMIENTO DE IMAGENES’DE
CROMOSOMAS, ANALISIS Y PROBLEMA DE CLASIFICACION

Actualmente la mayoria de los sistemas reduce el problema de clasificacion de
cromosomas a varias etapas especificas [76]. Para cada etapa se construyen los
procedimientos apropiados en los que se incorporan diferentes técnicas de
procesamiento de imagenes en forma de algoritmos. Para obtener una buena
clasificacion, los procedimientos correspondientes deben ser aplicados en una
secuencia apropiada, es decir, un sistema de control es necesario, ya que algunas
etapas se deben realizar de forma manual o semiautomatica, para garantizar el

éxito de la clasificaciéon

¢ Mejoramiento de la imagen (eliminacion de ruido, mejora de contraste, etc.)

e Segmentacion de la imagen.

e Eliminacion de objetos extrafios.

e Separacion de cromosomas unidos y solapados.

e Orientacion adecuada del cromosoma.

e Determinacién de la posicion del centrémero.

e Extraccion de las caracteristicas de cada cromosoma (longitud, indice
centromérico y perfil de densidad)

e Procedimiento de clasificacion.

En la Figura 34 se muestra el diagrama de flujo que ilustra la forma como se
incorporaron estas etapas en la construccion del algoritmo de clasificacion de
cromosomas, y luego se brinda una explicacion mas detallada de cada una de las

etapas.
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Debido a que el ojo humano es mas sensible a las variaciones de luz (luminancia)
gue a las variaciones de color (crominancia) se decidi6 trabajar con fotografias en
escala de grises, ya que permite una mejor percepcion de las bandas y de
anomalias estructurales. En estas imagenes las bandas se observan con mejor
contraste permitiendo asi tener un mejor discernimiento a la hora de formar las
parejas de cromosomas. Ademas este tipo de imagenes tiene un menor peso de
fichero que una a color ocupando menos espacio al almacenarla, y permite ser
procesada mas facil y rapido por un algoritmo. Por consiguiente, la imagen se
separ6 en sus tres planos (rojo, verde y azul), para analizar su calidad y elegir el
plano que presentara mejor contraste y menor ruido. Para realizar esta
comparacion, se recurrié al andlisis del histograma, el cual es una representacion

grafica de los niveles de gris versus numero de pixeles en la imagen
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Figura 35. Imagen separada en los tres planos (rojo, verde y azul) con sus histogramas asociados.
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Como se puede apreciar en los histogramas y las imagenes de la Figura 35, los
niveles de gris en los planos rojo y verde aparecen contraidos y desplazados
ligeramente hacia la derecha del mismo apareciendo las imagenes claras y poco
contrastadas sobre todo en el plano rojo. Por otro lado, el histograma del plano
azul aparece contraido y desplazado hacia la parte izquierda apareciendo la
imagen muy oscura y poco contrastada. Esta escasez de contraste es ocasionada
por la poca luz, ruido, presencia de desechos celulares, material citoplasmético y
residuos del proceso de preparacion de la muestra, que traen consigo variacion de
niveles de intensidad entre pixeles, falta de diferenciacion adecuada de los

cromosomas del fondo y menor apreciacion de las bandas.

Aunque se redujo el ruido significativamente en la etapa de adquisicion de las
imagenes, realizando el ajuste optimo de los parametros de la camara y el
microscopio, no fue posible eliminarlo del todo. Esto se puede evidenciar en los
tres planos, manifestando mayor cantidad de ruido el plano azul Por lo tanto, se
escogio la imagen del plano verde, la cual presenta en apariencia mejor contraste,

menos ruido, y las bandas se observan mejor aunque con un poco de ruido.

3.6.1 Mejoramiento de la imagen. Para esta etapa fueron utilizadas algunas
técnicas orientadas hacia la mejora de la calidad de la imagen. Con dichas
técnicas se busco eliminar efectos no deseados como ruido, escasez de contraste,

etc., buscando alcanzar un éptimo realzado de las imagenes (ver Figura 36)
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Figura 36. a) Plano verde, b) Contraste aumentado, c) Imagen mejorada.

En vista de que en la etapa de adquisicion de imagenes se elimino una parte del
ruido, otra parte del ruido es eliminado por software mediante el filtrado la
mediana. El filtrado de la mediana realiza el suavizado de las imagenes mediante
operaciones de naturaleza estadistica. A diferencia de otros filtros como por
ejemplo la media, la moda, etc., los cuales difuminan los bordes y otros detalles de
realce, el filtro de la mediana se centra mas en la reduccion de ruido que el
difuminado, permitiendo preservar la agudeza de los bordes [29]. Estas
caracteristicas resultan ventajosas en el caso de las imagenes de los
cromosomas, ya que evitan que se enmascaren caracteristicas importantes de los
cromosomas como el centrdbmero, su patron de bandas y alteraciones
estructurales. Por ultimo, también facilita realizar una mejor segmentacion de la

imagen, al preservarse la agudeza de los bordes.

Puesto que la imagen presenta un bajo contraste debido a que los niveles de gris
aparecen contraidos y desplazados ligeramente hacia la derecha, se tomoé la
imagen del plano verde y se expandio el histograma procurando abarcar en lo
posible todo el rango de valores de gris. Esto tuvo el efecto de incrementar el
contraste de la imagen. Para conseguir esto, se utilizé un algoritmo que combina
algunas de las operaciones de manipulacion del histograma junto con otras
técnicas como filtrado y sustraccion de imagenes [56]. Un diagrama de flujo para

este proceso se ilustra en la Figura 37.
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Imagen de entrada —_— Filtrado paso bajo

v
Contraccion del histograma
v
Sustraccion de imagenes
v
Expansion del histograma
v

Imagen resultante

Figura 37. Diagrama de flujo de las técnicas para realzado de la imagen.

En este proceso la sustraccién de una variacion suave de los bordes (filtrado paso
bajo de la imagen) a partir de unos bordes mas abruptos (en la imagen original)
tiene el efecto visual de causar una especie de realzado en los bordes
apareciendo con mayor énfasis. Escalando la imagen filtrada con el filtro pasa bajo
mediante una contraccion del histograma se puede controlar la cantidad de

realzado en los bordes.

3.6.2 Segmentacion de la imagen. Para esta etapa se utilizé la segmentacién
orientada a regiones basandose en el hecho de que los pixeles de una
determinada region presentan una distribucion de intensidad similar. Por lo tanto,
se puede a partir del histograma de niveles de gris, determinar cual es la zona de
dicho histograma de la imagen que corresponde a una determinada regiéon. Como
es muy dificil determinar cual es el umbral 6ptimo mediante los métodos de
umbralizacion simples, se recurrio a la técnica de umbralizacion optima o método
de Otsu.

3.6.2.1 Umbralizacién éptima o método de Otsu. En este trabajo se prefirid
este método para la segmentacion de la imagen por las diversas ventajas que

ofrece. Si bien hay diferentes métodos para hallar un umbral, la mayoria de ellos
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no dan buenos resultados cuando se trabaja con imagenes del mundo real debido
a la presencia de ruido, histogramas planos o una iluminacion inadecuada. Por el
contrario, el método de Otsu es uno de los mejores métodos de seleccion de
umbral para imagenes. La importancia del método de Otsu radica en que es
automatico, es decir, no necesita supervision humana ni informacion previa de la
imagen antes de su procesamiento. El método de Otsu es un procedimiento no
paramétrico donde el umbral se obtiene de forma Optima de acuerdo a algun
criterio. En este caso se elige el umbral 6ptimo maximizando la varianza entre
clases mediante una busqueda exhaustiva, es decir, se fija el nivel de gris que
corresponde a la probabilidad minima entre los maximos de dos o mas

distribuciones normales.

Una imagen es una funcidén bidimensional de la intensidad del nivel de gris, y
contiene N pixeles cuyos niveles de gris se encuentran entre 1 y L. El nUmero de
pixeles con nivel de gris i se denota como fi, y la probabilidad de ocurrencia del

nivel de gris i en la imagen esta dada por:

P = LI Ec. (6)

En el caso de la umbralizacion en dos niveles de una imagen (a veces llamada
binarizacion), los pixeles son divididos en dos clases: Ci, con niveles de gris [1,
., 1]; y Cz2, con niveles de gris [t+1, ...., L]. Entonces, la distribucién de

probabilidad de los niveles de gris para las dos clases es:

. Py P:
C,: yeeey Ec. (7)
' a)l(t) 1( )
. p(t+1) p(t+2) p.
C,: , N , Ec.(8)
’ a’z(t) @, (t a)z( )
donde
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L
w,(t)=> p,  Ec.(10)

i=t+1

También, la media para la clase C1y la clase C:zes:

L i.p,
My = Za) P Ec. (12)

Sea | la intensidad media de toda la imagen. Es facil demostrar que

.y + 0,4, = U Ec. (13)
o, +o,=1 Ec.(14)

Usando andlisis discriminante, Otsu defini6 la variancia entre clases de una

imagen umbralizada como:

op = a)l'(nul —Hr )2 + o, -(/Uz —Hr )2 Ec. (15)

Para una umbralizacion de dos niveles, Otsu verificO que el umbral 6ptimo t* se

elige dé manera que o?s sea maxima; esto es:

t' = Mtax{oé (t)} 1<t<L  Ec. (16)

Debido a la robustez o capacidad del método de Otsu, este es capaz de encontrar
un umbral 6ptimo con el que se pueda binarizar correctamente una imagen

contaminada con ruido gaussiano. Ademas de ofrecer esta ventaja, se puede
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extender su utilidad para aquellos casos en que la iluminacion no es uniforme o es

en general inadecuada [29], [56].
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Figura 38. Imagen umbralizada utilizando el método de Otsu.

