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Oz: Bu calisma Image J-Fiji programiyla sperm hiicrelerine ait hareket degerlendirme yontemi, bu yontemin
uygulanabilirligi, kolaylig1 ve/veya zorlugunu aragtirtlmasi amaciyla yapilmistir. Elde edilen parametreler,
uluslararas1 yayinlarda sunulmus benzer bilgisayar sistemleri ile elde edilmis verilerle karsilastirmalari
yapilnustir. Calismada aynali sazan (Cyprinus carpio) tiirii baliklara ait sperm drnekleri incelenmistir. Incelenen
sperm hiicrelerine ait hareketlilik parametreleri sirastyla VSL: 74.05 pm/sn, VCL:115.18 pm/sn,
VAP:63.85um/sn, BCF: 10.75 Hz ve ALH: 19.28um olarak hesaplanmustir. Sonug olarak, imaj J-Fiji programi
ile baliklarda sperm hiicresi yakalama, isleme ve degerlendirme islemlerinin kolay, uygulanabilir oldugu ve balik
tiretim merkezlerinde erkek damizlik baliklarin sperm Kalitesinin belirlenmesinde pratik ve hizli bir yontem
sundugu sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: imaj J-Fiji, sperm hiicresi hareketi ve hizi, aynal1 sazan.

The Analysis of Sperm Cell Motility and Velocity with Image J-Fiji in
Common carp (Cyprinus carpio)

Abstract: In this study, we were especially aimed to determine the applicability, ease and / or difficulty about
Image J-Fiji program and its process which are stil widely used to evaluation of sperm cell motility. The
obtained parameters were compared with the results which presented with similar computer systems. Therefore,
in this study, the sperm samples of Common carp (Cyprinus carpio) species have examined and parameters of
sperm cell motility were calculated such as VSL: 74.05 pm/s, VCL:115.18um/s, VAP:63.85 pm/s, BCF: 10.75
Hzand ALH: 19.28um. Finally, it can be said that the Image J-Fiji program provides a practical and quick
method for the detection and processing of sperm cells in fishes, and that it is easy and feasible to determine the
sperm quality of male broodstocks in fish hatchery centers.

Keywords: Image J-Fiji, sperm cell motility and velocity, Cyprinus carpio.

1. Giris

Bilgisayar destekli sperm analizi (ingilizce kisalmasi: CASA) birkag ileri goriislii arastirmaci
tarafindan “Ya olursa” disilincesinden baglayarak son 40 yilda gelisen bir teknolojidir. Sperm
hiicresine ait goriintii ve kayit alimu, ilgili bilgisayar teknolojileri ve 6zellikle yazilim kismi dnemli
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bir ihtiyac haline gelmistir. Boylece calismalar daha da bilimsel bir yiiz kazanmis, sperm hiicresine
ait hizlarinin hesaplanmasi saglanmis ve eskiden yapildigi gibi gézlemcinin “6znel tahminleri”
ortadan kalkmistir. Tiim bunlarin yaninda ana temel kazanim ise “zaman” olup, ¢ok daha kisa
siirede ¢ok sayida 6rnek incelenmesi saglanmagtir [1].

Sperma kalitesini tespit etmek, her zaman pratik metotlara ihtiya¢ duymaktadir. Aktif olan sperm
hiicresinin hareket hizlarinin yiizdesi, hareketlilik siiresi, sperm konsantrasyonu, spermatokrit ve
seminal plazma kompozisyonu gibi bir¢ok parametre sperm kalitesini 6lgmede kullanilmaktadir [2,
3].

Ozellikle balik iiretim ve yetistiriciliginde, yasama kabiliyeti yiiksek, hastaliklara direncli, iyi
beslenebilen ve hizli biiyiiyebilen vb. 6zelliklere sahip yavrularin elde edilmesi ancak yiiksek gamet
kalitesine (sperm ve yumurta) sahip damizliklarin kullanilmasi ile miimkiindiir [4, 5]. Bununla
birlikte, ticari balik kuluckahanelerinde, sperm hem nitelik hem de nicelik bakimindan ¢ogunlukla
yetersiz ve genellikle suni dolleme sirasinda yeterli délleme kabiliyetine sahip olmayabilmektedir.
Bu ozellikle, Afrikan yayin baliginda (Clarias gariepinus) yeterli sperm alinamayisi, Kalkan baligi
(Psetta maxima) ve Sar1 kuyruk pisi baligi (Pleuronectes ferrugineus) tiirlerinde yeterli miktarda
sperm olmayist (1 ml’den az/l balik) [6, 7] gibi durumlarda sperm kalitesinin belirlenmesi ve
analizi oldukc¢a Onem arz etmektedir.

