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EDITORTIAL

A modo de
presentacion

Folium, relatos botanicos es un nuevo proyecto editorial de la Sociedad Argentina
de Botanica: una revista digital destinada a la divulgacion del conocimiento bo-
tanico local.

Durante mucho tiempo fue una tradicién de los botanicos argentinos la publi-
cacion de obras destinadas al publico no especialista: Eduardo Holmberg, Cristob-
al Hicken, Miguel Lillo, Lorenzo Parodi, Milan Dimitri, Alberto Castellanos, Lucas
Tortorelli, Raul Martinez Crovetto y José Santos Biloni, entre otros, inspiraron con
sus obras a generaciones enteras de botanicos.

Nuestra aspiracion es continuar con esa tradicion, a través de una publicacion
que incorpore relatos de viajes y expediciones botanicas, descripciones de especies
curiosas o de interés, experiencias educativas, listas de especies, ampliacion de dis-
tribucion de especies, y cualquier otro articulo que contribuya a la divulgacion del
conocimiento botanico regional, con un fuerte componente fotografico y visual, y
un estilo ameno y directo que invite a su lectura a estudiantes, entusiastas de las
plantas, docentes de todos los niveles y expertos de otras disciplinas interesados
en la botanica.

Siempre hay historias fascinantes detras de un articulo académico, aventuras que
no podemos contar en un paper, pero atesoramos como esa parte indispensable
y vital de nuestra profesion. Y también hay hipotesis en construccion, experien-
cias pedagogicas, hallazgos metodolégicos que no encuentran un canal para su
comunicacion en las revistas convencionales. Folium es una invitacion para contar
todas esas cosas; se alimentara de las anécdotas, el ingenio literario, las ideas, y la
pasion que sin dudas abundan en la comunidad botanica argentina.

Esperamos que disfruten de este primer niimero, y que se entusiasmen por contar
en los préximos sus propias ideas e historias, alimentando esa tradiciéon que hizo
de la boténica la “Ciencia Amable”.

DR. PABLO DEMAIO

Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad
Nacional de Catamarca.
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Figura 1: Interfase del
programa Imagel.

Image J: una herramienta
indispensable para medir el
mundo biologico

genes o bioimagenes. El mundo biolégico puede ser registrado con ca-

maras fotograficas (incluidas las de los teléfonos celulares), escaner de

mesa o por su pequeno tamano requerir equipos que permitan ver deta-
lles microscopicos como lupas y microscopios 6pticos (MO). Cuando esos equipos
no tienen el poder de resolucion suficiente, los investigadores recurren a microsco-
pios electronicos de barrido (MEB) y de transmisién (MET), con los que se logran
grandes aumentos.

L Los estudios realizados en ciencias naturales involucran el uso de ima-

Al momento de analizar un material, el investigador debe realizar mediciones so-
bre el mismo, de modo de ponderar la muestra y agregar objetividad a sus obser-
vaciones. Para ello existe una amplia gama de herramientas de software, tanto
comerciales como de cddigo abierto; pero para trabajar en una imagen cientifica se
requiere un programa cientifico, y con esta filosofia fue creado Image].

Image] es un programa de procesamiento de imagenes disenado para image-
nes cientificas, desarrollado por Wayne Rasband en el U.S. National Institutes of
Health (NIH) que esta en continuo desarrollo desde 1997 (1).

Image] se descarga gratuitamente desde https://imagej.nih.gov/ij. Ademas de su
gratuidad, otra caracteristica fundamental es que su coédigo fuente es de dominio
publico, significando que no esta sujeto a derechos de autor, con lo que se promue-
ve su distribuciéon y modificacion, solo citando la fuente (2). Al estar construido
con Java, (de alli la “J”) funciona en cualquier sistema operativo: Linux, Mac OS X
y Windows, ya sea de 32-bit o 64-bit.

Este articulo pretende demostrar el uso basico de Image] y sus aplicaciones, ex-
plicados a través de ejemplos concretos, muchos de los cuales constituyen la tarea
cotidiana de una especialista de la botanica y la anatomia vegetal como la autora.

