4 — Mikrofotografie
Fotodokumentace:
zasady, problémy, chyby



Fotograficka dokumentace

* nejcastéjsi zpusob
dokumentace

 dokumentarni fotografie podle
velikosti objektu: fotografie,
makrofotografie a
mikrofotografie

* rozvoj digitalnich technologii a
digitdlnich fotoaparatu:
digitalni fotografie, digitalni
makrofotografie a digitalni
mikrofotografie




Makrofotografie
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* je fotograficky postup,
kterym ziskame snimek
podavajici vice podrobnosti
predmetu, nez jich na ném
rozezna lidské oko ze
vzdalenosti 25cm

* snimek zvétseny v meéritku
1:1az30:1



Makrofotografie

* Napf.: snimek 2 cm
velkého brouka bude mit pri
meritku 1:1 na snimaci Ci
filmu rozmér 2 cm, takze
velikost onoho predmeétu na
snimaci Ci filmu odpovida
jeho skutecné velikosti.

* Prizvétseni nad 30:1
hovorime o mikrofotografii.

Inspirace na makrofoto: http://www.better-
photographs.com/macro-photography.html
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Mikrofotografie

* snimky obrazu mikroskopickych a
submikroskopickych objektu

* Porizené - zvetSovacimi zarizenimi, nejcaste;i
nejruznéjsimi typy mikroskopu (fotomikroskopie)

* uplatnéni: geologie, biologie, vytvarné umeni

Prukopnik: némecky lékar Robert Koch,
v 70. letech 19. stoleti vyuzil
mikrofotografii pfi vyzkumu anthraxu




Poznamka — photomicrography vs. mikrophotography

* Anglické vyrazy: light micrograph or photomicrograph
* Microphotograph - néco jiného (fotografie zmensené do
mikroskopického méritka, specialni mikrofilmy)

1875.5.

18753




Jak na fotomikroskopii

* Mikroskop +
e CCD kamera
A

* Mikroskop +
fotoaparat




Nouzovka: LCD mikroskopy




CCD KAMERA

 CCD (=Charge Coupled Device): polovodicovy prvek,
ktery umoznuje snimat obraz a ukladat ho v digitalni
formeé

* sklada se z velkého poctu svétlocitlivych pixell, které
se dopadem sveétla nabiji. Velikost naboje je umérna
intenzité dopadajiciho svétla.

* technologicky nastupce fotografickych néstavct pro
zhotovovani mikrofotografii




Fotograficka dokumentace pro
odborné ucely

« charakter objektivniho zachyceni objektt bez Upravy vysledku

e pravdivé zachyceni skuteCnosti

* srozumitelnost a strucnost vyjadreni (promyslené zachyceni
probihajicich déju)

Fotograficka dokumentace pro vyukové ucely

* Fotografie jako vyukova pomucka

* Pouziti hlavné: dokumentace chranénych a
cizokrajnych organismd, ¢asti organismu (napf. u
rostlin, nelze demonstrovat najednou kvéty, plody
atd.), k demonstraci malych organismu, demonstraci
detailt (makrofotografie a mikrofotografie),
k dokumentaci pracovniho postupu



Falzifikace fotodokumentace

 Falzifikaci rozumime padélani puvodnich udaju
a nasledné publikovani zkreslenych nebo
vymyslenych informaci.
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Gross manipulation of blots.

A Original image Manipulated image
- - B
1 2 3 4 1 2 £ 4
B Original image Manipulated image
- - -_—. -
1 2 3 4 1 2 3 4

Rossner M, Yamada K M J Cell Biol 2004;166:11-15

© 2004 Rockefeller University Press http://jcb.rupress.org/content/166/1/11.figures-only '-I C B



Gross manipulation of blots.

—P | - - e -

Rossner M, Yamada K M J Cell Biol 2004;166:11-15

© 2004 Rockefeller University Press

Experimental A

Loading control A

Experimental B

Loading control B

JCB



Manipulation of blots: brightness and contrast adjustments.

A. Original image Manipulated image

1 2 3 4
Rossner M, Yamada K M J Cell Biol 2004;166:11-15

© 2004 Rockefeller University Press J C B



Manipulation of blots: cleaning up background.

Original Manipulated
image image

Rossner M, Yamada K M J Cell Biol 2004;166:11-15

© 2004 Rockefeller University Press J C B



Misrepresentation of immunogold data.

Original image Manipulated image

Rossner M, Yamada K M J Cell Biol 2004;166:11-15

© 2004 Rockefeller University Press



Misrepresentation of image data.

