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Esta guia describe el manejo del software Image] para la edicion y analisis basicos de
imagenes digitales de mapa de bits obtenidas mediante microscopia.

Este manual pretende iniciar al usuario en el uso de ImagelJ; sin embargo, es necesario
que el usuario esté familiarizado con el manejo de los programas que se ejecutan en
ambiente Windows™ de Microsoft. De igual manera, si se requiere informacién mas
precisa que no se incluya en la guia, se podré solicitar asistencia al responsable de la
Unidad para recibir asesoria individual.

Contacto:

Responsable: Miguel Tapia Rodriguez

Cubiculo C003, Planta Baja, Torre C. Sede Circuito Exterior.
Tel. +(52) (55) 5622-9185

mtapia@biomedicas.unam.mx

Microsoft, Windows, el logo de Windows XP y los elementos GUI del sistema
operativo Windows XP son marcas registradas y/o propiedad de Microsoft Corporation.
OS X es marca registrada y / o propiedad de Apple Inc.

Linux es marca registrada de Linus Torvalds y es distribuido de forma gratuita mediante
licencia GNU GPL.

Imagel es un software desarrollado por los Institutos Nacionales de Salud de EE.UU.
(National Institutes of Health, NIH), no est4 sujeto a proteccion por derechos de autor y
es de caracter publico.

Todas las marcas son utilizadas en la presente guia con fines educativos y sin ningtn fin
comercial.
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Image J es un programa independiente de plataforma; para los fines de la presente guia
se utilizara la version para ambiente Windows.

Instalacion y configuracion
El programa Image J puede ser descargado directamente desde:

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html

home | news | docs | download | plugins | resources | list | links

Download

Platform Independent

To install Image] 1 46 on a computer with Java pre-installed, or to upgrade to the latest full
distribution (including macros, plgins and LUTs), download ij146.zip (3.2MB) and extract
the Image] directory. Use the Help>= Update ImageJ command to upgrade to newer

versions.

Mac OS X
Download Image] 1.46 (5.7MB) as a double-clickable Mac OS X application. Includes
Image]64, which uses Java 1.6 in 64-bit mode on Intel Macs running OS X 10.5 or later.
(Instructions)

Linux
Download Image] 1.46 bundled with 64-bit Java (40MB) or with 32-bit Java (46MB). Both

versions include Java 1.6.0_24 from Sun and the Image] source code. (Instructions)

Windows
Download Image] 1.46 bundled with with 64-bit Java (24MB; requires 64-bit Windows),
32-bit Java (28MB) or without Java (3MB). (Instructions)

Documentation

Tiago Ferreira's comprehensive Image] User Guide is available as an 8MB PDF document
and as a ZIP archive. The online JavaDoc API documentation is also available as a ZIP
archive.

Source Code

The Image] Java source consists of 120,000 lines of code in 350 files. It is available online
and as zip archives.

Captura de pantalla de http.//rsbweb.nih.gov/ij/download.html

Seleccionar el sistema operativo asi como la version que corresponda a su equipo (32 o
64 bit).

Una vez instalado, un acceso directo a ImageJ aparecera en el escritorio:




Al dar doble click en dicho icono, si es la primera vez aparecerd un mensaje de
autoconfiguracion; ahi darle “Aceptar”. Inmediatamente se mostrard la interfase
principal del programa:

ImageJ

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
I8 o z|o|<l4|+8Ala|o|0] z KU |@|wm| =

Text tool

®|»|

Interfase de ImageJ para Windows

Enseguida, dar click en “Help” | “Update Image]J..."”:

ImageJ

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Bgkl
D,|Q|U|f:|ﬁ—|‘¢: R\|A|0\|.ﬂ|||:||z Image.J Website... E|@|:-:-‘
Color picker (255,255,255(0,0,0) RHB0CT RIS

Documentation...
Installation...
Mailing List...

Dev. Resources...
Plugins...
Macros...
Macro Functions...

Update Image....

Refresh Menus

About Plugins L4
About Imaged...

Aparecera el siguiente cuadro de mensaje:

Image Updater

pgrade To:

You are currently running v1.47m.

[fyou click "OK", Imaged will quit
and you will be running the upgraded
version after you restart Imaged.




