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OZET

BAL ARISI BESININE SHILAJIT ILAVESININ SPERMA DONDURULMASI
UZERINE ETKILERI
Arda Onur OZKOK
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Doélerme ve Suni Tohumlama (Veteriner) Ana Bilim Dali
Doktora, Haziran/2021
Danisman: Dog. Dr. Murat SELCUK

Bu doktora tez projesinin amaci shijajitin bal aris1 besinine ilavesinin bal
arilarinda sperma dondurulmasi {izerine etkilerini arastirmaktir. Doktora tez
caligmasinda toplam 25 adet kralige arisi bulunmayan erkek ari iiretim kolonisi
kullanilmistir. Calismada 5 tekrarli 5 grup, toplamda 25 koloni bulunmaktadir.
Calisma gruplari; SH-0 (0 mg), SH-1 (5 mg), SH-2 (10 mg), SH-3 (15 mg) ve SH-4
(20 mg) dozlarda olarak toplam 5 farkli doz shilajit giin asir1 olarak ar1 besinine
katilmistir. Besinine shilajit katilmis olan bal arilarindan sperma toplanmistir. Her bir
gruptan ayr1 ayri olarak toplanan sperma numuneleri ayni giin i¢inde Kiev soliisyonu
ile sulandirilip, her bir grup icin ayr1 olarak 0,25 ml’lik payetler icerisine aktarilmistir.
Sperma numuneleri daha sonra 2 saat siire ile 4°C’ de bulunan buzdolab1 i¢inde
ekilibrasyon islemine tabi tutulmustur. Sperma numuneleri uzun siireli saklanmak
lizere sivi azot buharinda dondurulmus ve -196 °C siv1 azot igerisinde saklanmuistir.
Daha sonra sperma numuneleri 37 °C’ de ¢6zdiiriilmiistiir ve her bir grup i¢in
spermatolojik parametreler (motilite, akrozom biitiinliigii, hipoozmotik sisme testi
(HOST), spermatozoa yogunlugu) ve shilajitin antioksidan etkinligini belirlemek i¢in
total oksidan ve total antioksidan yoniinden incelenmistir. Doktora tez g¢alismasi
bulgularina bakildiginda; fakli dozlarda kullanilan shilajitin motilite, HOST, akrozom
biitlinliikk degerleri karsilastirildiginda tiim calisma gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla yiiksek oldugu gozlenmistir. Shilihajitin 6zellikle SH-3 ve SH-4 gruplarinin
motilite, HOST ve akrozom biitiinliik yoniinden oldukga etkili oldugu goriilmektedir.
Sonug olarak, shijajitin bal aris1 besinine ilavesinin, bal aris1 spermasinda ¢6zim

sonrasi spermatolojik parametreleri olumlu yonde etkiledigi sonucuna ulasildi.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, bal aris1, dondurma, shilajit, sperma.



ABSTRACT
EFFECTS OF SHILAJIT ADDITION TO HONEY BEE FOOD ON
SEMEN FREEZING

Arda Onur OZKOK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Reproduction and Artificial Insemination
Phd, 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Murat SELCUK

The aim of this doctoral thesis project is to investigate the effects of adding
shilajit to honey bee food on sperm freezing in honey bees. In the doctoral thesis, a
total of 25 drone breeding colonies without queen bees were used. In the study, there
are 5 groups with 5 repetitions, a total of 25 colonies. Working groups; A total of 5
different doses of shilajit in SH-0 (0 mg), SH-1 (5 mg), SH-2 (10 mg), SH-3 (15 mg)
and SH-4 (20 mg) doses are added to bee food every other day participated. Semen
were collected from honey bees that had shilajit added to their diet. Semen samples
collected separately from each group were diluted with Kiev solution on the same day
and transferred into 0.25 ml straws separately for each group. Semen samples were
then subjected to the equilibration process in a refrigerator at 4°C for 2 hours. Semen
samples were frozen in liquid nitrogen vapor for long-term storage and stored in liquid
nitrogen at -196 °C. Then, semen samples were thawed at 37°C and spermatological
parameters (motility, acrosome integrity, hypoosmotic swelling test (HOST),
spermatozoa concentration) for each group were examined in terms of total oxidant
and total antioxidant to determine the antioxidant activity of shilajit Considering the
findings of the doctoral thesis study; When the motility, HOST, acrosome integrity
values of shilajit used in different doses were compared, it was observed that it was
higher in all study groups compared to the control group. Shilajit seems to be highly
effective in terms of motility, HOST and acrosome integrity, especially of SH-3 and
SH-4 groups. As a result, it was concluded that the addition of shijajit to honeybee
food positively affects post-solution spermatological parameters in honeybee semen.
Keywords: Antioxidant, honey bee, freezing, shilajit, semen
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TABLOLAR DiZiNi

Tablo 10.1. Calisma gruplarinda ¢6ziim sonrasi spermatolojik parametreler



1. GIRIS

Bal arilarinda verim o6zeliklerini artirmak amaciyla suni tohumlamadan
yararlanmak, genetik ilerleme saglamak, i1slah calismalar1 yapmak i¢in uygun
kolonilere sahip olmak gerekir. Kolonilerin akrabalik durumunun artmasi sonucu
yavru Oliimlerine sebep olan gen hatalari olusabilir (Danka, vd., 1986). Kolonilerde
akrabal1 yetistiriciligin Oniine ge¢mek ve ana aridan kaynaklanan hastaliklarin
Onlenebilmesi i¢in uygun 1rk ve istenilen 6zellikteki kolonilerden kan katimi yapmak
gerekir. Dolayisiyla bolgedeki  kolonilerdeki erkek arilarla ciftlesme zorunda
kalinmasi ciddi bir sorundur. Bal arist spermasinin saklanabilmesi bu gibi sorunlarin

¢oziilebilmesi i¢in anahtar konumundadir (Hopkins ve Herr, 2010).

1920°1i yillarda bal arilarinda sperma toplanmasi ve suni tohumla ile ilgili
calismalar yapilmigtir. 1940-1950 yillar1 arasinda bal arilarinda genetik alanda
ilerleme kaydedilmistir. Son yillarda suni tohumlama uygulamalarinda tekrarlanabilen
biiyiik basarilar elde edilmistir (Cobey, 2007). Ulkemizde aricilik diinyadaki
gelismelere paralel olarak hizla ilerlemektedir. Bu alanda yapilan yeni uygulamalar ve
caligmalar iilkemizde de takip edilmektedir. Son yillarda 6zellikle ar1 spermasinin
saklanmas1 ve suni tohumlama alaninda yapilan ¢aligmalar ve sagladigi yararlar biiyiik

ilgi uyandirmaktadir.

Shilajit, uzun yillardan beri tip alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Shilajit
yiiksek antioksidan ve antienflamatuvar ozelliktedir. Shilajit yapisinda bulunan
quinon-semiquinon-hidroquinon kompleks, katalaz, siiperoksid dismutaz, gulutasyon
peroksidaz gibi bilesenler sayesinde spermayr dondurma ¢ézme sirasinda meydana

gelebilecek lipid peroksidasyona kars1 koruyucu 6zelliktedir.

Bu doktora tezinin amaci; bal aris1 besinine farkli dozlarda katilan, antioksidan
ve antienflamatuvar 6zelligi bilinen shilajitin bal aris1 spermasimin uzun siireli

saklanmasina etkilerini belirlemektir.



2. BAL ARISI

2.1. Bal Arnisinin Simiflandirilmasi

Phylum (Sube) : Arthropoda (eklem bacaklilar)

Class (Sinif) > Insecta

Order (Takim) : Hymenoptera (zar kanatlilar)

Suborder (Alt Takim) : Apocrita (karincalar, bal arilari, esekarilar)

Super Family (Ust Aile) : Apoidea (8-10) aile

Family (Aile) : Apidae

Tribe (Boy) : Apini (Uzun dilli olan ve parazit 6zelligi olmayan)
Genus (Cins) . Apis

Species (Ttir) : Mellifera (bal veren) (Vatansever, 2004)

2.2. Bal Arisinin Anatomisi

Bal aris1 genel olarak head (bas), thorax ve abdomen (karin) olmak iizere ii¢
boliimden olusmaktadir (Sekil 2.1). Bas kisminda bir ¢ift anten, i¢ basit g6z ve bir ¢ift
bilesik g6z yer almaktadir. Basit gozler birlikte islev gérmekte olup, ar1 tarafindan
karanlik ve aydinligi saptamada fonksiyon gosterdigi bilinmektedir. Bilesik gozler
cisimlerin rengini algilama, sekil ve formunu belirlemede gérev alir. Bilesik gozlerden
ayri olarak bulunan 3 adet basit g6z ise karanlik ve aydinlig1 ayirt edecek fonksiyona
sahiptir. Ayrica arilarda mouthpart denilen ¢ene, agi1z ve organellerini igeren bir yap1

bulunur (Weiss ve Vergara, 2002).

Bal arilarinda thorax {izerinde bacaklar ve kanatlar bulunmaktadir. Arilarda ii¢
¢ift bacak bulunmakta ve bunlardan arka bacaklarda armin polen toplamasi igin 6zel
bir yap1 bulunmaktadir. Ayrica bacaklarin arinin viicudunu temizlemesinde de gorevi
oldugu bilinmektedir. Thorax tizerinde bir ¢ift, ¢ift katl kanatlar yer almaktadir (Weiss
ve Vergara, 2002).

KAFA : Kanat R
00Eius
Anten \ ﬁ?‘éaga:’ achess @*’é& «-Arka kanat
\ / R&W"de"& 3\6“\
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Sekil 2.1. Bal aris1 anatomisi (Www.hayvansagligi.net/etiket/ari)
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Arilarda oldukga esnek bir yapiya sahip olan abdomen yani karin kismi tek
parcadan olugmaktadir. Bu kisimda, i¢ organlarin énemli bir boliimii ve ireme organi
ile igne bolimi yer almaktadir. Art i8nesi normal sartlarda disaridan
gorinmemektedir. Arilarda parcalayici ayni zamanda yalayici-emici agiz yapisi
bulunmaktadir. Bal arisinda agizdan aniise kadar sindirim kismi bulunur. Yiyecekler
orta bagirsaktan son bagirsaga kadar sindirime ugrarlar ve kana karigir. Sindirim
kisminda bal midesi de denilen bdliim yer almaktadir. Bosaltim sistemi renal tubiiller
benzeri nefrotik bir yap1 gosterir. Bal arilarinda sindirim sonucu olusan artik maddeler
sindirim kanalinin sonunda giiclii bir kese icinde depolanabilir. Bu sekilde kis aylari
gibi disar1 ¢ikmanin zor oldugu zamanlarda artik maddeler uzun siire tutulabilir (Weiss

ve Vergara, 2002).

Arilarda dolasim, acik damar sistemi seklindedir. Cok odacikli yapiya sahiptir.
Karin bolgesinde tubiiler yapida ¢cok odacikli kalbe benzeyen thorax’tan karina dogru
kan1 pompalayan 6zel bir yap1 bulunmaktadir. Thoraxta aortaya benzeyen gii¢lii damar
bulundugu bilinmektedir. Thoraxa dogru gelen kan bu yap1 sayesinde tekrar geriye
dogru yonlenerek tiim organlara ulagmaktadir. Bacaklar, kanatlar, antenler gibi
organlarda hareket esnasinda titrestiginde kanin iletilmesine destek oldugu
bilinmektedir. Arilarin kani renk maddesi bulundurmamaktadir ve kirmizi kan
hiicrelerinden yoksun olup, savunma hiicreleri ve bazi kan hiicrelerini icermektedir.
Arn kani, arttk maddeler, besin ve hormonlar1 tasima kapasitesine sahiptir. Ancak
oksijen ve karbondioksit tasima fonksiyonu bulunmamaktadir (Weiss ve Vergara,
2002).

Arilarda solunum sistemi biitiin i¢ organlara ulasan trakea solunum sistemi
denilen kompleks hava kesesi ag1 ve dallarindan olugsmaktadir. Trakhealar thorax
kismi ve abdomen iizerinde bulunan ve acilip kapanan sekilde olusmus siki kitin
yapilardir. Hava sirkiilasyonunun siirdiiriilebilmesi i¢in abdomen iizerindeki
acikliklarin diizenli bigimde agilip kapanmasi gerekmektedir (Weiss ve Vergara,
2002).

Arilarda sinir sistemi kademeli olarak siralanan bir yap1 gostermektedir. Basta
beyinden baglayarak bir ¢ift sinir demetinden ¢ikarak ve sinir uzantilar1 viicudun tiim

kisimlarina dogru kok benzeri bigimde dagilmaktadir (Weiss ve Vergara, 2002).

Bal arilarinda tireme organlari kralice arida abdomen iginde bir ¢ift ovaryum, bir
cift lateral oviduct, lateral oviductlarin birlesmesiyle meydana gelen genis oviduct,
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spermatheca kanali spermanin depolanmasini saglayan spermatheca ve vagina
seklindedir. Her bir ovaryum lateral oviducta agilmaktadir. Lateral oviduktun
devaminda bulunan medial oviduct boliimiiniin altinda cep benzeri bir olusum
bulunmaktadir. Bursa copulatrix denilen bu boliim dogal ciftlesmede spermanin bir
stire bekletildigi bursal keseye (bursal posh) agilmaktadir. Spermathecanin spermanin
kullanilmak iizere depolandig1 bélme oldugu bilinmektedir. Vaginanin iki tarafindan
da bursal posh (kese) igine giren iki giris deligi bulunmakta olup suni tohumlama
uygulamasi esnasinda yanilgiya sebep olabildigi ifade edilmektedir. Vaginanin iist
tarafindan spermathecaya dogru spermatheca kanali yer almaktadir. Kralice ar1
dollendikten sonra sperma, spermathecada oOmiir boyu depolanabilmektedir
(Mackensen ve Tucker, 1970).

Erkek bal arisinda iireme organlar bir ¢ift testis, bir ¢ift sperma kanali (vas
deferens), bir ¢ift mukus bezi, sperma bosaltim kanali (ductus ejaculatus) endophalus
denilen penisin digar1 ¢ikan kismi seklinde siralanmaktadir. Endophalus kabaca ii¢
bolimden olusmaktadir. Penis ampullasi (bulb of penis) ve penis boynu (cervix of
penis) ile giris boslugundan (vestibulum of penis) olusmaktadir (Woyke, 2008). Vas
deferens sarmal yaparak testis ile seminal vezikiilii birbirine baglamaktadir. Seminal
vesikiil alt kismmda mukus bezi icine acilmaktadir. iki adet mukus bezi alt kisma
dogru birleserek ductus ejaculatus vasitasiyla penise baglanmakta olup, mukus bezi
salgisi cinsel olgunluk siirecine katkida bulundugu ifade edilmektedir (Mackensen ve
Tucker, 1970).

2.3. Koloni Bireyleri

2.3.1. Isci An

Isci arilar, koloninin ¢ekirdegini olusturmakla birlikte kolonideki en kalabalik
gruplardir (Sekil 2.2). isci arilarin kralice arilarda oldugu gibi délllenmis yumurtadan
gelistigi bilinmektedir. 33-36°C’lik sicaklik araligi yumurta gelisimi i¢in 6nem arz
etmektedir. Is¢i arilarin embriyo gelisimi ilk {i¢ giin yumurta, sonraki alt1 giin larva ve
12 giinli pupa olarak gecirdikten sonra gelisim siirecini tamamlayarak erginlige
ulastiklar1 bilinmektedir (Suwannapong, vd., 2012). Yumurtadan larva formuna
gectiginde petek hiicresi icinde ‘C’ harfi seklinde gériiniirler (Sekil 2.3). Isci arilarin
kralige ar1yla farki beslenme seklinden ileri gelmektedir. Isci ar1 larvalar bakici isci
arilar tarafindan belirli oranda ar siitii igeren yutak alt1 bezi (hypofarangeral bez) ve

alt ¢ene bezlerinden (mandibular bez) yavru bakim gidasi denilen besinle ii¢ giin



beslendikten sonra émiirlerinin sonuna kadar polen ve balla beslenirler. Altinci gliniin
sonundan itibaren tiikiiriik bezinden salgilanarak iiretilen ipeksi maddeyle koza orer.
Biitiin bu gelisim evreleri i¢in koloni i¢ 1s1s1 35 °C den asagi olmamasi gerekmektedir.
Aksi durumda gelisme siireci sekteye ugrayacagi veya durabilecegi bilinmektedir

(\Vatansever, 2004).

Sekil 2.2. Is¢i arilar

Sekil 2.3. Is¢i ar1 gelisim asamalari (Suwannapong, vd., 2012)



2.3.2. Erkek An

Erkek bal arilart iri goriintiisiiyle isci arilardan kolayca ayirt edilebilmektedir.
Erkek arilar déllenmemis yumurtadan gelismekte olup, ilk 3 giin yumurta, 6,3 giin
larva, 14,5 giin pupa olacak sekilde 24-25 giinde ergin hale ulagsmaktadirlar. Pupa
halindeki kapali petek gozili bakildiginda disa dogru ¢ikintili ve daha genis goriiniir.
Koloninin durumuna gore degismekle birlikte genel olarak koloni toplaminin 1/10-
2/10’ u kadarin olusturduklar1 bilinmektedir. Erkek ar1 petek hiicrelerinin genigligi.
is¢i ar1 petek gozleri genisligiyle karsilastirildiginda daha biiyiiktiir (\Vatansever,
2004).

Erkek bal arilar1 déllenmemis yumurtadan gelistiklerinden kromozom sayilar
(n) 16 olup diger koloni bireylerinin yarist kadardir (Laidlaw, 1979). Ergin hale gelen
erkek arilar alt1 giinden sonra uygun hava sicakliginda riizgarin fazla olmadigi aksama
dogru zamanlarda ¢iftlesme ugusuna ¢ikarlar. Erkek arilarin ¢iftlesme ugusuna ¢ikmis
kralice arilar1 feromonlar yardimiyla bulduklari bilinmektedir (Vatansever, 2004).
Ortamda besin sikintisinin oldugu veya c¢iftlesme mevsiminin sonladigi siirecte
kolonideki erkek arilar koloniden uzaklastirilirlar. Dollenmis kralige arilar hem isci
hem de erkek ar1 yumurtas: yumurtlayabilirler. Bunun disinda ¢iftlesmemis ya da
basarisiz bir ciftlesme gerceklestirmis olan kralige arilarin yani sira kralige arinin
kolonideki eksikliginin uzun siire giderilemedigi veya feromonlarinin ulagsmadig
kolonilerde bazi is¢i arilar da dolsiiz erkek ar1 yumurtas: yumurtlayabilmektedirler. Bu
sekilde meydana gelen erkek arilarda dolleme yetisine sahip olduklar1 bilinmektedir
(\Vatansever, 2004).