Manipulated
image

Manipulation

revealed
by contrast s .
adjustment |

Rossner M, Yamada K M J Cell Biol 2004;166:11-15

© 2004 Rockefeller University Press J C B
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Dalsi materialy ke cteni

Phototruth or Photofiction?, Thomas Wheeler, published by
Lawrence Erlbaum Associates, Mahwah, New Jersey, 2002.

Ethics in the Age of Digital Photography, J. Long, (National Press
Photographer's Association, September 1999)

Photographs that lie: Welcome to journalism's newest ethical
nightmare: digital enhancement, J.D. Lasica (Washington Journalism
Review, June 1989)

Photography in the Age of Falsification, K. Brower, Atlantic Monthly,
May 1998 (this content is now only available to subscribers)

Every Picture can tell a Lie, D. Shenk, (Wired News, 1997)

Ethics in the Age of Digital Photography, J. Long, National Press
Photographer's Association, September 1999.

Digital Tampering in the Media, Politics and Law, Dartmouth
University
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Zakladni definice
=)

* Pixel: picture element,
obrazovy prvek
nékdy téz pel
zkracovano na px

nejmensi jednotka (bezroz
digitalni rastrové (bitmapové) grafiky.
Predstavuje jeden svitici bod na

monitoru, resp. jeden bod obrazku zadany svou
barvou




Obrazové formaty

* Rastrové fbitmapové) Vec't()r
Vektorové R aSte r]

— Do precteni a interpretace pomoci patricneho SW
(schopného prevodu matematickych zakonitosti
na vektory) je kazdy obrazek rastrovy

— Napt. pdf kombinuje oba



Vektorové formaty

* Typy souboru: .drw (vector file), .pif (vector
image GDF format), .pct (Macintosh bitmap
graphics format), .ps (Adobe PostScript), .eps

(Encapsulated PostScript), .svf (Simple Vector
Format)

— Adobe lllustrator: .ai, .ait, .art

— Corel Draw: .cdr, .cdrw, .cdt

— Corel: pat (Paint Shop Pro Pattern Image)
— Digital Line Graph: .dlg, .do

— OpenOffice: .odg



Rastroveé formaty

* Typy souboru: .jpg (JPEG raster format), .gif

(GIF transparent file), .png (Portanble Network

Graphic Transparent file), .tiff or .tif (Tag
Interleave Format)

— Adobe Photoshop: .psd



Co je digitalni obraz a jeho
charakteristiky
* Rozliseni
* Barevna hloubka
 komprese




Co je digitalni obraz a jeho
charakteristiky

V 4

 rozliSeni: udava kolik bodl vodorovné a kolik
bodu (pixell) svisle, je schopen fotoaparat

Digitalni obrazy se méri poctem
pixelli na palec (pixels per inch =
ppi).

DPI udava, kolik je bodd na
jednotce délky o rozméru jednoho
palce.

Pro tisk, je rozliSeni DPI.

,Dots per inch = Body na palec” je
paramter, ktery nam udava kvalitu
obrazu a vyslednou velikost
tisknutého objektu.

Cim vy&&i rozlideni, tim vétsi
velikost souboru.




Rozliseni

* Napr. 300 DPI

— znamena, Zze na délce 2,54 cm je 300 bodU
— tato hodnota ¢asto vyzadovana Casopisy

* \lypocet DPI se vyuziva pro spocteni nejmensiho mozného
rozliseni obrazku, ktery budeme chtit vytisknout, aby na ném

nebylo vidét rozmazani okrajd nebo pfrilis velké mnozstvi
kosticek

* Kolik pixeld by mél mit obrazek 10x 5 cm:

Nejdrive prevod na palce:
10 cm=< 254 cm = 3,94 palce
Sem+ 254 em =197 paice

Porom dopocitdme rozlifent pri minimalni valité pro fisk 300 DPT
3.94 palce » 300 DPI = 1.180 pmx
1.97 palece * 300 DPI =590 px

Druhy wsledek &y nam wiel, kb bvelioch podlrali s kvaliten 600 DPT
3.94 palee x 600 DPJ = 2364 px
1,97 palee » 600 DPI=1.182 px
Jednalo by se o velmi kvalind r.'rk
ale lidske oko tuto vality jfen 165ko rozezna.
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Same image at 72-ppi and 300-ppi; inset zoom 200%