Trabajando con Image J:

Como todo programa, cuenta con una barra de trabajo, peculiarmente pequena y
flotante en el escritorio de su computadora. La misma posee tres secciones:

1- MEenNGs: despliega mas accesos como File, Edit, Image, Window, etc.

2- BOTONES DE HERRAMIENTAS: permite elegir la herramienta de trabajo, ej: selec-
ci6én de area rectangular, oval, puntos, zoom, etc.

g Image) =
File Edit Image Procezs Analyze Pluging Window Help
2 B oc|o|~|alxsAlaol2] Qo

*Rectangle®, rounded rect or rotated rect {right click to switch})

++,
it

Jal2e| |»
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3- BARRA DE INFORMACION: en forma de texto en la parte inferior, cambia depen-

diendo de la herramienta seleccionada.

Empezar a trabajar

Primero lo primero: desde el menu File > Open, podra abrir una imagen. Image]
esta configurado para abrir cualquier formato de imagen, los mas frecuentemente

usados son Jpg y Tiff.

ﬁ Image) - o Flg:.ra 2: Comando Abrir un
Flle Edit Image Process ﬁnalyze Plugins Window Help archivo.

|New ‘ De\ré"&‘/“?‘ ‘

| ngle®, rounded rect or rotated rect (right click to switch)

| Open Mext Ctrl+Mayis+0 '

Calibrar la imagen

No importa en qué formato esté la imagen, en realidad la informacion esta en pixe-
les. Lo primero que se debe hacer es calibrar la imagen. El proceso de calibracion
espacial implica cambiar los pixeles de una imagen por valor conocido en mm,
cm, micras, etc. Siempre necesitara una referencia, como una regla colocada en la
imagen, o algtn objeto de tamano conocido en la foto.

Veamos el procedimiento de calibrado con una escala ya presente en la foto:

Con la herramienta seleccion de
linea, dibujar una linea a lo largo
de la referencia de escala. Puede
usar el Zoom (flecha roja en fig.
3) para ser lo mas preciso posible.

En la barra de mends elija Analy-
ze> Set scale, Fig. 4.

Introduzca la dimension de la li-
nea dibujada en el cuadro distan-
cia conocida (Known distance)
y establezca la unidad en la caja
unidad de longitud (Unit of leng-
th). En el ejemplo la linea se dibu-
jo sobre la medida de 1 c¢m, Fig 5.

¢ Image) Figura 3: dibujo de una

linea sobre objeto de
referencia para calibrar la
imagen.

File Edit Image Process Anal].-ze Plugins Wil

mile!

II!lT%H%%HjIIIIHIISI“III“HlHH|I
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Figura 4: Establecer la
calibracion.

Figura 6: Calibrar fotos
sin escalas usando dos

d i Set Scale
Bt Rt o Distance in pixels: |450
Measure Cri+i Known distance: |1
el B L Pixel aspect ratio: |10—
Summarize )
Distribution... St ot
Label Click to Remove Scale |
Clear Results [ Global
SetMeasurements... Scale: 450 pixelsicm
ok | Cancel | Help]
Calibrate...
““ ”” H Histogram Cirl+H ‘
Plat Profile Cirl+K . . .
3 4 Surface Plot Figura 5: parametros
urface Plot...
de la escala
Gels D | -
Tools LN

Y sila foto no tiene escala?

+ Si al tomar la foto la misma tiene algtn objeto de dimensiones conocidas como
una moneda, una lapicera o inclusive sus dedos, éstos pueden ser usados para
calibrar la imagen.

+ Otro caso es cuando se trabaja con placas de Petri, las mismas son de dimension
conocida, que puede usarse para la calibracion espacial.

+ Si la foto fue tomada con microscopio 6ptico y la camara no tiene la funcién de
colocar una escala, una opcion es tomar una segunda foto de una regla (tomadas
con el mismo aumento ). Abra ambas imagenes en Image], calibre la que tiene la
escala y marque global. De esta manera la calibracion realizada se aplicara a las si-
guientes imagenes, permitiéndole medir y no cambiara hasta que vuelva a calibrar
una nueva imagen o cierre el programa.

