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IV. Bestimmung der prozentualen Bedeckung mit Image]
(automatisch)

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

In diesem Tutorial wird das Bildanalyseprogramm Fiji/Image] verwendet, um die
Gesamtflache, die von Organismen auf einer VIRTUE-Platte bedeckt ist, anhand eines
Fotos der Platte abzuschéatzen. Voraussetzung ist ein starker Kontrast zwischen der
Helligkeit der Organismen und dem Hintergrund auf dem Foto. Mit Image] werden die
besiedelten Gebiete im Bild in weif3e Regionen umgewandelt und ihre Gesamtflache
bestimmt.

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
Mentileiste.

@ Fiji File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
(Fiji Is Just) ImageJ

| JON |
B ojc|o| 4N Ao mswurg|s|a] |»
(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p / Java 1.8.0_66 (64-bit)

+ g
s

(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 geidndert 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. Priifen Sie unter Process - Binary - Options, 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 fast vollstiandig mit Seepocken
bedeckt ist (Datei Practice_Image_3.tif). Wir wollen messen, wie viel der Platte (in %)
von diesen Organismen bedeckt ist. Beachten Sie, dass dies ein Foto der Unterseite
einer transparenten Platte ist, so dass wir die Seepocken von ,unten“ sehen, was den
Kontrast zwischen Seepocken und dem Hintergrund verstarkt.

VIRTUE-s ﬂ Y 1




New >
Open... #¥0
Open Next {30
Open Samples >
Open Recent >
Import >
Show Folder >
Close #’W
Close All T EW
Save #®S
Save As >
Revert #R
Page Setup...

Print... #P
Export >
Quit

Fix Funny Filenames
Make Screencast

[ XoX ) TestBild.tif (76%)
1296x864 pixels; RGB; 4.3MB

4. Legen Sie zunachst den Maf3stab fest. Klicken Sie auf ,Straight” in der
Werkzeugleiste (schwarzer Pfeil) und zeichnen Sie eine gerade Linie auf einen
Referenzmafistab 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 Platte gezogen, da das in diesem Fall ein bekannter Abstand von
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o0 e TestBild.tif (75%)
1296x864 pixels; RGB; 4.3MB

8,5 cm ist.
[ JoN ] (Fiji Is Just) ImageJ
Ojojc|ofE 4N Alx o]0 ~fswu o] 4]a] |»>

Paintbrush Tool

Click h




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. (Dieser Schritt ist nur notwendig, wenn Sie spéter die Grofde der
Flache in tatsachlichen Einheiten (cm?) wissen wollen. Wenn die Bestimmung des
prozentualen Anteils an der Gesamtflache ausreicht, kann er tibersprungen werden.)

Plugins  Window ) ® Set Scale
Measure #¥M
Analyze Particles...
Summarize ) . .
Distribution... Distance in pixels: 889.4782
Label
Clear Results . ;
S Known distance: 8.5
e Pixel aspect ratio: 1.0
Histogram
Plot Profile #K

Surface Plot... Unit of length: cm

Gels >

Tools > CI k R S I
3D Objects Counter ick to Remove Scale
3D OC Options

Skeleton > GClobal

Colocalization 4

Color Histogram .

Directionality Scale: 104.6445 pixels/cm

Shape Index Map

Optic Flow >

Helmholtz Analysis.

3D Surface Plot Help Cancel OK

Classification
Local Thickness
Multi Kymograph
QuickPALM

Sholl

TopoJ

\AAAAAL

(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 den interessierenden
Bereich. In diesem Beispiel sind die Seiten der Platte (Petrischale) nicht enthalten.

L] (Fij Is Just) ImageJ
O il (A2 0T] sl s s[o] [»

(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_202 [64-bit];

e0e TestBild.tif (G) (75%)
12.38x8.26 cm (1296x864); RGB; 4.3MB.
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7. Eliminieren Sie unnétigen Hintergrund, der die Analyse verwirren wiirde:

8.

Process Analyze

Type

Adjust

Show Info...
Properties...
Color
Stacks
Hyperstacks

Crop 08X

Duplicate...

Wahlen Sie zuerst Image - Crop, um die Abmessungen des Bildes zu reduzieren.

[ XoX )
8.64x8.26 cm (904x864); RGB; 3MB.

