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V. Simultane Analyse mehrerer Bilder mit Image]

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

Die gleichzeitige Analyse mehrerer Bilder ist eine weitere Funktion von Image], die die
Plattenanalyse einfacher und schneller macht. Im Zusammenhang mit VIRTUE-s eignet
sich dies zur Bestimmung der Flichenbedeckung der Platten in einem Stadium, in dem
der Bewuchs noch sparlich ist. In diesem Beispiel werden mehrere Mikrofotografien
einer einzelnen Platte verwendet, um auf die gesamte von Kieselalgen bedeckte Flache
der Platte zu extrapolieren.

Als Voraussetzung muss ein Referenzmaf3stab (Kalibriermafistab) fotografiert werden
(vgl. Tutorial Mikroskopie und ImageJ). Zudem ist es wichtig, dass die Vergrofderung
des Referenzmafistabs und der zu analysierenden Bilder sowie, wenn méglich, die
Fokussierung/Einstellungen gleich sind. Aufderdem sollten die interessierenden
Bereiche in Ihrem Bild einen sehr guten Kontrast zum Hintergrund aufweisen.

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
Ment Fiji - About Image]J). 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
[ NON ) (Fiji Is Just) ImageJ
B ojc|o|~|4 kN A|a|o|0| wfswjurs]s]a] |»

(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. Priifen Sie unter Process - Binary - Options, ob
das Kastchen ,Black background” wirklich aktiviert ist.)

3. Stellen Sie den Maf3stab ein. Laden Sie das Bild Ihres Referenzmafistabs, indem Sie
die Datei auf die Werkzeugauswahlleiste ziehen. In unserem Beispiel (Datei
8X@20180112_174424.jpeg in der Sammlung der Ubungsbilder) haben wir einen
Punkt mit einem bekannten Durchmesser von 0,6 mm von einem Motic 4-Punkt-
Kalibriermafistab.
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Waibhlen Sie in der Werkzeugleiste ,Straight“ (schwarzer Pfeil) und ziehen Sie eine
gerade Linie als Durchmesser des Punktes (gelber Pfeil).

(Fiji Is Jus J

Qjolc|ofE 4|\ Ala|o|0) fsyul o] /]a] |»

Plugins Window Help

x=861, y=92, value=147,145,120 (#939178)

Click here to search

12.174424.jpg (75%)

[ oK )
1280x960 pixels; RGB; 4.7MB

Klicken Sie auf Analyze - Set Scale in der Meniileiste und geben Sie die
Informationen zu , Known distance” (0.6) und ,Unit of length“ (mm) ein. Wahlen Sie
Global, um diesen Maf3stab fiir alle Bilder, die Sie analysieren werden, zu
verwenden. Bestatigen Sie mit OK. Schliefien Sie das Bild des Referenzmaf3stabs.

Measure ®M
Analyze Particles...
Summarize

Distribution...

Label

Clear Results

vmwa.«.@ﬂ"
e N—

® 0 Set Scale

Distance in pixels: 94.1394
Known distance: 0.60

Pixel aspect ratio: 1.0
Unit of length: mm
Click to Remove Scale
4 Global
Scale: 156.899 pixels/mm

Help Cancel OK




4. Offnen Sie nun die Bilder, die Sie analysieren méchten. Sie kénnen alle zu
analysierenden Bilder gleichzeitig auswahlen und per Drag & Drop auf die
Werkzeugauswahlleiste ziehen. Alle Bilder erscheinen dann auf Ilhrem Bildschirm.
Stellen Sie sicher, dass alle Bilder in Image] geoffnet sind. Ist dies nicht der Fall,
miissen Sie die fehlenden Bilder eventuell einzeln auf die Werkzeugauswabhlleiste
ziehen.

