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ZEBRA BALIKLARINDA ABAMEKTIN UREME TOKSISITESI:
HiSTOLOJIK YONDEN iNCELENMESI

OZET

Giliniimiizde ¢evre sorunlarinin artmasinda kimyasal atik ve pestisitlerin gilinliik
hayatimiza fazlasiyla entegre olmasi biiyiik bir etkendir. Ozellikle pestisitler, tarimsal
arazilerde {iriin eldesinde alinan verimin arttirilmasi amaciyla kullanilmaktadir. Her ne
kadar tiriinde kaliteyi arttirmak amaciyla kullanilsa da; pestisitlerin kullanimi arttikca
cesitli yollarla toprak ve suya karisimi da artmaktadir. Béceklerin kontrolii ve verdigi
zararin azaltilmast i¢in kullanilan insektisitler de bu alanda kullanimi1 artan
pestisitlerdir.

Avermektin ailesinden en sik kullanilan bilesenlerden olan Abamektin de bir insektisit
ve antihelmintik ajan olarak tarim alanlarinda kullanilmaktadir. Bu bilesik, uygulama
bolgelerinden farkli yollarla sucul ortama girip kirletici rolii ile canlilar {izerinde
olumsuz etkiler gosterebilmektedir. Abamektin maruziyeti sonrasinda zehirlenme,
koma, hipotansiyon ve solunum yetmezligine sebep oldugunu gosteren caligsmalar
mevcuttur. Ayrica sucul ortama karismasi sonucunda akuatik organizmalarda da
toksik etki gosterdigi bilinmektedir. Abamektinin iireme toksisitesine sebep oldugunu
gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Gilinlimiize model organizma olarak tercih edilen
zebra baliklarinda kimyasallarin olusturdugu toksisite c¢aligmalarina dayanarak,
insanlar lizerindeki olas1 etkileri de degerlendirilmektedir.

Bu calismada, degisen dozlar1 kullanilan Abamektin’in (0,75 pg L-1, 1,5 pg L-1 ve 3
ng L-1) zebra baliklarina uygulanmasi sonucunda ovaryum ve testis dokular1 disekte
edilerek histolojik islemlerden gecirilmistir. Hematoksilen & FEozin boyamasi
sonrasinda 151k mikroskobu altinda incelemeler yapilmis ve histopatolojik etkiler tespit
edilmistir.

Abametktin uygulamasi sonrasinda zebra balig: testis dokularinda seminifer tiibiiller
arasi bolgede bag doku artis1 (intertisyel fibrosis), seminifer tiibiillerde vakualizasyon,
seminifer tlibiil biitiinliiglinde bozulma, sperm yogunlugunda artis, spermatogenik
hiicre kiimelerinde azalig, Sertoli hiicrelerinde hipertrofi, piknotik hiicre yapilari,
apoptotik hiicre olusumu, intertisyel alanda hemoraji ve testis dokusunda ileri seviyede
atrofi tespit edilmistir.

Ovaryum dokularinda ise; zona radiata ile ooplazma ve zona radiata ile folikiiler epitel
arasinda acilma, zona radiatada distorsiyon, morfolojik bozulmalar ve kalinlagsma,
atretik oosit olusumunda artis, intertisyel alanda fibrosis, ooplazmada vakualizasyon
ve dejenere olmus folikiil olusumu, olgun ve vitellojenik oosit sayisinda azalis ve
hiicrelerde niikleer alanda bozulmalarin meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica tiim bu
goriilen bulgularin doz arti1 ile paralel olarak artis gdsterdigi belirlenmistir.
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REPRODUCTIVE TOXICITY OF ABAMECTIN IN ZEBRAFISH: A
HISTOLOGICAL EXAMINATION

SUMMARY

In today's world, the increase in environmental problems is significantly influenced by
the extensive integration of chemical waste and pesticides into our daily lives.
Pesticides are particularly used in agricultural fields to increase crop yields. The use
of pesticides involves chemical substances aimed at eliminating pests and preventing
unwanted weed growth; therefore, they can be harmful to other species such as non-
target plants, birds, fish, beneficial insects, and also negatively affect the atmosphere,
water sources, soil fertility, and agricultural products. Pesticides can reach soils and
both surface and groundwater through various means such as wind and rainwater or
drift.

Pesticides can be categorized based on numerous parameters such as appearance,
physical or chemical structure, toxicity levels, target areas, or how they are applied,;
however, classification based on the active ingredient and target area is much more
commonly used. This classification includes rodenticides, insecticides, acaricides,
fungicides, herbicides, molluscicides, virucides, bactericides, and nematicides. The
ability to categorize pesticides in various ways allows their use while considering their
risks, thereby protecting foods or providing high-quality products. This way, the
excessive and uncontrolled use of pesticides can be prevented, minimizing the toxic
effects by reducing the exposure of living beings to these substances during their use.

Although pesticides are used to improve product quality, their mixing with soil and
water increases as their use increases. Insecticides, used to control insects and reduce
the damage they cause, are also among the pesticides with increasing usage in this
field. Defined as chemical or biological origin substances that control insects,
insecticides act by killing, eliminating, or preventing the harmful behaviors of insects.

Members of the avermectin family are categorized as highly effective but toxic natural
substances used as medications in humans and animals and for plant protection. One
of the most commonly used components of the avermectin family is Abamectin, used
in agricultural fields as an insecticide and antihelminthic agent. Abamectin (80%
Avermectin Bla (5-O-demethyl Avermectin Ala) and 20% Avermectin B1lb (5-O-
dimethyl-25-de-(1-methylpropyl)-25-(1-methylethyl) (ABM)) is a macrocyclic
lactone disaccharide compound and results from the natural fermentation of the soil
actinomycete S. avermitilis. This compound, by entering aquatic environments
through various pathways from application areas, can act as a pollutant and show
adverse effects on living organisms. Studies have shown that exposure to Abamectin
can lead to poisoning, coma, hypotension, and respiratory failure. Furthermore, it is
known to exhibit toxic effects on aquatic organisms when it contaminates aquatic
environments. Studies have also shown that Abamectin can cause reproductive
toxicity.
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Zebrafish are organisms that can tolerate a wide range of temperatures. They can
survive without problems at temperatures ranging from 18 to 30°C. Reproduction is
quite a simple process for zebrafish. The optimal breeding temperature is 26-28°C. At
the end of a 12-hour light and 12-hour dark period, each adult female fish lays
approximately 50-80 eggs, which are then fertilized by males.

Based on studies on the toxicity caused by chemicals in zebrafish, which are currently
preferred as model organisms, the potential effects on humans are also evaluated.
Zebrafish are also used as genetic models in aquaculture, toxicogenomic studies, and
drug development for humans. With their easy maintenance, production, and
transparent appearance during early development stages, zebrafish stand out as
versatile model organisms suitable for many different research fields.

Especially in the last twenty years, zebrafish have been preferred as model organisms
to examine the reproductive toxicity caused by drugs and chemicals in both short and
long terms. The reproductive organs of bony fish, such as zebrafish, develop bilaterally
from germinal ridges originating from the dorsolateral lining of the peritoneal cavity.
Germ cells migrate from these ridges to the germinal epithelium and settle in the
developing ovary. It is known that oogenesis in zebrafish consists of four main stages
based on ultrastructural analysis: primary oocyte, cortical alveolar oocyte, vitellogenic
oocyte, and mature oocyte. The testis in fish is an organ located bilaterally between
the abdominal wall and the swim bladder. Histological examination of testis tissue
reveals seminiferous tubules, testicular ducts, connective tissue, cells in various stages
of spermatogenesis, and Leydig cells. The cells involved in spermatogenesis include
spermatogonia, primary spermatocytes, secondary spermatocytes, spermatids, and
sperm cells. Spermatogonia, primary and secondary spermatocytes, and spermatids are
located at the base of the seminiferous tubules, while sperm cells are found in the
lumen. Additionally, Leydig cells are present in the connective tissue between the
seminiferous tubules. The reproductive cells in spermatogenesis obtain nutrition,
support, and hormonal interactions through Sertoli cells. Sertoli cells are located in the
seminiferous tubule walls, settled on the basal membrane, and surround the
reproductive cells, filling the space between them.

In this study, adult zebrafish were used as live material. A total of 40 zebrafish, with
5 males and 5 females in each of the 4 aquariums, were used. Heaters were used to
maintain the water temperature at 28+1°C in the aquariums. The aquarium water was
oxygenated using air pumps, and no filtration system was used in the aquariums.
Additionally, an automatic lighting system was installed in the room, maintaining a
cycle of 14 hours of light and 10 hours of dark. While no treatment was applied to the
control group aquarium, Abamectin was added to the other experimental groups'
aquariums at doses of 0.75 ug L-1, 1.5 ug L-1, and 3 pg L-1. After 96 hours of
exposure, the fish were euthanized using a high dose of anesthetic (MS-222, 300
mg/L). Following this procedure, the ovary and testis tissues were dissected.

The ovary and testis tissues were fixed in Bouin's solution, dehydrated by passing
through ascending ethanol series, and then cleared using xylene before being
embedded in paraffin blocks. Sections of 5 um thickness were taken using a Leica
microtome, followed by staining. The tissues were stained using Hematoxylin and
Eosin (H&E) and examined with a Leica light microscope.

Histological examination of the zebrafish control group testis tissue showed
seminiferous tubules surrounded by seminiferous epithelium. In the interstitial area
between the seminiferous tubules, oval nuclei, round-shaped interstitial cells known
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as Leydig cells, responsible for androgen synthesis, were observed. Following
Abamectin application, interstitial fibrosis (connective tissue increase) in the
interstitial area of the zebrafish testis tissues, vacuolization in the seminiferous tubules,
disruption of seminiferous tubule integrity, increased sperm density, decreased
spermatogenic cell clusters, hypertrophy in Sertoli cells, pyknotic cell structures,
apoptotic cell formation, hemorrhage in the interstitial area, and severe atrophy in testis
tissue were detected.

Hematoxylin and Eosin (H&E) staining results showed that the ovarian tissue of the
zebrafish control group exhibited normal histological structure. Different
developmental stages of oocytes, such as primary oocytes, cortical alveolar oocytes,
vitellogenic oocytes, and mature oocytes, were identified in the control group. In the
tissues exposed to Abamectin, separation between the zona radiata and ooplasm, and
between the zona radiata and follicular epithelium, distortion in the zona radiata,
morphological disruptions and thickening, increased formation of atretic oocytes,
fibrosis in the interstitial area, vacuolization in the ooplasm, formation of degenerated
follicles, decreased numbers of mature and vitellogenic oocytes, and nuclear area
disruptions in the cells were observed. Moreover, all these findings were found to
increase in parallel with the dose increase.
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1. GIRIS

Zebra baligi, tip ve biyoloji alaninda yapilan aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan
omurgali model organizmalardan biridir. Cevresel kosullara kars1 yiiksek dayaniklilik
gostermeleri, zebra baliklarini yogun stres testleri i¢in ideal denekler haline
getirmektedir. Laboratuvar ortamindaki teknoloji dahilinde daha kolay ¢alisilan bir tiir
olan zebra baliklari, omurgali canlilar i¢in yapilan toksikolojik arastirmalarda uzun

stiredir model organizma olarak tercih edilmektedir.

Zirai trlinlerde verim artisin1 saglamak amaciyla kullanilan pestisitler; hedef
organizmalardan kurtulup iiriinde kaliteyi arttirsa da, tarimsal alana ve hedef olmayan
canli tiirlerine zarar verebilmektedir. Avermectin sinifindan bir insektisit ve
antihelmintik ajan olan abamektin, bocek ve akarlara kars1 yogun olarak kullanilan bir
tarim ilacidir. Kullanildigi ¢evre goz onilinde bulunduruldugunda, birgcok canli

tizerindeki etkisini arastiran ¢aligmalar mevcuttur.

Gonadlar, erkek ve diside cinsiyeti tayin eden temel organlar olup sperm ve yumurta
liretiminin yaninda cinse 6zgii hormonlarin da salgilanmasini saglayan yapilardir.
Abamektinin sucul ortamlarda, 6zellikle baliklar igin toksisitesinin yiiksek oldugu
bilinmektedir. Bu ¢aligmada, Abamektinin zebra baliginda {ireme hiicreleri tizerindeki

(histolojik olarak) etkisi incelenmistir.






