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I1. Contando los Organismos Creciendo en un Disco Usando Image]
(Automatizado)

1. Descargue la version de Fiji Image] que sea compatible con el sistema operador de su
ordenador desde esta web: https://imagej.net/Fiji/Downloads

2. Abra el programa Fiji y vera esta barra de seleccion de herramientas bajo la barra de
mend.
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3. Abre laimagen clicando en File - Open. Alternativamente, también puede abrir una
imagen en Image/ arrastrando el archivo directamente en la barra de seleccion de
herramientas.

Como ejemplo, tenemos una imagen de un disco cubierto por percebes, que estan
distribuidos irregularmente. Queremos contar los percebes individuales en el disco.
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4. Primero, establece la escala. Clique en “Straight” en la
barra de seleccion de herramientas (flecha negra) y
dibuje una linea recta en una escala de referencia en su
imagen. Esto podria ser una regla o una moneda puesta
al lado del disco en la foto. En este ejemplo, una linea
recta (flecha amarilla) es dibujada a través del didmetro
del disco porque tiene una distancia conocida igual a 8.5
cm.
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https://imagej.net/Fiji/Downloads

5. Clique en Analyze - Set Scale en la barra del ment. Aparecera una pequefia ventana.
Rellénela con la informacién apropiada

Plugins  Window
Measure =M | oo

Analyze Particles. ® Set Scale

Summarize
= Distribution.

- Distance in pixels: 893.0946

Clear Resuits.
Set Measurements...
Known distance: 8.5

§ Calibrate.

| Histogram ( Pixel aspect ratio: 1.0
Plot Profile %K
| Surtace Plot .
Gels > | Unit of length: cm
Tools >
3D Objects Counter | H
ey | Click to Remove Scale
Skeleton »
Colocalization > Global
Color Histogram
Directionality o
Shape Index Map Scale: 105.0700 pixels/cm
Optic Flow »
Heimboltz Anaiyss
30 Surface Piot
el N Help Cancel OK
Local Thickness »
o R TN N T
QuickPALM »
Topod »

Para nuestro ejemplo, la distancia conocida es 8.5 y la unidad de longitud es cm. Clique
en Global si varias imagenes de los discos seran analizadas y todos los discos son del
mismo tamafio y aumento. El Global usara la misma escala para todas las imagenes y no
hay necesidad de establecer la escala en las imagenes siguientes. Clique OK.

6. Prepare la imagen para el andlisis. Para hacer esto, clique en el “Oval” en la barra de
seleccion de herramientas (flecha negra). Después dibuje un circulo alrededor del
perimetro de su disco (flecha amarilla).
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7. Elimine todo el fondo innecesario en la imagen clicando en Image - Crop.
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8.

9.

Imagen recortada
Seleccione Edit - Clear Outside.
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e
8.62x8.32 cm (887x856); RGE: 2.9MB

Seleccione Image - duplicate. Esto duplicara su imagen. El duplicado servira como
su imagen de referencia mientras procesa su disco. Coloque la imagen de referencia
detras.
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10. Seleccione Edit - Invert. Esto volvera los percebes oscuros y el fondo mas claro.
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Imagen invertida

11. Convierta la imagen a 8-bit. Seleccione Image - Type - 8 bit. Esto hara que la
imagen sea en blanco y negro.
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Lookup Tables.

Annotate
Drawing
Video Editing

Axes.
Convert

Convolve
Threshold

12. Mejore la imagen a través del brillo y el contraste. Seleccione Image - Adjust -
Brightness/Contrast. Mueva las barras deslizantes en la ventanilla (flecha) para
optimizar su imagen.

13. Umbral de la imagen. Seleccione Image - Adjust - Threshold. Ajuste el contraste de
la imagen moviendo la barra deslizante superior (flecha) hasta que los organismos
que quiere contar estén negros.
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Imagen umbralizada

14. Convierta la imagen a binario. Seleccione Process - Binary - Make Binary. Una
ventana aparecera. Clique a todo y seleccione OK.
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Muitiple Image Processor
| Enhance Local Contrast (CLAHE)
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Make Binary

Thresholded pixels to foreground color B&

Remaining pixels to background color
IS

Black foreground, white background Imagen binaria
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Cancel OK
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La imagen esta ahora invertida. Los percebes son ahora blancos con fondo negro. En
este ejemplo los percebes tienen diferentes tamafios y muchos pueden estar
superpuestos. Esto llevara a una subestimacion de su cantidad porque el programa
contara distintos percebes como uno.