3.6.3 Separacion de cromosomas unidos y solapados. Casi en la mayoria de
las metafases se observan cromosomas pegados y en varias ocasiones
cromosomas solapados (ver Figura 38) Al mismo tiempo, las fronteras de los
centromeros en las imagenes de microscopio no estan bien definidas, sus limites
son confusos, y presentan niveles de gris muy similares al fondo. Esta region del
centromero presentara el mismo nivel de gris de la zona en la cual los
cromosomas se hallan unidos, por lo que si se selecciona el umbral que permite
separar dos 0 mas cromosomas, se estara también dividiendo al mismo tiempo
cada cromosoma a través del centromero. Por lo tanto, las distintas técnicas de
segmentacion por muy robustas que sean no tienen éxito al aislar los cromosomas
desde sus fondos, tal es el caso del método de Otsu utilizado, con el que no fue
posible lograr que todos los cromosomas quedaran totalmente separados uno de
otros, aun para fotografias de buena calidad, por lo que se hizo necesaria la
intervencion del usuario para completar esta tarea y lograr que el procesamiento
posterior de clasificacion sea valido (ver Figura 39) También es necesaria la

intervencién del usuario para eliminar objetos extrafios cuya apariencia es muy
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similar a los cromosomas en cuanto a tamafio y forma. En la siguiente etapa sé

vera con mayor detalle en que momento se realiza lo citado anteriormente.

Cromosoma aislado Cromosoma a unir

Figura 39. Cromosomas separados por el usuario.

3.6.4 Eliminacion de objetos extrafios. Dentro de esta etapa fue necesario
realizar la extraccion de caracteristicas como area, y excentricidad para eliminar
los objetos extrafios dentro de la imagen umbralizada. La excentricidad es la
relacion entre las longitudes de los ejes mayor y menor de una region definida en
términos de su frontera. El valor estd comprendido entre 0 y 1, donde 0 y 1 son
casos extremos. Una regidén cuya excentricidad es 0 es de hecho un circulo,
mientras que una region cuya excentricidad es 1 es un segmento de linea [4],
[29], [56], [69]. Estas caracteristicas permiten identificar y diferenciar los
cromosomas de los objetos extrafios. Para la extraccion de estas caracteristicas,
es necesario realizar primero un etiquetado de todos los objetos de la imagen,
para luego proceder en un cierto orden a la determinacion de su éarea y
excentricidad. De esta forma se consigue que a cada objeto se le asigne una
etiqueta y un vector donde son almacenados sus respectivos valores de area y
excentricidad. Con él numero de la etigueta se puede acceder a los valores

correspondientes de cada objeto.
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Se realizaron varias pruebas con diferentes imagenes para la determinacién de
valores patrén de éarea y excentricidad, para ser utilizados como criterios de
seleccion para la eliminacion de los objetos que no son cromosomas. Primero son
eliminados los objetos extrafios cuya area fuese mas reducida que el cromosoma
mas pequeno, en este caso el criterio usado es un valor de area menor o igual a
150 pixeles. Después el usuario mediante el uso del raton separa de forma
manual los cromosomas que aun se hallan pegados después de la umbralizacion
de la imagen. De igual forma se eliminan objetos que presentan apariencia muy
similar a los cromosomas y que resultan dificiles de eliminar automaticamente con
estos criterios (ver Figura 38 y Figura 39) Para el caso de los cromosomas
solapados, el usuario primero aisla un cromosoma de la imagen dejando los trozos
del otro cromosoma para luego unirlos en otra imagen. Ahora, son eliminados los
objetos extrafios cuya area fuese mas grande que el cromosoma mas grande,
cuyo criterio usado es un valor de area mayor o igual a 7000 pixeles, lograndose
asi, conseguir una imagen de solo cromosomas. Esta imagen es nuevamente
etiquetada para hallar los valores de excentricidad de los cromosomas. Bajo esta
caracteristica se crean dos imagenes binarias, una con cromosomas alargados de
tamafio grande y mediano, y otra con cromosomas alargados de tamafo pequefio,

la cual incluye los trozos que quedaron después de aislar el primer cromosoma

solapado.

Cromosoma
a unir

Cromosomas grandes Cromosomas pequefios Cromosoma unido

Figura 40. Separacion de cromosomas solapados.
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Para conseguir la primera imagen, se optd como criterio de seleccién valores de
excentricidad comprendidos en el rango de 0.90 y 1; y para la segunda imagen se
eligio valores de excentricidad comprendidos en el rango de 0 y 0.90. En esta
dltima imagen se procede a unir los trozos que quedaron después de aislar el

primer cromosoma solapado (ver Figura 40)

3.6.5 Orientacion del cromosoma. Una vez que se han eliminado los objetos
extrafios, es necesario volver a realizar un etiquetado de todos los cromosomas de
la imagen binaria, para hacer referencia a ellos y poder analizarlos
individualmente, para llevar a cabo en un cierto orden, la determinacion de su
angulo de inclinacion con respecto a la vertical, las coordenadas del rectangulo
mas pequefio que encierra cada cromosoma, y las coordenadas de los pixeles de
cada cromosoma, para la seleccion, extraccion y recorte de cada cromosoma. Las
coordenadas de los pixeles de cada cromosoma permiten extraerlo y colocarlo en
una nueva imagen binaria, la cual después se multiplica por la imagen en escala
de grises, obteniéndose otra imagen donde el cromosoma aparece aislado en
escala de grises y con el fondo blanco. Con las coordenadas del rectangulo se

encierra el cromosoma aislado, y se recorta.

104



& f [ g % ]
¥ ] , - 4
L -] i ™ i
] -
% $ N "
13 14 15 16 17 18 19
A " - ¥ - -
- = i -
\ - ] s & T “
25 26 27 28 29 30 31
- b L i
': " & e -
a7 38 38 40 41 42 43
u . . . “ e

Figura 41. Cromosomas rotados por el programa segun posicion del centromero.

Una vez recortadas estas imagenes, son almacenadas en un vector celda, para
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luego ser organizadas en orden decreciente segun

cromosoma. Después con el valor del angulo de inclinacion de cada cromosoma,
se procede a rotarlo en dicha medida para orientarlo verticalmente, pero no todos
los cromosomas quedan orientados con el brazo corto apuntando hacia arriba, por

lo que se hace necesario en esta parte, hallar la posicion del centrémero para
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corregir automaticamente en parte este problema (ver Figura 41).
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Figura 42. Orientacién de los cromosomas corregida por el usuario.

3.6.6. Determinacién o ubicacién del centrémero. Primero que todo sé dara
una descripcion de las técnicas de procesamiento de imagenes utilizadas para la
determinacion del centromero, la manera como fueron utilizadas dentro del
programa y los motivos por los cuales fueron seleccionadas para cumplir este

propésito.

3.6.6.1 Transformada de la distancia. La transformada de la distancia es un
operador que normalmente solo se aplica a imagenes binarias. El resultado de la
transformacién es una imagen en niveles de gris que es similar a la imagen
entrada, sélo que los niveles de gris de los puntos dentro de las regiones del
primer plano son cambiados para mostrar la distancia a la frontera mas cercana de
cada punto. La Figura 43 muestra la transformada de la distancia de una forma
rectangular simple. Si la imagen procesada mediante la transformada de la
distancia es graficada en el espacio tridimensional, ubicando las posiciones de los
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pixeles en el plano (x, y) y el valor de nivel de gris en el eje z, se obtiene una vista

tridimensional que se asemeja a unas montafas.

0ol 0] O] O0OJO0O]OfjO]O 0ol o0]jojOojo0]lO0Of|O]O
o111y 11|10 o111y 111|110
o111y 1] 1110 ol 1] 2|21 2] 2|1]0
o] 1)1 11 1f1|0 0] 1) 2| 3| 3| 2|1|0
o111y 11|10 ol 1] 2|21 2] 2|1]0
0Ol 1) 1] 11 1f1f0 Ol 1)1 1 1f1f1|oO0
o111y 11|10 of1) 1|1y 11 1|10
0l 0] O] 0 O] OfJ O] O 0l 0] 0 0 O] O O] O

Figura 43. Transformada de la distancia de una forma simple usando la distancia métrica
‘chessboard’.

