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BAL ARISI (Apis mellifera L.) SPERMASININ TAZE VE DONDURULARAK
MUHAFAZA EDILMESI
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oz

Aricilik diinya iizerinde ¢ok eski donemlerden beri yapilmakta olup cesitli tarim kollar ile birlikte
uyumlu bir sekilde topraga baglhi kalinmaksizin yapilabilen bir yetistiricilik koludur. Bilim ve
teknolojinin gelismesi ile yakin ge¢misten giiniimiize balarilarinin yasamlar aydinlatiimigtir.
Balarilarinda lGiremenin izahi 1845 yilinda yapilmis olup, 1926 yilinda balarilarinda suni tohumlamanin
kesfi ile birlikte aricihk sektérii hizli bir gekilde ilerlemistir. Suni tohumlama ile birlikte balarisi
spermasinin depolanilabilirligi tizerinde c¢aligmalar da 1960°h yillarda baglamistir. Giiniimizde,
balarisi spermasi taze olarak 16°C’de 2 hafta gibi bir siire canli olarak muhafaza edilebilmektedir.
Dondurma igleminde ise tam bir basar elde edilmis degildir. Giliniimiizde depolanmisg sperma ile
dollenen anaarilarda %50’nin uzerinde ig¢i ari orani elde edilmesine ragmen, spermanin saklanmasi
konusunda metotlarin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Balarisi, sperma, taze depolama, dondurma, sivi azot

ABSTRACT

Beekeeping has been practiced throughout the world since ancient times and it can be done in a
harmony with various agricultural branches without adhering to the soil. With the development of
science and technology, the daily lives of honey bees have recently been explained. The explanation
of honey bees' breeding was made in 1845 and the beekeeping sector progressed rapidly with the
discovery of artificial insemination in 1926. Scientists also began working on the storage of honey
bees' sperm in the 1960s after the discovery of artificial insemination. Today, honey bees' sperm can
be kept alive for two weeks at 16°C, however, it hasn't been a complete success in the freezing
process. Although there was a 50% success rate producing worker bees after the frozen-thawed
process, the freezing methods need to be improved.
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GIRIS balarilarinin da igerisinde bulundugu tozlayici
bbcekler tarafindan tozlanmakta olup balarilari bu
bitkilerin %80’inin polinasyonunda rol oynamaktadir
(FAO, 2016). Ayrica, tropikal bitkilerin yaklasik
yarisinin tozlagsmasini saglamaktadir (Abdelkader
ve ark., 2014). Balarilan tozlagmadaki etkilerinden
dolayl modern tarimin surdirtilmesinde 6énemli role

Balarilari bal, balmumu, propolis, ari zehri ve
arisitu gibi ekonomik 6neme sahip bir¢ok Urinin
Ureticileri olmasi yaninda sayisiz tarimsal drin ve
yabani bitkinin de ana ddlleyicileridirler. insan
tiketimine sunulan meyve ve sebzelerin 1/3’'U
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sahiptirler. Bitkisel Uretimde tozlanmaya sagladigi
tozlayici  katkisindan dolayr bazi  Ulkelerde
tozlagmada kullaniimakta ve aricilar i¢in ek bir gelir
kaynadi olusturmaktadir. Ornegin  Kaliforniya
eyaletinde (ABD) bulunan badem ve takiben
narenciye bahgeleri igin yilhik 1.7 milyon bal arisi
kolonisi kiralanmaktadir (Rucker ve ark., 2012).

Balarilari sosyal vyasantilari sebebi ile diger
canlilardan farkhliklar gostermektedir; dogaya
faydalarinin  yaninda sosyal yasantilari da

arastiricilarin  dikkatini ¢ekmistir. Bazi bdéceklerin
disileri 6zel organlarinda spermay! birka¢ yila kadar
saklayabilmektedirler. Depolama organlari yapisal
olarak koruyucu, besleyici, kimyasal olarak stabil bir
cevre ve sperm canlihdini koruyacak bir yapidadir
(Choe ve Crespi, 1997; Neubaum ve Wolfner,
1999). Balarilarinda ciftlesme, diger bdceklerden
farkl olarak anaarinin ylksikten ¢ikmasini takiben