Yine dis d6llenme stratejine sahip ¢ogu teleost baliklarinda, sperm hiicresi hareketlilik stiresi kisa
olup (6zellikle alabaliklarda 20-25 saniye; aynali sazanda 1-2 dakika), aktivasyon sonrasi hizli bir
sekilde diisme egilimindedir [8]. Dolayisiyla ¢ok kisa siire canlilik 6zelliklerine sahip balik sperm
hiicresinin kalite parametrelerinin tespitinde hizli, pratik ve tekrarlanabilir 6zelliklere sahip metotlar
gelistirilmesi bir zorunluluk halini almistir. Bu nedenle memeliler icin ¢ikarilmis olan bilgisayar
destekli sperm analiz sistemleri balik i¢in de kullanilma imkanlar1 aragtirilmaya baslanmistir.
Bilgisayar destekli sperm analiz sistemleri, birgok canli tiiriiniin sperm hiicrelerinin hareketlerini
pratik ve dogru analizi i¢in ¢ok popiiler bir konumda olup, ge¢miste kullanilan klasik metotlarla
analizcinin bireysel duygularina dayali tahmini metotlarin yerini almistir. Ozellikle baliklarda
oldugu gibi sperm hiicresi hareketlilik siirelerinin diisiik oldugu canl tiirlerinde sperm hiicresi
hareketlerinin tespiti i¢in oldukca dnemli sistemler haline gelmistir. Bilgisayar destekli sperm analiz
sistemleri ile balik sperm hiicrelerinin hiz ve hareketlilik parametrelerinden VSL(Straight line
velocity): Diiz Cizgi Hizi (um/sn), VCL (Curvi linear velocity): Egri Cizgi Hiz1 (um/sn),
VAP(Angular part velocity): Ortalama Rota Hizi (um/sn), BCF (Beat cross frequency): Kuyruk
vurus frekansi1 (Hz), ALH (Amplitude of lateral head displacement): Sperm basinin ortalama yolda
ilerlerken laterale dogru saptig1 uzaklik (um) ve konsantrasyon gibi bir ¢ok kalite parametrelerini
cok kisa siirede tespit edilebilmektedir [9] (Sekil 1).

Sekil 1. Bilgisayar destekli sperm analiz sistemleriyle
Olciilen baz1 hareketlilik degiskenleri
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2. Materyal ve Metot
2.1. Sperm Orneklerinin Temini

Calisma i¢in kullanilacak Cyprinus carpio tiirii baliklar iireme sezonu (2017 Mayis), Karakaya
Baraj Golii'nden yakalandi. 45-50 mm goze acikligina sahip germe aglariyla (Ser-topla siiresi: 2
saat) baliklar yakalanip, erkek bireylerden sperm ornekleri alinarak, baliklar tekrar yasam yerlerine
birakildi. Yakalama esnasindan higbir balik 6lmemistir. Bu sekilde yakalanan 10 erkek bireyden
sperm &rnekleri alindi. Ornekler baligin karnmin hafif sivazlanmasi ile ependorf tiiplerine alind1 ve
laboratuvara gotiiriilene kadar buz destekli ortamda nakil edildi. 1 saat iginde Ornekler
laboratuvarda incelendi Sperm 6rnekleri mikroskop altinda incelenme asamasinda oncelikle hareket
engelleyici (immotil) soliisyonuna (IMS) (200 mMKCI, 30 mM Tris-HCI, pH 8.0 [3]) 1:100
(Sperm:IMS) oraninda seyreltildi. Daha sonra mikroskop altinda incelenirken aktivasyon soliisyonu
(AS) ile (45 mM NaCl, 5 mM KCI, 30 mM Tris-HCI, pH8.0 [3]) 1:20 (Sperm:AS) oraninda aktive
edilerek incelendi. Sperm 6rneklerinin seyreltme oranlar1 2-adim prosediiriine gore yapildi [2].

