TP- Introduction a ImageJ

ImageJ est un logiciel libre de traitement et digsead’'images, développé par le NIH et implémertéla
communauté des scientifiques. Il fonctionne sousdiiples plates-formes (Windows, Mac, Linux, Uniy. Il est
disponible ainsi que toute la documentation assaxiéadresse suivante : http://rsbweb.nih.gov/ij/

Les images pour les exercices sont disponiblesdidsse www. Silico.biotoul.fr>>enseignement>>L2
BCP/MABS>>Automatisation Données Biologiques

Partie | : Outils et fonctions de base

Prise en main du Logiciel

A) Caractéristigues des images

- Ouvrir AdDapi.tif . Noter les informations dispibfes sur I'image (haut de la fenétre : nombre delp, type

d’'images, taille de I'image dans la mémoire dedipateur)

- Sélectionner la loupe dans la barre de menuyetigans I'image : clic gauche = zoom interne, dhigit = zoom

externe.

-Agrandissez I'image pour faire apparaitre un iatBar rectangulaire indiquant que I'image est gjtende que la
fenétre et la position ou vous vous situez danslge.

Cliquer sur la main dans la barre des menus. Revemel'image, cliqguez dans I'image et conserveddat sur la
souris. Déplacer I'image, et refaites un zoom damsge.

- Agrandissez votre image au maximum, et positiaruadre souris sur un pixel grisé. Notez dansdifdce ImageJ,
la position du pixel et la valeur de gris.

B) Les outils de sélection

- Dans la barre des menus, vérifiez que le rectadglsélection est activé (cliquez dessus), etti@@ez une partie
de votre image en cliquant sur un point et déplalgasouris. Des que vous relachez la souris,lecsén est établie.
En recliquant dessus, vous pouvez modifiez saiposit en cliquant sur les carres blancs étendglmgoo votre cadre.
- Testez les autres outils de sélection (ovalenreaiée...)

- Réalisez une sélection et utilisez la commandgp @mage>Crop)

- Vous pouvez revenir a I'image initiale dans BiRRevet (Crt+r)

- Refaites une sélection et lancer la commandei€atpl (Image>Duplicate). Qu'observez-vous ?

C) Les outils de mesure

La commande (Analyze>Measure), mesure I'image aupdeties sélectionnées de I'image si une séleesbitablie.
Avec la commande (Analyze>Set measurements), vousez sélectionnez ce que vous souhaitez mesundade
(area), périmetre objet (perimeter)...]. Les résslti mesure sont fournis dans une table (Analyzesite)

- Avec l'outil main levée, sélectionnez un noyauéshluez sa surface et ses gris. Refaites la mémsecen
sélectionnant plusieurs noyaux. Pensez a zoomerld@age pour faire une sélection précise.

- Dupliquer vos résultats depuis la table de réasultFile>Duplicate)

- Refaites une sélection de plusieurs noyaux earguez ou les résultats sont présentés.

- Effacer I'ensemble de vos résultats (Results>Cletarefaites une sélection de 3 noyaux. Dans IRessummarize
et Results>Distribution, observez les parametrésgmtés [min, max distribution]

D) Les outils lignes

Testez les différents outils lignes : ligne droltghe segmentée...(cliquez sur le bouton droit dedaris) et I'outil
angle par rapport a I'axe x.



- Estimer la distance entre 2 noyaux

- Estimer le diametre d’un noyau

- Estimer le périmétre d’un noyau

- Estimer I'angle entre 3 noyaux

Vous noterez que les valeurs de distance sont dsneé pixelsil faudra donc calibrer I'image pour obtenir des
valeurs « réelle » en centimétres ou micrométrdobget.

E) Les outils de comptage

L’outil étoile permet le comptage objet /objet,le.ccomptage multiple.

- Sélectionnez 3 noyaux, puis faites une sélectlans 'arriere plan, puis continuez a comptent@gaux. Supprimer
le comptage de l'arriere plan (alt clic). Que requeaz-vous dans la numérotation des objets ?

- Sauvegardez votre image avec les points de cgepEermez et réouvrez votre image, observez \aujeurs les
numéros, pouvez vous les modifier ?

- Regardez la table de résultats (Analyze>Measaha)jue point de sélection est identifié par sesdumnées x/y.

Calibration d’'une image

Les caractéristiques de I'image / de la sélectmnt données jusqu'a présent en pixels. Il est saresd’établir une
corrélation entre taille réelle de /la sélectionbjet/et taille de pixel, avant toute modificatioe votre image
(agrandissement, reduction, crop..) pour ensuite/quo présenter une barre d’échelle sur votre olgjast I'étape de
calibration.

- apres un agrandissement de I'image le pixel «m@gpaplus grand a I'écran mais il représnte tatgda méme
taille pour I'objet :

Largeur réelle de I'image/l'objet (um) = nombrepirels x taille réelle du pixel (um)

Ouvrir 'image Lignes : la fleche du haut a unedoaur réelle de 7 cm, la fleche du bas de 7, 5 cm

- Tracer un trait sur la premiere fleche avec lduait

- Quelle est la longueur de ce trait en pixel ?

- Vous connaissez maintenant la taille réelle delgicm), et pouvez I'utiliser pour calibrer voireage.

- Allez dans Images>Properties, choisissez le a&tte (cm) comme unité de longueur et rentrez absuvs en cm
de hauteur et largeur de pixels. Validez

- Qu'observez-vous au hiveau des caractéristigae®tie image (barre au dessus de I'image ?)

Modifications de I'image

A) Seuillage d’'une image (Threshold) et sélectioredzone d’intérét (ROI= Region Of Interest)

Ouvrir I'image A4dapil.TIF
- Dans Image>Adjust>Threshold, visualisez les d#ifés canaux de TS. Modifiez-les.