2.3.2.1. Erkek Arinin Cinsel Gelisimi ve Olgunlasmasi

Erkek bal arilari ilkbahar aylarindan sonbahar aylari sonuna kadar kolonide
goriilebilir. Havalarin 1sindig1 bahar aylarinda uygun kosullara bagli olarak sayilar1 da
artmaktadir. Erkek arilarda pupadan ¢iktiktan sonraki sekiz ila on giin boyunca cinsel
olgunluk siireci goriilmekte, bu zaman icerisinde erkek arilarin iireme sistemi
ciftlesmeye yeter sekilde gelisim gostermektedir (Sekil 2.4). Ugma kaslarinin yeterli
diizeye ulagmasi armin endokrin sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Corpora allata
boceklerde larvadan pupa ve ergin hale gecmede etkisi olan juvenile hormonu
salgilayan bezdir. Kademeli olarak artan Juvenile hormon diizeyi seksuel olarak erkek
arinin gelismesine sebep olurken u¢mayi tesvik etmektedir (Giray ve Robinson, 1996;
Tozetto, vd., 1997; Colonello-Frattini ve Hartfelder, 2009).



Sekil 2.4. Erkek ar1 ¢iftlesme organi (Woyke, 2008)

2.3.2.2. Erkek Arida Testis, Testis Bezi ve Eklenti Bezinin Onemi

Erkek arida testiste iretilen sperma, testis vezikiiliiniin (Sperma depolama)
kasilmasiyla sperma kanalina ilermektetir. Ar1 spermasinda seminal stvinin biiyiik bir
kismin1 eklenti bezleri olusturmaktadir (Sekil 2.5). Sperma, sperma kanalindan ¢iktigi
zaman eklenti bezinin salgisiyla karigir. Ayrica eklenti bezi ¢iftlesme tipasi olusturan

mukusun tiretilmesinde gorev almaktadir (Den Boer, vd., 2009).

~Imm ' ‘ ~0.2 mm

Sekil 2.5. Testisin boliimleri: A:Testis (T), Eklenti bezi (AG), Vezikiiler bez (AT)
,Sperma bosaltim kanali (ED) B:Spermatika (S), Spermatika bezi (SG)
(Den Boer, vd., 2009’dan uyarlanmistir)



2.3.2.3. Erkek Arilarda Dogal Ciftlesme ve Mekanizmasi

Erkek arida ciftlesme davranist koloni disinda ve yiiksekte gergeklesmektedir.
Ciftlesme aninda karmn kaslarini kontraksiyon yapmasini takiben arinin hemolenfin
olusturdugu basingla birlikte ¢iftlesme organinin fonksiyonel kismi olan endophallus
disa dogru donerek ¢ikmaktadir (Woyke ve Ruttner, 1958). Bu sirada bursal kornular
asagiya dogru biikiilmektedir (Woyke, 1955). Endophallus kralice arinin ¢iftlesme
organi i¢inde kismen disa dogru dondigi anda erkek ari felg olmaktadir (Woyke,
2011). Ciftlesme u¢usundan koloniye donen kralige arida lateral oviductda sperma ve
igne boliimiinde ¢iftlesme isareti goriiliir. Bu isaret mukusla dolu endophalusun bir
kismidir. Ciftlesme isareti, bir sonraki ¢iftlesmeden hemen 6nce Kornudan salinan
sekresyonun yardimiyla erkek arilar tarafindan uzaklastirilir (Koeniger, 1986;
Koeniger, vd., 1990). Baska ifadeyle diger bir erkek ar1 tekrar ¢iftlesmek istediginde
kralice armmin erkek ar1 tarafindan kavranmasi sirasinda ayaklarinin yardimiyla
ciftlesme isaretini yerinden ¢ikardigi bilinmektedir (Van Praagh, vd., 1980; Vallet ve
Coles, 1993). Dogal ¢iftlesmede kralige ar1 basarili bir ¢iftlesme gerceklestirmisse
kontrol edildiginde igne bdlmesinde ciftlesme isareti ve lateral oviductta sperma
goriilmektedir. Ciftlesme isareti erkek ar1 endophalusunun kitin katmani olup mukus
ile bulasik sekilde goriilmektedir. Ciftlesme boyunca endophalus dénmesiyle ve
mukusun artmastyla birlikte sperma kralice arinin vajinasina dogru iletilmektedir
(Woyke, 2011). Woyke, (2008)’e gore ¢iftlesme sonunda endophalusun rotasyonu
sona erdigi zaman erkek ar1 kralige aridan ayrilmasiyla endophallustan kopan kisim
kralige armin igne boliimiiniin i¢ine dogru itilmektedir. Ciftlesme isaretinin icerideki
bu kismi spermanin bir siire bekletildigi yer olan Kkralice armnin bursa copulatrixi
civarinda bulunmaktadir. Mukus hafif alkali 6zellikte olup erkek armnimn olgunlagsma
stirecinde kivam kazanmaktadir (Moors, vd., 2005). Mukus endophallus yirtildiginda
ciftlesme tipas1 olusturmaktadir (Koeniger ve Koeniger, 2000). Bu sayede diger erkek
arilarla hizli sekilde ¢iftlesmeye engel oldugu bilinmektedir (Koeniger ve Koeniger,
2000). Colonello ve Hartfelder (2003)’e gore mukus bezlerinin liimeninde protein
sentezi ger¢eklesmektedir. Bu proteinler seksiiel olgunluk siirecine katkida bulunur.
Erkek arilarin giftlesme kabiliyetleri 28 giin sonra azalmaktadir (Rhodes, 2002).
Moritz (1989)’a gore kralice arilar 12 giinliik yastaki erkek arilarin spermalariyla
dollenebilirler. Seminal vezikiillerin kasilmasiyla birlikte sperma kralice ariya
iletilmektedir. Mukus bezinin sekresyonu bulbus bezinin sekresyonu tarafindan

ortiilmiis olup bulbus bezi sekresyonu iistiinde sperma bulunmaktadir (Sekil 2.6).

8



Ciftlesme aninda endophalus kasilarak dondiigii zaman endophalusun bir pargasi,
kornu bezi sekresyonu, bulbusun sarimsi sekresyonu ve katilagan mukus kralige arinin
vajinasi i¢inde kalir. Endophallusun disa ¢ekilmesi sonucu erkek ar1 kralice aridan
ayrilir. Ciftlesme isareti endophallusun kralige arida kalan kismi olarak bilinmektedir
(Collins, vd., 2006). Sekil 2.7°de olgunlasmamis erkek ar1 goriilmektedir. Bursal
kornularin sar1 renkte olmasi olgunlagsma belirtisi olarak bilinmektedir (Sekil 2.8).
Endophallus dénme islemini tamamladiginda en st kisimda mukus tizerinde sperma
gortliir (Sekil 2.9). Erkek bal arilarinda bir spermatozoanin yapisi incelendiginde 250-
270 um wuzunluga ve 0.7 pm genislige sahip oldugu goriilmektedir. Bal arisi
spermatozoasinda kuyruk ¢ok uzun olmasina karsin bas kismi1 oldukea kisa yapidadir. Bas
bolgesi incelendiginde akrozomal vezikiiliin yani sira dogrusal bir ¢ekirdekten meydana
geldigi goriilmektedir. Kuyruk kismi  9+9+2 mikrotiibiil igeren aksonemden olusur.
Kuyruk boyunca aksonemlerle ayni yone dogru uzanan tazda yapilanmis mitekondriyal

boliimler bulunmaktadir (Sekil 2.10).

Secretion of
cornua gland

Secretion of
mucus gland
(white )

Secretion of

mucus gland
Secretion of (white )

bulbus gland

Sekil 2.6. Erkek ar1 eklenti bezleri (Gorshkov, vd., 2015)

Sekil 2.7. Olgunlagsmamais erkek ar1 (Woyke, 2008)



Sekil 2.8. Bursal kornu,endoplallus,mukus (Woyke, 2008)

Sekil 2.9. Endophallus, mukus, sperma (Cobey, vd., 2013)

Sekil 2.10. Bal aris1 spermatozoa H:Bas kismi, A: Akrozom, N:Niikleus (Gontaz,
vd., 2015)
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2.3.3. Kralice An

Kralige ar1, is¢i ar1 gibi disi karakterli olup koloni igerisindeki en 6nemli gorevi
yumurtlamaktir. Koloni yonetimi amaciyla feromon salgilamasi da énemli bir diger
gorevidir. Feromon, koloni hareketlerinin yan1 sira disi karakterde olan is¢i arilarin
davraniglarina da yon vermektedir. Kralice ar1 aday1 olacak kulugka gozleri gelisimi
icin yogun ar siitiiyle takviye edilir. Isci arida kralice arida déllenmis yumurtadan
gelismektedirler (Sekil 2.11). Is¢i ar ilk ii¢ giin an siitii sonrasinda bal ve polenle
beslenir. Kralige ar1 dmriiniin sonuna kadar ar1 siitii agirlikl1 olarak beslenir. Isci arilar
kralice ar1 olmadigi veya kralicenin feromonlarinin koloniye ulasamadigi gibi
durumlarda uygun is¢i ar1 hiicrelerini ar siitiiyle takviye ederek kralige ariya
dontistiirebilirler (Vatansever, 2004).

Sekil 2.10. Kralige ar1

Kolonideki kralige armin koloni i¢i gorevinin aksamasina sebep olan yashlik,
sakatlanma gibi durumlarda isgi arilar tarafindan kralice yenilemek amaciyla 1-4
arasinda yiikstik (kralige ar1 gozii) olusturulur. Bu kralice degistirme olarak bilinir.
Yeni kralige ar1 dollenip yumurtlamaya basladiginda eski kralige is¢i arilarca
oldiiriilmektedir (Geng ve Dodologlu, 2002).

Bal arisinin ogul verme davranisi kalabalik kolonilerde iggiidiisel olarak
goriilmektedir (Sekil 2.12). 10-100 arasi is¢i ar1 petek hiicresi kralige ar1 goziine
cevrilir. Yeni kralige ar1 ergen hale ulasip yiikstikten ¢iktiginda koloninin eski kralice
aris1 kendine bagli arilarla birlikte koloniyi terk etmektedir (Geng ve Dodologlu,
2002).
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Sekil 2.11. Bal aris1 ogul

Bal arilarmin ogula gitmesinin bir¢ok Sebebi bulunabilir. Asir1 sikisiklik,
mevsime bagl sicaklik artiglari, kralige armin yumurtlamasina uygun olmayan
petekler ya da kralice armmin yumurtlayacak alaninin kalmamasi, kralicenin
feromonlarinin kolonideki tiim arilara ulasamamasi, is¢i arilarin gérevsiz kalmasi ve
kralige arinin genetik olarak ogula meyilli olmasi bu sebeplerden bir kagidir. Kolonide
dogal yollarla veya yanlis miidahaleler sirasinda mevcut kralige arinin 6lmesi veya
bulunmamasi durumunda da krali¢e ar1 yiiksiikleri goriilebilmektedir (Vatansever,
2004).

Saglikli bir kralige ar1 ortalama olarak giinde 1500-2000 yumurta
yumurtlayabilmektedir. Yumurtanin bilesenleri dis kisminda koryon adi verilen
koruyucu bir tabaka, hemen bu tabakanin altinda vitelin zar, stoplazma ve stoplazma

iginde niikleus seklindedir (Geng ve Dodologlu, 2002).

Kralige ar1 ergin hale doniistiikten yaklasik bir hafta icerisinde hava kosullari
uygunsa giftlesme ugusu i¢in koloninin digina ¢ikmakta ve ogula gitme durumu disinda
bir daha koloniyi terk etmemektedir. Krali¢e arinin feromonlar etrafta bulunan erkek
arilar1 cezbetmektedir. Yeteri kadar erkek ariyla ¢iftlesen kralige ar1 birkag giin
icerisinde yumurtlamaya baglar. Mevsim kralige arinin yumurtlamasi i¢in uygunsa bir
giinde binden fazla sayida yumurta yaptigi1 ve bazen de birkag giin dinlendikten sonra
yumurtlama islemine devam ettigi bilinmektedir (\Vatansever, 2004).

Sartlar uygun oldugunda kralige ariin yagsam siiresi birkag yil olabilmektedir.
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Krali¢e arida yumurtlama kapasitesinin yiiksek olmasi, ogul vermeme, hastaliklar ve
parazitlere karsi direng, koloni temizligi, koloni savunmasi, propolis, polen ve bal
verimi gibi istenilen genetik 6zeliklere sahip olmasi beklenen 6zeliklerden bir kacidir.
Bu istenilen Ozelliklerin siirdiiriilebilmesi i¢in kralice armin yenilenmesi

gerekmektedir. (Vatansever, 2004).

Kralice ar1 yenilenmesi dogal yollarla veya kontrollii olarak iki sekilde
yapilmaktadir. Dogal yollarla krali¢e ar1 yenilemesi ogul alma, krali¢enin dldiiriilerek
yenilenmesi gibi yontemleri igermektedir. Dogal yollarla kralige yenilenmesi
zahmetsiz olmasi, ucuz olmasi gibi avantajlar1 olmasinin yani sira krali¢cenin istenilen
vasiflarda olmamasi, doéllenen kralice arinin yumurtlamasindan ilk is¢i arilarin
ucmasina kadar gegen siirenin 40 giinden fazla olmasi gibi olumsuz taraflar1 da
bulunmaktadir. Bilindigi iizere kralige ar1 ergin hale geldikten birkag¢ giin sonra uygun
hava kosullarinda ciftlesme ucgusuna c¢ikmaktadir. Ciftlesme davranisi havada
gerceklesmektedir. Etrafta bulunan biitiin erkekler arilar kralige ariyla ¢iftlesebilmek
icin rekabet ederler. Kralige ar1 10-15 civarinda erkek ariyla ¢iftlesebilmektedir.
Genetik ve istenilen ozellikler yoniinden vasifsiz olan erkek arilarla ciftlesen kralige
arida verim dustikligii gozlenebilmektedir. Ayrica kraligede genetik ve fiziksel olarak
standartlarin ¢ok altinda olabilmektedir. Dogal yolla c¢iftlesen kralige arinin
yumurtlamasini takiben is¢i arilar 21 giinde ergin hale gelebilmektedirler. Ergin hale
gelen isci arilarin koloniye {iriin anlaminda katkida bulunmaya baslamasi ¢ok daha
uzun zaman almaktadir. Kontrollii kralige ar1 {iretimi dogal yontemlere gore daha
zahmetli ve maliyeti yiiksek olmasina karsin krali¢e ar1 iiretimi ve krali¢e arinin
dollenmesinde kullanilacak yonteme gore amaca yonelik kaliteli kralige arilar tiretmek
miimkiin olabilmektedir. Bu amagla doolitle, miller gibi metotlar veya 6zel olarak

kralice tiretim kitleri yararh olabilmektedir (Vatansever, 2004).
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3. BAL ARILARINDA SUNI TOHUMLAMA

3.1. Bal Arilarinda Suni Tohumlamanin Tarihgcesi

Aricilik alaninda suni tohumlamanin uygulamasi Geng ve Dodologlu, (2002)’ye
gore 1814 yilinda kildan yapilmis bir firca yardimiyla Huber spermay1 vajinaya
aktarilmasi ile baglamistir. 1926’da Dr. Watson erkek arilardan bir siringa yardimiyla
topladig1 spermalar1 mikroskop kullanarak kralice ariya iletmeyi basarmistir. Nolen,
Ozel bir siringa gelistirmis ve kralice ariy1 hareketsiz kilmak i¢in eter kullanmustir.
1980-1982 yillarinda Kaptanoglu ve Peng gelistirdikleri 6zel teknik yardimiyla erkek
aridan mikroskop olmaksizin daha fazla sperma toplayabilmislerdir (Geng ve
Dodologlu, 2002).

Uygur’a (2004) gore, Watson ve Nolan’in vagina valfini bilmemeleri yumurta
kanallarina spermanin enjeksiyonunu tam olarak yapamamalarma ve istenilen
basarmin elde edilememesine neden olmustur. Laidlaw 1930’da anestezi amaciyla
CO2 kullanmay1 denemis ve olumlu sonug elde etmistir. Ayrica Laidlaw 1944 yilinda
kralice arida dolyolunda vajinal valf oldugunu tespit etmistir). Mackensen, Laidlaw’n
tohumlama esnasinda anestezik olarak kullandigi CO2’i tohumlamadan sonra en az bir
giin arayla iki kez uyguladiginda, suni tohumlanmis kralige arilarin dogal ¢iftlesen
arilar gibi erken yumurtlamaya basladiklarini saptamistir. Mackensen ve Roberts 1948
yilinda bal arilarinda suni tohumlamada gelistirdikleri bir aletle vulvayr goriiniir
sekilde iki kanca yardimiyla acarak o6zel bir siringa yardimiyla valfi asip oviducta
kadar ulasabilmislerdir. Bu alet giiniimiizde bal arilarinda yaygin olarak kullanilan

aletler arasindadir.

3.2. Suni Tohumlama Amaciyla Kralice Arilarin Uretilmesi ve Ciftlesme

Kutularina Verilmesi

Bircok kralige liretim yontemi bulunmasina ragmen en ¢ok tercih edilen yontem
Dolittle yontemidir. Suni tohumlama amaciyla iiretilecek krali¢e arilarin daha fazla ar1
siitiyle beslenip istenilen kalitede olmasi icin baslatict kolonilere verilen transfer
citasindaki yiiksiik sayist 30’u gegmemelidir (Geng ve Dodologlu, 2002). Transfer
isleminden sonraki onuncu giinde ¢ikmak iizere olan yiiksiikler alinarak c¢iftlesme
kutularina dagitilmaktadirlar. Ciftlesme kutularinda yiiksiiklerden ¢ikan bakire kralige
arilar 5 ile 10 giinlik yas araliginda suni tohumlama icin elverigli olabilmektedirler
(Cobey, 2007).
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3.3. Suni Tohumlama Amaciyla Erkek Arilarin Uretilmesi

Suni tohumlama zamani geldiginde ortamda istenilen sayida cinsel olgunluk
asamasina ulagmis erkek ar1 olmasi gerekmektedir. Erkek ar1 ddllenmemis yumurtadan
gelistigi i¢in genetik olarak kralige ar1 kadar dnemi bulunmaktadir. Saglikli erkek ari
yetistirmenin bir¢ok yolu bulunmakla birlikte genellikle tercih edilen yontem istenilen
damizlik vasiflara sahip koloniye verilen erkek ar1 gozlii peteklere kralige arinin
yumurtlamasimi saglamak ve yumurtalar pupa haline ulastiklarinda mevcut diger
kolonilere dagitmaktir. Erkek ar1 tiretimi kralige ar1 iiretiminden yaklasik bes-alt1 hafta
once baslamaktadir. Mevcut kralige ar1 erkek gozlii petekle birlikte kralige 1zgarasi
kullanilarak simirlandirilmakta ya da dollenmemis kralice ar1 kullanilmaktadir.
Ciftlesmemis kralige ar1 CO2 ile belirli siire anestezi edilerek yumurtlama tesvik
edilebilmektedir. Bu islemlerin sonrasinda pupa formuna gegen erkek ar1 gozlii ¢italar
kralice aris1 alinmig giiclii kolonilere verilerek belirli araliklarla koloniye is¢i ar1 gozii
iceren ¢italarla yavru takviyesi yapilmaktadir. Ayrica erkek ar1 kolonilerinden kaliteli
sperma alabilmek amaciyla surup ve polen takviyesiyle beslenmektedirler (Geng ve
Dodologlu, 2002).

