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OZET

FARKLI KRiYOPROTEKTAN SOLUSYONLARININ BAL ARISI
SPERMALARINDA DONDURMA SONRASI SPERM MOTILIiTE VE
CANLILIGINA ETKIiLERI

Bu ¢alisma ile giiniimiizde oldukc¢a onem kazanan bal aris1 gen kaynaklarinin
korunmasi amaciyla spermlerinin farkli kriyoprotektanlar kullanilarak depolanmasi,
¢ozdiiriilme sonras1 motilite ve spermatozoa canliligma etkilerinin belirlenmesi
amaglanmstir.

Bu amagla ti¢ farkli soliisyon ve standart kriyoprotektan soliisyonu (kontrol)
grubu Kullanilmigtir. Calisma sonunda en yiiksek motilite Soliisyon 3, Soliisyon 4,
Soliisyon 2, soliisyon 1 ve kontrol gruplarinda sirasiyla ortalama 4.60+0.49, 4.47+0.62,
3.874+0.50, 3.73+0.57 ve 2.67+0.60, olarak belirlenmistir. Motilitenin belirlenmesini
takiben en fazla canlilik (%) oran1 Soliisyon 4 grubunda % 59.80 olarak tespit edilmistir.
Soliisyon 4 grubunu % 58.15 ile Soliisyon 3 grubu, % 38.13 ile Soliisyon 2, % 34.05 ile
Soliisyon 1 ve % 25.70 ile kontrol grubu takip etmektedir. Calismada tiim deneme gruplarinin
canli spermatozoa ortalamasi ise % 43.17 olarak belirlenmistir. Uygulama gruplarinda elde
edilen ortalama motilite ve canli spermatazoa degerleri kontrol grubuna oranla yiiksek
bulunmustur (p<0.05).

2019, 42 Sayfa

Anahtar kelimeler: Kriyoprotektan, DMSO, semen, dondurma soliisyonu, motilite



ABSTRACT

THE EFFECTS OF DIFFERENT CRYOPROTECTANT SOLUTIONS ON
HONEY BEE SPERM MOTILITY AND VIABILITY FOLLOWING
CRYOPRESERVATION PROCESS

In this study, it was aimed to determine the effects of motility and spermatozoa
viability after thawing the storage of sperm using different cryoprotectants in order to
preserve the genetic resources of bees, which are very important today.

For this purpose, Solution 1, Solution 2, Solution 3 and Solution 4 cryoprotectants
were compared with the standard cryoprotectant solution (control) group. At the end of
the study, the highest motility was determined as 4.60+0.49, 4.47+0.62, 3.87+0.50,
3.73+0.57 and 2.67+0.60 in the Solution 3, Solution 4, Solution 2, Solution 1 and
Control groups, respectively. Following the determination of motility, the highest
viability (%) was found to be 59.80% in Solution 4 group. Solution 4 group was
followed by solution 3 group with 58.15%, solution 2 with 38.13%, solution 1 with
34.05% and control group with 25.70%. In the study, the average the living
spermatozoa of all experimental groups was 43.17%. The mean of motility and live
spermatazoa values obtained in the application groups were higher than the control
group (p<0.05).

2019, 42 Pages

Key words: Cyroprotectant, DMSO, semen, freezing solution, motility



TESEKKUR
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1. GIRIS

Ulkemiz; zengin florasi, topografik ve klimatolojik 6zellikleri sayesinde Afrika,
Avrupa ve Asya kitalar1 arasinda dogal bir koprii olusturmasi nedeniyle bir¢ok ar1 irk ve
ekotiplerini biinyesinde barindirabilen, diinyanin 12 gen merkezinden birisidir. Sahip
oldugu zengin bitki ortiisii ve farkli iklim kusaklari ariciligin gelismesine de Snemli
katkilarda bulunmaktadir. Tiirkiye, bu 6zelliklerinden dolay1r hem koloni varligi, hem de
bal iiretimi agisindan diinyada 6nemli bir konuma sahiptir. Diinya iilkeleri arasinda
koloni sayist bakimindan ikinci ve bal iretimi bakimindan dordiincii sirada yer
almaktadir (TAB, 2014; FAO, 2016). Bunun yaninda diinyada belirlenmis bal arisi
wklarindan Apis mellifera anatoliaca, Apis mellifera caucasica, Apis mellifera syriaca,
Apis mellifera carnica, Apis mellifera meda ve Apis mellifera ligustica’nin yani sira
basta Mugla, Yigilca, Gokceada gibi ar1 ekotipleri olmak iizere bircok bdlgede o
bolgeye adapte olmus yerel bal arisi ekotiplerinin varligi bilinmektedir (Geng ve
Dodologlu, 2011).

Bal arilari, bal ve diger ar iiriinleri ile insan beslenmesine, tozlasma ile de
bitkisel tiretime ve biyolojik cesitliligin korunmasina ¢ok Onemli katkilarda
bulunmaktadir. Bal arilarinin tozlasma ile tarimsal {tiretime sagladigi katki ari
tiriinlerinden dogrudan saglanan 10-20 kat1 kadardir. Bunun yaninda insanlarin tiikettigi
gidalarm 1/3’0 bal arilari tarafindan tozlagmasi saglanan bitkilerden elde edilmektedir
(Geng ve Dodologlu, 2011).

Yasadigimiz ekosistem igerisinde sosyal bdcekler olan bal arilarmmin (Apis
mellifera L.) tireme sistemi diger hayvanlardan farkliliklar gostermektedir. Ayrica bal
arilari, lireme ve lireme organlart bakimindan diger bir¢ok bocekten de farkliliklar
gosterir. Genel olarak disi boceklerin sperma depolamasi, Onemli bir {ireme
biyolojisidir. Kisa vadeli sperma depolama bir¢cok bocekte yaygin olmasina ragmen bazi
boceklerde 6zel sperma depolama organlari vardir (Gobin ve ark., 2006). Yalniz
yasayan boceklerin disileri spermalar1 birka¢ giinden birka¢ aya kadar viicutlarinda
koruyabilmektedir. Ancak sosyal zar kanatli1 boceklerin disileri spermalar1 6zel organlari
(spermateka) icerisinde birkag yila kadar saklayabilmektedirler. Depolama organlari
yapisal olarak koruyucu, besleyici, kimyasal olarak stabil bir ¢evre ve spermlerin

canliligint saglayacak bir yapidadir (Choe ve Crespi, 1997; Neubaum ve Wolfner,



1999). Bu ozelligi ile boceklerde farkli zamanlarda c¢iftlesmeler olabilmekte ve
spermalar ayni spermateka icerisinde depolanabilmektedir. Bu, daha fazla spermanin
depo edilebilmesi ve daha fazla yumurtlama ile koloninin daha giicli olmasi
demektedir.

Bal arilarinda ¢iftlesme, diger boceklerden farkli olarak ana armin yiiksiikten
¢ikmasini takiben bir hafta icerisinde olmaktadir. Normal sartlarda ilk ugus ile
tamamlanan ¢iftlesme, hava kosullar1 vb. sebeplere bagli olarak depo organi
(spermateka) icin yeterli spermin saglanamadigr durumlarda ikinci bir ¢iftlesme ugusu
da olabilmektedir. Erkek arilardan alinan spermalar yumurta kanalindan gegerek
spermatekaya ulasir ve burada ana armin tim yasami boyunca saklanir. Sosyal
boceklerin yasantilar1 ve viicutlarindaki bu 6zel yapilar incelenerek diger hayvanlarda
oldugu gibi bocek spermlerinin de depolanalabilirligi yillardir birgok bilim adami
tarafindan arastirilmaktadir (Taber ve Blum, 1960; Harbo, 1976, 1979, 1983, 1985;
Melnichenko ve Vavilov, 1976; Verma, 1983; Kaftanoglu ve Peng, 1984; Hopkins vd.,
2012; Wegener vd., 2014).

Biitiin bunlarin yam sira diinyada son yillarda giderek artan ve nedeni kesin
olarak belirlenemeyen ar1 Gliimleri “koloni ¢okiis hastaligi” CCD (Colony Collapse
Disorder) olarak bilinen bir fenomen haline gelmistir. Ge¢gmisten bu yana bu sekilde
hastaliklar, goriinmezlik hastaligi, ilkbahar azalmasi, sonbahar azalmasi, kis kaybi gibi
adlarla adlandirilmis ve kesin bir sekilde sebebi belirlenememistir (Giil, 2014). Ancak
tilkemizin de dahil oldugu ve diinya capinda biiyiik ar1 Oliimlerinin yaganmasi ve
sebebinin kesin olarak belirlenememesinden dolayr bu hastalik 2006 yilinda koloni
¢okiis hastaligi1 (CCD) olarak adlandirilmistir. Hastalik ile ilgili kayiplar kuzey Amerika
ile birlikte zamanla Isvigre, Belcika, Hollanda, Fransa, Italya, Yunanistan, Portekiz ve
Ispanya da goriilmeye baslanmustir. Giin gegtikge iilkemizin de icinde oldugu diger
bircok tllkede de kayip raporlart bildirilmistir. Bu sekilde yasanan yogun koloni
kayiplarinin gelecekte tozlasma problemine yol acabilecegi saptanmis olup ar1 hastalik
ve zararlilar1 ile miicadele ve bal arist popiilasyonlarinin korunmasi ve 1slahi
konularinda kapsamli arastirmalar baglatilmistir (Giil, 2014). Bu caligmalarin basinda
bal arilarinda spermlerin depolanmasi yer almaktadir. ABD ve Almanya basta olmak

tizere birgok iilkede bal arist genotiplerinin saklanmasi ve 1slah c¢alismalarinda



kullanilmast i¢in sperm depolama projeleri yiiriitiilmiis ve Onemli asamalar
kaydedilmistir.

