VIRTUE-s 4

I. Zahlen von Bewuchs-Organismen auf einer Platte mit Image]
(manuell)

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

In diesem Tutorial werden wir die Anzahl der Organismen in zufallig ausgewahlten
Quadraten auf einer Platte zdhlen und daraus die Gesamtzahl der Organismen auf der
Platte extrapolieren.

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 kénnen Details anders aussehen.)

@ Fiji File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
[ NON (Fiji Is Just) ImageJ
+
-
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(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 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.)

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 nehmen wir ein Foto einer mit Seepocken ungleichmaf3ig bedeckten
Platte (Datei Practice_Image.jpg). Wir wollen die einzelnen Seepocken auf der Platte
zahlen.
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& Fii File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

A R N

pen.. (Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_66 [64-bitl;  Click here to search

Open Next 30 200 — — _ Practice_Image.jpg (16.7%)

Open Samples » 5184x3456 pixels; RGB; 68MB

Open Recent >

Import >

Show Folder >

Close ®’W

Close All TrW

Save #S

Save As >

Revert #R

Page Setup...

Print... ®P

Export >

Quit

Fix Funny Filenames
Make Screencast

4. Um spater auf die Flache der gesamten s *f* Prows e Puors weden b
Scheibe zu extrapolieren, miissen wir Sooiolciis Aol e e
zunachst den Maf3stab festlegen. Klicken Sl i
Sie auf ,Straight“ in der Werkzeugleiste
(schwarzer Pfeil) und zeichnen Sie eine
gerade Linie auf einen Referenzmaf3stab
in [hrem 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.

Practice_image.jpg (16.7%)

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.

Plugins  Window

Measure =M
n

[ EeN ) Set Scale

Distance in pixels: 3674.753¢
Known distance: 8.5
Pixel aspect ratio: 1.0
Surface Plot...
Gels > N
Tools > Unit of length: cm
3D Objects Counter
3D OC Options .
Skeioton 8 i Click to Remove Scale
Colocalization »
Color Histogram
crector Global
Flow.

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

Help

vvvvvy

Cancel

Scale: 432.3240 pixels/cm

oK

(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
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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.

[wl |« (G J[CIEAPARIENPVNENL ) m BN VAR
(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_66 [64-bit);

Practice_image.jpg (G) (16.7%)

e e
11.99x7.99 cm (5184x3456); RCB; 68MB

7. Eliminieren Sie unndtigen Hintergrund. (Dadurch wird das Zahlgitter im nachsten
Schritt kleiner gehalten.) Wahlen Sie Image - Crop, um die Abmessungen des Bildes
zu reduzieren. Klicken Sie erneut in das Bild, um den Kreis verschwinden zu lassen.

& Fiji File Edit Vmage Process Analyze Plugins Window Help
e

Practice_Image jog () (16.7%)
11.99x7.99 cm (5184x34! s: B

Lookup Tables

Annotate

Drawing
Pl Video Editing

Aves
Convert
Convolve
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8. Legen Sie ein Gitter liber Thre Platte und stellen Sie den Gittermaf3stab ein: Wahlen
Sie Analyze - Tools - Grid. Uberlagern Sie das Bild mit einem Gitter vom Typ
»Lines“. Da Sie bereits einen Maf3stab eingestellt haben, kdnnen Sie nun die Grofde
der Quadrate anpassen, indem Sie in der Dialogbox einen entsprechenden Wert in
Einheiten von cm? eingeben. Hier sind zwei Beispiele fiir verschiedene
Rastermafistibe gezeigt. Das obere Diagramm hat eine Skala von 1,0 cm? und das
untere von 0,5 cm?2.

Plugins  Window _Help ° ° T
Measure M e
Analyze Particles. MJ = 8.42x8.04 cm (687x656); RGB; 1.7MB
Summarize X Ve
Distribution... | search Grid type: = Lines a
Label
S Area per point: | 1.0 cmA2

Set Measurements...

Set Scale... Color: | Yellow a
Calibrate..
Histogram
Pt Profile

Surface Plot... Bold
Gels.

