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OZET

Bu calismada, birim alandaki traheid sayisi élcimlerinin daha hizhi ve kolay
bir sekilde yapilabilmesi icin gelisen teknolojik olanaklardan da yararlanarak,
kullanilan klasik yontemlere alternatif olabilecek pratik bir yontem onerilmistir.
Ydntemde, mikroskop ve mikroskoptaki goriintliyl bilgisayara aktaran kamera
dan olusan bir sistem gereklidir. Bu yontemin literatiirde var olan diger
yontemlerden farki gorintinin degerlendirilmesi asamasinda kullanilan
programdir. Bilinen sistemlerde 6l¢tiim icin kullanilan programlar oldukca pahal
programlardir. Image J ise oldukga basit olan ve ucretsiz olarak temin edilen bir
programdir. Bu programda belli bir alandaki partikil sayisi otomatik olarak
Olcllebilmektedir. Traheidler sekil olarak basitlestirilir ve partikiller haline
getirilirse bu program kullanilarak belli bir alandaki traheid sayisinin otomatik
olarak belirlenebilecegi dusunilmistir. Bu duslinceden hareketle pratik bir
yoéntem gelistirilmis ve bu yontemin ispati icin kizilgam enine kesit preparatlari
kullanilmigtir.  Sonu¢ olarak bu yontem, gereken sartlar saglandiginda
milimetrekaredeki traheid sayisinin belirlenmesinde rahathkla kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Géruntl analizi, Traheid sayisi, Odun anatomisi

DETERMINATON OF THE NUMBER OF TRACHEIDS IN PER
SQUARE MILLIMETRE USING IMAGE ANALYSIS METHOD

ABSTRACT

In this study, by using advantage of technological developments, a quick and
easy image analysis method was developed for determination of the number of
tracheids in per square millimeter. The main principle of this analysis method is
that the images of microscopic slides are captured through a camera attached to a
microscope and the images are processed and analyzed with a software program.
Differences between well-known image analysis systems and this advised
method is the software program. Image J, which used in this study, is a basic and
public domain program. Microscopic slides that were taken from wood of Pinus
brutia were used to prove the usefulness of this method. As a result, if the
required conditions fulfilled this method can be used for determining the number
of tracheids in per square millimeter.

Keywords: Image analysis, Numbers of tracheid, Wood anatomy
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1. GIRIS

Turkiye’de odun anatomisi ¢alismalarinda milimetrekaredeki hicre
sayisi genellikle, hazirlanan preparatlar (izerinde, vizopanda veya Isik
mikroskoplarinda okuler mikrometresi kullanilarak o6lctlmektedir. Bu
yontemler oldukc¢a yorucudur. Bu nedenle bir ¢ok Ulkede bu dl¢timlerin
daha kolay bir sekilde yapilmasina yonelik cesitli metot ve sistemler
gelistirilmistir. Turkce’ye gorintiden analiz etme olarak cevrilebilen ve
genel olarak image analysis olarak adlandirilan bu yéntemlerin, 6zellikle
son vyillarda yapilan calismalarda artarak kullanildigi goéralmektedir
(Koga vd., 1997; Lei vd., 1997; Telewski vd., 1999; Yasue vd., 2000;
Spiecker vd., 2000; Wang ve Aitken, 2001; Yanez vd., 2001; Fujiwara,
2003; Mayr ve Cochard, 2003; Wernsdorfer vd., 2004). Literatlirden
Ornek olarak verilen bu caligmalarin ortak dzelligi anatomik 6zelliklerin
belirlenmesinde goruntiiden analiz etme yoéntemlerinin  kullaniimis
olmasidir. Bu sistemlerde temel prensip hazirlanan anatomik
preparatlarin géruntilerinin mikroskoba bagli kameralarla bilgisayara
aktariimasidir. Yapilan literatir incelemesinde gérintilerin bilgisayara
aktarilmasini ve bu goruntiler GUzerinde 6lgim yapilmasini saglayan
degisik programlarin kullanildigi gorilmustir. Bu programlar oldukga
pahali programlardir.