bir hafta icerisinde olmaktadir. Ancak hava
kosullarina bagh olarak vyeterli sperm depo
edilememesi durumunda, ikinci bir ciftlesme

olabilmektedir. Dogal eslesme sonrasi disi genital
kanala birakilan sperma yumurta kanalindan
gecerek 24 saat igerisinde spermatekaya
ulasmakta ve burada anaarinin tim yasami
boyunca canliigini  korumaktadir (Geng ve
Dodologlu, 2011). Sosyal bdceklerin yasantilari ve
vucutlarindaki bu 6zel yapilar incelenerek diger
hayvanlarda oldugu gibi bdceklerin de spermlerinin
depolanabilirligi  yillardir  birgok  bilim adami
tarafindan arastiriimistir (Taber ve Blum, 1960;
Harbo, 1976, 1979, 1983; Melnichenko ve Vavilov,
1976; Verma, 1983; Kaftanoglu ve Peng, 1984,
Hopkins ve Herr, 2010; Wegener ve ark., 2014).

Yerylziinde sayisiz balarisi degerli alttir ve nadir
ekotipleri, tarimda pestisitlerin kullanimi ve arazi
islemedeki degisiklikler gibi insanoglunun
surdirdligl  aktiviteler sonucu tehdit altindadir
(James ve Pham Delegue, 2002). Bu gibi
tehditlerden dolayi, tehditlerin en aza indirilmesinin
yaninda, balarilarinin spermasinin dondurularak
sivi azot icerisinde uzun slre depolanmasi da
6nem kazanmistir. GunUmuizde 1slah amaciyla
farkli hayvan tirlerine ait, sperma veya dollii-dolstiz
yumurta gibi materyaller dondurularak
kullaniimaktadir. Balarilarinda da tir ve irklarin
korunmasi kaliteli gen kaynaklarinin saklanmasi ve
yayginlastiriimasi i¢in spermanin dondurularak
korunmasi doga, tarim, ari ve anaari ureticileri igin
son derece dnemlidir (Hopkins ve ark. 2012).

Balarisi spermasinin  dondurulmasina ait ilk
galismalar 1970 ve 1980li yillarda yapilmistir
(Harbo, 1979, 1983; Kaftanoglu ve Peng, 1984).
Ancak bu ilk ¢gabalarda depolanmis sperma ile suni
tohumlanan anaarilardan kismen basari elde
edilmistir. Ik olarak Taber ve Blum (1960)
calismalarinda, balarisi spermasinin oda
sicakliginda 68 gin boyunca depolandiktan sonra
anaarilarin suni olarak tohumlanabildigini
bildirmislerdir. Ancak sonuglarin basaril
sayillabilmesi i¢in anaarilarin %50’sinin ddllenmis
yumurta  birakmasi  gerektidini  bilirtmiglerdir.
Calismada depolanmis sperma ile dollenen 105
anaaridan 31 tanesinin ancak dolli yumurta
biraktigini  bildirmiglerdir. Benzer sekilde Jaycox
(1960) yaptigi calisma ile balarisi spermasini cam
kapiller tipler icerisinde 35°C’de depolamistir.
Arastirici higbir sekilde bir ek sollisyon kullanmadan
22 gun boyunca spermlerin canli kaldigini tespit
etmisgtir.

Kaftanoglu ve Peng (1984) yaptiklari bir calismada,
balarisi spermasinin sivi azot igerisinde bir yil veya
daha uzun slre ile depolanabilecegini tespit
etmislerdir. Ancak depolanmis sperma ile déllenen
anaarilarin yeterli is¢i ari yumurtasi birakmadidi ve
koloninin anaarisi olmasi igin verimli olmadigini,
depolama icin daha etkili depolama sollsyonlarin
gelistiriimesi gerektigini bildirmiglerdir.