3.4. Suni Tohumlama Amaciyla Uretilen Erkek Arilarin Toplanmasi

Erkek arilarin ¢ikimi gozlenip ¢ikan erkek arilar isaretlenerek yaklasik iki
haftalik yasta olduklarinda cinsel olarak verimli zamanlarinda suni tohumlama
amaciyla toplanmaktadirlar (Sekil 3.1). Ciftlesme olgunluguna ulasmis erkek arilar
ciftlesme ucgusundan doniisleri sirasinda koloni Oniine konulan 1zgara yardimiyla
yakalanabilmektedirler (Sekil 3.2). Toplanan erkek arilar koloni disinda uzun siire
yasayamadiklarindan miimkiin oldugunca hizli kullanilmaldirlar (Geng ve

Dodologlu,2002).
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Sekil 3.2. Koloni girisine konulan erkek ar1 yakalama diizenegi

3.5. Erkek Arilardan Sperma Alinmasi

Sperma almak amaciyla genellikle Mackensen’in siringa  diizenegi
kullanilmaktadir. Diizenekte 6zel hidrolik su basinciyla ¢alisan bir tiip ve ucunda
sperma ¢ekmeye yarayan cam kaniil yer almaktadir (Sekil 3.3). Diizenegin i¢i saline
soliisyonu gibi uygun sivilarla doldurulur ve cihazin vidasi gevrilerek sperma gekilir

ya da bosaltilir (Geng ve Dodologlu, 2002).
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Sekil 3.3. Harbo siringa (Cobey, vd., 2013)

Sperma elde etmek amaciyla toplanan erkek arilar genisge toplama kaplarinda
tutulduklarinda erkek arilarin ugarak isinmalar1 sperma alma uygulamasinda basari
sansin1 artirmaktadir (Collins, 2003). Uygun konumda kavranan erkek arilar thorax’a
ve abdomen’e uygulanan basing yardimiyla uyarilmakta ve erkek armin ciftlesme
organinin ters donmesi saglanmaktadir (Harbo, 1985; Moritz, 1989). Erkek arinin
endophalus’u 2 asamada pozisyonunu tamamlamaktadir. Erkek arinin thorax ve basina
dogru uygulanan basingla genital organ kismen ortaya ¢ikmaktadir. Bu konumda
abdomendeki yumusaklik ve Kornulardaki turuncu rengin goriilememesi erkek arida
sperma alinabilmesi igin gereken olgunlugun bulunmadigini isaret etmektedir (Cobey,
vd., 2013). Mukus bezinin sekresyonunun tizerinde bulbus bezi sekresyonu ve {istiinde
de sperma goriilmektedir (Colonello ve Hartfelder, 2003). Sperma alinirken dikkat
edilmesi gereken husus spermay1 gekerken mukus ile temastan kaginmaktir (Sekil 3.4).
Aksi taktirde spermanin alindigi cam kantil tikanabilmektedir. Sperma farkli rengiyle
mukustan ayirt edilebilmektedir (Sekil 3.5). Spermanin kuruyarak zarar gérmemesi
amaciyla sperma alma isleminin miimkiin oldugunca hizli bir sekilde yapilmasi
gerekmektedir. Bir kralige ariy1 verimli sekilde tohumlamak i¢in 8 - 10 ul spermaya
ihtiya¢c olmakla birlikte ortalama olarak her bir erkek aridan 1 pl kadar sperma
alinabilmektedir (Cobey, vd., 2013).
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Sekil 3.4. Mukus (Cobey, vd., 2013)

»

Sekil 3.5. Bal aris1 sperma (Cobey, vd., 2013)

3.6. Kralice Arida Suni Tohumlanma

Suni tohumlama amaciyla yetistirilen kralige arilarin suni tohumlama zamani
gelene kadar ¢iftlesme ugusuna ¢ikmamasi gerekmektedir. Ancak kralige yaslandik¢a
ovaryumlart suni tohumlama i¢in gereken fiziksel yapisim1 kaybettiginden suni
tohumlama uygulamasi gli¢lesmektedir. Suni tohumlama yapilacak kralice ar1
koloniden alinarak birkag¢ bakici is¢i ar1yla beraber uygulama odasina getirilir ve CO>
ile anestezi uygulanarak suni tohumlama i¢in hazirlanir (Geng ve Dodologlu, 2002).

Sabit olarak tespit edilen kralige arinin vajinasi sagli sollu karin kancasi ve igne
tutucu yardimiyla aciga ¢ikarilir. Igne uclu cam kaniil yardimiyla vajinaya girilerek
kontrollii sekilde vajinal valf gecilerek sperma iireme kanalina birakilir (Sekil 3.6).
Vajinal valf gecilememisse sperma verme islemi sirasinda sperma oviduct kanali tikali

oldugundan disar1 tasacaktir. Tohumlama iglemi tamamlandiktan bir giin sonra ikinci
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defa kraliceye tekrar CO: ile anestezi uygulanmasi kralice armin daha erken

yumurtlamaya baglamasina yardimei olmaktadir (Geng ve Dodologlu, 2002).

Sekil 3.6. Bal aris1 suni tohumlama

Suni tohumlama esnasinda olas1 aksakliklarin 6nlenmesi ve basar1 sansini
artirmak i¢in krali¢e arinin vajinal valfinin gegilebilmesi amaciyla kralige arinin durus
pozisyonu ve agisimnin uygun olmasi gerekmektedir. Ayrica kralice armin karin
bolimlerinin  bir kacginin yerlestirildigi sabitleyici tiipiin diginda  kalmasi
gerekmektedir. Vajinada uygun pozisyonun olusabilmesi i¢in kralice ariin yakalanan
ignesinin biraz yiiksekte olmasi avantaj saglamaktadir. Uygun agiyla girildikten sonra
vajinal valfin gegilebilmesi amaciyla kaniil ucunun hafif ileri geri maniplasyonu
gerekmektedir. Suni tohumlama yapilacak kralige arinin 5-12 giinliik yasta olmasi suni

tohumlamada basar1 sansini artirmaktadir (Cobey, vd., 2013).
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4. BAL ARISINDA SPERMA MUAYENESI

Spermanin saklanmasiyla ilgili ¢alismalarda spermatozoonlardaki saklama
kosullarina bagli olarak olusabilecek degisimlerin belirlenebilmesi igin sperma
parametrelerinin mesi gereklidir (Paillard, vd., 2017). Bal aris1 spermasinin

degerlendirilmesinde kullanilan bazi sperma parametreleri asagida belirtilmistir.
4.1. Motilite Testi

Gontarz’a (2016) gore bir eppendof tiipii iginde 0.5 mL %0.9 NaCl ve sperma
karistirilir. Seyreltilen sperma lam iizerinde gézlemlenerek uygun degerlendirme
yapilir. Degerlendirme yapilirken % 0, % 20, % 40, % 60, % 80 ve % 95 ve tizeri
seklinde sonuglar kaydedilir (Taylor, vd., 2009).

4.2. Spermatozoa Yogunlugu

Spermatozoa yogunlugunun degerlendirmesi amactyla 1 pl sperma 1 ml Kiev
sulandiricist ile sulandirildirilir.  Sulandirilan sperma thoma lamina konularak
mikroskop altinda 400x biiylitmede 5 orta kare sayilir. Bulunan deger asagidaki
formiilasyona gore hesaplanarak ifade edilir (Tekin, 1994; Cobey, 2013).

Yogunluk = Sayilan Spermatozoa / Sayilan Biiyiik Kare (5) x Biiyiik Kare Hacmi
(1/250) x Sulandirma oran1 (1/1000)

4.3. Plazma Membran Biitiinliigii

10 pl sperma 37 °C’de 100 ul 100 mOsm’lik HOST (Hipo-Ozmotik Swelling
Test) soliisyon igerisinde 30 dakika birakildiktan sonra 200 adet spermatozoa sayimi

yapilir. Morfolojik olarak sarmal ve kivrik kuyruklu spermatozoonlar tespit edilerek

belirlenir (Alcay, vd., 2019).
4.4. Akrozom Biitiinliigii

10 pl sperma tizerine 100 ml phosphate buffer saline (PBS) ilave edilir. 100 RCF
devirde 5 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra sperma PBS ten ayrilir. ikinci kez
tizerine 100 ml PBS ilave edilerek alinan kisim tamamlandiktan sonra tekrar santrifiij
edilerek froti gekilir. PSA-FITC soliisyonuyla karanlik odada boyanir ve 37 °C’de 1
saat karanlik ortamda bekletilir. Floresan mikroskobunda en az 200 spermatozoon

degerlendirilerek yiizde olarak boyananlar belirlenir (Algay, vd., 2019).
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5. BAL ARISI SPERMASININ SAKLANMASI

Arilarda sperma kralice armmin sperma thekasinda uzun bir zaman zarar
gormeden muhafaza edilebilmektedir. Spermatika, icerdigi protein, seker ve
antioxidanlarin yani sira oksijenli ortami sayesinde sperma ig¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir (Phiancharoen, vd., 2004). Bal arilarinda spermanin saklanabilmesi
icin spermaya ilave edilen sulandiricilarda pH, uygun ozmotik basing ve gerekli
besinin dengeli sekilde bulunmasi gerekmektedir. Bal aris1 spermasi 15 °C-28 °C
sicaklikta belirli siire bekletilebilmekte ya da 11 °C-13 °C arasinda 1siktan korunarak
saklanabilmektedir. 12 °C’den 25 °C’ye kadar ilk 6 hafta fazla spermatozoon kaybi
olmamuistir. (Collins, 2000a). Sperma i¢in en uygun depolama sicakliginin 12 °C ile
16 °C arasinda oldugu bildirilmistir. Sperma canliliginin 12 °C’de 39 haftada % 65
oldugu goriilmiistiir (Collins, 2000a; Collins, 2000b).

5.1. Bal Aris1 Spermasinin Kisa Siire Saklanmasi

Ari spermast 16 °C ile -196 °C arasinda depolanabilmektedir. Taze ar1 spermasi
kapillar nitelikteki cam tiip igerisinde, tlipiin iki tarafinda kii¢iik bir miktar sulandirici,
ortada seyreltilmis sperma bulundugu haldetiipiin iki ucu miihiirlenerek
saklanabilmektedir (Burley, vd., 2008). Bu sekildeki kapillar tiipler ozel
inkiibatorlerde (16+1°C’de) 1siktan korunarak muhafaza edilebilmektedir (Paillard,
vd., 2017).

Ar1 spermast oda sicakliginda birkag hafta kadar tutuldugunda saglikli saklama
kosullar1 acisindan oldukga basarili olmustur (Cobey, 2007). Bal aris1 spermasi i¢in
saklama sicakligi 10 °C altinda ve 32 °C istiinde oldugunda spermanin fertilizasyon
basaris1 diismeye baslamaktadir (Harbo ve Williams, 1987).

5.2. Bal Aris1 Spermasinin Uzun Siireli Saklanmasi

Kriyopreservasyonun basarili fertilizasyon amaciyla kullanilan iireme
tekniklerine destek olan ve avantaj saglayan bir yontem oldugu bilinmektedir.
Kriyopreservasyon yontemlerinin kullanilmasi genel olarak bazi olumsuz durumlari
da barindirmaktadir. Bu olumsuzluklarin baslicalar1 arasinda DNA hasari, hiicre
membran gegirgenliginin bozulmasi, mitokondriyal hasar, canlilik ve motilitenin
olumsuz etkilenmesi sayilabilmektedir. Uygun sulandiric1 ile seyreltilen sperma
payetin iki tarafi hava olacak sekilde kapatilarak soguk sokundan korunmak igin

payetin sicakligi su igerisinde 2 saatte 4 °C sicakliga kadar disiiriilmektedir. Daha
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sonra 4 °C sicakliktan dakikada 3 °C sogutma ile — 40 °C sicakliga sogutularak —196
°C s1v1 azot igine aktarilmaktadir (Paillard, vd., 2017).

Bal arisinda uzun siireli sperma depolanmasi, kryopreservasyon yontemleri
kullanilarak uygulanabilmektedir. Bu amagla sperma ¢esitli kriyoprotektanlar [Dimetil
siilfoksit (DMSO), glycerol v.b] kullanilarak sivi azot igerisinde saklanabilmektedir
(Harbo, 1979). Fakat bu sekilde uzun siire depolanan spermalarla déllenen kralige
arilarin 6nemli miktarda erkek yumurtasi yani déllenmemis yumurta yumurtladigi
tespit edilmistir. Bu durumun sebebi olarak, spermanin dondurulmasi sirasinda
ugradigr genetik hasar oldugu diistiniilmektedir (Harbo, 1981). Dolayisiyla uzun siire
sperma depolamak icin uygun depolama tekniklerinin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir (Cobey, 2007). Kriyoprotektan/Kriyopreservasyon yontemlerinin
basarisini etkileyen faktorler; kriyoprotektanlarin toksitesi, sicaklik hassasiyeti,
dondurma hizi orani, soguk soku olarak bilinmektedir (Hopkins ve Herr, 2010).
Sulandiricilara katilan yumurta sarisi ar1 spermasinda kralige ariya suni tohumlama
uygulamasi esnasinda kullanilan kaniilde tikanikliklara sebep oldugundan tercih
edilmemektedir (Wegenner, vd., 2014).

Sperma dondurulmadan 6nce belli bir diisiik sicakliga kadar sogutma islemi
uygulanmaktadir. Bu amagla iki yontem kullanilmaktadir. Birinci yontemde oda
sicakligindan buzlu su banyosu igerisinde bulunan sperma sicakligi 2 saatte
buzdolabinda 4 °C ye sogutularak kademeli olarak buzlu su banyosunda 0 °C sicakliga
sogutulmaktadir. Ikinci yontemde ise hizli sekilde buz igerisinde oda sicakligindan
direkt 0 °C’ye sogutulmaktatir. Bu islemin ardindan hizli bir seklide -196 °C deki siv1
azot tankina 0,5 ml’lik cam tiiplerde aktarilmaktadirlar (Hopkins ve Herr, 2010). Bir
bagka sperma kriyopreservasyon caligmasinda/tekniginde sperma 1/5 oraninda
sulandirilmakta ve spermanin sicakligi su banyosunda 1 saatte 5 °C’ye
sogutulmaktadir. 2 saat 5 °C’de ekilibrasyon islemi i¢in bekletilmektedir. 0,25’lik
payetlere doldurulduktan sonra payetin sperma kismina bir miktar hava ve sonrasinda
sulandirict konularak kenarlari polivinyil alkol gibi bir madde ile veya preslenerek
kapatilmaktadir. Daha sonra sivi azot buharinda 10 dakikada -110 °C sogutulduktan
sonra -196 °C sivi azot igerisine konularak saklanmaktadir. Bu sekilde en az bir ay
depolanabilmektedir (Taylor, vd., 2009). Ar1 spermasi nitelik bakimindan memeli
spermasina goére daha hassastir ve dondurma ¢0zdiirme esnasinda zarar
gorebilmektedir. Uygun kriyopreservasyon islemleri arasinda en iyi sonucun DMSO

kullanilarak elde edildigi goriilmistiir (Algay, vd., 2015).
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6. KRiYOPROTEKTANLAR

Bal arilarinda spermanin uzun siireli depolanarak kullanilmasi ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmistir. Fakat bu konuda memeli hayvanlardaki kadar basari elde
edilememistir. Kullanilan kriyoprotektan ajanlarin spermada genetik hasara sebep
oldugu diistiniilmektedir (Wegener ve Bienefeld, 2012). Spermanin dondurulmasi ve
¢ozdiiriilmesi sirasinda spermatozoonlar soguk sokundan etkilenmektedirler. Kralige
arilarda dondurulup ¢ozdiiriilen sperma ile yapilan tohumlamadan sonra yapilan
spermatheka muayenesinde spermatozoon sayisinin azaldigi ve fertilite yeteneginin
diistiigii gozlenmistir (Harbo, 1979). DMSO ve yumurta saris1 igeren kriyoprotektanlar
memelilerde basariyla kullanilmaktadir. Ancak kriyoprotektanlarin kralice arinin
tireme kanallar1 ve ar1 spermatozoonu icin zararli etkiye sahip oldugu bilinmektedir
(Harbo, 1986; Wegener, vd., 2012). Bu durumdan dolay1 ar1 spermasi santriifiij
edilerek  kullanilabilmektedir. Sperma  dondurulup ¢ozdiiriildikten  sonra
Kriyoprotektanlar1 spermadan ayirmak amaciyla bu islem yapilmaktadir (Wegener,
vd., 2014). Dondurulup ¢ozdiiriilmiis ar1 spermasinda bulunan spermatozoonlar
kirllgan ve hassastirlar. Bu nedenle dondurulup ¢ozdirtildiiklerinde santrifiij
isleminden olumsuz etkilenebilmektedirler. Suni tohumlanan arilarin yumurtalarinda
gelisen is¢i ar1 ylizdesinin artmasi basari olarak ifade edilmektedir (Wegener, vd.,
2014). Kullanilan kriyoprotektanlar arasinda en az hasara sebep olanin DMSO oldugu
belirtilmektedir (Taylor, vd., 2009).
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7. OKSIDATIF STRES

Reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) sebep oldugu bir¢ok sorun bulunmaktadir.
Aslinda ROS’un iireme faaliyetleri icin belirli oranda bulunmasi gerekmektedir.
Spermatozoonlarin {iretimi sirasinda hiicre boliinmesi, spermatozoonlarin taginmast,
spermatozoonlarin fertilizasyon yetenegi kazanmasi i¢in gerekli olan kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonunun kazanilmasi, spermatozonlarin ileri yonlii ve aktif hareket
edenlerinin yiizde olarak sayisini ifade eden motilitenin artmasi gibi pek ¢ok durumda
gorev almaktadir. ROS olmasi gerekenden fazla bulundugunda lipid peroksidasyonu
sonucu spermatozoonlara zarar vermektedir. Lipid peroksidasyonunun DNA hasari,
hiicre i¢i enzimlerin azalmasi, hiicre solunumunun engellenmesi ve agir motilite
kayiplarmna sebep oldugu bilinmektedir. ROS bilesiklerinin hiicre hasari
olusturabilmesi i¢in, antioksidan kapasitesinin azalmasi, hiicrelerin oksijen
alabilmeleri i¢in gerekli olan enzim faaliyetlerinin aksamasina sebep olan durumlar,
hiicredeki metabolik aktivitelerin artmasina sebep olan durumlar, hiicrede yangisal
durumlarin goriilmesi, hiicre duvarinda iyon gegisinin aksamasi, radyasyon gibi
olumsuzluklarin bulunmasi1 gerekmektedir (Petruska, vd., 2014).