Ulkemizde Odun Anatomisi calismalarinda bu yontemler yaygin
olarak kullanilmamakla birlikte, diger bazi alanlarda (tip, dis hekimligi
vb.) anatomik goriintulerin bilgisayara resim olarak aktarildigi sistemler
mevcuttur. Bu ¢alismadaki ama¢ anatomik preparatlarin gorinti olarak
bilgisayara aktariimasi ve kolay temin edilen basit bir programla otomatik
olarak 6l¢im yapilmasidir. ImageJ oldukc¢a basit olan ve (cretsiz olarak
(public domain) temin edilen bir programdir. Bu programda diger bazi
Ozelliklerin yani sira, belli bir alandaki partikil sayisi otomatik olarak
Olculebilmektedir. Traheidler sekil olarak basitlestirilir ve partikiller
haline getirilirse bu program kullanilarak belli bir alandaki traheid
sayisinin daha pratik bir sekilde belirlenebilecegi dusiintlmustir. Bu
dusunceden hareketle birim alandaki traheid sayisinin belirlenmesinde
klasik yontemlere gore bazi avantajlar saglayan bir yontem dnerilmistir.

Ulkemizde bu yontemin odun anatomisi calismalarda kullaniimasi
oldukca yenidir (Guiller, 2004). Bu c¢alismada bu ydntemin tanitilmasi
amaclanmustir.

2. YONTEMIN TANITILMASI

Odun anatomisi calismalarinda Image analysis olarak adlandirilan
sistemler, kullanilan mikroskop, kamera ve programa gore degisik
isimlerle anilabilmektedir. Fakat, genel olarak bu sistemlerin temel
prensibi bir mikroskop, mikroskoba bagli bir kamera ve bu kamera
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araciligl ile hazirlanan anatomik preparatlarin gorunti olarak bilgisayara
aktarilmasi ve bilgisayarda bir program ile kullanici tanimh, vyari
otomatik ya da otomatik olarak analizlerin yapilmasi esasina
dayanmaktadir. Calismada Siilleyman Demirel Universitesi Deneysel ve
Gozlemsel Ogrenci Arastirma Uygulama Merkezi’nde bulunan sistem
kullanilmistir (Sekil 1). Sistem, Zeiss (Axioskop 2) mikroskop, bu
mikroskoba bagli bir kamera ve bilgisayardan olusmaktadir. Bilgisayara
gorintuniin aktarilmasinda Axiovision programi kullaniimistir.

Kullanilan ~ sistem ile  preparattaki  gorinti  bilgisayara
aktarilabilmektedir. Olgtimleri yapabilmek icin ise, bu amaca yo6nelik bir
program gereklidir.Piyasada mevcut olan Anatomik calismalar igin
yapilan programlar oldukca pahalidir. ImageJ programi internet
tzerinden kolaylikla ve Ucretsiz olarak temin edilebilen bir programdir.
Bu programda belli bir alandaki partikill sayisi otomatik olarak
belirlenebilmektedir. Bu nedenle traheidlerin sekil olarak partikuller
haline dénustlraldigu takdirde bu programin milimetrekaredeki traheid
sayisinin  Olcilmesinde  kullanilabilecegi  dusunilmistir.  Oncelikle
kizilgam odunundan mikroskobik preparatlar hazirlanmistir (Anonim,
1968; Bozkurt ve Erdin, 2000). Daha sonra bu preparatlardan hem
hiicrelerin belirgin oldugu hem de 1 mm? ve daha biiyiik bir alanin
goruntd icerisinde kalmasini saglayan resimlerin gekilebildigi objektif ve
okiiler belirlenmistir. Denemelerden sonra ilkbahar odununda mm? deki
traheid sayisinin belirlenmesinde, x4 ve x10 objektifler kullanilarak
cekilen resimlerden rahatlikla sayim yapilabilirken, yaz odununda
mm?’deki traheid sayisinin belirlenmesinde x4 objektif ile cekilen bazi
resimlerde yaz odunu hicreleri ¢ok rahat bir sekilde ayirt
edilemediginden, x10 okiiler ve x10 objektif kullanilarak gekilen resimler
lzerinde sayim yapilmasina karar verilmistir. Anatomik calismalarda
birim alandaki hiicre sayisi belirlenirken 1 mm?®lik alan Gizerinde sayim

