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ABSTRACT

Variability of stallion sperm head shape was querttiby use of elliptic Fourier descriptors.
The image analysis software Shape was used forndietion of closed contours of the
sperm heads (obtained through binary images wipirogpiate thresholds) and chain—code
description. Following parameters were considetedgth to width ratio, position of the
center of gravity, curvature, and degree of rousdn&he scores of the components were
used in subsequent analysis as sperm head shapactehiatic. Inverse Fourier
transformation was used for visualisation of shapeation and influence of individual
components. The first four principal componentsvgle a good summary of the data,
accounting for almost 90 % of the total variance@niinant importance and relevance of
length to width ratio (with contribution of 50.73 % the total variance) as a determining
parameter of sperm head shape was quantitativelyreced.
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UvoD

Tvary a rozndry spermii se liSi utznych zZivaisnych druti (Downing-Meisner et al.,
2005) a liSi se téz u jeditacstejného druhu (Roldan et al., 1998; Thurstonlet2801)
PrestoZe jsou tvary a relativni rozrg hlavicek spermii povazovany za objektivni ukazatel
kvality spermatu, jejich kvantifikace je veétgine pripadi provadna technickymi pracovniky
— jedné se tedy o subjektivni hodnoceni (Sarava, @007). Z tohotoiwodu bylo vyvinuto
nekolik automatizovanych softwarovych metod a post(psteso et al., 2006; Saravia et al,
2007). Postupy automatické morfometrie s vysokouomiopakovatelnosti a i@snosti
vyjadieni tvafi a roznéra spermii byly vypracovany praizné Ziv@isné druhy (Gravance et
al., 1996; Sancho et al., 1998; Thurston et aD12@uendia et al., 2002; Beletti et al., 2005;
Hidalgo et al., 2006; Tuset et al., 2008), a tet® hiebal (Ball and Mohammed, 1995
Hidalgo et al., 2005). Kromtoho byly pomoci automatizovanych systényjadieny rozdily
ve velikostech spermii normalnich jeding mezi plodnymi a neplodnymidbci (Hidalgo et
al., 2008). OvSemifprava materialu pro popsany typ hodnoceni a omeagkytu chyb v
dusledku digitalizace dat vyZaduje n&nou g@ipravu vzorki (Davis and Gravance, 1993).

Morfologicky popis ejakulatu byl pouzit jako kvetivni kritérium a kritérium fertility
u hiteba i jinych samé@ (Bielanski, 1982; Jasko, 1990; Voss, 1981; Risllet al., 2004) a
vyskyt abnormalnich morfologickych jéwyl popsan ve vztahu k omezené fegilifasko,
1990). Viack praci bylo konstatovano, Ze vysoka variabilita fmlogie spermii je citlivym
ukazatelem fertility (Hingst et al., 1995; Karabsnet al., 1997 a dalSi).
Tato prace je za#tiena na kvantifikaci a hodnoceni variability tvahiebiich spermii.
UvaZovan je porr délka/stka, polohadziste, zakiveni povrchu a stugekruhovitosti. Byla
pouZzita metoda zaloZzena na vyj@di eliptickych Fourierovych deskripto(EFDs) (Kuhl and
Giardina, 1982). Podobny postup byl s &dem pouzit i popisu fiznych biologickych
tvari (Toayohara et al., 2000wvata et al. 2002Yoshioka et al., 20Q4Y oshioka et al., 2006,
a dalsi), a to &etré hlavicek spermii (Thurston et al., 2001, Belleti et 2005).

MATERIAL A METODIKA

Ejakulat byl ziskan viieznu 2008 od plemennéhtehce Arista Z, ko#holStynského
plemenektery je umistn v Zemském tekiinci Tlumaiov, s.p. Z odebraného ejakulétu byly
zhotoveny néfry na laboratorni skika a preparaty byly obarveny metodou dle B.T.
Farellyho, vyuZivanou pro morfologické vyfmii spermii. Z obarvenych prepdrabyly
zhotoveny fotografie tebiich spermii pomoci mikroskopu Olympus BX51 s digita
kamerou DP70. Pro fotografovani spermii bylo zvoldisicinasobné zi¥Seni za pouZziti
olejové imerze. Zpracovavano bylo postéipb00 spermii z trznych fotografii. Bvodni
obrazové soubory bylyipvedeny do formatu full color (24—bit) bitmapiikbad originalni
fotografie je uveden na Obr. 1.