Barevna hloubka

popisuje pocet bitu pouzitych k
popisu urcité barvy nebo pixelu v
bitmapovém obrazku nebo
ramecku videa

pocet bitl na pixel (zejména je-li
uvedeno spolu s poctem pouzitych
pixell) -
vétsi barevna hloubka zvétiuje plc> 4 bity
§kalu rGiznych barev a pfirozené |
také pamétovou narocnost

obrazku ¢i videa
8 bitd
256 barev



Pouzivané barevné hloubky

e 1bitovd barva (2! =2 barvy): Mono Color
(nejpouzivanéjsi je, ze bit 0 = Cerna = a bit 1 = bila )

e 4bitovd barva (2% =16 barev)

* 8bitova barva (2% =256 barev)

e 15bitovd barva (2> =32 768 barev): jako Low Color

* 16bitova barva (2'® =65 536 barev): High Color

» 24bitova barva (2% =16 777 216 barev): True Color

* 32bitova barva (23%2=4 294967 296 barev): Super
True Color (nékdy také jako True Color)

* 48bitova barva (2%%=281474976 710656 =281,5
bilionl barev): Deep Color

Lidské oko: dokaZe od sebe odlisit az ¢tyri miliardy rlznych odstind.



Barevné kanaly

* K zobrazeni celého prirozeného barevného spektra
jsou potreba tri zakladni barvy.

* RGB neboli cervena-zelena-modra je aditivni zplsob
michani barev pouzivany ve vSech monitorech a
projektorech (jde o michani vyzarovaného svétla),
tudiz nepotrebuje vnéjsi svétlo (monitor zobrazuje i v
naprosté tme)

e CMYK ( , dzurova, purpurova) je barevny model
zaloZzeny na subtraktivnim michani barev (michanim
od sebe barvy odcitame, tedy omezujeme barevné
spektrum, které se odrazi od povrchu). CMYK se
pouziva predevsim u reprodukcénich zarizeni, ktera
barvy tvori michanim pigmentu (napr. inkoustova
tiskarna)




RGB

* Pomoci tri
zakladnich barev
RGB je mozné
smichat vsechny
ostatni barvy. Sviti-li
vsechny tri
mikroreflektory na
maximum, vytvori
ciste bilou







azurova (Cyan); purpurova (Magenta); zluta (Yellow);

C I\/I Y K cerna (Key - pfi soutisku CMYK barev se barvy zarovnavaji na kli¢ovaci

znacky, které jsou tistény klasickou ¢ernou barvou)

P © © 6 6 6 0 ¢
® &6 @& ... ,. e o, )
e subtraktivni - odcitaci

michani barev

e s kazdou dalsi pridanou barvou
se ubira ¢ast plvodniho svétla

* Napriklad: skladame na sebe
barevné filtry, michame
pigmentoveé barvy




Metadata

e zreckeho meta- = mezi, za +
latinského data = to, co je dano

e strukturovana data o datech

* Fotografie obvykle metadata ve formatu EXIF
(informace o vzniku fotografie — datum a cas
porizeni, pouzita ohniskova vzdalenost,
pouziti blesku, typ a vyrobce fotoaparatu
apod.)



RAW

RAW je pravdépodobné nejkvalitnéjsi format pro ukladani digitalnich
fotografii, je bezztratovy a nekomprimovany.

Pokud vSak chcete zobrazit snimek ulozeny v RAWu, neobejdete se bez
pocitace.

Obrovskou vyhodou formatu je prakticky neomezena moznost uprav od
volby vyvazeni bilé, az po ,vytahnuti kresby” z podexponovanych mist
snimku.

Po vSech upravach je nutné RAW tzv. vyvolat a ulozit snimek v jiném
formatu.

Je vhodny pouze pro digitalni fotografie.

Zajimavosti je, ze prakticky kazdy vyrobce digitalnich fotoaparatll ma tento
format pojmenovany jinak, respektive pouziva jinou koncovku pro jeho
oznaceni — NEF, ORF, RAF a dalsi

Vice na: http://digiarena.el5.cz/formaty-
obrazku 5#utm medium=selfpromo&utm source=digiarena&utm campa
ign=copylink
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" TIFF |=

o TIFF (Tagged Image File Format)

* Nejcasteji se TIFF pouziva pro fotografie urcené k tisku.

e Je to bezztratovy format, ktery uklada obrazky v
barevné hloubce 24 bitl, coz odpovida pfriblizné 16,7
milionim barev.

* Nevyhodou je jeho velky datovy objem a také to, ze se
nezobrazi v internetovém prohlizeci.

« Casto se tento format pouziva jako vystupni pfi
vyvolavani z RAWu, nasledné se pak jeste prevadi do
JPEGu pro potreby prezentace na webu.