Bal aris1 spermlerinin depolanmasinda, diger ciftlik hayvanlarinda kullanilan
yontemlere benzer sekilde sivi azot igerisinde yapilmaktadir. Ancak kriyoprotektan ve
sulandiricilarin hazirlanmasinda birgok farkli kimyasal kullanilmaktadir. Depolamanin
basarisi lizerinde etkili olan kristalizasyonu engellemek amaci ile katilan koruyucularin
konsantrasyonu ve ¢esidi, soguk sokun etkileri, genel sicaklik duyarliliklar1 6nemli bir
etkiye sahiptir (Hopkins ve Herr, 2010). Kriyoprotektanlar genelde hiicre i¢i buzlanmay1
engelleyici etkiye sahiptirler (Watson ve Fuller, 2001). Soguk sok, spermalarin hizli
dondurulmasi esnasinda zarar gordiigii icin kullanilan bir terimdir (Kaftanoglu ve Peng,
1984). Bu yiizden spermalar yavas yavas kademeli dondurma cihazlarinda kontrollii bir
sekilde dondurulmalidir.

Aricilik sektoriinde sperm depolama 1slah ve stok iyilestirilmesi i¢in gen
bankalarinin hizli ve verimli bir sekilde siirdiiriilmesini saglamak sektor igin
giiniimiizde oldukca 6nemli hale gelmistir. Ciinkii bal aris1 spermlerinin pratik bir
sekilde depolanmasi ve sonrasinda ana arilarin tohumlanmasinda kullanilmasi, aricilik
sektoriine ve akademik ¢aligmalara 6nemli faydalar saglayacaktir. Bal aris1 spermlerinin
depolanmasi, aricilik sektoriinde karsilagilan damizlik materyallerin korunmasi gibi
bircok problemin ¢oziimiinde de etkili olacaktir. Ozellikle, spermlerin depolanmasi,
genetik materyalin ihracati ve ithalati esnasinda cesitli hastaliklarin yayilmasina da
engel olacaktir. Bal aris1 spermlerinin pratik tekniklerle, farkli kriyoprotektanlar ile
depolanmasi ve kullanilmasi ile istenen 6zelliklere sahip genotip 1slahinin gelismesinde
ve popiilasyondaki genetik farkliligin siirdiiriilmesine de katki saglayacaktir (Collins,

2000).

1.1. Bal Aris1

Bal aris1 (Apis mellifera) ekonomik, tarimsal ve g¢evresel olarak c¢ok biiyiik
oneme sahiptir. Bu sebeple bal aris1 yetistiriciligi Diinya’nin her tarafina yayilmigtir
ancak A. mellifera’nin dogal habitati Avrupa, Kuzey Afrika ve Orta Dogu oldugu
diisiniilmesi ile beraber yapilan filogenetik analizler A. mellifera’nin kdkeninin Asya

oldugunu gostermistir (Han ve ark., 2012).



Bal aris1 diinyanin ihtiya¢ duydugu polinatér bdcek tiirlerinden en
onemlilerinden bir tanesidir. Yalniz diger polinator tiirlerin aksine bal aris1 insan
yasaminin bir parcasi haline gelmis ve insanlarin ilgisinin odagi olmustur. Bal arilarinin
karmasik sosyal yapilar1 insanlarin ilgisinin bir kismin1 olusturmasina ragmen bal arilar
ne insanlarin kiiltiire aldig1 nede sosyal yap1 olusturmus tek bocek degildir. Bal arilari
insanlarda merak uyandirmaktadir. O kadar ki Giliney Dogu Asya medeniyetlerinde
yaratilig bal arisi ile iliskilendirilmis ve birgok ilk ¢ag medeniyetinde bal arisindan sikc¢a
bahsedilmistir. Orta ¢ag kilisesi bal arisim1 safligin simgesi olarak kabul etmistir. Orta
cagda Kutsal Roma Imparatoru Charlemagne bal iizerinden alman bir vergi sistemi
olusturmustur (Johnson, 2011).

Bal aris1 ekonomik degeri sebebiyle islah¢ilar tarafindan degerli bir biyolojik

materyal olarak goriilmektedir (Tunca, 2009).
1.2 Bal Arisinin Taksonomisi ve Kokeni

Diinya’da bilinen yaklasik olarak 20,000 adet ar1 tiirii vardir (Zayed, 2009). Apis
melliferanin ise bilinen cografi olarak izole olmus 30 alttiirii vardir (Ilyasov ve ark.,

2015).

Cizelge 1.1. Bal arisinin taksonomik olarak siniflandirilmasi (Gupta, 2014)

Alem Hayvanlar (Animalia)

Sube Eklembacaklilar (Arthropoda)
Altsube Antenliler (Antennata)

S f Bocekler (Insecta)

Takim Zar kanatlilar (Hymenoptera)
Aile Arilar (Apidae)

Cins Bal arilar1 (Apis)

Tiir Bal Aris1 (Apis mellifera)

Bal arisinin dogal yasam bdlgesi yukarida bahsettigimiz gibi Avrupa, Kuzey
Afrika ve Orta Dogu’dur ayrica Apis cinsi sadece Asya’da yasayan 9 tiire daha sahiptir.

Bu sebeple genel olarak bal arisinin Asya’dan bu bolgelere geldigi inanilmaktadir ancak



son zamanlarda Afrika kokenli bal arilarinin tizerinde 1000’den fazla SNP markori ile
yapilan analizler, bal arisinin Afrika {izerinden de yayilmis olabilecegini gdstermektedir

(Han ve ark., 2012).

1.3. Bal Arisinin Yasam Dongiisii

Bal arisinin yasam basamaklar1 yumurta, larva, pupa ve ergin olmak
lizere 4 kisitmdan olugur. Bir bal aris1 yumurtadan erginlige 21 giinde ulagir. Bu
21 giiniin 3 gilinlinii yumurta formunda, 5 giiniinii larva formunda beslenerek, 1
giinlinii prepupa ve 12 giiniinii ise pupa formunda gegirir. Ana arinin pupa
formunda kaldig: siire 7, giin erkek armnin pupa formunda kaldig: siire ise 15

giindir.

Ana An

3. Giuinde
Yumurta

Sekil 1.1 Bal arisinin yasam dongiisii.(Winston,1991)



Bal aris1 kapali gézden ¢iktiktan sonra ise ilk 21 gilinlik démriinii deneme uguslari
haricinde kovan i¢inde gesitli gorevler yaparak gegirir ve 22. Giinde bal aris1 tarlaci ar1
olur. Is¢i arilarin démrii zamana goére degisir; kovanin aktif oldugu bahar ve yaz
aylarinda 5 ila 6 hafta kadar kis aylarinda ise 5 ila 6 ay ya da daha fazla yasayabilir. Ana
ar1 ise depoladig1 sperm miktarina gore 1 ila 2 yil arasinda yasayabilir. Erkek arinin
Oomrii ise bahar aylarinda 21 ila 32 giin arasinda, yaz aylarinda 90 giin ya da ¢iftlesmeye
kadardir (Winston, 1991). Sekil 1.1°de bal arisinin bagkalasimi resimler ile

gosterilmektedir.

1.4. Bal Arisinin Morfolojisi

Diger tiim boceklerde oldugu gibi bal arisinin viicudu da bas, gévde ve karin
olmak tizere 3 kisimdan olusmaktadir. Kafalarinda iki adet petek gz bulunmaktadir. Bu
iki adet petek gozde 3000 ile 5000 arasinda nokta gbz bulunmaktadir. Bu gozler
sekilleri iyi algilayamaz ancak renkleri iyi algilarlar. Bal arilarinin gézleri ultraviyole
1518a karst duyarlidir ancak kirmiziya karsi1 daha az duyarlidir. Arilar mavi, sar1, beyaz
ve siyahi algilayabilirler. Bagin hemen tepesinde bulunan 3 adet basit goz ise 15181
yogunlugunu, dalga boyunu ve siiresini algilar. Giines batarken yaklasan karanligi
algilayip arilarin kovana donmelerine sebep olur. Antenler ise koku ve tat i¢in 6nemli ve
asir1 derecede ugucu maddeleri analiz eder. Ayrica antenler titresimleri, hava
hareketlerini, sesleri, sicakligi ve nemi algilar. Bal aris1 karmagik bir agiz yapisina
sahiptir. Bal arillarinin agz1 sivi besinleri emebilmesini saglayacak sekilde gelismistir.
Bal arilar1 polen gibi kat1 nesnelerin yonetilmesi ve diger arilarla iletisim kurmak i¢in
¢enelerini kullanirlar (Winston, 1991).

Govde bacaklar1 ve kanatlar1 barindirir. Her bacagin ucunda tat almaya yarayan
yapilar bulunur. Her bacagin ucunda diiz ve bozuk zeminlere kolayca tutunma saglayan
yapilar bulunmaktadir. On bacaklar antenlerin temizlemeye yarayan yapilara, ikinci ¢ift
kovana getirilen polenlerin bosaltilmasin1 saglayan yapilara ve son c¢ift ise polen
tasimaya yarayan polen keselerine sahiptir (Winston, 1991).

Biitiin an tiirleri kanatlarindaki damar yapisi ile birbirlerinden ayrilabilir. Apis

mellifera’nin  wrklariin  kanatlarindaki damar yapilar1 arasindaki kiiciik farklar



ayrimlamada yardimei olabilir. On kanatlar her zaman arka kanatlardan biiyiiktiir ve bu
kanatlar yaklasik olarak 20 adet kanca ile birbirine baglanmistir (Winston, 1991).

Karin yedi kisimdan olusmaktadir. Ilk kisim ¢ok daralmistir ve arinin belini
olusturur. Yedinci kisimda disi bireylerde igne bulunur. Karin 6nemli sindirim ve tireme

organlarina ve bal mumu bezlerine ev sahipligi yapar (Winston, 1991).