Serbest radikaller, iyonize oksijen ve peroksitler oksidatif strese neden
olabilmektedirler. ROS spermatozoon hiicre yapisini bozarak motilite diisiikligi,
spermatozoanin oosit penetrasyon yeteneginde olumsuzluklara neden olmasi disinda
spermada ozellikle DNA kokenli kalitsal bir takim farkliliklara da sebep olmaktadir.
ROS ve total antioksidan miktar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir. Denge
bozuldugunda 6zelikle lipid yapili spermatozoa membran bozukluklari ve DNA hasari
olusmaktadir (Tremellen, 2008).

Griveau (1995), insan spermatozoasinin zararli oksijen tiirlerine maruz
kalmasinin sonucu olarak c¢oklu doymamis yag asitlerinin hiicre membraninin
yapisinin bozulmasi ve hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna bagli unsurlarin
artmasinin olumsuz etkisi olarak akrozom reaksiyonu, spermatozoa kapasitasyonu ve
motilite islevlerinin bozulmasmin goriildiigiinii belirtmistir. Insanlarda lipid
peroksidasyonuna kars1 koruyucu olan spermada antioksidan reaksiyonuna sebep olan
Glutatyon peroksidaz, Siiperoksit dismutaz, Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
enzimlerinin &nemi vurgulanmigtir. GSH yani aktif glutatyon, Okside olmus
glutatyonnun (GSSG; Glutatyon disiilfit) geri donilisiimii i¢in gerekmektedir. Ayrica
bu siirec NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) yardimiyla glutatyon
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reduktaz tarafindan gergeklestirilmektedir. Dolayisiyla ¢alismada glutatyon reduktazin
yeterli olmasina karsin GSSG’nin ortamda fazla olmasi1 spermatozoonda NADPH
eksikligiyle iliskilendirilmistir. Oksidatif fosforilasyon pentoz fosfat yolu i¢in gerekli
olan NADPH, G6PDH enzimi yardimiyla iretildigi vurgulanmistir. Calismada
G6PDH’1n azalmasi ya da kaybinin NADPH eksikligine sebep olmasinin pentoz fosfat
yolunun islevini olumsuz etkileyecegi ve antioksidan koruma kalkaninin aksamasi
sonucu lipid yapidaki spermatozoon mebraninda H2O (hidrojen peroksit) gibi zararli
unsurlarin etkilerinin goriilmesine bagli olarak spermatozoonun islev kaybina

ugrayabilecegi ifade edilmistir.
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8. ANTIOKSIDANLAR

Spermada ROS’un zararli etkilerinin en aza indirilmesi amaciyla bulunan
enzimatik antioksidanlar baslica siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz ve katalazdir. Enzimatik olmayan 6nemli antioksidanlar ise iirat, vitamin C,
vitamin E, taurin, hipotaurin ve karatenoidlerdir (Petruska, vd., 2014). Spermatozooa
membraninda bulunan ¢esitli enzimler ve metabolik sistemlerin ROS zararlarina karsi
koruma sagladigi bildirilmistir. Bal arilarinda oksidatif strese kars1 direng gosteren ve
yok eden enzimler bulunur. Ahmad, (1991)’de yaptigi1 bir calismada enzimatik
antioksidanlardan siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon transferaz, glutatyon
reduktaz, glutatyon peroksidazin insektlerdeki miktariyla ilgili degerlendirmede
bulunmustur. Calismada insektlerde o6zellikle lireme organlari, kaslar, sindirim ve
bosaltim aktivitelerindeki degisime paralel olarak antioksidan kapasitesinde degisim
oldugunu gozlemlemislerdir. Weirich’e (2002) gore kralice bal arisinin
spermatheka’sinin  yapisi  sayesinde spermatozoonlar uzun siire  hayatta
kalabilmektedir. Spermatheka’da bunu saglayabilmek amaciyla 6zel bir ortam
bulunmakta olup spermathekada depolanan spermatozoonlarin metabolizmasi
yavaslamaktadir.Weirich, vd., (2002) yaptiklari ¢alismada bal arilarinda kralige armin
spermatheka’sinda siiperoksit dismutaz, glutatyon transferaz ve katalaz enzimlerinin
aktivasonunu belirlemistir. Bu enzimlerin spermathekanin yani sira kaslarda,
bagirsaklarda ve hemolenfde bulundugu tespit edilmistir. Spermanin oda sicakliginda
uzun siire canli kalabilmesinde 6zellikle belirtilen {i¢ antioksidanin 6nemli roliiniin
oldugunu vurgulamislardir.

Dadkhah, vd., (2016), yaptiklar1 ¢alismada hassas olan bal arisi spermasinin
saklanabilmesiyle ilgili sahada kullanilan yumurta sarisi ve soya lesitinin sperma
sulandiricisina katilmasini degerlendirmislerdir. Bilesiminde % 10 DMSO ve % 11
gliserol bulunan tampon sulandiriciya ayr1 ayr1 % 0,5 soya lesitin, % 2 soya lesitin ve
% 20 yumurta saris1 ilave etmislerdir. Calismada spermadan bir kisim, sulandiricidan
on iki kisim katilarak payetlere bal aris1 i¢in payetleme prosediiriine uygun olacak
sekilde (bosluk-sulandirici-bosluk-sperma-bosluk-sulandirici-bosluk)  ¢ekildikten
sonra sicaklik kademeli olarak 5 °C’ye disiiriilerek, payetler sivi nitrojende
dondurularak saklanmiglardir. Taze sperma, sogutulmus sperma ve dondurulmus
sperma Ornekleri motilite ve canlilik yoniinden degerlendirilmistir. Taze sperma

verileri incelendiginde yumurta saris1 katilan sulandirict basarili bulunmustur. %2
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oraninda katilan soya lesitin sulandiricist motilitesi (4,5 +£0,2), %0,5 oraninda katilan
soya lesitin motilitesi (4,12+0,12) verilerine gore yiiksek bulunmustur. Ayrica
sogutulmus spermada % 2 oraninda katilan soya lesitin (4,62 +0,12) yumurta sarisi
degerine (4,5+0,2) yakin olmakla birlikte %0,5 oraninda soya lesitin igeren
sulandiricidan (3,87+0,24) basarili bulunmustur. Dondurma ve ¢dzdiirme sonrasi da
yumurta sarisi sulandiricisi motilite (3,6+0,24) diger gruplarla karsilastirildiginda
motilitedeki artigin 6nemi vurgulanmistir. Calismada motilite degerleri yiizde 0, 20,
40, 60, 80 ve 90 iistii olarak degerlendirilmis ancak 0 ila 5 arasinda ifade edilmistir
(Taylor, vd., 2009).

Spermatozoon canlilik yiizdesi bakimindan incelendiginde, yumurta sarisi
sulandiricist canlilik orani (% 69,75+2,32), soya lesitin % 2 (% 45+2,32) ve soya
lesitin % 0,5 (% 38,5+2,32) canlilik orani kiyaslandiginda yumurta sarisi
sulandiricisinin avantajli oldugu kanisina varilmistir. Her iki soya lesitin sulandiricisi
kiyaslandiginda onemli fark olmadigi goriilmistiir. Sonug olarak % 20’lik yumurta
saris1 ilavesi bal aris1 spermasinin saklanmasi i¢in soya lesitin sulandiricisina gore
motilite ve canlilik yoniinden uygun oldugu vurgulanmistir.

King, vd. (2011), bal aris1 spermasinin bir boliimii olan seminal sivilarin
spermay1l uzun silire canli tutmak i¢in gerekli pek cok bilesene sahip oldugunu
vurgulamig ve Seminal sivilarin igerisindeki proteinlerin 6nemine deginmistir.
Calismada protein iceren seminal sivinin yani sira 100 °C de ii¢ dakika 1sitilarak
proteinleri yapisal 6zelliklerinden arindirilmis seminal sivinin etkileri arastirilmistir.
Farkli miktarlarda hayem soliisyonuyla sulandirilarak yapilan dlgiimlerde seminal
stvinin sperma canliligi {izerine olumlu etki ortaya koydugu gozlenmistir. Sulandirma
oranlar1 10, 20, 100 ve 500 kat olacak sekilde yapilmistir. Caligma canlilik oranlar
incelendiginde 10, 20 ve 100 kat sulandirilan spermada protein iceren seminal sivinin
etkisi % 90 tizeri olarak goriilmekle birlikte sulandirma orani arttik¢a etkinin azaldigi
gozlenmistir. Ayrica protein igeren seminal sivinin icermeyene gore etkinliginin
yiiksek oldugu da goriilmiistiir. Protein olmayan seminal sivida da protein olmamasina
ragmen az da olsa olumlu etki goriilmiistir. Sulandiricida fruktoz bulunmasi ya da
bulunmamasinin sperma canlili1 izerine fazla etkisi olmamis ancak bekleme siiresine
bagli olarak 6nem kazandig1 vurgulanmistir.

Rousseau ve Giovenezzo (2016) ¢alismalarinda arilarin ki mevsiminden sonra
ilave besinlerle beslenmelerinin fertilite {izerine etkilerini arastirmislardir. Bu amagla

calisma her bir grupta 5’er koloni olacak sekilde 4 grup kullanilarak sirasiyla kontrol
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grubu, 1/1 surupla beslenen grup, polen ilavesi seklinde proteinle beslenen grup ve her
iki besinle de beslenen grup olacak sekilde planlanmistir. Erkek arilar 6zenle takip
edilerek 3 haftalik yasta toplanmiglardir. Toplanan erkek arilar her grup igin
u¢malarina ve digkilamalarina elverisli olacak sekilde uygun ortamlara alinmiglardir.
Calisma sonucuna gore diger gruplar kontrol gurubuna gére abdomen genisliginde
avantaj saglamislardir. Thorax genisligi bakimindan, kontrol gurubunu polen ve surup
birlesimi ile beslenen grup takip etmistir. Viicut agirliklart agisindan 6nemli bir fark
goriilmemistir. Sperma voliimii incelendiginde kontrol grubundan yiiksek olmakla
birlikte deneme gruplari arasinda belirgin fark gézlenmemistir. Sperma yogunlugunda
kayda deger fark goriilmezken (2,77x10°), sperma canlilik yiizdesi kontrol gurubunda
yaklasik % 81 ve polen ve surup karisimi beslemede % 83’e yakin olup, artmakla
beraber istatistiksel 6Gnemde bir gelisme saptanmamustir.

Wegener ve Bienefeld (2012), bal arilarinda sperma sulandiricisina katilan
kriyoprotektanlarin bal aris1 spermasi iizerine istenmeyen olumsuzluklari izerine
aragtirma yapmislardir. Calismada en fazla olumlu etki goriillen DMSO ve etilen
glikoliin karsilastirilmasinin yani1 sira 1,3-probendiol, 2,3-butanediol ve dimetil
formamide kriyoprotektan ajanlari da incelenmistir. ilave olarak DMSO ve etilen
glikol, spermathekadaki sperma sayis1 ve fertilizasyon yetenegi yoniinden
karsilagtiritlmistir. Sonug olarak dollenen kralige arilarda spermathekada yeteri kadar
spermatozoon goriilmemistir. Ancak % 5°lik probendiol katilan grupta spermatikadaki
sperma sayis1 3x10° civarinda olup kontrol grubuna oldukca benzer degerde oldugu
goriilmustiir. Spermatikadaki sperma sayisi 1 ila 2 milyon arasinda olup % 10 DMSO
icin % 5’lik DMSO ve etilen glikol karisimindan bir miktar daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Fakat dnemsiz bulunmustur. Spermatika yumurta sayisinin % 20 DMSO,
% 5 ve % 20 etilen glikol kullanilan grupta 7x10° in altinda oldugu dikkat ¢ekmistir.
Tiim kriyoprotektanlarin genel olarak spermatikada spermatozoon sayisinda azalmaya
sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica DMSO igeren sperma ile dollenen kralice arilarda
yumurta miktarma kargin larva oranlart diisiik c¢ikmistir. Biitiin kriyoprotektan
ajanlarin ar1 spermasi i¢in olumsuz etkisinin oldugu vurgulanmistir.

Rajamohan, vd. (2020), bal arilarinda spermayr uyarici etkisi olmayan bir
sperma sulandiricisinin dogal olarak akrozom reaksiyonu, asirt sperma hareketliligi
ve sperma ddlleme yetenegi kazanmasinin olugsmasina engel oldugunu bildirmislerdir.
Bu amagla yaptiklar1 ¢calismada aktivasyon yetenegi bulunmayan tris sulandiricisi

kullanilmistir. Caligma 15 °C dolaylarinda sicaklikta 1 giin ve 2 aylik zaman araliginda
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degerlendirilmistir. Calismada kullanilan sulandiricilardan baslangi¢ sulandiricisi
olarak 50 mM Tris sulandiricisi, 3 kati oraninda potasyum klorit ve 151 mM sodyum
klorit katilarak hazirlanmistir. Bu sulandirict digindaki 6 sulandirict ise hazirlanan
sulandiriciya c¢esitli seker ve antibiyotik ilavesiyle hazirlanmistir. Sulandiricilar
hipertonik 6zelliktedir. Ayrica Tris igeren aktive edici sulandirici standart olarak
hazirlanmistir. Calismada uyarici etkisi bulunan sperma uyarict yetenegi bulunmayan
sulandiriciyla karsilastirildiginda uyarici etkisi olmayan sulandiricinin canlilik orani
(% 67,6 £10,9) olumlu bulunmustur. Uyarict etkisi olan sulandirici ile sulandirilan
spermanin 1 giin sonra ciddi oranda canliginda diisiis oldugu goriilmiistiir. Bu duruma
karsin ozellikle aktive olmayan sulandiricilardan baglangic sulandiricisina katilan
Egta, Edta, fruktoz, thelaroz ve gentamisin bulunan sulandirici 60 giin sonra dahi
yiiksek canlilik orani (% 22 +7,8) gostermistir. Aktive sulandirici ise sadece bir giinde
14 °C sicaklikta (% 21,3 £10,7) canlilik oran1 géstermesinin 6nemi vurgulanmistir.
Ayrica her iki sulandiricinin suni tohumlamadaki etkilerini incelemek amaciyla kralige
arida suni tohumlama yapilarak 1 ile 2 ay igerisinde gelisen larvalarin is¢i ar1
yiizdesine bakilmistir. Bu dogrultuda 7 tane kontrol grubu, 20 tane uyarici etkili
sulandirict ve 16 adet kralige ariya ¢aligma grubu i¢in suni tohumlama yapilmistir.
Sonuglar ve is¢i ar1 yiizdeleri arasinda énemli bir fark goriilmemistir.

Abdelkader, vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada pestisitlerin erkek arilarda cinsel
gelisim ve aktiviteleri iizerine olumsuz etkilerini belirlemek amaciyla spermada
bulunan cesitli antioksidan seviyelerini incelemislerdir. Bu amagla % 50’lik seker
¢ozeltisi igerisine 1/1000 oraninda DMSO ilave etmislerdir. Hazirlanan surup 6zel
olarak hazirlanmig kralige aris1 alinmis kiigiik kolonilere 20 giin siireyle verilmistir.
Calismada spermada bulunan antioksidan miktarinda 6nemli derecede artis dikkat
cekmigstir. Ayrica erkek ar1 spermasinda bulunan protein miktarinda diislis oldugu
gozlenmistir. Calismada pestisite maruz kalma durumunda spermada antioksidan
seviyesinde artisin ve dogal olarak oksidatif stres unsurlarima karst temel
mekanizmanin 6nemi vurgulamistir. Bal arilarinda antioksidan savunmada baslica
enzimlerin siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz oldugu ve pestisite
maruz kalan erkek arilarda antioksidan aktivitedeki yiikselmesine dikkat ¢ekilmistir.

Paillard, vd. (2017), bal arist spermasinin 16 °C ile -196 °C’de saklanabilirligini
karsilastirdiklar1 ¢calismada ayrica dondurma ve ¢ézdiirme sonrasi spermanin durumu
ve DMSO’in kralice aridaki toksik etkisini giderebilmek adina yapilan, suni

tohumlamadan Once spermanin santrifiigasyonla ayristirilmasimin  etkilerini
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degerlendirmiglerdir. Bu amagla 16 °C ve -196 °C Hopkinsin gelistirilmis
sulandiricisini esit oranda sulandiric1 ve sperma katarak denemislerdir. Ilave olarak
Hopkins modifiye sulandiricisi sulandiricinin 5 kati oranda sulandirilmis ve Harbo
gelistirilmis sulandiric 3 kat sperma 2 kat sulandirici hesaplanarak 2 kademeli olarak
sulandirilmistir (Hopkins, vd., 2012). Calismada 3,6 ve 11 aylik zaman diliminde
degerlendirme yapilmistir. Canlilik degerlendirilmesi amaciyla modifiye Kiev
soliisyonuyla 500 kat sulandirilan 1 pl sperma, 50 kat olacak sekilde 10 pl propoideum
iodude ve 500 pul sperma modifiye Kiev soliisyonu hesabiyla boyanarak 40 biiyiitmede
en az 200 spermatozoa sayilmak suretiyle degerlendirilmistir. Degerlendirilen
spermanin canlilik orani1 ¢alismadan once 0. glin degeri % 87-91 aralifinda tespit
edilmistir. 16 °C’de 11 ay siirede canli sperma kalmamustir. 3 ay ve 6 ay, 16 °C 1sida
saklanan ve dondurulan sperma arasindaki fark dondurularak saklanan lehine olmasina
ragmen 6nemsiz bulunmustur. Ancak 11 ay saklanan sperma spermada dondurularak
saklanan sperma (%76+5) 6nemli derecede basarili goriiliirken 16°C 1sida saklanan
spermada spermatozoonlarin tamami canliligini yitirmistir. Dondurularak saklanan
spermada santrifiij edilen ve edilmeyen arasinda belirgin bir fark gozlenmemistir.
Canlilik oraninin % 70-80 arast olmasmin Onemi vurgulanmigtir. Spermada
dondurulmadan saklanan payetlerde canlilik tespit edilmediginden ¢alisma uzun siireli
dondurularak saklanan payetlerde bakilmistir. Santrifiigasyon islemi yapilarak ya da
yaptlmayarak uygulanan suni tohumlama islemi sonrasi kralige arilarin
spermathekalarindaki spermatozoon sayilarinin yiizdesel olarak yakin degerlerde
oldugu degerlendirilmistir. Bu amacgla 1 ml modifiye edilmis Kiev soliisyonu 1 pl
sperma ile karigtirllmistir. Hemasitometrede 4 orta kare sayildiktan sonra bulunan
deger sulandirma orani ile ¢arpilip bulunan degerin 10 kat1 alinarak hesaplanmistir.
Spermatikada canlilik orant % 10 ile % 70 arasinda olup spermatikada bulunan
spermatozooon sayisinin 5x10° — 15x10* arasinda degerlerde oldugu goriilmiistiir.
Sonu¢ olarak bal arist1 spermasmin uzun siireli saklanmasinda dondurularak
saklamanin 6nemi vurgulanmistir. Ayrica dondurma ¢ozdiirme sonrasi ve suni
tohumlama uygulanan kralige arilarda suni tohumlama Oncesi santrifiigasyon
isleminin sperma canliligim1 6nemli dl¢lide etkilemedigi bildirilmistir.