* Vice na: http://digiarena.el15.cz/formaty-

obrazku 5#utm medium=selfpromo&utm source=digi
arena&utm campaign=copylink
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= JPEG (Joint Photographic Experts Group)

Nejrozsirenéjsi format nejen pro fotografie, ale pro
veskeré obrazky.

Zobrazi ho kazdy prohlizec.

Jedna se o ztratovy format, vysledna kvalita obrazku
zavisi na mire komprese.

Obrazky se ukladaji také ve 24bitovém barevné
prostoru, jsou vsak komprimovaneé.

Pri kompresi vetsi jak 50 procent je patrna ztrata kvality
obrazu.

Vice na: http://digiarena.el5.cz/formaty-

obrazku 5#utm medium=selfpromo&utm source=digi
arena&utm campaign=copylink
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GIF (Graphics Interchange Format)

* je graficky format urcCeny pro rastrovou grafiku

* pouziva bezeztratovou kompresi LZW84, na rozdil napriklad od
formatu JPEG, ktery pouziva ztratovou kompresi

* vhodny pro uloZeni tzv. pérovek (napisy, planky, loga)
 umoznuje také jednoduché animace

* velké omezeni — maximalni pocet soucasné pouzitych barev
barevné palety je 256 (8 bitl), v prfipadé animace pak umoznuje
vyuzit odlisSné palety 256 barev pro kazdy snimek

(Toto omezeni nema format PNG, ktery se hodi ke stejnym ucelum jako
GIF a nabizi pro vétsSinu obrazl vyrazné lepsi kompresi)

Format PNG vSak neumoznuje animace (ty umoznuje az APNG a MNG)

Format GIF se stejné jako formaty PNG a JPEG pouziva pro WWW
grafiku na Internetu.



PNG

y PNG (Portable Network Graphics)

* je podobné jak GIF vhodny pro obrazky nikoliv pro fotografie

* Byl vytvoren jako nastupce GlFu, coz s sebou nese i nekolik
zlepseni.
* PNG neni omezen na 256 barev, je mozné pouzit az 24bitovou

barevnou hloubku (16,7 miliénu barev) — odtud také déleni
formatu na PNG-8 a PNG-24.

V eV Y/

e Setkate se s nim predevsim u grafiky nebo statickych
screenshotu.

* Privétsich barevnych plochach je vhodnéjsi pouzit format
JPEG, nebot v PNG je vysledny obrazek nékolikrat datové vétsi.

* Vice na: http://digiarena.el5.cz/formaty-

obrazku 5#utm medium=selfpromo&utm source=digiarena
&utm campaign=copylink
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™,
—

ﬂ BMP (Windows Bitmap) nebo také DIB (device-
- independent bitma
‘\&r’ | P P)

e Jeden z nejstarsSich formatu pro ukladani
obrazkd.

* Format je nekomprimovany a pracuje s
barevnou hloubkou 24bit0.

* V soucasne dobé uz se prakticky nepouziva,
nahradily ho ostatni zminéné formaty.

* Vice na: http://digiarena.el5.cz/formaty-
obrazku 5#utm medium=selfpromo&utm so
urce=digiarena&utm campaign=copylink
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Expozice

e proces vystaveni svétla dopadajiciho na film nebo
senzor, tak jeho celkové mnozstvi.

e Expozice se mériv EV (exposure value, expozicni
stupen).

e Spravna expozice je urcena citlivosti filmu Ci
senzoru, merenou na stupnici ISO a ovliviiovana
nastavenim clony a rychlosti zavérky fotoaparatu.

* pro dosazeni stejné expozice je pri vetsim
otevreni clony nutno zkratit ¢as a naopak



Expozicni cas

* doba expozice, rychlost zavérky

e doba, po kterou je zaverka fotoaparatu otevrena
a umoznuje tak svetlu dopadat na obrazovy
senzor nebo film ve fotoaparatu

* Doba expozice muze (negativné nebo naopak

kreativne) ovlivnit podobu téch ¢asti snimky,

cteré se v dobeée expozice pohybuiji.

* Prilis dlouha doba expozice zpusobi jejich
rozmazani, velmi kratka doba expozice naopak
jejich ,,strnuti” v Case.







Citlivost

* jeden ze tfi zakladnich parametru urcujici

expozici vysledného snimku. Zbylé dva jsou
clona a expozicni ¢as

* Dvojnasobna citlivost snizuje
potrebny expozicni €as na polovinu.