TestBild.tif (G) (75%)
>

>

®1
T RP
>

>

>

©¥#D

Rename...
Scale...
Transform
Zoom
Overlay

Lookup Tables

Annotate
Drawing
Video Editing

vy vVVY Vv vvvﬁ

Axes
Convert
Convolve
Threshold

v

(Wenn sich das Bild nach dem Zuschneiden in einem gezoomten Modus befindet, driicken Sie die Taste
unzoom (Tastatur: "-") und ggf. zoom (Tastatur: "+"), um zum Vollbild zuriickzukehren).

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. (Dies stellt auch sicher, dass Sie
eine Kopie des Bildes haben, mit der Sie arbeiten konnen, falls Sie bei der
Bearbeitung einen Fehler machen. Loschen Sie in diesem Fall das Bild mit den
Fehlern und verwenden Sie die Kopie, um eine neue Arbeitskopie zu erstellen.
Beginnen Sie von diesem Punkt aus neu).

Pz AT ——

‘e0e
8.64x8.26 cm (904x864); RGB; 3MB. 1); RGB; 3MB

Type >
Adjust >
Show Info... £l
Properties... 08P
Color >
Stacks 4
Hyperstacks >

Crop 38X
Rename...
Scale...
Transform
Zoom
Overlay

%
m

Lookup Tables

Annotate
Drawing
Video Editing

Y YYY V VVY

Axes
Convert
Convolve
Threshold

v




9. Wenn Sie verwirrende Details aufderhalb des Analysebereichs eliminieren mdchten,
wihlen Sie Edit - Clear Outside, um den verbleibenden Hintergrund auf3erhalb des
gelben Kreises auszublenden. Auch dies ist fiir unsere Zwecke nicht unbedingt
erforderlich, aber die Bilder im Tutorial werden leichter verstandlich sein, deshalb
verwenden wir es:

Image Proces: e0e TestBild.tf (G) (75%)
8.64x8.26 cm (904x864); RGB; 3MB
Undo ®Z
Cut #®X
| Copy #¥C
[ Copy to System
| Paste B’V
Paste Control...
Clear
Clear Outside
Fill #F
Draw #D
Invert a8l
Selection >
Options >

10. Wandeln Sie das Bild in 8 Bit um. Wahlen Sie Image - Type - 8 bit. Dadurch wird
das Bild in Graustufen umgewandelt, um die Analyse zu vereinfachen.

Image Process Analyze Plugins Win [ JoX ] TestBild.tif (G) (75%)
Type e 8.64x8.26 cm (904x864); 8-bit; 763K
Adjust > 16—bi.(

Show Info... £l 32-bit

Properties... %P 8-bit Color

Color » v RGB Color

Stacks > ReBStack
| > HsB Stack

Crop 08X Lab Stack

Duplicate... oxD N AT

Rename... (V4

Scale... %E 4

Transform > b

Zoom > | ‘;t, 2

Overlay | xv"

Lookup Tables > ;!

Annotate > 4

Drawing >

Video Editing S

Axes >

Convert

Convolve

Threshold > §:




11.Verbessern Sie das Bild, indem Sie die Helligkeit und den Kontrast erhéhen. Wahlen
Sie Image - Adjust - Brightness/Contrast. Bewegen Sie die Schieberegler im
Fenster, um Ihr Bild zu optimieren, falls notig. Vergleichen Sie mit der Kopie, um
sicherzustellen, dass die dunkleren Seepocken noch sichtbar sind.

T Process Analyze Plugins Window Help

00 TestBild.tif (75%)
8.68x8.32 cm (901x864); 8-bit; 760K

Type "
| e—rr———
Adjust » Brightness/Contrast... 2%C
Show Info... ® Window/Level...
Properties... %P Color Balance...
Color » Threshold... aRT
Stacks > Color Threshold...
Hyperstacks » Size...
| - Canvas Size... 193
€ OEX . Line width...
Duplicate... %D Coordinates.. —
Rename... Minimum
Scale... %RE Auto Local Threshold
Transform » Auto Threshold
Zoom »  Bleach Correction Maximum
Overlay » Auto Crop
Auto Crop (guess background color)
Lookup Tables » ~
Scale to DPI Brightness
Annotate >
Drawing »
Vigeolcitng % Contrast
Axes »
Convert
et Auto Reset
Threshold >
Set Apply

12. Uberprijfen Sie, ob das gelbe Oval noch an seinem Platz ist. Wenn nicht, muss es neu
gezeichnet werden, da wir mit den folgenden Messungen nur die vom Kreis
umschlossene Flache analysieren wollen.