2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Zebra Baliginin Morfolojisi

Zebra baliginin (Danio rerio) viicudu (Sekil 2.1.), ardisik koyu mavi ve giimiis beyazi
seritlere sahip, hassas bir yapidadir. Disilerin, erkeklerden daha biiyiik ve daha belirgin
karin hatlar1 bulunur. Yetiskinlikte, boy uzunluklar1 yaklasik 5 cm'ye ulasir (Koc,
2008). Optimal sartlar altinda zebra baliklar1 5 y1l kadar 6miir siirebilirler (Gerhard ve
ark., 2002). Disi bireyler, erkeklere kiyasla daha biiyiik yapilar1 ve gébek bolgesinin
dolgunlugu ile kolaylikla fark edilirler. Erkek bireyler ise, daha diiz bir forma
sahiptirler. Disi bireylerle karsilastirildiginda, erkeklerin anal yiizgegleri daha sar1 bir
tona sahiptir (Avdesh ve ark., 2012).

Sekil 2.1. Yetiskin Zebra Baligi (Danio rerio)

Zebra baliklar1 genis sicaklik araliklarina tolerans gosterebilen canli gruplaridir
(Lawrence, 2007), 18 ila 30 °C arasinda degisen sicakliklarda sorunsuz bir sekilde
hayatta kalabilirler. Ureme, zebra baliklar1 icin oldukca basit bir siirectir. Optimal
tireme sicakligi 26-28 °C’dir. 12 saatlik aydinlik ve 12 saatlik karanlik 151k periyodu
sonunda, her yetiskin disi balik yaklasik 50-80 yumurta birakir ve bu yumurtalar daha
sonra erkekler tarafindan dollenir (Akbulut, 2012).

2.2. Model Organizma Olarak Zebra Bahiginin Avantajlari

Model organizma olarak kullanilan hayvan tiirleri, 6zel biyolojik islemleri ve
canlilardaki diizenin nasil calistigina dair siireci anlamamiz i¢in kullanilmaktadir.
Model canlilar iginde, zebra baligi 6zellikle gelisim biyolojisi, kanser aragtirmalari,

toksikoloji, ilag gelistirme ve molekiiler biyoloji gibi alanlarda 6ncti modellerden biri



haline gelmistir (Langheinrich ve ark., 2022). Zebra balig1 ayn1 zamanda, su tiriinleri
yetistiriciliginde genetik model olarak, toksikogenomik ¢aligmalarda ve insanlar igin
ilag gelistirilmesi alanlarinda da kullanilmaktadir. Kolay bakimi, iiretimi ve erken
gelisim evrelerindeki seffaf goriintiisii ile, bir¢ok farkli aragtirma dali i¢in uygun, ¢cok

yonlii bir model organizma olarak 6ne ¢ikmaktadir (Khan ve Alhewairini, 2018).

Zebra baliklari, model organizma olarak tercih edilmelerinin sebepleri arasinda kisa
yasam slreleri, yiiksek tireme kapasiteleri, yetistirilmesinin kolay olmasi ve
maliyetlerinin diisiik olmas1 gibi avantajlar da bulunmaktadir (Hou, 2023). Ozellikle
gelisimsel biyoloji alaninda yaygin olarak kullanilan bir model organizma olan zebra
baligi, iiretiminin de kolay olmasi bu alanda popiilerliginin artmasini saglamaktadir.
Laboratuvar ortaminda, zebra baliklar1 yil boyunca iiremeye tesvik edilebilir ve
dollenmis yumurtadan lireme asamasina kadar olan gelisim siiresi yaklasik 3-4 ay
siirer. Ug aylik kisa {ireme déngiileri, bu baliklari genetik calismalar icin ideal bir aday
haline getirirken, mutajenlere, karsinojenlere, teratojenlere ve toksinlere karsi
hassasiyetleri, ¢cevresel bir model olarak kullanimini da avantajli hale getirir (Koc,

2009).

Ozellikle son yirmi yildir, ilag ve kimyasallarin kisa ve uzun dénem iginde neden
oldugu tireme toksisitesini incelemek amaci ile zebra baligi bir model organizma

olarak tercih edilmektedir.
2.3. Zebra Baliklarinda Gonad Gelisim Siireci

Omurgali hayvanlarda gonad gelisimi baslangic1 ortak embriyonik dokudan gelir.
Cinsiyetin belirlenmesi, gonadlardan testis ya da ovaryum farklilasmasi olarak
tanimlanabilir (Lucas- Herald ve Bashamboo, 2014). Zebra baliklarinda da diger
omurgalilarda oldugu gibi gonad, dnce ovaryum benzeri bir yap1 olarak gelisir. Erken
oosit yapisi, dollenmeyi takip eden ilk 10 giin sonunda tiim gonadlarda bulunabilir.
Klasik mitoz aktiviteleri dollenme sonras1 15 giin sonuna kadar goriilmez, bu donemde
erken ovaryum yapist gozlenebilir ve bu durum oogenez siirecine gider (Uchida ve
ark., 2002, Okuthe ve ark., 2014). Zebra baliklarinda cinsiyet farklilagsmas1 déllenme
sonrast 17. Giin sonunda meydana gelen periniikleer oosit griiniimii ile gdzlenir. iki
farklilasma dollenme sonrasi 21. Giinde gonadlarda goriiliir ve bazi gonadlarda
mayoz (dollenme sonrasi 22. Giin) baslar. 22. Giinde geng¢ ovaryum yapinda bir sekilde

oogenezde ilerlerken, diger yarisinda apoptoz baslatilir ve bunlar testis olusum



stirecine girer (Pradhan ve ark., 2012). 31. Giinde gonadlar, ovaryumdaki periniikleer
oositler, olgun oositler, apoptoza ugrayan oositler ve gelisen spermatogoniyal kistleri
barindiran testisi de bulundurur. 40. Giine gelindiginde disi gonadlarda oogenezin
devam ettigini gosteren germ hiicreleri gézlenirken, geri kalan kisimda dejenere olmus
oositler bulunur ve bu durum spermatogenik aktivitenin baglangici olarak kabul edilir
(Shive ve ark., 2010). Zebra baliklar1 seksiiel gelisiminde farkli ¢evresel faktorlerden
de etkilenebilir. Fakat, dogal dongii igerisinde ¢evresel faktorlerin etki géstermedigi,
bir kisim balikta sadece genotipe bagli degisim oldugu belirlenmistir (Ospina- Alvares
ve Piferrer, 2008).

2.4. Zebra Baligi Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, ¢ift halinde bulunan yapisal bilesenlerdir, karin duvari ve yiizgec kesesi
arasinda bilateral olarak konumlanir. Histolojik analiz, genellikle farkli gelisim
evrelerindeki yumurtalar1 agiga ¢ikarir. Kisa bir ovidukt, yumurtalar1 disariya tasir
(Wang ve Ge 2004). Zebra Baliklar1 gibi kemikli baliklarin iireme organlari, periton
boslugunun dorsolateral astarindan kdken alan germinal ¢ikintilardan bilateral olarak
geligir. Germ hiicreleri, bu ¢ikintilardan germinal epitele dogru go¢ eder ve olugsmakta
olan ovaryuma yerlesirler (Connaughton ve Aida, 1999). Diger balik tiirlerine benzer
sekilde, zebra balig: folikiilleri, vitellin zar1 olarak da bilinen zona radiata ile ¢evrili
biiyiik bir oosit ve i¢ graniiloza hiicrelerinden meydana gelen bir i¢ tabaka ile dis teka

hiicrelerinden olusan bir folikiiler tabakaya sahiptir (Clelland ve Peng, 2009).

Zebra baliklarinda oogenezin, ultrastriiktiirel analiz baz alinarak dort ana asamadan
olustugu bilinmektedir (Selman ve ark., 1993, Aytekin ve ark., 2008). Ilk evrede oosit
cap1 ortalama 7-140 um kadardir ve boyutun arttig1 gézlenir. Mayozun baslamasindan,
durdurulan mayozun profazina kadar (mayoz I) olan erken oosit gelisim evreleri bu
asamada gerceklesir. Ikinci evrede oosit cap1 ortalama 140-340 um’dir. Koryon
olusumu ve kortikal graniillerin iiretildigi evre bu evredir. Uciincii evrede oosit ¢ap1
cap1 340-690 pum kadardir. Bu asamada vitellogenin proteininin birikimi olur ve
vitellojenik evre olarak bilinir. Son evre olan dordiincii evrede oosit ¢apr artik 690—
730 pwm’dir. Bu evrede mayoz I tekrar baslar ve tamamlanir. Bu evre oositin
olgunlastig1 evredir. Oosit olgunlasir ve ovulasyon sonrasinda artik ortalama 730750
um capa sahip olgun yumurta olusmus olur. Oogenezi olusturan bu evrelerin tamami,

genelde yetigkin bir zebra balig1 yumurtaliginda bulunur (Elkouby ve Mullins, 2017).



Oosit gelisimini degerlendirmek i¢in kullanilan temel 6l¢iitler, niikleus yapisi, Vvitelliis
depolanmasi ve oositlerdeki zona radiata, graniilosa ve teka tabakalarinin olusumudur

(Cakic1 ve Ugiincii, 2007).
2.4.1. Primer oosit

Primer oosit, oosit gelisiminin baslangi¢ asamasinda olusur. Bu evrede diger oositlere
kiyasla, daha kiigiik yapilidir. Ooplazma yogun bir sekilde boyanir. Oositler
bliytidiikce, ¢ekirdekcikler periferik bir hat olusturacak sekilde kolayca goriilebilir
hale gelir (Cakic1 ve Ugiincii, 2007). Bu evrenin erken asamalarinda, kii¢iik boyutlu
oositler genellikle yuvarlak bir yapiya sahiptir. (Kog, 2008). Oositlerin biiyimeye
basladig1 ve folikiillerin olugsmaya basladigi birincil biiylime asamasidir (Sekil 2.2).
Kromozomlarin eslesmesi, Balbiani cisimcigi olusumu, rekombinasyon gibi, 00sit
farklilasmasi ve mayoz acisindan énemli olan bir¢ok olay primer oosit asamasinda
gerceklesir (Selman ve ark., 1993). Oositler, ilk mayotik boliinmenin erken

asamalarindan geger ve profaz I'de durur (Wu ve ark., 2000).

Sekil 2.2. Primer oosit (PO) (x40 biiylitme, H&E).
2.4.2. Kortikal alveolar oosit

Ikinci asama olan kortikal alveolar asama, periferik ooplazmada gikoprotein ve
glikokonjugat igeren polisakkarit, lektin ve protein igeren, bir ya da birka¢ katmandan
olusan, bazofilik boyanan kortikal alveol (yumurta sarist kesecikleri ya da kortikal
vezikiil olarak da tanimlanan) yapilarinin goriinimii ile tanimlanabilir. Giderek

gbzlenen membranla c¢evrelenirler. Oositlerin ¢evresinde ve skuamdz yapiya sahip



zona radiata gozlenir. (Sekil 2.3). Bu evrede kortikal alveoller oositlerin i¢inde birikir
(Wu ve ark., 2000). Cekirdekgikler nukleusun periferinde daginik bir sekilde gozlenir.

Bu asama, oositlerin vitellogeneze gegme asamasidir.

Sekil 2.3. Kortikal alveolar oosit (x40 biiyiitme, H&E).
2.4.3. Vitellojenik oosit

Vitellojenik asamada, oositler vitellus birikimi sonucu biyiirler. Oositlerin
merkezlerinde vitelliis damlaciklar goriilmeye baslar. Onceki evrelerde ince bir ¢izgi
olarak goriilebilen zona radiata, vitellojenik evrede kalinlagmaya baglar (Kog, 2010).

(Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. Vitellojenik oosit. (x40 biiyiitme, H&E).



2.4.4. Olgun oosit

Oosit olgunlagmasi son evrede gergeklesir. Mayozun yeniden basladigi bu asamada
germinal vezikiil (heniiz mayoz bdliinme gerceklestirmemis ve olgun olmayan
yumurta hiicreleri), oosit merkezinden periferine go¢ eder ve ¢ekirdek zari ¢oker. Son
olarak da olgun yumurtalar (Sekil 2. 5.) dolleme igin hazir hale gelir (Selman ve ark.,
1993).