1.5. Bal Arisinin Sosyal Yapisi

Bal Arnlar1 sosyal boceklerdir bu sebeple sosyal organizasyonun gelisimini
anlamada model organizma olarak goriilmektedir (Tunca, 2009). Bal arilarinda yasa
bagli is paylasimi vardir. Gozlerden yeni ¢ikmis arilar tam gelismis degillerdir. Bu arilar
ucamazlar ve sokamazlar. Arilar yasamlarinin ilk dort giiniinii bu 6zellikleri kazanmaya
ve gozleri temizlemeye harcarlar. Bu arilara géz temizleyicileri denir. 4 ile 12 giin aras1
yastaki arilar yavrular1 ve ana arty1 beslerler ve bunlarla ilgilenirler. Bu arilara bakici
arilar denir. 12 ile 21 giin aras1 yastaki arilar ise 2 gruba ayrilirlar. Bu grubun gecleri
daha c¢ok petek yapimi ve kovanin bakimi ile ilgilenirken daha yaslh olanlar1 nektarin
alinmasi ve islenmesi ayrica kovan girisinin korumasi ile ilgilenirler. Bu arilara orta
yaslt arilar denir. Arilar yaslarinin 22. Giiniline geldiklerinde kovan disina ¢ikarak tarlaci
olurlar ve kovanin 4 temel ihtiyaci olan propolis, su, nektar ve poleni kovana tagirlar

(Johnson, 2010).

1.6. Bal Arilarinda Ureme Sistemi

Erkek ar1 lireme sistemi; abdomenin her iki yaninda 1 ¢ift testis, testislerin ¢ikis
kanallar1 olan 1 ¢ift vas deferens, bu kanallara bagl ve kismen genislemis 1 ¢ift seminal
kese (vesicula seminalis), 1 ¢ift mukus bezi, ejakiilasyon kanali (ductus ejaculatorius)
ve ¢iftlesme organi (endophallus)’ni igermektedir (Mackensen ve Tucker, 1970).

Testisler abdomenin her iki tarafinda bulunan bir ¢ift yasst organdir. Testislerin
her birinde vas deferensin anterior ucunda bir odaciga agilan 200 civarinda kiiciik
tiipclik (testiol) bulunmaktadir. Sperm hiicreleri gelismelerini testis tiipgiiklerinde
stirdiiriirler ve sonra ejakiilasyona kadar kalmak iizere seminal keselere gecerler. Her bir

testis vas deferens olarak isimlendilen bir kanala agilmaktadir. Vas deferens, testisi uzun



ve genislemis kisim olan seminal keseye baglayan kivrimli bolgedir. Her iki seminal
kese arka uglarindan abdomenin iki tarafinda bulunan bir ¢ift bliylik mukus bezinin
asagl kismina girmekte ve her iki bez birlikte ejakiilasyon kanalina, ejakiilasyon kanali
ise endofallusa acilmaktadir. Endofallus; ejakiilasyon kanalinin agildig1 sogan, ortada
serviks ve genital agikligin son buldugu vestibulum olmak iizere 3 bolgeden olusan bir
organdir (Snodgrass, 1956). Ciftlesme sirasinda abdomen igerisinde paketlenmis
haldeki endofallus ters-yiiz olarak (eversiyon) abdomen disina ¢ikar.

Erkek arida testislerin gelisimi ve spermatogenez pupa asamasinda gerceklesir.
Spermatogenez erkek arinin pupa déneminin 8. giiniinde baslar (Milne 1986). Bir erkek
ar1 ergin birey olarak petek goziinden ¢iktiginda spermatogenez tamamlanmistir. Petek
gbziinden yeni ¢ikmis bir erkek arinin testisleri abdomeninin neredeyse iist yarisini
kaplar. Ergin yasamin ilk haftasinda spermler testislerden seminal keselere goc
etmektedirler. Spermlerin testislerden seminal keselere gegisi 2-3 giinlik yasta
baglayarak 12 giinlilk yasa kadar siirer (Mackensen ve Tucker, 1970). Ergin ¢ikis
sonrast sicakligi 35 °C, oransal nemi %25-30“a ayarlanmis bir kabinde is¢i arilar ile
birlikte tutulan erkek arilarin seminal keselerinde 3-4 giinliik yasa ulastiklarinda 0.13
milyon, 5-6 giinliik yasa ulastiklarinda 8.69 milyon, 7-8 giinliik yasa ulastiklarinda 9.89
milyon, kolonide olgunlagmasini1 tamamlayan erkek arilarin seminal keselerinde ise 10.4
milyon sperm saptanmistir (Mackensen, 1955).

Cinsel olgunlagsmis bir erkek armin testisleri kiiciilerek yesilimsi sar1 bir renk alir
(Snodgrass, 1956). Testislerdeki kiigiilme ile birlikte seminal keseler ve mukus bezleri
de dolmaktadir. Seminal keselerde bulunan epitel hiicreler spermlerin olgunlagmasi
siirecinde toplam semen hacminin yaklasik yarisini olusturacak kadar seminal sivi
salgisi tiretmektedirler (Verma ve Shuel, 1973). Sperm hiicreleri seminal keselerin epitel
duvarina baglari ile tutunurlar ve olgunlagsmaya devam ederek motil bir yap1 kazanirlar.
Bu arada seminal keselerin epitel duvarindaki epitel hiicreleri kiiciiliir (Page ve Peng,
2001).

Mukus bezlerinde kas tabaka, epitel doku ve lumen olmak {izere 3 farkli katman
bulunmakta ve bu katmanlarin kalinligi yasa gore degismektedir. Seminal keseler
mukus bezlerinin proksimal ucuna agilmaktadir. Mukus bezinin proksimal ucunda kas
tabaka ve epitel doku kalin, lumen ise dardir. Distal ucta ise kas tabaka ve epitel doku

ince, lumen genistir. Epitel doku salgi hiicrelerinin aktiviteleri ergin yasamin ilk



giinlerinde en yiiksek diizeye ulasir. Boylece mukus bezlerinde mukus tiretimi erkek
arinin ergin ¢ikisindan hemen sonra baslar ve 6 giinliik yasta tamamlanir. Bu yaslarda
erkek arinin mukus bezlerinin lumeni beyaz renkli mukus salgisi ile dolarak
siskinlesmistir (Moors Ve ark., 2005).

Ciftlesme sirasinda erkek armin karin kaslari kasilarak {ireme organlarinda baski
meydana getirmekte endofallusun tersyliz olarak ana armnin genital kanalina girmesine
neden olmaktadir (Koeniger, 1986). Seminal keseler ve mukus bezlerindeki kasilmalar
semenin ana yumurta kanalina ve yan yumurta kanallarina ge¢mesine yardimeci
olmaktadir. Semenin ejakiilasyonunu mukus izlemektedir. EverSiyon ve ejakiilasyon

sonrasinda erkek ar1 felg olarak yere diismektedir (Woyke ve Ruttner, 1958).
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Sekil 1.2 Ana Ar1 Ureme Organlari (Dade, 1977). A, B,D yumurtlayan ana ar1, C,
ciftlesmemis ana ari.



Ana ar1 lireme organlari, sindirim kanalinin hemen iizerinde, dorso-lateralde
bulunan yumurtaliklar, yan yumurta kanallari, ana yumurta kanali ve sperm torbasindan
olusmaktadir. Meroyistik politrofik tipteki bir ¢ift yumurtaliktan her biri yiizden fazla
(160-180) yumurta tiipti (ovariol) igermektedir. Yan yumurta kanallarinin birlesmesiyle
olusan ana yumurta kanali kisa bir vagina ile sona ermektedir. Vaginanin iizerinde yer
alan sperm torbasi ise genis ve kiiresel yapili bir kesedir. Sperm torbasinin iizeri
spermateka bezleri ile kaplidir ve sperm torbasi kisa bir kanal ile vaginaya agilir
(Snodgrass, 1984).

Herrmann (1969) ana armin pars intercerebralis’inde bulunan norosekretori
hiicrelerinin aktivitesinde 2 asama belirlemistir. Ik asama cinsel olgunlukla ayni
zamana rastlayan 6-20 giinliik yasta meydana gelmektedir. Bu donemde norosekretori
hiicrelerinin aktivitesi yiiksektir. Ikinci asama ise ana armin yumurtlamaya
baslamasindan kisa bir siire once gergeklesir. Bu donemde norosekretori aktivitesinde
azalma gozlenmektedir (Koeniger, 1986; Szabo ve ark., 1987).

Ana arilarin yiiksiikten c¢ikisindan sonra ilk birka¢ giinliik previtellojenik
dénemde (3. giine kadar) heniiz gelismemis durumdaki yumurtaliklarda folikiil gelisimi
engellenmektedir. Yumurta tliplerinin tiim uzantilar1 boyunca caplari ayni kalir ve
sadece filament sonlarinda daralma goriiliir. Yumurta tiipleri birbirlerine oldukga
yakindir ve birlikte genis bir ag ile korunurlar. Bu genel morfoloji ciftlesmemis ana
arilarda ¢ikistan 14. giine kadar devam etmektedir. Ana arilarin yumurtlamasi ve
yumurtalik gelisimi ¢iftlesmeyle uyarilmaktadir. Ciftlesmelerden sonra folikiillerin
biiyiik bir kismi gelismeye baslamakta ve her bir yumurta tiiptinden 3-5 saatte bir olgun
yumurta oviile edilmektedir (Tanaka ve Hartfelder, 2004).