Al dar click en “OK” el programa descargara las actualizaciones existentes y se cerrara.
Volver a invocar a ImagelJ, dar click en “Edit” | “Options” | “Memory & Threads...”

| unoo ewz |[a |01 2 K[l |n]e|m| =@ |
(*strai  cut Cirl+X  lor arrows (right click to switch)
' Copy Cirl+C
Copy to System
Paste Cirl+v

Paste Control...

Clear

Clear Qutside

Fill Ctrl+F

Draw Ctrl+D

Invert Ctrl+Maydsculas+l

Selection 2

Options Line Width...
Input/Output...
Fonts...

Prafile Plot Options..
Rounded Rect Tool...
Arrow Tool...

Paint Tool...

Wand Tool...
Colars...
Appearance...
Conversions...

Memaory & Threads. .

Proxy Seftings...
Compiler...
DICOM...
Misc...

Reset...

Aparecera el cuadro de didlogo siguiente:

Memory (32-bit)

Maximum memary:
Parallel threads for stacks:

[~ Keep multiple undo buffers

v Run garbage collector on status bar click

0K | Cancell Helpl

si es 64-bit la leyenda sera “Memory (64-bit)”.



De manera predeterminada, el programa asigna 640MB de memoria RAM de trabajo; es
recomendable ajustarla hasta un 70% de la memoria RAM real presente en la
computadora donde se instald el programa.

Manejo de Imagenes

Para abrir de manera sencilla una imagen en ImageJ, se abre la carpeta que contiene la
imagen de interés y se arrastra al programa:

]|

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Boleol<a+ A alof]z Kk e = o>

<<Drag and Drop>>

Archivo  Edidon  Ver Favoritos  Herramientas  Ayuda

O atras - ¥ O sisqueda Carpetas [T+

=) cRTHBRAUOLIsm [ AL 1010 15m
I (= AnL10.1sm
UNTHGADO120x.lsm @ADL]IIDX lsm
UNTHGADO140x.sm B ADL11.Ism
2 anL 1210 15m

@]} Cambiar nombre a este archivo
[ Mover este archivo

[ Copiar este archivo [HAnL12.66m
) Fublicar este archivo en Web B Hsyn.m
[ cbotism

) Enviar este archivo por correo
elecirénico

X Elminar este archivo

=0 1pinholeabierto.sm
B gaderotism
=) gaderoz.lsm

focal
& confocal Blbrduarcbo.lsm
i

) Mis documentos

() Documentos compartidos 2 ADL0220clsm
@ MPC =) AnLo3 10xclsm
% Mis sitios de red ] ADLo410x Ism
| ADLOS 10x.Jsm
= ADLDS 105 Jsm
=) apLo710x.Ism
(= aoLo7.1sm

(=) ADLo8 10x.Ism
=) apLog lsm

(=) anLos 10 Ism
= AnLos.lsm

crcb02verde.lsm
Archivo LSM

Fecha de modificacion: Viernes, 30 de
Septiembre de 2011, 14:03

Tamafio: 20.5MB

Tipo: Archivo LSM Fecha de modificacidn: 30/09/2011 14:03 Tamafio: 20.5 MB
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ImageJ desplegard en pantalla la imagen seleccionada. Si es un archivo que contiene
informacion de varios canales y de planos en el eje Z, ImageJ mostrard la primera
imagen del Z stack y el primer canal,

Numero de canales

Numero de plano activo en el eje Z

Nombre del canal (activo)

Dimensiones (normalmente
en pixeles, ejes X y ¥, pero
si el archivo contiene la
relacion  correspondiente
en micras, la desplegara)

Profundidad de color
Tamaiio de la imagen

desplegada (en memoria
RAM)

Canales
Nivel relativo en 7, ==——p

el

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

N A @O 2 kKL

z|o|~«

A4

¢/m=[o)>

Mapa
de
bits




Para realizar mediciones o colocar una barra de escala, se requiere que Imagel sea
“calibrado”. Para esto se tiene que tener la relacion de micras / pixeles presente en
nuestra imagen a analizar. Para calibrar a ImageJ, ir a “Analyze” | “Set Scale...”:

B olx|o|<|4|s neemre  cnen |||kl [1 % || = @] |

Analyze Particles...