Sekil 2.5. Olgun oosit. (x40 biiyiitme, H&E).

2.4.5. Atretik oosit

Yumurtaliklarda hiicre dejenerasyonlar1 gerceklesebilmektedir. Bunlar; {ireme
hiicreleri bozulmasi ya da atrezi olarak adlandirilan folikiil bozulmasi seklinde
olabilmektedir (Kaipia ve Hsueh, 1997). Cekirdekte deformasyonlarin olustugu ve
parg¢alanmalarin basladig1 oosit; atretik oosit olarak adlandirilir. Bu asamada vitellin
zarinda da parg¢alanmalar goriilebilir. (Aytekin ve ark., 2008). Atretik folikiil (Sekil
2.6.) olusumu, hormonlar tarafindan kontrol edilen apoptotik bir siire¢ olarak

tanimlanabilir (Hsueh, 1994).



Sekil 2.6. Atretik oosit. (x40 biiylitme, H&E).

2.5. Zebra Bahig Testis Histolojisi

Baliklarin testisi, karin duvari ile ylizme kesesi arasinda yer alan ve iki tarafli olarak
bulunan bir organdir. Testis dokusunun histolojik incelemesinde; Seminifer tiibiiller,
testis kanallar1, bag dokusu, spermatogenez siirecindeki hiicreler ve Leydig hiicreleri
gortilebilir. Spermatogenezde rol oynayan hiicreler; spermatogonium (Sekil.2.8),
birincil spermatosit (Sekil 2.9)., ikincil spermatosit (Sekil 2.10), spermatid (Sekil 2.11)
ve sperm (Sekil 2.12) hiicrelerinden olusur. Seminifer tiibiillerin tabaninda
spermatogonyumlar, birincil ve ikincil spermatositler, spermatidler bulunurken, liimen
kisminda sperm hiicreleri yer alir. Ayrica, seminifer tiibiilleri arasindaki bag
dokusunda Leydig hiicreleri (Sekil 2.13) bulunur (Kog ve ark., 2012). (Sekil 2.7)
Spermatogenezde iireme hiicreleri, beslenme, destek ve hormonal etkilesimlerini
Sertoli hiicreleri (Sekil 2.14) aracilig: ile yaparlar. Sertoli hiicreleri, seminifer tiibil
duvarinda, bazal membrana yerlesmis olan hiicrelerdir ve lireme hiicrelerini sararak

aralarindaki boslugu doldururlar (Franga ve ark., 2016).



Sekil 2.7. Kontrol grubu genel testis dokusu goriiniimii. Spermatogonyum (SG),
Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK), Spermatid (ST),
Sperm (S), Leydig Hiicresi (L), Sertoli Hiicresi (Sr). (x40 Biiylitme, H&E).
Zebra Balig1 testisleri, spermatogenik epitel ile gevrili bir¢ok tiibiil barindiran ¢ift
organlardir (Roberts ve Ellis 2001). Baliklarda spermatogenez siirecinin,
memelilerdeki spermatogenezden farki, her bir Sertoli hiicresi yalnizca bir {ireme
hiicresi ile temas halinde olmasidir (Leal ve ark., 2009; Schulz ve ark., 2010).
Spermatogenetik siire¢ boyunca ¢esitli tireme hiicre kistleri gozlemlenebilir (Menke

ve ark., 2011).

Spermatogenez siirecinde germ hiicreleri, belirgin sitolojik evrelerden gecerler. Tiibiil
duvarlarinin stromasinda bulunan germ hiicrelerinden primer spermatogonyalar
olusur. Bu hiicreler, yogun kromatin igeren eozinofilik sitoplazmaya sahip belirgin bir
cekirdek ile biiylik hiicrelerdir. Her primer spermatogonya, bir dizi mitotik
boliinmenin ardindan, kist iginde yer alan sekonder spermatogonya gruplarini
olusturur. Kistin duvari, baslangi¢ta germ hiicresi ile iliskilendirilen bir Sertoli hiicresi

(Sekil 2.8.9) tarafindan olusturulur.

Primer spermatogonyalara gore daha kii¢iik olan sekonder spermatogonyalar, genis ve
hafif bazofilik ¢ekirdeklere ve simirli sitoplazmaya sahiptir. Bir sonraki mitotik
boliinme asamasi sonucunda olusan primer spermatositler daha kii¢iik olup
cekirdekleri giderek daha bazofilik hale gelir (Sekil 2.8.b). ilk mayotik boliinmeyi
tamamlayan primer spermatositler, sekonder spermatositleri (haploid) olusturur (Sekil
2.8.c).
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Sekonder spermatositler ikinci bir mayotik boliinme gegirirler. Bu boliinme sonucunda
ortaya ¢ikan spermatidler yogun bazofilik ¢ekirdeklere ve az miktarda sitoplazmaya
sahiptir ((Sekil 2.8.d). Bu evrede kist yirtilir ve spermatidler, son olgunlasmanin
gerceklestigi testis limenine salinir. Her spermatid bir spermatozoa (Sekil 2.8.€) haline

doniisiir (Genten ve ark., 2009).

Sekil 2.9. Primer spermatosit (x100 Biiyiitme, H&E).
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Sekil 2.10. Sekonder spermatosit. (x100 Biiyiitme, H&E).

-

Sekil 2.11. Spermatid. (x100 Biiyiitme, H&E).

Sekil 2.12. Sperm. (x100 Biiylitme, H&E).
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Sekil 2.13. Leydig hiicresi (x100 Biiyiitme, H&E).

Sekil 2.14. Sertoli hiicresi (x100 Biiyiitme, H&E).
2.6. Pestisitler

Gliniimiizde 6nemli ¢evre sorunlar igerisinde yer alan toprak kirliligine sebep olan
baslica etkenler; kimyasal atiklar ve pestisitilerdir (Altikat ve ark., 2009). Pestisitler,
zararli canlilar1 kontrol etmek, engellemek veya etkilerini hafifletmek amaciyla
kullanilan, ¢esitli maddelerden olusan karisimlardir. Pestisitler, kimyasal bir bilesen,
biyolojik bir etken olarak viriis veya bakteri, antimikrobiyal, dezenfektan veya diger

cesitli araclar olabilir (Gtliner, 2014).

Pestisit kullanimi, zararli canlilar1 yok etme ve istenmeyen ot biiyiimesini engelleme
amaciyla kimyasal maddeler igerir; bu nedenle, hedef olmayan bitkiler, kuslar,
baliklar, yararli bocekler gibi diger canli tiirleri i¢in zararli olabilir ve ayn1 zamanda
atmosfer, su kaynaklari, toprak verimliligi ve tarim {irlinlerini de olumsuz yonde

etkileyebilir. Bunun yani sira, pestisitlerin sebep oldugu kirlenme, hedeflenen bitkisel
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alandan tagarak cevresel kirlilige neden olur. Bu kimyasal artiklar, ¢evresel ve besin
yoluyla insan saghigini riske atmaktadir (Tudi ve ark., 2021). Pestisitler, baslica
riizgarlar ve yagmur suyu vasitasiyla veya siiriiklenme gibi etkenlerle, topraklara ve

hem yiizey hem de yeralt1 sularina ulasabilir (Dionisio ve Rath, 2016).

Tarimsal arazilerde iiriin eldesinde verim artmasi amaciyla kullanilan pestisitler; hedef
organizmalardan kurtulup, iriinde kaliteyi arttirabildigi gibi tarimsal alana ve diger
canlilara zarar da verebilmektedir. insanlarda hastalik yapan etkenler karmasiktir ve
sonug, ¢evresel faktorlerden de etkilenir. Kimyasala maruziyetin biyokimyasal ya da
diger in vitro belirleyiciler ile birlikte etkisi, kimyasalin sadece ortama ilavesi ile de

olusabilir (Vural, 1984; Macmahon, 1994).
2.6.1. Pestisitlerin siniflandirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel ya da kimyasal yapi, toksisite seviyeleri, hedef aldiklar
alanlar ya da nasil uygulandiklar1 gibi birgcok farkli parametre kullanilarak farkli
kategorilere ayrilabilmektedir. Fakat sahip olduklar1 aktif madde ve hedef aldiklar
alana gore smiflandirilmast ¢ok daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
siiflandirma; rodentisit, insektisit, akarisit, fungusit, herbisit, molluskusit, virisit,
bakterisit ve nematisit seklindedir (Sekil 2.8). Hedef zararlilara veya odaklanilan canli
tirlerine gore yapilan bu ayrimda, en Onemli ii¢ pestisit kategorisi insektisitler,

fungisitler ve herbisitlerdir (Tiryaki ve ark., 2010).

Pestisitlerin ¢esitli yollarla kategorize edilebilmesi, gidalar1 koruyarak veya {istiin
kalitede iirtinler saglayarak, pestisitlerin risk unsurlarmi g6z ardi etmeden
kullanilmasina olanak tanir. Bu sayede, pestisitlerin gereginden fazla ve kontrolsiiz
kullanim1 engellenerek, kullanimlar1 esnasinda canlilarin bu maddelere maruziyeti

azaltilarak zehirli etkileri en aza indirilebilmektedir (Akashe ve ark., 2018).
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Sekil 2.15. Pestisitlerin siniflandirilmasi.

2.7. insektisitler

Bocekler, insan yasami ve sagligi iizerinde pek cok etkisi bulunan canli gruplaridir.
Fakat, bu etkiler genellikle zarar verici yondedir. Parazit olarak hareket edebilir ya da
insanlarda hastalik yayan patojenler tasiyor olabilirler. Malaria, sar1 humma, tifiis,
veba gibi pek c¢ok Oliimciil ya da sakatlikla sonuglanabilecek hastaliklarin

yayilmasinda etkili olabilmektedirler (Wojciechowska ve ark., 2016).

Tarimsal arazilerde {iriin eldesi ve hasat veriminin artirilmasi i¢in mahsiillerin zararl
boceklerden korumak amaci ile ¢esitli yontemler denenmistir. Kullanilan ilk
yontemler dogrudan dogaya dayansa da insanlar, cesitli boceklere karsi dogal
bilesiklerin etkisini fark etmis ve bu bilesikleri tarim uygulamalar igerisine entegre
etmeye baslamislardir (Oberemok ve ark., 2015). Bocekleri kontrol eden kimyasal
veya biyolojik kokenli maddeler olarak tanimlanan insektisitler, boceklerin kontroliinii
saglamak i¢in 6ldiirme, yok etme veya zararli davraniglarini engelleme seklinde etki
ederler. Bu insektisitler, hedef zararlilara karsi cesitli formiilasyonlar ve dagitim
sistemleri (spreyler, yemler, yavas salim difiizyonu vb.) kullanilarak dogal veya yapay

olarak uygulanabilir (Ware ve Whitacre, 2004).