15. Para compensar esto seleccione Process - Binary - Watershed. Se dara cuenta de
que el programa ha intentado separar percebes individuales con una linea fina de
1pixel. Compare esto con su imagen de referencia y compruebe si las separaciones
son mas o menos precisas. Note, sin embargo, que la separacion completa de los
organismos no se puede conseguir.
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Imagen con las lineas de separacién
entre los percebes superpuestos
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16. Define el area que se contara. Seleccione “Oval” en la barra de seleccién de
herramientas y dibuje un circulo alrededor el perimetro del disco (flecha). (Mire el

17.
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X=772, y=168, value=0

Testblld2.tif (G) (75%)

8.57x8.30 cm (863xB56); B-bit; 738K

Seleccione Analyze - Set measurements.
Clique s6lo Limit to threshold. Clique en OK.

[ Limit to threshold

Area

Standard deviation
Min & max gray value
Center of mass
Bounding rectangle
Shape descriptors
Integrated density
Skewness

Area fraction

Invert Y coordinates
Add to overlay
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Set Measurements

Mean gray value
Modal gray value
Centraid
Perimeter

Fit ellipse
Feret's diameter
Median

Kurtosis

Stack position

Display label

Scientific notation

NaN empty cells
None

Redirect to: |}

Decimal places (0-9): 3

Help Cancel oK

18. Seleccione Analyze - Analyze particles. Una ventana aparecera. Ajuste los
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parametros.

Establezca el tamafio: dependiendo de cémo de
grandes sean sus percebes. Si s6lo quiere contar
los percebes grandes establezca el tamafio desde
un numero grande hasta infinito o reduzca el
rango del tamafio si sélo quiere contar los
percebes pequefios. Recuerde que el programa
so6lo cuenta las particulas pequefias. Clique pixel
units (si es necesario). Para nuestro ejemplo
establecemos el tamafio en 5 - Infinity. Este
ajuste no contara las particulas pequefias en la
imagen, que no son percebes.

o Analyze Particles

Size (pixelA2):
Circularity: 0.30-1.00

5-Infinity

Show: Outlines

[

Exclude on edges
Include holes

Display results
Clear results

Summarize
Add to Manager

Record starts
In situ Show

Help Cancel OK




Establezca la redondez: 0.0 es un rectangulo alargado y 1.0 es un circulo perfecto.
Compruebe la forma de sus percebes en la ventana. Una redondez de 0.3 0 0.4 -1.0
ya funciona.

Muestre: Outlines. Esto le permite ver cuales particulas han sido contadas.
Excluir en los bordes: el programa no contara particulas en los bordes del circulo.

Display results y Summarize. Clique OK.

19. Aparecera una tabla con los resultados. Una ventana con una imagen de los
contornos de los elementos contados también aparecera. Puede comprobar cémo de
eficaz es contando. Las particulas contadas estdn marcadas con un nimero rojo.
Compare esto con su imagen de referencia y comprueba si la suma total es mas o
menos correcta. Si no esta satisfecho con la suma vuelva a Analyze particles y
ajuste el tamaiio del pixel en la tabla.

o e
193x856 pixels: B-bit, 746K

S
Slice [Count [Total Area [Average Size [KArea
[Testbild2.tif 626 175020 279.585 29.20

Contrast
Auto  Reset
Set Apply

1251 41 o
1252 16 0

cococcocoococcoos

o Aurrvaus @ eI TsRe: tuieEE) van uniy wo automated analysis on thresholded -

En este ejemplo el total es de 626 individuos. Esto no es muy diferente de la
cuenta obtenida en el conteo manual. (Mire el tutorial sobre el conteo manual).

20. Con este método, puede hacer un conteo diferenciado de percebes grandes y
pequefios ajustando el tamafio del pixel en el Paso 18.
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Soluciones a problemas:

1. En nuestro ejemplo, hay una colonia de briozoos, que estan marcados como puntos
negros después de convertir la imagen a 8-bit o a binario. Puede eliminar esto
marcando con un circulo la colonia con la herramienta de seleccién “Freehand” y
apretando a borrar después de marcar.

La colonia borrada

de bri €
Colonia de briozoos é
marcados con la P o A
¢ B
.. " 0'. P
) Lk

herramienta“Freehan .‘
.

o @ |
2. Esto también puede ser corregido ajustando el “tamafo” y/o “redondez” en la
ventana Analyze Particles.
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