Summarize

i Distribution...

£:212Z3M0 (Ch1-T2); 230.32X | apel

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...

Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels

Ctrl+H
Crl+K

Tools

»| [#]

z

Aparecerd el siguiente cuadro de didlogo:

= |

Distance in pixels: m

Known distance: | 1.00

Pixel aspect ratio; | 1.0
LInit of length: |um

Click to Remove Scale
Global

Scale: 4 446 pixels/pm

Ok Cancel | Help




Algunos formatos de archivo, como por ejemplo los LSM (del confocal Zeiss), traen la
informacion de relacion micras / pixeles y apareceran automaticamente en el cuadro de
didlogo. Si no es el caso, se debe tener la relacion micras / pixeles en un archivo
separado o incluso tomar una imagen de alguna escala micrométrica al microscopio, con
los mismos valores de captura de la imagen que se desea medir. Si es el caso de que se
tienen varias imdagenes que se desean analizar y estdn todas capturadas al mismo
aumento, se recomienda marcar “Global” para que los ajustes permanezcan durante el
analisis de todas las imagenes. Si son imagenes de diferente aumento o capturadas en un
microscopio diferente, se tendra que realizar la calibracion por cada condicidén a
analizar.

Separacion de canales

Algunos sistemas de captura, como por ejemplo Stereolnvestigator, crean una imagen
RGB que contiene la informacion de cada canal capturado por separado, aunque al
abrirlo con los visores comunes se muestren todos los canales en una misma imagen. De
igual manera las imagenes obtenidas con nuestro confocal Zeiss, aunque son de 8 bits,
se muestran formando parte de un mismo archivo. Para algunos analisis o creacion de
figuras, se requiere que dichos canales se muestren por separado. Para ello, Imagel
cuenta con la herramienta “Split Channels”. Para realizar esto, ir a “Image” | “Color” |
“Split Channels™:

File Edit BlygEbER Process Analyze Plugins Window Help

B Qfg e v [z i .

¢m=e>
*Straight*, £ Adjust » Nt click to switch)

@ Show Info... Ctri+!

Properties... Ctri+Maylsculas+P

Color | Split Channels

NN T TV Ix}

c:2/2 22311

Stacks ¥ Merge Channels...

Hyperstacks ¥ Arrange Channels...

Crop Ciri+Maylisculas+X Channels Tool... Ctrl+Maylisculas+Z
Duplicate... Ctri+Maydsculas+D Stack to RGB

Rename... Make Composite

Scale... Cirl+E Show LUT

Transform ¥ Display LUTs

Zoom b EditLUT..

Overlay ¥ Color Picker... Ctri+Maylsculas+K

Lookup Tables



El programa separara las imagenes de acuerdo a la informacidon que posea el archivo de
origen. Normalmente ImagelJ separa la imagen en tres canales, azul, verde y rojo, y si
son “RGB” los transforma cada uno en “8-bit”:

| 53

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

I8 olc|o|-4|w/a]Ala o0 z kil

¢F =le)-]

5110 (Ch1-T1); 230.32x230 32 um {1024x1024); 8-bit; 10MB

Empalmado de canales (Merge)

Para el caso de algunos sistemas de captura, se requiere que se empalmen por separado
distintos canales en una sola imagen; para ello Image] tiene la opcion “Merge
Channels”. Si el empalme es de imagenes de fluorescencia, se puede realizar con
cualquier profundidad de color mientras todas las imagenes tengan la misma
profundidad. Para el caso de empalme de imagenes de fluorescencia con una de campo
claro, todas las imagenes a empalmar deben poseer profundidad de color de 8 bits. Si
una de las imagenes a empalmar es de profundidad de color RGB, se puede realizar el
cambio a 8 bits utilizando “Image” | “Type” | “8-bit” como se muestra a continuacion:

16-bit

Adjust . .
Show Info... ot | 220

. ’ 8-bit Color

1000x10g Froperties.. Ctrl+Maylisculas+P

s v RGB Color

Color ¥
Stacks ¥ RGB Stack
Hyperstacks b HSB Stack

Al dar click sobre “8-bit” la imagen automaticamente se cambiara a dicha profundidad
de color.