Giinlimiizde ¢ogunlukla sentetik insektisitlere bagvurulmaktadir. Bu insektisit tiirleri
arasinda, Ozellikle organoklorlar (siklodienler, DDT gibi), organofosfatlar
(kloropirifos, fention gibi) ve karbamatlar (aldikarb, metiyokarb gibi) gibi pestisitler
yaygin olarak kullanilmaktadir (Hamilton ve Crosslay, 2004). Organofosforlu

pestisitlerin, pamuk, tiitiin, seker pancari, sebzecilik gibi genis bir kullanim alani

15



mevcuttur. Bu grubun insanlar da dahil olmak {izere tiim hayvanlar iizerinde zehirli
etkileri vardir. Bu sebeple, toprak ve su gibi ¢evresel drneklerde bu kimyasalin tespiti

bliyiik 6nem arz etmektedir (Zhu ve ark., 2005).
2.7.1. Abamektin

Toprakta yasayan bir bakteri tiirii olan Actinomycete (Streptomyces avermetilis)’nin
fermantasyon iriinii olarak 16 elemanli makrosiklik laktonlardan, Avermektinler
olusur (Raftery ve Volz 2015). Avermectin ailesinin iiyeleri, insan ve hayvanlarda ilag
olarak ve bitki korumada kullanilan yiliksek derecede etkili, fakat zehirli dogal
maddeler olarak kategorize edilir. Abamektin ve ivermectin, bu aileden en sik tercih
edilen iki bilesendir (Bai ve Ogbourne, 2016). Abamektin (%80 Avermectin Bla (5-
0 demethyl Avermectin Ala) ve %20 Avermectin B1lb (5-0-dimethyl-25-de (-(1-
methylpropyl)-25-(1-methylethyl) (ABM), biiylik halkali lakton disakkarit bilesik
tiriidiir ve toprakta dogal olarak bulunan actinomycte S. Avermitilis’in dogal
fermentesi sonucunda olusur (Luo ve ark., 2013). Avermektin sinifinda yer alan
abamektin, insektisit ve akarisit aktivitileri igeren gama-aminobutirik asit (GABA)
reseptorleri lizerine etkili oldugu bilinen bir pestisit ¢esididir (Campbell, 1989; Novelli
ve ark., 2012). Uygulama bdlgelerinden farkli yollarla sucul ortama gegebilir ve su
kirletici rolii ile sucul canlilar tizerinde olumsuz etkilerini gosterebilir (Tisler ve Erzen,
2006). Ancak, kisa Omiirlii olmasi nedeniyle su ortaminda tespiti zordur (Bai ve
Ogbourne, 2016). Abamektinin etkili oldugu GABA reseptorleri merkezi sinir
sisteminde bulunur ve baliklarda bu kimyasal memelilerden farkli olarak, kan- beyin
bariyerini gecerek toksisiteye neden olmaktadir (Hoy ve ark.,1990; Katharios ve ark.,

2004 Sanches ve ark., 2018).

j’“"‘ Molekiil Formiilii: C4sH72014(Bla)
e o 1 lu l\ - J’ l Cy7H70014
he”” o (- N B1b)
o)

|]°” Molar Kiitle: 873.1 g mol-! (Bla),
ABM Bla; R = CH;CH; A 0 fll ~ct
ABM Blb; R = CH, & 859.1 g mol! (Blb)

Suda Coziiniirliik: 1.21 pg mL-!

Sekil 2.16. Abamektin’in fizikokimyasal 6zellikleri (ECHA, 2010).
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Literatiirde yer alan arastirmalar, avermektinlerin hedef olmayan tiirlerin da yasamin,
gelisimini ve cogalmasinmi etkileyebilecegini belirtmistir. Diisiik seviyelerde dahi
karada ve suda yasayan canlilar i¢in tehlikeler barindirdigin1 ortaya koymaktadir

(Dionisio ve Rath, 2016).

Avermectin siifindan bir insektisit ve antihelmintik ajan olan Abamektin, ivermectine
cok benzerdir. Ivermektin, 22-23 dihidroavermektin Bla’ dir ve yalnizca bir ¢ift bagin
doygunlugu ile farklilik gosterir. Abamektin, bocek ve akarlara karsi yogun olarak
kullanilan bir tarim ilacidir. Maruziyeti sonucunda zehirlenme, koma, hipotansiyon ve
solunum yetmezligi olusabilmektedir. Avermectin insektisitler, memelilerde GABA-
A reseptorlerinin aktive olmasini saglarlar. Fakat Abamektin ve ivermectinler kan-
beyin bariyerini kolayca gecemedigi ve memeli GABA-A reseptorleri i¢in diigiik
afiniteye sahip oldugundan, tedavi edici dozlarda insan toksistesinin diisiik oldugu
disiiniilmektedir (Pirasath ve ark., 2021). Reaksiyonun mekanizmasi tam olarak
anlagilmasa da, omurgasiz ve omurgalilarda avermektinlerin direk aktivasyonun

norotoksisiteyi indiikledigi, sonug olarak da fel¢ ve 6liim olustugu diisiiniilmektedir

(Raftery ve Volz, 2015).

Cok ¢esitli hayvan paraziti ve boceklere karst miicadelede veterinerlikte antihelmintik
olarak genis bir kullanim alani bulan abamektin, uygulandig alanlarda sulara karisarak

su kirliligine yol agabilmektedir (Tisler ve Kozuh Erzen, 2006).

Abamektin, badem, ceviz, elma, avokado, narenciye, liziim, misir ve pamuk i¢in ayrica
da kabakgiller ve domates icin tohuma muamele edilen bir nematisit olarak tescil
edilen kimyasal bir maddedir. Dogal sularda Abamektin kalintilar1 olmasi beklenir.
Abamektinin biyolojik olarak pargalanmasi yavastir (Ortalama yar1 dmriin %90 iist
giiven sinir = 80,6 giin). Diisiik buhar basincina sahip olmasi sebebiyle, buharlasarak
taginimi olasi degildir. Abamektinin toprakta aerobik yarilanma omriiniin 115 giin
oldugu rapor edilmistir. Hidrolize olmaya kars1 kismen kararli bir bilesiktir fakat direk
151¢a maruz kaldigr durumlarda oksidatif ve foto oksidatif mekanizmalarla ortamdan

ayrisabilir (toprak yiizeyinde fotoliz yarilanma siiresi 21 saat) (US EPA, 2010).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Zebra bahg (Danio rerio)

Yapilmis olan ¢aligmada canli materyal olarak eriskin zebra baliklar1 kullanilmstir.
U Sapanca Sucul Canli Deney Unitesi’nden temin edilen 40 adet canli ve eriskin zebra
balig1 (20 adet disi, 20 adet erkek) IU Sapanca Sucul Canli Deney Unitesi’nde deney

gruplar1 olusturularak ¢alisma gergeklestirilmistir.
3.1.2. Ortam kosullar:

Yapilacak olan ¢aligma i¢in IU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli
izinler alindiktan sonra oncelikle Istanbul Universitesi Sapanca Sucul Canli Deney
Unitesi’nde 3 adet balikla 6n deneme yapildi. Yapilan 6n deneme sonucunda,
belirlenen dozlarda herhangi bir sorun ile karsilasiimadig: igin Istanbul Universitesi
Sapanca Sucul Canli Deney Unitesi’nden 40 adet balik daha talep edildi ve burada
akvaryum sistemi kuruldu. Calismada yetiskin zebra baliklar1 kullanildi. 13x22x29
cm. boyutlarindaki 4 adet akvaryuma su dolduruldu. Akvaryumlarda, su sicakligini
28+1°C’de tutmak i¢in 1sitict kullanildi. Akvaryum suyu, hava motorlarn ile
oksijenlendirildi ve akvaryumlarda herhangi bir filtreleme sistemi kullanilmadi.
Ayrica oda igerisinde otomatik aydinlatma sistemi kuruldu. Oda 14 saat aydinlik ve 10
saat karanlik evrede tutuldu. Akvaryumlar biri kontrol, digerleri deney grubu olmak
tizere 4 gruba ayrildi. Her grupta 5° i erkek 5°1 disi olmak {izere 10’ ar adet zebra balig1

akvaryumlara yerlestirildi.
3.1.3. Zebra balhiklarina abamektin uygulamasi ve doku eldesi

Calismamiz oncesinde doz denemesi yapmak amaci ile 3 adet zebra balig1 kullanilmis
ve li¢ deney grubu olusturulmus ve yapilan 6n denemede herhangi bir sorun ile
karsilagilmamistir. Calismamizin asil deneylerinde kullandigimiz zebra baliklar1 da 6n
denemede oldugu gibi ITUSUCAN’ dan temin edilmistir. Her grupta 10 balik
kullanilmig, deney gruplarina uygulanacak konsantrasyonlar, Abamektinli zebra
baliklarinda 96 saatlik LCso konsantrasyonu (59 ug L) (Novelli ve ark., 2012) baz

alinarak belirlenmistir. Kullanmis oldugumuz kimyasal maddenin LCso dozu belirlidir.



Bu sebeple; LCso degerinin altinda kalacak sekilde deney gruplarina uygulanacak
Abamektin konsantrasyon degerleri, belirli dozun %50, %25 ve %12.5‘1 seklinde

olmasina karar verilmis ve uygun sekilde deney yapilmaistir.

Calismamizda, kontrol grubu olarak belirlenen akvaryuma herhangi bir islem
yapilmazken, diger deney gruplarmin akvaryumlarina 0,75 pg L, 1,5 ng L't ve 3 pg
L dozlarinda Abamektin eklenmis ve 96 saat siiren maruziyetin ardindan baliklar
yiiksek doz anestezik (MS-222, 300 mg/L) ile 6tenaziye tabi tutulmustur. Bu islemden

sonra, ovaryum ve testis dokular1 ¢ikarilmak iizere disekte edilmistir.
3.2. Metod
3.2.1. Histolojik islemler

Cikarmis oldugumuz ovaryum ve testis dokular1 Bouin ¢ozeltisi igerisinde fikse
edildikten sonra yiikselen ethanol serilerinden gecirilerek dehidrayson islemi
gergeklestirildi. Daha sonrasinda ksilol kullanilarak yapilan seffaflandirma islemi
sonrasinda parafin bloklara gomiildii. Leica marka mikrotom ile 5 pm kalinliginda
kesitler alindiktan sonra boyama islemine gecildi. Hematoksilen Eozin boyama islemi

yapilan dokular yine Leica marka 11k mikroskobu kullanilarak incelendi.

3.2.1.1. Fiksasyon
Disekte edilen zebra baliklarindan elde edilen ovaryum ve testis dokularini fikse etmek

i¢in Bouin ¢6zeltisi kullanildi (Tablo 3.1). 24 saatlik fiksasyon islemi sonrasi1 islemlere

devam edildi.
Tablo 3.1. Fiksasyon (Tespit) uygulamasi.
Soliisyon Icerik Miktar Uygulama siiresi
Suda Doymus 75 mL 2- 24 Saat
pikrik asit
Bouin Cozeltisi 25 mL

% 40 Formaldehit
5mL
Glasiyal asetik asit

3.2.1.2. Dehidrasyon
Dokular, igerisindeki suyun uzaklastirilabilmesi i¢in yiikselen alkol serilerinden
gecirildi (Tablo 3.2). Her bir asama, 24 saatlik uygulama siiresi igerisinde

gerceklestirildi.
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Tablo 3.2. Dehidrasyon uygulamasi.

Soliisyon Icerik Miktar Uygulama Siiresi
%70 Alkol Ethanol 70 mL 1 Giin
Distile Su 30 mL
%80 Alkol Ethanol 80 mL 1 Giin
Distile Su 20 mL
%90 Alkol Ethanol 90 mL 1 Giin
Distile Su 10 mL
%95 Alkol Ethanol 95 mL 1 Giin
Distile Su 5mL
%100 Alkol Ethanol 100 mL 1 Giin

3.2.1.3. Seffaflastirma ve parafinden gecirme

Elde edilen ovaryum ve testis dokulari, yiikselen alkol serilerinden gegirildikten sonra
doku igerisinde bulunan alkoliin ksilol ile yer degistirmesi ig¢in 24 saat ksilolde
bekletildi. Bu asama sonrasinda dokular ksilol + parafin igerisinde etiivde (58 °C) 6

saat bekletildikten sonra parafin bloklara gomiildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Dokular1 parafin bloklara gomme islemi.

3.2.1.4. Kesit alma

Ovaryum ve testis dokulariin parafin bloklara gémiilmesi islemi sonrasinda bloklar
oda sicakliginda bekletilerek kati hal almasi saglandi. Kesit alma islemi i¢in hazir hale
gelen bloklardan, Leica marka mikrotom kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler alind1
(Sekil 3.2.). Kesitler alindiktan sonra sicak su banyosu igerisinde agilarak piiriizsiiz

hale gelmesi saglandi ve son islem olarak dokular lamlara alindi.
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Sekil 3.2. Kesit alma islemi.

3.2.1.5. Boyama
Kesit alindiktan sonra lamlara alinan dokular, 151k mikroskobu altinda incelebilmesi
icin Hematoksilen Eozin boyama isleminden gecirildi (Tablo 3.3.). Bu takibe gore

boyama iglemi tamamlandi (Sekil 3.3.).

Tablo 3.3. Hematoksilen Eozin boyama prosediirii.