Almeda ve Espencer (2002), bal arilarinda spermanin saklanma kosullarini
iyilestirmek ve gelistirmek i¢in doku kiltiirii ve hindistan cevizi suyunun sperma
sulandiricisina katilmasi ¢aligsmasini yapmisglardir. Calismada ilk 3 medyum hindistan

cevizi suyu icermektedir. Diger medyumlar hazir ticari medyumlardan olugsmaktadir.
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Kullanilan doku kiiltiir medyumlar1 hazir ticari medyumlardir. Calismada toplamda 2
aylik siire i¢in 9 farkli zamanda motilite 6l¢timii yapilmistir. Motilite degerleri O ila 4
arasi1 ylizdesel karsiliklarina gore degerlendirilmistir. O (motilite yok), 1 (0-% 10), 2
(% 11-50), 3 (% 51-75) ve 4 (% 76-100) aras1 degerlere karsilik gelmistir. Motilite
farkli glinlerde bakilmis ve 1 aylik silirede ilk medyum 1 ve 15 giinde motilite ‘4°, 30.
giin motilite ‘1’ seklinde degerlendirilmistir. 2. medyum ilk giin motilite ‘4’, 15. giin
‘3’, ve sonrasi ‘1’ iken, 3 medyum ilk giin motilite ‘4’, 15. giin 2° ve 30. giin ‘1’
degerlerinde oldugu goériilmiistiir. Diger ticari medyumlar 4. ve 5. medyum 2 °C- 5 °C
sicaklikta ilk giin ‘3’ sonrast ‘1’ ve 6. medyum -70 °C sicaklikta motilite yoniinden
gozlemlenmis ve ilk giin motilite ‘1’ oldugu vurgulanmistir. Suni tohumlama yapilan
kralice arilarda iki hafta kadar saklanan hindistan cevizi suyu bulunan sulandirici igin
is¢i ar1 yiizdesi olmast gerektigi gibi sorunsuz oldugu goézlenmistir. 1 ay saklanan
sperma ile dollenen kralice arilarda sperma canliliginin oldukga diisiikk degerlerde
oldugu gozlenmistir. Kullanilan medyumlardan ilk 3 farkli doku kiiltiir sulandiricisi
ve hindistan cevizi suyu icermektedir. 8-10 °C de ilk medyum 80 giin diger medyumlar
(2. ve 3. medyum) i¢in 1 aylik siirede yiizde 1 ila 10 arasi canlilik gozlenmistir.
Calismada kullanilan 4, 5, 6. medyumlar i¢in 4 ve 5, 3-5 °C’de 6. medyum -70°C de 5
giin i¢in degerlendirilmistir. Sonug olarak 4,5,6 numarali ticari medyumlar i¢in kayda
deger sonu¢ olusmamasina ragmen hindistan cevizi suyunun 6nemini vurgulamak
adima umut verici olmustur. Kisa siireli saklama i¢in hindistan cevizi suyu igeren
sulandiricilarin kullanilabilecegi goriisii olusmustur.

Liu, vd. (2020), kralige arinin sperma depolama organinda bulunan
spermatozoonlarin uzun siire zarar gormeden nasil saklanabildigiyle ilgili depo
organda bulunan metabolizmaya katkida bulunan maddelerin  katkisini
arastirmiglardir. Bu amagla ¢iftlesmemis kralice ar1 ile dollenmis kralige ar1 sperma
depo organlarn igerisindeki fiziksel ve kimyasal degisiklikleri incelemislerdir.
Spermatikalarin  ekstraktlarinin uygun sekilde hazirlanmasinin ardindan Mass
Spectrum analiz ve LC-MS data filtering analizleri uygulanmistir. Spermanin depo
organda depolanmasinda bir¢ok yag ve yag asitleri, yag esterleri, aminoasitler ve
metabolizma diizenleyici maddelerin etkili oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle yaglar,
yag benzeri maddeler, gilserofosfolipit (GLP), prenol yaglar, sterol yaglarin yani sira
bu maddelerin aktif olarak kullanilmasi i¢in gerekli olan GLP metabolizmasi, cesitli
uyarim mekanizmalari, trikarboksilik dongii (TCA), sfingolipid metabolizmas1 gibi

etkin metabolizma mekanizmalarinin gorev aldigin bildirmislerdir. Yapilan ¢calismada
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ciftlesen olgun kralice arida spermatikada bir¢ok yapisal, fiziksel ve kimyasal ve
mekanizmanin etkin oldugu goriilmiistiir.

Yaniz, vd. (2019), bal aris1 spermasinin motilite degerlerini, bekletme siiresi,
calisma siiresi, sulandiricilarin etkilerini Laja 10, Laja 20 ve Isas 10, Makler 6zel
numune lamlar1 ve lam kullanilarak yapilan analiz sonuglarini degerlendirmislerdir.
Kullanilan Kiev soliisyonunun disinda potasyum igeren, trehaloz iceren ve BSA igeren
3 farkli soliisyon daha bulunmaktadir. Sulandiricilarin ¢alisma lamlari iizerine etkisi
incelendiginde Kiev sulandiricisi, potasyum ilaveli Kiev ve Trehaloz bulunan Kiev
sulandiricilarin da L10 diger ¢alisma lamlarina gére daha basarili bulunmustur. Ayrica
potasyum igeren Kiev soliisyonunun ozmotik strese sebep oldugu ve anormal
spermatozoa oraninin arttigi belirtilmistir. Calismada Laja lam kullanildiginda
motilitede diizensiz harekette artis goriilmiistiir. Ancak bal aris1 spermasinin kendine
Ozgii dairesel motilite hareketinde diisiis dikkat ¢ekmistir. Makler ve normal lam
kullanildiginda sulandiriciya katilan BSA’nin lam yiizeyinde tutunma kabiliyetini
distirdigii gézlenmistir. Ayni1 sekilde BSA bulunan Kiev’de belirgin degisiklik
olmamistir. Ancak spermatozoonlarin kivrim hareket davranislarindaki artis kayda
deger bulunmustur. Canlilik yiizdelerine bakildiginda normal lamin diger ¢alisma
lamlaria goére degerlerinin % 14-18 arasi daha diisiik degerde oldugu belirtilmistir.
Caligmada beklenme siireleri olarak yarim saatlik stire igin belirgin farklilik tespit
edilmemistir.

Weirich, vd. (2002), bal arilarinda oksidatif strese karsi onemli savunma
enzimleri olan siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon S transferaz enzimlerinin kan
ve cesitli doku ve boliimlerindeki oranlarinin karsilastirildigi ¢alismada bal arisi
spermasinin yani sira spermatozoonda da katalaz etkilesim orani giiclii ¢ikmistir. Bal
aris1 hemolenfi ve inceleme kapsamindaki kralige ar1 spermatheka’si, kaslar ve bazi
civar bolmelerde katalaz ve glutatyon S tranferaz enzim aktivitelerinin etkin oldugu
goriilmiistiir. Disi karakterli olan is¢i arilarin glutatyon S transferaz aktivitesi doku
bolmelerinde ¢ok yliksek degerlerde oldugu goriiliirken olgun kralige arilarda ise
katalaz aktivitesinin 6nemli oranda yiiksek bulundugu degerlendirilmistir. Béceklerin
kan sivist anlamina gelen hemolenfte ise katalaz orani goreceli olarak is¢i arilarda
ciftlesmis ya da ¢iftlesmemis kraligelerden yiiksek ¢ikmasina ragmen seviye olarak
kayda deger bulunmamistir. Katalaz bakilan kisimlardaki kas hareketlerinin fazla
olmamasi da gézlemlenmistir. Ayrica kralige arilardaki sperma depolama organi olan

spermatheka’daki glutatyon S transferaz enziminin yani sira katalaz enzim seviyesinin
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ciftlesmemis kralice arilara gore ¢iftlesmis kralige arilarda daha yiiksek oranlarda
oldugunun goriilmesi dikkat g¢ekici bulunmustur. Glutatyon S transferaz enzim
aktivitesinin o6zellikle hemolenfteki seviyesinin sinirli oldugu ve iireme agisindan
bakildiginda belirleyici oranlarda olmadigi gorilmistiir. Siiperoksit dismutaz
aktivitesi hemolenf, kismi bolimler ve spermathekada ayirt edilecek bir farklilik
gostermemesine ragmen spermathekadaki spermada bulunan seviyesinin hiicresel
diizeyde goriilmemesi agirlikli olarak seminal plazmada bulunmasi kayda deger
bulunmustur.

Taylor, vd., (2009) farkli sulandirma oranlarinda seyreltilen spermada 6ngoriilen
sulandirma oranlar1 ve farkli kriyoprotektan ajanlar kullanilarak dondurma, ¢6zdiirme
sonrasi sperma kalite kriterleri tizerine yaptiklari ¢alismada, sulandirma orani igin 4 pl
standart sperma i¢in 12, 24, 36, 48 ul sulandirict kullanilmistir. Sulandirilan sperma
0,25 mr’lik payetlere ¢ekildikten sonra 90 dk kadar oda sicakliginda bekletilmis bu
stirede gerekli analizler dondurulmadan 6nce yapilmistir. Dondurma yontemi olarak
uygun Olgiilerde sulandirilan sperma sulandirma oranina gore % 10 kriyoprotektan
ajan ilave edildikten sonra 0,25’lik payetlere sulandirici-hava-sperma-hava-
sulandirici olacak sekilde ¢ekilerek 6zel sistemler yardimiyla 1sis1 kontrollii olarak oda
sicakligindan 2 dk icerisinde — 80 °C’ye diisiiriilmesinin ardindan -196 °C’de siv1 azot
icerisinde dondurulmustur. Caligmada piyasada sik olarak kullanim goren
kriyoprotektanlara yer verilmistir. Kontrol gurubu olarak modifiye Kiev soliisyonu
(sodyum sitrat, sodyum bikarbonat, potasyum kloriir, siilfanilamid, glikoz)
kullanilmistir. Calismada sulandirict 4 ve sulandirict 2 basarili  bulunmustur.
Sulandirici 4 Kiev soliisyonuna ilave olarak katalaz icermekte olup antibiyotik olarak
amoksisilin kullanilmigtir, ancak glikoz bulunmamaktadir. Sulandirict 2’de ise
antibiyotik olarak amoksisilin kullanilmigtir. Ayrica arjinin ve lizin aminoasitleri yer
almaktadir. Motilite degerlendirmesi memeli hayvanlardan farkli olarak sirkiiler
hareketleri canlilik gibi diistiniilerek tanimlanmistir. Degerler 0, 20, 40, 80 ve 95 {istii
olarak tanimlanmis ancak 0 ile 5 arasi degerleme ile ifade edilmistir. 10 pL
sulandirilmis  sperma 40 biylitmeli 151k mikroskobunda incelenmistir. Diger
sulandiricilara gore basarili bulunan sulandirict 2 ve 4 motilite degerleri 3’ilin izerinde
olup yakin degerlerde oldugu goriilmiistiir. Bikarbonat ve potasyum iyonlarinin bal
arist spermast motilitesi tizerine olumlu etki gosterdigi vurgulanmistir. Ayrica
bikarbonat icermeyen sulandiricinin basarilt bulunmasinin pH degerinin kralige ar1

spermatikast1 pH’st olan 9,7 degerine yakin olmasit (9,6) sebebiyle oldugu
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diistintilmiistiir. Ancak pH degeri yiiksek olan sperma sulandiricisinin (10,7) motilite
oranint olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Calismada sulandiriciya katilan
aminoasitin motilite tizerine olumlu etkisi oldugunun O6nemi vurgulanmistir.
Sulandirict 4 glikoz icermemesi sekerlerin bal arisi spermasi i¢in motilite agisindan
¢ok 6nemli bulunmadigini géstermistir. Katalaz enzimi oksidatif strese karsi etkili
oldugu bilinmektedir (Aitken, vd., 2006). Calismada katalaz enzimi katilan
sulandiricilarin kontrol grubuna gore basarili oldugu goriilmiistiir. Kriyoprotektanlar
arasinda farkli ¢alismalarda da belirtildigi izere DMSO daha basarili bulunmustur.
DMSO katilan ayni sulandiricilarda canlilik orani (%45,47+1,69) DMA ve gliserole
oranla yaklagsik 3 kat yliksek degerlerde oldugu goriilmiistiir. DMA ve gliserol arasinda
belirgin bir fark goriilememistir. Calismada sperma sulandiricisina katilan oran i
kriyoprotektan i¢in de ayni oranda, DMSO i¢in yapilmis ¢aligmalarda kullanilan %10
olarak belirlenmistir. Sulandirma oranlar1 incelendigi zaman dondurma islemi
uygulanan sulandiricilar arasinda basarili bulunan sulandiricinin oranlart tiim
sulandirma oranlarina gore karsilastirildiginda 3 kat sulandirma 1 kata gore basaril
bulunurken 3 kata gore 9 kat sulandirmada sperma canlilik oranlarinda artis oldugu
goriilmiistiir. 3 kat sulandirmayla 6 kat arasinda sperma canlilik orami dikkate
alindiginda belirgin fark goriilememistir. 9 kat sulandirma degerleri daha olumlu
oldugu goriilmiistiir. Dolayistyla belirli sulandirma oranlar1 dikkate alindiginda
sulandirma oraninin canlilign destekledigi ongoriilmiistiir. Calismada genel olarak
sulandirict 4 basarili bulunmustur. Sodyum, potasyum, bikarbonat ve katalaz
enziminin o6zellikle canlilik ve motilite tizerine olumlu etkisi 6nemli gorilmustiir.
Calismada motilite ve canlilik yoniinden basarisiz oldugu degerlendirilen sulandirici
1’in osmotik basincinin (730) mOsmol/mL nin {izerinde oldugu bal arsis1 spermasi
osmotik basimcimin (467+13) mOsmol/mL degerinin oldukga iistiinde olmasina baglt
olabilecegi diistiniilmiistiir.

Wegenner, vd. (2012), bal arilarinda spermanin dondurularak saklanmasi ve
sonrasinda kralice arinin tohumlamasi ile ilgili bagarinin belirlenebilmesi amaciyla
kriyoprezervasyon isleminin etkilerinin degerlenmesiyle ilgili yaptiklar1 ¢alismada
ortalama 2 ila 3 haftalik yasta erkek arilardan sperma almislardir. Sperma dondurma
protokolii 6zel sogutucu yardimiyla spermanin sicakligi -35 °C’ye diisiiriildiikten sonra
ekilibrasyon islemi olmaksizin -196 °C’de sivi azot igerisine almak seklinde
uygulanmistir. Calismada dondurulan bal arist spermasinin 11 aya kadar

saklanabilecegine vurgu yapilmistir. Kriyopreservasyon iglemi uygulanarak saklanan
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bal arsis1 spermasinin ¢ozdiriilmesi i¢in 35 °C’de 60 saniye bekletmek yeterli
goriilmistiir. Motilite yoniinden incelemek amaciyla oncelikle 30 dakika kadar 30 kat
Kiev sulandiricisiyla sulandirilarak 35 °C’de bekletilmis sonrasinda bir damla kadar
alimarak 1sitma tablali mikroskopta bal aris1 spermatozoasina ©zgii hareket
gozlenmistir. Calismada en az 200 spermatozoon sayilmis bu amagla faz kontrast
mikroskobundan yararlanilmistir. Ozmotik stres degerlendirilmesi amaciyla
hazirlanan 6zel soliisyondan yararlanilmistir. 55 mM KCI, 82.6 mM Nazs-citrate, 20
mM HEPES, 30 mM trehalose, 25 mM NaHCOs3 igeren soliisyon igerisine 0.86 M tuz
ilave edilerek hazirlanan soliisyona esit oranda 5’er ul katilan sperma 35 °C’de 5

dakika bekletilip 140 pl tuz ilavesiz soliisyonda sulandirilarak 6zel floresan boya ile

boyandiktan sonra incelenmistir. Calismada ¢ozdiirme sonrasi  motilite

parametrelerinin taze sperma ile karsilastirildiginda ortalama olarak taze sperma %

93,3-99,9 arasinda bir degere sahipken kriyoprezervasyon uygulanarak dondurulan
spermada ¢dzme sonucu tespit edilen degerin % 8-9,6 aras1 degerlerde oldugunun
O6nemine vurgu yapilmistir. Calismada ayrica ozmotik stres degerlemesinde taze
spermada ozmotik stres negatif hiicre degerinin % 53,3-73,3 arasinda oldugu tespit
edilirken kriyoprezervasyon igslemi uygulanan dondurulmus spermada % 27,9-32,1
degerlerinde oldugu goriilmiis ve 6nemsiz oldugu sonucuna varilmistir.

Algay, vd. (2019), bal aris1 spermasinin dondurulmasiyla ilgili yaptiklari
calismada BSA eklenmis TL-hepes iceren sulandiricidan ml’ye 1, 3 ve 5 mg oraninda
katarak  hazirlanan sulandiricinin = bal  aris1  spermasi  lizerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Bal aris1 spermasinda osmotik stres’in belirlenmesi amaciyla
HOST dan faydalanmigslardir. Bu amagla bal aris1 i¢in uygun oldugu diisiiniilen 100
mOsm HOST soliisyonun 0,1 ml’sine 10 pl sperma katilarak 37 °C yarim saat tespit
edilerek spermatozoonun son veya esas kisminda kivrilma goriilenler degerlendirmeye
alinmigtir. HOST degerlendirmesinde kontrol gurubu (59,20+3,58) ile ml’ye 1 mg
katilan sulandirici (61,5344,15) degerlerinin birbirine yakin degerlerde oldugu
goriilmistiir. Buna karsilik m1’ye 3 mg eklenen grup (66,06+3,15) ve 5 mg katilan
grup (67,73+4,07) HOST degerlerinin birbirine yakin degerlerde oldugu gorilmistiir.
Calismada spermatozoa membran akrozom biitiinliigliniin incelenmesi amaciyla 0,1
ml phosphate buffer saline ¢ozeltisi ile 10 pl sperma karigtirilarak 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij devir sayisinin 100 RCF olmas1 énem arz etmektedir. Ornek

tizerindeki siipernatant alindiktan sonra PBS ilave edilerek ikinci kez santrifiij edilmis
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ve 15 dk aseton ile tespit edilmistir. Aseton ile tespit edilme siiresince 4 °C 1sida
bekletilmistir. Ozel olarak hazirlanan PSA-FITC boya ile 37 °C sicaklikta 60 dk
karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra floresan mikroskop yardimiyla
degerlendirilmistir. Akrozom defekt degerlendirmesinde konrol grup (24,20+3,82),
BSA1 (24,34+2,79), BSA3 (21,17+2,97) ve BSA5 (18,80 £3,44) ortalama degerde
oldugu dolayisiyla mI’ye 1mg oraninda katilan grup ve 3 mg katilan grubun hem
kontrol hemde 5 mg katilan gruba yakin oldugu degerlendirilmistir. Motiliteyi
belirlemek amaciyla uygun miktarda alinan sperma 37 °C’de isitmali tablali faz
kontrast mikroskobunda gozlenmistir. motilite ortalama degerleri incelendiginde
sulandiriciya katilan BSA eklenmis TL hepes bazli sulandirici orani arttikga motilite
oraninin arttigi gozlenmistir. Kontrol (39,33+3,71), BSA1 (43,66+4,41), BSA3 (50
+4,62), BSA5 (54,3343,71). Calismada protein eklenen hepes bazli sulandiriciyla
farkli oranlarda sulandirilan bal aris1 spermasi incelendiginde en yiiksek oranda katilan
sulandiricinin sonuglarinin 6zellikle motilite basta olmak iizere kontrol grubu ve diger
calisma gruplarina gore basarili oldugunun 6nemi vurgulanmistir.
8.1. Shilajit

Shilajit bazi1 bolgelerde kayaglarin rizosfer tabakasi arasindan sizan
kahverengiden siyah renge kadar degisik renklerde bulunan ve kayaclardaki
mikrobiyal, bitkisel, metabolik {irlinler ve humus bilesikleri igeren bir maddedir (Sekil
8.1).