Almeida ve Soares (2002) yaptiklar ¢caligmalarinda,
balarisi spermasini hindistancevizi suyunda 120.
gline kadar depolamiglardir. Ancak c¢alisma
sonucunda spermlerin 80. gune kadar canli
kalabildikleri ve yalnizca 15 gun depo edilen
spermanin  suni tohumlamada kullanilabildigini
bildirmislerdir. Arastiricilar ¢alisma sonucunda bu
yontemin in vitro olarak balarisi spermasinin kisa
sureli depolanmasinda kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Hopkins ve Herr, 2010 yilinda sperma depolama
konusunda cok kapsamli bir calisma
yuratmaslerdir. Arastiricilar Koruyucu c¢ozeltilerin
toksititesini, sicaklik hassasiyetlerini, donma oranini
ve soguk sokun etkilerini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda en fazla sperma canliiginin (%93)
programlanabilir donma oranini 2°C/dak oldugu ve
%10 DMSO kullanilan grupta oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica spermanin 4°C (zerindeki
sicakliklara toleransli oldugunu bildirmiglerdir.

Wegener ark., (2014), balarisi spermasinin
dondurulmasinda kullanilan DMSO gibi koruyucu
maddelerin  hipertonik etkilerine karsi diyaliz
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yontemi  geligtirmiglerdir.  Ayrica  spermanin
dondurularak  ¢bzllmesi sonucunda sperma
orneklerinin igerisindeki koruyucu kimyasallarin
olumsuz etkilerini azaltmak igin ¢dzllen spermayi
santrifij ederek dondurma esnasinda kullanilan
koruyucu kimyasallari ayirmisglardir. Bu iglemler
sonucunda koruyucu ¢ozeltilerin direkt katiimasi,
spermanin koruyucular igerisinde diyaliz edilmesi
ve diyaliz ile birlikte santriflj islemi sonucunda elde
edilen is¢i ar oranlarini sirasiyla %45.7 (29.2—
77.8), %475 (25.6-72.5) ve %27.0 (0.5-65.3)
olarak belirlemiglerdir.

ERKEK ARILARDAN SPERMA TOPLAMA

Balarisi spermasinin taze veya dondurularak
saklanmasinin ilk asamasi spermanin saglkli bir
sekilde erkek arilardan toplanmasidir (Resim 1).
Sperma toplamak igin erkek yetistirme kolonileri
belirlenmeli ve bu koloniler takviye besinlerle
beslenerek kolonin isg¢i ari mevcudu yilksek
tutulmalidir. Ayrica erkek vyetistirme Kkolonilerinin
varroa mucadelesi de etkili bir sekilde yapiimaldir.
Varroa parazitinin erkek ari petek goézlerini tercih
ettigi ve varroa ile bulasik kolonilerdeki erkek ari
semen kalitesinin disik oldugu unutulmamaldir
(Goodvin ve Eaton, 2001). Suni tohumlama
siringasinda spermanin toplanmasi esnasinda

kullanilan serum fizyolojik solisyonuna alternatif
olarak Kiev solisyonu (100 ml saf su igerisine:
Trisodyum citrate-2 hydrate, 2.43 g; NaHCO3;, 0.01
g; KCI, 0.30 g; glikoz, 0.30 g), ringer sollisyonu
(100 ml saf su igerisine: NaCl, 0.85 g; KCI, 0.025 g;
CacCl, 0.030 g; glikoz, 0.50 g ve saf su, 100 ml) vb.
birgok kimyasal bilesim kullanilabilmektedir (Harbo,
1985; Cobey ve Schley, 2002; Giiler, 2006). Ancak
2012 yilinda Hopkins ve ark. (2012) tarafindan
gelistirilen sulandirici (100 ml saf su igerisine:
Na,HPO, 0.014196 g; sodium citrate 0.03 g; KCI
0.6113 g; NaCl 0.49 g; NaHCO; 0.042 g; TES
buffer 0.6878 g; Tris base 0.3634 g; EDTA 0.00037
g; bovine serum albumin 2 mg; proline 0.04950 g;
catalase 0.5 mg; arginine 0.01 g; glycine 0.00075 g;
10 pl Gentamycine; 25 ul Streptomycin; 20 i
penicillin) hem sperma dondurma soliisyonu olarak,
hem de sperma toplama ve anaarilarin
tohumlanmasi esnasinda iyi sonuglar vermektedir.
Solisyon hazirlandiktan sonra 0.22 pl.lik filtreden
gegirilerek kullaniimalidir. Aricilikta suni tohumlama
isleminde veya spermanin dondurulmasi esnasinda
dikkat edilecek diger 6énemli bir konu da ortamin
sterilizasyonudur. Calisma alaninin hijyenik olmasi
galismanin basarisi Uzerine dogrudan etkilidir.
Calisma odasinin Onceden temizlenmesi

kullanilacak alet ve ekipmanlarin %70’lik etil alkol
ile sterilize edilmesi olasi mikrobik bulagmayi buyuk
Olciide engellemektedir.