Ejemplo: en la Fig. 6 la primera foto fue tomada a una regla graduada con objetivo

imagenes. de 20x y la segunda foto es un corte de hoja tomado al mismo aumento:
4 Image) = =
File Edit Image Process Analyze Pluging Window Help
jojc|ofE <IN |Ala|o|s] Q= s]a|#]s] |»

¥=720, y=2T76, value=255 255 255 (white)

4 Figbescala PG ¢ Sarls Figbescalafoto PG (25%) - O
1600x%1200 pixels, RGB; 7.3MB
I ,Op —— T Distance in pixels: I208.3459
Known distance: I—
1 '8 1 ,6 Pixel aspect ratio: I

1
1.0
Linit of length: Icm

emove Scale

Scale: 208.3459 pixels/cm

ok | cancel| Hep |
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Poner la barra de escala en la foto

Desde menu Analize > Tools > Scale Bar, Image] le permite elegir el tamano de la
barra, también su posicion, color, y tipo de letra entre otros.

4 Imagel

= & Figura 7: Poner barra

File Edit Image ProcessPIugins Window Help

de escala en imagen.

Save XY Coordinates. .
Fractal Box Count...
Analyze Line Graph

Curve Fitting...
ROl Manager...

'ﬁ A
oy
= e / 1cm oK | Cancell

[ O] measure oem ||| 2| Qlos| 4] 0| 20| |=
Wand (trac Analyze Particles...
Summarize
Distribution... FigbescalafotoJPG (G) (25%) — =
Label (1600x1200);, RGB, 7.3MB
L o ) [ Scale Bar | < |
Clear Results I T i
i », M kel
Set Measurements... A, )
b Width in cm: |
SetScale... Height in pixels: I‘15—
Calibrate...
Font size: |56
Histogram oo el ontsize: |
Plot Profile Clri+K  Phdsi" 7o Color [Black  +]
Surface Plot... Background: m
Gels

Location: |LowerRight vl

v Bold Text [ Hide Text
[~ SerifFont [ Overlay

Scale Bar...

Midiendo longitudes

Una vez que se calibr6 la imagen ya puede realizar cualquier medicion, ya sean
7

lineas o areas. Primero debera seleccionar lo que desea medir trazando una linea o

dibujando un area y desde el Ment Analize > Measure; o mas simple presionan-

do la letra “m” de su teclado. Una nueva ventana de Results le mostrara el valor

ponderado. Esta es una tabla de Excel© que puede guardar para futuros trabajos,

usando File > Save.

[ Image)

Figura 8: medir el ancho del
carpelo en corte transversal

File Edit Image ProcessF‘Iugins Window Help

oo (IET T | | ] 2| Qv

de flor de mani (Arachis

4 ‘ & ‘ /"‘ g ‘ ‘ pes hypogaea).

Text tool {d /Analyze Pariicles...

Summarize

Distribution... ani.jpg (G) (33.3%)
Label

st e

Clear Results
Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Histogram Ctrl+H
"l : Plot Prafile Ctri+K

"51?% 10 pr,

d Results - O

File Edit Font Resulis

langle |Length |

0 170.21
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Figura 9: Ventana de i Results _ o EjemPLO: veamos el procedimiento para medir
Resultados para cinco

e Eat Fot N | el espesor de la pared del ovario en este corte
mediciones y Sumario. SR BT E

= transversal de una flor de mani.
Clear Results

[ summarze |} 1. Calibrar la imagen.

Distribution...

' 2. Dibujar una linea que cubra el ancho del car-
35

1
2
3 Set Measurements...
4
a

pelo (amarilla en el ejemplo).
Options... ia15]
THA7 158 56 3. Medir: presionando la letra “m”

Si realizé numerosas mediciones, en la misma
ventana de Results puede elegir Summarize y
obtendra los valores promedio (Mean), desvio
standard (SD), minimo (Min) y maximo (Max).
Recuerde que estos datos pueden ser guardados (es una tabla de Excel ©), desde
mend File de la misma ventana.

-
»

-

OTROS EJEMPLOS DE MEDICIONES:

d Results = B %) - O 1 Resls - polen-MEB.if (33.3%)
File Edit Font Results
File Edit Font Resulis [angie Jrengtn |

1 o 2005

4

Angle  |Length o

Figura 10. Antenas, patas de insectos. Figura 11. Didmetro polar de granos
de polen.