Le ROI Manager est un outil qui permet de géredi#érentes sélections réalisées sur I'image.

- Revenir sur I'image initiale

- Allez dans Analyze>Tools>ROI Manager

- Sélectionnez un noyau, puis un deuxieme. Qu'eegevous dans ROI Manager ?

- Dans ROI Manager, cliquer sur Measure. Qu'obsemls ?

- Evaluez le diameétre et le périmétre de vos noyalectionnés, via ROl Manager

Vous pouvez sauvegarder dans un fichier tabul®iod, ligne, type fichier excell) vos différente®IR

- Appliquer un TS a I'image de fagon a sépareotedfde I'image des noyaux. (exemple : fond blangan noir)
- Analyze>Analyze particles. Qu'observez vous daosmanager et sur I'image ?



C) Conversion de I'image

- Afficher I'histogramme de I'image Arabette (Agak>Histogram)

- Convertissez I'image en 8-iitmage>Type>8-bit)

- Multipliez I'intensité image par X2 (Process>Mattggardez le nouvel histogramme

- Affichez la Look Up Table (LUT , Image>Color>ShdawlT), affichez les LUT (Image>Color>Edit LUT)
- Choisissez la LUT, Fire (Image>LookupTables>Figdffichez la nouvelle table. Que constatez-vous ?
- Revenez a I'image d’origine, notez que l'imagiéiate n’est pas modifiée !!

D) Application de filtres

- Convertissez I'image en niveau de gris en 8{itage>Type>8-bit)

- DUPLIQUER I'image (Image>Duplicate)

- Ajouter du bruit Process>Noise>Add Specified loigt Standard deviation=25

- Quel(s) filtre(s) diminu(ent) le mieux le bruit pair: smooth, sharpen, find edges , gaussian, mediam max dans
Process. APPLIQUER CHACUN DES FILTRES SUR UNE COPIE DEIMAGE BRUITEE POUR POUVOIR
COMPARER.

- Reouvrir 'image d’origine, notez que I'applicati d’un filtre modifie de fagon irréversible I'imagil faut donc
travailler sur une copide I'image (duplicate)

Notions de Macros

Nous allons créer une macro qui permet d’enchd@seopérations suivantes : ouverture de I'imagdDAdPL.tif, TS
de I'image, sélection des noyaux apres TS, sausleges résultats.

-Allez dans Plugins>Macros>Record

Dés cet instant toutes les opérations que vous igidiser seront prises en compte, aprés sauvedardet
enchainement de tache, votre macro sera crée

1. Ouvrez I'image A4 DAPIL.tif. Observez la ligne dade dans la fenetre « Macro record »

2. Image>Adjust>Threshold : adaptez et appliqueémvdS. Observez la fenetre « Macro record »

3. Analyze>Analyze particles

4. ROl Manager>Measure : par défaut la surfaceotiget est évaluée

7. Enregistrez votre macro : dans la fenetre «rbescord » :Create > File> Save as> EssaiMacro

- Tester votre macro apres avoir ferme tous vdsdis : Plugins>Macros>Runs> EssaiMacro



Partie Il : Mise en application

Dans une unité de recherche, on s’intéresse i)oawportement foliaire d’Arabidospis thaliana suite a
'application d’herbicides (Image : Arabette-Traitent) ii) au comportement de racines de Iégumineuse
(Medicago truncatula) suite a une attaque tell@ipar un champignon (Image : Medicago-Champignon).
Dans les 2 cas les expériences sont menées eredunliitro (plagues 96 puits pour arabette, boiterée de

12 cm pour Medicago)

Cas 1 : Arabette/ Herbicide (Image Arabette-Traitenent)

L’objectif de I'expérience est d’identifier parmndot d’herbicide, un qui est efficace contre atébet la
dose a laquelle son activité est optimale.

L’efficacité de I'herbicide se traduit par une dication des parties aériennes environ 48h apagétginent.

Le plan de la plague est présenté ci-dessous

Herl Her2 Her3 Her4d
NT | NT NT | NT
NT | NT NT | NT
50 50 50 50
75 75 75 75

100 | 100 100 | 100

NT = non traité
Herl, Her2, Her3, Her4 = nom des différents herbicides
50, 75, 100 = doses appliquées en ug/ml

Exercice: avec ImageJ, trouver un moyen pour identifier wne analyse d’image quel est I'herbicide le
plus efficace et la dose. Vous pourrez présengerdsultats sous forme graphique dans un tableper{O
Office). Image « Arabette-Traitement »

Quelle est la limitation de ce plan d’expérience ?

Cas 2 : Medicago/Champignon (Image Medicago-Champmpn)

L'objectif de I'expérience est d’'identifier des fi§es deMedicago truncatula (collection de plusieurs
milliers de lignées) qui sont résistantes a l'itifeT par le champignon.

Lorsque le champignon s’installe et que la maladieéveloppe, les racines présentent une coloratiore
depuis I'apex de la racine vers le collet de lanf@aPlus la plante est sensible plus le bruniseesiétendra
dans la racine.

L’'iamge vous présente 2 boites contenant chacuptariies. La boite de gauche sert de témoin car les
plantes ne sont pas inoculées par le champignemdténes sont blanches), la boite de droite voéisemte

5 plantes de la méme lignée avec des symptomesudssement plus ou moins important.

Exercice: avec Image J, trouver un enchainement de taahegegmettrait de quantifier la longueur de la
racine infectée afin de pouvoir classer les difiées lignées en fonction de leur sensibilté au giginon.



Les résultats pourront étre stockés dans un tableur



