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Ozet

Bu ¢aligmada ar1 spermasinin (Apis mellifera) dondurulmasinda metiyonin ve sisteaminin etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Sperma
olgun erkek arilardan topland: ve pooling yapildi. Pooling yapilan sperma bes esit hacme boliindii ve farkli konsantrasyonlarda metiyonin
(2.5 and 5 mM) ve sisteamin (2.5 and 5 mM) igeren ve icermeyen (kontrol) sulandiricilar ile sulandirildi. Eritme sonrasi motilite degerleri;
Metiyonin5, Sisteamin2,5 ve Sisteamin5 gruplarinda kontrol grubuna gore daha tistiin bulundu (P<0.05). Antioksidan gruplarinin plazma
membran biitiinliigii kontrol grubuna gore daha iyi korudugu goériildii (P<0.05). Akrozomal biitiinliik oranlar1 metiyonin gruplarinda kontrol
grubuna gore daha tistiin bulundu (P<0.05). Membran lipid peroksidasyonu eritme sonrasi malondialdehit (MDA) konsantrasyonu olgtilerek
analiz edildi. Antioksidan igeren sulandiricilarin bal aris1 spermatolojik parametreler tizerinde faydali etkilere sahip oldugu goriildii. Deger-
lendirilen spermatolojik parametreler goz 6niine alindiginda; Metiyonin5 grubu ar1 spermasinin dondurulmasinda en etkili grup oldugu
gorildii.

Anahtar sozctikler: Bal Arisi, Sperma Dondurma, Metiyonin, Sisteamin

Abstract

In this study, it was aimed to determine the effects of methionine and cysteamine in the cryopreservation process of drone semen (Apis mellif-
era). Semen samples were collected from sexually mature drones and pooled. The pooled semen was then divided into five equal volumes and
diluted with different concentrations of methionine (2.5 and 5 mM), cysteamine (2.5 and 5 mM) and control. Post-thawed motility values;
Methionine5, Cysteamine2,5 and Cysteamine5 groups had a possitive effect on compared to the the control group (P<0.05). It was observed
that the antioxidant groups protected the plasma membrane integrity better than the control group (P<0.05). Acrosomal integrity rates was
better in the methionine groups compared to the control group (P<0.05). Membrane lipid peroxidation was analyzed by measuring malond-
ialdehyde (MDA) concentration post-thawed. It was observed that antioxidant-containing extenders had beneficial effects on drone semen
parameters. Considering the semen parameters; The Methionine5 group was found to be the most effective group for freezing drone semen.
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Giri§ gerekse tedavi ve kozmetik amaciyla kullanim alanlarinin
yayginlagmasina neden olmustur.?

Aricilik, hayvansal ve bitkisel tiretim modellerinin ente-

grasyonunun saglanmasinda vazgecilmez 6neme sahiptir.! Aryetistiriciliginde koloni verimliligi ariciligin siirdiiriile-

Balin ve diger ar1 diriinlerinin insan saghgina olan kat- bilirligi i¢in 6nemlidir. Koloni verimliliginde genetik

kilarinin son yillarda daha iyi anlasilmasi, gerek gida ve potansiyel yontinden ana arinin etkisi kadar erkek arilar
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da 6nemli etkiye sahiptir. Yeterli sayida ve kaliteli erkek ar1
ile giftlesemeyen ana arilarin, istenilen miktarda sperma
depolayamadiklari i¢in bazen bir aricilik sezonunu dahi ¢1-
karamamaktadir ve bu nedenle ekonomik kullanim siirel-
eri de kisa olmaktadir.>* Ayrica, yetersiz ana arili koloniler
yeterli is¢i ar1 kadrosuna sahip olamadiklar1 i¢in bu kovan-
larda istenilen bal miktarina ulasilamaz.? Bu sebeple ana
ar1 yetistiriciligi yapan isletmelerde 6ncelikli olarak ytiksek
genetik Ozellige sahip fertil ar1 spermalarinin kullanimina
6nem arz etmektedir.