Una manera aproximada de comprender la transformada de la distancia es
primero imaginar que las regiones del primer plano en la imagen binaria de
entrada estan hechas de alguan material homogéneo inflamable que va
quemandose lentamente. Luego se considera al fuego iniciando simultineamente
en todos los puntos de la frontera de una region del primer plano y permitiéndole
guemar uniformemente hacia el interior. Si se etiqueta cada punto del interior con
la cantidad de tiempo que le tomé al fuego alcanzar aquel punto, entonces se

habrd computado efectivamente la transformada de la distancia de esa region.

Hay muchas maneras de computar la transformada de la distancia de una imagen

binaria. El elemento de estructuracibn que debe ser usado depende de cual
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distancia métrica ha sido escogida (ver Figura 44) La distancia entre los puntos

(x1, yl1) y (x2, y2) para las diferentes distancias es:

Imagen Transformada de la distancia
ol|o 1.410 1.0] 1.4
Euclidiana o|V]o D=J(ﬂ—ﬂ)’ +(1—p2) |'0|oo]ie Ec.16
clofo 141 1.0] 1.4
Tablero de ajedrez | © | 41° 2|1 |2
Chessboard ot ]o D =max(pd—x2y1-y2) |1 |0 | Ec.17
0 0 0 2 : 2
Bloque de ciudad  ttl
oque de ciuda e B o 48
City Block o| Mo D =xd—-x2|+|y1-»2|
0 0o|]O

Figura 44. Distancias métricas empleadas para hallar la transformada de la distancia.

Un elemento cuadrado de 3x3 (vecindad o conectividad 8) da la transformada de
la distancia Tablero de ajedrez (Chessboard) En este caso, los pixeles cuyos
bordes o esquinas se tocan son marcados como 1 unidad. Un elemento en forma
de cruz (vecindad o conectividad 4) da la transformada de la distancia Bloque de
ciudad (City block) Aqui, los pixeles cuyos bordes se tocan son marcados como 1
unidad y pixeles cuyos bordes se tocan diagonalmente son marcados como 2
unidades. Por ultimo, un elemento en forma de disco da la transformada de la
distancia Euclidiana. Esta es la distancia de la linea recta entre dos pixeles Por
supuesto, no es de hecho posible generar un buen elemento en forma de disco en
una cuadricula discreta en una escala pequefia, pero hay algoritmos que varian el
elemento de estructuracion en cada erosion para aproximarse a un elemento
circular [4], [11], [29], [69].
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La transformada de la distancia es algunas veces muy sensible a pequefios
cambios en el objeto (ver Figura 45) Esto puede ser ventajoso cuando nosotros
queremos distinguir entre objetos similares como los rectangulos de la Figura 43 y
Figura 45. Sin embargo, esto también puede causar problemas cuando se intenta

clasificar objetos en grupos que presentan formas ligeramente aproximadas.

Figura 45. Transformada de la distancia de una forma simple con una protuberancia.

La transformada de la distancia también es muy sensible al ruido. Es importante
que la imagen binaria de entrada sea una buena representacion del objeto que
nosotros queremos procesar. La simple umbralizacion no es muchas veces
suficiente, siendo necesario procesar la imagen antes de aplicar la transformada
de la distancia. La transformada de la distancia esta muy estrechamente vinculada

a la transformacion del eje intermedio y a la esqueletizacion [29], [30].

3.6.6.2 Adelgazamiento (también [lamado esqueletizacién) El adelgazamiento
€S un proceso necesario en la mayoria de problemas de reconocimiento de
patrones porgue ofrece una manera de simplificar la forma para el analisis de
patrones. En esencia se trata de obtener un conjunto de lineas que corresponden
al adelgazamiento completo de la region sin perdida de la forma esencial. Es un
proceso de reduccién de datos que erosiona un objeto, hasta que este es un pixel
de ancho, produciendo el esqueleto del objeto. El esqueleto es util porque

proporciona una representacion simple y compacta de una forma que conserva
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muchas de las caracteristicas topolégicas y tamafio de la forma original. Asi es
mas facil reconocer objetos tales como letras o siluetas mirando sus esqueletos al
descubierto. Por ejemplo, nosotros podemos obtener una idea tosca de la longitud
de una forma considerando simplemente los puntos extremos del esqueleto y
encontrar el par de puntos extremos separados enormemente en el esqueleto.
Similarmente, nosotros podemos distinguir muchas formas cualitativamente
diferentes entre si basandose en cuéntos puntos triples hay, es decir los puntos

donde por lo menos tres ramas del esqueleto se localizan.

Normalmente, estos algoritmos de adelgazamiento, que borran integramente
puntos de borde de la regién, estdn sujetos a las siguientes limitaciones en el
borrado de estos puntos: 1) el borrado no debe eliminar puntos finales, 2) no debe

romper la conexion y 3) no debe causar excesiva erosion a la region.

Figura 46. Esqueleto de un rectangulo.

La Figura 46 muestra como el adelgazamiento de un rectangulo produce una linea
de pixeles. Hay dos técnicas basicas para la produccién del esqueleto de un
objeto: adelgazamiento basico y transformada del eje intermedio (TEIl) El
adelgazamiento basico es una imagen binaria erosionada que muestra el simple
esqueleto. La TEI es por otro lado una imagen en niveles de gris donde cada
punto en el esqueleto tiene una intensidad que representa su distancia a una

frontera en el objeto original (ver Figura 43) Los términos transformacion del eje
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intermedio (TEI) y adelgazamiento basico son muchas veces usadas

indistintamente pero se distinguira entre ellas un poco.

3.6.6.2.1 Adelgazamiento por operaciones morfologicas. El adelgazamiento erosiona
un objeto una y otra vez, sin rompimiento de este y manteniendo la conectividad
de las regiones, hasta que sea un pixel de ancho. El adelgazamiento puede ser
realizado como dos pasos aproximados: con el primer paso siendo una erosion
gue marca todos los candidatos para la eliminacion sin descartarlos realmente, y
en el segundo paso los candidatos que no destruyen conectividad son eliminados.
El esqueleto de un conjunto (region) A se puede expresar en funcion de las
erosiones y aperturas. Esto es, si S(A) representa el esqueleto de A, se puede
mostrar que:
K
S(A)sz_!Sk(A) (1) Ec.(19)

con
S (A =JI(A®KB)-[(A®KB)- B}  Ec.(20)

donde B es un elemento de estructura, (A®kB) indica k erosiones sucesivas de A;

esto es:
(A®KB) = ((.(A®B)®B)®..)®B  Ec. (21)

k veces, y K es él ultimo paso interactivo antes que A se erosione hasta un

conjunto vacio. En otras palabras:
K =max{k | (A®KB) = ®} Ec. (22)

La formulacion dada en las ecuaciones (19) y (20) establece que S(A), el

esqueleto de A, se puede obtener como la unién de los subconjuntos esqueletos
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Sk(A) Esta técnica de adelgazamiento trabaja bien, pero es imposible reconstruir el

objeto original desde el resultado del adelgazamiento [17], [29], [56], [69].

3.6.6.2.2 Transformacion del eje intermedio (TEI) EIl esqueleto de una region se
puede definir usando la transformacién del eje intermedio (TEI) La TEI de una
regiéon R con borde B se calcula de la siguiente forma. Para cada punto p de R, se
busca su vecino més cercano en B, se calcula la distancia desde cada punto
interior a cada punto del contorno de una region. Si p tiene mas de un vecino a la
misma distancia minima, se dice que pertenece al eje intermedio (esqueleto) de R.

El esqueleto es definido en términos de la distancia de un punto x a un conjunto R:
d,(x,R) =inf{d(x,y)|y_en_R} Ec.(23)

El esqueleto es el conjunto de parejas (X, ds(x, B)) donde ds(x, B) es la distancia
desde x a la frontera como se definié antes. El concepto cercano depende de la
definicion de una distancia, y por tanto los resultados de una operacion TEI estan
influidos por la eleccién de una medida de distancia, de las cuales las mas usadas
son distancia euclidea, distancia city block, y distancia chessboard. Dado que cada
pixel en el esqueleto retiene la informacion sobre la minima distancia a la frontera,
la region original puede ser recuperada (idealmente) como la union de discos

centrados en los puntos del esqueleto.

Igual que con el adelgazamiento por operaciones morfolégicas, las pequefas
irregularidades en una frontera conduciran a falsas estribaciones en la imagen
final, lo cual puede interferir con procesos de reconocimiento basados en las
propiedades topoldgicas del esqueleto. Un proceso de suavizado puede llevarse a
cabo para eliminar puntas menores de una cierta longitud pero esto no siempre es
eficaz dado que las pequefias perturbaciones en la frontera de una imagen

pueden conducir a grandes puntas en el esqueleto.
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Ademas, algunas aplicaciones de los algoritmos de adelgazamiento producen
esqueletos que no garantizan ser continuos, aun si la forma de ellos es derivada
desde este. Esto es debido al hecho de que los algoritmos deben recorrer una reja

discreta por necesidad.