Center grid on image
Random offset

Save XY Coordinates...
7 Fractal Box Count...
SDjotscis Coupay Analyze Line Graph
30 OC Options
Skeleton

Colocalization
e enaem Cancel oK
Directionality
‘Shape Index Map
Optic Flow
Helmholtz Analysis
3D Surface Plot
Classification
Local Thickness
Multi Kymograph
QuickPALM
Sholl

e e Grid...

Grid type:  Lines B

Area per point: 0.5 cmA2

Color: |_Yellow [

Bold
Center grid on image
Random offset

Cancel OK

Die Grofde der Quadrate hangt von der Grofde und der Verteilung der auf der Platte
wachsenden Organismen ab. Wenn die Organismen grof3 sind und die Verteilung
liickenhaft ist, sollten die grofderen Quadrate gewahlt werden. In unserem Beispiel
werden wir die feinere Skala verwenden, da sich auch winzige Seepocken auf der
Platte befinden.



9. Speichern Sie das resultierende Bild als Referenz und zur spateren Verwendung in
einem anderen Programm (siehe unten). Eine Moglichkeit dazu ist die Verwendung
von Image - Overlay - Flatten, wodurch eine Kopie des Bildes (einschliefilich des
Rasters) erstellt wird, die Sie dann in einem Format Ihrer Wahl speichern kénnen.
Dies scheint jedoch nicht sehr zuverlassig zu funktionieren, so dass es vielleicht
besser ist, stattdessen einen Screenshot des Bildes mit dem Raster zu machen.

10. Um Zufallsquadrate fiir die Stichproben bestimmen zu kénnen, miissen Sie den
Quadraten auf Ihrem Referenzbild Nummern oder Koordinaten zuweisen.
(Einzelheiten sind im Dokument , Bestimmen, wie viele Felder auf Ihrem Raster zu
zahlen sind”“, Datei 7_Determining_the_sample size_ger, beschrieben). In unserem
Beispiel haben wir 82 giiltige Quadrate im Gitter; jedes Quadrat misst 0,5 cm?.

8.42x8.04 cm (687x656); RGB; 1.7MB

11. Bestimmen Sie, welche und wie viele Felder als Zufallsstichproben ausgezahlt
werden sollen. (Siehe Tutorial ,Bestimmen, wie viele Felder auf [hrem Raster zu
zahlen sind"“). Zahlen Sie mindestens 10% der Gesamtzahl der Felder. In unserem
Beispiel sollten wir mindestens 8-9 Felder auszihlen.
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12.Klicken Sie auf Plugins - Analyze - Cell Counter - Cell Counter. Ein Cell Counter
Fenster erscheint.

& Fii_File Edit Image Process Analyze NIl Window Help ) Cell Counter
e Counters Actions
[mife) o Shortcuts
PJ_ JJJJJJJJJJ Utilities Typel O Keep Original
encil Tool T
o0 @ ractice_Image. . Compile and Run... Type 2 0 Initialize
837x8.04 cm (3598x3456) RCB, Install...
e Install Plugin... T 3 0
~lype Add
~ " Cell Counter > Cell Counter Type4 |0
Erd s == ° Remove
Delaunay Voronoi Type 5
VIB Protocol Rename
Color Inspector 3D 2D Histogram Type6 |0
Examples Visual grep
Feature Extraction Compute Curvatures Type7 0 Delete
HDF5 Tubeness T 8 0
:rr:w-ﬁ‘lz - al:;;:w ype Delete Mode
integral Image Filters
Janelia H265 Reader Volume Calculator Type 9 0 Options
::g;'molm Dynamic ROI Profiler Type 10 0
Landmarks - Results
Multiview Reconstruction Type 11 |0
Type 12 0 Reset
Type 13 0 V! Show Numbers
Type 14 |0 Show All
Save Markers
Load Markers
Export Image
Measure...

Verwenden Sie Add, um die Anzahl der Typenzahler auf die Anzahl der zu zdhlenden
Felder zu erhohen. (Beispiel: Hier verwenden wir 14 Typen).

