VIRTUE-s*

II. Zdhlen von Bewuchs-Organismen auf einer Platte mit Image]
(automatisch)

Sally Soria-Dengg, GEOMAR Helmholtz-Zentrum fiir Ozeanforschung Kiel
Diisternbrookerweg 20, 24105 Kiel, Deutschland

Im folgenden Verfahren verwenden wir Bildverarbeitung, um die zu zahlenden Objekte
auf weifde Bereiche im Bild zu reduzieren, die dann von Image] fiir uns gezahlt werden.

1. Laden Sie die Version von Fiji Image], die mit dem Betriebssystem lhres Computers
kompatibel ist, von dieser Website herunter: https://imagej.net/Fiji/Downloads

(Die folgende Beschreibung bezieht sich auf die Version 2.0.0 von Image] von 2018-12-04 (siehe
Menii Fiji - About Image]). Wenn eine andere Version verwendet wird, miissen eventuell einige
Anderungen vorgenommen werden, aber im Prinzip sollte das Verfahren trotzdem anwendbar sein.)

2. Offnen Sie das Programm Fiji und Sie sehen die Werkzeugauswahlleiste unter der
Meniileiste. (Die Abbildungen in diesem Tutorial sind aus der Mac-Version. Unter
Windows oder Linux kdnnen Details anders aussehen.)

@ Fiji File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
O O (Fiji Is Just) ImageJ
B ojc|o]~|4 N A|a| o] wfsujur] g 4] o] |»
(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p / Java 1.8.0_66 (64-bit)

(Wenn Sie mit einer neu installierten Version von Fiji arbeiten, miissen keine Anpassungen
vorgenommen werden. Wenn Sie Thre Version von Fiji schon einmal verwendet und einige
Einstellungen in Edit - Options gedndert haben, sollten Sie zu Edit - Options - Reset gehen, das
Zuriicksetzen bestitigen und Fiji neu starten, um sicherzustellen, dass Sie die in diesem Tutorial
erforderlichen Standardeinstellungen verwenden. Selbst dann konnte es eine gute Idee sein, unter
Process - Binary - Options zu priifen, ob das Kastchen ,Black background“ wirklich aktiviert ist.)

3. Offnen Sie ein Bild, indem Sie auf File - Open klicken. Alternativ konnen Sie die Datei
auch direkt auf die Werkzeugleiste ziehen. (Beachten Sie, dass Image] mit Ihrem
Originalbild arbeitet. Um ein versehentliches Uberschreiben zu vermeiden,
verwenden Sie eine Kopie und bewahren Sie das Original auf!)

Als Beispiel haben wir das Bild einer Platte, die ungleichmaf3ig mit Seepocken
bedeckt ist (Datei Practice_Image.jpg). Wir wollen die einzelnen Seepocken auf der
Platte zdhlen. Dazu nutzen wir die Tatsache, dass sie im Bild vergleichsweise hell
sind, und werden dies in den nachsten Schritten verstarken.
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& Fiji File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

oo 5 B olaloldlix|alajoi) osjuls|slo] |

(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_66 [64-bit];  Click here to search
Open Next 30 o060 Practice_Image.jpg (16.7%)
Open Samples > 5184x3456 pixels; RGB; 68MB

Open Recent >
Import >
Show Folder >
Close ®’W
Close All TREW
Save #S
Save As >
Revert #R
Page Setup...

Print... #P
Export >
Quit

Fix Funny Filenames
Make Screencast

Bevor wir jedoch weitermachen, eine kurze Warnung: Image] ist nicht sehr gliicklich
mit dem Riickgangigmachen von Befehlen! Wenn Sie einen Fehler machen und
versuchen, Edit - Undo zu verwenden, miissen Sie moglicherweise die ganze Prozedur
noch einmal von Anfang an durchlaufen.