En general, el adelgazamiento basico y la TEI son muchas veces muy sensibles a
cambios pequefios en el objeto. A veces esta sensibilidad podria ser util. Sin
embargo, muchas veces nosotros necesitamos extraer la imagen binaria de una
imagen en escala de grises. En estos casos, es a menudo dificil obtener la forma
ideal del objeto, asi que el esqueleto llega a ser mas complejo. El esqueleto
también es muy sensible al ruido. La simple umbralizacibn no es muchas veces
suficiente para producir una imagen binaria util, por lo que algin procesamiento
podria ser necesario antes de la esqueletizacion de la imagen [4], [17], [29], [30],
[56], [69].

Para este trabajo se opt6 por el adelgazamiento obtenido mediante operaciones
morfolégicas, ya que tienen un menor costo computacional, generando el
esqueleto del cromosoma en un menor tiempo en comparacion con el otro
método. Dicho esqueleto se empleé en la determinacién de la longitud del

cromosoma.

3.6.6.3 Transformada watershed. La transformacién watershed es una técnica
morfologica de segmentacion de imagenes de niveles de gris. Es un método de
segmentacion basado en regiones, que divide todo el dominio de la imagen en
conjuntos conexos, produciendo resultados de segmentacion mas estables. Se
aplica a imagenes 2D y 3D. El concepto de watershed procede del campo de la
topografia, donde la imagen es vista y analizada como un relieve topografico (tres
dimensiones) donde las coordenadas espaciales de los pixeles de la imagen
forman el plano 2-D y la tercera dimensidn esta representada por los valores de
nivel de gris de los pixeles. Las lineas watershed son las fronteras de separacion
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entre las cuencas de deposicion de rios y lagos. Ademas, cada cuenca esta
asociada a un minimo local del relieve.

. Cuencas
Linea watersded

formada

Linea watersded Cuencas
formada

Minimos locales
de nivel de gris

a) b) c)

Cuencas empiezan a
llenarse de agua Linea watershed formada

/ =

/

"

d)

Figura 47. Transformada watershed. a) Imagen en niveles de gris, b) imagen en 3-D, en c) y d)
formacion de lineas watershed.

En el proceso realizado por esta transformada se supone que un hueco es
perforado en cada region minima y que la topografia entera es inundada desde
abajo, permitiendo que el agua ascienda a través de los huecos a una taza
uniforme. Cuando el agua, elevandose en los diferentes estanques de recoleccién
esta a punto de unirse, un dique se construye para prevenir la unién (ver Figura
47) Este proceso de inundacion es continuado hasta que el maximo nivel de
inundacioén, correspondiente al valor mas alto de nivel de gris, es alcanzado.
Finalmente la inundacion alcanzara una etapa en la que sélo las cumbres de los
diques seran visibles sobre el nivel del agua. Estos limites del dique corresponden
a las lineas de corte del agua derramada. Estos no deben ser confundidos con los
valores de nivel de gris, ya que su valor (altura) es mas grande que él valor mas
alto (montafia mas alta) de nivel de gris posible en la imagen de entrada. Por lo

tanto, ellos son los limites (continuos) extraidos por el algoritmo de segmentacion
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watershed. Una importante propiedad es que las lineas watershed forman una
trayectoria conectada, dando asi fronteras continuas entre regiones. La
transformacion watershed también se puede aplicar a imagenes en escala de

grises multinivel.

Las regiones caracterizadas por pequefias variaciones en los niveles grises tienen
valores pequefios de gradiente. Asi, en la practica, se ve a menudo segmentacion
watershed aplicada al gradiente de una imagen, en lugar de la propia imagen. En
esta formulacién, los minimos regionales de estanques de recoleccion tienen una
muy buena correlacién con el pequefio valor del gradiente que corresponde a los

objetos de interés.

3.6.6.3.1 Transformada watershed controlada con el uso de marcadores. La aplicacion
directa del algoritmo de segmentacion watershed en la forma discutida
anteriormente, generalmente conduce a sobre segmentacion, debido al ruido y a
otras irregularidades locales del gradiente. La sobre segmentacién puede ser lo
bastante seria para entregar un resultado inuatil. Este caso significa un gran
namero de regiones segmentadas debido al gran nUmero de minimos potenciales.
Debido a sus tamafios, muchos de estos minimos realmente son detalles
irrelevantes. Una solucion practica a este problema es limitar él nimero de
regiones minimas permitidas, incorporando una etapa de preprocesamiento
diseflada para producir conocimiento adicional en el procedimiento de
segmentacion. Una aproximacion usada para controlar la sobre segmentacion esta
basada en el concepto de marcadores. Un marcador es un componente conectado

perteneciente a una imagen.
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Figura 48. Segmentacion watershed controlada por gradiente y marcadores.

Para trabajar con este método alternativo se considera nuevamente la superficie
topogréfica de la imagen de gradiente y el proceso de inundacion, pero en lugar de
perforar los minimos de esta superficie, unicamente haremos huecos en los
componentes del conjunto marcador M. La inundacion invadira la superficie y
producird tantas cuencas como marcadores haya en el conjunto. Usando este
método, las lineas divisoras aparecerdn en la superficie topografica las cuales

corresponden a los contornos de los objetos.

La seleccion de un marcador puede extenderse desde un simple procedimiento
basado en valores de nivel de gris y conectividad hasta descripciones mas
complejas implicando tamafo, forma, localizacion, distancias relativas, contenido
de textura, etc. Se tienen marcadores internos asociados con objetos de interés y
marcadores externos asociados con el fondo. Un procedimiento para la seleccién

de marcadores consiste en dos pasos:

» Preprocesamiento. Por lo general, un método seguro para la minimizacion de
efectos de pequeiios detalles espaciales, es filtrar la imagen con un filtro
suavizante, el cual elimina un gran numero de minimos potenciales que

corresponden a detalles irrelevantes.

= EIl otro paso es la definicibn de un conjunto de criterios que los marcadores

deben satisfacer.
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El procedimiento general llevado a cabo para lograr un buen resultado es el

siguiente:

Primero se toma el gradiente de la imagen, luego se suaviza con un filtro, y
después se aplica el algoritmo de watershed. Esta aplicacion se puede realizar de
dos maneras: Una es aplicando el algoritmo a toda la imagen en general,
produciendo lineas watershed conocidas como marcadores externos. Los
marcadores externos separan la imagen en regiones, con cada region conteniendo
un solo marcador y parte del fondo. El problema es asi reducido a la separacion

de cada una de estas regiones en dos, el objeto y su fondo.

La otra forma es aplicar el algoritmo de segmentacion watershed a cada region
individual, es decir, limitamos al algoritmo a operar solo en aquella regién que
contiene el marcador, lograndose un mejor resultado que en la forma anterior [30],
[32], [69], [82].

Aunque la técnica de la transformada watershed es utilizada generalmente para la
segmentacion de imagenes, en este estudio no se utilizé para dicho propdsito, ya
que su efectividad sobre una imagen se ve afectada enormemente por la
presencia de ruido, por iluminacion inadecuada y por detalles minimos
irrelevantes, los cuales generan una imagen sobre segmentada de la cual no es
posible la extraccion de patrones. En vez de ello, esta técnica se utilizo junto con
la transformada de la distancia para la localizacion del centromero, ya que otras
técnicas como las operaciones morfolégicas no permitian hacer una determinacion
del centrémero. Estas por lo general, se desempefiaban bien con los cromosomas
grandes pero fracasaban con los cromosomas pequefios metacentricos. También
fracasaban cuando la constriccion del centrdmero no aparecia bien definida,

dando lugar a lineas de contorno discontinuas, mientras que con la transformada
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de la distancia y watershed era posible ubicar el centrémero en la gran mayoria de
los casos.

La manera como se utilizaron estas técnicas fue de la siguiente forma. Primero a
la imagen binaria del cromosoma se le aplico la operacion morfolégica llamada
cierre, con la que se busco suavizar los bordes y eliminar protuberancias del
cromosoma. Luego a esta imagen se le aplico la transformada de la distancia con
el proposito de que sirviera de marcador y se previniera el problema de sobre
segmentacion, obteniéndose asi un mejor desempefio y resultado de la
transformada watershed (ver Figura 49) A pesar del uso de este marcador aun se
da una ligera sobre segmentacién la cual genera no solo la linea referente a la
constriccién centromérica, sino también lineas correspondientes a constricciones
secundarias situadas en diferentes lugares del cromosoma, por lo que se tuvo que
calcular para cada cromosoma la longitud de estas lineas y elegir la mas corta
perteneciente a la constriccion centromérica, lograndose la imagen de esta linea.
Luego se procedié a hallar las coordenadas de esta linea correspondiente a la
posicion del centromero, para utilizarla tanto para él calculo del indice
centromérico, como para reorientar los cromosomas que no se pudieron alinear

adecuadamente en la etapa de orientacion.

a) b) c)
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Figura 49. Ubicacion del centrémero. a) Transformada de la distancia de la imagen binaria, b)
resultado de aplicar la transformada watershed, c) centromero ubicado, d) brazos adelgazados del
cromosoma.