Diger boceklerde gozlendigi gibi, ana arilarda da ¢iftlesmelerin beklenen dogal
ciftlesme zamanini agmasi durumunda vitellogenez veya olgun yumurta hiicresi tiretimi
baslamamaktadir. Ciftlesme ya da yumurtlamanin engellenmesi, ana ari
yumurtaliklarinin ~ kiiciilmesine neden olmaktadir. Ana arilarin  kafeslenerek
yumurtlamalarinin ~ 6nlenmesi  halinde  yumurta tiiplerinde  dejenerasyonlar
gerceklesmektedir (Patricio ve Cruz-Landim, 2003).

Yumurtlayan ana arilarin  yumurtaliklar1  yumurtlamayan ana arilarin
yumurtaliklarina gore morfolojik farkliliklar gosterir. Yumurtlayan bir ana arinin

yumurta tlipleri daha genis alan kaplar ve daha iyi ayurt edilebilir (Patricio ve Cruz-
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Landim, 2003). Shehata ve ark., (1981)’ a gore yumurtlayan ana arilarin yumurtaliklari
ciftlesmemis ana arilarin yumurtaliklarina gore 8 kat daha gelismistir.

Ana arilarda yumurtaliklarin morfolojisi mevsime gore de degisebilmektedir.
Yogun yumurtlama faaliyeti ile aymi zamana rastlayan erken yaz mevsiminde
yumurtaliklar nispeten daha agir ve genistir. Yumurtlama faaliyetinin durdugu kasim ve
ocak aylar1 arasinda ana arilar daha hafif ve kiigiik, yumurtaliklar ise az gelismistir.
Erken ilkbahar doneminde yumurtlama faaliyetinin baslamasi ile yumurtaliklarin
gelisimine paralel olarak yag doku lipitlerinde artis, yag doku proteinlerinde ise azalma
gozlenmektedir. Yumurtlamanin yogun oldugu yaz doéneminde yag doku stoku az,
yumurtlamanin durdugu kis aylarinda ise yag doku stoku fazladir (Shehata ve ark.,
1981).

Ana an ¢iftlesme sirasinda erkek arilardan aldigir spermleri yasami boyunca
sperm kesesinde koruyarak yumurtladigi yumurtalarin biiyiik ¢ogunlugunu bu stok
sperm ile dollemektedir. Aktif yumurtlama déneminde iki yumurtlama arasinda gecen
siire 8-19 saniye arasinda degismekle birlikte ortalama 13 saniyedir. Ana arilarin
déllenmis bir yumurta yumurtlamasi igin sperm torbasindaki stoktan 1-7 adet sperm
salinmaktadir (Yu ve Omholt, 1999).

Ana arilar genellikle bir ¢iftlesme ugusunda 7-17 erkek ar ile giftlesirler
(Woyke, 1962). Alber ve ark. (1955)’a gore ana arilar 3, 4 hatta 5 ciftlesme ugusu
yapabilmesine karsin en sik karsilasilan ciftlesme ucusu 2’dir (Snodgrass 1984). Ruttner
(1954) ana arilarin ayn1 giin igerisinde 2 kez ciftlesebildiklerini saptamistir (Snodgrass
1984).

Ana arilarin ilk ¢iftlesmeden sonra sperm torbasinda bulunan sperm miktar
ikinci ve liclincli kez ¢iftlesmelerin gerceklesmesini etkilemektedir. Woyke (1962)’ye
gore sperm torbasinda 3 milyondan az sperm bulunan ana arilarin %86’s1, 3 milyondan
fazla sperm igerenlerin ise %31’i yeniden c¢iftlesmislerdir. ilk ciftlesme sonrasinda
sperm torbasinda ortalama 5.3 milyon sperm iceren ana arilar ikinci ¢iftlesme ugusuna
cikmazlarken, iki kez ¢iftlesen ana arilarin sperm torbasindaki sperm sayisi ortalama 3.5
milyon olarak bulunmustur. Woyke (1966)’nin yiiriittiigli bir baska aragtirmada ise
sperm torbasinda ortalama 4.6 milyon spermatozoa bulunan ana arilar ikinci ¢iftlesme
ucusuna ¢ikarken, 5.9 milyon spermatozoa bulunan ana arilar ikinci kez

ciftlesmemislerdir (Koeniger, 1986). Woyke (1962)’ye gore bir kez ¢iftlesen ana arilarin
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sperm torbasinda 5.057 milyon, 2 kez g¢iftlesenlerde 5.979 milyon, 3 kez ciftlesenlerde
ise 6.975 milyon sperm bulunmaktadir.

Ciftlesme ucusundan donen bir ana arinin dol yollarinda ortalama 87 milyon
sperm bulunmakta, ancak sperm torbasina sadece 5.5-5.7 milyon sperm go¢
edebilmektedir. Dogal ciftlesme sirasinda ana armnin ¢iftlesmeden sonra yumurta
kanallarina bosaltilan semenin ¢ok az bir kismi sperm torbasina go¢ ederken geriye
kalan bliyiik kism1 10-20 saat igerisinde disar1 atilmaktadir. Ciftlesmeden 10 saat sonra
ise sperm torbasina sperm gd¢ii olduk¢a yavaslamaktadir. ikinci ¢iftlesme ugusundan
donen ana arilarin iireme kanallarindaki semen miktart, ilk ¢iftlesme ugusunda aldiklari
semen miktariyla aynidir (Woyke 1962).

Ciftlesme Oncesi donemde ana arinin hemolenfinde bulunan serbest amino asit
seviyesi ¢iftlesme ile birlikte artmaya baslamaktadir. Yumurtlamaya baslama ile birlikte
yiikksek bir seviyeye ulasan serbest amino asit seviyesi tim aktif yumurtlama donemi
boyunca sabit kalmaktadir. Ciftlesmemis ve yumurtlayan ana arilarda amino asit
seviyesi bakimindan gozlenen bu degisimin, ana armin mandibula bezleri tarafindan
salgilanan feromonlarin iiretiminde de olduk¢a benzer seyrettigi ifade edilmektedir
(Hrassnigg et al. 2003).

Hermann (1969) ¢iftlesmemis ana arilarda nerosekretori hiicrelerinden ve
Corpora allata’dan salgilanan juvenil hormonun ¢iftlesme uguslarinin gerceklesmesini
etkiledigini ortaya koymustur (Koeniger 1986).

Vitellojen yumurta hiicresi gelisiminde aktif olarak kullanilan bir proteindir.
Boceklerde yumurta sarisi proteini vitellinin onciisii olan vitellojenin temel islevi oosit
gelisiminde embriyo i¢in enerji kaynagi olmasidir (Guidugli et al. 2005). Vitellojenin
esas olarak yag doku tarafindan sentezlenip hemolenfe salinmaktadir. Yag doku
hiicrelerine gére daha diisik oranlarda olmak iizere yumurtaliklarda da
sentezlenebilmektedir (Lensky ve Skolnik, 1980). Ana arilarda ilk olarak pupa
asamasinda hemolenfte ecdysteroid seviyesinin azalmasi ve juvenil hormon seviyesinin
artmasiyla birlikte yag doku hiicreleri tarafindan vitellojen sentezi icin mRNA
transkribe edilmeye baslamaktadir. Cikistan sonraki ilk 1 haftalik donemde vitellojen
sentezi artmaya devam etmekte ve yiiksek bir platoya ulagsmaktadir. Tiim ergin yasam
ve yumurtlama faaliyeti siiresince vitellojen yiiksek seviyede olmaktadir (Miranda ve

ark., 2003).
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Ana arinin beyninden salgilanan dopamin ve metabolitleri miktarinin ¢iftlesme
Oncesi ve sonrasi degisiminin arastirildigt bir calismada; ¢iftlesmis ana arilarin 12
giinliik yasta iken dopamin ve metobolitlerinin miktari, ¢iftlesmemis ana arilarin 6 ve 12
giinliik yastaki dopamin ve metabolitlerinin miktarindan daha diisiik oldugu
saptanmigstir. Ana arisiz kalmig is¢i arilarin dopamin diyeti ile beslenmesi vitellogenin
sentezi ve yumurtalik gelisimini engellemektedir. Beyinde yiiksek seviyedeki dopamin
salgis1 ve sentezinin previtellojenik donemde yumurtalik folikiillerinin gelisimi ve yag
dokuda vitellojen sentezi iizerine dogrudan etkisi olabilecegi bildirilmistir (Harano ve
ark., 2005). Is¢i arlar iizerinde yapilan bir caliymada ise diisiik juvenil hormon
(pyriproxyfen) seviyesinin vitellojen sentezine izin verdigi, yiiksek seviyelerinin ise
vitellojen sentezini engelledigi ortaya konmustur (Pinto ve ark., 2000).

Yumurtlama faaliyetinde proktolin yumurta kanallarinin kasilmalarina neden
olarak yumurtlama aktivitesi lizerine onemli etkide bulunmaktadir. Ayrica vitellojen
sentezini de artiran proktolinin, yumurta gelisimi iizerinde de dogrudan etkisi

bulunmaktadir (Holman ve Cook 1985; Miranda ve ark., 2003).

1.7. Sperma ve Baz1 Spermatolojik Ozellikler

Erkek arilar hacim olarak orta biiylikliiktedir. Yagsam siiresi baharda 21-32 giin,
yaz mevsiminde 90 giindiir. Temel gorevi anaart ile ¢iftlegsmektir. Erkek arilarin iireme
organlar bir ¢ift testis, vasa deferens, seminal vezikiil, bir ¢ift iri miikdz salg1 bezi,
ejakiilasyon kanali ve penis veya endophallusdan olusur. Spermatozoa iiretimi heniiz
pupa donemindeyken testislerde baslar. Geng erkek arilarin abdomenleri iridir ve
spermatozoa testisten heniiz ayrilmadig: i¢in ejakiilasyon yetenekleri yoktur. Ergin hale
geldikten birkag gilin sonra spermatozoa testislerden sperma kesesine iner ve burada
depo edilirler (Akyol ve ark., 1995; Collins, 2000; Verma, 1974).