Sekil 1. Gorlnti analiz (Image analysis) sistemi
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yapildigi icin, bilgisayara aktarilan gériintiiler tizerinde 1 mm?lik alanin
dogru bir sekilde belirlenmesi gereklidir. Bunun icin gorintdlerin alindigi
ayni okiler ve objektifler kullanilarak obje mikrometresinin resimleri
cekilmistir. Olcumlerin ilk asamasinda gercek degeri bilinen obje
mikrometresi  resimleri Uzerinde Olcim yapilmistir.  Mikrometre
Uzerindeki her bir aralik esit kabul edilir. Fakat élcimler sirasinda bu
araliklarin tam olarak esit olmadigl goérulmstir. Bu nedenle, 30 6l¢iim
yapilarak ortalamasi alinmis, 6l¢iim degeri gercek degere (1 aralik 10
mikron) oranlanarak, cevirme katsayilari elde edilmistir. Bdylece
gercekte 1 mm? ye esit olan alanin resimdeki boyutlarinin ne olmasi
gerektigi hesaplanmistir. Ornegin x10 okiiler x4 objektif icin resimde
115,7 mm gercekte 1 mm ye Karsilik gelmektedir. Cekilen resimler
degisik formatlarda bilgisayara aktarilabilmektedir daha az yer kaplamasi
dolayisiyla resimler (800 x 960 pixel) *jpg formatinda bilgisayara
kaydedilmistir. Image J programinda secilen belirli bir alanda bulunan
partikiller otomatik olarak sayilabilmesi icin traheid resimleri asagida
aciklandigi sekilde ici bos daireler haline getirilmistir.

ImageJ programinda dosya acildiktan sonra (Sekil 2) (zerinde
herhangi bir islem yapmadan 6lcimlere baslanabilir. Eger hicre
sinirlarinin daha belirgin hale gelmesi istenirse  Proses-Find Edges
secenegi secilebilir (Sekil 3). Bu programda ol¢timlerin yapilabilmesi igin
resimlerin belirli bir bicimde (formatta) olmasi (8 bit grayscale, 16 bit
gray scale vb.) gerekmektedir. Bu nedenle renkli agoruntilerin istenen
bicime getirilmesi igin  Process-Binary-Threshold  secilmektedir.
Threshold isleminden sonra Sekil 4’deki resim elde edilmektedir. Daha
sonra Find Edges secenegi kullanildiginda, elde edilen resimde traheidler
siyah zemin Uzerinde dis sinirlari beyaz daireler halinde gorulmektedir
(Sekil 5). Zaman zaman bu resimlerde traheidlerin dis sinirlarinda
belirsizlik, yan yana ya da alt alta olan traheidlerin ceperlerinde
parcalanma, belirlenen alanin disinda kalan traheidlerin ug¢ kisimlarinin
resimde yer almasi vb. nedenlerle O&l¢limlerde hata meydana
gelebileceginden, boyle resimler Paint programina aktarilarak
duzeltilmistir (Sekil 6). Belirlenen alan disinda olan ve yalnizca ug
kisimlari resim icine girenler silinmis, yaridan daha fazlasi resim igine
girenler birakilmistir. Paint programinda diizeltme vyapilan resimler
Image) vye aktarildiginda tekrar Threshold seceneginin secilmesi
gerekmektedir (Sekil 7). Daha sonra olcim yapilmak istenen alan
belirlenmekte (Programda kare, dikddrtgen vb. sekilde dl¢iim yapilacak
alani tanimlama secenekleri bulunmaktadir) ve Analyze-Analyze
Particles secenegi secilmektedir. Analyze Particles tanimlama secenekleri
geldiginde eger resim (zerinde 6l¢ciimi istenen partikillerden bagka bir
sey yoksa ya da gereken dizeltme yapilmissa standart secenekler
secilebilir. Aksi takdirde minumum-maksimum partikil boyutu, sonug
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tablosu vb. segenekler tanimlanmalidir. Sayim yapilan partikillerin iginin
dolu olarak, elips seklinde, dis kenarlarinin gizilerek gosterilmesi veya
hicbir sey (nothing) secenekleri secilebilir. Olcimler yapilirken traheidler
ici bos daire sekline getirildigi icin iclerinin doldurulmus veya dis
sinirlarinin farkh bir renkle ¢izilmesi ve sayimi yapilan her partikiliin i¢
kismina numara verilmesi secenekleri vardir. Béylece hangi traheidlerin
sayilip sayllmadigi kontrol edilebilmektedir (Sekil 8, 9).