Sekil 8.1.Shilajit (Agarwal, vd., 2007)

Pakistan, Hindistan, Tibet, Nepal, Sikkim ve Bhutan topraklari {izerinde yer alan
dag topluluklar1 olarak adlandirilan Himalaya daglarinda ve yine Afganistan,
Avusturalya ve Rusya da bazi daglarda bulunur. Shilajit kabaca humik bilesikler ve
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humik olmayan metabolitler olarak adlandirilan hiicrede bulunan metabolik ara {iriin
ve Uriinlerdir (Ghosal, 2002). Cok uzun yillardan beri baz1 iilkelerde tip alaninda
kullanilmaktadir. Carrasco-Gallardo, vd. (2012), shilajit igerisinde selenyum ve ¢esitli
mineral maddeler, dibenzo-alfa pironlarin yani sira humus igeren humins, humik asit
ve fulvik asit bulundugunu bildirmistir. Shilajitin yapisinda bulunan fulvik asit
antioksidan ve antiinfilematuar maddeler icermektedir. Xiao, vd. (2018) tarafindan
kegiler iizerinde yapilan ¢alismada, fulvik asitin belirli oranda anormal spermatozoon
oraninda ve malondialdehit seviyesinde azalmaya sebep oldugu, ilave olarak membran
ve akrozom biitiinliiglinii korudugu ve motilite de artisa sebep oldugu goriilmiistiir.
Bhattacharya, vd. (1995), yaptig1 calismada shilajitin nitrik oksit ve hidroksil
radikallerinin sebep oldugu zararli etkilere karst etkili oldugunu belirtmistir.
Calismada ratlarda artan miktarda shilajit uygulamasina bagli olarak siiperoksit
dismutaz, gulutatyon peroksidaz ve Kkatalaz aktivitelerinde artis oldugunu
gozlemlemistir. Ghosal’a (1990), gore shilajit tipta liregenital hastaliklar, sarilik, safra
tasi, sindirim problemleri, sinir rahatsizliklari, kronik solunum yolu hastaliklari, anemi
gibi birgok rahatsizlik sagaltiminda kullanilir. Arastirmaci ayrica shilajitin afrodizyak
ozeliginin oldugunu da belirtmistir. Stohs (2014), yaptig1 derleme ¢alismasinda bir gok
kaynakta shilajitin antioksidan, antiinflamatuar, immunomodilatér , adaptojenik
etkilerinin yani sira spermatogenesis {izerine olumlu etkilerinin vurgulandigimi
bildirmistir. Mishra, vd. (2018), erkek farelerde shilajitin infertiliteye etkisiyle ilgili
yaptiklar1 caligmada shilajitin toksik maddelerin lireme sistemi {izerine olumsuz
etkilerine kars1 koruyucu 6zellik gosterdigini belirtmistir. Bu sebeple gelisen infertilite
sorunlarinin shilajit yardimiyla tedavi edilebilecegini vurgulamistir. Calismada
kadmiyum uygulanan farelerde bazi iireme organlarinin (vezikiiler bez, testis,
epididimis) agirliklarinin azaldigi gozlenmistir. Hastalanan hayvanlarda shilajit
uygulamasinin ardindan tireme organlarinin agirliklarinin arttigr tespit edilmistir.
Ayrica calismada sperma olusumunun hasta fareler de azaldigi, shilajit tedavisiyle
sperma miktarinda ve motilitede artis saglandig1 gézlenmistir.

Pandit, vd. (2016), insanlar iizerinde yaptiklar1 ¢calisma 45-55 yas arast goniillii
saglikli erkekler ile yapilmigtir. Hastalar iki guruba ayrilmis ve bir gruba shilajit
verilirken diger gruba sadece plasebo ilaglar verilmistir. Arastiricilar shilajitin serbest
testesteron seviyesini kayda deger miktarlarla artirdigini belirtmislerdir. Ayrica aym
calismada FSH ve LH seviyelerine de bakilmis shilajit tedavisi sonucu LH seviyesi

korunurken FSH seviyesinin artig1 gozlenmistir.
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Idrees, vd. (2016), yaptiklar1 ¢alismada disi tavsanlarda iireme kabiliyeti tizerine
olumlu etkileri ve antioksidan 6zelligi bulunan selenyum ve E vitamininin shilajit ile
kombinasyonlarinin fertilizasyon yetenegi bakimindan etkilerini arastirmislardir.
Gebelikte aktif hormon olan serum progesteron diizeyi incelenmis ilave olarak gebelik
igerisinde ovaryum da korpus luteumun durumu, fetiis ve fetiisiin uterusa tutunma
durumu ve sayisi, plasenta ve fetiisiin agirliklar1 degerlendirilmistir. Calismada
selenyum+shilajit uygulanan gurubun diger deneme gruplarina oranla avantaj
sagladigr gorilmiistir. Calisma sirasinda istenmeyen etki tespit edilmemistir.
Gebeligin 12. ve 24. giiniinde kontrol grubu disindaki dordiincii grupta korpus luteum
sayisinin artmasi dikkat ¢ekmistir. Implantasyon orani incelendiginde kontrol grubu
disinda kalan 3. ve 4. gruplarin degerleri birbirine yakinken digerlerine gore artig
oldugu degerlendirilmistir. Embriyo agirliklar1 6l¢iildiigiinde 4. grup basta olmak
tizere 3. ve 4. gruplarin avantajl oldugu goriilmiistiir. Ayrica tiim ¢alisma gruplarinda
serum progesteron diizeylerindeki artig dikkat ¢ekmistir. Dolayisiyla kontrol grubu ve
4 ayn gruptan olusan ¢alismada shilajitin olumlu etkisi oldugu degerlendirilmistir.
Calismada her grupta 6 adet disi tavsan yer almaktadir. Kontrol grubu disinda
selenyum ve E vitamini belirlenen dozlarda shilajitle ayr1 ayr1 kombine edilmesinin
yaninda {i¢iiniin birlikte ¢alisildig1 4 grup olusturulmustur. Caligmada gebeliklerinin
belirlenen zamanlarda 6tenazi edilen tavsanlarda uterusa implantasyonu gerceklesmis
fetlis sayisi, plasenta ve yavru agirliklari, gebelik korpus luteumlarinin durumlarmin
belirlenmesine ilave olarak serum progesteron diizeylerine de bakilmistir. Sonug
olarak calisma gruplarinin kontrol grubuna gore avantajli goriildiigi ifade edilmistir.
Ayrica her ¢ bileseninde birlikte bulundugu grup onemli derecede basarili
bulunmustur.

Biswas, vd. (2010), yaptiklari ¢alismada spermatozoa azligi teshisi konulan
mevcut sperma yogunlugu 20.10%°dan az olan hastalara 3 aylik periyotta shilajit
sagaltim1 uygulanmistir. Hastalar FSH, LH ve testesteron serum miktarlarinin yani sira
sperma hacmi, motilite ve sperma yogunlugu yoniinden incelenmistir. Ayrica oksidatif
etki amaciyla malondialdehit seviyesine bakilmistir. Hastalarin % 80’inde 6nemli
oranda olumlu etki goriilmistiir. Sperma hacminde % 37,6 yiikselis gortiliirken sperma
yogunlugunda yaklasik % 19 artis gozlenmistir. Malondialdehit seviyesindeki azalma
kayda deger bulunmustur. Ayrica testesteron, FSH ve LH miktarindaki artis dikkat
cekici goriilmiistiir. Motilitede 6l¢lim zamanina oranla artig géstermistir. 3 aylik zaman

diliminde shilajitin motilite tizerine etkisi onemli bulunmustur. Sagaltimdan 3 ay sonra

38



0,5, 1 ve 2 saat zaman araliklar1 igerisinde spermada gozlenen motilite bulgular
sagalima baslamadan oOnceki degerlerle karsilagtirllmis ve sonuglarin Gnemi
vurgulanmistir. ik yarim saatte ortalama % 12,4 motilite artis1 gozlenirken 1 satte %
13,2 ve 2 saat sonra % 17,4 lik artis gézlenmis ve 6nemli bulunmustur.

Bu durum shilajitin oksidatif stres ve motilite lizerindeki pozitif etkisinin
goriilmesi acisindan Onemlidir. Shilajit bir¢ok iilkede de reprodiiktif sorunlarin

giderilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
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9. MATERYAL VE YONTEM

Bal aris1 spermasinin uzun siire saklanmasinda spermatozoonun hassas
yapisindan dolayr memeli hayvanlardaoldugu kadar yiiksek basar1 elde edilememistir
(Cobey, 2007). Shilajit’in, yapilan ¢alismalarda insan ve bazi memeli hayvanlarda
birgok infertilite probleminin asilmasinda olumlu sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Bu
caligmanin amaci shilajitin gliclii antioksidan etkisinden yararlanilarak bal arisi
spermasinin uzun siireli saklanmasinda 6zellikle dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda

goriilen olumsuzluklarin giderilmesine katkida bulunmaktir.
9.1. Materyal
9.1.1. Cahisma Plam ve Kolonilerin Hazirlanmasi

Calismada ilk once kovan temini yapildi ve kovanlarin konacagi yer olarak
Amasya ili Suluova ilgesi Celtek bolgesinde tarim yapilmayan bir bolge belirlendi.
Koloniler birbirlerine engel olmayacak sekilde aralikli ve riizgari karsidan almayacak
sekilde yerlestirilmistir. Calismada kullanilacak koloniler Bati Karadeniz Bolgesine
uyumlu Anadolu 1rk1 kolonilerdir. Koloniler belirlenirken, geng kralice ariya sahip,
nisan ayinda en az yedi ¢ita ar1 mevcudiyeti bulunan ve yumurtlama kapasitesi yliksek
koloniler tercih edilmistir. Calismada kullanilacak kolonilerin petek 6rme ve
yumurtlama durumu, mevcut bal ve polen stoku, kontrol edilerek kolonilerdeki mevcut
aksakliklar giderilmistir. Secilen kolonilerin varroa sagaltimlari itinayla yapilmistir.
Calisma amaciyla istatistiksel veriler géz oniinde bulundurularak 25 adet galisma
kolonisi ve 10 adet destek kolonisi belirlenmistir. Koloniler 1/1 oraninda giin asir1
surup verilerek kolonilerin calisma i¢in yeterli mevcudiyete gelmeleri ve petek
kabartmalar1 saglanmistir. Calismada kullanilmak {izere kolonilere erkek citalar
verilerek yeteri kadar kabarmis erkek citasi temini saglanmistir. Calismada bal
arilarina verilecek miktar eksiksiz ayarlanabilmesi amaciyla shilajit’in 200 mg’lik

kapstil formu tercih edilmistir.
9.1.2. Kolonilerin Se¢imi ve Gruplarin Olusturulmasi

Secilen 25 adet koloninin mevcut arili ¢ita sayilari esitlenerek kontrol, SH-1,
SH-2, SH-3, SH-4 olacak sekilde 5’er kovanli 5 ana gruba ayrilmistir (Sekil 9.1). Her
grup icin ¢alisma kolonilerine belirli araliklarla is¢i ar1 takviyesi yapmak ve erkek ari
larvas1 vermek amaciyla 2 adet gii¢lii katli ve en az 13-15 ¢ita ar1 popiilasyonuna sahip

destek kolonisi ayirilmistir.
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Sekil 9.1. Erkek ar1 liretimi i¢in tasarlanmis 6 ¢itali ruset deneme kovanlari

9.2. Yontem
9.2.1. Secilen Kolonilerin Cahsma i¢in Diizenlenmesi

Secilen calisma kolonilerinin erkek ar1 iiretiminin saglikli  bigimde
stirdiirilebilmesi i¢in diizenlenmeleri gerekmektedir. Bu amagla kolonide bulunan
esmerlesmis veya 0zelligini kaybetmis petekler yenileriyle degistirildi. Kolonilerden
birbirlerine kapali yavrulu cita aktarilarak ortalama giicleri esitlendi. Kolonilerde
bulunan kralige arilarin yumurta verimi, kolonilerin polen ve bal stoku durumu kontrol
edilerek eksiklikler giderildi. Kolonilere siirekli ham petek verilerek yeteri kadar
kabarmis isci ve erkek ar1 petegi elde edildi. Destek kolonileri ¢calisma kolonilerinin
stirekliliginin saglanmasi agisindan biiyiikk 6nem arz etmektedir. Destek kolonileri
itinayla secilerek diger kolonilerden devsirme yapilarak istenilen giice ulagmalari
saglandi. 1/1 surup ve polenli kek ile desteklenerek yavru potansiyellerinin artmasi
saglandi. Giiglii katli kolonilerin haftalik kontrolleri yapilarak ogul vermemesi igin
gereken Onlemler alindi. Segilen 25 adet ¢alisma kolonisinin kralige arilar1 bir adet
kapal1 yavrulu c¢ita aristyla birlikte 2 adet polenli balli ¢ita ile ruset kolonilere alinarak
calisma kolonileri kralice arisiz birakildi. Kralice arist olmayan koloniler belirli
araliklarla kontrol edilerek yeni kralice ar1 yiiksiikleri bozularak koloninin is¢i ar1
sayisini stabil tutmak amaciyla destek kolonilerinden acik ve kapali yavrusu bulunan
cita takviyesi yapildi. Destek kolonilerine verilen erkek citalar1 4-5 giinliik larvali
oldugunda alinarak calisma kolonilerinde polenli ¢itali arinin yanindaki ¢itaya yani 3
ve 8 numarali ¢ita alanlarina verildi. Destek kolonileri polenli ar1 keki ve ikame surupla

beslenerek yavru tesvik edildi. Is¢i ar1 ve erkek ar1 takviyesiyle bosalan bdlgelere
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diizenleme yapilarak kabarmis hazir ¢ita verildi.
9.2.2. Cahsma Gruplari I¢cin Suruplarin Hazirlanmasi

Calisma gruplart SH-0, SH-1, SH-2, SH-3, SH-4 seklinde 5’er koloni olarak
belirlendi. Besleme amaciyla bir 6lgek su, bir 6lgek seker hesabiyla surup hazirlandi.
Her koloni igin bir seferde 1 1t olacak sekilde surup miktar1 ayarlandi. Kontrol grubu
i¢in katkisiz surup hazirlandi. Deneme gruplari i¢in 1’er It hazirlanan suruplara litreye
5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg shilajit ilavesi yapildr (Sekil 9.2). 200 mg kapsiil 200
ml suda eritildi (Sekil 9.3). Boylece 1 mg/ml shilajit ¢ozeltisi elde edildi. Hazirlanan
suruptan sirasiyla 5, 10, 15, 20 ml alinarak yerine ayni1 miktarda shilajit ¢ozeltisi ilave
edilerek SH-1, SH-2, SH-3, SH-3, SH-4 ¢alisma gruplari i¢in shilajitli surup hazirlandi
(Sekil 9.4).

Sekil 9.2. Shilajit ¢ozeltisi
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Sekil 9.4. Hazirlanan suruba shilajit ilavesi
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9.2.3. Calisma Gruplarinin Beslenmesi

Calisma gruplar i¢in hazirlanan kontrol grubu shilajitsiz, SH-1, 5 mg shilajit,
SH-2, 10 mg shilajit, SH- 3, 15 mg shilajit ve SH- 4, 20 mg shilajit igeren 1/1 sekerle
hazirlanan suruplarla giin asir1 olarak beslendi. Besleme shilajit i¢ceren suruplar her
zaman ayni gin i¢inde hazirlanip gruplara verildi. Besleme aksama dogru ari

faaliyetlerinin azaldig saatlerde yapildi (Sekil 9.5).

Sekil 9.5. Caligsma kolonilerinin beslenmesi

Rutin olarak destek kolonilerinden alinan erkek ar1 larvali ¢italar kralice arisi
bulunmayan ¢alisma kolonilerine verildi. Destek kolonileri rutin olarak kontrol
edilerek ogul egilimine karsi tedbir alindi. Kralice arillarin yumurtlama durumu ve
diizeni denetlendi. Destek kolonileri bol ikame yem ve surupla beslenerek petek
kabartma, yumurtlama tesvik edildi. Calisma kolonileri giin asir1 olarak calisma

boyunca beslendi.
9.2.4. Erkek Ar1 Uretimi

Erkek arilar dollenmemis yumurtadan gelistiginden, erkek ar1 tiretimi i¢in genis
gozli 6zel petekler kullanildi. Destek kolonilerine verilen erkek gozlii petekler kontrol
edilerek 4-5 giinliik larva bulunan petekler alinarak ¢alisma gruplarina verildi. Destek
kolonilerinde eksilen peteklerin yerine yenileri konuldu. Kralice aris1 olmayan ¢aligma
kolonileri giin asir1 beslenerek yumurtadan itibaren 24 giin sonra ¢ikan erkek arilar
farkli kralige ar1 isaretleme kalemleriyle isaretlendi. Olgunlasan erkek arilar 2-3
haftalik olduklarinda sperma almak i¢in toplandilar. Erkek ar1 tiretimi igin olusturulan
kralice aris1 bulunmayan kolonilerin yaptiklari kralige ar1 yiikstikleri rutin kontrollerde

tespit edilerek bozuldu (Sekil 9.6). Sperma almak amaciyla olusturulan erkek ari
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citasinda ¢ikan erkek arilar siirekli kontrol edildi (Sekil 9.7).

o A

- PE

Sekil 9.7. Erkek ar1 iiretim ¢itas1 ve olgunlagsmis erkekler

9.2.5. Olgunlasan Erkek Arilarin Toplanmasi

Calisma kolonilerinde erkek arilarin oldugu c¢italar kontrol edilerek isaretli

arilarin yogun olarak bulundugu erkek arilar1 barindiran ¢italardan 15-21 giinliik yasta
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yeterli olgunluga ulasan erkek arilar toplandi1 (Sekil 9.8). Ayrica hava kosullarinin
uygun oldugu riizgarsiz giinlerde ¢alisma kolonileri 6niine konulan kralige ar1 1zgarasi
tizerine biriken isaretli erkek arilar topland1 (Sekil 9.9). Erkek arilar disarda uzun siire
dayanamadiklarindan erkek ar1 toplama ¢alismasi miimkiin oldugunca hizli yapilmaya
calisildi. Toplanan arilarin strese maruz kalmamalari, ugmalarii tesvik ederek
diskilamalarinin saglanmasi ve sperma vermek i¢in hormonal olarak aktif olabilmeleri
icin erkek arilar genis kutularda toplandi. Yeterli sayida toplanan erkek arilar ivedi bir

sekilde spermanin alinacagi laboratuvara getirildi.

