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OZET

Anahtar Kelimeler: Testis, Histoloji, Fluvalinate, Zebra Baligi

Son yillarda pestisit kullanimi bilingli olarak artmakta fakat bilingsiz olarak canlilara
zarar vermektedir. Hedef canliya ulasmayan bu pestisitler yagmur sulariyla akarsu ve
nehirlere karisarak sucul ekosistemde yasayan diger canlilara da etki gostermektedir.

Fluvalinate, giiniimiizde siis bitkilerinden, meyve agaglarindan, sebzelerden bocekleri
uzaklagtirmak, ar1 kovanlarinda yer alan parazitleri kontrol etmek amagl kullanilan bir
pestisittir.

Calismamizda cesitli farkli dozlarda (8ug/L,16pug/L) Fluvalinate zebra baliginin ergin
erkek bireylerindeki etkileri tespit edilmistir. Zebra baliklar1 (Danio rerio) testis
dokusu tizerindeki etkileri Hematoksilen boyama yontemi uygulayarak incelenmistir.

Fluvalinate uygulamasi sonucunda; seminifer tiibiil yapilarinda bozulmalar, bag

dokusunda artig, spermatogenez serisinde yer alan spermatogonyum hiicrelerinin
azaldig1 tespit edilmistir.
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HISTOLOGICAL INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF
FLUVALINATE ON ZEBRAFISH (Danio rerio) TESTIS TISSUE

SUMMARY
Keywords: Testis, Histology, Fluvalinate, Zebra Fish

These pesticides, which do not reach the target life, also have an effect on other aquatic
organisms living in aquatic ecosystems by mixing with rain water streams and rivers.

Fluvalinate is a pesticide used today to remove insects from ornamental plants, fruit
trees, vegetables and to control parasites in beehives. In recent years, the use of
pesticides has been increasing consciously, but this use is unconsciously damaging to
organisms.

In this study, the effects of different doses (8ug/L,16ug/L) of Fluvalinate on adult male
individuals of zebrafish have been determined. The effects of zebrafish (Danio rerio)
on testicular tissue were investigated with hematoxylin and eosin staining method.

As a result of Fluvalinate exposure, distortions in seminiferous tubule structures,
thickening of the connective tissue were detected in testicular tissue. Decrease in the
number of spermatogonial cells were also found.



BOLUM 1. GIRiS

Zebra Balig1; farmakolojik, genetik, toksikolojik calismalarda kolay tireyebilmesi ve
gelisim stirecini hizli tamamlayabilmesinden dolay1 en ¢ok tercih edilen omurgali
model organizmadir. Toksikoloji caligmalarinda zebra baliginin tercih edilmesinin
diger bir nedeni ise yapilan ¢alismanin kisa siirmesi, alinan sonuglarin hassas

olmasidir.

Son yillarda diinyada pestisit kullanimi giderek artmaktadir. Sucul ekosistemde
yasayan canlilarin disaridan maruz kaldigir pestisit kullanimi toksik etkiler
yaratmaktadir. Calismamizda kullanilan bir pestisit olan Fluvalinate glinlimiizde ar1
kovanlarinda yer alan parazitleri kontrol etmek amacli kullanilan bir sentetik
piretroiddir. Ayrica bu sentetik piretroid meyve agaglari, sebzeler, siis bitkileri
lizerinde yasayan diger zararlilara kars1 da koruma amacl olarak kullanilmaktadir.
Fakat asir1 kullanildigi zaman sucul ekosisteme ulasarak canlilara zarar veren bir

maddedir.

Caligmamizda, farkli dozlarda Fluvalinate uygulamasinin zebra balig: testis dokulari
lizerinde yarattifi toksik etkinin incelenmesi amaglanmistir. Zebra baligi testis
dokular1 histolojik islemlere tabi tutulmus ve dokudaki degisimler 151k mikroskobu
altinda incelenmistir. Fluvalinate maruz birakilan zebra baligindan 5 giin sonra doku
ornekleri aliarak rutin histolojik takipler yapilmistir. Zebra balig: testis dokusunda

meydana gelen degisimler Hematoksilen Eozin boyama yontemi ile tespit edilmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pestisitler

Diinyada cevre kirliligine sebep olan en 6énemli maddeler toksik bilesiklerdir. Pestisit
tiiketiminin bilingsiz ve asir1 kullanimi1 sonucu artan gevre kirlenmesi ve insan sagligi

acisindan ¢esitli sorunlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Delen, 2008).

Su, yasamin temel bilesenidir. Temiz su; insan sagligi, dogal yasam ve dengeli bir
ekosistem i¢in gerekli olmasimna ragmen metaller, besleyiciler, pestisitler ve diger
kirleticilerin asir1 kullanimi ile zarar gormektedir. Kirlilik nerede olusursa olussun
sonunda sucul ekosisteme ulasmaktadir ve baliklar bu kirleticilere daha sik maruz

kalmaktadir (Glaser, 2006; Dutta ve Dalal, 2008).