Bu calismada amag¢ oOnerilen yontemin klasik yontemlere alternatif
olarak kullanilabileceginin ispat edilmesidir. ImageJ programinda yapilan
otomatik olciimlerin Kklasik yontemle karsilastiriimasi igin olgtimlerin
vizopanda veya mikroskopta okiiler mikrometresi kullanilarak yapilmasi
halinde ayni alanda sayimin yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle ayni
resim Uzerinde ve ayni yerde CoreDRAW programinda yapilan sayimlar,
otomatik yapilan sayimlarin kontroli olarak kullaniimigtir. Programda
(CoreIDRAW) resim uzerinde istenilen kisimda kare seklindeki tek bir
alan veya istenilen sayida esit parcaya bolinmis kare seklindeki bir alan
secilebilmekte ve bu alanin boyutu istenilen degerler verilerek
ayarlanabilmektedir. Sayim kolayligl acisindan dokuz esit parcaya
bolinmis kare seklindeki alan secenegi kullaniimistir. Bu alanin
resimden ayirt edilmesini saglamak amaciyla ¢izgi rengi farkl secilmistir.
Bu alan resim Uzerinde istenilen yone kaydirilabilmektedir. Daha sonra
hem rahat bir sekilde g6zl yormadan sayim yapilabilecek hem de gorinti
netligi bozulmayacak sekilde buylitme yapilarak sayim yapilmistir.
Burada yapilan sayim islemi vizopan ile yapilan sayim igslemine benzerdir
(Sekil 10). Fakat daha rahat ve kolay bir sekilde sayim yapilabilmekte, bir
milimetre karelik alan istenilen sayida daha kii¢ik alana boliinebilmekte,
sayimi yapilan traheid isaretlenebilmekte ve istenilen zamanda bu sekilde
gorinti kaydedilerek sayima ara verilebilmektedir (Sekil 11). Yapilan
calismada Corell programinda tanimlanan alan resim olarak kaydedilmis
ve Image J programinda ayni alanda 6lgiim yapilmis ve sonuclar
degerlendirilmistir.Bir milimetrekarelik alaninin tamamini  gdsteren
gercek goruntiler oldukga buyik boyutludur. Bu gorintiler kigulttlerek
verildiginde ise gorintd kalitesi bozulmaktadir. Bu nedenle sekillerde
daha kucik bir alanda sayimlarin yapilmasi 6rnek olarak gosterilmistir.
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Sekil 6. Paint programinda Sekil 7. Duzeltilmis gorintinin
duzeltilmis gorinti Treshold’u
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Sekil 9. Sayilan traheidlerin kontrol edilmesi (numaralandirilarak)
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Sekil 11. Corell’de sayilan traheidlerin isaretlenmesi.
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3. YONTEMIN DOGRULANMASI

Bilgisayara aktarilan resimler izerinde hem Corell DRAW 9.0 hem de
ImageJ programlari kullanilarak. Olgtimler yapilirken, énce Corell’de
1 mm”lik alan belirlenmis, bu alan igerisindeki traheidler sayilmistir. Bu
programda sayim yapilirken traheid sinirlarinin  daha belirgin
gorilebilmesi icin  “solarize vel/veya find edges” segenekleri
kullanilabilir. Sayimi yapilan alan ayni sekilde resim olarak kaydedilmis,
bu resim (zerinde ImageJ programinda traheidler otomatik olarak
sayllmistir. 60 adet Olcim yapilmistir. Ayni resimlere ait gorintller
Uzerinde iki farkh sekilde Ol¢im yapildigi igin  bunlarin
karsilastiriimasinda eslestirilmis t testi kullanilmistir (Ergln, 1995).
Yapilan 6lcumlere ait tanimlayici istatistikler Cizelge 1’de, eslestirilmis t
testi sonuclari Cizelge 2’de verilmistir. Istatistik degerlendirmelerde
SPSS 10.0 paket programi kullaniimistir.

Ilkbahar odununda milimetre karedeki traheid sayisinin belirlenmesi
icin, farkh iki yontem ile yapilan Olcuimler Kkarsilastirildiginda
thesap=-1,868< 2,000 ttablo(p=0,05) ve P(0,067) >0,05 oldugu i¢in, farkl iki
yoéntemle yapilan 6lgiimler arasinda dnemli bir fark bulunmamustir.

Yaz odununda milimetrekaredeki traheid sayisinin belirlenmesi icin,
farkli  iki yontem ile yapilan olgimler  Karsilastirildiginda
thesap=1,874< 2,000 ttablo (p=0,05) ve P(0,066) >0,05 oldugu icin, ilk bahar
odununda oldugu gibi yaz odununda da iki yéntemle yapilan olcuimler
arasinda 6nemli bir fark olmadigi sdylenebilir.