Islem Uygulama Siiresi
Parafinden kurtarma; Ksilol ile 2x5 dk
Dehidrasyon; %100 Ethanol ile 3dk
Dehidrasyon; %90 Ethanol ile 3dk
Dehidrasyon; %70 Ethanol ile 3dk
Akarsu Altinda 1 dk
Harris Hematoksilen 2 dk
Distile Su 6 dk
%95 Ethanol 3dk
%95 Ethanol 3dk
Eozin 6 dk
%2100 Ethanol 3dk
%2100 Ethanol 3dk
Ksilol 3dk
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Sekil 3.3. Boyama iglemi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Histolojik Analizler

4.1.1. Zebra bahg testis dokusu

4.1.1.1. Kontrol grubu

Zebra balig1 kontrol grubu testis dokusu histolojik olarak incelendiginde, seminifer
epitel tarafindan ¢evrelenen seminifer tiibiiller gozlendi. Seminifer tiibiiller arasi
alanda (intertisyel alan) oval ¢ekirdekli, yuvarlak sekle sahip, intertisyel hiicreleri
olarak tanimlanan, androjen sentezi yapan Leydig hiicreleri izlendi. Seminifer tiibiiller
icinde, spermatogenik hiicreler olan belirgin biiyiik ¢ekirdekli spermatogonyum (2’li
ve 3’li hiicre kiimesi halinde), spermatogonyum hiicrelerinden daha kiigiik hacimli ve
yogun sitoplazmali primer spermatositler, primer spermatositten daha kiicliik ve
yuvarlak morfolojide sekonder spermatositler, hiicre kiimeleri i¢inde kii¢iik boyutlu
olarak gdzlenen spermatidler, tiibiiller icinde merkezi konumlu sperm hiicreleri
kiimeler olusturmus sekilde tanimlandi. Sperm hiicreleri, seminifer tiibiillerin merkezi
alani1 i¢inde tespit edildi. Seminifer tiibiillerin bazal membraninda diizensiz ¢ekirdege

sahip Sertoli hiicreleri de gozlendi.



Sekil 4.1. A: Zebra Balig1 kontrol grubu testis dokusu. Sperm (S), Spermatogonyum
(SG), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Sprematosit (SK), Leydig Hiicresi
(L), Sertoli Hiicresi (Sr), (x40 biiyiitme, H&E). B: Kontrol Grubu seminifer
tiibiil genel yapist. (x100 biiylitme, H&E).

Sekil 4.2. Seminifer tiibiill genel yapisi. Spermatogonium (SG), Primer
Spertamosit(PS), Sperm (S), Sertoli Hiicresi (Sr), Leydig Hiicresi (L),
Primer spermatositlerdehipertrofi (kirmizi ok). (x100 biiyiitme, H&E).
4.1.1.2. 0,75 pg L* Abamektin’e maruz kalan testis dokusu
0,75 ng L't Abamektin maruziyetine bagl olarak, zebra balig: testis dokusu iginde yer
yer vakuol olusumu goézlendi. Seminifer tiibiiller aras1 bolgede, bag doku artisi
(intertisyel fibrosis) tespit edildi. Seminifer tiibiiller i¢inde, sperm yogunlugunun
arttigi, gelisen spermatogenik hiicre kiimelerinin azaldig1 fark edildi. Testis dokusu
icinde yer yer adiposit infiltrasyonu izlendi (Sekil 4.3) Seminifer tiibiiler alanda
vakuolizasyon tespit edildi. Yer yer seminifer tiibiil diizeninde bozulma, tiibiiller

arasinda birlesme meydana geldigi gozlendi. Spematogenik hiicre kiimelerinin
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(kistleri) yogunlugunun azaldigi, sperm sayisinin arttii izlendi. Bazi primer
spermatositlerde ve Sertoli hiicresinde hipertrofi belirlendi (Sekil 4.4) Bazi seminifer
tiibiilleri ¢cevreleyen germinal epitel ve bazal laminanin yapisal dejenerasyonuna bagh
olarak seminifer tiibiil sinirlar1 segilemedi. Tiibiiller aras1 alanda bag dokuda, kollajen
lif yapilarinda (Intertisyel fibrosis), intertisyel hiicrelerinde sayica artis belirlendi. Yer
yer tiibiiller aras1 alanda vakuolizasyon fark edildi. Hiicre kiimelerini ¢evreleyen
kistlerde yapisal bozulma izlendi. Piknotik hiicre yapilart goriildii (Sekil 4.5)
Spermatogenik seride yer alan hiicre kiimelerinde hipertrofik hiicreler belirlendi.
Apoptotik hiicreler izlendi. Spermatid hiicrelerinde azalma goriildii. Intertisyel alanda,
kanlanma tespit edildi. Baz1 kesitlerde genel atrofi belirlendi (Sekil 4.6- Sekil 4.7).

Sekil 4.3. 0,75 pg L' Abamektin uygulanan testis dokusu (A): Sperm
(S),Vakualizasyon (Turuncu Ucgen), Bag Doku (BD), Adiposit
infiltrasyonu (Kirmiz1 art1) (x10 biiyiitme, H&E). (B): Vakualizasyon.
Azalan spermatogenik hiicre kiimeleri, Adiposit infiltrasyonu (Kirmizi art).
(x100 biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.4. 0,75 pg L-1 Abamektin uygulanan testis dokusu. (A): Sperm (S),
Spermatogonyum (SG), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit
(SK), Spermatit (ST). Vakualizasyon (Turuncu Uggen), (x40 biiyiitme), (B):
Dejenere olan ve secilemeyen bazal lamina (Siyah ok). (x100 biiylitme,
H&E).

Sekil 4.5. 0,75 pg L' Abamektin uygulanan testis dokusu (A): Sperm (S),
Spermatogonyum (SG), Bag Doku (BD), Vakualizasyon (Turuncu Uggen),
Leydig Hiicresi (L). (x40 biiyiitme, H&E). (B): Kalinlasan bag doku ve
kollojen lif, intertisyal hiicreler. (x100 biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.6. 0,75 pg L't Abamektin uygulanan testis dokusu. (A): Sperm (S), Spermatit
(ST), Piknotik c¢ekirdek (siyah iiggen), Kanlanma (Kahverengi OKk),
Dejenere olmus germ hiicre kiimesi (yesil ok). (x40 biiyiitme, H&E) (B):
Dejenere olmus germ hiicre kiimesi (Yesil Ok). (x100 biiyiitme, H&E).

Sekil.4.7. 0,75 pg L Abamektin uygulanan testis dokusu. Seminifer tiibiillerde
gozlenen genel atrofi. Tiibiiller aras1 alanda ileri diizeyde intertisyel fibrosis,
tamamen ortadan kalkmig spermatogenik hiicre kiimeleri. (x40 biiyiitme,

H&E).
4.1.1.3. 1,5 pg L'! Abamektin’e maruz kalan testis dokusu
Bu doz grubunun bulgulari, kontrol grubu bulgular ile kiyaslandiginda genel atrofi
diizeyinde artis izlendi. Seminifer tiibiiller aras1 alanda vakuol olusumunda belirgin
artig goriildii. Intertisyel alanda fibrosiz diizeyi ilerlemisti. Intertisyel hiicrelerde artis
belirlendi (Sekil 4.8) Seminifer tiibiillerin biitiinliigiinde bozulma goriildii. Seminifer

tiibiiller i¢inde yer alan spermatogenik hiicre kiimelerinde belirgin azalma varken, bazi
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tibiillerde gelisen spermatogenik hiicre kiimeleri izlenmedi. Tanimlanan
spermatogenik hiicre kiimeleri i¢inde nekrotik alanlar ve apoptotik hiicreler tespit
edildi. Leydig hiicrelerinde hiperplazi gozlendi. Dejenere (yapisal bozulmaya
ugramis) hiicrelerden olusan kiimeler belirlendi (Sekil 4.9) Seminifer tiibiillerde
germinal epitelde bozulma goriildii. Tibiillerde biitiinliigiin ortadan kalktigi, hiicre
kiimelerinin yapisal biitiinliigiiniin bozuldugu goriildii. Tiim testis dokusunda ileri
diizeyde vakuolizasyon yaygin sekilde karsimiza ¢ikti. Yaygin atrofinin sekillendigi
tespit edildi (Sekil 4.10) Testis dokusu iginde tiibiillerde germinal epitel yapisinin
bozuldugu, intertisyel alanda bag dokusunun arttig: farkedildi (Sekil 4.11).

Sekil 4.8. 1,5 pg L't Abamektin uygulanan testis dokusu. (A): Genel atrofik goriiniim,
Sperm (S), Vakualizasyon (Turuncu Uggen), Fibrosis (Turuncu Ok),
Adiposit infiltrasyonu (Kirmizi art1). (x10 biiytitme, H&E). (B): Fibrosis
Olusumu (x100 biiylitme, H&E).
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Sekil 4.9. 1,5 pg L Abamektin uygulanan testis dokusu. (A): Nekrotik alan (Mavi
art1), Piknotik ¢ekirdek (Siyah tliggen), Apoptotik hiicre (Yesil art1), Sperm
(S), Sertoli hiicresi (Sr), Spermatogonyum (SG) hiicrelerinde hipertrofi
(Kirmiz1 ok), Vakualizasyon (Turuncu Ok). (x40 biiylitme, H&E). (B):

Nekrotik alan (Mavi art1), Piknotik cekirdek (Siyah Uggen). (x100 biiyiitme,
H&E).

Sekil 4.10. Seminifer tiibiillerde ilerleyen atrofi, yapisal biitlinliigli bozulan hiicre
kiimeleri (Mavi art1), Apoptotik hiicre (Yesil art1), Sperm (S),
Spermatogonyum (SG) hiicrelerinde hipertrofi (Kirmiz1 ok). (x40 biiyiitme,
H&E).
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Sekil 4.11. Seminifer tiibiiler yapisinda bozulma, Intertisyel fibrosiz (Turuncu ok),
Piknotik ¢ekirdek (Siyah iiggen), Vakuolizasyon (Turuncu ii¢cgen). (x40
biiyiitme, H&E).

4.1.1.4. 3 ng L'! Abamektin’e maruz kalan testis dokusu

Yiiksek doz Abamektin maruziyetine bagli olarak zebra baligi testis dokusunda

ilerleyen diizeyde atrofi izlendi. Seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicre kaybi

belirlendi. Yapisal olarak bozulmaya ugrayan seminifer tiibiil morfolojileri izlendi.

Testis dokusunda fibrosis bulgularinin tanimlandig1 bolgelerde artis belirlendi (Sekil

4.12). Yiiksek dozda testiskiiler dejenerasyonda artig, seminifer tiibiil biitiinliigiiniin

ortadan kalkmasi spermatogenik hiicre kiimelerinin seminifer tiibiiller iginde

gozlenmedigi fark edildi (Sekil 4.13). Testis dokusunda ciddi histolojik lezyonlar
gbzlendi. Tiibiil duvarlarinda daha siddetli kalinlagma, tiibiil i¢i atrofik hiicre
goriinlimiiniin artmasi, piknotik goriiniimlii hiicreler, gelisen spermatogenik hiicre
kiimelerinin ¢ok yiiksek diizeyde kaybolmasi, ileri diizey vakuolizasyon ve tiibiiller

arasi alanda yogun fibrosis gozlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.12. 3 pg L't Abamektin uygulanan testis dokusu genel goriiniim. x10 biiyiitme,
H&E.

Sekil 4.13. Testis dokusunda ileri diizeyde atrofik gériiniim, Intertisyel fibrozis
(Turuncu ok) Artan intertisyel hiicrelerde piknotik goriiniimlii hiicre (Siyah
ticgen). (x40 biiylitme, H&E).
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Sekil 4.14. Atrofik goriiniimlii testis dokusu. Ileri diizeyde fibrozis (Turuncu ok),
Artan bag doku hiicrelerinde (Bd) hiperplazi, piknotik goriiniimlii hiicreler
(Siyah tiggen). (x40 biiyiitme, H&E).