4. Legen Sie zundchst den Maf3stab — I
fest. Klicken Sie auf ,Straight” in - - -

. DQG@F_L:Z:\A(\QD on|sujur| g | g &
der Werkzeugleiste (schwarzer (P 15 Just) Image 2.0.0-r-69/1.52p; Java 1.8.0_66 [64-bit;

Pfeil) und zeichnen Sie eine ——
gerade Linie auf einen
Referenzmaf3stab in Ihrem Bild.
Dies kann ein Lineal oder eine
Miinze sein, die im Bild neben
der Platte liegt. In unserem
Beispiel wird eine gerade Linie
(gelber Pfeil) als Durchmesser
der Scheibe gezogen, da das in
diesem Fall ein bekannter
Abstand von 8,5 cm ist.

o0 e
5184x3456 pixels; RCB; 68MB

(Streng genommen ist die Einstellung des Maf3stabs fiir die einfache Zadhlung nicht erforderlich, aber
Sie mochten vielleicht spater dasselbe Verfahren fiir die Berechnung von Flachen verwenden).
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5. Klicken Sie in der Meniileiste auf Analyze - Set Scale. Es erscheint ein kleines
Fenster. Fiillen Sie die Informationen zu ,, Known distance (hier: 8.5) und , Unit of
length” (cm) aus.

jins.
Rnstyze Partices.. e e Set Scale
‘Summarize
Distrbution..
Clear Resuts Distance in pixels: 3674.753¢
Set Measurements...
Known distance: 8.5
Calibrate...
i o .
Petoie %« Pixel aspect ratio: 1.0
Surface Plot...
Gels » )
Tools > Unit of length: cm
3D Objects Counter
3D OC Options
Skeletc H
ol " Click to Remove Scale
Color Histogram
Directionality
st Global
Flow »
Dowacarin Scale: 432.3240 pixels/cm
Classificatior »
Local Thickness »
B T Help Cancel oK
Sholl »
>

TopoJ

(Aktivieren Sie Global, wenn mehrere Bilder von Platten analysiert werden sollen
und alle die gleiche Grof3e und Vergrofierung haben. Global wird fiir alle Bilder den
gleichen Maf3stab verwenden, und es ist nicht erforderlich, ihn fiir die folgenden
Bilder neu einzustellen.) Mit OK bestatigen.

6. Bereiten Sie das Bild fiir die Analyse vor. Wahlen Sie ,,Oval“ (schwarzer Pfeil) in der
Werkzeugleiste und ziehen Sie einen Kreis (gelber Pfeil) um die Platte.

Cwlmmmmrmmmmw

a@c|o|~ 4N Al |o|0)| ovfsufur g|s] &
(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_66 [64-bit);

o o Practice_image.jpg (G) (16.7%)
11.99x7.99 cm (5184x3456); RCB; 68MB
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7. Eliminieren Sie unndtigen Hintergrund, der die Analyse verwirren wiirde:
Wabhlen Sie zuerst Image - Crop, um die Abmessungen des Bildes zu reduzieren.

& Fiji File Edit m Process Analyze Plugins Window Help
ece Type L
cloclol 44

Developer Menu Show Info... Y

1L99x7.99cm S184x341  CO

Lookup Tables
Annotate
Drawing

P video Editing
Axes
Convert

e 2 e -
Zugeschnittenes Bild

Wabhlen Sie dann Edit - Clear Outside, um den restlichen Hintergrund
auszublenden.

& Fiji Fuemlmu Process Analyze Plugins Window Help

e0e _ Undo %2 3 mage)
ooz ol ax 0|0 s o] 4]0
#C Click here to search

Magnifying glass (@

8.38x7.99 cm (362 P2

Jetzt bleibt nur noch unser Plattenbereich zur Analyse tbrig.
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8. Wahlen Sie Image - duplicate, um ein Referenzbild fiir die Bearbeitung Ihrer Platte
zu erzeugen. Platzieren Sie das Referenzbild hinter / neben dem Original und
aktivieren Sie wieder das Fenster des ersten Bildes. (Wenn Sie im Folgenden etwas
durcheinanderbringen, konnen Sie die Arbeitskopie schlief3en und mit der zweiten
Kopie eine neue Arbeitskopie erstellen, um von diesem Punkt aus neu zu beginnen).