10



Ahora para realizar el empalme, ir a “Image” | “Color” | “Merge Channels...”:

[Ekelfe

*Straight*, €

Aparecera el siguiente cuadro de didlogo:

Type

Adjust
Show Info...
Properties...

Stacks
Hyperstacks

Crop
Duplicate. .
Rename...
Scale...
Transform
Zoom
Overlay

Lookup Tables

Ctrl+l

Ctrl+Maylsculas+P

Ctrl+Maydsculas+x

Ctri+Maylisculas+D

Ctrl+E

File Edit BlyEbEN Frocess Analyze Flugins Window Help
0z |,

[

T
Color 3

4
4

vm|=|e)-|

Split Channels

Merge Channels. .

Arrange Channels...
Channels Toal... Ctrl+Maylisculas+Z

Stackto RGB

Make Composite

Show LUT

Display LUTs

Edit LUT...

Color Picker... Ctrl+Mayisculas+K

- Merge Channels

C2(green). |[*Mone*

C4 (gray):

C5 (cyan). |*Mone*
C6 (magenta): | *Mone*

C7 (yellow). |[*Mone*

[+ Create composite
|+ Keep source images

[ Ignore source LUTs

IM2010-12-16_14-40-

A0
% ]

tif

C1(red) |IM2010-12-16_14-40-19.tif (red) v/

M

C3 (blue): |IM2010-12-16_14-40-19 fif (blue) |+ |

]

OK Cancel
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Seleccionar los colores que correspondan a los que se deseen mostrar. “C4 (gray)”
corresponde al campo claro. Una vez seleccionados, dar click en “OK”. Aparecerd una
nueva imagen llamada “Composite” con los canales empalmados de acuerdo a la
seleccion previa, y de profundidad de color “8-bit”. “Composite” muestra tres canales,
los cuales contienen la misma informacion.

Para guardar la imagen creada, es necesario cambiarle la profundidad de color a RGB.
Para esto, dar click en “Image” | “Type” | “RGB Color™:

O
File Edit Process Analyze Plugins Window Help
o/ (R - Ym0
o III B i
I - *Blraight*, £ Adjust 3 4o
ite (aU%) 32-bit
00x1000 pixels, 8-bit, 2 GMB A il [
Properties. .. Ctrl+Mayisculas+P

Color
Stacks
Hyperstacks

Crop Ctrl+Mayisculas+X

Duplicate... Ctrl+Maylsculas+D

Rename...

Scale... Cirl+E
Transform
Zoom

Overlay

Lookup Tables

RGB Stack
HSB Stack

12



Aparecerd una nueva ventana con el mapa de bits con un solo canal y ahora con
profundidad RGB:

Composite (RGB) (50%
1000x1000 pixels, RGB; 3.8BMB

Guardar la imagen resultante en formato TIFF (Menu “File” | “Save As” | “Tiff..”

i - ImageJ

ZI:8 Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
|l @)0] z e | =@ ]» |
Open... Cirl+0
Open Next Ctri+Maydsculas+0
Open Samples L4 j
Open Recent 4
Import
Close
Close All
Save
| Tifl..
Revert Gif
Page Setup... 70
Print.. Crisp | TEMIMage-.
AP
Cuit Raw Data...

Image Sequence...
AV

BMP...

PNG...

PGM...

FITS...

LUT..
Selection...

XY Coordinates...
Results...

Text

QuickTime export
Analyze format
Animated GIF
PMNG export

PMM export

13



Proyeccion Maxima (Maximum Intensity Projection)

La proyecciéon maxima es una técnica de imagen donde se puede plasmar en una imagen
bidimensional la informacion mas relevante de varios planos secuenciales capturados en
el eje Z; es util cuando se tienen estructuras tubulares tales como vasos sanguineos o
fibras nerviosas y se quiere ver la trayectoria de las mismas, o cuando se requiere contar
el nimero de células presentes a lo largo del eje Z.

Para realizar la proyeccion maxima en ImagelJ, después de haber invocado al archivo de
interés ir a “Image” | “Stacks” | “Z Project...”