Flr dieses Tutorial haben wir eine Gruppe von 6 Bildern zufallig ausgewahlter
Bereiche auf einer Platte, die im Dezember vier Wochen lang ausgelegt war.
Beachten Sie, dass das Wachstum noch sparlich ist und dass bei dieser Vergrofierung
unter einem Binokular keine einzelnen Organismen gezahlt werden kdnnen. Bei den
dunklen Bereichen handelt es sich um Kolonien von Kieselalgen (mikroskopisch
kleine Algen), die vor der Aufnahme der Fotos unter einem Lichtmikroskop
identifiziert wurden. Aus diesen 6 Proben wollen wir nun die Gesamtflache
abschitzen, die von den Kieselalgen auf der Platte eingenommen wird.

5. Erstellen Sie einen Stapel. Wahlen Sie Image - Stacks - Images to Stack. Geben
Sie Threm Stapel einen Namen. In diesem Beispiel werden wir den Stapel mit Bezug
auf den Auslagemonat ,December” nennen. Aktivieren Sie ,Use Titles as Labels“
und , Keep Source Images“. Letzteres behalt die Originalbilder. Diese kdnnen Sie
nach der Konvertierung der Bilder als Referenzbilder verwenden. Klicken Sie auf
»OK"

[[LCCW Process Analyze Plugins Window Help
Type

[ [ ——
adst » Mjsejuwl o] /]a] |3

Show Info... 81 4-bit) Click here to search
Properties... {r36P

®  ® Images to Stack

Name: December

Title Contains:
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Hyperstacks > Delete Slice
Next Slice [>] Use Titles as Labels
Crop QEX . previous Slice [<]
Duplicate... O%D gt siice... Keep Source Images
Scale... 8E ages to Sta
Transform > Stack to Images
Zoom Make Montage... Cancel OK
Overlay Reslice [/]...
Or Views {3H
Lookup Tables Z Project...
ot » 3D Project...
Drawing > Plot Z-axis Profile
Video Editing > Measure Stack...
Label...
Axes 4 Statistics
Convert Animation >
Convolve Tools 4
Threshold >
Radial Reslice
Dynamic Reslice
Series Labeler
Kalman Stack Filter
Time Stamper
Reslice Z
ViewsD > ]




6. Nun wird ein Stapel mit [hren Bildern erstellt. (Alle Originalbilder bleiben auch als
Einzelbilder erhalten.) Auf Ihrem Bildschirm sehen Sie ein Bild mit einem
Schieberegler (schwarzer Pfeil) am unteren Rand des Fensters. Durch Verschieben
des Schiebereglers konnen Sie zwischen den Einzelbildern im Stapel wechseln. Ein
Dateiname links oben (gelber Pfeil, hier ,8X@20180112_180158“) zeigt an, welches
Bild im Stapel gerade angezeigt wird. Der rote Pfeil gibt die Grof3e an, die im
kompletten Rahmen dargestellt ist. In diesem Beispiel sehen Sie einen Teil der Platte
mit einer Flache von 8,16 mm x 6,12 mm = 49,94 mm?2.

000 December (G) (76%)
1/6 (8X@20180112_180158); 8.16x6.12 mm (1280x960); RGB; 28MB

>

/

7. Bearbeiten Sie die Bilder. Sie brauchen nur ein Bild zu bearbeiten, da Ihre
Anpassungen auf alle anderen Bilder im Stapel angewendet werden. Wahlen Sie
Image - Type - 8 bit. Alle Bilder werden in Graustufenbilder umgewandelt.

e0e@ December (G) (75%)
1/6 (8X@20180112_180158); 8.16x6.12 mm (1280x960); 8-bit; 7MB

Adjust 16-bit

Show Info... 32-bit
8-bit Color

Properties...




8. Verbessern Sie die Qualitit der Bilder zur leichteren Schwellenwertbestimmung.
Wahlen Sie Image - Adjust - Brightness/Contrast. Stellen Sie die Schieberegler so
ein, dass Sie ein helleres Bild mit hohem Kontrast erhalten. Kontrollieren Sie die
anderen Bilder und priifen Sie, ob sich die Qualitit dieser Bilder ebenfalls verbessert
hat. (An diesem Punkt brauchen Sie nicht auf ,Apply*“ zu driicken. Wenn Sie darauf
driicken, wird in den nachsten Schritten hauptsachlich das Aussehen der ,B&C“-
Anzeige verandert).