Wahlen Sie Image - Adjust - Threshold. Es erscheint ein Fenster mit den
Schwellenwerten (Pfeil). Wahlen Sie ,Red” (falls nicht bereits voreingestellt), um zu
visualisieren, welche Bereiche betroffen sein werden. Bewegen Sie den oberen
Schieberegler (schwarzer Pfeil), bis alle Organismen, die Sie analysieren mdchten,
rot sind. Dies kann schwierig sein, aber beim Vergleich des Schwellenwertbildes mit
dem Referenzbild (Duplikat) kann man sehen, ob alle zu analysierenden Bereiche rot
markiert sind.

TN Process Analyze Plugins Window _Help

Type »
e
TN  Grightness/Contrast...
Show Info... %1 Window/Level
Properties.. 3P Color Bal
Color [ Threshol
Stacks > Color Threshold.. Minimum
Hyperstacks > sie..
© CanvasSize.. Maximum
Crop CHRX . Line width...
Duplicate... DA Coordinator ] rightness
Rename...
Scale... %E  Auto Local Threshold Contrast
Transform > Auto Threshold
Zoom > | Bleach Correction At et
Overlay > AutoCrop
Auto Crop (guess background color) ‘

Lookup Tables >
Annotate >

rawing >
Video Editing > |
Axes >
Convert
Convolve

Threshold




Beachten Sie den Wert unterhalb des Histogramms (roter Pfeil), der in unserem
Beispiel 79,11% betragt. Dieser Wert entspricht der rot dargestellten Flache der
Platte, d.h. der prozentualen Flache, die von den Seepocken bedeckt ist. (Wichtig: es
ist notwendig, dass die Umrisslinie (gelbes Oval) noch vorhanden ist. Wenn nicht,
bezieht sich der Wert auf das gesamte Bild).

Versuchen Sie, die optimale Position des oberen Schiebereglers zu finden und
notieren Sie die entsprechende prozentuale Flache. Erh6hen und verringern Sie dann
den Schwellenwert auf Einstellungen, die Sie noch plausibel finden, und notieren Sie
diese Zahlen als Unsicherheitsgrenzen der Methode. (In unserem Beispiel liegt ein
vernunftiger Bereich bei 73-83 %, was eine Genauigkeit der Methode von etwa +5 %
ergibt. Beachten Sie, dass wir immer noch einen kleinen Fehler haben, der auf das
Loch in der Mitte der Platte und die Tatsache zuriickzufiihren ist, dass grofiere
Seepocken dunklere Bereiche in der Mitte haben).

Wenn Sie nur an der prozentualen Bedeckung interessiert sind, stoppen Sie hier.
Wenn Sie die Flache in cm? messen mochten, stellen Sie den Schieberegler wieder
auf Ihre optimale Einstellung zuriick und fahren Sie fort.

13.Um die von den Seepocken bedeckte Flache in cm? zu messen, wahlen Sie Analyze -
Set Measurements. Aktivieren Sie Area und Limit to threshold. Klicken Sie auf OK.

eCe Set Measurements

Area Mean gray value
Standard deviation Modal gray value
Min & max gray value Centroid
Center of mass Perimeter

Bounding rectangle Fit ellipse

ot
Gels. e Shape descriptors Feret's diameter
Tools >

50 Objocts Counter Integrated density Median
30 0c o

Skewness Kurtosis

Area fraction Stack position

Limit to threshold Display label
Invert Y coordinates Scientific notation
Add to overlay NaN empty cells

E Redirect to: | None | <]

Decimal places (0-9): 3

Help Cancel oK

14.Wahlen Sie Analyze - Measure. Dadurch wird die Flache der weifden Felder (derzeit
rot dargestellt) innerhalb des Kreises gemessen. Es erscheint eine Tabelle mit der
endgiiltigen Messung in cm?, in unserem Fall 45,77 cm?.

PITITR puges i
o e e, ® Besiilts

|Ar§a [MinThr [MaxThr |
1 45773 45 255
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Optional: Um zu tiberpriifen, ob diese Methode die in Schritt 12 bestimmte
prozentuale Flache reproduziert, dividieren Sie die bedeckte Flache durch die
Gesamtflache der Platte (mt * r2 = 56,75 cm?), multipliziert mit 100:

(45,77 / 56,75) * 100 = 80,65%
(Beachten Sie, dass dieser Wert in unserem Fall nicht mit dem in der Abbildung in

Schritt 12 angegebenen Wert identisch ist, da wir die Schieberegler nach dem
Bildschirmfoto angepasst haben.)

v. 012020 Kontakt: sdengg@geomar.de
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