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Arı Spermasının Dondurma-Çözdürme Sonrası Spermatolojik 
Parametreleri Üzerine Metiyonin ve Sisteaminin Etkileri
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Özet
Bu çalışmada arı spermasının (Apis mellifera) dondurulmasında metiyonin ve sisteaminin etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Sperma 

olgun erkek arılardan toplandı ve pooling yapıldı. Pooling yapılan sperma beş eşit hacme bölündü ve farklı konsantrasyonlarda metiyonin 

(2.5 and 5 mM) ve sisteamin (2.5 and 5 mM) içeren ve içermeyen (kontrol) sulandırıcılar ile sulandırıldı.  Eritme sonrası motilite değerleri; 

Metiyonin5, Sisteamin2,5 ve Sisteamin5 gruplarında kontrol grubuna göre daha üstün bulundu (P<0.05). Antioksidan gruplarının plazma 

membran bütünlüğü kontrol grubuna göre daha iyi koruduğu görüldü (P<0.05). Akrozomal bütünlük oranları metiyonin gruplarında kontrol 

grubuna göre daha üstün bulundu (P<0.05). Membran lipid peroksidasyonu eritme sonrası malondialdehit (MDA) konsantrasyonu ölçülerek 

analiz edildi. Antioksidan içeren sulandırıcıların bal arısı spermatolojik parametreler üzerinde faydalı etkilere sahip olduğu görüldü. Değer-

lendirilen spermatolojik parametreler göz önüne alındığında; Metiyonin5 grubu arı spermasının dondurulmasında en etkili grup olduğu 

görüldü.

Anahtar sözcükler: Bal Arısı, 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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Giriş

Arıcılık, hayvansal ve bitkisel üretim modellerinin ente-
grasyonunun sağlanmasında vazgeçilmez öneme sahiptir.1 
Balın ve diğer arı ürünlerinin insan sağlığına olan kat-
kılarının son yıllarda daha iyi anlaşılması, gerek gıda ve 

gerekse tedavi ve kozmetik amacıyla kullanım alanlarının 
yaygınlaşmasına neden olmuştur.2 

Arı yetiştiriciliğinde koloni verimliliği arıcılığın sürdürüle-
bilirliği için önemlidir. Koloni verimliliğinde genetik 
potansiyel yönünden ana arının etkisi kadar erkek arılar 
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da önemli etkiye sahiptir. Yeterli sayıda ve kaliteli erkek arı 
ile çiftleşemeyen ana arıların, istenilen miktarda sperma 
depolayamadıkları için bazen bir arıcılık sezonunu dahi çı-
karamamaktadır ve bu nedenle ekonomik kullanım sürel-
eri de kısa olmaktadır.3,4 Ayrıca, yetersiz ana arılı koloniler 
yeterli işçi arı kadrosuna sahip olamadıkları için bu kovan-
larda istenilen bal miktarına ulaşılamaz.2 Bu sebeple ana 
arı yetiştiriciliği yapan işletmelerde öncelikli olarak yüksek 
genetik özelliğe sahip fertil arı spermalarının kullanımına 
önem arz etmektedir.5 
Arı spermasının fertilizasyon yeteneğini kaybetmeden 
uzun süre saklanabilmesi, üstün genetik özellikteki gen 
hatlarının seçimi ve korunmasına katkı sağlar.2 Ayrıca, 
sıklıkla karşılaşılan varroasis ve koloni çöküş sendromu 
gibi kitlesel arı ölümlerine yol açan hastalıklar sonucu kay-
bolan gen kaynaklarının muhafaza edilmesi ve tekrar can-
landırılması için arı spermasının dondurularak saklanması 
önem arz etmektedir.⁶ Arı spermasının dondurulmasıyla 
ilgili birçok çalışma yapılmıştır.15,18 Fakat henüz don-
muş sperma kullanılarak yapılan çalışmalardan elde edilen 
sonuçlar istenilen düzeye ulaşamamıştır.2 
Dondurma eritme uygulamaları esnasında soğuk şoku7, 
buz kristalleri oluşumu ve oksidatif stres8 spermanın 
membran yapısını değiştirerek membran fonksiyonel 
bütünlüğünü7 ve DNA bütünlüğünü9 olumsuz etkileme-
ktedir. Ayrıca, hücre içi enzim ve lipid salınımının artışı 
sonucu reaktif oksijen türleri (ROS) aktivitesi ile lipid 
peroksidasyonuna sebep olarak, spermatozoon üzerinde 
fiziksel, biyokimyasal ve fonksiyonel hasarlar oluşturmak-
tadır.10 Bu olumsuz değişikliklerin motilitenin düşmes-
ine ve fertilizasyon yeteneğinin azalmasına neden olduğu 
bildirilmektedir.9