Diinya niifusunun ¢ok hizli ve kontrolsiizce artisin1 karsilayacak oranda {iriin
saglanamamasindan dolay1 gida ihtiyaci giderek artmaktadir. Bu sorunun giderilmesi
farkli yontemler ile gerceklesebilir. Birim alanda verimi ve kalitesi yliksek tirtinler elde
edilerek, maliyeti oldukga diisiik, ¢evre kirliligine sebep olmayacak Onlemlerin
alinmasi ile saglanabilmektedir. Bugiin yurdumuzda cesitli zararlilarla miicadelede
kullanilan kimyasallara pestisit adi1 verilmektedir. Bu maddelerin kullanilmasiyla iiriin
miktarlarinda artiglar gézlemlenmistir. Hedef olmayan canlilarda da hasarlara yol
agmaktadir (Vural, 1984). Ancak bu tarim ilaglar1 suda, toprakta, meyve ve sebzeler
tizerinde uzun siire bozulmadan kalarak cevre kirliligine neden olmaktadir. Besin
zinciri yoluyla insana kadar ulasabilen cesitli zararlar olusturmaktadir (Solomon ve
ark., 2011). Pestisitlerin teratojenik (anormal yap1 olusturmasi) ve mutajenik etkilere
sahip olduklar1 saptanmistir. Teratojenik etkinin olugsmasinda doz ve stresin varligi

onemli etkendir (Kolayanova ve Tarkowski, 1981).



USEPA (Cevre Koruma Ajansi)’ya gore pestisitler; herhangi bir zararliy1 yok etmek,
engellemek, uzaklastirmak, azaltmak i¢in kullanildigt madde veya madde
karigimlaridir (USEPA, 2005).

Pestisitler kimyasal yapilarina, fiziksel hallerine ve hedef organizmaya gore de farkl
isimlendirilmektedir. Inorganik, sentetik, biyolojik (biyopestisitler) seklinde
siniflandirilabilir. Mikrobiyal ve biyokimyasal pestisitleri igeren kimyasallara
biyopestisit denilmektedir (EPA,2009). Bilingli kullanilan pestisitlerin kontrol altina
almak amaciyla kisitlama bir yol olarak gosterilse de kullanimlar devam etmektedir.
Daha fazla zarar1 dnlemek amaciyla farkli ilaglama teknikleri 6nerilmektedir. Havadan
ilaglama yontemi kullanilarak daha fazla zarar veren kimyasallar yer yliziindeki tiim
canlilara toksik etki yaratmaktadir. Havadan ilaglama yontemi kesinlikle kaginilmasi

gereken bir uygulamadir (Oden, 2009).

Diinyada giin gectik¢e artan insan niifusu ve endiistrinin hizla gelismesi nedeniyle
dogaya endiistriyel kirleticiler karigsmaktadir. Endiistriyel kirleticilerden olan
pestisitlerin yeryiiziindeki canlilara direkt etki etmesi sebebiyle bilimsel ¢aligmalar
devam etmektedir (Taicu ve ark., 2007). Pestisitler dolayl1 olarak canlilarin hayatina
niifuz ettigi i¢in besin zincirini de etkilemektedir. Pestisitlerin dogada birikimi nedeni

ile canlilarin yasamini da zorlastirmaktadir (Hand ve Straalen, 2003).

Pestisitlerin baliklara etkisi dogrudan 6liimle sonuglanabilmektedir. Baliklarin 6liimii
ile sonuglanan durumlarda o6liimi tetikleyen diger durumlar goézlenebilmektedir.
Yumurta birakma, mevsimsel gecislerde gecici aglik siiresi gereginden fazla siirmesi
halinde etkilenme, dokularda hasar meydana getirme gibi etmenler gozlenir. Yavru
olan baliklar ise bu durumlardan ergin baliklara oranla daha fazla etkilenmektedir

(USEPA, 2005).

Sentetik piretroidler, endiistriyel Kkirleticilerin fazla kullanilmasi1 ile birlikte
birbirleriyle tepkimeye girmeye ve sucul ekosistemdeki diger canlilara, ozellikle
baliklara toksik etki yaratmaktadir. Bu nedenle baliklar {izerinde olumsuz etkiler

yaratarak tehdit olusturmaktadir. Kuslar ve memeliler, baliklara gore sentetik



piretroidleri hizli metabolize etmektedir. Bu bilesenler baliklarin viicudundan daha

yavas disar1 atilmaktadir (Kamalaveni ve ark, 2001).

2.1.1. Fluvalinate

Fluvalinate ilk olarak 1983°te Tau- Fluvalinate formlarindan kaydedilmistir. Sentetik
piretriod olan Fluvalinate; sivi halde, sar1 renkte, suda pratik olarak ¢éziinmeyen,
organik c¢oziiclilerde ¢oziinen, 1518a dayanikli bir maddedir (Kaya ve ark., 2002).
Pestisitler Fluvalinate iceriyorsa ‘’Tehlikeli Madde’” kelimesini tasimalidir (Meister,
1992). Baliklara ve suda yasayan omurgasizlara kars1 yiliksek toksisitesini nedeniyle
Sinirli Kullanim Pestisit (RUP) olarak siiflandirilmistir (FDA,1990). Fluvalinate, 2-
bromo-3-metilbiitirik asitin 2-kloro-3-triflorometillanin ile reaksiyona sokulmasi,

ardindan bir siyano-3-fenokibenzil alkol ile esterlestrilmesi ile sentezlenebilir (Miiller

ve ark., 2009).

Tablo 2.1. Fluvalinate’in genel 6zellikleri (Kidd ve James, 1991).