File Edit BIGEGEN Process Analyze Plugins  Window Help

Eolc A I aIES
Freehand s  Adjust »

Show Info... Ctri+l

Properties... Ctri+Maydsculas+P ﬁ

Color » 530.32 um (1024x1024); 8-bit; 10MB

Hyperstacks b Delete Slice

Crop CtrisMayisculas+x | o0 once Fl

Duplicate... Ctrl+Mayisculas+D ek

Set Slice...

Rename...

Scale... Ctrl+E Images to Stack

Transform ¥ Stacktolmages
Zoom ¥ Wake Montage...
Overlay ¥ Reslice [1]...
i +] ¥ +
Lookup Tables ; Orthogonal Views Cirl+Mayusculas+H

3D Project...

Plot Z-axis Profile
Label...
Statistics
Tools

Aparecera el siguiente cuadro de didlogo:

Start slice:

Stop slice: |10

Projection type | Average Intensity

Average Intensity
Max Intensity

Min Intensity

Sum Slices
Standard Deviation
Median

Seleccionar “Max Intensity”. Si fuera el caso especial de tener imagenes en campo claro
con la sefal de interés en tonos oscuros, seleccionar “Min Intensity”. Luego dar click en
OK.

14



Aparecerd una nueva ventana con la imagen de proyeccion maxima y la leyenda MAX
o MIN _segln sea el caso:

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

I8 olc|o|<a]+/A]Ala|o|DO] z k]l

vm=o))

SR032 pm (1024x1024), 8-hit, 1MB 130,32 um (1024x1024); 8-hit, 1MB

Conteo de células en una imagen

ImagelJ puede realizar conteo de estructuras en una imagen bidimensional. El proceso es
totalmente dependiente de la configuracion que el usuario introduzca para realizar
dichos conteos. Tomando como base la imagen de proyeccion maxima que se realizé en
el paso anterior como imagen a analizar, el primer paso recomendado es duplicarla. Para
esto, ir a “Image” | “Duplicate”:

age |
File Edit Process Analyze FPlugins Window Help
O Qg Twe vz K e |w =@ |
Maximum (- Adjust 3
= Show Infa... Ctrl+l
230 32031 Properies... Cirl+Mayusculas+F
Colar 4
Stacks L4
Hyperstacks 4
Crop Ctri+Maylsculas+x
Duplicate. . Cirl+Mayisculas+D
Rename...
Scale.. Cirl+E
Transform 4
Zoom 4
Owerlay L4
Lookup Tables L4

15



Aparecera el siguiente cuadro de didlogo, con el nombre del archivo y un guion seguido
por un numero, el cual se incrementara conforme se duplique el archivo original:

Y IC 1-MAY_creb02verd -.{ . sm

Ok Cancel

Al dar “OK” aparecera la nueva imagen duplicada:

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B ojz|o)<ax|Ala o0z |k U ne|m ==

230.32x230.32 pm (1024x1024); 6-hit; 1MB 230.32x230.32 gm (1024x1024); 8-bit, 1MB
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Preferentemente trabajar sobre la imagen duplicada. Ir a “Image” | “Adjust” |
“Threshold...”:

gjojg e i_J4]¢l7laln|a] |»]
*Qval*, ellip Brightness/Contrast.. Ctri+Maylsculas+C
e snowlnfo... Ciri+l | Window/Level...
— Froperties... Ctri+Mayisculas+P Color Balance...

Color Threshold... Ctrl+Maylisculas+T

Stacks ¥ Color Threshold...

Hyperstacks ¥ Size..

Crop Ctrl+Maylsculas+x s e

Duplicate... Ctrl+Maylsculas+D Line i

Rename...

Scale... Cirl+E

Transform L4

Zoom 4

Overlay 4

Lookup Tables 4

Aparecera la ventana siguiente y automaticamente la imagen se tornara en rojo y negro:

£ ¥ 62
< »| 255
Default w | |Red v

Iv Dark background | Stack histogram

_Auto J _Applyj _Reset__! EJ

T-MACK rcb02verde- 70% gg

230.32x230.32 um (1024x1024); 8-bit, 1MB
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Threshold convierte la imagen de 8 bits en una imagen pseudo-binaria. En la ventana de
Threshold, la barra superior selecciona el valor umbral de pixel, en una escala de 0 a
255 a partir de donde asignara los valores 0 (negro) y 1 (blanco), mientras que la barra
inferior seleccionara desde los contornos externos hasta el llenado completo de las
estructuras que ImagelJ identifique a partir de los valores de la escala de color. Una vez
que las estructuras (en este caso, los somas de las neuronas) han sido rellenadas
satisfactoriamente por el color rojo, dar click en “Apply”. El color rojo se tornara
blanco, y el fondo negro. Esto aplica tanto para imagenes de fluorescencia como de
campo claro:

Para cerrar el moédulo Threshold, dar click en el comando cerrar (X) que esté situado en
la parte superior derecha de la ventana.

Para realizar el conteo, primero se le tiene que indicar a ImagelJ los pardmetros que se
requieren medir. Esto se realiza solamente durante la primera medicion, posteriormente
los ajustes quedaran guardados para futuras sesiones. Para realizar esto, ir a “Analyze” |
“Set Measurements...”

18



Aparecera la ventana siguiente:

Mieasurements

lv Mean gray value
|+ Standard deviation | Modal gray value
I” Min & max grayvalue v Centroid

| Center of mass v Perimeter

I Bounding rectangle [ Fit ellipse

|v Shape descriptors | Ferets diameter
Iv Integrated density I~ Median

Iv Skewness v Kurtosis

Iv¥ Area fraction | Stack position

|v Limitto threshold |+ Display label
[ InvertY coordinates | Scientific notation
I Add to overlay

Redirectto: |MNone ]

Decimal places (0-9). |2

OK | Cancel| Helpl

En esta ventana se pueden seleccionar los parametros que se requieran cuantificar; para
mediciones morfologicas, regularmente se seleccionan “Area”, “Perimeter”, “Shape
descriptors” y “Area fraction”. Los resultados pueden ser obtenidos directamente en
micras si se realizd la calibracidon antes de realizar el analisis. Si no es el caso, los
valores se obtendran en pixeles.

Una vez que se seleccionaron los parametros, dar click en “OK”. Para comenzar a
realizar las mediciones, ir a “Analyze” | “Analyze Particles...”:

File Edit Image Process BIGELREN Plugins Window Help
|:|.|Q,|E|@|.{'|ﬁ_|—d Measure Crl+M |f|§?|/}'|g|ﬁ|@]| |=¢
Angle tool Analyze Particles...

Summarize

Distribution. ..

Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...

Calibrate...

Histogram Ctrl+H
Plot Profile Ctrl+kK
Surface Plot...

Gels b

Tools k

19



Aparecerd la ventana siguiente:

* Analyze Particles

Size (um"2):
[~ Pixe

Circularity:

Show:

l¥ Display res

¥ Summarize

[ Clearresults

[ Addto Manager | In situ Show

10-Infinity
| units

0.15-1.00
Outines [

ults I Exclude on edges
I Include holes
I Record starts

OK | Cancel| Help|

En “Size” se coloca el rango de tamafio de las estructuras a analizar; en “Circularity”
que tan circulares deben ser las estructuras a considerar; en “Show” seleccionar
“Outlines” para que nos muestre los contornos de las estructuras presentes en la imagen
que se tomaran en cuenta para las mediciones. Seleccionar “Display results” y
“Summarize”. Si se realizaran mediciones de varias imagenes, también seleccionar
“Clear results”. Una vez seleccionados estos parametros, dar click en “OK”.
Inmediatamente comenzara la cuantificacion con los pardmetros seleccionados. Una vez
terminado el proceso, ImageJ abrira tres nuevas ventanas, Outlines, Summary y Results:

( - Drawing of MAX_C1-crcb02verde.lsm (50%)

230.32%230.32 um (1024x1024); 8-hit; TMB

&

DL

%@a y
e C;% DQ
& @
&

3
o

0@%}

@ 3

Ventana “Outlines”
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En la ventana “Outlines” ImageJ mostrara los contornos de las estructuras que tomoé en
cuenta para el analisis de acuerdo con los pardmetros introducidos en la ventana
“Analyze Particles”. Es importante cerciorarse que el programa realmente esté contando
las estructuras de interés; muchas veces el resultado satisfactorio es un proceso de
ensayo y error calibrando los parametros “Size” y “Circularity” para obtener
unicamente las estructuras de interés.