Obrazek 1:

Obrazové soubory byly dalelgvedeny do odstinSedé. Naslednbyly vytvoreny
binarni obrazy, ve kterych je objekt reprezentoté@dnotou O (bila) a pozadi hodnotou 1
(¢ernd). DalSi zpracovani soubidbylo provedeno v prosdi programu Shape (lwata and
Ukai, 2002). Uzakené obrysy hla¥ek spermii byly od&eny z binarnich obréza byly
popséany formou chain—code (Freeman, 1974). Konki@®thobrys popsan jako posloupnast
a y sodadnic po sob nasledujicich bad na obvodu objektu (hlatky spermie). Uvazme
linearni interpolaci mezitym a {-1) bodem a to, Ze vzdalenostgateniho bodu g-tého
bodu je oznéena jaka, a délka obvodu jak®. Elipticky Fouriéfiv rozvoj sodadnic obvodu
ma& potom nasledujici formu:

d 2n7t, _2n7t,
X, = Ay + .| a,cos—>+b, sin : (1)
=1 T T
a
d 2n7t 2n7t
Y, =CO+Z(Cn cosTp+dnsin = "j. (2)
n=1

Podobny postup byl s Gsghem vyuZzit napiklad pi analyze variability tvar
okwétnich listka (Yoshioka et al., 2004). Pomoci metody chain-cadsostupem zaloZenym
na proloZzeni elipsou (Kuhl and Giardina, 1982) bylypocteny koeficienty eliptickych
Fourierovych deskriptdr Ty byly nasled& normalizovany, aby byly omezeny odchylky
zpisobené rozdily v rozénech a odchylky zfsobené nattenim. Timto postupem byly
hlavicky spermii aproximovany pomoci prvnich 20 harmonitk slozek, coz odpovida 77
koeficienim normalizovanych eliptickych Fourierovych deskoifit Dale byly sestaveny
kovariartni matice a kvantifikovany hodnoty jednotlivych kpament. Hodnoty komponent
byly déle pouzity §i analyze variability tvaru spermii. Variabilitaas byla pro jednotlivé
komponenty vizualizovana préstnictvim inverzni Fourierovy transformace (Rohtfda
Archie, 1984 Furuta et al., 1995).



VYSLEDKY A DISKUZE

Obecré jsou @i morfometrické analyze spermii pouzivadtyti hlavni parametry -
délka (, m), 8tka (W, m), plocha 4, n?) a délka obvoduR, m). Kron® toho jsou pouZivany
Ctyii odvozené parametry — eliptiost (/W), stup& nerovnosti povrchu @/P2), picné
prodlouzeni ((-W)/(L+W)) a stejnomirnost LW/4A). Tato prace je zatbena na detaikjsi a
podrobrjSi popis variability tvak spermii, ktery je zaloZzen na obrazové analyze ity
eliptickych Fourierovych deskriptdr Fouriérovy deskriptory byly pouzity pro charakséiku
a hodnoceni variability tvarbycich spermii, kde byly pro popis pouzityeplevSim prvni
Fourierovy komponenty (Costa and Cesar, 2001; @stier et al., 2001a,b; Beletti and Costa,
2003; Beletti et al., 2005).

V této praci byly vypsteny a vykresleny tvary ibktich spermii, a to pomoci
pramérnych hodnot standardizovanych Fouriérovych desbmip Priklad vizualizace obrysu
nahodr vybrané spermie je uveden na Obr. &/deini obrys, od&eny metodou chain-code,
je zobrazen bilodarou v levécasti obrazku. Obrys zrekonstruovany pomoci deskiipie
nazngen modrou carou. Obrys sestaveny na zakKladormalizovanych Fouriérovych
deskriptofi je zobrazen v pravéasti obrazku, a to zelénElipsa zobrazena vpravéefvert)
je prvni harmonicka elipsa.

Obrazek 2
Prvni ¢tyti hlavni komponenty maji dost&t®@ Siroky popisny potencial a postihuji
téemer 90 % celkové variability tvér NejvyznamijSi je komponent prvni (pogn délky a
Siiky), ktery zahrnuje 50,73 % celkové variability.

Komponent Podil (%) Celkem (%) Popisny indikator

1 50.73 50.73 délkat&ia

2 24.54 75.27 poloh&#iste

3 10.32 85.59 zdakeni

4 3.87 89.46 stupekruhovitosti
Tabulka 1

Pouziti eliptickych Fourierovych deskriptoa analyza pomoci hlavnich komponent
ma reékolik vyhod. RedevSim mZe tento postup postihnout i velmi malé variacevard
objektu. Podil druhéhoidtiho actvrtého komponentu na celkové varialdilivaru redstavuje



24,54 % pro polohu¢rist, 10,32 % pro kvost a 3,87 % pro stupekruhovitosti (viz.
Tabulka 1).