3.6.7 Extracciéon de las caracteristicas de cada cromosoma (longitud, indice
centromérico y perfil de densidad. Para él calculo del indice centromérico, la
imagen binaria del cromosoma fue sometida a la operacion morfoldégica de
adelgazamiento, para obtener el eje central del cromosoma y su longitud. Se hizo
un XOR légico entre la imagen binaria del eje central del cromosoma y la imagen
binaria de la linea perteneciente a la constriccion centromérica, para obtener de
este modo los brazos adelgazados del cromosoma. Se procedié a medir la
longitud del esqueleto de los brazos del cromosoma para determinar el indice

centromérico (Ic) con la siguiente formula:

_ Longitud _brazo_ corto
Longitud _ total

Ic

Ec. (24)

Para la reorientacion de los cromosomas, se tuvo en cuenta si la posicion del
centromero se hallaba a una distancia mayor o menor que el punto intermedio de
la longitud de la imagen del cromosoma. Si era mayor, el cromosoma se rotaba,

sino se dejaba invariante.
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b)

d)

Figura 50. Determinacion del perfil de densidad. a) Imagen en escala de grises, b) ejes
longitudinales a partir de los cuales de obtiene el perfil, ¢) perfil de densidad, e) imagen 3-D del
cromosoma.

El calculo del perfil sobre un eje determinado consiste en proyectar todos los
pixeles sobre el eje en cuestion [78]. Para la extraccion del perfil de densidad, a la
imagen binaria del cromosoma se le aplico la transformada de la distancia, de la
cual se seleccion6 un determinado valor de nivel de gris que corresponde a un
contorno interno menor del cromosoma. Luego se determinaron las coordenadas
espaciales de este contorno, descartdndose aquellas coordenadas
correspondientes a los extremos superior e inferior del cromosoma, obteniéndose
asi dos ejes longitudinales, cada uno perteneciente a un borde del cromosoma

(ver Figura 50b) Estas coordenadas fueron almacenadas en una matriz.

Con estas coordenadas se va recorriendo la imagen del cromosoma en escala de

grises a lo largo de estos ejes longitudinales, haciéndose un muestreo del valor de
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nivel de gris en cada coordenada, obteniéndose el perfil de densidad, el cual es
almacenado en un vector unidimensional de longitud variable, dependiente del
tamafio del cromosoma y contiene la informacién referente a la disposicion de las
bandas. Estos perfiles de densidad son normalizados (con valores entre cero y

uno)

Cada perfil al ser graficado como Posicion vs. Escala de grises, se muestra como
una sefial, la cual varia para cada cromosoma, pero la informacion que contiene
esta acompafada de ruido, el cual no permite hacer una clara identificacion de las
bandas y mucho menos hacer la discriminacion entre los perfiles de los
cromosomas. Este ruido se elimino mediante un filtro de suavizado basado en el
vector de convolucién [1 2 2 1], que disminuia en parte esta presencia de ruido.
Para eliminar un poco mas el ruido residual, la sefial obtenida del proceso anterior
fue depurada con el filtro de la mediana, lograndose eliminar casi por completo el
ruido. Cada perfil era almacenado en un vector celda para su respectiva
comparacion y clasificacion. En la Figura 50 se puede observar la

correspondencia del perfil de densidad con la imagen en 3-D del cromosoma.

3.6.8. Procedimiento de clasificacion. Una vez que las caracteristicas de cada
uno de los cromosomas han sido obtenidas de la imagen mediante las etapas
enunciadas anteriormente, estas son almacenadas en una matriz donde cada fila
contiene el conjunto de datos pertenecientes a cada cromosoma cuyas medidas
son: longitud, indice centromérico y perfil de densidad del cromosoma. Esta matriz
es dada al clasificador, el cual formara 24 clases de objetos correspondientes a
cada uno de los 22 pares de cromosomas homoélogos y a los cromosomas
sexuales X, Y, rotulando cada cromosoma con el numero de la clase al que
pertenece. Es decir, el clasificador solo busca el homologo de cada cromosoma
dentro de la metafase, etiquetando los cromosomas con el numero del grupo al
gue pertenecen, sin corresponder este numero con el que aparece en el idiograma
del par correspondiente.
121



A continuacion se da una breve descripcion acerca del clasificador empleado en

este trabajo.

3.6.8.1 Agrupamiento K-medias. El agrupamiento de k-medias puede mejor ser
descrito como un método de separacion. Es decir, la funcion k-medias separa las
observaciones en sus datos en k grupos mutuamente exclusivos y devuelve un
vector de indices indicando a cual de los k grupos ha asignado cada observacion.
K-medias crea un solo nivel de grupos y utiliza las observaciones verdaderas de
objetos o individuos en sus datos, y no sus proximidades. Estas diferencias
muchas veces significan que k-medias es mas adecuado para el agrupamiento de
gran cantidad de datos. K-medias trata cada observacién en sus datos como un
objeto teniendo una localizacién en el espacio. Para la similitud entre dos objetos
Xi Yy Xj se usa una funcién distancia denotada por d(xi, Xj), siendo la distancia
euclidiana la mas usada. La distancia entre dos elementos diferentes xi = (Xi,...,

XiD) Y Xj = (Xj1,..., XjD) €S:

d(x;,x;) = i(xiI -X;)°  Ec.(25)

Los objetos de una clase o grupo son similares, cuando la distancia entre ellos es
minima. Se puede seleccionar diferentes medidas de distancia, dependiendo de la
clase de datos que sé este agrupando. Para este estudio se eligio la distancia
euclidiana, ya que permitia una mejor agrupacion de los datos. K-medias calcula
los centroides o medias de los grupos de manera diferente para cada medida de

distancia, cuando minimiza la suma con respecto a la medida que se especifique.

La idea basica del algoritmo es obtener los k centros iniciales y formar grupos,

asociando todos los objetos del conjunto X a los centros mas cercanos, luego sé

recalculan los centros. Si esos centros no difieren de los centros anteriores,

entonces el algoritmo termina, sino se repite el proceso de asociacion con los
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nuevos centros hasta que no haya variacién en los centros, o se cumpla algun otro
criterio de parada como por ejemplo, poco numero de reasignaciones de los

objetos. Los pasos del algoritmo de k-medias son:

Dado un conjunto X ={x1,x2,...,xn} de n muestra o objetos o datos y k clases o

grupos se realiza:

1. Seleccionar aleatoriamente de X, k centros iniciales con medias pi, con i =
1,2,..k

2. Clasificar las n muestras (cada x; € X ) asignandolas a una de las clases o
grupos de acuerdo a
x; €C; si d(x;,;)<d(x,u,)paratodoj, p=1,.,kconj=p Ec.(26)

3. Recalcular las medias de los elementos del grupo

, 1
uj=N—ineCj Ec. (27)

j i

donde N;j es él numero de muestras en la clase Cj

4. Si las medias calculadas no difieren de las medias anteriores el algoritmo
termina (y' = W para todo j) En caso contrario considerar p' como nueva

media y; e ir al paso 2

Las ventajas principales de este algoritmo son su simplicidad y velocidad que le
permiten ejecutarse sobre conjuntos grandes de datos. No necesita supervision, ni

necesita ser entrenado.
Pero este algoritmo tiene sus debilidades:

= La manera de inicializar no se especifica. Una forma comun es comenzar

seleccionando al azar k medias de los ejemplos.
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Los resultados dependeran del valor inicial de las medias y frecuentemente
pasa que particiones suboptimas son encontradas. La solucién estandar es
calculada utilizando diferentes puntos de arranque.

Puede pasar que un conjunto cercano a una media este vacid, por lo que no
puede ser modificada. Esto es un inconveniente del método y debe ser

manejado en la implementacion, pero puede ser ignorado.

Los resultados dependen de la métrica utilizada para medir. Una solucién
popular es normalizar cada variable por la desviacion estandar, aunque no

siempre es deseable.

La solucién depende del numero de cumulos seleccionados. Este ultimo
problema es particularmente pesado, normalmente en algunos casos no

tenemos manera de saber cuantos cumulos existen.

Puede conducir a una particién con un cierto valor de error de suma cuadrado,
el cual se puede reducir aun méas si se mueve un individuo desde un grupo a
otro. Asi la particion de los datos por k-medias no es necesariamente Unica
para la cual la suma de cuadrados dentro del grupo es un minimo [6], [56],
[81].
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Figura 51. a) Clasificacion realizada por el programa con los nimeros asignados a la metafase. b)
Clasificacion del programa con nimeros azules y la clasificacién correcta con nimeros en verde. c)
Cariotipo realizado por el citogenetista.

Las razones por las cuales se escogio este clasificador radica en que no ha sido
empleado en otros trabajos relacionados con este, no requiere de entrenamiento
ni supervision para su desempefio y su velocidad permite manipular una gran
cantidad de datos como sucede en este caso, en el cual se requieren clasificar 46
cromosomas, donde a cada cromosoma se le extrajeron tres caracteristicas, una
de las cuales (perfil de densidad) posee muchos datos de informacion. Ademas,

se aprovecho el hecho de que se conocia de antemano el numero de grupos que
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debia formar el clasificador, evitAndosele que tuviera que realizar una mayor
cantidad de procesamiento computacional en determinar el numero de grupos a

formar, permitiéndole generar un resultado en un menor tiempo.