Resim 1. Kovan giris deligi 6ninden erkek arilarin alinmasi ve sperma toplanmasi.
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BALARISI  SPERMASININ
SAKLANMASI

TAZE OLARAK

Balarisi spermasi kapiller tupler icerisinde veya
toplandidi suni tohumlama igneleri igerisinde
16°C’de 2 hafta kadar taze olarak muhafaza
edilebilmektedir (Almeida ve Soares, 2002; Cobey,
2007). Ancak, spermanin erkek arilardan
toplanmasi esnasinda kullanilan serum fizyolojik
veya diger sulandiricilarin igerisine olasi mikrobik
bulagsmayl ve yayillmasini engellemek amaci ile
gentamycine, streptomycin, tylosin ve penicillin
benzeri antibiyotikler katilir. Sperma toplama islemi
bittikten sonra kapiller tiplerin veya ignelerin her iki

tarafi spermaya bulagsmayacak sekilde vazelin
benzeri mumsu bir madde ile hava almayacak
sekilde kapatilir (Resim 2). Ulkelerarasi veya bir
Ulkede iller arasinda uzun mesafeler tasinacak olan
sperma ornekleri de ayni sekilde muhafaza edilerek
dUsuk sicaklikta tasinabilir. Ancak 1-2 gun gibi kisa
stire muhafaza edilecek olan spermalar icin kapiller
tiplerin veya ignelerin her iki tarafina bir miktar
sulandirici gekilmesi yeterlidir. Ayrica, spermanin 2
hafta gibi uzun slreli muhafazalarinda kapiller
tipler olasi 1s1 farkliigi ve 1sigin  olumsuz

etkilerinden korunmasi amaciyla aliminyum folyo
vb. bir madde ile kaplanir.

Resim 2. Cam kapiller tiipler ve suni tohumlama siringa ignesi icerisinde depolanan sperma.

BALARISI SPERMASININ DONDURULARAK
SAKLANMASI
Balarisi spermasinin dondurularak saklanmasi

genelde diger ¢iftlik hayvanlarinda oldugu gibi 0.25
mllik payetler igerisinde yapilmaktadir. Sperma
ornekleri payetlere doldurulmadan 6nce koruyucu
solusyonlarla sulandiriidiktan sonra payetlere
cekilir. Balarisi spermasi ilk olarak bir miktar
sulandirici (5 birim sperma: 1 birim sulandirici) ile
sulandirilir. Daha sonra karisimin pH ve ozmotik
basing dengesini korumak amaci ile buffer
solusyonlari, dondurulma esnasinda hicre igi
buzlanmayi engellemek amaci ile hicre i¢i suyu

uzaklastirmak icin Dimethyl sulfoxide (DMSO) ve
tercihe gdre yumurta sarisi katilir. Tum karisim
hazirlandiktan sonra spermanin her iki tarafinda 4-5
mm bosluk olacak sekilde sirasiyla sulandirici-
sperma- sulandirici payete gekilir ve payetin pamuk
olmayan tarafi herhangi bir sicak baski veya
kapama tozu ile kapatiir (Resim 3, Resim 4).
Dondurmanin  basarisi  Uzerinde hilcre igi
kristalizasyonu engellemek amaci ile sulandiriciya
katilan koruyucu maddelerin konsantrasyonu ve
cesidi, sogutma hizi ve soguk soku, genel sicaklik
duyarliliklar 6nemli bir etkiye sahiptir (Hopkins ve
Herr, 2010).

e Hava Hava Hava Hava S

[1:] [1:]

% Boslugu Boslugu Semen Boslugu Boslugu g

o o
4 mm 4 mm 10"" 4 mm 4 mm

Resim 3. Payetlere spermanin doldurulma sekli.
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Resim 4. Plastik payetlere (0.25 ml) ¢ekilmis ve doldurulmaya hazir bal arisi spermasi.