Goriiniisii Viskoz, sar1
Genel ad1 Tau- fluvalinate
Kimyasal adi (RS)-alfa-siyano-3-fenoksifenil N-(2-kloro-a,a,a-trifloro-p-

Molekiil formiilii

Renk ve goriiniis

Molekiil agirligt

Sudaki ¢dziiniirliigii (25°C)
Diger ¢oziiclilerde ¢ozlintirligi

Kaynama noktast
Buharlasma basinci (25°C)
Yogunluk

Ayrisma Kadar Isitildiginda;

Erime Noktasi

tolil)-D-valinat

C2sH22CIF3N203

Sari1- Stvi Madde (O’neil, 2013)

502,93g/mol

<0,005 mg/kg (Mac Bean, 2010)

Alkoller, aromatik hidrokarbonlar, diklorometan, dietil eter
i¢inde serbeste ¢oziiniir (Mac Bean, 2010)

760 mm Hg’ de 450°C (Mac Bean, 2010)

8,42x10°°mm Hg (Tsuzuki, 2001)

25°C 1,29 g/cm?® (Haynes, 2013)

Hidrojen Floriir, Hidrojen Kloriir, Nitrojen Oksitlerin
zehirli buharlari agiga ¢ikar (Lewis, 2004)

-14.1 °C (AB, 2010)

Sekil 2.1. Fluvalinate yapisal formiilii (Tomlin, 1995).



Fluvalinate, meyve agaglari, sebze ve siis bocekleri tizerinde bocek zararlarina karst
olarak kullanilan sentetik bir piretroiddir. Hedef boceklerde hem mide hem de enzim

aktivitesine sahiptir. Su ve yagi bir arada tutulabilmektedirler (Meister, 1992).

Hayvanlarin yarisina etki eden 6ldiiriici kimyasal; sucul ortamda yasayan canlilara
belli bir siire icerisinde agiz yoluyla alinmasi ve niifusun yarisina etki ederek 6ldiiren
konsantrasyon LCse! olarak adlandirilir. Bu konsantrasyon su ortami veya hava

ortaminda bulunabilmektedir.

Fluvalinate, baliklar i¢in oldukg¢a zehirlidir (Meister, 1992). Bluegill sunfish 96 saatlik
LCso® 0,09ug/1, Gokkusagr alabaligi 2,9ug/1, kiigiik tatl su kabuklu Daphia manga 48
saatlik LCso! degeri ise 74pg/1’dir. Midsid karidesde ise 2,9ug/l’dir (EPA, 1986). Akut
toksisitesi tespit etmek amaciyla yapilan bir ¢aligmada; Fluvalinate uygulamasi
yapilan Poecilia reticulata icin 96 saatlik LCso! degeri 0,026+0,5 pg/L bulunmustur
(Yal¢unkaya, 2013).

Fluvalinate maddesini kullanarak yaptigi bir ¢alismaya gore Kuzey Amerika Ay
baligi’'nda (Mola mola) 96 saatlik ¢alisma sonucunda LCso! degerini 0,9 pg/L
bulunmustur (Kidd ve James, 1991). Yapilan farkli bir ¢alismada ise; Oncorhynchus
mykiss i¢in bu deger 2,9 pg/L; Cyprinus carpio iginse 2,9 pg/L olarak belirlenmistir
(Gupta, 2011).

Fluvalinate’in mutajenik bir etki géstermedigi ancak belli dozlarinin canlilar tizerinde
teratolojik etki gosterdigi goriilmiistiir. Teratolojik etkinin olugsmasinda doz ve stresin

varlig1 onemlidir (EPA, 1986).

Fluvalinate’in suda yarilanma stiresi 1 giindiir ve Fluvalinate suda 1s1k karsisinda
bozunmaktadir. Isikta bozunma sonucu anilino asit ve 3 fenoksil benzoik asit

olusturmaktadir. Fluvalinate normal ¢evre sartlarinda, hidrolize karsi kararlidir

(USEPA,2005).

! LCs¢' Hayvanlarinm yarisim dldiirmek igin gerekli konsantrasyon



2.2. Zebra Bah@

2.2.1. Zebra bahgmn genel bilgiler

Zebra Baligi (Danio rerio) Cyprinidae familyasina ait tropikal bir balik tiiridiir.
Anavatan1 Giineydogu Asya olarak bilinen zebra baliklar1 yogun olarak Pakistan ve
Hindistan’da i¢ sularda bulunmaktadir. Baligin gévdesi 1s18a bagli olarak koyu mavi,

glimiis beyazi veya altin saris1 ¢izgilerle ortiiliidiir (ZFIN, 2019).

Zebra balig1 govde sekli fiiziformdur ve terminal egimli yanal olarak sikistirilmistir.
Agi1z yukart dogru yonelmistir. Alt ¢ene {ist kisimdan daha ileriye uzanir ve gozler
merkezi ve yukaridan goriilebilir degildir. Pelvik yiizge¢ tabanina dogru uzanan iki
yanal ¢izgi bulunur. ki ¢ift barbut ve 5-7 tane mavi operkulum arkasindan kaudal

yiizgeglere dogru seritler uzanir (Barman, 1991).