En la Figura 51b se puede mirar la clasificacion conseguida con el clasificador K-
medias (numeros en azul) y la clasificacion correcta de los cromosomas (numeros
en verde). Se observa un notable acierto en el agrupamiento de aquellos
cromosomas cuya calidad de imagen es buena y que no presentan grandes
variaciones morfolégicas entre cromosomas homologos, lo cual permite la
medicion exacta de las caracteristicas de los cromosomas, y por tanto, una mejor

clasificaciéon
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

En el proceso de adquisicion de imagenes, existe una variedad de elementos que
afectan de manera directa la calidad de la imagen. Uno de ellos se relacionaba
con la cantidad de aumento, la cual reducia considerablemente la cantidad de luz
que le llegaba al sensor CCD de la camara ocasionando que las imagenes
adquiridas fuesen muy oscuras, tuvieran una notable cantidad de ruido, y escasez
de contraste, sobretodo si este proceso era realizado con la cAmara en modo
automatico. Si bien una solucion a esto hubiera sido aumentar la iluminacion, dado
gue las lentes de alto poder generalmente requieren mas iluminacion, puesto que
las pequefas areas observadas reflejan menos luz nuevamente dentro de los
lentes, lo Unico que se conseguia era atenuar la imagen haciendo que los
cromosomas fuesen dificiles de distinguir del fondo ya que las muestras son
observadas a contraluz (ver Figura 52) Por lo general, no se trabaja con la maxima
iluminacion que permite la apertura numérica (AN), ya que cuando la AN. de

iluminacién es casi igual a la A.N. maxima del objetivo, se disminuye el contraste.

Figura 52. Fotografias donde se aprecia coloracion muy tenue en las muestras y escasez de
contraste.

128



Para la observacion en el microscopio, cada muestra tiene sus propios valores de
AN con que deben ser iluminados, los cuales se consiguen variando el cono de luz
que ilumina la AN por medio del diafragma de iris ubicado debajo de la platina del
microscopio, el cual se abre lo suficiente para obtener buenos resultados. En
muestras de alto contraste con detalles diminutos se deberia iluminar la A.N. por
completo, pero si la muestra tiene poco contraste se debe disminuir el cono de
iluminacién de la A.N. para impedir que la imagen quede borrosa debido al poco
contraste [20].0tro parametro que permite mejorar el contraste de la imagen es
uso de los filtros selectivos del microscopio, los cuales permiten seleccionar la
longitud de onda emitida. Para este trabajo se uso el filtro verde ya que brindaba
un mejor contraste de la muestra y porque el ojo humano es mas sensible a este
color. Por ultimo, otro factor con el que se puede mejorar la imagen, es el empleo
de “objetivos de inmersién” los cuales son liquidos que se aplican entre el porta
muestras y la lente frontal del objetivo que disminuyen la distancia resoluble
incrementando el indice de refraccion N dentro del espacio objeto y la A.N. Por lo
tanto, los valores 6ptimos para el microscopio con los que se logro el mejor

compromiso entre poder de resolucion y contraste fueron los siguientes:

Diafragma de iris (apertura numérica): F4
Filtro: Verde

Con estos valores ajustados en el microscopio se logro adquirir fotografias mas
contrastadas, con buen brillo y con la iluminacion suficiente para que los

cromosomas no aparecieran atenuados y sus bandas se observaran claramente.

En cuanto al tipo de camara usada, se hubiera podido recurrir a una camara

monocromatica que tuviese un sensor CCD de mejor calidad con una relacién

sefal ruido y eficiencia cuantica altas que permitieran una mayor sensibilidad a la

luz sin la adicion de ruido. Sin embargo, el costo de esta clase de camaras es

elevado, no siendo posible contar con una de ellas. Ante esta situacion, se recurrié
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a los parametros de ajuste manual de la camara como tiempo de integracion o de
exposicion, apertura del diafragma y ganancia (velocidad 1SO), con los que se
experimentd hasta conseguir la combinacion optima que permitiera adquirir
fotografias de buena calidad. A continuacion se listan los ajustes Optimos

realizados a la camara digital, con los que se logro buenas fotografias:

Tamarfio del sensor: 1/3"
Resolucion 1200x1600 pixeles
Velocidad de obturacion: 1/60 seg.
Abertura del diafragma: F2.8

Ganancia (Velocidad ISO): las mas baja que posee la camara: ISO80

El motivo por el que se seleccion6 una camara con un sensor de tamafo de 1/3"
radica en que este captaba de mejor manera la luz que incidia sobre la superficie
del sensor, ya que cuando se utilizaba cdmaras con sensores de mayor tamafo,
se necesitaba mas aumento para lograr el mismo campo de vision, trayendo
consigo una reduccion de la cantidad de luz que incidia sobre el sensor y mayor

cantidad de ruido, situacién que no se presenta con sensores de menor tamafio.

Aunque la camara seleccionada permitia la toma de fotografias a una mayor
resolucién, se escogié una resolucion de 1200x1600 pixeles, ya que por encima
de este nivel no se lograba una mejora significativa de la imagen, sino un mayor
peso de archivo ocupando mucha memoria al almacenarla, tanto en el computador
como en la camara y no era posible observarla en el monitor de forma completa,
sino solo una parte de la misma que tuviera la misma resolucion maxima que el
monitor era capaz de brindar (1280x1024 pixeles), desaprovechandose el resto de
informacion de la imagen. Esto no permitia tener una vision completa de la
metafase para hacer un analisis preliminar de la misma, y determinar el nimero de

cromosomas. Asimismo, estas imagenes de alta resolucién exigian un mayor
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costo computacional al realizar el proceso de clasificacion de los cromosomas

llegando incluso a bloquearse el computador.

La exposicion correcta para una fotografia se obtiene a partir de la combinacion de
una escala de valores de abertura del diafragma y velocidad de obturacion.
Partiendo de unos parametros determinados podemos hacer que llegue mayor o
menor cantidad de luz al sensor de la camara, bien sea abriendo o cerrando el
diafragma o haciendo exposiciones mas largas o mas cortas. No existe la
combinacion perfecta de velocidad de obturacion y abertura del diafragma, pues
hay muchas que son equivalentes. Todo depende de las condiciones de luz y
sobre todo, de que queremos lograr. Las circunstancias que indujeron a elegir los
valores de apertura del diafragma y velocidad de obturacion mencionados fueron

los siguientes:

» Las vibraciones externas generadas por el trafico vehicular en el Laboratorio de
Genética.

» Las vibraciones a las que es sometida la camara durante la toma de la
fotografia.

» La cantidad de aumento que reducia considerablemente la cantidad de luz que
le llegaba al sensor CCD de la camara, ocasionando que las imagenes
adquiridas fuesen de poco contraste, muy oscuras y tuvieran una notable
cantidad de ruido.

» Las caracteristicas de los sensores CCD que hacen que el ruido de la imagen

grabada aumente con velocidades de obturacion lenta.

Para contrarrestar estos inconvenientes se escogié una abertura del diafragma de
F2.8 para permitir el paso de mayor cantidad de luz hacia al sensor, mejorando la
relacion sefial - ruido y reduciendo la cantidad de ruido en la imagen. Para lograr
la exposicion adecuada, aumentar la nitidez de la escena y evitar que las fotos
salieran movidas, se seleccion6 una velocidad de obturacién de 1/60 seg.
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También, se adopt6 el valor de ganancia (Velocidad 1SO) mas bajo que brindaba
la cAmara, que para este caso fue de ISO80. Este ajuste permitié mejorar aun mas

la relaciéon sefial - ruido.

Tabla 10. Porcentaje de acierto de la clasificacion de cada cromosoma en varias metafases.

Pares de cromosomas | % de acierto
1 28.6
2 20
3 37.1
4 20
5 30
6 12.8
7 25.7
8 14.3
9 18.6
10 12.9
11 21.4
12 18.6
13 10
14 171
15 15.7
16 15.7
17 14.3
18 18.6
19 17.1
20 25.7
21 25.7
22 30
23 17.1
24 25.7

Se tomaron 133 fotos de las cuales se seleccionaron 70 para ser organizadas con
el programa elaborado, evaluando la eficiencia en la correcta clasificacion de los

diferentes tipos de cromosomas. La clasificacion promedio de parejas dentro de
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cada metafase fue de 5 pares, mientras los porcentajes de acierto para cada
pareja de cromosomas dentro del conjunto de metafases seleccionado se ilustran

en la tabla 10.

En este trabajo se pretendidé incorporar el conocimiento y la experiencia del
citogenetista en el andlisis visual y clasificacién de los cromosomas, mediante el
uso de algoritmos los cuales realizan procedimientos basados en las reglas
heuristicas empleadas por los citogenetistas. Pero desgraciadamente los
resultados no fueron muy alentadores, los cuales no alcanzan siquiera el 50%. La
verdad es que los resultados son dependientes de la calidad de la muestra y de la
fotografia, ya que en algunas el algoritmo alcanzaba a clasificar 12 parejas
correctamente dentro de la metafase, lo cual representa la mitad de las 24 clases,
esto debido a que las metafases no presentaban cromosomas unidos ni
solapados, no habia muchas variaciones morfologicas entre cromosomas

homologos y la coloracion de las bandas era relativamente buena.