Sulandırıcılara ilave edilen antioksidanlar dondurmadan 
kaynaklanan lipid peroksidasyonunu kontrol altına al-
makta ve ROS oluşumunu engelleyerek spermatozoanın 
fertilizasyon yeteneğini korumaktadır.11,12 Bu nedenle-
rden dolayı arı spermasının dondurulması sırasında su-
landırıcılara ilave edilen antioksidan maddelerin dondu-
rma-eritme sonrası spermatolojik parametreler üzerine 
olumlu etkileri olabileceği düşünülmektedir.
Bu çalışmada; Metiyonin ve Sisteamin’in arı spermasının 
dondurma-eritme işlemleri sonrası motilite, plazma mem-
bran ve akrozomal bütünlük üzerine etkilerinin belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot
Erkek arıların üretimi 
1000 adet erkek arının üretilmesi amacıyla güçlü, sağlıklı 
ve en az 6 ay süre ile ilaç kullanılmayan uygun kolonilerden 
faydalanıldı. Seçilen kovanlara erkek arılar için üretilmiş 
hücre çapı geniş olan erkek arı petekleri yerleştirildi. Bu 

kolonilere arı keki (yaş arı poleni, bal ve pudra şekeri 
karışımı) verilerek gıda desteği sağlandı.13

Spermanın Alınması 
Arılarda üreme içgüdüsünün en fazla olduğu Nisan - Ha-
ziran aylarında sperma toplama işlemi gerçekleştirildi. 
Spermanın alınacağı gün, 14 günlük ve daha büyük yaşta-
ki olgun erkek arılar toplanarak laboratuvara getirildi ve 
sperma toplama zamanına kadar uygun sıcaklık ve besin 
ortamında bekletildi.
Sperma toplamak amacıyla, suni tohumlama amacıyla 
geliştirilmiş Schley Tohumlama aleti (Schley Enstrumental 
Tohumlama Ekipmanı 12.01, Lich, Almanya) kullanıldı. 
Bu amaçla 0,8 µL fizyolojik tuzlu su çekilerek enjektör 
hazır hale getirildi. Daha sonra laboratuvara getirilen 
erkek arı baş ve thoraks kısmından sabitlenerek abdome-
nin nazikçe sıkılması ile sperma kesesi dışarı çıkarıldı.14 
Stereo mikroskop altında her erkek arıdan yaklaşık 0,8-1 
µL hacimde sperma enjektöre çekildi. 

Spermanın sulandırılarak dondurulması
Çalışmada Alçay ve ark.15 arı spermasını dondurmada 
kullandıkları tek aşamalı sulandırma prosedürü [100 mL 
distile su, Na-Sitrat 2.43g, NaHCO3 0.21g, KCl 0.04 g, 
Amoksisilin 0.03 g ve Katalaz 200 mL (PH 8.1)] kullanıldı. 
Gruplar;  kontrol (antioksidan içermeyen), Metiyonin 2,5 
mM (Met2,5), Metiyonin 5 mM (Met5), Sisteamin 2,5 mM 
(Sist2,5), Sisteamin 5 mM (Sist5) şeklinde oluşturuldu.
Pooling yapılan sperma (20 µL) beş eşit hacme bölündü. 
Sulandırıcılar ile 1:12 oranında sulandırılıp; sıcaklığı 1 
saat içerisinde 5oC’a düşürüldü ve ardından 5oC’ta 2 saat 
ekilibrasyona bırakıldı. Ekilibrasyon sonrası sperma 0,25 
mL’lik farklı payetlere çekildi. Payete çekme işlemi amacıy-
la: her bir grup için payetin bir ucuna uygun gruba ait 
sulandırıcı (20 µL) çekildikten sonra yaklaşık 10 µL hava 
boşluğu bırakıldı, ardından 50 µL sperma, sonra tekrar 
hava ve sulandırıcı çekilerek farklı renklerde polivinilpiro-
lidol (PVP) kapama tozları ile kapatıldı. Payetlere çekilen 
sperma, programlanabilir sperma-embriyo dondurma 
makinesi (Nicool plus PC- Air Liquide, Marne-la-Vallée 
Cedex 3, France) ile donduruldu.

Spermanın Muayenesi
Motilite Muayenesi
Spermanın motilite muayenesi amacıyla; bir damla sper-
ma (5µL), çalışmada kullanılacak baz sulandırıcı ile su-
landırılıp üzerine lamel kapatıldıktan sonra, faz-kontrast 
mikroskop altında, x400 büyütmede sübjektif olarak ince-
lendi ve % olarak ifade edildi. 