@ Fiji_File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

eo0e@
8.38x7.99 cm (3621x3456);

A8 c|o| N | Ala]o|0) m/swju | 4]a] [»
(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_66 [64-bitl; _ Click here to search

9. Wandeln Sie das Bild in 8 Bit um. Wahlen Sie Image - Type - 8 bit. Dadurch wird
das Bild in Graustufen umgewandelt.

& Fiji File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Type »

@ c(ol~& agust NG
Stacks Menu Show Info... Ed] 32-bit b
Iy psep  8-bit Color -

Practice_Image.jpg (G) (16.7%)
8.38x7.99 cm (3621x3456); 8-bit; 12MB

» VRGBColor

e0e |
8.38x7.99 cm (3621x345(  Color
Slacks RGB Stack
P Hyperstacks HSB Stack
Lab Stack

Crop
Duplicate...
Rename...
Scale...

| Transform
Zoom

| Overlay

Lookup Tables

Annotate
Drawing
Video Editing

Axes

- Convert
, Convolve




10. Verbessern Sie das Bild, indem Sie die Helligkeit und den Kontrast erh6hen. Wahlen
Sie Image - Adjust - Brightness/Contrast. Bewegen Sie die Schieberegler im
Fenster, um Ihr Bild zu optimieren. Vergleichen Sie mit der Kopie, um zu sehen, wie
unerwinschte dunklere Teile verschwinden. Achten Sie darauf, dass die zu
zahlenden Seepocken als hellere Merkmale erhalten bleiben, denn im nachsten
Schritt konnen Sie nicht mehr zur Kontrasteinstellung zuriickkehren, ohne dass
Image] durcheinanderkommt! (An diesem Punkt brauchen Sie nicht auf ,,Apply*“ zu
klicken. Wenn Sie es doch tun, wird sich in den nachsten Schritten hauptsachlich das
Aussehen der "B&C"-Anzeige dndern).

8.38x7.99 cm (3621x3456); 8-bit; 12MB

Minimum

Maximum
Brightness
Contrast

Auto Reset

Set Apply

11. Wahlen Sie einen Schwellenwert fiir das Bild. (Dies ist notwendig, weil die nachsten
Operationen nur mit bindren Bildern funktionieren werden.)

Wahlen Sie Image - Adjust - Threshold. Wahlen Sie ,Red” (falls nicht bereits
voreingestellt), um zu visualisieren, welche Bereiche betroffen sein werden.
Bewegen Sie den oberen Schieberegler (Pfeil), bis die Organismen, die Sie zdhlen
mochten, rot sind. Bestdtigen Sie nun mit Apply.

& Fiji File Eﬂilml’rucess Analyze

afg glo|~/4
D

8.38x7.99 cm (362 L343 (N

VIRTUE-s 2& Y

Plugins  Window _Help

>

e
Brightness/Contrast...
®1  Window/Level..
TRP Color Balance..
»

Color Threshold....
Size...

Canvas Size...
Line Width...
Coordinates...

Auto Local Threshold
Bleach Correction

Auto Crop (guess background color)
Scale to DPI

Auto Threshold Maximum

Auto Crop Brightness

36303456 pixels; 8-bit; 12MB

mmmmmm

Brightness
Contrast

Auto Reset

Set

Apply

255

Default B R B

Dark background Stack histogram
Don't reset range |

g - Auto | | Apply | Reset | | Set |

Bild wahrend der Schwellenwert-Einstellung



Das Bild ist nun in eine binadre Version umgewandelt, in der nur noch Schwarz und
Weif3 als Restfarben vorhanden sind. Die Seepocken sind weif vor einem schwarzen
Hintergrund. (Dem Programm ,ist bewusst®, dass Ihre Seepocken weif sind, denn in
Process - Binary - Options ist Schwarz als Hintergrundfarbe definiert.)

12.In unserem Beispiel haben die Seepocken unterschiedliche Grofden und viele konnen
sich tiberlappen. Dies fiihrt zu einer Unterschatzung der Zahlung, da das Programm
nur ,weifde Flecken“ zahlt und somit mehrere Seepocken als eine einzige zahlen
wiirde. Um dem entgegenzuwirken, wahlen Sie Process - Binary - Watershed. Sie
werden feststellen, dass das Programm versucht hat, einzelne Seepocken mit einer
feinen 1-Pixel-Linie zu trennen. Vergleichen Sie dies mit hrem Referenz-Bild und
priifen Sie, ob die Aufteilungen mehr oder weniger genau sind. (Wenn dies nicht der
Fall ist, hilft ein Riickgdngigmachen nicht, da das Bild inzwischen bindr ist. Sie
miissen dann die Prozedur von Ihrem Duplikat in Schritt 8 wiederholen.)