4.1.2. Zebra bahgi ovaryum dokusu

4.1.2.1. Kontrol grubu

Hematoxylin ve Eosin (H&E) boyama yontemi sonucunda yapilan incelemede, zebra
baligi1 kontrol grubunun ovaryum dokusunun normal histolojik yap1 sergiledigi
belirlendi. Kontrol grubunda, primer oosit, kortikal alveolar oosit, vitellojenik oosit ve
olgun oosit gibi farkli gelisim agamalarindaki oosit yapilari tespit edildi (Sekil 4.15).
Primer oositler, ¢evrelerindeki birkag ¢ekirdekcik ve sitoplazmada gozlenen belirgin
bazofilik yogunluklarin kiigiik, lokalize bolgeleri ile karakterize edilir. Bu agamada,
sitoplazmaya kiyasla niikleuslarin daha biiyiikk ve daha yuvarlak oldugu gozlendi
(Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17). Ikinci asama olarak tanimlanan kortikal alveolar
asamasinda, oositlerin ¢apinda belirgin bir artis kaydedildi. Kortikal alveoller
ooplazmanin periferinde konumlanmistt (Sekil 4.17). Vitellojenik asamada ise,
oositlerin vitellus birikimi sonucu boyutlarinda artis belirgindi (Sekil 4.15).
Olgunlasan oositlerde, ¢ekirdegin ¢oziiliip kaybolmasi ve ooplazmanin vitellus
partikiilleri ile dolu olmasi karakteristikti. Bu asamada, niikleusu c¢evreleyen
membranin pargalanmasi sebebiyle ¢ekirdek morfolojisi net olarak ayirt edilemedi,
niikleoluslar sitoplazmaya dagilmistt (Sekil 4.15). Zona radiata tabakasi, 00sit
membrant ve folikiil epiteli arasina yerlesen bir yiizeydi (Kog, 2010). Gelisim
ilerledik¢e zona radiata yapisinda kalinlasma meydana belirlendi (Yon ve Akbulut,
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2013). Kontrol grubuna ait elde ettigimiz resimlerde zona radiata yapisi net bir sekilde

goriildii (Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18).

it

Sekil 4.15. Zebra Balig1 ovaryum dokusu kontrol grubu. Primer Oosit (PO), Kortikal
Oosit (CO), Vitellojenik Oosit (VO), Olgun Oosit (Oo), Kortikal Alveol Ca),
Cekirdek (C), Cekirdekcik (Ck), Folikiiler Epitel (Fe), Zona Radiata (ZR).
(x10 biiytitme, H&E).

Sekil 4.16. Kontrol ovaryum primer oosit. (x100 biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.17. (A): Kontrol grubu. Primer Oosit (PO), Kortikal Alveolar Oosit (CAO),
Kortikal Alveol (Ca), Zona Radiata (ZR), Folikiiler Epitel (Fe), Cekirdek
(C), Cekirdekcik (Ck). (x40 biiyiitme, H&E). (B): Kontrol Grubu. Zona
Radiata, Folikiiler Epitel ve Kortikal Alveoller. (x100 biiyiitme, H&E).

Sekil 4.18. Kontrol grubu. Zona Radiata, Folikiiler Epitel, Kortikal Alveoller. (x100
biiyiitme, H&E).

4.1.2.2. 0,75 ng L't Abamektin’e maruz kalan ovaryum dokusu

0,75 ng/L Abamektin maruziyeti sonrasi zebra baligi deney grubu ovaryum yapisinda,
histopatolojik anomaliler gozlendi. Zona Radiata ve ooplazma arasinda agiklik
olustugu gortildii (Sekil 4.21). Primer oosit miktarinda bir artig kaydedilmis olmasina
ragmen, vakUolizasyon oraninda da artis saptandi. Zona radiata ile folikiiler epitel
hiicreleri arasinda ayrilma gozlendi (Sekil 4.19, Sekil 4.20). Ayrica, bu membran
igerisinde bazi bolgelerde hem agilma hem de katlanma goriildii. Kortikal alveoller

oosit yapilarinda bozulma ve dagilma bas gostererek, atretik oosit formasyonu dikkat
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cekici oldu. Oositler arasi alanda (intertisyel alanda) fibrosizin gelistigi goriildii (Sekil

4.19, Sekil 4.21, Sekil 4.22).

Sekil 4.19. (A): 0,75 pg L't Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Primer oosit
sayisinda artig, gelisen oosit sayisinda azalma. Primer Oosit (PO),
Vitellojenik Oosit (VO), Atretik Oosit (AO), Deforme Olmus Zona Radiata
(Siyah Ok), Zona Radiata (ZR), ZR ve Fe aras1 agcilma (Pembe Y1ildiz), Zona
radiatada kalinlagsma (iki uglu siyah ok), Fibrosis (Turuncu ok), (x10
biiyiitme, H&E). (B): 0,75 png Lt Abamektin uygulanan ovaryum dokusu.
Baslangi¢ evresinde atrezi bulgular1 gosteren Kortikal alveolar oosit. Zona
Radiata (ZR), Kortikal Alveol (Ca), Zona Radiatada Distorsiyon ve diizensiz
goriiniim (Siyah yildiz), ooplazma ve zona radiata arasinda acilma (Mavi
Yildiz), Niikleer Bozulma (Sar1 Yildiz). (x40 biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.20. (A): 0,75 ug L™t Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Zona Radiata ve

Folikiiler Epitelin ortadan kalktig1, besin graniillerinin tamamen sindirildigi
ileri evrede atretik folikiil yapis1 (AO*), Intertisyel alanda artis (Mavi
yildiz), Primer Oosit (PO), Vitellojenik Oosit (VO), Diizensiz Membranl
Atretik Oosit (AO), ZR-Fe aras1 A¢ilma (PembeYildiz), Zona radiatada
Kalinlasma (iki uglu siyah ok). (x10 biiyiitme, H&E). (B): 0,75 pg L'
Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Vitellojenik Oosit (V), Kortikal
Alveol (Ca), Zona Radiata (ZR)’da kalinlasma (iki u¢lu siyah ok), Zona
Radiatada Distorsiyon (Siyah Yildiz), Zona radiata ve ooplazma arasinda
acilma (mavi y1ldiz). (x40 biiyiitme, H&E).

Sekil 4.21. (A): 0,75 pg L't Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Atretik Oosit

(AO), Ooplazma (O), Bag Doku (Bd), Folikiiler Epitel (Sar1 ok), Niikleer
Bozulma (Sar1 yildiz), Zona Radiata ve ooplazma aras1 agilma (Mavi y1ldiz),
Kortikal alveollerde bozulma (Pembe Ucgen), Bag dokuda fibroblast
hiicreleri (Fb). (x40 biiyiitme, H&E). (B): 0,75 pg L't Abamektin uygulanan
ovaryum dokusu. Zona Radiata ve Folikiiler Epitelde Acilma (Pembe
yildiz), Atretik oosit (AO), Zona Radiata (ZR), Folikiiler Epitel (Fe),
Intertisyel alanda eritrosit hiicreler (Er). (x100 biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.22. 0,75 ug L'? Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Kalinlasmis Zona
Radiata, Folikiiler Epitel (Fe), Kortikal Alveol (Ca), Atretik (AO). (X100
biiyiitme, H&E).

4.1.2.3. 1,5 pg L* Abamektin’e maruz kalan ovaryum dokusu

Uygulanan dozun artig1 ile iligkili olarak zebra balig1 ovaryum dokusunda goézlenen

histopatolojik degisikliklerde de artis gozlendi. Bu doz grubunda, intertisyel alanda

bosluklarin  genisledigi kaydedildi. Zona radiata bolgesinde kivrimlar ve
dalgalanmalar meydana geldigi belirlendi (Sekil 4.23, Sekil 4.26). Bazi oositlerde
vitellogenezin azaldig1 goriildi. Atretik folikiil formasyonu gézlendi (Sekil 4.23, Sekil

4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26). Ooplazmada vakuolizasyon ile birlikte dejenerasyona

ugramis folikiil olusumu tespit edildi (Sekil 4.23, Sekil 4.26). Zona radiata ile folikiiler

epitel arasinda ayrilmalarin olustugu (Sekil 4.24), baz1 bolgelerde zona radiatanin
kalinliginin arttigr (Sekil 4.23, Sekil 4.26), yapisinin bozuldugu, ooplazma igine

invaginasyon sergiledigi goriildii.
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Sekil 4.23. 1.5 pg L't Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. (A): Atretik oosit (AO),
Zona Radiata (ZR), Kortikal Alveol (Ca), Folikiiler Epitel (Sar1 ok),
Ooplazma- ZR arasi agilma (Mavi Yildiz), Niikleer Bozulma (sar1 yildiz),
Zona radiatada kalinlasma (iki uglu siyah ok), Kortikal alveolde bozulma
(Pembe Uggen), Hemoraji (Kahverengi ok). (x10 biiyiitme, H&E). (B):
Zona Radiata (ZR), Folikiil Epiteli (Sar1 ok), Zona radiata distorsiyon (Siyah
yildiz), Folikiil epitelinde ve ooplazmada vakuolizasyon (Turuncu tiggen),
Kortikal graniil yapilarinda bozunma (Pembe iiggen). (x100 biiyiitme,
H&E).

Sekil 4.24. (A): 1.5 pg L't Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Atretik oosit (AO),
ZR de kalinlagsma (iki uglu siyah ok), Niikleer Bozulma (sar1 yildiz),
Kanlanma (Kahverengi ok), ZR’da Distorsiyon (Siyah yildiz), ZR-Fe arasi
acilma (Pembe Yildiz). (x10 biyiitme, H&E). (B): Atretik Oosit yapisi.
Zona Radiata (ZR), Folikiiler Epitel (Sar1 ok), Cekirdek (C), Cekirdekcik
(Ck). (x100 biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.25. 1.5 pg L't Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Atretik Oosit (AO),
Zona Radiata (ZR), Bag doku (Bd), Ooplazma (O), Kortikal Alveol (Ca),
Folikiiler Epitel (sar1 ok), Kortikal alveolde bozulma (pembe ii¢gen),
ooplazma-ZR arasi agilma (Mavi yildiz). (x40 biiyiitme, H&E).

|

Sekil 4.26. 1.5 pg Lt Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. (A): Primer oosit (PO),
Tim bilesenleri bozulmus Atretik oosit (AO), Zona Radiat (ZR), Kortikal
alveol (Ca), Zona Radiatada kalinlasma (Iki uglu siyah ok), Folikiiler epitel
(sar1 0k), Vakualizasyon (Turuncu iiggen), ZR’ da distorsiyon (Siyah yildiz),
(x40 biylitme, H&E). (B): Atretik Oosit. Vakualizasyon (turuncu ti¢gen),
Zona Rasiata (ZR), ZR’de distoriyon (siyah yildiz). (x100 biiyiitme, H&E).

4.1.2.4. 3 pg L' Abamektin’e maruz kalan ovaryum dokusu

Abamektinin doz miktarindaki artisa bagl olarak ovaryum dokusunda histopatolojik

bulgularda da artig goriildii. Olgun ve vitellojenik oositlerin sayisinda azalma gozlendi.

Baz1 oositlerin zona radiata bolgesinde kalinlasma (Sekil 4.28), bazi oositlerde

vakuolizasyon belirlendi (Sekil 4.28, Sekil 4.29). Ek olarak, zona radiatada kivrimlar

da saptandi. Kortikal alveollerde hipertrofi ve yapisal bozulma kaydedildi (Sekil 4.27,
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Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.20). Hiicre cekirdeklerinde kiigiilme ve niikleer
bozunma izlendi (Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.30). Bunlara ek olarak, atretik folikiil
formasyonu ve azalmis vitellogenez, gozlenen diger degisiklikler arasinda yer aldi

(Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30).

