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III. Bestimmung der prozentualen Bedeckung mit Image] (manuell)

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
Gesamtfldche, die z.B. von koloniebildenden Organismen auf einer VIRTUE-Platte
bedeckt ist, anhand eines Fotos der Platte zu bestimmen. Image] wird hier nicht
versuchen, die Bedeckung automatisch zu bestimmen, sondern lediglich die vom
Benutzer markierten Bereiche berechnen.

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
| NN (Fiji Is Just) ImageJ

B oo« W\Stk!m\ﬂi/lél >
(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

. . . . . . . . N >
konnen Sie die Datei auch direkt auf die Werkzeugleiste ziehen.
(Beachten Sie, dass Image] mit Ihrem Originalbild arbeitet. Um e e e 0
ein versehentliches Uberschreiben zu vermeiden, verwenden Sie e ,
eine Kopie und bewahren Sie das Original auf!) Show Folder g

Close #EW
Close All TEW
Save #S
Save As >
Revert #R
Page Setup...

Print... ®P
Export >

Quit

Fix Funny Filenames
Make Screencast
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4. Als Beispiel haben wir hier ein Bild einer Platte, die mit Detritus, Wurmréhren und
Biischeln der fadigen benthischen Kieselalge, Melosira sp. (dunklere Flachen) (Datei
Practice_Image_2.jpg), bedeckt ist. Wir wollen messen, wie viel von der Platte (in %)
mit der Kieselalge bedeckt ist.

Practice_Image_2.pg (16.7%)

e0e®
5184x3456 B; 68MB

5. Bearbeiten Sie zundchst das Bild, um unnétigen Hintergrund auszuschlief3en. (Fiir
dieses Verfahren ist dies nicht unbedingt notwendig, aber es gibt [hnen ein grofderes
Sichtfeld). Klicken Sie dazu auf, Oval“ in der Werkzeugleiste (schwarzer Pfeil).
Zeichnen Sie dann einen Kreis um den Rand lhrer Platte (gelber Pfeil).

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

000 Practice_Image_2.jpg (16.7%)
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6. Beschrianken Sie das Bild auf die Grofie Thres Kreises, indem Sie auf Image - Crop
klicken. Ihre Platte fiillt nun das Fenster aus.

it ] [] Practice_Image_2.jpg (25%)
DRI nece [ T —

eo0e . Type >
Qo c|ol4 g

Wand (tracing) tool Show Info...
Properties...

7. Legen Sie den Maf3stab fest. Klicken Sie auf ,Straight” in der Werkzeugleiste
(schwarzer Pfeil) und zeichnen Sie eine gerade Linie auf einen Referenzmafistab in
IThrem Bild. Dies kann ein Lineal oder eine Miinze sein, die im Bild neben der Platte
liegt. In unserem Beispiel wird die Linie (gelber Pfeil) als Durchmesser der Platte
gezogen, da das ein bekannter Abstand von 8,5 cm ist.

& Fili_File Process Analyze Plugins Window _Help
lola|o#R N Ala 0|0 sfsul 4] \»-
a h

Iz ge) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0 202 [64-bitl; _Click here to searc

Practice_Image_21pg (25%)

0
2982x3042 pixels; RGB; 35M8.
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8. 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 . (:1‘ Set Scale
Measure #¥M
Analyze Particles...
Summarize Distance in pixels: 3019.109¢
Distribution...
Label Known distance: 8.5
Clear Results | .
e e Pixel aspect ratio: 1.0

Unit of length: cm
Calibrate...
Histogram
Plot Profile K Click to Remove Scale
Surface Plot...
Gels > Global
Tools >

3D Objects Counter Scale: 355.1894 pixels/cm

3D OC Options
Skeleton
Colocalization
Color Histogram
Directionality
Shape Index Map
Optic Flow
Helmholtz Analysis
3D Surface Plot
Classification
Local Thickness
Multi Kymograph
QuickPALM

Sholl

TopoJ

Help Cancel OK

v b
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(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.

9. Umreifden Sie die Bereiche, die Sie schitzen mochten. Wahlen Sie , Freehand“ in der
Werkzeugleiste (schwarzer Pfeil). Zeichnen Sie Umrisse um die Bereiche herum, die
von den Organismen bedeckt sind, die Sie analysieren méchten (gelber Pfeil).
(Beachten Sie, dass das Freehand -Werkzeug Ihre Linie automatisch schliefdt, wenn
Sie die Maus loslassen, aber versuchen Sie trotzdem, jeden Umriss nahe am Anfang
zu beenden, um eine grofdere Genauigkeit zu erreichen). Wenn die Bereiche nicht
miteinander verbunden sind, miissen Sie mehrere Umrisse zeichnen. Halten Sie beim
Umreiféen der Bereiche die Umschalttaste gedriickt, bis Sie Ihre letzte Linie beendet
haben.
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e0e Practice_Image_2.jpg (G) (25%)
8.40x8.56 cm (2982x3042); RGB; 35MB
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(Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_202 [64-bit]; Click here to search

10. Nachdem Sie alle vom Organismus abgedeckten Bereiche umrissen haben, driicken
Sie die Taste Loschen. Die umrissenen Bereiche werden aus dem Bild entfernt und
werden schwarz. (Wenn Sie die Einstellungen der Hintergrundfarbe in [hrem Setup
geandert haben, kann die Farbe der geléschten Bereiche unterschiedlich sein, aber
das folgende Verfahren funktioniert genauso).