Sirt ylizgeci kenarlart koyu mavi, anal yiizgegler ise ¢izgili ve beyaz renklidir. Erkekler
ve disiler benzer renktedirler. Erkeklerde daha fazla sar1 renklenme ile daha biiyiik
anal yiizgeglere sahip olma egilimi vardir. Zebra baliginin erkeklerinde gonadlar 5-7
haftada farklilagmaya baslar. Testisin gelismesiyle interseksiiel asamada testisin
boyutlar1 (10-15 mm) seklinde gelisir. Yetistirme kosullarimin gerginligine baglh
olarak da; gelisiminin 3. ayinda ise (12-17 mm) olacak sekilde gelismektedir (Laale,
1977; Schilling, 2002; Devlin ve Nagahama, 2002).

2.2.2. Model organizma olarak zebra baliginin kullanim

Son zamanlarda yapilan calismalarda zebra baliginin kullanilmasi, insan ve diger
omurgalilarin genom yapilarinin benzer olusu, metabolizmalarinin ve embriyonik
gelisimlerinin hemen hemen ayni olmasi, en 6nemlisi insanlarda bulunan timor
baskilayici genin (sitokrom P450 grubu) Zebra baliginda da kesfedilmis olmasiyla
tercih edilen model organizmadir (Mashal, 2010).



Son yillarda; ekotoksikoloji arastirmalarinda zebra baligi dokulari, yumurtalar1 ve
embriyolar: siklikla kullanilmaya baglanmistir. Zebra balig1 dayanikli bir tiir olmasi,
kolay elde edilmesi, laboratuar ortaminda kolay bakilabilmesi ve c¢ogaltilmasi,
yumurtalarinin seffaf olmasi ve larvalariin gelisimlerinin kolay izlenebilmesi, tireme
zamaninin kisa olmasi ve embriyolarinin toksik ajanlara duyarli olusu gibi nedenlerle
toksikoloji caligmalarinda siklikla kullanilan model organizmalarin basinda

gelmektedir (Kutluyer ve Aksakal, 2013).

Insana ait bircok hastalik ve gelisim genlerinin benzeri zebra baliginin genomunda da
vardir. 1.7 milyar baz ¢iftine sahiptirler ve liretme yetenegi yiiksek olan zebra balig
insan hastaliklar1 i¢in de uygun bir modeldir. Alzheimer, konjenital kalp hastaliklari,
kanser gibi bir¢ok hastalikta arastirmalara modellik yapmis omurgali bir tiirdiir (Sarras
ve ark., 2015).

Laboratuvar ortaminda kolay bakilabilmesi ve iiretilmesi diger canlilara gore hizli ve
kolay olmasiyla yeni tedaviler i¢in yapilan ¢alismalarda da verimli sonuglar
alinmasiyla kullanilir. insan genomuyla benzerlikleri olan zebra balig1 16semi hastalig:

icin ilag¢ tasarlama ¢alismalarinda da yardimci olmaktadir (Ridges ve ark., 2012).

Zebra baligr genetik ve norofizyoloji, potansiyel olarak davranissal, ekolojik ve
evrimsel biyoloji, gelisimsel olarak 6nemli bir model organizmadir (Grunwald Eisen,

2002).

Zebra baligiyla ¢alismanin zorlu yanlar1 da bulunmaktadir. Akcigerleri olmamasiyla,
memeliler ile karsilagtirildiginda organlar1 ve bedenleri arasindaki farkliliklarda
calismalarda verimliligi etkileyebilmektedir. Zebra balig1 bulundugu ortamin sicaklik
derecesine baglt olmasiyla memeliler ile kiyaslandiginda enzim kinetiginde
degisiklikler meydana gelir. Bu durum da ¢alismalarda dezavantaj yaratabilir (Mugoni
ve ark., 2013).



2.2.3. Zebra bahiginin testis morfolojisi ve histolojisi

Baliklarda testis; karin duvar1 ve yiizme kesesi arasinda cift tarafli bulunan organdir.
Testis dokusunu histolojik olarak incelerken; Seminifer tiibiil, testis kanallari, bag
dokusu, spermatogenez hiicreleri, Leydig hiicreleri goriiliir. Spermatogenez hiicreleri;
spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve sperm
hiicreleridir. Seminifer tiibiillerin bazal kisminda spermatogonyum, primer ve
sekonder spermatositler, spermatidler hiicreleri goriilmektedir. Liimen igerisinde ise
sperm hiicreleri goriiliir. Seminifer tiibiilleri birbirlerine baglayan bag dokuda bulunan

hiicreler ise Leydig hiicreleridir (Sekil 2.2.-A) (Koc ve ark., 2012).

Mayoz ve spermiyogenez geciren hiicrelerin tiim evreleri spermatogenez adini alir ve
tiibiilleri incelerken tiibiiller aras1 ve bag doku birlesim yerlerinde Leydig hiicreleri
goriiliir (Schulz ve ark., 2010). Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicreleri saran ve
hiicreler aras1 bosluklar1 dolduran destek hiicreleridir (Sekil 2.2.-B (Seftalioglu, 1998).
Fakat 151k mikroskobunda goriintiilenen kesitlerde her zaman rastlanamamaktadir

(Schulz ve ark., 2010).