Segun la literatura (ver [46], [49], [61], [79]), los sistemas de andlisis de
cromosomas basados en el tratamiento digital de la imagen y reconocimiento de
patrones son dificiles de describir, poner a punto o modificar. La mayoria de estos

clasificadores tienen dos defectos importantes:

= Desempeiio insuficiente comparado al experto humano (70 - 80% comparado
con 99.7%)
» La necesidad por una interaccibn del wusuario para desempefiarse

satisfactoriamente °.

Existe una gran variedad de factores que afectan considerablemente el

desemperfio de los algoritmos, los cuales se originan en las distintas etapas que

® MORADI, Mehdi y SETAREHDAN, Kamaledin. New features for automatic classification of human
chromosomes: A feasibility study. En: Pattern Recognition Letters. Vol. 27, N° 1 (enero 2006): p. 19-28.
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componen el proceso de obtencion de cariotipos, las cuales van desde la
preparacion de la muestra, hasta la extraccion de las caracteristicas empleadas
por el sistema como las expuestas en [46], [49], [61], [79]. Por estas razones
mencionadas, la clasificacion de cromosomas humanos ha sido y es uno de los
escenarios mas ampliamente investigados del proceso de cariotipado. Es una
tarea que se ha venido desarrollando desde hace aproximadamente 25 afos, en el
que han participado numerosos cientificos de diferentes ramas como bidlogos,
médicos, fisicos, matematicos, ingenieros, etc., que han tratado el andlisis de
metafases. En los ultimos afios, varios algoritmos y métodos de clasificacion han
sido desarrollados y probados para lograr este propdsito, pero sin alcanzar igualar
el grado de acierto de los citogenetistas expertos. Como sefiala Moradi, el
cariotipo automatico es considerado todavia una tarea dificil debido principalmente
a la variabilidad de la forma, causada por la naturaleza no rigida de los
cromosomas que les da apariencias imprevisibles dentro de las fotografias 1°. Esto
significa que las caracteristicas que se extraigan para la identificacion de los
cromosomas, no seran lo suficientemente confiables, mientras esas variaciones no
permitan determinarlas con exactitud como para lograr un buen porcentaje de

acierto en la clasificacion.

Ademas, hoy en dia todavia no hay una teoria de la vision. No se conoce los
mecanismos que el cerebro utiliza para obtener la informacion de la percepcién. El
cerebro es capaz, de manera inconsciente, de determinar la distancia a los
objetos, de reconocerlos en diferentes posiciones, aunque se encuentren rotados
y con informacion parcialmente oculta. El observador humano usa un amplio rango
de sefales, obtenidas a patrtir del color, la perspectiva, el sombreado, y una vasta
libreria de experiencias individuales. La percepcién visual depende Unicamente de
la capacidad humana de realizar juicios. Sin embargo, un sistema de vision

artificial no tiene una experiencia de base de la cual tomar decisiones mediante

10 MORADI, Op. Cit., p. 20
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una comparacion. Todo debe estar especificamente definido. Problemas simples
como encontrar un orificio o juzgar puntos finos, se vuelven una tarea complicada
de definiciones en la vision artificial. Como asegura Gonzales, las técnicas mas
avanzadas de analisis de imagenes por computadora se basan en su mayor parte
en férmulas heuristicas, adaptadas para la resoluciéon de problemas especificos!! .
Los sistemas de este tipo son sumamente especializados y tienen poca 0 ninguna
aplicacién en otras tareas. El problema fundamental de estas técnicas, es que
cada una de ellas suele ser la mas adecuada para las caracteristicas de un tipo
especifico de problema no conocidas a priori, lo que dificulta la seleccion de la
técnica con la que se desea abordar inicialmente el problema. Esto es, la teoria
actual y las limitaciones de implementacion en el campo del andlisis de imagenes
implican soluciones que, en gran medida, dependen del problema. Nuestro
conocimiento y comprension de los principios fundamentales del reconocimiento y
la interpretacion llega a ser mucho menos preciso y mucho mas especulativo. Esa
relativa falta de compresion se traduce la final en una formulacion de restricciones
e idealizaciones cuyo propdsito es reducir la complejidad de las tareas, hasta
llegar a un nivel razonable. El producto final es un sistema con capacidades
operativas sumamente especializadas. Por lo tanto, las técnicas de vision artificial,
como demuestra su gran uso en la industria, son particularmente apropiadas para
la realizacion de trabajos visuales altamente repetitivos que sean fatigosos o
dificiles de realizar para un operario, especialmente cuando este trabajo es

ineficiente o costoso en términos econdmicos o temporales.

Muchas aplicaciones notables relacionadas con la medicina o la biologia, han
fallado, ya sea por la mala calidad de las muestras, por una inadecuada
iluminacién o por una mala obtencion de las fotografias etc. Para reducir el nimero
de variables, el sistema de vision debe estar provisto con la mejor imagen que sea

posible. En un sistema de visién artificial, la mejor imagen es aquella que no tiene

11 GONZALES, Rafael y WOODS, Richard, Op. Cit., p. 616
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ruido y tiene el mayor contraste donde las areas de interés se destacan del fondo
y facilita la tarea del sistema de visién. En el caso de los cromosomas una buena
imagen se logra a partir de muestras bien preparadas. Las preparaciones de las
células de alta calidad se caracterizan por exhibir los cromosomas bien separados
unos de otros, teflidos de tal manera que sus bandas presentan una coloracion
homogénea y un ancho e intensidad diferente de su adyacente, permitiendo de

esta manera realizar una adecuada clasificacion y deteccion de anomalias.

Una buena muestra depende de la calidad y uso adecuado que se le dé a los
reactivos, del tiempo en que se dejen actuar sobre la muestra y la manera como
se realicen ciertas etapas de la preparacion como incubacion, lavados,
centrifugacion, goteo, deshidratacion y tincién. Pero lograr una lograr una buena
metafase es todo un desafio: Los cromosomas sufren grandes variaciones en su
tamafio y forma a través del ciclo celular. Desde la etapa de interfase, algunos
cromosomas no se replican al mismo tiempo (fendmeno conocido como
replicacion tardia), desarrollandose cada uno de ellos a un ritmo diferente,
pasando de estar muy poco compactados (interfase) a estar muy compactados
(metafase), dando lugar a tamafios y formas diferentes entre cromosomas
homologos, presentando el centromero difuso, situado a todo lo largo del
cromosoma, sin ubicarse en un solo punto concreto, cuando se detiene el proceso
de division en la etapa de metafase (ver Figura 53). También en esta figura se
puede observar como varia el tamafio entre cromosomas homaélogos, donde uno
de los cromosomas es mas largo que su semejante. Estas variaciones también
son debidas a los heteromorfismos cromosomicos, las cuales, las mas obvias son
las variaciones morfolégicas. Segun Lisker, se reconocen cuatro grupos
principales de heteromorfismos cromosdmicos a saber: 1) el tamafio del brazo
largo (q) del cromosoma Y; 2) el tamafio de la heterocromatina constitutiva o

centromeérica; 3) las dimensiones y otras caracteristicas propias de los satélites, y
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4) sitios fragiles (ademas del centromero, constricciones secundarias situadas en
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Figura 53. Parejas de cromosomas que presentan el centrémero difuso y distinto longitud entre
cromosomas homélogos.

La apreciacion de las bandas también se ve afectada por el proceso de replicacion
tardia, haciendo que en las parejas de cromosomas, uno de ellos presente bandas
muy palidas e incluso imperceptibles, dificultando mucho su reconocimiento (ver
Figura 54) .El nimero de bandas también se ve afectado a medida que los
cromosomas se condensan durante transcurso del ciclo celular. En cromosomas
poco condensados (prometafasicos) es posible identificar un mayor nimero de
bandas, cuyo nimero se reduce a medida que aumenta la condensacion, ya que
se produce una fusion de estas bandas dando lugar a otras nuevas. Igualmente, si
en etapa de metafase los cromosomas estan muy condensados, su diferenciacion

y separacion puede ser imposibles.
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Figura 54. Pares de cromosomas que presentan diferente grado de palidez entre cromosomas
homélogos.

Como expresa Ritter, aunque las técnicas de preparacibn modernas intentan

sincronizar las fases del proceso de la divisidn, la aplicacion de estos métodos es

12 | ISKER, Rubén. Introduccion a la Genética Humana. México: Mundo Moderno, 2001, p. 125
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limitada y el clasificador, ya sea humano o un sistema de vision artificial, debe ser
capaz de manipular profases y metafases simultdneamente!3. Ademas, es
necesario tener en cuenta que los tratamientos para tefiir los cromosomas y para
obtener las metafases mitéticas influyen de manera muy importante en el tamafio

de los cromosomas.

