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II. Comptant Organismes Creixent en un Disc Utilitzant Image]
(Automatitzat)

1. Descarregui la versio de Fiji Image] que sigui compatible amb el sistema operador
del seu ordinador des de aquesta web: https://imagej.net/Fiji/Downloads

2. Obri el programa Fiji i veura aquesta barra de selecci6 d’eines sota la barra de menu.

B Fiji File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

5 O/c|o|< |+ || Ala]o| 2] fsefug|4]a] |>|

Magnifying glass (or use "+" and "-" keys)

3. Obri la imatge clicant en File - Open. Alternativament, també pot obrir una imatge
en Image/ arrastrant 'arxiu directament a la barra de selecci6 d’eines.
Com exemple, tenim una imatge d’un disc cobert per peus de cabra, que estan
distribuits irregularment. Volem comptar els peus de cabra individuals en el disc.
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4. Primer, estableixi la escala. Cliqui en “Straight” en la
barra de selecci6 d’eines (fletxa negra) i dibuixi una
linea recta en una escala de referencia en la seva
imatge. Aix0 podria ser un regle o una moneda posats al
costat del disc en la foto. En aquest exemple, es dibuixa
una linea recta (fletxa groga) a través del diametre del
disc perque té una distancia coneguda igual a 8.5 cm.

5. Cliqui en Analyze - Set Scale en la barra del menu.
Apareixera una finestra petita. Ompliu-la amb la informacié apropiada.
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https://imagej.net/Fiji/Downloads
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En el nostre exemple, la distancia coneguda és 8.5 i la unitat de longitud és cm. Utilitzi
Global si diverses de les imatges dels discs seran analitzades i tots els discs s6n de la
mateixa mida i augment. Global utilitzara la mateixa escala per a totes les imatges i no hi
ha necessitat d’ establir la escala en les segiients. Cliqui OK.

6. Preparila imatge per I'analisi. Per fer aixo, cliqui en “Oval” en la barra de selecci6
d’eines (fletxa negra). Després dibuixi un cercle al voltant del perimetre del seu disc
(fletxa groga).
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7. Elimini tot el fons innecessari en la imatge clicant en Image - Crop.
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8. Seleccioni Edit - Clear Outside.
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9. Seleccioni Image - duplicate. Aixo duplicara la seva imatge. El duplicat servira com
imatge de referencia mentre processa el seu disc. Col-loqui la imatge de referéncia
darrere.
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10. Seleccioni Edit - Invert. Aixo tornara els peu de cabra foscos i el fons més clar.
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11. Converteix la imatge a 8-bit. Seleccioni Image - Type - 8 bit. Aix0 fara que la imatge

sigui en blanc i negre.
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12. Millori la imatge a través de la brillantor i el contrast. Seleccioni Image - Adjust -
Brightness/Contrast. Mogui les barres lliscants en la finestra (fletxa) per optimitzar

la seva imatge.

13. Umbral de la imatge. Seleccioni Image - Adjust - Threshold. Ajusti el contrast de la
imatge movent la barra lliscant superior (fletxa) fins que els organismes que voleu

comptar siguin negres.
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Converteixi la imatge a binari. Seleccioni Process - Binary - Make Binary. Una
finestra apareixera. Cliqui a tot i seleccioni OK.
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La imatge esta ara invertida. Els peus de cabra sén ara blancs amb fons negre. En
aquest exemple els peus de cabra tenen diferents mides i molts poden estar
superposats. Aixo portara a una subestimacié de la seva quantitat perque el
programa comptara diferents peus de cabra com a un.

Per a compensar aixod seleccioni Process - Binary - Watershed. Es donara compte
de que el programa ha intentat separar peus de cabra individuals amb una linea fina
de 1pixel. Compari aixo amb la seva imatge de referéncia i comprovi si les
separacions soOn més o menys precises. Noti, pero, que la separacio completa dels
organismes no es pot aconseguir.
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16. Defineixi |l ‘area que es comptara. Seleccioni “Oval” en la barra de seleccié d’eines i
dibuixi un cercle al voltant del perimetre del disc (fletxa). (Miri el pas 6).

17.

B F e EON  IMAge FrOCESS  ANalyZe  FIUGINS  WINdOW  HEp

x=772, y=168, value=0

Testblld2.1if (G) (
8.57x8.30 cm (863xB56); B-bit; 738K

Seleccioni Analyze - Set measurements.
Cliqui només Limit to threshold. Cliqui a OK. s

:[‘O_L(‘:J/_A{r\t“\c\f'?f Owsulum| § | | & "-

Set Measurements

Mean gray value

Standard deviation Modal gray value

Min & max gray value Centroid
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
Add to overlay NaN empty cells
Redirect to:  None | <}

Decimal places (0-9): 3

Help Cancel OK

18. Seleccioni Analyze - Analyze particles. Una finestra apareixera. Ajusti els
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parametres.

Estableixi la mida: depenent de com de grans
siguin els seus peus de cabra. Si només vol
comptar els peus de cabra grans estableixi la
mida des d’'un niimero gran fins infinit o redueixi
el rang de la mida si només vol comptar els peus
de cabra petits. Recordi que el programa només
compta les particules petites. Cliqui pixel units
(si és necessari). Pel nostre exemple establim la
mida en 5 - Infinity. Aquest ajust no comptara les
particules petites en la imatge, que no sén peus
de cabra.

Estableixi I'arrodoniment: 0.0 és un rectangle
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allargat i 1.0 és un cercle perfecte. Comprovi la forma dels seus peus de cabra en la
finestra. Un arrodoniment de 0.3 o 0.4 -1.0 ja funciona.

Mostri: Outlines. Aix0 li permet veure quines particules han sigut comptades.
Excloure en les vores: el programa no comptara particules en les vores del cercle.

Display results i Summarize. Cliqui OK.

19. Apareixera una taula amb els resultats. Una finestra amb una imatge dels contorns
dels elements comptats també apareixera. Pot comprovar com d’ eficag és comptant.
Les particules comptades estan marcades amb un nimero vermell. Compari aixo
amb la seva imatge de referéncia i comprovi si la suma total és més o menys correcta.
Si no esta satisfet amb la suma retorni a Analyze particles i ajusti la mida del pixel
en la taula.
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En aquest exemple el total és de 626 individus. Aixo no és molt diferent del total
obtinguda en el recompte manual. (Miri el tutorial sobre el recompte manual).

20. Amb aquest métode, pot fer un recompte diferenciat de peus de cabra grans i petits
ajustant la mida del pixel en el Pas 18.
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Solucions a problemes:

1. En el nostre exemple, hi ha una colonia de briozous, que estan marcats com a punts
negres després de tornar la imatge a 8-bit o a binari. Pot eliminar aixd marcant amb
un cercle la colonia amb I'eina de seleccio “Freehand” i clicant a esborrar després de

marcar.

Colonia de briozous
marcats amb

I'eina“Freehand” .
La colonia esborrada

i @ g |
2. Aixo també pot ser corregit ajustant la “mida” y/o “arrodoniment” en la finestra
Analyze Particles.
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