Spermatogonyum hiicreleri sitoplazmasi homojen yapida olan, renksiz ve ¢ekirdekleri
biiyiik olan hiicrelerdir. Belirsiz yapida ¢ekirdeklere sahip olan A spermatogonyum
(Sekil 2.2.-C), daha koyu ve belirgin yapida olanlar ise B spermatogonyum olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.2.-D). Spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinme ile
cogalirlar. Mayoz I’in profaz sathasinda bu hiicreler spermatosit hiicreleri olarak
isimlendirilirler (Sekil 2.2.-E). Spermatogoyum hiicrelerinden ¢ogalan spermatositler,
spermatogonyum hiicrelerine gore daha yogun sitoplazmaya sahip ve daha kiigiik
hiicrelerdir. Primer spermatosit hiicreleri oval yapida ve sitoplazmasi yogun olan
hiicrelerdir (Sekil 2.2.-F). Primer spermatosit hiicreleri, mayoz I boliinmesi gecirdikten
sonra sekonder spermatosit hiicrelerini olustururlar. Sekonder spermatosit hiicreleri,
primer spermatosit hiicrelerine benzerlik gosterir fakat daha kiigiik ve yuvarlak
yapidadir (Sekil 2.2.-G) (Nobrega, 2014).



Sekonder spermatosit hiicreleri mayoz II boliinmesi gegirdikten sonra olusan hiicreler
spermatit hiicreleridir ve seminifer tiibiil icerisinde yuvarlak ve kiiciik yapida
oluslariyla ayirt edilirler (Sekil 2.2.-H). Sperm hiicreleri ise seminifer tiibiillerin
merkezi kisminda bulunan en kiigiik ve ¢ekirdekli hiicrelerdir (Sekil 2.2.-1) (Aswin ve
ark., 2011).

Sekil 2.2. Spermatogenik Hiicreler; A) Leydig Hiicresi (L), B) Sertoli Hiicresi (SH), C) A-
Spermatogonyum (SGA), D) B-Spermatogonyum (SGB), E) Spermatosit (STS), F) Primer
Spermatosit (PS), G) Sekonder Spermatosit (SK), H) Spermatid (ST), 1) Sperm (S), H&E
Boyama, x100 (ZFIN, 2019).



BOLUM 3. MATERYAL, METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Zebra bah@ (Danio rerio)

Tez calismasi kapsaminda kullanilan zebra baliklar1 Sakarya Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Balik Yetistirme Laboratuarindan temin edildi.
Akvaryumlarin igerisine dinlendirilmis musluk suyu konulup sicaklik termostatli bir
wsiticr ile 28+1°C olacak sekilde ayarlandi. Akvaryumlarin igerisindeki sular hava
motorlari ile oksijenlendirildi. Oda igerisine 14 saat aydinlik 10 saat karanlik olacak
sekilde aydinlatma sistemi kurularak baliklarin yasam ortami igin gerekli olan
fotoperiyot olusturuldu. Bu ortam kosullarinda 7 giin boyunca adaptasyona tabi tutuldu
ve baliklar diizenli olarak yemlendi. Adaptasyon siireci tamamlandiktan sonra baliklar
1 kontrol, 2 deney grubu olacak sekilde ayrildi. Deney gruplarina 8pg/L, 16pg/L’lik
konsantrasyonlarda Fluvalinate akvaryumlara eklendi. 3 akvaryumun her birine 10
adet erkek balik koyuldu. Bu sekilde 5 giin boyunca akvaryumda bekletildi ve sonra

diseksiyon igslemine tabi tutuldular.

Deney siiresince kontrol grubu akvaryumlarindaki baliklarda normal davranislar
gbzlendi. Deney grubu baliklarinda madde eklendikten sonra ilk saatlerde hizli yiizme,
yiizeye dogru ¢ikma iste8i gdzlendi. Deneyin ilerleyen asamalarinda ters donme, soluk
alma giicliigii, ylizeyde ve dipte yan yatma, dipte durgun kalma gibi davranislar not
edildi.
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Sekil 3.1. Calismamizda kullanilan zebra balig1

3.1.2. Fluvalinate

Tez calismasi dahilinde kullanilan olan madde Fluvalinate’in ticari kullanim adi
Mavrik 2E olarak ge¢mektedir. Maddemizin Chemical Abstract Service (CAS)
tarafindan bilimsel literatiirde tanimlanan ve o kimyasal 6zgii verilen 6zgii numarasi
69409-94-5"dur. igerik olarak 240g/L Fluvalinate icermektedir. Bir¢ok bitkide goriilen
zararlilara kars1 miicadelede kullanilan bu pestisit, Ziraat Tarim Bakanligina bagli olan

bir ticari kurumdan temin edilerek deneyde kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Histolojik analiz

3.2.1.1. Fiksasyon (tespit etme)

Zebra baligindan elde edilen testis dokulariin fiksasyonu i¢in %10 notral formaldehit

¢oOzeltisi kullanilmistir. Testis dokular1 bu ¢ozeltisi igerisinde 24 saat bekletilmistir.

Tablo 3.1. Notralformaldehit Hazirlama

%10 Notralformaldehit Icerigi Miktar
%40 Formaldehit 100 ml.
Distile Su 900 ml.

NaH2PO4 4q.

NaxHPO4 6,509.
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Sekil 3.2. Laboratuvar ¢aligsmasi

3.2.1.2. Dehidratasyon

Fiksasyonda tespit ettigimiz dokularda su miktart fazla oldugundan bu dokulardaki
suyu ¢ikartmak i¢in dehidratasyon islemi uygulandi. Dokulardaki su, yiikselen alkol

serilerinden gegirilerek alindi. Bu ¢ozeltilerin herbiri 24 saat dokulara uygulandi.