U zvifat, kterd jsoasto vyuzivana k uéhe inseminaci (nap kandi), byl "normalni*
ejakulat popsan tak, Ze vyskyt abnormalit v tvarelelvicek spermii nefesahuje 10 %, zadny
z rekolika vedlejSich paramétregesahuje hranici 5 % (defektni akrozomyiky apod.)
nebo jejich sotet 10-15 % (Rodriguez-Martinez and Barth, 2007)aitifikace variability
tvani hlavicek spermii niZze tedy do jisté miry popsat nebo postihngitbopmnost abnormalit.
Morfologicky popis ejakulatu jako kvalitativni kéitium, a to zvlagtv téch pipadech, kdy
maji defekty jasny vztah k fertiif je spolehlivy pouze vifpact, kdy je zpracovan velky
pocet vzorki (Barth et al, 1992). To klade vysoké naroky nacpa&as technil, ktei (¢asto
manudli) tato hodnoceni provadi. Samotny vysledek je decrEh miry zavisly na
zkuSenostech a znalosteébhto technik. Vyjadieni variability tvaéi spermii (a interpretace
pomoci jednotlivych indikatégr — pongr délka/Stka, poloha &zist€, zakiveni, stupé
kruhovitosti) tedy niZe pedstavovat &nny a spolehlivy nastroj ip identifikaci
problematického ejakulatu.

ZAVER

Fenomén detaithpopsané variability tvarhiebcich spermii je aktualnim problémem
a zasluhuje si vyrazné pozornosti. Eliptické Fawunwg deskriptory a analyza tWapomoci
hlavnich komponentipdstavuji pesné a spolehlivé nastroje pro vypba vyjadeni této
variability. Prvni ¢tyfi hlavni komponenty postihuji téth 90 % celkové variability.
NejvyznamijSi je komponent prvni — pain délky a Siky hlavicky spermie (50,73 %
celkové variability). Detekce drobnych roZdiv morfologii spermii Mize rozsiit moznosti
predikini analyzy a hodnocenfédiiiho spermiogramu. RozliSeni drobnych ro&di tvarech
jednotlivych spermii pouhym okem je velmi obtizim&Sem snadno realizovatelné pomoci
vypoctu hlavnich komponent Fouriérovou analyzou. Kéomoho prezentovana analyza
umoziuje hodnoceni tvaru nezavisle na r@rech studovanych objekt Tato nezavislost
predstavuje velkou vyhodu, protoze vizualni rozlisdvachopnost lidského oka jasto

omezena nebo ovlivna faktorem rozrru. Popsana obrazova analyza je tedy tdda a
Gcinnou metodou pro objektivni popis tvarove a rémmé variability ebdich spermii.



LITERATURA

Ball, B.A., Mohammed, A.O. (1995): Morphometry dBkion spermatozoa by computer-
assisted image analysis. Theriogenology 44, 367-377

Barth, A. D., Oko, R. J. (1989): Abnormal morphojarf bovine spermatozoa, 1st ed., Ames,
IA: lowa State University Press, p. 285.

Beletti, M.E., Costa, L.F. (2003): A systematic eggzh to multispecies sperm morphometric
characterization. Anal. Quant. Cytol. Histol. 23;-207.

Beletti, M.E., da Fontoura Costa, L., Viana, M.B(@3): A comparison of morphometric
characteristics of sperm from fertiBos Taurus and Bos indicus bulls in Brazil, Animal
Reproduction Science 85, 105-116.

Bielanski, W., Dudek, E., Bittmar, A., Kosiniak, KL982): Some characteristics of common
abnormal forms of spermatozoa in highly fertildlgias. J Reprod Fertil 32, 21-26.

Buendia, P., Soler, C., Paolicchi, F., Gago, Cquista, B., Pérez-Sanchez, F., Bustos-
Obregon, E. (2002): Morphometric characterizatiod alassification of alpaca sperm heads
using the Sperm-Class AnalyZezomputer assisted system. Theriogenology 57, 120I8-

Davis, R.O., Gravance, C. G. (1993): Standardimatibspecimen preparation, staining, and
sampling methods improves automated sperm-headhoorgtry analysis. Fertil Steril 59,
412-417.

Esteso, M.C., Soler, A.J., Fernandez-Santos, MQuintero-Moreno, A.A., Garde, J.J.
(2006): Functional significance of the sperm headrphometric size and shape for
determining freezability in Iberian red de&efvus elaphus hispanicus) epididymal sperm
samples. Journal of Andrology 5, 662-670.

Freeman, H. (1974): Computer processing of linevirg images, Computer Survey 6, 57—
97.

Gravance, C.G., Vishwanath, R., Pitt, C., Casey]. F1996): Computer automated
morphometric analysis of bull sperm heads. Theno@mgy 46, 1205-1215.

Hidalgo, M., Rodriguez, I., Dorado, J., Sanz, &le§ C. (2005): Effect of sample size and
staining methods on stallion sperm morphometryHey $perm Class Analyzer. Vet. Med. -
Czech. 50, 24-32.

Hidalgo, M., Rodriguez, 1., Dorado, J. (2006): lrefhce of staining and sampling procedures
on goat sperm morphometry using the Sperm Clas$/2era Theriogenology 66, 996—1003.