Process Analyze Plugins Window Help
Type >

¥ 1 il 1
Brightness/Contrast...
Show Info... 81 Windowj/Level...
Properties... %P Color Balance...
Color > Threshold... 08T 3 128
Stacks > Color Threshold...
Hyperstacks > Size... .
~ Canvas Size... Minimum
iy QHEX | Line width...
Duplicate... T#D Coordinates... Maximum
Rename...
Scale... *#E Auto Local Threshold =
Transform »  Auto Threshold Brightness
Zoom > Bleach Correction
Overlay »  Auto Crop Contrast
Auto Crop (guess background color]
Lookup Tables > P (9 g )
' Scaleto DPI Auto Reset
Annotate >
Drawing > Set Apply
Video Editing >
Axes >
Convert
Convolve
Threshold >
December (G) (75%)
1/6 (8X@20180112_180158); 8.16x6.12 mm (1280x960); 8-bit; 7MB
B
-
» » ;
» )
- " [
B

9. Wenden Sie einen Schwellenwert auf die Bilder an. (Dies ist notwendig, da die
nachsten Operationen nur mit bindren Bildern funktionieren)

Wahlen Sie Image - Adjust - Auto Threshold. Es erscheint ein Fenster. Aktivieren
Sie ,Stack” und deaktivieren Sie ,White objects on black background” (da wir
derzeit dunkle Objekte auf hellem Hintergrund haben). Wahlen Sie die Methode
,Default”. Klicken Sie auf ,0K"“.
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Die Bilder werden nun in einen bindren Zustand umgewandelt, mit Schwarz und
Weif3 als einzige verbleibende Farben. Dartiber hinaus wurden diese beiden Farben
invertiert. (Schwarz wurde in Schritt 2 unter Process - Binary - Options als
Hintergrundfarbe definiert, und daher erwartet das Programm weif3e Bereiche als
die zu analysierenden Objekte).

Process Analyze Plugins Window Help O Auto Threshold
Type >
e i
Brightness/Contrast... @8C Auto Threshold v1.17
Show Info... ®1 Window/Level...
Properties... %P | Color Balance... Method = Default [T
Color > Threshold... 08T
Stacks > Color Threshold...
Hyperstacks 3 Size... Ignore black Ignore white
Crop {}x){i E:szj;ﬁe'” White objects on black background
g:mn m.m"" %D coordinates... SetThreshold instead of Threshold (single images)
Scale... $E  Auto Local Threshold Show threshold values in log window
Transform » Auto Threshold .
Zoom > Bleach Correction 4 Stack
Overlay >y AuoCrop Use stack histogram
Auto Crop (guess background color)
Lookup Tables »
Scale to DPI iti i
tato & : The thresholdgd resylt of 8 bit images is shown
Drawing > in white [255] in 8 bits.
Video Editing » For 16 bit images (support still experimental), results
¥ of 'Try all' and single slices of a stack are shown in
e 2 white [65535] in 16 bits.
coqvert Unsuccessfully thresholded images are left unchanged
Convolve g ged.
Threshold »

Cancel oK

Vergleichen Sie die Schwellenwertbilder mit den Originalbildern und priifen Sie, ob
alle Regionen, die Sie analysieren mochten, jetzt weifd vor einem schwarzen
Hintergrund sind. (Wenn der Platz auf dem Bildschirm knapp wird, minimieren Sie
die 6 Einzelbilder und rufen Sie sie einzeln aus dem Window -Menii auf).

VIRTUE s P98 6



10. Wahlen Sie Analyze - Set Measurements. Wihlen Sie ,Area®“, ,Limit to threshold”
und ,Stack Position“. Lassen Sie ,Redirect to:“ auf den Namen lhres Stapels (in
unserem Beispiel auf ,December”) zeigen. Klicken Sie auf ,0K"“.