Sekil 9.9. Erkek ar1 kapant

9.2.6. Toplanan Erkek Arilardan Sperma Alinmasi

Toplanan erkek arilar koloni diginda uzun siire yasayamadiklarindan sperma

alimina zaman kaybedilmeden baglandi. Sperma almak amaciyla suni tohumlama
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cihaz1 (Latshaw marka) ve stereo mikroskop (Leica - EZ4) kullanildi (Sekil 9.10).
Yeterli olgunluga ulagan erkek arinin thorax ve abdomen’ine basing uygulanarak
endophallus agiga ¢ikarildi. Erkek arida sperma endophallus iizerinde mukus bezi
salgisinin iizerinde bulunur. Iki sekresyon arasinda bulbus bezi sekresyonu bulunur.
Bu nedenle suni tohumlama cihazinin cam kaniiliiniin mukus sekresyonuyla temas
etmemesine dikkat edildi. Sperma alinirken 6nceki spermadan bir miktar alinip,
sonraki alinacak olan sperma tizerine verilerek sperma ¢ekme islemine gegildi (Sekil
9.11). Kii¢iik mukus pargalari cam kaniilii tikayabileceginden sperma alma sirasinda
miimkiin oldugunca hizli davranildi (Sekil 9.12). Toplanan erkek arilardan miimkiin
oldugunca faydalanabilmek adina enerjisi azalan erkek arilardan sperma almaya
oncelik verildi. Natif spermada motilite degerlemesi yapilarak ortaklama motil

spermatozoa oraninin %80 iizeri oldugu goriildii.

Sekil 9.10. Sperma alma diizenegi stereo mikroskop
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Sekil 9.11. Sperma alma

Sekil 9.12. Cam kaniil ile sperma alma

9.2.7. Spermanmin Sulandirilmasi

Sperma ephendorf tiipline aktarildiktan sonra {izerine sperma sulandiricisi
modifiye Kiev Soliisyonu (100 ml i¢in D*-glikoz 0,3 gr, potasyum klorid 0,41 gr,
disodyumsitrat dihidrat 2,43 gr, % 10 DMSO (Moritz, 1984) ile 1/5 oraninda
sulandirildi (Sekil 9.13).
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Sekil 9.13. Sulandirilmis sperma

9.2.8. Sulandirilan Spermanin Payetlere Cekilmesi

Hazirlanan sperma payetlere ¢ekilmeden dnce doz ayarlamasi yapmak amaciyla
cam kaniil iizerine isaretler kondu (Sekil 9.14). Sulandirilan sperma 0,25’lik payetlere
¢ekilmeden Once bir miktar modifiye Kiev Soliisyonu ¢ekildi. Daha sonra bir hava
boslugu birakilarak sulandirilmis sperma ¢ekildi. Son olarak hava boslugunun
ardindan tekrar sulandirici g¢ekilerek payetin agik ucu preslenerek kapatildi (Sekil
9.15).

3

Sekil 9.14. Payete ¢ekilmeye hazir sperma
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Sekil 9.15. Payete ¢ekilen bal aris1 spermasi

9.2.9. Payetlere Cekilen Spermanin Dondurulmasi

Payetlere uygun sekilde ¢ekilen sperma ekilibrasyon amaciyla 2 saat 4 °C
sicaklikta bekletildi (Sekil 9.16). Daha sonra sivi azot diizeneginde 5 cm yukarida
bulunan 6zel tel 1zgara iizerine yerlestirilerek 10 dk sivi azot buharinda sperma
donduruldu (Sekil 9.17). Dondurulan spermalar sivi azot igerisinde sakland: (Sekil
9.18).

Sekil 9.16. Sperma ekilibrasyon
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Sekil 9.17. Payetlerin azot buharinda sogutulmasi

Sekil 9.18. Payetlerin azot tankina aktarilmasi

9.2.10. Spermanin Degerlendirilmesi
Dondurularak saklanan spermalar 37 °C’de 30 saniyede ¢ozdiiriildii.
9.2.10.1. Motilitenin Degerlendirilmesi

0,5 pl alinan ¢6zdiiriilmiis sperma lam iizerine alinarak isitmali tablali faz
kontrast mikroskop altinda 400x  biyiitmede degerlendirmesi  yapildi.
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Degerlendirmede bal aris1 spermasina 6zgii dairesel hareketin yogunlugu baz alinarak

motilite % 20, % 40, % 60, % 80 seklinde belirlendi (Gontarz, vd., 2016; Taylor, 2009).
9.2.10.2. Spermatozoa Yogunlugu Degerlendirilmesi

Spermatozoa yogunlugunun degerlendirmesi amaciyla 1 pl sperma 1 ml Kiev
sulandiricist ile sulandirildiktan sonra thoma lamina konulup mikroskop altinda 400x
biiyiitmede 5 orta kare sayilarak bulunan asagidaki formiilasyona gore hesaplandi
(Tekin, 1994; Cobey, 2013).

Yogunluk = Sayilan Spermatozoa / Sayilan Biiyiik Kare (5) x Biiyiik Kare Hacmi
(1/250) x Sulandirma orani (1/1000)

9.2.10.3. Plazma Membran Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

HOST pozitif oraninin belirlenmesi amaciyla 10 pl sperma 100 pl 100
mOsm’liik HOST soliisyon igerisinde 37 °C’de 30 dakika bekletildi. 200 adet
spermatozoa sayilarak sarmal ve kivrik kuyruklu spermatozoonlar (Sekil 9.19) HOST
pozitif olarak degerlendirildi (Algay, vd., 2019).
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Sekil 9.19. HOST degerlendirmesi

9.2.10.4. Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Akrozom biitinliigiin degerlendirilmesi amaciyla 10 pl sperma 100 ml
phosphate buffer saline (PBS) igersine katildi. 5 dakika 100 RCF devirde santrifiij
edildi. Ustteki siipernatant kistm alinarak atildi. Altta kalan sperma iizerine tekrar 100
ml PBS ilave edilerek tekrar 5 dakika 100 RCF devirde santrifiij edildi. Ustteki
siipernatant kisim almarak atildi. Alttaki spermadan froti ¢ekilerek PSA-FITC
soliisyonuyla karanlik odada boyandi. 37 °C’de 1 saat karanlik ortamda bekletildikten
sonra floresan atagmanli mikroskopta en az 200 spermatozoon dincelendi (Sekil. 9.20
ve 9.21) ve ylizde olarak belirlendi (Algay, vd., 2019).
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Sekil 9.20. PSA-FITC ile boyanmig spermatozoon

Sekil 9.21. PSA-FITC ile boyanmig spermat0zoa

9.2.10.5. Spermada Total Antioksidan ve Total Oksidan Seviyelerinin
Degerlendirilmesi

Total antioksidan ve total oksidan seviyeleri 6l¢iimiinde spektrofotometri cihazi
(Thermo®) kullanildi (Sekil 9.22).

Total Oksidan Olgiimii: TOS, Total Antioxidant Status kiti ile (REL Assay
Diagnostics®), asidik ortamda cesitli oksidatif tiirlerin varhginda demir iyonunun
demir iyonuna oksidasyonuna dayanan prensiple 6l¢iildii. Ferrik iyon, ksilenol turuncu
ile dlgiilmistiir. Test kitinin prosediirii asagidaki gibidir: numune hacmi, 45 pl; R1

(Reaktif) hacmi, 300 pl; R2 hacmi, 15 pul; reaksiyon siiresi, 10 dakika; sicaklik, 37 °C;
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dalga uzunlugu, 530 nm. Sonuglar; pmoL H20> esdeger/l (umol H20- equiv./l) olarak
ifade edildi.

Total Antioksidan Olgiimii: TAS, Total Antioxidant Status kiti (REL Assay
Diagnostics®) kullanilarak 6lgiildii. Renk degisimi analizér kullamlarak olciildii.
Reaksiyon Trolox (E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu, 6-hidroksi-2.5.7.8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ile kalibre edildi. Test kitinin prosediirii asagidaki
gibidir: numune hacmi, 18 pl; R1 hacmi, 300 pul; R2 hacmi, 45 ul; reaksiyon siiresi, 10
dakika; sicaklik, 37 °C; dalga uzunlugu, 660 nm. Sonuglar; umol Trolox esdegeri/l
(umol) olarak ifade edildi.

Sekil 9.22. Total Antioksidan ve Oksidan Seviyeleri Olgiimiinde Kullanilan
Spektrofotomri Cihazi

9.2.10.6. istatiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler, aritmetik ortalamalar ve standart hatalar seklinde
Ozetlendi. Arastirmada kullanilan her bir grup i¢in istatiksel 6nem derecesi ‘Tek Yonlii
Varyans Analizi’ ile yapildi. Grup ortalamalarinin arasindaki farkliliklar1 aragtirmak
icin Duncan'in ¢oklu aralik testi uygulandi. Gruplarin etkileri P<0,05 diizeyinde
degerlendirildi. Arastirmadan elde edilen verilerin varyans analizi i¢in SPSS 20,0

paket programi kullanildi.
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10. BULGULAR VE TARTISMA

Bal aris1 kolonilerinde ar1 besinine farkli dozlarda shilajit ilavesinin (0, 5, 10, 15,
20 mg/l) motilite, spermatozoa yogunlugu, HOST, akrozom biitiinliigii (Tablo 10.1),

total antioksidan ve total oksidan (Tablo 10.2) degerleri belirlenmistir.

Tablo 10.1. Calisma gruplarinda ¢6ziim sonrasi spermatolojik parametreler

Gruplar Motilite Spermatozoa HOST Akrozom
(%) Yogunlugu (%) Biitiinliigii
(x10%/ul) (%)
SH-0 20,00£0,00° | 425,00+448,70 | 46,20+2.15¢ | 86,60-£0,24¢
SH-1 56,0044,00° | 400,00432,55 | 67,20+2.05" | 87,80+0,20°
" 52.00+4,89% | 515,00476.85 | 72,200,662 | 88 20+0,200
S5H-3 60,0040,00° | 590,00+38,40 | 74,20+1,71% | 88,80+0,20
b 64.00+7,48% | 485,00+16,95 | 79,00+45.83% | 89,20+0,20?
P 0.000 0.051 0,000 0,000

SH-0: Kontrol; SH-1: % 5 shilajit; SH-2: % 10 shilajit; SH-3: % 15 shilajit; SH-4: % 20 shilajit
a,b: Ayn siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir

Bal aris1 besinine farkli diizeylerdeki shilajit ilavesinin ar1 spermasinin
dondurularak saklanmasi {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismamizda gruplarin (SH-
0, SH-1, SH-2, SH-3, SH-4) sirasiyla % motilite ortalama degerleri % 20, % 56, % 52,
% 60 ve % 64 olarak belirlendi (Tablo 10.1). Motilite degerleri (%) yoniinden gruplar
arasinda anlamlt bir fark tespit edildi. Bal aris1 besinine farkli dozlarda shilajit
ilavesinin motilite yiizdesini ¢ok onemli diizeyde arttirdig: tespit edildi (P<0,001).

Bal aris1 spermasinda yapilan bir ¢alismada yumurta sarisi ve soya lesitin’in
sperma sulandiricisina katilmasina bagl olarak motilite ve canlilik orani incelenmistir.
Calisgmada % 10 DMSO ve % 11 gliserol bulunan tampon sulandiriciya farkli
oranlarda soya lesitin ve %20 yumurta saris1 katilmistir (Dadkhah, vd., 2016).
Yumurta sarist memeli hayvanlarda sperma dondurulma ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak hayvansal iiriin olmasi uygun olmayan sartlarda cabuk
bozulmasi gibi dez avantajlarida bulunmaktadir. Bu amagla yumurta saris1 yerine soya
lesitin gibi bitkisel kaynakli katki maddeleri kullanimiyla ilgili ¢alismalar mevcuttur.
Calismada yumurta saris1 ve soya lesitinin bal arist spermasinin dondurlmasi iizerine
etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada calisilan maddeler ar1 besinine katilmadigindan
calismamizla oOrtiismemekle beraber dondurma ¢6zdiirme sonrasi diger g¢alisma
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gruplarina gore basarili bulunan yumurta sarisi sulandiricis1 motilitesinin 0-5 seklinde
degerlendirmede 3,6 olarak tespit edilen oran %60-80 arasi degerlere karsilik gelmesi
ile SH-3 ve SH-4 gruplarinin ¢alisma sonuglariyla ortiismektedir.

Taylor, vd., (2009) spermanin dondurularak saklanmasinda farkl
sulandiricilarin  karsilastirilmasina iliskin yaptiklar1 c¢alismada motiliteye iliskin
degerler 0, 20, 40, 60,80 ve 95 iistii olarak tanimlanmis ancak 0 ile 5 aras1 degerleme
ile ifade edilmistir. Diger sulandiricilara gore basarili bulunan sulandirict 4 motilite
degerleri 3’iin iizerinde degerlerde oldugu goriilmiistiir. Calismada Kiev soliisyonu ve
%10’luk kriyoprotektan katilan sulandirict kullanilmasi ¢alismamizla 6rtiismektedir.
Ayrica ¢alismada DMSO’nun diger kriyoprotektan ajanlara gore belirgin sekilde etkili
oldugu goriilmiistiir. Mevcut ¢alismamizda da DMSO kullanilmis olmasi saklama
kosullar1 agisindan benzerlik gdstermektedir. Calismada motilite yiizdesi diger
gruplara gore basarili bulunan deneme grubu 4 sonucu mevcut ¢caligmamizdaki SH-3
ve SH-4 grubuna ait ortalama bulgularla (%60, %64) ortiismektedir. Bu durumun
sulandirict 4 te bulunan antioksidan olan katalazdan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Wegenner, vd., (2012) bal aris1 spermasina Kriyoprezervasyon islemlerinin
etkilerini belirlemek amaciyla bal aris1 spermasini dondurarak uzun siireli (4 -5) ay
kadar saklamis ve motilite yoniinden incelemislerdir. Toplanan bal arisi1 spermasi 1/1
oraninda sulandirilmigtir. Sulandiricida % 15 oraninda yumurta saris1 bulunmaktadir.
%0-10,5 arasinda farkli oranlarda DMSO katilan sulandiricilar icerisinde %10,5
DMSO bulunan sulandiricinin etkili oldugu vurgulanmistir. Mevcut ¢alismamizdaki
%10 DMSO yakin olmasina karsin sulandiricilar birbiriyle ortiismemektedir. Ayrica
calismada dondurulan bal aris1 spermasi motilite degerinin (%8,8+0,8) Onemi
vurgulanmistir. Mevcut ¢alismamizda dondurma c¢ozdiirme sonucu karsilastirilan
motilite degerleri arasinda belirgin fark bulunmaktadir. Bu durumun sebebinin
kullanilan  sulandiricinin = igerigi  ve sulandirma  oranindaki  farkliliktan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Algay, vd., (2019) yaptiklar1 ¢alismada BSA eklenmis TL-hepes igeren
sulandiricidan farkli oraninda hazirladiklar1 sulandiricinin bal aris1 spermasi tizerine
etkilerini degerlendirmislerdir. Dondurulup ¢ozdiiriilen bal aris1 spermasi motilite
bulgular1 incelendiginde motilite degerlerinin kademeli olarak artmasi mevcut
caligmayla oOrtiismektedir Calismada BSA sulandiriciya katilarak etki gosterirken
shilajitin ar1 besinine katilarak etki gostermesi 6nemlidir.

Bal aris1 spermasmin dondurulmasinda shilajitin etkisi ile ilgili yapilan bir
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caligmaya rastlanmamistir. Memeli spermalarinda shilajitin etkisi ile yapilmis
caligsmalar bulunmaktadir.

Sultan, vd., (2021) mandalar {izerine yaptiklar1 ¢alismada shilajitin sperma
sulandiricisina farkli oranlarda (%0, %0,25, %1,5, %2,25, %3) katilarak dondurulan
sperma tizerine etkileri incelenmistir. %3 oraninda katilan shilajit grubunda motilite
degeri diger gruplara gore yiiksek ¢ikmis ve dnemli bulunmustur.

Biwas, vd., (2009) shilajitin motilite {izerine etkisini inceledikleri ¢aligmada 3
ay oral shilajit sagaltimi goren oligospermi goriilen hastalarin motilite degerlerinin
onemli derecede arttigini vurgulamislardir. Calismada sagaltimdan onceki motilite
degerleriyle sagaltimdan sonra alinan spermanin 0,5, 1 ve 2 saat sonraki sonuglariyla
karsilastirilmis shilajitin motilite {izerine etkisinin énemi vurgulanmistir. Ilk yarim
saatte ortalama %12,4 motilite artis1 gézlenirken 1 satte %13,2 ve 2 saat sonra %17,4
lik artis g6zlenmis ve shilajitin motiliteyi nemli derecede etkiledigi belirtilmistir.

Shilajitin yapisinda yer alan selenyum ve ¢esitli mineral maddeler, dibenzo-alfa
pironlarin yani sira humus igceren humins, humik asit ve fulvik asitin diizenleyici ve
antioksidan etkisi oldugu bildirilmistir (Carrasco-Gallardo, vd., 2012). Shilajitin
afrodizyak etkisi oldugu ifade edilmistir (Ghosal, 1990). Ayrica fulvik asitin belirli
oranda anaormal spermatozoon oraninda ve malondialdehit seviyesinde azalmaya
neden oldugu dolayistyla shilajit kullaniminin motilitede artisa sebep oldugu
vurgulanmigtir (Xiao, vd., 2018). Shilajitin testosteron seviyesini ve epididimiste
spermatozoon sayisini artirmak suretiyle Sspermatozoon hareketlerini artirdig:
vurgulanmigtir (Park, vd., 2006). Kreuter, vd., (2002) fluvik asitin spermatozonlara
enerji saglamada onemli rol istlendigini, dolayisiyla motiliteyi artiran bir unsur
oldugunu ifade etmistir. Shilajitle ilgili motilite {izerine yapilan ¢aligmalar shilajitin
motilite degerleri lizerine pozitif etkisi oldugunu gostermekle birlikte calismamizla
ortiistiigli goriilmektedir

0, 5, 10, 15, 20 mg/l diizeylerindeki shilajitin bal aris1 spermasi ortalama
spermatozoa yogunlugu degerlerine ait bulgular Tablo 10.1°de verilmistir.