Ciftlesme sirasinda sperma ejakiilasyon kanalindan c¢iftlesme organi olan
endophallus’a geger. Endophallus’un ereksiyonu (Sekil 1.4) ve mukus bezlerinden
salgilanan mukusun basinciyla sperma anaarinin iireme organina birakilir. Ciftlesme
sirasinda erkek arilar Endophallus’un bir kismini anaarinin abdomeninde birakirlar ve
anaari ile giftlesen erkek arilar ciftlestikten hemen sonra oSliirler (Akyol ve ark., 1995;
Verma 1974).
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Sekil 1.3 Erkek Ar1 Ureme Organlar1  Sekil 1.4 Erkek Arida Penisin Yapisi
(Akyol E, Sahinler NK 1995) (Akyol E, Sahinler NK 1995)

Genel olarak erkek aridan sperma almak kolaydir. Ancak erkek ari cinsel
olgunluga ulagmis olmali ve sperma kesesinde yeterince sperma bulunmalidir. Olgun
sperma sari-kKrem renklidir ve 12 giinliikten daha yaslh erkeklerde bulunur. Sperma alma
yontemleri olarak el ile masaj, elektriksel uyarim, kloroform ya da eter verilmesi
metodlarindan birisi kullanilir. Spermadan sonra stimiiksii bir madde salgilanir. Bu
madde dogal ciftlesme sirasinda anaarinin délyolunu tikama islevi gérmektedir. Erkek
artdan sperma almak i¢in en uygun zaman hava sartlar1 eger miisaitse G6gleden
sonralaridir. Ciinkii bu saatler erkek armin en aktif oldugu zamandir. Bir erkek aridaki
sperma miktar1 ortalama 1.7 mm? olup, 1.5-1.75 mm? arasinda degismektedir (Cobey,
2003; Collins, 2000; Genger, 1998; Schley, 1982).

Spermatozoa yogunlugu ise ortalama 7.5 x 10° spermatozoon/ml olup diger
hayvanlardan daha yiiksektir. Erkek arilarin biiyiikliigii ile sperma miktar1 arasinda
dogru oranti bulundugundan iri govdeli arilar tercih edilmektedir. Spermanin
saklanmasi {izerine yapilan ilk ¢alismalar, spermatozoonlarin yaklasik 60 dakika sonra
hareketliligini  kaybetmesinden dolayr kesintiye ugramistir. Bu  durumun
spermatozoonlarin oliimiinden degil, yalnizca hareketsiz bir doneme girme- sinden
kaynaklandig1 sonradan anlasilmis ve konuyla ilgili ¢aligmalar devam ettirilerek biiyiik

ilerlemeler saglanmistir (Collins ve ark. 2000; Schley, 1982).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ik olarak 1960 yilinda bal aris1 spermleri oda sicakliginda 68 giin boyunca
depolandiktan sonra ana arilar bu spermlerle suni olarak tohumlanmistir. Tohumlama
sonucunda sonuglarin basarili sayilabilmesi i¢in o donemin sartlarinda ana arilarin %
50’sinin  dollenmis yumurta birakmasi gerektigi bildirilerek yapilan caligmada,
depolanmis spermalar ile dollenen 105 ana aridan 31 tanesinin ancak dollii yumurta
biraktig1 tespit edilmistir (Taber ve Blum, 1960).

Ana arilarin taze toplanmis veya oda sicakliginda kisa siire tutulmus semenle
suni tohumlamasi giiniimiizde miimkiindiir. Balaris1 semeninin oda sicaklifinda (+25
OC) veya bir buzdolab icerisinde (+12 °C) dondurulmadan bir yil bekletilmesi sonucu
spermalarin canlilik limitleri incelenmistir (Collins, 2000). Calismada dondurulmadan
bekletilen spermlerin belli araliklarla 6lii/canli testleri SYBR-14 ve propodium iodide
boya kullanilarak dual fluorescent boyama teknigi ile yapilmistir. Calisma sonucunda
depolanan spermlerin ilk hafta sonraki canlilik kayb1 6nemli bulunmamistir. Calismanin
6 ve 9 haftalarinda canlilik %80°den %58’e diismiis ve 39 haftaya kadar bu seviyede
kalmistir. Ancak oda sicakliginda bekletilen spermlerin 52 haftadaki canlilik oranlarinin
%18’e kadar diistigi belirtilmektedir (Collins, 2000).

Oda kosullarinda kisa siireli bekletilen spermlerin kullanilabilirligini takiben
Kaftanoglu ve Peng 1984 yilinda bal aris1 spermalarinin sivi nitrojende bir y1l veya daha
uzun siire ile depolanabilecegini tespit etmislerdir. Ancak depolanmis spermler ile
dollenen ana arilarin koloninin ana aris1 olmasi i¢in verimli olmadig:1 ve depolama i¢in
daha etkili depolama soliisyonlarin gelistirilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Hindistan cevizi suyu ve farkli doku kiiltiirlerinin kullanilmas: ile oda
sicakliginda bal aris1 semeni depolama ¢aligmasinda Hindistan cevizi suyunun spermler
icin kisa siireli koruyucu bir ortam oldugu bildirilmistir. Calisma ile bal aris1 spermleri
Hindistan cevizi suyunda 120. giine kadar depolanmistir. Ancak ¢alisma sonunda bal
aris1 spermlerinin 80. giine kadar canli kaldiklar1 yalnizca 15 giline kadar depolanan
spermlerin damizlik olarak kullanilabilecegini belirtilmistir (Almedia ve Soares., 2002).
Aragtiricilar ¢calisma sonucunda bu yontemin in vitro olarak bal aris1 spermlerinin kisa

sureli depolanmasinda kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu hipoteze destek olarak
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birgok arastirict oda sicaklifinda bal arist spermlerinin  maksimum 2 hafta
saklanabilecegini bildirmistir (Hopkins ve Herr, 2010; Cobey, 2007).

Ana an yiiksiikten ¢iktiktan sonraki bir haftalik yasa ulastifinda uygun hava
kosullarinda koloniden ayrilarak ¢iftlesme ugusuna ¢ikar. Ciftlesme normal sartlarda ilk
ucusta gerceklesir ve ana ar1 koloniye doner. Ancak ciftlesme tamamlanmadigi takdirde
(yeterli miktarda sperm alinmadigi zaman) ana ar1 1 ile 4 arasinda ciftlesme ugusuna
cikabilir (Roberts, 1944). Ana an ¢iftlesme ugusunda kendisini takip eden 7 ile 44
arasinda erkek ar ile giftlesir ve koloniye doner (Taber, 1954; Moritz ve ark., 1996).
Ana arilarda gerek dogal ciftlesmede ve gerekse suni tohumlamada spermler “main” ve
“lateral” yumurtalik kanali (oviduct) igerisine birakilir ve spermler ¢iftlesmeden sonraki
24-48 saat igerisinde spermateka igerisine taginir (Ruttner ve ark., 1971). Spermlerin
spermatekaya tasinmasi ana arinin abdomen kasilmalari, sperm motilitesi ve
spermatekal sivinin varligr ile miimkiin olmaktadir. Ciftlesme ile erkek arilardan alinan
spermlerin ancak % 3-5 gibi bir kismi sperkateka igerisinde alinarak depo edilir ve geri
kalan kismi ise ana ar1 tarafindan digar1 atilir. Dogal ¢iftlesme veya suni tohumlamadan
4 saat sonra ortalama sperm canlilik oranlar1 lateral yumurtalik kanalinda % 77.3-95,
spermateka igerisinde ise % 95.7-100 arasinda degistigi tespit edilmistir (Genger ve
Kahya, 2011).

Fenotipik isaretleyiciler kullanilarak yapilan genetik ¢alismalar ana arinin
ciftlestigi tiim erkek arilardan almman spermlerin spermateka igesinde rastgele
dagitildigimi  gostermistir (Page ve ark., 1984). Aymi sekilde ana ar1 yumurtalar
dollemek i¢in spermateka icerisindeki spermleri rastgele kullanmakta ve bu ergin hale
gelen is¢i arillarda net olarak goriilmektedir. Her erkek aridan farkli miktarda canli
sperm alinmasina ragmen spermatekadaki spermatozoalar arasinda herhangi bir rekabet
yoktur veya yok denecek kadar azdir(Woyke ve Jasinski, 1978).

Spermlerin dondurulmasi esnasinda bir¢ok faktor etkilidir. Bu faktorlerden
kriyoprotektan toksititesi, sicaklik hassasiyetleri, donma oran1 ve soguk sokun etkileri
ile ilgili yapilan ¢aligma sonucunda en fazla sperma canliliginin (% 93), donma oranini
2 °C/dak. Azalarak ve % 10 DMSO kullanilan grupta oldugu tespit edilmistir. Ayrica
spermalarin +4 °C {izerindeki sicakliklara toleransli oldugu bildirilmistir (Hopkins ve
Herr, 2010).
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Bal aris1 semeni depolama konusunda son zamanlarda yapilmis en kapsamli
caligmalardan biri olan ve 0.25’lik plastik payetler igerisinde dondurulan bal arist
spermleri ile dollenen ana arilarda % 95.6 oraninda is¢i ar1 elde edilmistir (Hopkins ve
ark., 2012).

Erkek arilarda bulunan semen miktar1 erkek arilarin yetistirilme sekline,
miktarina ve koloninin giicline gore degisir. Giiclii kolonilerde iyi besleme ortami
saglanmis erkek arilardaki semen miktar1 da buna bagli olarak artmaktadir. Bu konuda
yapilan bir calisma normal viicut yapili erkek arilar ile kiiciik clisseli erkek arilarda
sperm miktarlar1 belirlenmistir. Calisma sonucunda normal erkek arilarda sperm miktar1
11.9 milyon olarak belirlenmisken, kiiciik ciisseli erkek arilarda bu miktar 7.5 milyon
olarak tespit edilmistir (Schliins ve ark., 2003).