Beachten Sie, dass dieser Algorithmus nicht sehr genau ist: eine vollstandige
Trennung der Organismen kann nicht erreicht werden, und manchmal kann eine
Seepocke als mehrere voneinander getrennte Organismen interpretiert werden.

‘'@ Practice_Image.jpg (G) (16.7%)
8.38x7.99 cm (3621x3456); 8-bit; 12MB

@& Fiji File Edit ImagemAnalyze Plugins Window Help

° Smooth °%S
B ||~ 4[5 K]  Sharen &

U lol x| SRR,

Magnifying glass (or use "+" and "~ Eind Maxima...

Moanifying glass forlusetatand S

Enhance Contrast...

2l
8.38x7.99 cm (3621x3456); 8-bit;  Noise

Shadows

>
>
Math >
FFT >
Filters >
Batch >
Image Calculator...

Subtract Background...

Repeat Command R Outine

Fill Holes.
Calculator Plus Skeletonize
Morphology >
Image Expression Parser
Image Expression Parser (Macro)

Distance Map

Ultimate Points
Multiple Image Processor

Ml Enhance Local Contrast (CLAHE)

Voronoi

Options...

Bild mit Trennlinien zwischen iiberlappenden Seepocken
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13. Definieren Sie den zu zdhlenden Bereich. Wahlen Sie wieder ,,Oval“ aus der
Werkzeugleiste und zeichnen Sie einen Kreis um den Umfang der Platte. (Siehe
Schritt 6.) Dies ist notwendig, um Artefakte am Rand der Platte (falls erforderlich)
spater aus der Zahlung zu eliminieren.

@ Fiji File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

QS c|o| 43 |A|a|o|0] xsyug|/]a] |>
(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_66 [64-bit];

[ ] Practice_Image.jpg (G) (16.7%)
8.38x7.99 cm (3621x3456); 8-bit; 12MB

14. Wihlen Sie Analyze - Set Measurements. Fiir unsere R
Zwecke wollen wir nur Limit to threshold wahlen RNV = i
(obwohl dies strenggenommen nicht notwendig zu sein pn & maw orayalue oo
scheint, da wir das Bild ohnehin schon auf den T WG
Schwellenwert gesetzt haben.) Klicken Sie auf OK. oy Ot

i Sack oshion
Limit to threshold Display label
Invert Y coordinates Scientific notation
Add to overlay NaN empty cells
Redirect to: = None | ]

Decimal places (0-9): 3

Help Cancel oK

VIRTUE-s & | 8



15. Wahlen Sie Analyze - Analyze particles. Es erscheint ein Fenster. Passen Sie die
Parameter an:

Grofde einstellen: dies ist abhdngig davon, wie grof3 808 Awivepatdes
die Seepocken sind. Wenn Sie nur die grof3en Size (cmA2):  400-Infinity
Seepocken zdhlen wollen, stellen Sie die Grofde von Pixel units

i 0 i ; ; Circularity: 0.30-1.00
einer etwas grofderen Zahl bis unendlich ein, oder reuianty

reduzieren Sie den Grofdenbereich, wenn Sie nur die Show: {_Masks -
kleinen Seepocken zdhlen wollen. Hinweis: Sie haben Display results Exclude on edges
die Moglichkeit, das Kastchen Pixel units zu aktivieren, E'ea' results :‘"“": holes
. . . . . . ummarize ecord starts
wodurch Sie die Grof3e in Pixel statt in cm? erhalten. Add to Manager A
Dies ist einfacher zu handhaben und mit der
Help Cancel OK

Bildschirmdarstellung zu vergleichen als die

tatsachliche Grofde in cm?, daher verwenden wir dies in unserem Beispiel. Stellen Sie
die Grofie auf 400 - Infinity ein. Bei dieser Einstellung werden die kleinsten Objekte
im Bild (mit einer Flache von 20*20 Pixel oder weniger) nicht gezahlt.

Stellen Sie die Circularity ein: 0.0 ist ein langliches Rechteck und 1.0 ist ein
perfekter Kreis. Uberpriifen Sie die Form Ihrer Seepocken im Fenster. Eine
Circularity von 0.3 oder 0.4 -1.0 funktioniert gut.