Sekil 4.27. 3 ng L't Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. (A): Atretik oosit (AO),
Ooplazma (O), Kortikal Alveol (Ca), Folikiiler epitel (sar1 ok), Niikleer
bozulma (Sar1 yi1ldiz), Kortikal alveolde hipertrofi (kirmizi ok), ooplazma —
ZR arasi agilma (Mavi yildiz). (x40 biiyiitme, H&E). (B): Kortikal Alveolde
(Ca), kortikal alveolde Hipertrofi (Kirmiz1 ok), Kortikal Alveolde bozulma
(Pembe tiggen), Atretik oosit (AO), Niikleer bozulma (sar1 yildiz). (x100
biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.28. 3 ug L Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. (A): Zona Radiata (ZR),
Kalinlagma (iki uglu siyah ok), ZR- Fe arasi acilma (pembe yildiz), ZR-
ooplazma aras1 acilma (mavi yildiz), Folikiiler epitel (sar1 ok), niikleer
bozulma (sar1 yildiz), Kortikal alveolde bozulma (Pembe iiggen), Atretik
oosit (AO). (x10 biiyiitme, H&E). (B): 3 nug L Abamektin uygulanan
ovaryum dokusu. Atretik oosit (AO), Kortikal Alveol (Ca), Nikleer
bozulma (Sar1 yildiz), ZR’de kalinlasma (iki u¢lu siyah ok), kortikal
alveolde bozulma (pembe tiggen), kortikal alveolde vakualizasyon (turuncu
ticgen). (x40 biiylitme, H&E).
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Sekil 4.29. (A): 3 pg L't Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Atretik oosit (AO),
Bag doku (Bd), niikleer bozulma (Sar1 yildiz), Vakualizasyon (turuncu
ticgen), Foliikiiler epitel (sar1 ok), ooplazma- ZR arasi agilma (Mavi yildiz),
ZR- Fe arasi agilma (pembe yildiz), kortikal alveolde bozulma (pembe
tiggen), Kortikal Alveollerde Hipertrofi (kirmizi ok). (x10 biiyiitme, H&E).
(B): 3 pug L' Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. Atretik kortikal
alveolar oosit. Bag doku (Bd), ooplazma (O), Niikleer bozulma (Sar1 tiggen),
Vakualizasyon (Turuncu iicgen), kortikal alveolde bozulma (pembe tiggen),
ooplazma-ZR arasi agilma (mavi y1ldiz), Folikiiler epitelde (Sar1 ok) kortikal
alveolde Hipertrofi (kirmizi ok). (x40 biiyiitme, H&E).
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Sekil 4.30. 3 ug L™* Abamektin uygulanan ovaryum dokusu. (A): Zona Radiatanin
ortadan kalktig1, kiibik folikiiler hiicrelerin goriildiigli ilerlemis folikiiler
atrezi. Atretik oosit (AO), kortikal alveol (Ca), Kortikal alveolde bozulma
(pembe iiggen), niikleer bozulma (sar1 yildiz), (x40 biiylitme, H&E). (B):
Folikiiler atrezi. (x100 biiyiitme, H&E).
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5. TARTISMA VE SONUC

Baliklardaki {ireme potansiyeli iizerine yapilan ¢alismalar icerisinde histopatolojik
degerlendirmeler biiylik yer kaplamaktadir. Sucul ortamlarda goriilen kirlilik diizeyi
ile bu cevrede yasayan canlilarin iireme kapasiteleri arasinda paralellik goriilmiistiir.
Cevresel kirleticilerin sebep oldugu etki, kirletici maddenin artan konsantrasyonuna
ve maruziyet siiresine bagl olarak, gonadlarda hasarin diizeyini etkilemektedir. (Onen

ve Ucgiincii, 2015).

Zebra baliklarinda, Avermectin ailesinden oldugu bilinen Abamektin (0,75 pg Lt, 1,5
ng LT ve 3 pg LY maruziyetinden sonra, ovaryum dokusunda oositlerde
deformasyon, atretik folikiil olusumu ve doz artigina paralel olarak folikiiler atrezi
diizeyinde artis; testis dokusunda ise, spermatogenik hiicre kiimelerinde azalma,
fibrosis, apoptotik ve piknotik goriiniimlii hiicrelerde artis gibi doku geneline yayilan
atrofi bulgular1 gozlenmistir. Uygulanan dozlar zebra baligi ile yapilan ¢alismalar baz

alinarak belirlenmistir (Tisler ve Erzen, 2006, Novelli ve ark. 2012).

Hidrolize olmaya kars1 kismen kararli bir bilesik olan Abamektin, direk 1s1ga maruz
kaldig1 durumlarda oksidatif ve foto oksidatif mekanizmalarla ortamdan ayrisabilir
(toprak ylizeyinde fotoliz yarilanma siiresi 21 saat) (US EPA, 2010). Ulasilabilen
caligmalarda, Abamektinin canlilar {izerinde zarar verici etkiler gosterdigi
goriilmistiir. Abamektinin toprak solucanlar1 ve kuslar tizerindeki toksisitesinin diisiik
oldugu gozlenmistir (Halley ve ark., 1993). Abamektinin (Birlesik Krallik-Almanya
ortak belgesi) (Ewence ve ark., 2015) insanlar iizerinde endokrin sistem isleyisini

olumsuz yonde etkileme olasiliginin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Yapilan baska bir calismada; zebra baligi iizerinde polietilen mikroplastik ve
Abamektinin birlikte maruziyetinin, kirleticilere teker teker maruz birakilmasindan
daha fazla toksik oldugu ve hayatta kalma oraninda diisiise sebep oldugu bildirilmistir.
Zebra balig1 larvalarinda reaktif oksijen tiirlerinde (ROS), lipid peroksidasyonunda,
apoptozda ve antioksidan yanitta bozulmada 6nemli bir artis gozlendigi ve zebra
baligimin gozlerindeki morfolojik degisikliklerin, tekli maruziyete kiyasla, ikili

uygulanan grupta 6nemli 6l¢iide artigi fark edilmistir. Ayrica; polietilen mikroplastik



ve Abamektine birlikte maruziyet sonrasi bax ve p53 (spesifik apoptoz genleri)
ekspresyonunun 6nemli Olclide arttigina dikkat c¢ekilmistir (Guru ve ark., 2023).
Yapilan bir baska c¢alismada, 96 saat Abamektine maruz kalan yetiskin zebra
baliklarinda piknotik ¢ekirdek olusumu, dejenere olmus hepatositler ve sitoplazma

diizensizligi goze carpmistir (Dos Santos ve ark., 2023).

Abamektin gibi pestisit tiirevlerinin, sucul ortamda yasayan canlilarin tliremesi
tizerinde olumsuz etkileri yapilan caligmalarla kanitlanmistir. Pestisitlerin zebra baligi
iireme organlar tizerindeki histopatolojik etkileri iizerine yapilan farkli ¢alismalara
ulagilmistir. Han ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢calismada, yaygin kullanilan pestisit
tiirlerinden biri olan, Endosiilfan maruziyeti sonucunda disi zebra baliginda atretik
folikiillerde artig, vitellogenez siirecinde gerileme, zona radiatada katlanma ve
folikiiler epitel hiicrelerinde hipertrofi gibi dejeneratif degisikliklerin gozlendigi
belirtilmistir. Wu ve ark. (2018) calismasinda da, bir insektisit olan Spirotetramat
maruziyetinin, zebra baliginda oositlerin ¢apinda ve yiiksek dozda oosit

olgunlagmasinda diisilise sebep oldugu bildirilmistir.

Zhang ve ark. (2020) e gore, Spirotetramat yetiskin zebra baligi1 ovaryum dokusunda
interstisyel lenfosit infiltrasyona, vitellojenik oosit displazisine, vitellojenik oosit
atrezisinde artisa, interstisyel kanamaya ve yag infiltrasyonu gibi 6nemli histopatolojik
lezyonlarin ortaya ¢ikmasimna sebep olmustur. Calisma sonucunda, folikiil epitel
hiicrelerinin biiyiik bir ¢ogunlugunda apoptoz meydana geldigi goriilmustiir. Yiiksek
stabilitesine bagli olarak en sik tespiti yapilan Asetoklor herbisiti, zebra baliklarinda
(uygulanan diisiik ve orta dozlarda) vitellojenik oosit sayisinin artmasina ve kortikal
alveolar oosit sayisinin azalmasina neden olurken, yiiksek dozda oosit gelisimini
inhibe edici etki gostererek atretik oosit sayisinda artis meydana getirmistir (Zhang ve
ark., 2020). Calismamizda yiiksek dozda folikiiler atrezinin artis1 bu calisma ile
paralellik gostermektedir. Ancak, diisiik dozda kullandigimiz herbisit tiirii, Asetoklor
gibi ovaryum gelisimini destekleyici etki gostermemistir. Maharajan ve ark. (2020)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, genis spektrumlu bir insektisit olan Pirioksifen’in
diisiik dozlarinda zebra balig1 ovaryum dokusunda olumsuz bir etki gostermedigi, doz
artisina bagli olarak vitellojenik oositlerde sayica azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.
Yogun olarak kullanimi goriilen deltametrin maruziyeti, disi zebra balig
ovaryumunda folikiiler epitelin zona radiatadan ayrilmasina, membran katlanmasina,

oositlerde vakuolizasyona ve olgun oosit ooplazmasinda parcalanmaya, c¢ekirdek
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dejenerasyonuna, oositler arasi alanda fibrozise, graniiloza hiicrelerinde hipertrofiye,
atretik oosit sayisinda artisa neden olmustur (Petrovici ve ark., 2020).Deltamethrinin
ovaryum tizerinde gosterdigi bu histopatolojik etkiler, calismamizda karsimiza

bulgularla yiiksek diizeyde benzerlik gostermektedir.

Disi zebra baliginda oositlerde dejenerasyona, doz artisina bagl olarak atretik oosit
sayisinda artisa, zona radiatada kalinlasma olmasina sebep olan bir baska kirleticinin

de Imidacloprid oldugu goriilmiistiir (Akbulut, C., 2021).

Jiang ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, Tebukonazol ve Difenokonazoliin
zebra baliginda periniikleolar oosit ve kortikal alveolar oosit oranini arttirdigi,
vitellojenik oosit oranini azalttig1 tespit edilmistir. Chen ve ark. (2022) tarafindan
yapilan bagka bir ¢alismada ise, Difenokonazol’ iin zebra balig1 ovaryumunda primer
oosit ve vitellojenik oosit sayisinda azalmaya sebep oldugu belirtilmistir. Her iki
calismada elde edilen bulgular benzerdir. Bizim c¢alismamizda da diisiik dozlarda
primer oosit sayisinda artis, gelisen oositlerin sayisinda diisiis gozlenmistir. Bu iki
calismadan farkli olarak, calismamizda doz orami arttik¢a folikiiler atrezide de artis
belirlenmigtir. Patojenik mantarlarin istilasint 6nlemek amaci ile kullanilan
Siprodinilin’in de, zebra balig1 ovaryum dokusunda primodiyal folikiil oraninda
azalmaya, olgun folikiillerde ve yumurta tiretiminde artisa neden oldugu belirlenmistir.
Gonadotropin ve testesteron seviyelerinde de artis gézlenmistir (Tang ve ark., 2022).
Sutha ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, Tris (2-kloroetil) fosfatin disi zebra
baliginda oositlerde vakuol olusumuna, vitellojenik oosit membraninda kalinlagsmaya
ve vitelliis oran1 azalmis dejenere oosit olusumuyla da atretik oosit sayisinda artisa
neden oldugu goriilmistir. FElde edilen bulgular calismamizla benzerlik
gostermektedir. Calismamizda Abamektin toksisitesi sonucunda oosit yapilarinda
benzer bulgularla karsilagilmistir. Calismamizda da doza bagli olarak ovaryumda
folikiiler atrezi oraninin arttigi belirlenmistir. Her iki c¢alismanin da bulgular
uyumludur. Duan ve ark. (2022) tarafindan yapilan baska calismada ise, piring
tarlalarinda kullanilan Cyhalofop-butilin, ovaryum dokusunda diisiik dozda herhangi
bir olumsuz etki gdstermedigi, doz artis1 ile folikiil epiteli ile zona radiata arasinda
belirgin bir a¢ilmanin meydana geldigi belirtilmistir. Calismamizda, doz diizeyine
paralel olarak folikiil epitel hiicreleri ve zona radiata arasinda belirgin agiklik, zona
radiatada distorsiyon, yapisal dejenerasyon gozlenmistir. Tang ve ark. (2022)

Sipronidil pestisitinin uygulanmasiyla, disi zebra baliginda diisiik dozlarda primer ve
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kortikal alveolar oosit oraninda azalmaya, olgun oosit oraninda ise doza bagh artisa
neden oldugu, diger pestisitlerden farkli etki gostererek, anormal yapida ovaryum
gelisimine sebep oldugu belirtilmistir. Abamektin toksisitesini belirlemek amaci ile
yaptigimiz ¢alismada oldugu gibi, Diazinon’a maruz kalan disi zebra baliginda da
genel olarak oosit gelisiminde azalma gozlenirken, yiiksek dozlarda atriyal ve
hiperplazik folikiiller gozlenmistir (Darvishi ve ark., 2022). Karbamat tlirii bir
insektisit olan Karbofuran ile kadmiyum ikilisi, zebra balig1 oositlerinde zona radiata
ile folikiil epiteli arasinda temas kaybina, oositlerde atreziye, vakuolizasyona,
vitellojenik oositlerde yapisal bozulmaya neden olarak oosit gelisimine engel olmustur
(Wang ve ark., 2022). Abamektin maruziyeti bu ¢alismada oldugu gibi, zebra balig
oositlerinde benzer bulgularin ortaya c¢ikmasina neden olmustur. Kombinasyon
calisilan bir deneyde; imidacloprid, acetochlor ve tebuconazol’iin birlikte uygulanmasi
sonucunda; doz artisiyla zebra balig1 oositlerinde vakuolar hasara neden olarak gonad

gelisimini olumsuz sekilde etkiledigi goriilmiistiir (Yang ve ark., 2022).