Sperm Membran Bütünlüğünün Muayenesi
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Spermanın membran fonksiyonel bütünlüğü için water 
test kullanıldı.15 250 µL distile su üzerine 1.0 µL sperma 
eklenerek 5 dk boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. 
İnkubasyonun hemen ardından 1 damla sperma lam üze-
rine damlatılarak üzeri lamel ile kapatılıp ve Faz-Kontrast 
mikroskop (400x) altında değerlendirildi. En az 200 hücre 
değerlendirilerek kuyruğu kıvrılmış olan spermatozoon-
ların oranı % olarak belirlendi.15     

FITC PSA ile Akrozomal Bütünlüğün Muayenesi
5-10 µL yıkanmış sperma örneği (25-50x106 mL/sperma-
tozoa) ile frotiler hazırlanarak havada kurutuldu. Daha 
sonra kurutulan frotiler 4°C sıcaklıkta aseton ile 10 daki-
ka tespit edildikten sonra karanlıkta 30 dakika FITC PSA 
(50 µg/mL fosfatlı tampon solüsyonu) ile boyandı. Boyama 
işleminden sonra Fosfatlı Tampon solüsyonu ile yıkanıp 
gliserol ile kaplanarak floresan mikroskop altında ince-
lendi. Akrozomun tamamı yeşil görünen spermatozoitler 
sağlam olarak değerlendirildi. Her bir preparattan en az 
200 spermatozoa incelenerek sağlam akrozoma sahip sper-
matozoa oranı (%) belirlendi.16   

Malondialdehyde (MDA) Konsantrasyonu Tespiti
Lipid peroksidasyon indikatörü olan MDA konsantra-
syonları tespiti için tiyobarbitürik asit reaksiyon testi kul-
lanıldı.17 Bu amaçla 1mL sulandırılmış sperma örneği 
(250x106 spermatozoa/mL) proteinleri çöktürmek için 
1mL soğutulmuş %20 trikoloroasetik asit ile karıştırıldı. 
Çökelti santrifüje edilerek pellet haline getirildi (15dk. ve 
960 x g) ve 1mL süpernatant, 1 mL %0.67 konsantrasyon-
daki tiyobarbitürik asit ile 100°C’ta 10 dakika boyunca su 
banyosunda inkübe edildi. Soğutulan örneklerin absor-
bans değerleri spektrofotometre aracılığı ile 532nm dalga 
boyu değerinde ölçüldü ve değerler nmol/mL olarak ifade 
edildi. 

İstatistiksel Analiz
Çalışmada elde edilen tüm veriler SPSS (Windows için 
SPSS 23.0; SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanılarak analiz 
edildi ve sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak ifade 
edildi. Normallik testi olarak Shapiro Wilk testi kullanıldı. 
Semen parametreleri tek yönlü varyans analizi (ANOVA) 
ve ardından Tukey kullanılarak analiz edildi. P<0.05 değeri 
istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

Bulgular
Çalışmada, pooling yapılan taze semen örneklerinin mo-
tilite, plazma membranı fonksiyonel bütünlük ve akro-
zom bütünlük oranları sırasıyla 86.00±2.24, 88.80±2.17 
ve 91.00±1.58 idi. Sperma kalitesi, taze sperma ile 
karşılaştırıldığında kriyoprezervasyon işleminden olum-

suz yönde etkilenmiştir (P<0.05). Metiyonin ve sisteamin 
konsantrasyonlarının eritme sonrası spermatolojik para-
metreleri üzerindeki etkileri tablo 1’ de gösterilmektedir.
Bu çalışmadan elde edilen eritme sonrası motilite değer-
leri; Met5, Sist2,5 ve Sist5 gruplarında kontrol grubuna 
göre daha üstün bulunmuştur (P<0.05). Plazma membran 
bütünlüğü bakımından değerlendirildiğinde antioksidan 
grupları kontrol grubuna göre membran bütünlüğünü 
daha iyi korumuştur (P<0.05). Met2.5 grubu diğer an-
tioksidan gruplarına göre daha düşük membran bütünlüğü 
oranına sahiptir (P<0.05). Akrozomal bütünlük oranları 
metiyonin gruplarında kontrol grubuna göre daha üstün 
bulunmuştur (P<0.05).  Sisteamin grupları ve kontrol gru-
bu arasında istatistiki bir fark bulunmamaktadır (P>0.05). 
MDA değerleri bakımından Metiyonin grupları ve Sist5 
grubu kontrol grubuna göre daha üstün değerlere sahiptir 
(P<0.05) ve antioksidan grupları arasında bir fark bulun-
mamaktadır (P>0.05). 