Show: Masks. Hierdurch konnen Sie sehen, welche Partikel gezahlt wurden. (Wenn
Sie einzelne gezahlte Objekte identifizieren mdchten, wahlen Sie stattdessen
Outlines, um die Indexnummern anzuzeigen.)

Wahlen Sie:
¢ Exclude on edges: Das Programm zahlt keine Partikel an den Kanten des
Kreises.

¢ Display results und
e Summarize.
Klicken Sie OK.

(Schone Beispiele fiir die Auswirkungen einiger dieser Einstellungen finden Sie auf
https://imagej.nih.gov/ij/docs/menus/analyze.html)
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16. Es erscheint eine Tabelle mit den Ergebnissen und ein Fenster mit einem Bild der
Umrisse der gezahlten Objekte. Vergleichen Sie dieses mit dem Referenzbild und
priifen Sie, ob die Zdhlung mehr oder weniger genau ist. Wenn Sie mit der Zahlung
nicht zufrieden sind, gehen Sie zuriick zu Analyze Particles und passen Sie die
Pixelgrofie an.

[Area |
574 2781
575 2415
576 1623
N 577 1832
& 578 5900

e 579 899
L3

[} . .
. L. 4 580 545
' % .. 581 846
. « 7582 4729

583 1211

3630x3456 pixels; 8-bit; 12 3630x3456 pixels; 8-bit (inverting LUT); 12MB

.00 ® Ceoo Summary
Slice [Count [Total Area [Average Size |%Area |
.- . & Practice_lmage.jpg 583 2922521 5012.901 30.189
o @
' &ie
* »
.
< Qe
‘ .
. .

In diesem Beispiel betrdgt die Anzahl 583 Individuen. Dies unterscheidet sich nicht
allzu sehr von der Zahl, die bei der manuellen Zahlung erhalten wurde (siehe
Tutorial zur manuellen Zdhlung), aber es gibt noch einige Artefakte, auf die wir
weiter unten eingehen werden (Abschnitt ,Fehlersuche®).

17. Mit dieser Methode konnen Sie die Zahlung von grof3en und kleinen Seepocken
differenziert durchfiihren, indem Sie die Pixelgréfe in Schritt 15 anpassen.

18.Um eine bessere Vorstellung davon zu bekommen, wie die verschiedenen
Einstellungen des Programms zusammenwirken, spielen Sie nach dem Tutorial mit
einigen davon herum und beobachten Sie die Ergebnisse. Bei einigen Bildern ist zum
Beispiel die Option ,Exclude on edges” bei der Analyse von Partikeln moglicherweise
nicht die beste Wahl.

Fehlersuche:

1. In unserem Beispiel gibt es eine Kolonie von Bryozoen (gelber Kreis oben rechts),
die nach der Konvertierung des Bildes in 8-Bit und der Anpassung des Kontrasts als
Flache mit weifden Flecken verbleibt. Ebenso gibt es braune ,Flecken” (gelber Kreis
in der Nahe des Zentrums), die nicht eliminiert wurden. Wenn man genau hinsieht,
blieben Spuren von beiden in der obigen Zahlung (siehe Maske) und werden als
Seepocken gezdhlt. Andererseits hatten einige der echten Seepocken (roter Kreis)
keinen ausreichenden Kontrast im Bild und verschwanden vor der Zahlung.
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[ ] (] Practice_Image-1.jpg (16.7%)
3630x3456 pixels; 8-bit; 12MB } 3630x3456 pixels; RGB; 48MB

Sie kénnen einen Teil des ,Rauschens” entfernen, indem Sie den Umfang der Kolonie
mit dem Auswahlwerkzeug ,Freehand“ markieren und dann auf Loschen driicken:

e0e@ Practice_Image-1.jpg (33.3%) e0e@ Practice_Image-1.jpg (33.3%)
3630x3456 pixels; RGB; 48MB 3630x3456 pixels; RGB; 48MB

Mit, Freehand” markierte Kolonie von Bryozoen Geloschte Kolonie

2. Diese Art von ,Rauschen” kann auch zu einem gewissen Grad durch die Anpassung
von ,Size“ und/oder ,Circularity” im Fenster ,Analyze Particles” bertiicksichtigt
werden.

v. 012020 Kontakt: sdengg@geomar.de
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