Bal arilarinin model olarak alindigi bir ¢aligmada (Stiirup, 2013) asosyal bal arist
erkeklerindeki sperm kalitesinin belirlenmesi amaciyla, bal aris1 erkekleri tizerinde
strese sebep olan erkek arilarin yasi, ortam sicakligi, cinsel olgunlasma donemindeki
yetersiz beslenme ve bagisiklik sistemi diisiikliigii gibi faktorler incelenmistir. Calisma
sonucunda gruplar bazinda yas ile sperm canliliginin yasl arilarda %50 oranda azaldig:
belirlenmistir. Ayrica ¢alismada bagisiklik sistemi ile ilgili olarak erkek arilarin bir igne
ile ignelenmesinde sonraki 24 saatte sperm canliliginda kontrol grubuna gore onemli
diisiisler gozlendigi bildirilmistir(P=0.0021). Calismada incelenen diger bir konu olan
sicakligin erkek arilar tizerinde 6nemli etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bir giin siiresinde
40 °C’de tutulan tiim erkek arilarin 6ldiigii, 4 saat boyunca 42 °C’de tutulan erkek
arilarin % 72’sinin 6ldiigi bildirilmistir (Stiirup, 2013).

Bu ¢aligmalara benzer olarak Wegener vd., (2014) sperm depolama konusunda
izledikleri farkli bir yontem ile bal arist semenlerini dogrudan kriyoprotektan ile
karistirma, diyaliz tliplerine alma ve diyalizt+santrifiij olmak tizere 3 farkli sekilde
dondurmus ve sonuglarint kontrol grubu ile karsilagtirmislardir. Calisma sonucunda
kontrol, kriyoprotektan ile karistirma, diyaliz tliplerine alma ve diyaliz+santrifiij
gruplarinda is¢i ar1 pupa oranlar ortalamasi sirastyla % 100, % 45.7 (29.2-77,8), % 47.5
(25.6-72.5) ve % 27.0 (0.5-65.3) olarak bulmuslardir. Kriyoprotektan ile dogrudan
karigtirma ve diyaliz tiiplerine alinan gruplarda% 77.8 ve % 72.5’ e varan olanlarda is¢i

ar1 pupasi elde edilmistir.
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Bal arillarinda spermlerin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sonucunda
motilitelerini test etmeye yonelik yiiriitiilen bir ¢alisma ile final konsantrasyonu 1/5
olacak sekilde spermler % 0 kriyoprotektan igermeyen (kontrol), % 6 gliserol, % 6
etilen glikol ve % 6 1,2 Propanediol ile iki asamali sulandirilmistir. Cozdiiriilme sonrasi
motilite ve plazma membran biitlinligiine bakildiginda kullanim 6nciiliigline gore en iyi
sonucu veren kriyoprotektanlar DMSO, Etilen Glikol, Gliserol ve 1,2 Propanediol
olarak belirlenmistir. Eritme sonrasi motilite ve plazma membran biitiinliigi
bakimindan DMSO ile dondurulan sperma, kontrol, gliserol, etilen glikol, 1,2
propanediol gruplariyla karsilastirildiginda en iyi sonucu vermistir (Algay ve ark.,
2015).

Dadkhah ve ark., (2016) yaptiklar1 ¢alismada; bal aris1 sperm kalitesini farkli
semen genigleticiler ve modifiye bir kriyoprezervasyon protokolii kullanarak
gelistirilmesi  amacglamiglardir.  Arastiricilar  ¢aligmlarinda {i¢  farkli  genisletici
kullanmiglardir. Bunlar: (1) yumurta sarist (YS); (2) % 0.5 soya lesitini (SLO0.5); ve (3)
% 2 soya lesitini (SL2). Semenler toplandiktan sonra deneysel uzaticilar ile
seyreltilmiglerdir. Seyreltilen semenlerin payetlere yiiklenmesi, sivi azot ile
dondurulmasini takiben motilite ve canlilik verileri, SAS yaziliminin GENMOD ve
GLM prosediirii kullanilarak analiz edilmis. Bu c¢alismanin sonuglarina gore, Soya
lesitini (SL) tabanli genisleticiler ile karsilastirildiginda yumurta sarisi (YS) bazh
genisleticilerin, donma sonrasi ¢ézme isleminden sonra bal aris1 semen hareketliligini
ve canliligini daha iyi koruyabilecegi sonucuna ulagmislardir.

Sayfutdinova, (2018) Rusya’da yaptig1 bir ¢calismada Merkezi Rusya Arilarinin
Gen Havuzundaki Erkek Ar1 Spermini dondurmus ve bu spermler ile ana arilar
dolleyerek uygun sperm dondurma ve spermlerin dolleme etkilerini belirlemistir.
Aragstirict bu calismasinda test edilmis Kakpakov medyumu igerisine kriyoprotektan
ekleyerek dondurma ve uzun siireli saklama teknigini uygulamistir. Calisma sonucunda
spermi saklama ve kralicelerin yapay tohumlama i¢in en uygun hacimlerini
belirlemistir. Deneme sonunda arastirict sivi nitrojende uzun siireli (30 aydan daha
fazla) saklamada spermlerin canlilik oranit %90, dollenme oranini %60 olarak tespit
etmistir.

Basta Kafkas bal aris1 irki olmak iizere iilkemizin cesitli bolgelerine adapte

olmus ekotiplerin (Mugla, Yigilca, Gok¢eada vb.) bolgesel gen kaynaklari olarak
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korunmas1 ve gelecek nesillere taginmasi iilkemiz i¢in 6nem arz etmektedir. Bu sebeple
tilkemizde bal aris1 spermasinin depolanmasi g¢alismalart bilimsel agidan biiyiikk bir
eksiklik olarak goriilmektedir.

Bu calismanin amaci bal aris1 spermalarinin dondurulmasi igin ideal bir
koruyucu ¢ozeltinin belirlenmesidir. Bu amagla giiniimiizde referans olarak kabul edilen
kiev soliisyonu kontrol grubu kabul edilerek dort farkli soliisyonun ar1 spermalarinin

depolama, depolama sonras1 motilite ve canliliga etkileri test edilmeye ¢aligilmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma geregleri olan bal aris1 kolonileri ve diger semen dondurma alet ve
ekipmanlar1 (kademeli dondurma cihazi, suni tohumlama aleti, azot tanklar1, mikroskop
vb.) ile sarf malzemeler Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fak. Zootekni B&liimii

Aricilik ve Suni Tohumlama Laboratuari’ndan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Erkek Arilar

Calismada kullanilan erkek arilarin iiretimi i¢in ilkbaharda kolonilerin gelismeye
baslamasi ile kolonilere bos ¢erceveler verilmis ve erkek ar1 petekleri elde edilmistir.
Koloniler erkek arilar cinsel olgunluga gelinceye kadar her giin surup ile
beslenmistir(Harbo, 1986). Erkek arilardan cinsel olgunluga erisen ve ugusa gegenleri
toplamak tiizere kolonilerin Oniine 1zgara konulmus ve koloniye geri donenleri
toplanmistir (Sekil 3.1 ve 3.2). Toplanan erkek arilar bekletilmeden laboratuvara
getirilerek Schley suni tohumlama seti yardimiyla mikroskop altinda semen toplama
islemi gerceklestirilmistir(Sekil 3.3). Toplanan semenler steril plastik eppendorf tiipler

igerisine alinmistir.

Sekil 3.1. Caligsma igin erkek arilarin koloni 6niinden toplanmasi
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Sekil 3.2. Erkek ar1 toplama ve ugurma kafesleri

Sekil 3.4. Toplanan semenin dondurma islemi i¢in hazirlanmasi

21



3.2.2. Koruyucu Cozelti Karisim

Calisma icin kullanilan olan koruyucu soliisyonlar ve igerikleri Cizelge 3.1.°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Koruyucu ¢ozeltiler ve igerikleri

Adi Icerigi 9/100 mL Su
Na citrate 2430 ¢
NaHCO; 0.210 g
Kiev soliisyonu KCL 0.040 g
(Kontrol) Sulfanilamide 0.030 g
Glucose 0.300 g
Na citrate 2430 g
NaHCO3 0.210 ¢
KCL 0.060 ¢
Soliisyon 1 Gentamisin 0.030 g
(Taylor, 2009) Lysine 0.010 g
Arginin 0.010 g
Glucose 0.300 g
Na citrate 2430 g
NaHCO; 0.210 g
Soliisyon 2 KCL 0.040 ¢
(Taylor, 2009) Streptomisin 0.030 g
Katalaz 200 puL
TES buffer 0.68775¢
Tris base 30 mM 0.3634 g
EDTA 0.01 mM 0.00037 g
Sodium phosphate dibasic 0.014196 ¢
Sodium citrate 0.02941 ¢
Streptomycin 0.011g¢
Sucrose 0.017115¢
Soliisyon 3 Trehalose 0.01891 g
(Hopkins, 2012) Glucose 0.0535 g
Arginine 0.0099 g
Glycine 0.00075 g
Proline 0.04950 g
KCI 0.6113 g
NaCl 0.04850 g
NaHCO; 0.04200 g
Na-citrate 243¢g
Soliisyon 4 I;ZéITCO3 83& g
(Wegener, 2014) Trehalose 1.15¢g
HEPES 0.48 g
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3.2.3. Spermlerin Dondurma Islemi

Semenlerin dondurulmasi icin kullanilan karisimlar Cizelge 3.1°de verildigi
sekilde hazirlandiktan sonra her grup semen 2 ml’lik eppendorf tiipler igerisinde Cizelge
3.2’de verilen oranlarda Dimetil siilfoksit ile karistirilarak 0.25°lik plastik payetler
icerisine ¢ekilmis ve dondurma islemi yapilmistir(Sekil 3.4). Dondurma islemi igin
steril bir eppendorf tiip igerisinde tiim ¢ozeltilerle karisim yapildiktan sonra payetlere
cekilme islemine baslanmistir. Daha sonra payet alinarak herhangi bir siringa ucuna
takilmis ve sirasiyla; ilk 6nce 5 mikrolitre kiev ¢ozeltisi ¢ekilmis, 4 mm bosluk
birakilarak eppendorf igindeki tiim ¢ozeltilerle karistirilmig olan semenden 10 mikrolitre
¢ekilmis, semenden sonra 4 mm bosluk birakilarak tekrar 5 mikrolitre kiev ¢ozeltisi
cekilmis ve siringanin ucundan c¢ikarillarak her iki tarafi sicak baski ile
kapatilmistir(Sekil 3.5). Kapatma islemini takiben payetler 2 saat +5 °C buzdolabinda
bekletilmistir.