Figura 12. Células del lefio. "\ rio00cmr asose == %

File Edit Font
Results

1 -80 49,635

4
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Ademas de medir lineas rectas, también puede usar linea a mano alzada o lineas
segmentadas. Algunos ejemplos:

‘ | 4 Resul.. = 5l | 82 4 raicesjpg (150%) =B8] X
File Edit Font g ]

Results

4 Resul..lie= (S e
File Edit Font
Results
e
1 3.795

. [ »

Figura 13. Pelos. Jr
Figura 14. Raices
_{ cromoso,jpg (75%) = O = é wood),jpg =8 X

File Edit Font
Results

N

1 613428

4

File Edit Font
Results

Figura 15. Cromosomas Figura 16. Lefio disociado
© G.Seijo. © A.Aguilera.

Medir Areas

La mayoria de los comandos en el Image] funcionara sobre una regioén de la ima-
gen que es preciso seleccionar o separar de alguna manera, lo que se denomina
seleccion de un area de interés (regions of interest, ROISs).

Se puede definir un area especifica de interés dentro de la imagen, usando cual-
quiera de las herramientas de seleccion en la barra de trabajo: rectangular, oval,
poligonal y mano alzada.

Figura 17: selecciones de
areas de interés.

¢ Image) =

File Edit Image Process Analyze Pluging Window Help

A a|o| 2| Qfoe

+ty
+ 4+

] A

4

Jalxe| |»
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Figura 18: selecciones Oval,
Eliptica y Cepillo.

MUCHAS HERRAMIENTAS TIENEN DOS OPCIONES:

DOBLE cLIC SOBRE ELLA: despliega un ment contextual que permite establecer pa-
rametros de la herramienta.

TrIANGULO RoJo V: al hacer clic con botén derecho del ratén posibilita cambiar de
herramienta.

Por ejemplo puede cambiar entre selecciéon oval, eliptica y brush tool (cepillo).
Esta ultima selecciona la forma del area utilizando un “pincel” circular.

i

File Edit Image Process An

Oja zlo| |4
*Twglt ¥ Oval selections ns

+y
++

Elliptical selections
Selection Brush Toaol

El diametro del Cepillo (brush) se puede ajustar haciendo doble clic en el icono de
la herramienta y comenzar a “pintar” sobre lo que se desee medir. Para ajustar la
seleccion, al hacer clic en el interior del area de seleccion y arrastrando a lo largo
de su limite se ampliara el limite hacia el exterior. Por el contrario, al hacer clic
fuera del area de seleccion y arrastrando hacia adentro se reducira el tamano.

Algunos ejemplos del uso de esta herramienta (note la linea celeste que delimita
su perimetro):

d petrijpg = = i

1301x1180 pixels; RGB; 5.9MB

hongo-azalea-corregido.jpg (200%)

A70x380 pixels; RGE; 846K

Figura 19: Areas de cultivo en placas de Petri. Figura 20: Zonas determinadas de una muestra.

Varita (wand tool): es otra forma de seleccionar zonas por su color. Crea una se-
leccion mediante el trazado de los objetos de color uniforme. Para trazar un objeto
haga clic en el interior del mismo y mueva el cursor, y se seleccionaran areas de
color similar.

Haciendo doble clic en el icono de la herramienta de Varita (o Edit > Options
> Wand Tool) se abre el cuadro de didlogo de configuracion en el que le dejara
aumentar el valor de tolerancia (Legacy). A mayor tolerancia, mayor el area selec-
cionada.
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d I

File Edit Image
O| 2| z|o|~|4
Wand (tracing) tool

Process

i A | €

Tolerance: 4

Wand Tool

W

Mode: [Legacy | a

[ Smooth ifthresholded

Ok Cancel

EjEmMPLO DE Uso: para calcular area foliar completa puede aumentar la tolerancia, lo

que le permitira seleccionar toda la hoja.

Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
PlalolA4 K Ala|olZ alefs]a e] |»
tracing) tool

d Wand Tool m]

Tolerance: 4 | [ |
Mode: |Legacy -

[ Smooth ifthresholded

e

OK Cancel

Si calibro la foto inicialmente, podra medir el area. En el menu Analize> Set Mea-

zalea-corregidojpg -~
; RGB; 846k

surements, tilde Area. Realizando la medicién (m) obtendra el area foliar total.

d

| &7, Measure Ctrl+M

Analyze Particles...