* Citlivost ma v praxi vliv na kvalitu fotografie —

v/ VvV

zpusobuje vetsi sum.
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Mikrofotografie -

Fotodokumentace:
Vicenasobne graficke zarovnani
(MIA) a Rozsirené fokalni zobrazeni
(EFI) v digitalni analyze obrazu

(Stream Motion) + dalsi vychytavky



Mimo stream: Skladanl obrazu — rl‘]zné
ostrych vrstev

* Focus stacking (hyperfocus)

* RUznymi programy: Adobe Photoshop,
Extended Depth of Field (plugin pro ImagelJ),
Tufuse



http://en.wikipedia.org/wiki/ImageJ

Objektiv 10x, 39 slozenych obrazkd, foceno po krocich o velikosti
0,01 mm pomoci StackShot

P27

‘ | rr/ -

LA S




Instant Extended Focus Image (EFI)

e OLYMPUS Stream software poskytuje obraz i
vzorku, které presahuji standardni hloubkou

ostrosti
* Jemnym ostrenim skladani obrazu v ose Z




EFI (Instant Extended Focus Image )

* iEFI poskytuje obraz s nekonecnou hloubkou ostrosti,
i kdyz je Z-posun nemotorizovany

e Uzivatel zameéruje ostrost prostrednictvim ostriciho
Sroubu ve vSech uUrovnich shora dolu (nebo naopak)




Manual Multiple Image Alignment (MIA)

e vytvareni panoramatickych snimku vzorku,
které presahuji zorné pole

e vystup pripraven pro snadnou vizualizaci nebo
komplexni méreni

e
Y A EEI




Obrazy ziskané pouzitim vétsiho poctu obrazku
zarovnanych (MIA) softwarem







Image Processing - Zpracovani obrazu

 OLYMPUS Stream ma radu filtrt pro detekci hran, vyhlazeni aj.

* Lze vizualizovat urcité znaky zvysenim a modifikaci obrazu
raznymi filtry

* Pred zménou je dobré pouzit nahled na zménu

 Manipulace s obrazem lze délat i bez ztraty puvodniho obrazu




Detekce a klasifikace objektu

| & Stream Motion.
"l Edt Yew Datapase Acqure fmage Process Measune Iools Window Help
dvig-d P2 as 9-ro-@W, Dl s ok JiRes @SR

@ (3]st Page | B Test Calibutit™




Detekce a klasifikace objektu

50 ruznych parametru pro geometrické (tvar, velikost,
poloha) a pixelové vlastnosti (intenzita, hodnota Sedé)

Parametry mohou byt kombinovany pres logické a
aritmetické operace s cilem vytvorit tridy objektu

Po ruceni trid muze Stream automaticky ziskavat velmi
podrobné informace o jednotlivych objektech

diagram - pocCet objektu v kazdé tridé

dalsi zpracovani a analyza — export tabulky do aplikace
Microsoft Excel



Detekce objektu

* Region Of Interest (ROI) + thresholds (hranice)

* Lze odlisit automaticky trojuhelniky, kruhy,
obdélniky a mnohouhelniky




Jak natocit video v motion stream:
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Ulozeni souboru

* Ulozeni souboru najdeme v rozbalovaci
nabidce ,File”

* Vysledné video bude mit priponu AVI

* neukladat .vsi (neotevreli byste to v
normalnim programu)



Klasicka morfometrie
Meéreni délek, plochy, obvodu,
poctu v digitalni analyze obrazu

Stream Motion



Uvod — co vée jde promé&fFit

* Rychlé pocitani objektu
* Méreni useku i ploch
* Méreni lze ulozit

» Kalibrace obrazku pri spravném nastaveni
objektivu

 Pokud neni obrazek
e zkalibrovan pak:
,Image > Calibrate Image”




Kalibrace a mereni skolnim mikroskopem

* Protoze velikost objektu v pozorovaném poli je
pri kazdém zvétseni jina

» Kazdy mikroskop se musi kalibrovat zvlast,
kazdy je jiny

* Nejjedonusis je zmérit zorné pole — pak lze
snadno odhadnout skutecnhou velikost
pozorovaného objektu



* Obj.4x—-4,5mm
 Obj.10x—2 mm
* Obj.40x-0,5mm

Obj=40x mag




Odhad velikosti

Obj=40x mag

4
* 0.1 mm X 4.5 mm
Vyzkousejte si zde: 10x 2 mm
http://virtualurchin.stanford.edu/microscope.htm 40x 0.5 mm




Vlybér prostredi pro mereni

* Prepnout do rozvrzeni "Processing,,
* Nastroj Measurement and ROI

e Aktivniiv zivém obraze!l! - Vyhoda Motion
Stream

P
 Aktivace meéreni I:-I'L Measurement and ROI

tlacitkem Select Measurement Objects