Tablo 3.2. Dehidratasyon Islemi

Cozelti Cozelti Icerigi Miktar Siire

%70 Distile su 30 mL 24 saat
Etanol 70 mL

%80 Distile su 20 mL 24 saat
Etanol 80 mL

%90 Distile su 10 mL 24 saat
Etanol 90 mL

%95 Distile su 5mL 24 saat
Etanol 95 mL

%100 Etanol 100 mL 24 saat

%100 Etanol 100 mL 24 saat

3.2.1.3. Seffaflastirma ve parafine gomme

Testis dokular1 artan alkol serilerinden sonra 24 saat ksilolde bekletildi. Burada amag
dokularda bulunan alkoliin ksilol ile yer degistirmesiydi. Sonra ksilol+parafin de

58°C’lik etiivde 6 saat bekletildi. Daha sonra dokular parafine gomiildii.
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3.2.1.4. Kesit alma

Parafin blok i¢indeki testis dokularindan Leica marka doner mikrotom yardimiyla 5-8
um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler sicak su banyosu igerisine birakildi.

Daha sonra albumin mayer siiriilmiis lamlara alinarak oda sicakliginda kurutuldu.

3.2.1.5. Boyama

Kesilen kesitlerin 151k mikroskobunda incelenmesi i¢in Hematoksilen-Eozin boyama
(Tablo 3.3.) yontemiyle kullanildi.

Tablo 3.3. Hematoksilen- Eozin Boyama Y 6ntemi

Islem Uygulama Siireci
Parafinden kurtarma, ksilol 2x 3 dk
Dehidrasyon; %100 Etanol 2x1,5 dk

%90 Etanol 30 sn

%70 Etanol

Akarsu altinda 30sn
Harris Hematoksilen 50sn
Distile su 4 dk
%095 Etanol 1dk
Eozin 1dk

%100 Etanol 2 x 1,5dk

Ksilol 45sn




BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Histolojik Analizler

4.1.1. Kontrol grubu

Kontrol Grubuna ait testis dokusu histolojik agidan incelendiginde seminifer tiibiillerin
bag dokusu ile ¢evrelendigi ve tiibiiller arasi bolgelerde leydig hiicreleri izlendi.
Seminifer tiibiillerin etrafin1 bag doku hiicreleri gozlendi. Spermatogenik seriye ait
hiicre kiimeleri goriildii. Spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit,

spermatid, sperm, leydig hiicreleri net sekilde izlendi.

Sekil 4.1. Kontrol Grubu; Seminifer tiibiiller i¢cindeki spermatogenetik hiicre kiimeleri, Sperm (S),
Spermatidler  (ST), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK),
Spermatogonyum(SG), Seminifer tiibiiller arasinda yer alan Leydig hiicresi (L), H&E
Boyama, x40
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Sekil 4.2. Kontrol Grubu; Seminifer tiiblil iginde yer alan spermatogenetik hiicreler; Sperm (S),
Spermatidler (ST), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK), Spermatogonyum
(SG) ve Bazal Lamina (BL), H&E Boyama, x40

Sekil 4.3. Kontrol Grubu; Seminifer tiibiiller igindeki spermatogenetik hiicre kiimeleri;
Spermatogonyum (SG), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK), Spermatidler
(ST), Sperm (S), Leydig Hiicresi (L), H&E Boyama, x40
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Sekil 4.4. Kontrol Grubu; Seminifer tiibiiller igindeki spermatagenetik hiicre kiimeleri, Sperm (S),
Spermatidler (ST), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK), Spermatogonyum
(SG), Leydig Hiicresi (L), H&E Boyama, x40

4.1.2. 8pg/L fluvalinate uygulanmis grup

8ug/L Fluvalinate uygulanmasi yapilmig deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; seminifer tiibiil yapilariin bitiinliigiiniin bozuldugu, tiibiiller
arasinda sinirlarin kayboldugu, tiibiiller arasinda kaynasmalarin oldugu goriildii. (Sekil
4.5., Sekil 4.6.). Sperm sayisinda ¢ogalmalar goriildii ve kiimelesmeler meydana
geldigi izlendi (Sekil 4.7., Sekil 4.8.). Spermatogonyum hiicrelerinde azalmalar
goriildii  (Sekil 4.7., Sekil 4.8.). Spermatogenetik hiicre kiimeleri arasinda
vakuolizasyon goriildii (Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.10.). Bag doku kalinlagmalar1 ve
kanlanma gozlendi (Sekil 4.9., Sekil 4.10.). Seminifer tiibiillerin kaynastig1 goriildii ve
tiibiil icerisindeki hiicre kiimeleri kismen segilemedi (Sekil 4.5.). Spermatogenetik
hiicre kiimeleri arasinda acilmalar gozlendi (Sekil 4.6.). Hiicre kiimelerinin

siirlarinda bozulmalar gézlendi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.5. 8ug/L Fluvalinate testis fokusu uygulanmig grup; seminifer tiibiillerin kaynasmasi, sperm
hiicrelerinde kiimelesmeler; Sperm (S), H&E Boyama, x10