2.2. Bilgisayarh Sperm Analizi ve Goriintiilerin islenmesi

Sperm oOrnekleri incelenmesi i¢in, Olympus BX 53 trinokiiler faz kontrast mikroskop, 20x1,25
biiyiitmeli objektif kullanilmistir. Sperme ait kamera kayitlar1 yine sisteme ait mikroskoba bagli
Sony CCD kamera kullanilmistir. Sperm Orneklerinin islenmesi Pavlov [10]’un tanimladigi
yonteme gore yapildi ve Image J-Fiji programi kullanildi. Buna gore, sikistirilmamis AVI formatl
videolar, 8 bit>Threshold (Otsu) >MTrack2 plugin kullanilarak hiicreler yakalandi ve hareketleri
takip edildi. Elde edilen veriler, Wilson-Leedy ve Ingerman [11] tarafindan gelistirilen agik kaynak
kodlarindan (CASA java plugin) faydalanilarak algoritmalari olusturulan uygulama programinda
(CASA.EXE) sperm hiicrelerinin hareketlilik parametreleri veya hizlar sirasiyla, VSL (um/s), VCL
(um/s) ve VAP (um/s) degerleri hesaplandi. Uygulama programimnin (CASA.EXE) yapiminda
OpenCV (Open Source Computer Vision-Agik Kaynakli Bilgisayarli Gorii) ve kiitiiphanesinden
faydalanilarak ilk defa bu calismada yapild: (Sekil 2). Yine her parametrenin hesaplanmasinda
asagidaki formiillerden yararlanildi [12, 13]. Buna gore;

VSL hesaplanmasi: Diiz Cizgi Hiz1 (um/sn). Her bir sperm hiicresi i¢in baslangictaki goriintii
karesi ile bitis goriintii karesinde bulundugu noktalarin arasindaki diiz ¢izgi uzakliginin zamana
boliinmesinden elde edilir. Tiim hareketli hiicreler icin VSL hesaplamasi yapildiktan sonra toplanir
ve hiicre sayisina boliinerek hesaplandi.

n (*.-"f(xk_ x5)° + (i — }’Djz)

=0 p* At
n (1)

VSL =

VCL hesaplanmasi: Egri Cizgi Hizi (um/sn). Sperm hiicresi basinin videodaki baslangig
noktasindan bitis noktasina kadar gectigi tiim noktalarin birlesmesi ile olusan uzaklifin zamana
boliimiinden elde edilen degerdir. Her sperm hiicresi i¢in VCL hesaplamasi yapildiktan sonra
ortalama bir VCL degeri elde edildi.

k-1
§ _ D(_".l"r(le_ )2+ (Vier— }’:':]2]
T L=

F=0 p= At

VCL =
n ()
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VAP hesaplamasi: Ortalama yol hizi (um/sn). Egrisel yolun diizlestirilmesi ile elde edilen yolun
zamana boliinmesi ile elde edilir. Her bir noktada VSL ve VCL degerinin ortalamasi alinarak
hesaplanir. Bu parametre arastirmaciya hiicrelerin hedefine hangi meyille gittiginin bilgisini
vermektedir. VAP degeri her bir hiicre i¢in hesaplandiktan sonra ortalama bir deger hesaplandi.

k-1
Z- 0 [w’f[xzﬂ— )P+ (Ve1— }’_z:]:)
Tl L=

=0 = At
P 3)

VAP =
n

ALH Hesaplama: Sperm basinin ortalama yolda ilerlerken laterale dogru saptigi uzakligi (um)
asagidaki formiil ile hesaplandi

| Tn(aLH)
I (4)

-

~ Mikroskoptan Sperm
Orneklernne ait avi formath
videolarin alinmasi

ALH

Image J-Fij1 Progranu

8 Bit avi video

Threshold (Otsu)

MTrack2 plugin

Olusturulan CASA exeile VSL,
VCL, VAP, BCFve ALH
parametrelerinin hesaplanmasi

Sekil 2. Bilgisayar analizinde sperm hiicresi yakalama, izleme ve hareketlilik parametrelerini
hesaplama diizeni
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BCF Hesaplama: Kuyruk vurma veya kesisme frekansi (Hz). Sperm hiicresinin egrisel ¢izgi
rotasinin ortalama rotasiyla kesisme siklig1 ortalamasidir. VAP ve VCL cizgilerinin birbirini kestigi
noktalarin sayist alinarak elde edildi.