Summarize
Distribution...
Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Histogram
Flot Profile
Surface Plot..
Gels

Tools

Cirl+H
Cirl+K

Image!) = =

File Edit Image Processmmugins Window Help

pa|olF] ol /o] o] |-

Dev

jo-azalea-corregidojpg - ©

cm (570x380); RGE; 846K

Set Measurements

I~ Mean gray value
[~ Standard deviation [ Modal grayvalue

[ Min & max grayvalue [~ Centroid

[ Center of mass I~ Perimeter

[ Bounding rectangle [ Fitellipse

[~ Shape descriptors [ Feret's diameter
[ Integrated density ™ Median

™ Skewness I Kurtosis

Figura 21: Herramienta
varita magica.

Figura 22: Varita magica
para elegir todo el area de
la hoja.

Figura 23: Establecer
mediciones para areas.
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Multiples mediciones? ROI MANAGER al detalle

Esta es una herramienta para trabajar con multiples selecciones, las que pueden
ser de diferentes ubicaciones en una imagen, de diferentes segmentos o de dife-
rentes imagenes. Todos los tipos de seleccion, incluyendo puntos, lineas y texto,
son compatibles.

Se accede de varias maneras:

* Menu Edit> Selection> Add to Manager
* Menu Analize > Tools> ROI Manager
« Letra “T”

EjempLO: medir la tamano de varios estomas en una foto de hoja (MEB). Inicie ca-
librando la imagen y luego abrir ROI manager. Dibujar una linea sobre estructura
que quiere medir (ostiolo por ejemplo) luego haga clic en Anadir (Add) para agre-
gar la seleccion actual a la lista, o pulse “t”. Agregue tantas lineas como mediciones
desee. Verifique estén tildados Show All y Lables, asi las podré ver las lineas a
medida que las dibuja. Al completar todas las selecciones podra medir todas ellas
con el comando Measure, obteniendo una tabla de Result, donde también puede
calcular valores promedios, SD, minimo y maximo, como se explicé previamente.

FERRTereu —_—

Figura 24: ROl Manager e = e T
T . e I mage rocess al ugins Indgow e
midiendo longitud de J o s g

estomas en hojas (MEB). |:L|°?'C"‘®|7-A‘ - K‘A‘O‘"ﬂ‘| Q
ImageJ 1.52a / Java 1.8.0_112 (64-bit)

dalxe| |»

Dev
-

4 ROIMa.. - B
0374-1326 - Add [t]
0633-1648
0720-1212 Hpdale
Delete
Rename...
Measure
Deselect
Properies...
Flatten [F]
More =
W Show Al
v ¥ Labels
4 PResults - ©

File Edit Font Results
[angie  JLength [ -
1 -171.03 1764
2 -129.80 1942
3 -9794 1916
4| 3

-

OTROS EJEMPLOS DONDE PUEDE SER USADO ROI MANAGER:
* Diametros de elementos del leno (vasos, parénquima, etc.)
* Longitud de células disociadas (leno), usando lineas segmentadas.

* Longitud de piezas de inflorescencias en Gramineas (bracteas, pedinculos, etc.),
usando lineas segmentadas.

- Areas de halos de inhibicién en cultivos en placas de Petri

* Areas foliares: escaneando varias hojas (con escaner de mesa comin) se puede
medir el area de cada una y obtener una lista con todas las medidas de una sola
vez.
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Contar

Esto no puede ser mas sencillo en Image], basta con abrir una imagen, seleccionar
la herramienta Point tool y empezar a hacer clic en las estructuras a contar. En
la ventana emergente puede elegir tipo de marca (punto, circulo, cruz, etc.), color
y tamano. En la misma ventana se iran registrando los puntos contados (senalado
con un circulo en la figura). Si desea borrar un punto presione ALT y haga clic en
el mismo; también puede moverlos.

o Figura 25: Herramienta
Point tool contando
tricomas en foto MEB
de Salvinia, una planta
acuatica.