Sekil 4.6. 8pg/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmis grup; tibiller igerisinde Vakuolizayonﬂ
spermatogenetik hiicre kiimeleri arasinda agilmalar 5 7, hiicre kiimelerinin sinirlarinda
bozulmalar; Spermatogonyum (SG), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK),
Spermatid (ST), Sperm (S), H&E Boyama, x40
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Sekil 4.7. 8ug/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmis grup; Ssperm hiicrelerinde kiimelesmeler,
Spermatogonyum hiicreleri sayisinda azalmalar, Seminifer tiibiiller igerisinde vakuolizasyon,
Spermatogonyum (SG), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK),Spermat(ST),
Sperm (S), Bag Doku (BD), H&E Boyama, x40

Sekil 4.8. 8ug/L fluvalinate testis dokusu uygulanmis grup; sperm (S) hiicrelerinde kiimelesmeler,
Primer Spermatid (PS), Sekonder Spermatid (SK), Sperm (S), H&E Boyama, x100
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Sekil 4.9. 8ug/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmis grup; bag dokuda (BD) kanlanma, bazal laminada
kalinlasma  H&E Bbyama, x100

Sekil 4.10. 8pg/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmis grup; tiibiiller arasi alanda kanlanma .ﬂ.
tiibiil icerisinde vakuolizasyon [ ] ,H&E Boyama, x100
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4.1.3. 16pg/L fluvalinate uygulanmis grup

l6pg/L Fluvalinate uygulamasi yapilmis deney grubu; kontrol grubu ve 8ug/L
Fluvalinate uygulamasi yapilmis grup ile karsilastirildiginda; spermatogonyum
hiicrelerinde belirgin bir sekilde azalma goriildii (Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.16.).
Bag doku sinirlar belirgin bir sekilde kalinlasmisti (Sekil 4.11., Sekil 4.13., Sekil
4.14., Sekil 4.15.). Seminifer tiibiil yapilarinin yapisal biitiinligiiniin yer yer
bozuldugu ve tiibiillerde kaynastig1 gortildii (Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil
4.14.). Sperm hiicrelerinde kiimelesme gozlendi (Sekil 4.12., Sekil 4.15.). Primer

spermatosit hiicre kiimelerinde bozulmalar tespit edildi. (Sekil 4.12.).

Sekil 4.11. 16pg/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmig grup; tiibiil yapilarinin birlesmesi ve bazal
laminada kalinlagsmalar , Qag dokuda artis Spe|::)ogonyum (SG), Primer Spermatosit
(PS), Sekonder Spermatosit (SK),Spermatid (ST), Sperm (S), Bag Doku(BD), H&E
Boyama, x40
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Sekil 4.12. 16pug/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmig grup; sperm hiicrelerinin kiimelesmesi, bag
dokuda artis, primer spermatosit hiicre kiime biitiinliigiinde bozulma; Primer Spermatosit
(PS), Sekonder Spermatosit (SK), Spermatid (ST), Sperm (S), Bag Doku (BD), H&E
Boyama, x100.

Sekil 4.13. 16pg/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmig grup; seminifer tibiillerin yapisinda
bozulmalar, spermatogonyum (SG) hiicrelerinin sayisinda azalmalar, bag dokuda (BD)
kalinlagsmalar E} seminifer tiibiillerin kaynasmasi, spermatgenik hiicre kiimelerinin i¢ ige
gegmesijffSpermatogonyum (SG), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK),
Spermatid (ST), Sperm (S), Bag Doku (BD), H&E Boyama, x40
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Sekil 4.14. 16ug/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmis grup; seminifer tiibiillerin yapisal bozulmalari,
spermatogonyum hiicrelerinde sayica azalmalar, spermatogenik hiicrelerin seminifer tiibiil
igerisinde i¢ ice kaynagmas1 ~ Spermatogonyum @f@- Primer Spermatosit (PS), Sekonder
Spermatosit (SK), Sperm (S), H&E Boyama, x100

Sekil 4.15. 16pg/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmis rup; seminifer tiibiil yapllarmdaki bozulma,
sperm hiicrelerin kiimelesmesi, bag dokunun artmasi; Primer Spermatosit (PS), Sekonder
Spermatosit (SK), Spermatid (ST), Sperm (S), Bag Doku (BD) , H&E Boyama, x40
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Sekil 4.16. 16ug/L Fluvalinate testis dokusu uygulanmis grup; spermatogonyum hiicrelerinde
azalmalar, Spermatogonyum (SG), Primer Spermatosit (PS), Sekonder Spermatosit (SK),
Spermatid (ST), Sperm (S), H&E Boyama, x100



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan ¢alismamizda Fluvalinate’in zebra balig1 testis dokusu iizerinde histopatolojik
etkileri incelenmistir. Kontrol gruplar1 ile doz uygulanan deney gruplar1 arasinda
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda seminifer tiibiil ve tiibiil
icerisinde yer alan spermatogenetik hiicreler goriilmiistiir. 8 pg/L Fluvalinate
uygulanan deney grubunda seminifer tiibiil sinirlarinda kaybolma, bag dokuda
kalinlagsma, spermatogenez hiicrelerinin sayilarinda azalma goriilmiistiir. 16 pg/L
Fluvalinate uygulanan deney grubunda ise bag dokuda kanlanma, seminifer tiibiil
yapilarinda bozulma, spermatogonyum ve spermatid hiicrelerinde sayica azalma,

sperm hiicrelerinde kiimelesme meydana gelmistir.