Cizelge 1. Milimetre karedeki traheid sayisina ait istatistikler

N A.Ortalama Min Max  Std. hata s s?

IBO 60 84567 699 986 916 7093 5031
(ImageJ)

Yo 60 1501,12 1080 1984 32,01 247,08 61494,
(ImageJ)

IBO 60 84527 702 990 918 7108 5052
(Corell)

Yo 60 150073 1075 1983 32,07 24841 61705,
(Corell)

(iBO: 1lkbahar odununda milimetrekaredeki traheid sayisi, YO: Yaz
odununda milimetrekaredeki traheid sayisi, N: Ornek sayisi, s: Standart
sapma, s% Varyans)

Cizelge 2. Eslestirilmis t testi sonuclari.

IBO (ImageJ)-IBO (Corell) 59 1,868 0,067
YO (Imagel)-YO (Corell) 59 1,874 0,066

(sd: Serbestlik derecesi, P: Olasilik orant)
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4. YONTEMIN YARAR ve SAKINCALARI

Yontem, klasik 6lcim ydntemlerine gore daha pratiktir. Bu yontemle
daha hizli ve kolay bir sekilde dlcim yapmak mumkindur. Klasik élgim
yontemlerinde g6z cok fazla yorulmaktadir. Onerilen yontemde 6lgiim
otomatik yapildigl igin bu sakinca s6z konusu degildir. GoOruntl
tizerinden 6lcuim yapildigl icin istenilen zamanda calismaya ara vermek
mumkindir. Resimler bilgisayar ya da CD ye kaydedilerek uzun sure
saklanabilir. istenilen zamanda ayni resim Gzerinde tekrar calisilabilir.

Yontemde goruntiler bilgisayara mikroskoba bagli kamera araciligl
ile aktariimaktadir. Bu nedenle ydntemin kullanilabilmesi igin bu
ekipmanin bulunmasi gereklidir. Bu sisteme sahip olunmasa bile,
sistemin var oldugu baska bir yerde resimler ¢ekilerek daha sonra 6lgim
yapilabilir. Kullantlan program herhangi baska bir bilgisayarda kurularak
kolaylikla calisilabilir. Preparatlardan goruntilerin bilgisayara aktariimasi
icin zaman harcanmaktadir (Bir resmin aktarilmasi icin gereken sire
siyah-beyaz resimler icin yaklasik 2 dakikadir). Otomatik ol¢imlerde
hata yapilmamasi i¢in hazirlanan preparatlarin kalitesi ¢ok iyi olmalidir
(Boyama kusurlari, hiicre ceperlerinde parcalanma vb. olmamalidir).
Calismada bazi preparatlarda hiicre ¢eperlerinde parcalanma oldugu igin
elde edilen gorintuler Paint programina aktarilarak bu kisimlar
tamamlanmistir. Aksi takdirde aralarindaki geper parcalanmig yan yana
iki hicre otomatik olarak sayilirken tek bir hicre gibi sayilabilir.
Traheidlerin boyutlar kesitin alindigl yere gore (traheidin ug kismindan
alindiysa daha kigcuk, orta kisimdan alindiysa daha biyik) farklilik
gosterdigi icin enine Kkesitte bir milimetre karelik alan tanimlandiginda bu
alanin sinirinda yer alan bazi traheidlerin bir kismi disarida kalmaktadir.
Program partikul sayisini  belirledigi icin, traheidin az bir kismi
tanimlanan alan icerisinde kalsa dahi sayilacaktir. Bu nedenle ana
resimden kontrol ederek kenarda bulunan traheidlerin hangilerinin sayima
dahil edilecegine karar vermek gerekebilir. Bu karar verildikten sonra
Olcime dahil edilmek istenmeyen traheidlerin gorintiden silinmesi
gereklidir.

5. SONUC

Sonu¢ olarak, bu yontemin olcim kalitesi, preparatlarin iyi
hazirlanmasi ve bilgisayara aktarilan goérintiinin Kkalitesine baglidir.
Gereken sartlar saglandiginda hem Ol¢cim dogrulugu hem de 6lgiim
kolayligi acisindan milimetrekaredeki traheid sayisinin belirlenmesinde
kullanilabilir.
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