4 Image) -
File Edit Image Proce Apalyze Pluging  Window Help

SETEEEY = SR

dalxe| |»

Dev

4 SALVE.TIF (75%)

& Point Tool

Type: ICrosshair vl
Caolor: lYeIIow vl

Size: Irﬂedium v]

¥ Label points
¥ Show all

Counter: |0

ON

oK | Cancel | Help |

OTRO EJEMPLO: esta herramienta es muy util combinada con calculo de area para
evaluar densidad de tricomas o estomas.

Para completar el calculo de densidad requiere ademas calcular el area, para ello:
1. Calibre la foto

2. Seleccione el area completa de la foto: Menu Edit >Selection>Select all (o solo
control+ A) y mida (“M”).

ALGUNOS EJEMPLOS DONDE PUEDE SER USADO POINT TOOL PARA CONTAR:

* Estomas

+ Cromosomas

* Raices laterales

« Flores o espiguillas por inflorescencias

* Numero de hojas por planta en diversos fenotipos
* Colonias en placas de Petri

Un tip final: los PLUGINS

Como Image] es un programa de codigo abierto, cientos de pequenas herramientas
o PLUGINS se han agregado desde su creaciéon. Muchos ya fueron incorporados
al instalador. Pero la mayoria de los plugins estan disponibles para que el usuario
interesado lo descargue y use gratuitamente (visite http://imagej.net/plugins).
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Figura 26: Abrir Plugin Cell
Counter.

Figura 27: Uso del Plugin
Cell Counter contando pelos
y estomas en semilla joven
de algodén (Gossypium
hirsutum - MEB).

Veamos el procedimiento con uno de estos plugin denominado Cell Counter, cuyo
nombre ya nos indica lo que es capaz de hacer. No solo permite contar células, pue-
de contar lo que desee |

INsTALACION: desde http://imagej.net/plugins/cell-counter.html debe descargar el
archivo “cell counter.jar” dentro de la carpeta plugins del programa Image], y rei-
niciar Image]J. Dentro del ment Plugins > Analize aparecera “Cell Counter”
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EJEMPLO DE Uso: si necesitamos contar densidad de pelos y estomas en un area
especifica, por ejemplo en la superficie de una semilla de algodén en formacion
(MEB, Fig. 27).

1. Abra la imagen con estructuras que desee contar, calibre la imagen y calcule area
total. Este paso no es imprescindible para el Cell Counter, pero si para el objetivo
que es conocer numero de papilas y estomas por area de semilla.

3. Abrir Cell Counter vy elegir la opcion Initialize, que creara una imagen dupli-
cada.

4. Elija algun tipo de contador con Type del mend, cada uno de estos contadores
permite colocar puntos de colores distintos para marcar diferentes células en la
imagen (Type 1: azul, 2: cian, 3: verde, 4: magenta, 5: naranja, 6: rosa, 7: rojo, 8:
amarillo, etc.). En el ejemplo se eligio el Type 1 con puntos azules para las papilas
(la casilla muestra un total de 44 en la foto) y Type 4 con puntos color magenta
para los estomas (hay 4 en la foto).
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INDICE EsTOMATICO: es otro ejemplo donde se demuestra la utilidad de esta herra-
mienta. El IE fue creado por Salisbury (3) para mostrar la variacién de densidad de
estomas y se calcula con la férmula IE: Es /Es +Ep (100), para la cual se necesitan el
numero de estomas por unidad de area (Es) y de células epidérmicas en la misma
area (Ep).

Si la foto esta a colores conviene convertirla a escala de grises previamente, para
ver las facilmente los puntos de colores. Para ello seleccione Mentu > Image > Type
> 32Bits. Luego siga los pasos anteriormente descriptos en uso de Cell Counter.
En la figura 28 puede ver los estomas marcados con puntos rojos y las células
epidérmicas con puntos azules. En la barra lateral el nimero de cada elemento: 3
estomas y 16 células epidérmicas en el ejemplo.
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OTROS EJEMPLOS, CELL COUNTER PUEDE USARSE PARA CONTAR:
* Granos de polen viables y vanos.
* Diferentes tipos de células sanguineas.

* Mezclas de semillas muy pequenas, diferenciando semillas sanas, vanas o conta-
minaciones.

* Densidad de vasos/células parenquimaticas/radios en leno.
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