Hazirlanan payetler ilk agsamada katilan DMSO’nun
hicre i¢ci sivi ile yer degistirmesi ve Isinin
stabilizasyonu amaciyla +5°C’'de 2 saat kadar
ekilibrasyonda bekletilir. Bu sire sonunda payetler
alinarak kademeli dondurma cihazi haznesine
yerlestirilir (Resim 5). Cihazin programlamasi
3°C/dk soguyacak sekilde -40°C’ye soguyacak

sekilde programlanir (Hopkins ve ark., 2012;
Wegener ve ark.,, 2014). Sicaklk -40°Cye
ulagtiginda sperma o&rnekleri seri bir sekilde
alinarak sivi azot tanklari icerisine yerlestirilerek
kullanilincaya kadar burada muhafaza edilir (Resim
6).

Resim 5. Kademeli dondurma cihazinda dondurma islemi.

Spermanin  dondurulmasi amaciyla kullanilan
sulandiricilarin  eritme sonrasi canliik Uzerine
onemli etkileri bulunmaktadir. Dimethyl sulfoxide
(DMSOQ), ethylene glycol, dimethylacetamide (DMA)
ve glycerol balarilarinda kullanilan  baglica
kriyoprotektanlar olup bunlar igerisinde en etkili
olani ve en fazla kullanilan koruyucu DMSO’dur
(Taylor ve ark., 2009). Kriyoprotektanlar genelde

hlcre i¢i buzlanmayi engelleyici etkiye sahiptirler
(Watson ve Fuller, 2001). Ancak yumurta sarisi
sperma depolama galismalarinda kullaniimis
(Hopkins ve ark., 2012) ve iyi sonuglar alinmis olsa
bile spermanin ¢dzilerek anaarilara tohumlama
yapildiktan sonra anaarinin ovariol kanallarini
tikadigi ve olumsuz etkileri oldugu yénde sipheler
de bulunmaktadir (Wegener ve ark.,, 2014).
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Resim 6. Azot tanki igerisinde spermanin dondurulmus halde muhafazasi.

Baska bir dondurma yodntemi olan ve diger ciftlik
hayvanlari spermasinin dondurulmasinda
uygulanabilen  vitrifikasyon  yontemi, balarisi
spermasi igin uygun bir dondurma yéntemi degildir.
Hizli dondurma ydntemlerinde balarisi spermlerinin
yasadigi ani soguk soklari dondurma esnasinda 6lu
sperm sayisinin artmasina sebep olmaktadir
(Hopkins ve ark., 2012; Wegener ve ark., 2014). Bu
sebeple balarisi spermasi igin kademeli dondurma
yontemi idealdir.

DONDURULMUS SPERMANIN GOZULMESI VE
SUNi TOHUMLAMA

Dondurulmus sperma kullanilacagi zaman seri bir
sekilde sivi azot icerisinden alinir ve 35-40°C
sicakliktaki su igerisine daldirilir. Su igerisinde hafif
sallanarak 20 saniye kadar tutulur (Hopkins ve ark.,
2012). Daha sonra steril bir ortama alinarak sterilize
edilmis bir makas ile payetin her iki tarafi kesilir ve
suni tohumlama siringasina aktarilarak tohumlama
yapilir. Tohumlamadan 6énce bir lam Uzerine 1 pl
kadar ¢6zllmis sperma 6rnegi alinir ve mikroskop
altinda motilitesi belirlenir (Resim 7). Ayrica
Oli/canh sperm orani (Resim 8) vital boyama
yontemi ile belirlenir. Canli sperm hicre sayisi ve
motilite skorlar yiksek (4-5) sperm Ornekleri
anaarilarin tohumlamasinda kullantlir.

Resim 7. Dondurma iglemi sonrasinda motil spermanin goriinisi ve anaarinin tohumlanmasi.
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Resim 8. Dondurma islemi sonrasinda vital boyama ile 6l (kirmizi) ve canli (yesil) sperma testi