Rousseau ve Giovenezzo (2016) bahar mevsiminde bal arilarinda yapilan ilave
beslemenin iireme kabiliyeti iizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmada yogunluk
degerlendirmesinde gruplar arasinda belirgin fark gorememislerdir. Ortalama
yogunluk degeri ml’de 2,77x10° olarak belirlenmistir. Calismada kullamlan Kiev
soliisyon 100 ml i¢in (0.3 g D + glukoz, 0.41 g potassium chloride, 0.21 g sodium

bikarbonat, 2.43 g (sodyum sitratdehidrat) mevcut ¢alismamizda kullanilan modifiye
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Kiev soliisyon ile drtiismektedir. Ilave olarak calismada bal arilarmin beslenmesine
bagli olarak sperma iizerine etkileri gdzlenmistir. Ancak spermada kriyoprezervasyon
islemi uygulanmamistir. Caligma verilerimiz mevcut literatiir verilerinden daha
yiiksek elde edilmistir. Bu etkinin shilajit kaynakli oldugu diisiintilmektedir.

Paillard, vd., (2017) bal aris1 spermasinin kisa ve uzun siireli saklanmasina
iliskin yaptiklar1 ¢alismada uzun siireli dondurularak saklanan bal aris1 spermasi ile
dollenen kralige arida spermatikada bulunan spermatozoon sayisi degerlendirilmistir.
Calismada 18 adet kralige arya ait pL deki spermatozoon sayis1 genel olarak 5.10° ve
15.10% aras1 degerler olarak ifade edilmistir. Calisma bulgularinin spermatikaya 6zgii
olmasi ve kralige arilarin suni tohumlanmasindan evvel spermanin santrifiij islemine
tabi tutulmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Memelilerde yapilan calismalarda shilajitin sperma yogunlugunu artirdigi
goriilmistiir. Ratlarda shilajitin epididimal spermatozoon sayisin1 kontrol grubuna
kiyasla artirdigini dolayisiyla spermatogenezis siirecine 6nemli katki sagladiginin
onemini vurgulamistir (Park, vd., 2006).

Spermatozoon plazma membraninda ¢oklu doymamis yag asitlerinin artigt
sonucu serbest radikallerin artmasi ve reaktif oksijen tiirleri icin uygun ortam
olusturmasi spermatozoonun yapisinin bozulmasina Ssebep olarak spermatozoon
sayisinda diisiise sebep olmaktadir (Alvarez ve Storey, 1995). Shilajitin spermada
MDA seviyesini 6nemli derece disiiriirerek sperma kalitesini artirdigi vurgulanmisgtir
(Biwas, vd.,2009). Ayrica shilajitin spermatozoa iiretimi igin gerekli olan testesteron
diizeyini artirdig bilinmektedir (Park, vd., 2006).

Calismalarda bal aris1 spermasina ait yogunluk degerleri arasinda istatikstiksel
olarak 6nemli fark saptanamamasinin sebebinin bal arist spermasinin kendine 6zgii
yapisi, bal arist spermasinin  bireysel olarak sagilamamasi, sperma havuzu
olusturulduktan sonra degerlendirilebilmesi oldugu diistiniilmektedir.

Plazma mebran biitlinliik testi olarak bilinen HOST (Hipo Ozmotik-Swelling
Test) spermatozoonlarin mebran yapisinin iglevsel bitiinligiiniin degerlendirilmesi
icin dnemli bir testtir. Testin pozitif oranmin artmasi spermatozoonlarin saglam
mebran yapisinda oldugunun bir gostergesidir. Caligmamizda dondurularak saklanan
bal aris1 spermasinda gruplarin (SH-0, SH-1, SH-2, SH-3, SH-4) ortalama pozitif
yiizdeleri sirasiyla % 46,20, % 67,20, % 72,20, % 79,20, % 79,00 olarak belirlendi
(Tablo.7.1). Shilajit ilavesinin HOST pozitif yiizdesini ¢ok 6nemli diizeyde arttirdig

goriilmektedir (P<0,001). Istatistiksel ortalama degerler incelendiginde genel olarak
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kullanilan shilajit miktarinin artmasiyla orantisal olarak membran gecirgenlik
yiizdesininde artig gostermesi 6nemli bulunmustur.

Wegenner, vd., (2012) bal aris1 sperma parametreleri lizerine yaptiklari
calismada osmotik stres degerlendirmesi yaparken gegirgen olmayan hiicre yiizdesi
olarak dondurulmamis spermada 65,3+12 ve dondurularak saklanan sperma igin
30+£2,1 ortalama degerinin 6nemsiz oldugunu vurgulamislardir. Mevcut ¢alismamizda
HOST pozitif oraninin kontrol grubundan baslayarak kademeli olarak artmasi 6nemli
olup calisma degerleriyle Ortlismemektedir. Bu durumun sebebinin shilajitin
etkinliginin yani sira sperma sulandirma orant ve HOST belirleme yOnteminin
farkindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Oksidatif stresle ilgili bal arilarinda
yapilan baska bir calismada Algay, vd., (2019) BSA eklenmis TL-hepes igeren
sulandiricinin  farkli miktarlarimin bal aris1 spermasinda osmotik stres iizeriene
etkilerini incelemislerdir. Calismada HOST degerleri birbirine yakin olmakla birlikte
rakamsal olarak HOST pozitif oraninin yiizde degerleri kontrol grundan (%59,20
+3.58) baslayarak artis gostermis en fazla oldugu grup olan BSA5 (%67,73+4.07)
olarak belirlenmistir. Mevcut ¢alismamizda da ar1 besinine katilan shilajitin artan
sevyeleriyle birlikte (5mg, 10mg,15mg,20mg) HOST pozitiflik yiizdesini 6nemli
derecede artirdigr (%67,20, 72,20, 79,20, 79,00) gorilmistiir. Calismada shilajit
katilan gruplarin kontrol grubuna (%46,20) gore belirgin sekilde arttigi goriillmektedir.
Ayrica mevcut ¢alismada shilajitin bal aris1 besinine katilmasi 6nemlidir. Yapilan
calismalarla mevcut ¢alisma Kkarsilastirildiginda istatistiksel ortalama degerlerin
ortistiigli goriilmektedir. Shilajitle ilgili bal arilarinda ¢alisma bulunmamakla beraber
memeliler {izerinde yapilan c¢alisma sonuglarinin  ¢alismamizla  Ortiistiigii
goriilmektedir. Kumar, vd., 2009 mandalar {izerinde yaptiklart ¢alismada shilajit
sagalimi uygulanan mandalarin HOST pozitif oraninda sagaltim sonrasinda
(%57,6+0,9) sagaltim Oncesine (%39,8+0.57) goére  6nemli artis oldugunu
vurgulamiglardir. Shilajitin bilesiminde yer alan humik bilesikler ve humik olmayan
metabolitler olarak adlandirilan hiicrede bulunan metabolik ara iiriin ve iriinlerdir
(Ghosal, 2002). Fulvik asitin hiicrede 6zellikle mitokondri ve c¢ekirdegin zarar
gormesini engelledigi hiicre foksiyonlarini iyilestirici etkisinin oldugunu bu etkisini
serbest radikallerin etkisini baskilayarak yaptigina deginilmistir (Adam, vd., 2018).
Shilajit yapisinda bulunan quinon-semiquinon-hidroquinon kompleks, katalaz,
siiperoksid dismutaz, gulutasyon peroksidaz gibi bilesenler sayesinde spermayi

dondurma ¢6zme sirasinda meydana gelebilecek lipid peroksidasyonuna engel
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olabilecegi vurgulanmistir (Agarwal, vd., 2007). Shilajitin spermatozoonun membran
yapisinin bozulmasina sebep oldugu bilinen lipid peroksidasyonu olusumunu
engelledigi bildirilmistir (Tripathi, vd., 1996). Shilajitle ilgili caligmamizda HOST
degerlerindeki pozitif durumun shilajitin yapisinda bulunan lipid peroksidasyonu
olusumunu Onleyici bilesenler ve yiiksek antioksidan igeriginden kaynaklandigi
ongoriilmektedir.

Akrozom biitiinliigii pozitif degerleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilmistir (P<0,001). SH-0 (% 96,60), SH-1 (% 97,80), SH-2 (% 98,20),
SH-3 (% 98,80) ve SH-4 (% 99,20) ortalama degerlerden anlasilacag: lizere suruba
katilan shilajit miktar1 artikga akrozom biitlinliigii pozitif oraninin da kademeli olarak
artigr gozlenmektedir (Tablo.7.1). Shilajit ilavesinin akrozom biitiinliigii yiizdesini
¢ok 6nemli diizeyde arttirdigr goriilmektedir (p<0,001).

Bal aris1 spermasiyla ilgili fazla yayin bulunanamakla beraber Algay, vd., (2019)
dondurulmus spermada akrozom defekt iizerine yaptiklari calismada BSA eklenmis
TL-hepes bazli sulandiricinin koruyucu etkileri incelenmistir. Calismada en basarili
grup (% 54,33£3,71) degerlerde oldugu goriilmiistiir. Calismamizda shilajitin akrozom
biitiinligiintin korunmasinda 6nemli derecede etkili oldugu gorilmiistiir. Kumar, vd.,
(2018) shilajitin  manda spermasi iizerine etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmada
mandalara oral olarak 2 ay shilajit sagaltimi uygulamis ve dondurulup ¢6zdiiriilen
spermada akrozom butunlugl sagaltim oncesi (% 40,9+0,72), sagaltim zamani
¢ozdiiriilen spermada (% 49,6+1,51) ve sagaltim sonrasi ¢ozdiiriilen spermada (%
48,9+0,60) onemli bulunmustur. Akrozom butinlugu ile ilgili yapilan caligmalar
shilajitin etkinligi konusunda ¢alismamizla Srtiismektedir.

Bal aris1 besinine farkli diizeylerde katilan shilajitin sperma TAS degeri lizerine
etkileri Sekil 10.1 de verilmistir. Veriler incelendiginde gruplarin (SH-0, SH-1, SH-2,
SH-3, SH-4) ortalama TAS degerleri sirastyla 11,50, 4,50, 14,50, 14,50, 8,00 olarak
tespit edildi. Sperma TAS degerleri SH-2 ve SH-3 gruplarinin diger ¢caligma gruplarina
gore rakamsal olarak yiiksek olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur.

Shilajitin farkli diizeylerinin (0 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg) bal aris1 besisine
katilmasiyla ilgili ¢alismada (SH-0, SH-1, SH-2, SH-3, SH-4) i¢cin TOS 6l¢iim
degerleri sirasiyla 98,45, 87,69, 123,07, 110,76, 55,38 olup dlglime ait bilgiler de
Sekil.10.1°de verilmistir. Rakamsal olarak SH-2 ve SH-3 degerlerinin diger gruplara

gore yiiksek degerlerde olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur.
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Sekil 10.1. Calisma gruplarinda ¢6ziim sonras: spermada TAS ve TOS parametreleri

Bal aris1 spermasinda TAS ve TOS ile ilgili ¢alismaya rastlanmamustir.
Antioksidanlarin sperma tizerine olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir. Taylor, vd.,
(2009) bal arist spermasi i¢in farkli sulandiricilarin etkilerini degerlendirmislerdir.
Dondurularak saklanan ve cesitli kriyoprotektan ajanlarin da etkisinin incelendigi
calismada basarili bulunan sulandirict 4 kontrol grubunda kullanilan Kiev
soliisyonundan farkli olarak katalaz enzimi i¢ermektedir. Ayrica sulandiric1 4 kiev
soliisyonunda bulunan glikozdan da yoksundur. Bu durumda olmasina ragmen diger
caligma gruplarina oranla genel olarak basarili bulunmasiin sebebi oksidatif strese
kars1 giiglii bir antioksidan olan katalazin bulunmasi olarak ifade edilmistir. Weirich,
vd., (2002) yaptiklar1 ¢aligmada bal arilarinda oksidatif strese karsi 6nemli savunma
enzimleri olan siiper oksit dismutaz, katalaz, glutyon S transferaz enzimlerinin kan ve
cesitli doku ve boliimlerindeki oranlar1 karsilastirilmis ve bal arisi spermasinin yani
sira spermatozoonda da katalaz etkilesim oraninin olumlu oldugu vurgulanmistir.
Calismada kralice arida spermatheka’daki glutyon S transferaz enziminin yani sira
katalaz enzim seviyesinin c¢iftlesmemis kralice arilar gore ¢iftlesmis kralice arilarda
daha yiiksek oranlarda oldugunun goriilmiistiir. Stiperoksid dismutaz enziminin daha
cok seminal plazmada bulundugu tespit edilmistir. Abdelkader, vd., (2019)
pestisitlerin erkek arilarda cinsel gelisim ve aktivitelerin olumsuz etkileri lizerine
antioksidan reaksiyonunu belirlemek i¢in yaptiklar1 g¢alismada, seminal sivida
siiperoksit dismutaz (314+£56,7mUA.min"t.ul?), katalaz spermatozoada (226,69+
91mU.min.10®), glutatyon peroksidaz spermatozoada (2,11+1,2 mU.min.10°®) igin
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elde edilen degerler 6nemli bulunmustur. Calisma boyunca arilara verilen pestisitin ar1
besini yoluyla verilmesi mevcut calismamizla ortiismekte olup seminal sivida ve
spermatozoada goriilen antioksidan direncin anlasilmasi agisindan énemlidir. Ribou
ve Reinhardt, (2012) yaptiklar1 insektlerde disi boceklerde depo edilen spermanin ROS
etkilerine kars1 daha direngli oldugu goriilmiistiir. Calismada spermanin uzun siire
krali¢e arinin spermathekasinda kalabilmesinin 6nemi vurgulanmaistir.

Shilajit i¢erisinde selenyum ve ¢esitli mineral maddeler, dibenzo-alfa pironlarin
yani sira humus i¢eren humins, humik asit ve fulvik asit igerir. Shilajitin yapisinda
bulunan fuluvik asit antioksidan ve antiinfilematuar (yangi giderici) maddeler igerir
(Carrasco-Gallardo, vd., 2012). Fulvik asitin spermatozoon membran yapisi ve
akrozom biitiinliigiinii korudugu, motilite de artisa sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica
anaormal spermatozoon oraninda ve malondialdehit seviyesinde azalmaya sebep
oldugu vurgulanmistir (Xiao, vd., 2018). Bhattacharya, vd., (1995) yaptigi calismada
shilajitin nitrik oksit ve hidroksil radikallerinden kaynaklanan olumsuzluklara karsi
pozitif etki gosterdigi goriilmiistiir. Biswas, vd., (2010) spermatozoa yogunlugu diisiik
insan hastalar lizerinde yaptiklari calismada shilajitin hastalarin nemli bir kisminda
shilajitin 6nemli olumlu etkilerini gérmiiglerdir. FSH ve LH ve testesteron miktarinda
onemli artigin yani1 sira, sperma hacmi, motilitesi ve yogunlugunda da énemli oranda
yiikselme tespit etmislerdir. Ayrica oksidatif stres bakimimdan 6nemli olan MDA
(malondialdehit) miktarindaki kayda deger azalma shilajitin oksidatif strese karsi bir
baska pozitif etkisi olarak degerlendirilmistir.

Mevcut calismada gruplar arasinda oOzellikle motilite, HOST, akrozom
biitiinliigli degerlerinin gok olumlu olmasina ragmen total antioksidan ve total oksidan
seviyeleri bakimindan onemli fark goriilmemesinin sebebinin bal arisi spermasinin
kendine 6zgii yapisindan kaynaklanan saglikli 6l¢lim sonucu vermemesi oldugu
diistiniilmektedir. Bal aris1 spermasiyla ilgili total antioksidan ve total oksidan
degerlerinin Ol¢iimiiyle ilgili ¢alisma bulunamamasi da bu goriisii destekler

niteliktedir.
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11. SONUC

Bal aris1 spermasinin kisa ve uzun siireli saklanmasi konusunda bir¢ok ¢alisma
yapilmistir. Bu amagla fakli sulandirici oranlar1 ve farkli kriyoprotektan ajanlar
kullanilmaktadir. Bu c¢alismalarin 1s1¢inda bal arist spermasinin saklanmasinda
saklama sicakligin 6nemli oldugu belirlenmistir. Bal aris1 spermasinin kisa ve uzun
stire saklanmasiyla ilgili yapilan calismalarda memeli hayvanlarda elde edilen
sonuclar kadar basarili sonuclar elde edilememistir. Ancak son zamanlarda bal aris1
spermasinin dondurulmasi iizerine ilerlemeler kayit edilmistir. Bu gelismeler, lilkemiz
ve diinya ariciliginin gelismesi igin umut olmaktadir. Bal aris1 spermasinin dondurulup
uzun siire saklanabilmesi sayesinde yakin gelecekte tipki bazi memeli hayvanlarda
oldugu gibi bdlgesel tohumlama istasyonlar1 kurulabilecektir. Bu sayede verim
Ozeliklerini bildigimiz kolonilerden alinan spermalar farkli bolgelerdeki bal arisi
yetistiricilerine gonderilebilecektir. Yapilan calismalar incelendiginde bal arisi
spermasinin dondurularak uzun siireli saklanmasinda uygun pH’nin alkali bir deger
olmasi, spermanin yasam siiresini uzatacak nitelikte gerekli iyonlarin, minerallerin ve
enzimleri igermesi gerektigi belirlenmistir. Calismamizda, bal aris1 spermasinin uzun
stireli saklanmasi tizerine pozitif etkisi olacagi diisiiniilen, antioksidan ve
antienflamatuvar 6zelligi bilinen shilajit maddesi kullanilmistir. Calisma sonucunda,
shilajit maddesinin bal aris1 besinine katilmasinin, bal aris1 spermasinin uzun siireli
saklanabilmesini sagladig1 ve spermatolojik parametrelere (motilite, plazma membran
biitlinliigii, akrozom biitiinliigii) olumlu etki ettigi gozlemlenmistir. Calisma sonuglari
shilajit ile yapilan beslemenin bal aris1 spermasinda daha uzun siire saklama
kosullar1 saglayacagini ortaya koymaktadir. Bal arisi spermasi iizerine, bu tiir
yapilacak calismalar ile daha uzun siireli saklanma kosullarinin da iyilestirilebilecegi
hedeflenmektedir. Sonug¢ olarak shilajitin bal arist spermasinin uzun siireli
saklanmasinda gozle goriinlir avantajlarinin oldugu ozellikle motilite, HOST ve

akrozom biitinliigliniin korunmasinda 6nemli katkida bulundugu anlagilmaktadr.
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