Hidalgo, M., Rodriguez, I., Dorado, J., Soler, @0(8): Morphometric classification of
Spanish thoroughbred stallion sperm heads. Aninegk&duction Science 103, 374-378

Hingst, O., Blottner, S., Franz, C. (1995): Chromabndensation in cat spermatozoa during
epididymal transit as studied by aniline blue anddine orange staining. Andrologia 27,
275-279.



lwata, H., Ukai, Y. (2002): SHAPE: A computer pragr package for quantitative evaluation
of biological shapes based on elliptic Fourier desars. Journal of Heredity 93, 384— 385.

lwata, H., Nesumi, H., Ninomiya, S., Takano, Y.,dikY. (2002): Diallel analysis of leaf
shape variations of citrus varieties based ontallipourier descriptors. Breeding Science 52,
89-94

Jasko, D.J., Lein, D.H., Foote, R.H. (1990): Deieation of the relationship between sperm
morphologic classifications and fertility in stallis. J Am Vet Med Assoc 197, 389-394.

Karabinus, D.S, Vogler, C.J., Saacke, R.G., EvengaR. (1997): Chromatin structural
changes in sperm after scrotal insulation of Hoigdbellls. J Androl 18, 549-55.

Kuhl, F.P., Giardina, C.R. (1982): Elliptic Fouritzatures of a closed contour. Computer
graphics Image Processing 18, 236—258.

Ostermeier, G.C., Sargeant, G.A., Yandell, B.S.erson, D.P., Parrish, J.J. (2001):
Relationship of bull fertility to sperm nuclear gleaJ. Androl. 22, 595-603.

Ostermeier, G.C., Sargeant, G.A., Yandell, T.BFayrish, J.J. (2001b): Measurement of
bovine sperm nuclear shape using Fourier harmaonpditudes. J. Androl. 22, 584-594.

Phillips, N.J., McGowan, M.R., Johnston, S.D., MayB.G. (2004): Relationship between
thirty post-thaw spermatozoal characteristics dmafield fertility of 11 high-use Australian
dairy Al sires. Anim Reprod Sci 81, 47-61.

Rodriguez-Martinez, H., Barth, A.D. (2007): In watevaluation of sperm quality related to in
vivo function and fertility. Soc Reprod Fertil Sugi#, 39-54.

Roldan, E.R., Cassinello, J., Abaigar, T., Gomendib (1998): Inbreeding, fluctuating
asymmetry, and ejaculate quality in an endangengdlate. Proc Biol Sci 265, 243-248.

Sancho, M., Pérez-Sanchez, F., Tabaldo, L., de &toats J.J., Soler, C. (1998): Computer
assisted morphometric analysis of ram sperm heaglaluation of different fixative
techniques, Theriogenology 50, 27-37.

Saravia, F., Nunez-Martinez, I., Moran, J.M., Soer, Muriel, A., Rodriguez-Martinez, H.,
Pena, F.J. (2007): Differences in boar sperm hdspes and dimensions recorded by
computer-assisted sperm morphometry are not retatedromatin integrity, Theriogenology
2, 196-203.

Thurston, L.M., Watson, P.F., Mileham, A.J., HAON.V. (2001): Morphologically distinct
sperm subpopulations defined by Fourier shape igi¢sis in fresh ejaculates correlate with
variation in boar semen quality following cryopression. J. Androl. 22, 382—-394.

Toyohara, H., Irie, K., Ding, W., lwata, H., Fujikia H., Kikuchi, F., Ukai, Y. (2000):
Evaluation of tuber shape of yamiscorea alta L.) cultivars by image analysis and elliptic
Fourier descriptors. J Breed. Genet. 32, 31-37.



Tuset, V.M., Dietrich, G.J., Wojtczak, M., StowireskM., de Monserrat, J., Ciereszko, A. (
2008): Comparison of three staining techniquegtermorphometric study of rainbow trout
(Oncor hynchus mykiss) spermatozoa, Theriogenology 69, 1033-1038.

Voss, J.L., Pickett, S.W., Squires, E.L. (1981)all&in spermatozoal morphology and
motility and their relationship to fertility. J Aiet Med Assoc 178, 287-289.

Yoshioka, Y., lwata, H., Ohsawa, R., Ninomiya, Z{4): Analysis of Petal Shape Variation
of Primula sieboldii by Elliptic Fourier Descriptors and Principal Coomgnt Analysis. Anals
of Botany 94, 657—-664.

Yoshioka, Y., lwata, H., Hase, N., Matsuura, S.s@&a, R.,Ninomiya, S. (2006): Genetic
combining ability of petal shape in garden pan¥iol@ x Wittrockiana Gams) based on
image analysis. Euphytica 151, 311-319.