Zhang ve ark. (2024) tarafindan yapilan calismada, bitki hastaliklarin1 6nlemede
kullanilan bir kimyasal olan Fenazin-1-karboksilik asit (PCA)’in zebra bali1 ovaryum
dokusunda ¢ekirdekte pargalanmaya, az sayida oositte nekroza, folikiillerin
hacimlerinde azalmaya ve genel olarak folikiil atrofisine neden oldugu ortaya
konulmustur. Atretik folikiil ve nekrotik alan olusumu acisindan ¢alismamizla ortak
bulgularin oldugu sdylenebilir. Trifloksistrobinin, zebra balig1 ovaryumunda, kortikal
alveol oosit ve periniikleolar oosit oraninda azalma, erken vitellojenik oosit ve geg
vitellojenik oosit oraninda artmaya neden oldugu belirtilmistir. Zebra baliginda
paraben tiirevlerinin ise (etilparaben, etilparaben, propilparaben ve biitilparaben)
nekrotik oositlerin sayisinda artma ve olgun oosit sayisinda azalmaya neden oldugu
goriilmiistiir (Wei ve ark., 2024). Onemli cevre kirleticileri arasinda yer alan Tribiitiltin
zebra balig1 ovaryum dokusunda, olgun oosit sayisinda azalma, vitellogenik oosit
sayisinda artma, primer oositlerde anlamli olmayan bir sekilde artma meydana
getirdigi bildirilmistir (Delvadia ve ark., 2024). Bu caligmalara paralel olarak
buldugumuz sonuglar arasinda oositte nekrotik alan olusumu, atrofik oosit sayisinda
artls, olgun oosit sayisinda azalma ve primer oositlerde anlamlandirilamayan bir
sayisal artisin oldugu goriilmiistiir. Bir fungusit tiirli olan Boskalit, disi zebra baliginda
ovaryum dokusunda intertisyel hemosideroz (demir diizeyinin yiikselmesi),

inflamatuar hiicre infiltrasyonuna neden olurken, erkek zebra baliklarinda testis
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dokusunda lezyona, Sertoli hiicrelerinde lizize, kismi olarak dejenerasyona, intertisyel

dokuda genislemeye neden olmustur (Qian ve ark., 2020).

Manjunatha ve Philip. (2016), Klorprifos’un erkek zebra baliklarinda vitellogenin
artisina sebep oldugunu ve gonadlarda yapisal hasar verdigini, testis dokusunda
vakualizasyon ve seminifer tiibiillerde morfolojik degisiklikler olusturdugunu
belirlenmistir. Endothal’e maruz kalan zebra balig1 testis dokusunda ise ¢alismamizla
ortak olan; seminifer tiibiillerde vakualizasyon, bag dokuda fibrosis ve hemoraji,

azalan spermatogonik hiicreler goriilmiistiir (Isel, 2019).

Giirol ve ark. (2020), Mancozeb’in erkek zebra baliklarinin seminifer tiibiillerinde
morfolojik degisim, spermatositlerde hipertrofi, vakualizasyon, azalan spermatogenik
hiicre kiimeleri ve hemoraji goriildiigiinii bildirmistir. Bu bulgular ¢alismamizda
vardigimiz sonuglarla es degerdir. N-Nitrozo-N-Etiliire (ENU) maruziyeti sonunda
zebra balig1 testis dokusu histopatolojisi c¢aligilan bagka bir calismada seminifer
tiibiillerde morfolojik degisiklikler ve biitiinlikte bozulma, {lireme hiicrelerinde
azalma, vakualizasyon, bag dokuda hemoraji ve bazi hiicrelerde de hipertrofi ve
piknotik c¢ekirdek olusumu gozlenmistir (Yilmaz, 2020). Tim bu bulgular
calismamizla ortaktir. Yapilan bir baska calismada, Imidakloprid’in testis dokusunda
seminifer tiibiil dejenerasyonu, Leydig hiicrelerinde hipertrofi ve intertisyel fibrosis
tespit edilmistir (Akbulut, 2021). Elde edilen bulgular ¢alismamizda goriilenlerle

benzerdir.

Bir fungusit tiiri olan Difenokonazol zebra balig1 testis dokusunda sperm ana
hiicrelerinin ylizdelerinin artmasina, Tebukonazol ve bu iki fungusit tiirevinin karigimi
ise spermatosit hiicrelerinin ylizdelerinin azalmasina neden olmustur (Jiang ve ark.,
2021). Cevresel kirleticiler arasinda yer alan ince pargacikli maddeye (PM2.5) maruz
kalan erkek zebra baliklarinda ise, dejenere spermatojenik hiicre kiimelerinin varligi,
intertilibiiler alanda kanama ve vakuolizasyon, sperm hiicrelerinde azalma, fibrozis ve
bazi seminifer tiibiillerde fiizyon tespit edilmistir (Manjunatha ve ark., 2022). Sigara
ve egzoz gazlarinda yogun olarak karsimiza ¢ikan Benzopiren uygulamasina baglh
olarak zebra baliklarinda spermatozoa yilizdesinin dnemli 6l¢lide azaldig1, spermatosit
ylizdesinin de arttig1 belirtilmistir (Xu ve ark., 2023). Bu bulgulardan farkli olarak
yaptigimiz ¢alismada spermatosit kiimelerinde azalma oldugu goriilmistiir. Hu ve ark.
(2024) gore ise, Zinc Pyrithione (ZPT) zebra baliginda hem sperm kalitesini hem de

miktarin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu kimyasal testis dokusunda oksidatif
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hasara neden olurken, apoptozu indiiklemekte ve mitokondriyal membran
potansiyelinin azalmasina sebebiyet vermektedir. Zebra baliginda Taufluvalinate
maruziyetinin ¢alisildig1 baska bir c¢alismada, seminifer tiibiillerde morfolojik
bozulma, spermatogenik hiicrelerde hipertrofi ve yapisal bozulma, apoptoz
belirlenmistir (Oztiirk ve ark. 2024). Calismamizda da seminifer tiibiil sinirlarinda
bozulmalar, iireme hiicrelerinde bozulma ve apoptozun yaninda hipertrofi de

gozlenmistir.

Wang ve ark., (2024) Permetrinin erkek zebra baliklarina etkisinin arastirmis, zebra
baliklarinin biiyiimesinin baskilandigi, testis histolojisinde morfolojik degisikliklere,
inflamasyon, lireme stresine, ferroptoza (Non-apoptotik demir bagimli hiicre 6liimil)
sebep oldugu ve oksidatif stresi arttirdig1 sonuglarina ulagsmistir. Zhang ve ark., (2024)
tarafindan yapilan baska bir calismada 17p-Estradiol (E2)’iin zebra baliklar
gonadlarinda olusturdugu toksikolojik etkiler incelenmistir. Disilerde yumurtanin
olgunlasmasini engelledigi goriilen bu kimyasalin, erkeklerde ise sperm olgunlasmasi
ve hareketliligini azalttig1 fark edilmistir. Nezzi ve ark., (2024) tarafindan yapilan
caligmada; tarimda herbisit olarak kullanilan Roundup WG’nin, zebra baliklar
tizerinde etkisi incelenmis ve testis dokusunda Sertoli hiicrelerinin uzantilarinda

farklilagsmalar oldugu fark edilmistir.

Abamektin’in Cyprinus carpio {izerinde kronik toksisitesini belirlemek amaciyla
yapilan bir ¢alismada, Abamektin’in {i¢ subletal konsantrasyonuna (0.05, 0.07 ve 0.09
ug/L) 3 ve 6 hafta siireyle maruz birakildiktan sonra histopatolojik etkileri
incelenmigtir. Solungagta hiperplazi, kanlanma, 6dem, nekroz goriiliirken, karacigerde
dejeneratif hepatosit ve hiicresel sisme goriilmiistiir. Kaslardaki histolojik degisiklikler
ise kas atrofisi ve nekroz olarak belirlenmistir (Mohammed ve ark., 2017). Vajargah
ve ark. (2017) ise, Cyprinus carpio tiirtine Abamektin (2 ppm, 3 ppm, 6 ppm)
maruziyetinde bagirsakta villus yikimina ve epitel dejenerasyonuna, karacigerde hiicre
yikimina, kanama ve nekroz olusumuna sebep oldugu bildirilmistir. Oreochromis
niloticus ve Abamektin toksisitesinin incelendigi bir ¢aligmada 21 giin subletal
konsantrasyona maruz kalan baliklarda hepatosit dejenerasyonu, kan damarlarinda
tikaniklik ve bazi bobrek tiibiillerinde degisiklikler meydana geldigi goriilmiistiir
(Hendawy ve ark., 2024).

Avermektinler arasinda, ivermektin ve Abamektin endokrin bozucu etkileri sigan

tiirlerinde incelenmistir. Abamektin’in si¢anlarda oral ve inhalasyon yolu ile toksisite
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degerleri LD50: 10 mg/kg (Merck, 1989), LC50: 1100 mg/m%/4H (Defense des
Vegetaux., 1988) olarak rapor edilmistir. Abd-Elhady ve ark. (2013)’na gore
Abamektin uygulanan erkek albino siganlarin testis dokusunda bazi spermatogonyum
hiicrelerinde dejenerasyon, peritiibiiler 6dem, spermatogenetik hiicre sayisinda azalma
meydana gelmistir. Kandil (2015)’e gore, Abamektin maruziyeti sonucunda, si¢an
ovaryum dokusunda 3. Giin medullar kan damarlar1 gézlenmis, 7. Giinde mediiller
kisimda intertisyel stromal hiicreler tespit edilmistir. Ayrica ovidukta, mukozal
epitelde hiicresel hipertrofi izlenmistir. Subletal dozda Abamektin’e maruz birakilan
erkek albino siganlarda cinsiyet hormonlarinda 6nemli degisiklikler oldugunu

belirtmistir. (Nassar, 2016).

Yaptigimiz bu ¢alisma, tarimda kaliteli iiriin eldesi amaci ile kullanilan Abamektin’in
tireme tizerine olumsuz etkilerinin oldugunu gostermektedir. Abamektin, zebra baligi
(Danio rerio) ovaryum ve testis dokular iizerinde iireme potansiyelini engelleyici
seviyede, cinsiyet hiicrelerinin yapisal 6zelliklerini bozarak histopatolojik bulgularin
ortaya c¢ikmasina neden olmustur. Calismamizda testis dokusu incelendiginde;
seminifer tiibiil sinirlarinin belirsizlesmesi, biitiinliiglin bozulmasi, tireme hiicrelerinde
dejenere yapi, Leydig hiicrelerinde hipertrofi, apoptoz ve piknotik ¢ekirdek olusumu,
intertisyel alanda fibrosis ve nekrotik alan olusumu, ovaryumlarda ise atretik oosit
sayisindaki artis, oositlerde vakualizasyon, kortikal alveollerde ve Leydig hiicrelerinde
hipertrofi, apoptotik hiicre ve piknotik ¢ekirdek olusumu, vitellojenik oositlerde
yapisal bozulmalar gibi bulgular s6z konusudur. Elde edilen bu bulgular gbz 6niine
alindiginda Abamektin’in spermatogenez ve oogenez siirecine hasar verdigi yorumu
yapilabilmektedir. Bu maddenin kullanimi, dogaya karigmas1 ve canli organizmalara
kars1 olas1 etkilerinin engellenebilmesi i¢in kullaniminin kontrol altina alinmasi
gerektigi diisiiniilmektedir. Ozellikle baliklar icin toksik oldugu bircok ¢alismayla
desteklenen Abamektin’in, zebra baliklarinda da tireme toksisitesi olusturma
potansiyeli goriilmektedir. Bu sebeple yaptigimiz bu ¢alisma; potansiyel olarak insana
da zarar verebilecek olan bu kimyasalin etkilerinin daha iyi arastirilmasi gerektigini

diistindiirmektedir.
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