El ruido introducido en la toma de la fotografia es otro factor determinante en la
calidad de la imagen. Este deforma profundamente la zona de la imagen
correspondiente al centromero, dificultando mucho su distincion del fondo y
afectando de manera considerable su ubicacion. El ruido tampoco permite hacer
una clara distincion entre las bandas, ya que enmascara los limites entre ellas asi
como también disfraza las fronteras entre cromosomas, haciendo que aparezcan

en la imagen como un solo objeto.

Como es mencionado en [35], [48], [61], [76] y de acuerdo a lo mencionado
anteriormente, no es posible realizar una determinacion exacta del tamafio y
posicion del centromero, en lugar de ello, lo que se obtiene son una serie de
valores que se solapan con los de otros cromosomas, haciendo dificil o imposible
la diferenciacion entre pares de cromosomas homdlogos para su correcta

clasificacion.

Otro factor es que en la mayoria de las metafases se observan cromosomas
pegados y en varias ocasiones cromosomas solapados. Al mismo tiempo, las
fronteras de los centromeros en las imagenes de microscopio no estan bien
definidas, sus limites son confusos, y presentan niveles de gris muy similares al
fondo. Ademas, todas las metafases presentan un minimo de desechos celulares,
material citoplasmatico y residuos dejados por el proceso de preparacion de la

muestra que son fotografiados junto con los cromosomas, que en algunos casos

B RITTER, Gunter y SCHREIB, Gernot. Profile and feature extraction from chromosomes. En: 15 Th.
International Conference on Pattern Recognition. Vol. 2, 2000. p. 288.
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impiden distinguir el centromero del fondo, impiden la observacién de las bandas o
se pueden confundir facilmente con los cromosomas, sobre todo con los que

presentan replicacion tardia (ver Figura 55) [35], [84].
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Figura 55. Metafases que presentan cromosomas pegados, solapados y desechos celulares.

Todas estas variaciones inadvertidas de las metafases y los cromosomas hacen
gue cualquier sistema por muy robusto que sea falle y requiera de la intervencion
del usuario en ciertas etapas del proceso de clasificacién de cromosomas como la
separacién de cromosomas pegados, eliminacion de objetos extrafios y ubicacién
del centromero, para garantizar un resultado aceptable en la organizacion de los
cromosomas. Estos problemas han sido objeto de intenso estudio por varios
autores, los cuales han probado nuevas técnicas de preprocesamiento de
imagenes y de segmentacion, algunas de las cuales resultan ser bastante
complicadas, dificiles de programar y de alto costo computacional. Todo con el fin
de conseguir la automatizacion de las etapas de mejora, segmentacion y

obtencion de caracteristicas de la imagen.

La poca confiabilidad que manifiestan los valores de longitud e indice centromérico
por lo dificil que resulta su determinacion, también ha originado la busqueda de
nuevas caracteristicas por parte de varios autores, los cuales, han estudiado y

ensayado con otros parametros (perfil de densidad, volumen, simetria de la forma,
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etc) con el fin de lograr un mayor porcentaje de acierto en la clasificacion [46],
[48], [49], [78]. Para este trabajo se utilizo el perfil de densidad, pero como se
menciono arriba este también varia entre cromosomas homologos, debido a que
en cada uno de estos la tinciébn de sus bandas no es del todo igual, sino que
presenta ciertas diferencias en cuanto a la tincion, numero, posicion y ancho de
las bandas y ademas se ve afectado por el ruido introducido en la fotografia.
Aunque cabe resaltar que este parametro es mas confiable que el tamafio y el

indice centromérico.

Algunos autores con el fin de garantizar un éptimo desempefio de su sistema de
clasificacion, imponen varias restricciones, como por ejemplo, no procesar
cromosomas sexuales, cromosomas demasiado torcidos, cromosomas solapados,
cromosomas con formas extrafias (ver Figura 56), e incluso algunos autores han
preferido enfocarse en identificar los cromosomas que son mas propensos a
presentar anomalias, descartando el resto de cromosomas [48]. Otros prefieren

enfocarse solo en el mejoramiento y segmentacion de la imagen [79].
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Figura 56. Cromosomas torcidos.

Por lo tanto la gran mayoria de aplicaciones utilizadas para la clasificacion de
cromosomas terminan siendo disefiadas como Corel, Fotoshop, Paint, Paint shop
pro, etc., y el uso de estas herramientas es complejo dado que los algoritmos de
procesamiento de imagenes incorporados son extremadamente potentes y donde
el usuario a menudo aplica operaciones a imagenes digitales sin tener en cuenta
los principios subyacentes tras dichas manipulaciones. Las imagenes que resultan
de una manipulacion descuidada estan a menudo distorsionadas con respecto a
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aguellas que podrian producirse si la potencia y versatilidad del software de
procesamiento digital fuesen utilizadas correctamente. Lo anterior demuestra que
el cerebro presenta una sofisticacion en la percepcion que ni ahora ni en mucho

tiempo habra posibilidad de implementar artificialmente.
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5. CONCLUSIONES

Se disefidé y desarrollo un sistema de vision artificial para la clasificacion de
cromosomas aprovechando el conocimiento y la experiencia del citogenetista en el
andlisis visual y organizacion de los cromosomas en un cariotipo, empleando los
parametros con los que tradicionalmente se describe un cromosoma como son su
longitud, indice centromérico y perfil de densidad, permitiendole obtener los

cariotipos a un bajo costo y en menos tiempo

Con este trabajo se demostré que contando con un microscopio de buena calidad
y con un bajo presupuesto es posible implementar un sistema de visién artificial
con prestaciones similares a las ofrecidas por las marcas comerciales y con la

ventaja de poderse modificar segun los avances tecnologicos.

En este trabajo se observd que la exactitud del conjunto de caracteristicas
empleadas por el clasificador, esta limitado por la calidad de las muestras y por el
ruido introducido en la toma de las fotografias. Por lo tanto, aunque el algoritmo de
clasificacion funcione adecuadamente, si no se cuenta con metafases de buena

calidad los resultados que se obtendran seran desfavorables.

Los valores de longitud e indice centromérico no son parametros confiables que
garanticen una correcta clasificacion de los cromosomas, debido a que no es
posible medirlos con exactitud debido a la variabilidad con la que aparecen los
cromosomas en las iméagenes, obteniéndose valores que no permiten realizar una
clasificacion adecuada, sino que se obtienen grupos cuyas fronteras se solapan

impidiendo asi diferenciar un cromosoma de otro.
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Entre mas baja es la calidad de la imagen, la efectividad de las etapas que
componen el sistema de clasificacion de cromosomas sera menor, requiriendo una
mayor intervencion del usuario para corregir los errores cometidos por el sistema,

ocasionando un mayor consumo de tiempo.

Aunque el sistema implementado no lograba un porcentaje alto en la clasificacion
de los cromosomas, este era de gran ayuda al citogenetista ya que al menos
presentaba los cromosomas recortados en orden decreciente, lo cual era un
importante ahorro de tiempo y facilitaba mucho la tarea de identificaciéon de los

cromosomas.

El desempeiio del clasificador de K-medias empleado en este sistema fue bueno,
a pesar de no contarse con un vector de caracteristicas cuyos valores fueran lo
suficientemente confiables. Para ciertos valores correspondientes a imagenes de

metafases de buena calidad, su acierto en la clasificacién fue notable.

Debido a que en la resolucion de problemas de procesamiento de imagenes no se
tiene un conocimiento a priori completo de las caracteristicas del problema, esto
por lo general conduce al uso de férmulas heuristicas y a la formulacion de
restricciones e idealizaciones cuyo propésito es reducir la complejidad de las
tareas, hasta llegar a un nivel razonable, originando aplicaciones con capacidades

operativas sumamente especializadas y con bajo grado de flexibilidad.
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6. RECOMENDACIONES

Se sugiere utilizar una camara digital de mejor desempefio a fin de lograr
fotografias con un mayor contraste y menor cantidad de ruido y que sea capaz de
enviar la sefial de video a través del puerto USB sin necesidad del uso de tarjeta
importadora de video. También que los controles de la cdmara puedan ser

manejados desde el computador a través del puerto USB.

Se debe en lo posible contar con muestras de buena calidad para que el sistema

de clasificacién logre un mejor desempefio.

Investigar nuevas técnicas de procesamiento de imagenes que permitan superar
muchas de las dificultades enunciadas en este trabajo, que sean de bajo costo

computacional y que le permitan al sistema ser mas robusto y flexible.

Efectuar la busqueda de caracteristicas que describan mejor la morfologia del
cromosoma y que sean mas robustas antes las variaciones que se presenta en las
muestras, a fin de evitar el solapamiento de los datos y asegurar la maxima

separacion de las clases.

Tener cuidado en la eleccion de las técnicas de procesamiento de imagenes
encaminadas al mejoramiento, teniendo en cuenta que a veces en el propdsito de
lograr un mayor realce de la imagen, lo que se consigue es enmascarar
alteraciones estructurales pequefias de los cromosomas como microdeleciones,
duplicaciones y sutiles translocaciones, afectando de esta manera el diagnostico
del citogenetista. Igualmente, con el proceso de segmentacion, ya que en esta
etapa se puede estar eliminado partes que componen los cromosomas como son

los tallos y satélites.
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