Ar spermasmin fertilizasyon yetenegini kaybetmeden
uzun siire saklanabilmesi, tstiin genetik o6zellikteki gen
hatlarinin se¢imi ve korunmasina katki saglar.® Ayrica,
siklikla karsilagilan varroasis ve koloni ¢okiis sendromu
gibi kitlesel ar1 6liimlerine yol agan hastaliklar sonucu kay-
bolan gen kaynaklarinin muhafaza edilmesi ve tekrar can-
landirilmast i¢in ar1 spermasinin dondurularak saklanmasi
onem arz etmektedir.® Ar1 spermasinin dondurulmasiyla
ilgili bircok calisma yapilmistir.15,18 Fakat heniiz don-
mus sperma kullanilarak yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglar istenilen diizeye ulagsamamuistir.”

Dondurma eritme uygulamalar1 esnasinda soguk soku’,
buz kristalleri olusumu ve oksidatif stres8 spermanin
membran yapisini degistirerek membran fonksiyonel
biitiinliigiini” ve DNA biitiinliigiini® olumsuz etkileme-
ktedir. Ayrica, hiicre i¢i enzim ve lipid saliniminin artist
sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROS) aktivitesi ile lipid
peroksidasyonuna sebep olarak, spermatozoon iizerinde
fiziksel, biyokimyasal ve fonksiyonel hasarlar olusturmak-
tadir.'” Bu olumsuz degisikliklerin motilitenin diismes-
ine ve fertilizasyon yeteneginin azalmasina neden oldugu
bildirilmektedir.’

Sulandiricilara ilave edilen antioksidanlar dondurmadan
kaynaklanan lipid peroksidasyonunu kontrol altina al-
makta ve ROS olusumunu engelleyerek spermatozoanin
fertilizasyon vyetenegini korumaktadir.'"'> Bu nedenle-
rden dolay1 ar1 spermasinin dondurulmasi sirasinda su-
landiricilara ilave edilen antioksidan maddelerin dondu-
rma-eritme sonrasi spermatolojik parametreler iizerine
olumlu etkileri olabilecegi diisiintilmektedir.

Bu calismada; Metiyonin ve Sisteamin’in ar1 spermasinin
dondurma-eritme islemleri sonrasi1 motilite, plazma mem-
bran ve akrozomal biitiinliik iizerine etkilerinin belirlen-
mesi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Erkek arilarin iiretimi

1000 adet erkek arinin iiretilmesi amaciyla giiglii, saglikl
ve en az 6 ay siire ile ilag kullanilmayan uygun kolonilerden
faydalanildi. Segilen kovanlara erkek arilar i¢in iretilmis
hiicre ¢ap1 genis olan erkek ar1 petekleri yerlestirildi. Bu
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kolonilere ar1 keki (yas ar1 poleni, bal ve pudra sekeri
karigimi) verilerek gida destegi saglandi.”

Spermanin Alinmasi

Arilarda tireme i¢gilidiisiiniin en fazla oldugu Nisan - Ha-
ziran aylarinda sperma toplama islemi gerceklestirildi.
Spermanin alinacag giin, 14 giinlitk ve daha biiyiik yasta-
ki olgun erkek arilar toplanarak laboratuvara getirildi ve
sperma toplama zamanina kadar uygun sicaklik ve besin
ortaminda bekletildi.

Sperma toplamak amaciyla, suni tohumlama amaciyla
gelistirilmis Schley Tohumlama aleti (Schley Enstrumental
Tohumlama Ekipmani 12.01, Lich, Almanya) kullanild.
Bu amagla 0,8 pL fizyolojik tuzlu su gekilerek enjektor
hazir hale getirildi. Daha sonra laboratuvara getirilen
erkek ar1 bag ve thoraks kismindan sabitlenerek abdome-
nin nazikg¢e sikilmas ile sperma kesesi disar1 ¢ikarildi.'
Stereo mikroskop altinda her erkek aridan yaklagik 0,8-1
uL hacimde sperma enjektore ¢ekildi.