File Edit Font

Slice [Count [Total Area [average Size [%Area [Mean [Perim. [Circ. [Solidity [ntDen  [skew [wurt | ™
MAX_C1-crebO2verdelsm 55 184677 3358 348 255 3450 040 077  8562.28 MaM  MaM

M
< I > |

Ventana “Summary”

En la ventana “Summary” Image] mostrard los valores de todas las estructuras de
interés que encontr6 en la imagen; como aclaracion “Total Area” se refiere a la suma de
las areas de cada estructura que ImageJ encontrd, no al area total del lienzo del mapa de
bits, y el valor de “Mean” es 255 porque la imagen se hizo pseudo-binaria, esto es con
valores 0y 255.

= Results g m
File Edit Font Results

[Cabel [area [mean [stoDev [x [ [Perim. Joirc. [intoen  [Skew [Kurt [%Area [RawintDen [AR  [Round [si*]
1 MAX Cl-creb2verdelsm 4214 255 O 15620 86.63 2614 077 0O O MM 100 O 136 074 0.
2 MAX Cl-crepOverdelsm 4062 255 O 1800 9723 2835 064 O D MaN 100 O 137 073 07
3 MAX_Cl-crebO2verdelsm 3460 255 0O 16519 98.30 2692 060 O 0 MaN 100 O 112 089 0.
4 MAX Cl-creoD2verdelsm 1690 255 O 4855 89.11 1638 079 0 0 MaN o100 O 131 076 0.
5 MAX Cl-crenOverdelsm 4393 255 0 12450 13175 3381 055 0 O MM 100 O 126 0739 0.
6 MAX_Cl-crebOverdelsm 4538 255 O 135.33 17114 3133 058 O D MaN 100 O 131 076 0
7 MAX_ClcrehO2verdelsm 3086 255 O 11433 17084 2692 054 0O 0 MaN 100 O 125 080 0.
8 MAX_Cl-crenO2verdelsm 4265 255 0O 119.78 17727 2745 071 0 0 M@N 100 O 103 097 0.
9 MAX Cl-crenOverdelsm 39,36 255 0O 21271 17903 2984 0.56 O O MM 100 O 113 089 0.
10 MAX_Cl-crebO2verdelsm 3066 255 O 13288 19668 2666 054 O D MaN 100 O 127 079 0
11 MAX_Cl-crcb2verdelsm 26.96 255 O 4034 20294 2410 058 0O 0 MaN 100 O 136 074 0.
12 MAX_Cl-crcbO2verdelsm 3774 255 O 3412 20410 2559 0.2 O 0 M@N o100 O 116 086 0.
13 MAX_Cl-creb2verdelsm 2383 255 O 4509 20458 2337 055 0 O MM 100 O 108 083 0.
14 MAX_Cl-crcbO2verdelsm 67.84 255 O 21754 1522 5272 031 O D MaN 100 O 114 088 0O
15 MAX_Cl-crch2verdelsm 6744 255 O 19.95 €401 6387 021 0 0 MaN o100 O 128 078 0.
16 MAX_Cl-crebO2verdelsm 5366 255 O 15403 7376 5705 021 0 0 MaN o100 O 153 065 0.
17 MAX_Cl-crebO2verdelsm 2544 255 O 2454 8055 4126 022 O D MaN 100 O 124 081 0
18 MAX_Cl-creb2verdelsm 4361 255 O 584 8298 3668 041 O D MaN 100 O 140 071 0
19 MAX_Cl-crcb2verdelsm 16.39 255 O 3318 8635 2175 044 O 0 MaN o100 O 105 086 0.
20 MAX_Cl-crenO2verdelsm 1356 255 0O 4263 9650 2310 032 0 0 MaN o100 O 112 089 0.
21 MAX Cl-crenOverdelsm 4214 255 0 156.28 8863 2614 077 O D MaN 100 O 13 074 0
22 MAX_Cl-crehO2verdelsm 2540 255 0 664 9058 3452 0.27 O 0 MaN 100 O 245 041 0.
23 MAX_Cl-crebO2verdelsm 1209 255 0O 23.55 9185 2521 0.22 O 0 MaN o100 O 158 063 0.
24 MAX_Cl-crenO2verdelsm 3121 255 0 1378 9646 3727 028 0 O MM 100 O 185 054 0.
25  MAX_Cl-crebO2verdelsm 4062 255 O 1890 9723 2835 064 O D MaN 100 O 137 073 0
26 MAX_Cl-crehO2verdelsm 3460 255 0O 16619 98.30 2692 060 O 0 MaN 100 O 112 089 0.
27 MAX_Cl-creoO2verdelsm 1690 255 0O 4855 89.11 1638 079 0 0 MaN o100 O 131 076 0.
28 MAX Cl-crenO2verdelsm 3642 255 0O 4369 10403 3471 038 0 O MM 100 O 106 094 0.
23 MAX_Cl-crebOverdelsm 2342 255 0O 14118 11208 3018 032 0 D MaN 100 O 140 072 0
30 MAX_Cl-crehO2verdelsm 4893 255 0O 12450 13175 3381 055 0 0 MaN 100 O 126 079 0.
31 MAX_Cl-crenO2verdelsm 4553 255 O 84.28 14439 3757 041 O 0 M@N 100 O 133 075 O
< >