Diazon’una maruz kalan Lepomis macrochirus’un testis dokusuna olan histopatolojik
etkilerini inceleyen ¢alismada; sperm hiicrelerinde kiimelesme, spermatid hiicre yapisi
bozulmasi, seminifer tiibiillerin artig1 ve yapisinin bozulmasi goriilmiistiir. Diazona
maruz kalmasiyla bag dokuda zayiflamistir. Spermatogenez siirecinin ilk asamasindan
itibaren hasarlar baglamis sperm olusumunu engellemistir (Dutta, 2003). Fluvalinate
de baliklarin testis dokularina hasarlar vermis, seminifer tiibiillerin yapisin1 bozmus,

sperm hiicrelerinde liimen igerisinde kiimelesme meydana getirmistir.

Endosulfana maruz kalan Lepomis macrochirus’un testis dokusunda seminifer
tiibiillerin yapis1 bozulma, bag dokuda hasar olugmasi, spermatogonyum hiicrelerinde
azalma gOrilmistir. Testis dokusu kontrol grubu ve doz uygulanmis grup ile
karsilagtirildiginda diizensiz bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (Dutta, 2006).
Seminifer tiibiill ve spermatogonyum hiicrelerinde tespit edilen histopatolojik

degisiklikler bizim ¢alismamiz ile benzerlik gostermistir.
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Sipermetrin uygulamast sonucunda Channa punctatus’un testis dokusunda
histopatolojik degisiklikler meydana gelmistir. Seminifer tiibiillerin yapisinda
bozulma ve biiziilme, liimen i¢erisinde spermatogenik hiicreler arasinda vakuolizasyon
ve kiimelesme, spermatit hiicrelerinin yapisinda bozulma meydana gelmistir (Trivedi
ve ark., 2008). Yapilan bu ¢alismada elde edilen bulgular bizim g¢alismamizdaki

bulgular ile uyumludur.

14 giin boyunca Deltametrin’e maruz kalan Corassius auratus gibela ‘nin sperm
sayisinda azalma oldugu tespit edilmistir (Staicu, 2007). Deltametrin’in Oreochromis
niloticus {izerindeki olumsuz etkileri indirgemek amaci ile E-vitamini uygulamasi
yapilmistir. Deltametrin uygulanan grupta spermatogenik hiicrelerde sayica azalma,
tiibiil limenlerinde sperm sayisinda azalma, spermatogonyum hiicrelerinde yapisal
bozulma goriilmistiir. Vitamin E’ nin deltametrin tarafindan olusan histopatolojik
etkileri kismen azalttig1 , ancak tam koruma saglanamadigi goriilmiistiir. Deltametrin
ve vitamin E uygulamasinda, liimen igerisinde sperm sayisinda artis, spermatosit
hiicrelerinin sayisinda azalma goriilmiistiir. Deltametrin uygulamasi yapilan grup,
vitamin E uygulanan grup ile karsilastirildiginda daha ¢ok hasar meydana geldigi
gormiistiir (Bayar, 2014). Deltametrinin balik dokularinda meydana getirdigi olumsuz

etkilerin fluvalinateden daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Grubu bir insektisit olan Fenvalerate’nin Barbus carnaticus testis yapisi iizerinde
histolojik etkileri Vibhandik ve ark. (2019) tarafindan incelenmistir. Baliklar bu
maddeye 24,48,72,96 saat maruz kaldiktan sonra, bu maddenin yiiksek derecede toksik
oldugu ve yumurtlama potansiyelini diigiirdiigli belirtilmistir. Uygulama siiresine bagl
olarak seminifer tiibiillerin yapisinin bozuldugu, spermatogonyum, spermatid ve

sperm hiicrelerinde kiimelesme meydana geldigi tespit edilmistir.

Zebra balig1 (Danio rerio) 21 giin boyunca karbamezepin, fenofibrik asit, propranolol,
sulfametoksazol ve trimetoprime maruz birakildiktan sonra testis dokusunda olusan
histopatolojik etkiler incelenmistir. Kontrol grubuna goére doz uygulanan grupta;
sperm sayisinda azalma, spermatosit sayisinda artis gozlenmistir. Kullanilan bu

maddelerin baliklarin olgunlagsma doneminde testis dokusuna zarar verdigi tespit
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edilmistir (Rocha ve ark., 2011). Calismamiz ile histolojik agidan benzerlik oldugu,

sonuglar ile paralellik gosterdigi gorilmustiir.

Zebra baligi (Danio rerio) kullanarak yapilan bir ¢alismada sentetik piretroid olan
etofenproksun testis dokusunda histopatolojik etkileri incelenmistir. 48 saat sonra
alinan doku 6rneklerinde bir etki goriilmemistir. 96 saat sonra alinan doku 6rneginde
sperm hiicrelerinin azaldigi, leydig hiicrelerinde artig goriilmiistiir. Doku yapisinin
bozulup normal fonksiyonunu yapamayacak hale geldigi sonucuna varilmistir
(Agirbagl, 2016). Etofenproks calismamizda kullanilan Fluvalinate’den daha toksik

etki yaratmstir.

Tez c¢alismasi kapsaminda Fluvalinate’in zebra baliklarinin testis dokusuna
histopatolojik yonden olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Fluvalinate; toksik etkileri
ile bilinen fakat histolojik yonden etkileri hala arastirilan bir pestisittir. Farkli
organizmalar {izerinde yapilan ¢alismalar bu maddenin etkisinin daha iyi

anlasilabilecegi diisiincesini gdstermektedir.
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