Spermanin sulandirilarak dondurulmas:

Caliymada Algay ve ark.” ar1 spermasini dondurmada
kullandiklar1 tek asamali sulandirma prosediirii [100 mL
distile su, Na-Sitrat 2.43g, NaHCO3 0.21g, KCI 0.04 g,
Amoksisilin 0.03 g ve Katalaz 200 mL (PH 8.1)] kullanildi.
Gruplar; kontrol (antioksidan icermeyen), Metiyonin 2,5
mM (Met2,5), Metiyonin 5 mM (Met5), Sisteamin 2,5 mM
(Sist2,5), Sisteamin 5 mM (Sist5) seklinde olusturuldu.
Pooling yapilan sperma (20 pL) bes esit hacme boéliindi.
Sulandiricilar ile 1:12 oraninda sulandirilip; sicakligr 1
saat icerisinde 50C’a dusiiriildii ve ardindan 50C’ta 2 saat
ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyon sonrasi sperma 0,25
mULlik farkli payetlere ¢ekildi. Payete cekme iglemi amacry-
la: her bir grup igin payetin bir ucuna uygun gruba ait
sulandirict (20 pL) ¢ekildikten sonra yaklasik 10 pL hava
boslugu birakildi, ardindan 50 pL sperma, sonra tekrar
hava ve sulandirici gekilerek farkli renklerde polivinilpiro-
lidol (PVP) kapama tozlari ile kapatildi. Payetlere ¢ekilen
sperma, programlanabilir sperma-embriyo dondurma
makinesi (Nicool plus PC- Air Liquide, Marne-la-Vallée
Cedex 3, France) ile donduruldu.

Spermanin Muayenesi

Motilite Muayenesi

Spermanin motilite muayenesi amaciyla; bir damla sper-
ma (5pL), calisgmada kullanilacak baz sulandirici ile su-
landirilip tizerine lamel kapatildiktan sonra, faz-kontrast
mikroskop altinda, x400 biiylitmede siibjektif olarak ince-
lendi ve % olarak ifade edildi.

Sperm Membran Biitiinliigiiniin Muayenesi
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Spermanin membran fonksiyonel biitiinliigli igcin water
test kullanild1.15 250 pL distile su iizerine 1.0 pL sperma
eklenerek 5 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkubasyonun hemen ardindan 1 damla sperma lam iize-
rine damlatilarak tizeri lamel ile kapatilip ve Faz-Kontrast
mikroskop (400x) altinda degerlendirildi. En az 200 hiicre
degerlendirilerek kuyrugu kivrilmis olan spermatozoon-
larin orani % olarak belirlendi."”

FITC PSA ile Akrozomal Biitiinliigiin Muayenesi

5-10 pL yikanmis sperma 6rnegi (25-50x106 mL/sperma-
tozoa) ile frotiler hazirlanarak havada kurutuldu. Daha
sonra kurutulan frotiler 4°C sicaklikta aseton ile 10 daki-
ka tespit edildikten sonra karanlikta 30 dakika FITC PSA
(50 pg/mL fosfatl tampon soliisyonu) ile boyandi. Boyama
isleminden sonra Fosfatli Tampon soliisyonu ile yikanip
gliserol ile kaplanarak floresan mikroskop altinda ince-
lendi. Akrozomun tamamu yesil goriinen spermatozoitler
saglam olarak degerlendirildi. Her bir preparattan en az
200 spermatozoa incelenerek saglam akrozoma sahip sper-
matozoa orani (%) belirlendi.'®

Malondialdehyde (MDA) Konsantrasyonu Tespiti

Lipid peroksidasyon indikatorii olan MDA konsantra-
syonlari tespiti igin tiyobarbitiirik asit reaksiyon testi kul-
lanild1.17 Bu amagla 1mL sulandirilmis sperma Ornegi
(250x106 spermatozoa/mL) proteinleri ¢oktiirmek igin
ImL sogutulmus %20 trikoloroasetik asit ile karistirildi.
Cokelti santrifiije edilerek pellet haline getirildi (15dk. ve
960 x g) ve ImL siipernatant, 1 mL %0.67 konsantrasyon-
daki tiyobarbitiirik asit ile 100°C’ta 10 dakika boyunca su
banyosunda inkiibe edildi. Sogutulan &rneklerin absor-
bans degerleri spektrofotometre aracilig1 ile 532nm dalga
boyu degerinde ol¢iildii ve degerler nmol/mL olarak ifade
edildi.