Ventana “Results”
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La ventana “Results” mostrara los valores individuales de cada estructura que Image]
encontrd en el lienzo de mapa de bits; dichos valores son los que resultaran importantes
para la realizacion de los andlisis estadisticos.

Los datos de “Summary” y “Results” pueden ser guardados en un archivo de texto, o
directamente en una hoja de calculo (por ejemplo, Microsoft Excel). Para ello dar click
en “File” | “Save as...”. Aparecera el siguiente cuadro de didlogo:

[ . Save Results 1

Guardar en: |[-5) MBF_Image] M T ,:;|| =
By [ ext
L'?sb e

Documentos | |5 lut
recientes ) luts

o [ macros

[ 5y plugins

Escritorio I3 source
| &) .dar

E] Imagel.cfg
‘é Imagel.exe

Mis
é Image]
documentos 8 g. .
& | MacBiophotonics

- ] Readme.htm
g’ unins000.dat

3

Mi PC i3 urinso00. exe
%‘ Mombre de archivo:
Mis sitios de

red Archivos de tipo: Todos los archivos M

Escoger la ruta de destino, nombre del archivo (respetando la extension .xls) y dar click
en “Save” o “Guardar”.

Si por alguna razon se cerrara la ventana “Results” y los datos no han sido guardados,
ImagelJ nos lanzara una advertencia:

Colocacion de barra de escala
Para realizar este paso se requiere que Imagel] esté previamente calibrado y que la

imagen sea de tipo RGB color [ver secciones “Manejo de Imagenes” y “Empalmado de
canales (Merge)”].

22



Una vez que estén cubiertos estos requerimientos, ir a “Analyze” | “Tools” | “Scale
Bar...”

File Edit Image Process BUEWrA:S Plugins Window Help

B Ofx|of & weasure cmn |[i[L 1] =|@]> |

Analyze Particles...
Summarize

4 . {_ercbO: Distribution...
230.32x230.32 ym (1024x102) | apel

Clear Results
Set Measurements...

SetScale...

Calibrate...

Histogram Ctrl+H

Flot Profile Ctri+K

Surface Plot...

Gels

Save XY Coordinates...

Fractal Box Count...
Analyze Line Graph
Curve Fitting...
ROl Manager...
Calibration Bar...
Synchronize Windows

Copy/Paste to clipboard
Live Histogram
Dispose All Windows

Aparecera el cuadro de didlogo siguiente:

Width in pm:
Heightin pixels: 10
Fontsize: |28
Color: | White v

Background: | Mone [

Location: | Lower Right |»

lv Bold Text | Hide Text
~ Serif Font |

23



En “Width in um:” colocar el valor en micras que se quiere mostrar; en “Height in
pixels” colocar la altura de la barra; si se selecciona “Hide Text” la leyenda debajo de la
escala desaparecerd. Una vez que se hayan seleccionado las opciones deseadas, dar click
en “OK”. Guardar la imagen resultante en formato TIFF (Menu “File” | “Save As” |
“Tiff..”.
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