13.Vor Beginn der Zahlung klicken Sie auf Initialize. Klicken Sie dann auf Type 1 und
beginnen Sie, das erste Zufallsquadrat auszuzahlen, indem Sie auf jeden Organismus
klicken. Jeder Klick wird als ein Organismus gezahlt und die Nummer Ihres
Typenzahlers markiert jeden gezahlten Organismus (wenn ,Show Numbers*

00 Counter Window - Practice_Image_SmalGrid.png ° Cell Counter
696x697 pixels; RGB; 1.9MB Conriters Actions] 8.42x8.04 cm (687x656); RGB; 1.7MB.
8.42x8.04 cm (687x656); RGB; 1.7MB Typel |6 Keep Original
Type2 |5 Initialize
s
Type3 Add
Typed |2
Remove
Types 3
Type6 |5 Rename
Type7 |4 Delete
Esc ¢ Delete Mode
Typed |7
Options
Type 10 3
Type 11 4 Results
Type 12 7 Reset
BERi B Show Numbers
O Type14 |7 Show All

Save Markers

Load Markers

Export Image

Measure...

Nachdem Sie das erste Quadrat beendet haben, klicken Sie auf Type 2 und gehen Sie
wieder wie oben beschrieben vor. Jeder Typenzahler weist jedem gezahlten Objekt
eine andere farbige Zahl zu. Fahren Sie mit der Zahlung fort, bis Sie eine
reprasentative Anzahl von Feldern ausgezahlt haben.
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(Beachten Sie, dass nach 8 Typen die Farben der Zahler ein wenig durcheinander zu
gehen scheinen, vielleicht weil im Programm nur maximal 8 vorgesehen waren. Dies
hat jedoch keinen Einfluss auf die Ergebnisse).

14. Addieren Sie die fiir jeden Typ gezahlten Zahlen (im Cell Counter-Fenster angezeigt
und auch im Ergebnis-Fenster, das iiber das Cell Counter-Fenster zuganglich ist), um
die Summe aller gezdhlten Quadrate zu erhalten. (Stellen Sie fest, ob Sie geniligend
Quadrate gezahlt haben, um Ihre Platte zu reprasentieren. Mehr zu zahlen ist besser
als zu wenig zu zdhlen.) In unserem Beispiel betragt die Gesamtsumme 64
Seepocken.

15. Zur spateren Kontrolle kdnnte es niitzlich sein, Screenshots des Bildes mit der
endgiiltigen Anzeige der Zahler sowie des Cell Counter - Fensters zu machen. Damit
konnen Sie in einem Protokoll festhalten, welche Individuen gezdhlt wurden.

16. Berechnen Sie die Gesamtflache der von Ihnen gezéhlten Felder. In unserem Beispiel
haben wir 14 Felder mit einer Flache von jeweils 0,5 cm? gezdhlt. Also haben wir
insgesamt eine Flache von 7,0 cm? ausgezdhlt. Unsere Platte hat eine Gesamtflache
von m*r? = 3,1416 * (8,5/2)? = 56,75 cm?.

Um die Gesamtzahl der Seepocken auf der Platte zu berechnen, nehmen wir die
mittlere Anzahl der gezdhlten Seepocken pro cm? und multiplizieren sie mit der
Gesamtfldache der Platte:

(64 Individuen / 7,0 cm?) x 56,75 cm? = 519 Individuen

17.Wiederholen Sie den Vorgang, wenn Sie eine andere Art zahlen méchten.
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Fehlersuche:

1. Wenn die Organismen auf der Platte zu klein sind, konnen Sie die Grof3e des
Ausschnitts vergrofiern, indem Sie "+" auf Ihrer Tastatur driicken (einmal oder
mehrmals). Die Grofde des Gitters wird beibehalten. Um zur Originalgrofe
zuriickzukehren, driicken Sie "-".

@® O ® Counter Window - Counter Window - Counter Window - Practice_Image.jpg (33.3%)
8.37x8.04 cm (3598x3456); RGB; 47MB

2. Wenn Sie ein falsches Feld ausgezahlt haben, klicken Sie auf den entsprechenden
Typenzahler und klicken Sie auf ,Delete®, bis alle unerwiinschten Punkte geloscht

sind. Wenn Sie zu viele Typenzahler hinzugefiigt haben, entfernen Sie einfach die
tiberfliissigen mit ,,Remove*.

3. Organismen, die sich auf einer Gitterlinie befinden, konnen gezahlt oder nicht gezahlt
werden. Seien sie aber konsistent fur alle Felder und alle Arten.

v.012020 Kontakt: sdengg@geomar.de
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