Tartışma ve Sonuç
Spermanın başarılı bir şekilde dondurulması, genetik 
materyalin uzun süre korunmasını sağlar. Ancak dondu-
rma-eritme işleminin; soğuk şoku, buz oluşumu ve lipid 
peroksidasyonu nedeniyle spermanın fertilizasyon ye-
teneği üzerinde olumsuz etkileri olduğu bilinmektedir. 
Bu istenmeyen etkiler spermanın motilitesini, canlılığını, 
plazma membran bütünlüğünü ve akrozom bütünlüğünü 
azaltır.9,18 Çalışmamızda, Metiyonin ve Sisteamin’in arı 
spermasının dondurma-eritme işlemleri sonrası motilite, 
plazma membran ve akrozomal bütünlük üzerine etkileri 
belirlenmiştir. 
Motilite spermanın değerlendirilmesinde temel kalite 
parametrelerinden biridir.9,19 Bu çalışmada, eritme sonrası 
motilite oranları Met5 grubunda diğer gruplara göre daha 
yüksek olduğu görüldü. (P<0.05). Farklı sulandırıcılar-
la dondurulan arı spermalarının eritme sonrası motilite 
değerleri %25 - %62 arasında değişmektedir.20 Çalışmamız, 
antioksidan gruplarında eritme sonrası motilitenin bu 
çalışmaların bulgularıyla iyi bir uyum içinde olduğunu 
göstermektedir. Çalışmamızda Met5 ve sisteamin grupları 
motilite üzerinde belirgin bir artış sağlasa da, eritme son-
rası Met2.5 grubu kontrol grubuna göre istatistiksel fark 
yaratmak için yeterli etkiye sahip olmadığı görülmüştür 
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(P>0.05).
Spermanın metabolizması için gerekli olan plazma mem-
bran fonksiyonel bütünlüğü, spermanın oosit füzyonunda 
önemli rol oynar.22 Ancak lipid peroksidasyonu ve soğuk 
şoku membran geçirgenliğine ve bütünlüğüne zarar ver-
ir. Soğuk şoku, plazma zarı seçici geçirgenliğini kaybet-
tikten sonra zar lipidlerinin faz geçişine neden olur.23,24 
Soğuk şokuna karşı membranın akışkanlığının arttırıl-
ması ile koruma sağlanması mümkündür.24 HOST, sperm 
membranının fonksiyonel bütünlüğündeki ince değişik-
likleri tespit etmek için optimize edilmiş bir testtir.15,22 

Gerçekleştirilen çalışmada, eritme sonrası antioksidan 
gruplarındaki plazma zarı fonksiyonel bütünlük değerleri 
kontrol grubuna göre daha yüksek bulunmuştur (P<0.05). 
HOST değerleri önceki araştırmalar Hopkins ve ark.20 
uyumludur. 
Akrozomal bozukluk kriyoprezervasyon işleminin isten-
meyen etkilerinden biridir.9,25 Yumurtlama sırasında, ana 
arı spermatekasından birkaç spermatozoon bırakılır ve 
oosite penetrasyonun şekillenebilmesi için spermada akro-
zom reaksiyonu şekillenmek zorundadır. Bu nedenle, ak-
rozom bütünlüğü, dondurulup çözülmüş haldeki sperma-
tozoanın fertilitesi için çok önemlidir. Çalışmada, akrozom 
bütünlük oranları için Sisteamin grupları ile kontrol grubu 
arasında istatistiksel bir fark bulunamamıştır (P>0.05). 
Metiyonin grupları akrozom bütünlüğü kontrol grubun-
dan daha iyi korumuştur (P<0.05). Bu sonuçları önceki 
araştırmalarda elde edilen sonuçlarla uyum içindedir.9,18,26

Oksidatif hasar, hücrelerde çoklu doymamış yağ asitlerinin 
peroksidasyonunun anahtar ürünü olan MDA seviyeleri 
ile değerlendirilebilir. Çalışmamızda antioksidan grupları 
arasında MDA düzeyleri açısından istatistiksel bir farklılık 
bulunmamaktadır (P>0.05). Her iki metiyonin ve Sist5 
gruplarının kontrol grubuna göre daha düşük oksidatif 
hasara sahip olduğu görülmüştür (P<0.05). 
Değerlendirilen spermatolojik parametreler göz önüne 
alındığında; Met5 grubu arı spermasının dondurulmasın-
da en etkili grup olduğu görülmüştür. Gelecekteki çalışma-
lar, kriyoprezervasyon değerlerini iyileştirmek ve suni to-
humlama uygulaması üzerine odaklanmak olacaktır.
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