Practice_Image_2.jpg (G) (25%)

o0 e
8.40x8.56 cm (2982x3042); RGB; 35MB

VIRTUE-s ﬂ 5
e N—



11. Messen Sie die Flachen. Klicken Sie auf Analyze - Tools - ROI Manager (ROI =
Region of Interest). Es erscheint das ROI Manager Fenster. Dann Show All und

Labels aktivieren.

Plugins Window Help

Measure
Analyze Particles...

=]

Label
Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...

3D Objects Counter

3D OC Options
Skeleton
Colocalization
Color Histogram
Directionality
Shape Index Map
Optic Flow
Helmholtz Analysis
3D Surface Plot
Classification
Local Thickness
Multi Kymograph
QuickPALM

Sholl

TopoJ

® O ® ROIManager

#M
Add [t
5 ‘ ‘ - ]
| search Update
Delete
Rename...
Measure
Deselect
iy Properties...
Save XY Coordinates...
Fractal Box Count... Flatten [F]
Analyze Line Graph
Curve Fitting... More »
ROI Manager...
C: o Show All
Labels

12.Wahlen Sie den ,Wand" in der Werkzeugleiste (Pfeil). (Wie in vielen
Grafikprogrammen wird der Zauberstab verwendet, um eine Farbe aus dem Bild
yherauszupicken®, in unserem Fall ,Schwarz“, das den interessierenden Bereich
kennzeichnet.) Klicken Sie auf den ersten Bereich, den Sie in Threm Bild messen
mochten. Klicken Sie auf Add. Eine Zahl markiert den angegebenen Bereich. Der
Wert fiir die x- und y-Koordinaten (in Pixeln) des markierten Bereichs erscheint im
ROI-Manager. Wiederholen Sie diesen Vorgang fiir die anderen markierten Bereiche.

i Is Just) ImageJ

o0 e
Qjoja|o|~) | MA|a|o|0) ~syuwis|/]a]
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Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_202 [64-bit];  Click her
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search

8.40x8.56 cm (2982x3042); RCB; 35MB

Add [t]
Update

Delete

Deselect
Properties...
Flatten [F]
More »
Show All
Labels



13.Klicken Sie im ROI-Manager auf Measure. Es erscheint eine Tabelle mit den
Flachenmafien der einzelnen nummerierten Felder. Die Werte werden in cm? in
Ubereinstimmung mit der zu Beginn der Analyse eingestellten Skala angegeben.

8.40x8.56 cm (2982x3042); RGB; 35MB 1542-2418
0594-1614
0626-0818
10972-0360
2280-0300
2704-0780
2464-1050
2342-1292
2560-1654

14. Speichern Sie die Tabelle, indem Sie zuerst auf das
Ergebnisfenster klicken (falls nicht bereits aktiv) und
dann auf File - Save As. Geben Sie [hrer Datei einen
Namen und geben Sie an, wo Sie die Tabelle speichern
mochten. Save. Ihre Daten werden als .csv-Textdatei

Add [t]
Update
Delete

Rename...

Measure

Deselect
Properties...
Flatten [F]
More »
Show All

Labels

Results

& Fiji Edit Font Results
Save As... #S
ol= Rename... Alo &
QJ— Duplicate... [JJ—
*Straight*, s  paname... lines, or arrov
Duplicate... _

gespeichert. (Dies ist ein Standard-Textformat, das in Tabellenkalkulationen wie
LibreOffice, OpenOffice, Numbers oder Excel importiert werden kann. Die Daten werden
kommagetrennt und in englischer Notation mit " als Bezeichnung fiir die
Dezimalstellen gespeichert. Je nach Programm und Land funktioniert ein einfaches
"Offnen mit..." méglicherweise nicht, wihrend ein expliziter "Import” in der Regel nach
den hier angegebenen Spezifikationen fragt. Die Abbildung unten zeigt ein Beispiel aus

oo e Text Import - [Results.csv]
Import
Characterset: | Latin 3 (ISO-8859-3) -
Language: English (UK) B
From row: 1 (2
Separator Options
Fixed width © Separated by
Tab Comma Semicolon Space Other
Merge delimiters Trim spaces. String delimiter: "
Other Options
Format quoted field as text Detect special numbers
Fields
Column type
[Standard [Standard |
Area
7.504
1.283
1.928
0.987
0.981
0.679
0.263
0.354
Help B cancel



15.In unserem Beispiel betrigt die Gesamtflache einer Platte mit einem Durchmesser
von 8,5 cm:

Kreisflache = it * r2
m=23,1416
r = Radius = Durchmesser/2 = 4,25 cm

Flache der Platte = 3,1416 * (4,25)? = 56,75 cm?

00 Results.csv

O-B-B-82k X0DA8-»

Die gesamte, von Kieselalgen bedeckte Flache = 15,699 cm?

oeraionsand 0 BIBlZ U - - (aus der Tabelle links erhalten).

B12 fo I = =sUM@2B10) | v

.~ e ¢ L2 17 Prozentualer Anteil der von Kieselalgen bedeckten Flache
52 D655 56 o0~ 277%
4| 3 198
5| 4 0987
6, 5 0981
7| 6 0679
8| 7 0263
9| 8 0354
10| 9 1720

11

12 sum [ 15699

+ | Results !
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