Sekil 3.5. Payetlere doldurulmus ve dondurulmaya hazir semen 6rnekleri.

Inkiibasyon siiresi olan iki saatin sonunda payetler alinarak kademeli dondurma
cihazina yerlestirilmis ve sicaklik dakikada 2 °C diisecek sekilde -40 °C’ye kadar
diisiiriilmiistiir. Sicaklik -40 °C’ye diisiince 5 dakika bekletilmis ve seri bir sekilde
kademeli dondurma cihazindan alinarak azot tankina yerlestirilmistir(Sekil 3.6).
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Spermlerin dondurulma islemi bu sekilde tamamlandiktan sonra ana arilara suni olarak
aktarilincaya kadar azot tankinda bekletilmistir. Payetler azot tankindan ¢ikarilarak 35
OC sicakliktaki su igerisinde 20 saniye kadar bekletilmistir. Bekleme siirecinde payetler
stirekli sallanmis ve 20 saniyelik siirenin sonunda payetlerin semen bulunan kisminin iki
ucu steril bir makas ile kesilerek suni tohumlama siringasina takilmis ve semen kalite

testleri yapilmistir.

Sekil 3.6. Spermlerin dondurma cihazinda dondurmas: islemi

Cizelge 3.2. Semen- koruyucu ¢dzelti karisim oranlar

Karigimlar Semen Koruyucu ¢ozelti DMSO Toplam
Miktar (ul) 6 3 1 10
% 60 30 10 100

3.2.4. Semende Olciilen Kalite Parametreleri
3.2.4.1. Motilite Belirleme
Calisma kapsaminda erkek arilardan taze olarak toplanan spermler, mikroskop

altinda incelenerek motilitesine bakilmis ve degerlendirme O ile 5 arasinda puanlanarak

yapilmigtir. Calisma icin taze toplanmis spermalarin hareketliligi incelerek gozlenen
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motilite 5 olarak kabul edilmis ve buna gore uygulama gruplarmin semen motilitesi

gorsel olarak skorlanmistir. Buna gore ;

0- Hareketsiz

1- Cok Zayif
2- Zayif
3- Orta

4- Tlyi Hareketli
5- Cok iyi hareketli

seklinde skorlama yapilmistir.

3.2.4.2. Olii/Canli Sperm Sayisi

Semen orneklerinin mikroskop altinda motilitesi belirlendikten sonra spermlerin
olii ve canlilik testleri yapilmistir. Canlilik testleri, SYBR-14 ve propidium iodide (PI)
ilavesi yapildiktan sonra 6rneklerin olii/canli oranlari fleurosan bir mikroskop altinda
belirlenmistir. Orneklerin hazirlanmas1 esnasinda 1 pL semen alinarak iizerine 200 pL
dondurma soliisyonu, 1 pL of SYBR-14 soliisyonu, 1 pL Pl eklenmis ve 30 °C karanlik
bir odada 10 dakika inkiibasyon icin bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra, 5 pL
ornek bir lam iizerine alinarak invert mikroskop (Nikon ECLIPSE TE300, Japonya)
altinda incelenmistir (Hopkins ve ark., 2012). Her grup i¢in 3 farkli 6rnek alinarak lamel
tizerine alinmis ve lamel tizerinde 5 farkli yerden goriintii resmi g¢ekilerek Imagel

programi ile 6lii ve canli sperm sayilari belirlenmistir (Rasband, 2016).
3.2.4.3. Verilerin Degerlendirilmesi
Calisma tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus (Bek ve Efe, 1988),

sonuglar1 SPSS (SPSS, 2019.) paket programinda yapilarak, grup ortalamalar

arasindaki farklilik Duncan ¢oklu kargilagtirma testi ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Motilite Belirleme

Giliniimiizde gerek omurgali ve gerekrse omurgasizlarin —spermlerinin
dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sonrasinda dondurma islemi spermlerin hareketliligine,
DNA’sina ve sperm canliligina ve motilitesine zarar vermektedir (Taylor ve ark., 2009;
Soylu ve ark., 2007; Paasch ve ark., 2004). Giiniimiizde bal aris1 spermlerinin sivi azotta
muhafaza edilmesi i¢in ¢esitli ¢aligmalar yapilmis ve spermlerin dondurulmasinda
cesitli sulandiricilar ve yontemler gelistirilmistir (Giil ve ark., 2017) .

Bu c¢aligmada da bal aris1 spermlerinin dondurulmasinda kullanilan bazi
sulandiricilarin bal aris1 spermlerinin motilitesi ve canliliklarina etkilerini belirlemek
amaciyla 5 farkli soliisyonun dondurma sonrasi etkileri incelenmistir. Bal arisi
erkeklerinden toplanan semenin dondurma ve ¢ozdiirme islemlerinin ardindan Kalite
parametreleri incelenmistir. Bunun i¢in dondurulan her payetten 3’er mikrolitre semen
aliarak sekil 4.1°de goriildiigii sekli ile bir ¢ukur lam iizerine konulmus ve mikroskop
altinda motiliteleri belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Semen Orneklerinin lam iizerine alinmasi

Semen Orneklerinin kalite parametrelerinin incelenmesi sonucunda motilite

degerleri ¢izelge 4.1.°de verilmistir. Cizelge incelendiginde en fazla motilitenin
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4.60+0.49 ile 3 numarali soliisyonda oldugu goriilmektedir. Bu soliisyonu 4.47+0.62 ile
4 numarali soliisyon takip etmektedir. Bu soliisyonlari soliisyon 2, soliisyon 1 ve kontrol
grubu soliisyonlar sirastyla 3.87+0.50, 3.73+0.57 ve 2.67+£0.60 ortalama degerleri ile
takip etmektedir. Coézme islemini takiben yapilan motilite testlerinde uygulama

gruplarinin tamami kontrol grubuna oranla yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.1. Semen dondurma soliisyonlar1

Koruyucu ¢ozeltiler Motilite

Soliisyon 1 3.73+0.57 b
Soliisyon 2 3.87+0.50 b
Soliisyon 3 4.60+0.49 a
Soliisyon 4 4.47+0.62 a
Kontrol 2.67+0.60 C

Calismada elde edilen motilite degerlerine ait verilerde yapilan istatistiki
analizler (Cizelge 4.2.) sonucunda gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.2. Motilite varyans analiz tablosu

Tip HI

Kareler Kareler
Kaynak Toplami1 sd Ortalamasi F Sig.
Diizeltilmis Model 35.3332 4 8.833 26.500 .000
Sabit 1121.333 1 1121.333 3364.000 .000
Grup 35.333 4 8.833 26.500 .000
Hata 23.333 70 333
Toplam 1180.000 75
Diizeltilmis Toplam 58.667 74

a. R Kare = .602 (Diizeltilmis R kare = .580)

Calismamizda soliisyon-3 ve soliisyon-4 gruplarinda elde ettigimiz motilite
degeri Giil ve ark., (2017)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarinda kullandiklar1 semenin
motilitesi ile benzer bulunmustur. Diger 3 grup olan soliisyon-1, soliisyon-2 ve kontrol
grubu motilite degerleri ise arastiricilarin kullandiklar1 semen motilitesinden diisiik

bulunmustur.
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Alcay ve ark., (2014) yaptiklar1 ¢alismada kontrol, gliserol, etilen glikol, 1,2
propandiol ve DMSO grubunda dengelenmis semen motilitesini sirasiyla. 2.2, 3.0, 3.7,
3.4 ve 3.8 olarak bulmuslardir. Arastiricilarin elde ettikleri motilite degerleri bu
calismadaki kontrol, soliisyon 1 ve soliisyon 2 gruplarinda tespit edilen degerlere

benzer, soliisyon 3 ve soliisyon 4 gruplarindan ise diisiik bulunmustur.