Istatistiki degerlendirmede SPSS 17 programindan faydalamildi. Her bir bireye ait verileri Test of
Homogeneity of Variances ile homojenligi test edildi. Verilerin minimum ve maksimum (Min.-
Max.) degerleri, aritmetik ortalamasi ve standart hatasi1 (X+S.Hata) hesaplandi. Grafikler GraphPad
Prism programinda olusturuldu.

3. Bulgular

Bu ¢alismada aynali sazan (Cyprinus carpio) tiirii baliklara ait sperm Ornekleri incelenmistir.
Incelenen sperm &rneklerine ait sirasiyla VSL: Diiz Cizgi Hiz1 (um/s), VCL: Egri Cizgi Hiz1 (um/s),
VAP: Ortalama Rota Hiz1 (um/s), BCF: Capraz Kesigsme Frekansi (kesisme/saniye) ve ALH: Sperm
basinin ortalama yolda ilerlerken laterale dogru saptigi uzaklik (um) gibi hareketlilik ve hiz
parametreleri hesaplanmustir. Bilgisayar destekli goriintii isleme yontemi ile aynali sazan (Cyprinus
carpio) sperm Orneklerinin  hesaplanan hareketlilik degerleri; ortalama VSL degeri
74.05+3.85um/sn (Min.-Max.: 58.06 - 83.12), ortalama VCL degeri 115.18+6.38um/sn (Min.-
Max.:102.86 - 133.86), ortalama VAP degeri 63.85£2.29um/sn (Min.-Max.: 56.29 - 71.76),
ortalama BCF degeri 10.75+1.37Hz (Min.-Max.: 5.83-15.72) ve ortalama ALH degeri 19.28+2.28
(Min.-Max.: 13.09 -28.95) olarak hesaplanmistir (Sekil 3).

1501

1004

50+
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Sekil 3. Aynali sazan sperm hiicresine ait hareketlilik ve hiz parametreleri

4. Tartisma ve Sonug¢

Kemikli baliklarda sperm hiicresi aktivasyonun hemen sonrasi genel olarak diiz veya hafifce egri bir
yoriinge boyunca hareket eder. Sperm hiicresi hareket yoriingeleri, aktivasyon periyodu sonuna
dogru, kirleticilere maruz kaldiklar1 esnada veya uygun olmayan seyreltici i¢inde egriligi artabilir
ve i¢ ice daireler sekline doniigebilir. Dollenme hem hareketli sperm hiicresi sayisina hem de
onlarin hizlarina bagh olabilir [14]. Ozellikle yine kemikli (Teleost) baliklarda sperm hiicresi
karakteristigi, testislerde hareketsiz olusu, hareketin ancak viicut disina ¢iktig1 ve su ile temas ettigi
anda baslayisi, hareket siiresinin 2 dk’dan daha az olusu ve akrozom bulunmayisi ile memelilerden
oldukca belirgin olarak ayrilmaktadir. Sperm kalitesinin degerlendirilmesinde iki en Onemli
parametre, aktif hareket hizlar1 ve hareket siiresidir. Baliklarda sperm hiicresi yoriingesi genel
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olarak memelilerden daha fazla egriseldir ve balik sperm hiicresi su iceren sivi bir ortamda 3
boyutlu hareket edebilirler. Memelilerde sperm hiicresine ait VSL (Diiz ¢izgi hizi) dollemede en
onemli gosterge oldugu ifade edilirken, baliklarda fertilizasyon veya yumurta agilim orani ile sperm
hareket hizlar1 (VSL veya VCL) arasinda kuvvetli pozitif bir iligski oldugunu rapor edilmektedir [9].
Calismada ortalama VSL degeri 74.05 pm/sn olarak hesaplanmis, bu degerin bazi arastiricilarin
[15] verilerinden kiigiik iken, diger bazilarinin [16-19] buldugu degerlerden biiyiik oldugu tespit
edilmistir. Yine sperm orneklerinin ortalama VCL degerinin 115.18 pm/sn olarak hesaplanmis ve
bu degerin Dietrich ve arkadaslari [19] ve Boryshpolets ve arkadaglarinin [13] verilerinden kiigiik,
Chyb ve arkadaslarinin [16, 17] degerlerinden ise biiyiik oldugu gozlenmistir. Ortalama VAP
degerinin 63.85 um/sn oldugu ve bu degerin diger arastiricilarin [15-19] verilerinden kii¢iik oldugu
tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Aynal1 sazan sperm hiicresinin hareket hizlarina ait literatiir kargilastirmasi