Istatistiksel Analiz

Caligmada elde edilen tiim veriler SPSS (Windows icin
SPSS 23.0; SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanilarak analiz
edildi ve sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. Normallik testi olarak Shapiro Wilk testi kullanildi.
Semen parametreleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve ardindan Tukey kullanilarak analiz edildi. P<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismada, pooling yapilan taze semen 6rneklerinin mo-
tilite, plazma membrani fonksiyonel biitiinliik ve akro-
zom biitiinlitk oranlar1 sirasiyla 86.00+2.24, 88.80+2.17
ve 91.00+1.58 idi. Sperma kalitesi, taze sperma ile
karsilastirildiginda kriyoprezervasyon isleminden olum-
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suz yonde etkilenmistir (P<0.05). Metiyonin ve sisteamin
konsantrasyonlarinin eritme sonrast spermatolojik para-
metreleri tizerindeki etkileri tablo 1" de gosterilmektedir.
Bu ¢alismadan elde edilen eritme sonrasi motilite deger-
leri; Met5, Sist2,5 ve Sist5 gruplarinda kontrol grubuna
gore daha istiin bulunmugtur (P<0.05). Plazma membran
biitiinliigi bakimindan degerlendirildiginde antioksidan
gruplar1 kontrol grubuna goére membran biitiinligiini
daha iyi korumustur (P<0.05). Met2.5 grubu diger an-
tioksidan gruplarina gére daha diisiik membran biitiinligi
oranina sahiptir (P<0.05). Akrozomal biitiinliik oranlar1
metiyonin gruplarinda kontrol grubuna gére daha {istiin
bulunmustur (P<0.05). Sisteamin gruplar1 ve kontrol gru-
bu arasinda istatistiki bir fark bulunmamaktadir (P>0.05).
MDA degerleri bakimindan Metiyonin gruplar1 ve Sist5
grubu kontrol grubuna gore daha iistiin degerlere sahiptir
(P<0.05) ve antioksidan gruplar: arasinda bir fark bulun-
mamaktadir (P>0.05).

Tablo 1: Farkli sulandirici gruplarinda ¢aligilan ar1 spermasinin eritme

sonrasi parametrelerinin ortalamast.

Gruplar Motilite HOST PSA MDA

(%) (%) (%) (nmol/mL)
Kontrol 53.46+3.682 58.46+3.152 82.26+2.082 4.93+0.962
Met2,5 55.66+4.16% 61.66+2.58° 85.40+2.41° 4.06+0.79®
Met5 61.33+3.51b 66.66+2.66° 85.46+2.23b 3.46+0.74>
Sist2,5 57.66+3.71¢ 64.73£3.71¢ 83.73+2.432 4.33+0.8920
Sis5 57.21£3.72¢ 64.42+3.20° 83.50+2.5920 3.78+0.80°

Veriler, Ortalama + S.S. olarak verilmistir.

Aym satir igindeki farkli harfler gruplar arasindaki 6nemli farklihiklari gostermektedir (P< 0.05).

Tartisma ve Sonug

Spermanin basarili bir sekilde dondurulmasi, genetik
materyalin uzun siire korunmasini saglar. Ancak dondu-
rma-eritme isleminin; soguk soku, buz olusumu ve lipid
peroksidasyonu nedeniyle spermanin fertilizasyon ye-
tenegi lizerinde olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir.
Bu istenmeyen etkiler spermanin motilitesini, canliligini,
plazma membran biitiinliigiinii ve akrozom biitiinligiini
azaltir>'® Calismamizda, Metiyonin ve Sisteamin’in ari
spermasinin dondurma-eritme islemleri sonras1 motilite,
plazma membran ve akrozomal biitiinliik tizerine etkileri
belirlenmistir.