Sekil 4.3. Soliisyon 2 grubuna ait spermlerin dairesel motilite testleri
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Sekil 4.4. Soliisyon 3 grubuna ait spermlerin dairesel motilite gérintiisii

Sekil 4.5. Soliisyon 4 grubuna ait spermlerin dairesel motilite goriintiisti
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Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait spermlerin motilite gortintiisii

4.2. Olii/Canh Sperm Sayisi

Bal aris1 spermlerini s1vi azotta dondurarak depolama basarisi iizerine kullanilan
sollisyon, metot, donma ve ¢ozdiirme hizi, kullanilan koruyucular son derecede etkilidir.
Dolayist ile dogru metod ile birlikte diger faktdrlerinde dogru segilmesi dondurma
basarisini artirmaktadir (Giil ve ark., 2017). Bal arilarinda sperm depolama calismalari
oldukca zor bir islem gerektirdiginden Diinya’da ¢ok fazla ¢alisma yapilmayan bakir bir
alan olarak kalmistir. Ancak, son yillarda teknolojinin gelismesi ile birlikte bal
arillarinda da semen depolama calismalarinda yiikselen bir ivme goriilmiistiir. Her ne
kadar fizyolojik ve anatomik yapilari farklilik gosterse de bal arisinin semen depolama
calismalarinda diger memeli hayvanlarin semen depolama calismalarinda kullanilan
yontemlerden faydalanilmistir. Diger alanlarda da oldugu gibi semen dondurma ve
¢ozdiirme islemi sonunda motilitenin veya % canlili§in 1yi olmasi basarili bir dondurma
isleminin oldugu anlamini tasimaz. Ozellikle bal arilarinda motilite ile canliligin ¢ok iyi
olmasi1 ve bununla birlikte DNA hasarinin da olmamasi gerekmektedir. Bilindigi iizere
diger ciftlik hayvanlarinda milyonlarca sperm tek bir yumurtayr dollemek i¢in bir
performans gosterir. Ancak bu durum bal arilarinda farklidir. Ana ar1 abdomeninde
sperm kesesinde biriktirmis oldugu spermlerden her yumurta i¢in sadece 10-20 tane

kullanir. Dolayist ile bal arisinda sperm dondurma isleminin kusursuz ve biiyiik bir
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basari ile yapilmasi gerekmektedir. Diger ¢iftlik hayvanlarinda dondurma basaris1 ¢ok
diisiik olsa bile yumurtayr dolleme sanst c¢ok yiiksektir. Bu c¢alismada da diger
caligmalardaki bazi veriler 1s1¢inda yapilan dondurma islemi sonucunda spermlerin
Olii/Canlilik oranlar1 belirlenmis ve Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelge incelendiginde
en fazla % canlilik oraninin Solusyon 4 grubunda % 59.80 oraninda oldugu
goriilmiistiir. Soliisyon 4 grubunu % 58.15 ile soliisyon 3 grubu, % 38.13 ile soliisyon 2,
% 34.05 ile soliisyon 1 ve % 25.70 ile kontrol grubu takip etmektedir. Calismada tim
deneme gruplarinin ortalamasi ise % 43.17 olarak belirlenmistir. Cozme islemini
takiben yapilan 6lii/canli spermatozoa testlerinde canli spermatozoa sayisi bakimindan

uygulama gruplarinin tamami kontrol grubuna oranla yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.3. Canl1 / Olii sperm sayilari

Gruplar Canli sperm sayist  Olii sperm sayis1  Canli Sperm Orani %
Soliisyon 1 (Taylor, 2009) 57.13+0.64 bc  110.66+0.99 b 34.05
Soliisyon 2 (Taylor, 2009) 61.87+0.98 b  100.40+0.64 c 38.13
Soliisyon 3 (Hopkins, 2012) 116.33+1.06 a  83.73+£1.20d 58.15
Soliisyon 4 (Wegener, 2014) 106.13+0.42 a 71.33+1.17 e 59.80
Kontrol (Kiev soliisyonu) 47.20+£1.05¢ 136.20+1.05a 25.70
Ortalama + S.Hata 77.03+0.83 100.47+1.01 43.17

Calismada elde edilen 6lii/canli sperm oranlarina ait verilerde yapilan istatistiki
analizler sonucunda gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu belirlenmistir(P<0.05).
Bal arilarinda semen depolamada giinlimiizde genel olarak kriyoprotektif ajan olarak
dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilmaktadir. Ancak DMSO’nun spermatozoanin genetik
materyalinde hasara neden oldugu diisiiniilmektedir (Wegener, 2012). Biitiin bu
faktorlere ragmen DMSO, dondurma- ¢oziilme sonrasi sperm canlilik oraninin ytiksek
olmasii saglamaktadir. Yani bu giine kadar sperm dondurmada en fazla kullanilan ve
en iyi sonucu veren kriyoprotektif ajan DMSO olmustur(Collison, 2012; Algay, ve ark.,
2014; Giil ve ark., 2107). Bu galismada tiim gruplarda kriyoprotektif ajan olarak DMSO
kullanildigindan tiim gruplar iizerindeki etkisi esittir. Dolayisi ile ¢aligmada kullanilan

soliisyonlar sperm canlilig ve motilitesi iizerinde degisik etkiler gdstermistir. Ozellikle

31



soliisyon 3 ve sollisyon 4 giiniimiizde kullanilan en etkili soliisyonlar olduklarindan bu

calismada da en yiiksek motilite ve canlilik sonuglarini vermistir.

Cizelge 4.4. Canl1 sperm orani varyans tablosu (%)

Tip 11l Kareler Kareler

Kaynak Bagimli Degisken sd F Onemlilik
Toplami Ortalamasi
% Canlilik 14117,699 4 3529,425 264,828 ,000
Grup Canl1 sperm sayis1 58573,733 4 14643,433 73,066 ,000
Olii sperm sayisi 37645,067 4 9411,267 73,007 ,000
% Canlilik 932,907 70 13,327
Hata Canl1 sperm sayisi 14028,933 70 200,413
Oli sperm sayist 9023,600 70 128,909
% Canlilik 152889,386 75
Toplam Canli sperm sayisi 525788,000 75
Olii sperm sayisi 803685,000 75
o Canlilik 15050,606 74
Diizeltilmis
Canlilik ham 72602,667 74
Toplam i
Olii ham 46668,667 74

a. R Kare = ,938 (Diizeltilmis R Kare = ,934)
b. R Kare = ,807 (Diizeltilmis R Kare=,796)
¢. R Kare = ,807 (Diizeltimis R Kare = ,796)

Dadkhah ve ark.(2016) yaptiklar1 ¢calismada yumurta sarist (YS) , soya lesitini
%0.5 (SL0.5) ve soya lesitini %2 (SL2) gruplarinda canli spermatozoa yiizdesini
strastyla; yumurta sarist i¢in % 69.75 £% 2.32 , SL0.5 i¢in % 38.5 = 2.32 ve SL2 i¢in
ise % 45 £ 2.32 olarak belirlemislerdir. Arastiricilarin elde ettikleri canli spermatozoa
degerleri calismamizda soliisyon 1 ve soliisyon 2 gruplarinda elde edilen canlilik
degerlerine benzer, soliisyon 3 ve soliisyon 4 gruplarinda elde edilen canlilik
degerlerinden ise yiiksek bulunmustur.

Benzer sekilde Stucky ve ark.( 2008)’nin yaptiklari ¢alismada DMSO, DMSO
ile yavas dondurma, gliserolle hizli dondurma ve gliserolle yavas dondurma
uygulamalarinda canli spermatozoa ylizdesini incelemislerdir. Arastiricilar bu gruplara
ait canli spermatozoa oranini sirasiyla %93.8, % 78.84, % 38.9 ve % 26 olarak
bulmuslardir. Arastirmacilarin elde ettikleri spermatozoa degerleri soliisyon 1 ve
sollisyon 2 gruplarindan elde edilen canlilik degerlerine benzer, soliisyon 3 ve soliisyon

4 grubundaki degerlerden ise yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.8. Soliisyon 2 grubuna ait spermlerin mikroskop altindaki canlilik goriintiisii
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Sekil 4.9. Soliisyon 3 grubuna ait spermlerin mikroskop altindaki canlilik goriintiisii

Sekil 4.10. Soliisyon 4 grubuna ait spermlerin mikroskop altindaki canlilik goriintiisii
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Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait spermlerin mikroskop altindaki canlilik goriintiisii
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada, soliisyonlara ilaveten neredeyse tiim sperm dondurma
protokollerinde kullanilan DMSO kriyoprotektif ajan yerine alternatif ajanlarin da
arastirilmasi onem arz etmektedir. Cilinkii bilindigi iizere DMSO dondurma esnasinda
iki yonlii etki gostermektedir. Hiicre ici sivi ile yer degistirmesi ile gosterdigi olumlu
fayda yaninda hiicrelere olan toksik etki ile de olumsuz etkileri mevcuttur (Hopkins ve
ark., 2012; Wegener, 2014; Giil ve ark., 2017). Calismada, DMSO ilave edilmis 5 farkli
sulandirici uygulamasi kullanilan bu ¢aligma sonucunda elde edilen veriler 1s181nda yeni
caligmalarin yapilmasi ve etkili soliisyonlar {izerinde ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi

ortaya ¢ikmaistir.

1. Semen dondurma sonucunda yapilan spermatolojik muayeneleri takiben, fertilite
caligmalarinin da yapilmasi,

2. Sulandirict soliisyonlart ve kriyoprotektif ajanlarmm kullanildigir ¢aligmalarda
ozellikle spermatozoanin morfolojik muayenesi ve DNA hasar analizlerinin
yapilmasi,

3. Spermatozoon membran parametreleri ilizerindeki bulgularin gelistirilmesiyle
dondurma islemlerindeki ‘deneme yontemleri’ni, biyomiihendislik boyutuna
tasinmast  ve  spermatozoon  biyodinamigine  aciklik  kazandirmasi
beklenmektedir. Bu sayede; gelecekteki ar1 spermasi dondurma islemlerinde
onemli basarilarin saglanacagi ve bu durumun direkt olarak sun’i tohumlama
uygulamalarina yansiyacag agiktir.

4. Yeni kriyoprotektan soliisyon c¢aligmalari, sperm depolama ydntemlerinin
gelistirilmesi, caligma sonuglari ile elde edilen motilite skor orani yiiksek
spermlerin ana arilarin tohumlanmasinda kullanilmasi ve boylece yiiksek oranda
isci ar1 elde edilmesi metodunun ticari aricilikta kullanilmasina imkan
saglayacaktir.

5. Yeni kriyoprotektan soliisyonlarinin gelistirilmesi, yerli ar1 ekotiplerinin
korunmasi ¢aligmalari i¢in 6nem arz etmektedir.

6. Bu alanda akademik personelin yetismesi ve yeni c¢aligmalarin yapilmasi

gereklidir.
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