Bu calisma Dietrich Chyb Chyb Boryshpolets
Parametreler ve ark. [19] ve ark. [16] ve ark. [17] ve ark. [13]
Ortalama degerler
VSL (um/s) 74.05 60-80 45-50 45-50 79-109
VCL (um/s) 115.18 150-155 85-90 80-85 123-151
VAP (um/s) 63.85 - 65-70 65-70 103-141

Incelenen VSL, VCL ve VAP degerlerinin farkliliklarin oncelikle arastirmacilarca kullanilan
farkl1 bilgisayar destekli sperm analizor sistemlerinden kaynaklanabilecegi [15] ve bunun yaninda
baliklarin beslenme rejimlerinin farkliliklarindan [20], anag balik stres faktorlerinden [21], damizlik
yasi ve iireme sezonundan [22] kaynaklanabilecegi sdylenebilir.

Bu ¢aligmanin da temel amaglarindan birinin baliklarda sperm hiicresi hareketliliginin bilgisayar
destekli yontem ile degerlendirilmesidir. Yine piyasada iilkemize getirilerek satilan bilgisayar
destekli sperm analiz sistemleri ve bu ¢alismada tartisilan yazarlarin kullandiklar1 otomatik sperm
analiz sistemleri (Hobson Sperm Tracker (HobsonVisionLtd, Baslow, UK) ve CRISMAS CASA)
olduk¢a pahali sistemlerdir. Bu c¢alisma ile hiicrelerin mikroskop altinda yakalanmasi,
goriintiilerinin islenmesi ve videolariin olusturulmasi i¢in ticretsiz herkesin kullanabilecegi Image
J-Fiji programi kullanilabilirligi, yontemin kolayligi, uygulanabilirligi, iilkemiz arastirmacilarinin
bu yontemin detaylarina ulasabilmelerinin saglanmasi amaglanmistir. Boylece baliklardaki sperm
hiicresi yoriingesel hareketlerini belirleyebilen ve temel hizlarimi dlgebilen gelistirilmis yontem
uygulanmig, isgiicii acisindan olduk¢a rahat oldugu, bunun yaninda mikroskobik hiicrenin
hareketlerinin ancak bu ve buna benzer yontemlerle yapilabilecegi tespit edilmistir. Sonug olarak
aciklanan goriintii isleme yontemi ile baliklarda bilgisayar destekli sperm analizi ve kalite
parametrelerinin ortaya ¢ikarilmasi islemlerini ¢ok hizli, pratik yapan, bununla birlikte dogru ve
anlasilabilir sonuglar iireten bir yontem oldugu tespit edilmistir. Ozellikle bu yontem, balik iiretim
sektorii icinde verimli ve kaliteli yeni bireyler elde edilmesinde, kaliteli spermlerin toplanip
saklanabilmesini saglayacak ve ilgili bilimsel ¢alismalarin daha reel sonuglar ile yapilabilmesine
imkan saglayacak bir yontem oldugu sdylenebilir.

6. TesekKiir

Inénii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koodinasyon Birimine “Baliklarda bilgisayar
destekli gamet kalitesi belirlenmesi ve su altt biyomonitoring sistemlerin gelistirilmesi on Ar-Ge
arastirma projesi” isimli ve 2015/17 nolu projeye vermis oldugu desteklerden dolayr sonsuz
tesekkiirlerimizi sunariz.
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