SONUG

Diger ciftik hayvanlarinda sahada rahatlikla
kullanilacak sekilde gelistiriimis olan sperma
dondurma isleminin balarilarinda da ayni dizeye
ulasmasi aricilik sektérine de benzer kolayliklar
sa@layacaktir. Gunimizde sigirlarda 37 yildir
depolanmig olan sperma drneklerinin
¢6zlldiklerinde normal bir motiliteye sahip olduklar
goérulmas ve basarili bir sekilde in vitro déllemede
kullanilmistir (Leibo ve ark., 1994). Genetik
materyallerin dondurulmasinin gecmisi ¢ok eski
olmamasina ragmen, su ana kadar elde edilmis
verilere gore sivi azot icerisinde sperma veya
embriyolarin muhafazasi uzun suire yapilabilecektir.
Ancak sperma dondurma islemi balarisi spermasi
icin ayri bir zorluk teskil etmektedir. Diger ciftlik
hayvanlarinda milyonlarca sperma igeren her bir
payet bir disi igin kullaniimakta ve payetteki tim
sperma bir yumurtayr dollemek igin rekabet
etmektedir. Dolayisi ile dondurma basarisi ¢ok
duglk olsa bile yumurtanin doéllenmesi kuvvetle
muhtemeldir. Ancak balarilarinda durum ¢ok
farklidir. Anaarinin yumurtladidi her yumurtanin
dollenmesi igin sperm kesesinde depolanan
spermadan 5-30 arasinda sperm kullaniimaktadir.

Dolayisi ile dondurulan balarisi spermlerinde
canlihk ve motilitenin  ¢ok ylksek olmasi
gerekmektedir. Ayrica dondurma ve ¢bzme

isleminden sonra canl ve Oli spermleri ayirma
metotlarinin gelistiriimesi de 6nem arz etmektedir.
Mevcut galismalar ile dondurma sonrasi elde edilen
isci ar1 oranlari genetik materyallerin korunmasi igin
yeterli olsa da 6zel sektérde uygulanacak dizeyde
degildir. Dondurma ydntemlerinin gelistiriimesi ve

Oli/canh sperm ayirimi ile yiksek oranda isci ari
elde edilmesi metodun ticari aricilikta da
kullaniimasina imkan saglayacaktir.
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EXTENDED ABSTRACT

Honey bees are social insects that produce honey,
pollen, propolis, wax and bee venom, which
humans have utilized for thousands of years. In the
effort to collect and produce these hive products,
honey bees perform arguably their most
ecologically important role, pollination, making them
a critical component of modern agriculture. Honey
bees pollinate more than 100 crop varieties, with an
estimated one-third of the human diet being derived
from these insect-pollinated plants. Honey bees are
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responsible for about 80 percent of this pollination
around the world.

With the development of science and technology,
the daily lives of honey bees have recently been
explained. The explanation of honey bees' breeding
was made in 1845 and the beekeeping sector
progressed rapidly with the discovery of artificial
insemination in 1926. Scientists also began working
on the storage of honey bees' sperm in the 1960s
after the discovery of artificial insemination. Today,
honey bees' sperm can be kept alive for two weeks
at 16 °C, however, the current freezing process has
not been a complete success. Although there was a
50% success rate producing worker bees after the
frozen-thawed process, the freezing methods need
to be improved.

While fresh semen can be safely stored a couple
weeks, conservation and breeding requires long-
term preservation. Liquid nitrogen storage of
gametes provides a means for long-term storage of
genetic material. Cryopreservation of semen has
been used to maintain valuable breeding material
for a number of animal species of agricultural
importance. Protecting the genetic resources of

honey bees by freezing spermatozoa is of great
importance as a conservation safety net and
breeding tool.

The most critical aspect of collection and above-
freezing storage of semen is the introduction of
antibiotics into the sample. Honey bees’ sperm is
stored which is the same process that is applied in
other livestock species in 0.25 ml straws. Before
being loaded to straws, semen mixes with extender
(5 sperm: 1 extender). Buffer is added to balance
the pH and osmotic pressure, Dimethyl sulfoxide
(DMSO) and egg yolk to prevent intracellular
freezing during the cooling process.
Cryoprotectants have an important role during
frezing of germplasms. The working mechanism of
cryoprotectant is the same in all cells or ovariol of
animals, including honey bees. Although dimethyl
sulfoxide (DMSO0), ethylene glycaol,
dimethylacetamide (DMA) and glycerol are
common cryoprotectants used in cryo-studies in
bee semen, dimethyl sulfoxide (DMSO) is the most
effective cryoprotectant in the process of freezing
process any type of live cells, including honey bee
sperm.
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