Motilite spermanin degerlendirilmesinde temel kalite
parametrelerinden biridir.”'* Bu ¢alismada, eritme sonrasi
motilite oranlar1 Met5 grubunda diger gruplara gore daha
yitksek oldugu goriildii. (P<0.05). Farkli sulandiricilar-
la dondurulan ar1 spermalarinin eritme sonrasi motilite
degerleri %25 - %62 arasinda degismektedir.? Calismamiz,
antioksidan gruplarinda eritme sonrasi motilitenin bu
caligmalarin bulgulariyla iyi bir uyum i¢inde oldugunu
gostermektedir. Calismamizda Met5 ve sisteamin gruplar:
motilite tizerinde belirgin bir artis saglasa da, eritme son-
rast Met2.5 grubu kontrol grubuna gore istatistiksel fark
yaratmak icin yeterli etkiye sahip olmadig1 goériilmiistiir
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(P>0.05).

Spermanin metabolizmast i¢in gerekli olan plazma mem-
bran fonksiyonel biitiinliigli, spermanin oosit fiizyonunda
onemli rol oynar.*> Ancak lipid peroksidasyonu ve soguk
soku membran gecirgenligine ve biitiinliigline zarar ver-
ir. Soguk soku, plazma zar1 segici gegirgenligini kaybet-
tikten sonra zar lipidlerinin faz gegisine neden olur.*?*
Soguk sokuna karsi membranin akiskanliginin arttiril-
mast ile koruma saglanmasi miimkiindiir.** HOST, sperm
membraninin fonksiyonel bitiinliigiindeki ince degisik-
likleri tespit etmek icin optimize edilmis bir testtir.'>*
Gergeklestirilen ¢aligmada, eritme sonrasi antioksidan
gruplarindaki plazma zar1 fonksiyonel biitiinlitk degerleri
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (P<0.05).
HOST degerleri onceki arastirmalar Hopkins ve ark.*
uyumludur.

Akrozomal bozukluk kriyoprezervasyon isleminin isten-
meyen etkilerinden biridir.>* Yumurtlama sirasinda, ana
ar1 spermatekasindan birka¢ spermatozoon birakilir ve
oosite penetrasyonun sekillenebilmesi i¢in spermada akro-
zom reaksiyonu sekillenmek zorundadir. Bu nedenle, ak-
rozom biitiinliigii, dondurulup ¢oziilmiis haldeki sperma-
tozoanin fertilitesi i¢in ¢ok 6nemlidir. Caligmada, akrozom
biitiinliik oranlari igin Sisteamin gruplari ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir (P>0.05).
Metiyonin gruplar1 akrozom biitiinliigii kontrol grubun-
dan daha iyi korumustur (P<0.05). Bu sonuglar1 énceki
arastirmalarda elde edilen sonuglarla uyum i¢indedir.>'#2¢

Oksidatif hasar, hiicrelerde ¢oklu doymamus yag asitlerinin
peroksidasyonunun anahtar triinii olan MDA seviyeleri
ile degerlendirilebilir. Calismamizda antioksidan gruplar:
arasinda MDA diizeyleri agisindan istatistiksel bir farklilik
bulunmamaktadir (P>0.05). Her iki metiyonin ve Sist5
gruplarinin kontrol grubuna gore daha diisiik oksidatif
hasara sahip oldugu goriilmiistiir (P<0.05).
Degerlendirilen spermatolojik parametreler goz Oniine
alindiginda; Met5 grubu ar1 spermasinin dondurulmasin-
da en etkili grup oldugu goriilmiistiir. Gelecekteki ¢aligma-
lar, kriyoprezervasyon degerlerini iyilestirmek ve suni to-
humlama uygulamas: tizerine odaklanmak olacaktir.
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