Plugins  Window [ XK ) Set Measurements
Measure ®M
Analyze Particles... Area _| Mean gray value
Summarize . L .
Distribution... Standard deviation Modal gray value
Label | Min & max gray value | | Centroid
Clear Results :
Set Measurements... Center of mass Perimeter
_ | Bounding rectangle | Fit ellipse
| Shape descriptors | Feret's diameter
Integrated density Median
| Skewness | Kurtosis

| Area fraction Stack position

Limit to threshold | Display label
| Invert Y coordinates || Scientific notation

Helmholtz Analysis
3D Surface Plot
Classification
Local Thickness
Multi Kymograph
QuickPALM

Add to overlay

NaN empty cells

Redirect to: = December B

Decimal places (0-9): 3

Help

Cancel OK

11. Machen Sie Ihre Messungen. Wahlen Sie Analyze - Analyze Particles. Passen Sie die
Einstellungen an: Size: 0 - Infinity. Circularity: 0.00 - 1.00. (Bei diesen
Einstellungen werden alle Formen und Grof3en berticksichtigt.) Wahlen Sie Show:
Masks, um Thnen visuelles Feedback zu den analysierten Bereichen zu geben.
Aktivieren Sie: Display results and Summarize. Klicken Sie auf ,0OK".

Plugins  Window

Measure #M

@ ®  Analyz

eParticles

Summarize Size (mmA2): O-Infinity
Distribution... & o
Label Pixel units

Clear Results
Set Measurements...

‘Shape Index Map

' Helmholtz Analysis
3D Surface Plot
Classification
Local Thickness
Multi Kymograph
QuickPALM

Circularity: 0.00-1.00

Show: IM

Display results
| Clear results
Summarize

| Add to Manager

Help

| Exclude on edges
| Include holes
| Record starts
| In situ Show

Cancel OK

12.Ein neues Fenster fragt, ob alle Bilder bearbeitet werden sollen. Wahlen Sie ,Yes".
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Process Stack?

Process all 6 images?

Cancel {

Yes |



13. Es erscheinen mehrere Fenster mit den Ergebnissen, aber nur die Summary ist fiir
uns von Interesse. In der folgenden Beispieltabelle ist die Anzahl der gezahlten
,Partikel” (weifde Bereiche) fiir jedes der 6 analysierten Bilder angegeben (rote Box),
sowie die Gesamtflache aller Partikel in jedem Bild (blaue Box).

[ NON Summary of December -
Slice [Count |[Total Area] |[Average Size [%Area |
8X@20180112_180158 447 6.736 0.015 13.495
8X@20180112_180229 1160 ||6.286 0.005 12.594
8X@20180112_180349 444 2.483 0.006 4.974
8X@20180112_181733 2204 ||4.518 0.002 9.051
8X@20180112_181811 1629 ||3.773 0.002 7.559
8X@20180112_182125#3 | 762 4.518 0.006 9.051

14. Berechnen Sie die von Kieselalgen bedeckte Gesamtflache auf der Platte:

e (Gesamte analysierte Flache (Fa) = Flache eines Bildes x Anzahl der Bilder =
=49,94mm?x 6  (siehe Schritt 6)
= 299,64 mm?
= 2,996 cm?

e Gesamte mit Kieselalgen bedeckte Flache auf den Bildern (Fk)
=6,736 + 6,286 + 2,483 + 4,518 + 3,773 + 4,518 = 28,314 mm?
= 0,283 cm?
e Prozentuale Bedeckung in der Analyse
= (Fk + Fa) x 100 = (0,283 cm? + 2,996 cm?) x 100 = 9,45 %

e Gesamtflache der Platte (Fp).
Wir haben eine Platte mit einem Durchmesser von 8,5 cm.
Plattenflache = tr2, mitr = Radius = Durchmesser + 2 = 4,25 cm

Plattenflache = 3,1416 x (4,25)2= 56,75 cm?

e Extrapoliere die von Kieselalgen bedeckte Flache auf die Gesamtflache der Platte
(Fxe)

= (Fx + Fa) xFp
= (0,283 cm? + 2,996 cm?) x 56,75 cm?

=0,0945 x 56,75 cm?
= 5,36 cm?
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