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OZET

Anahtar Kelimeler: Zebra balig1 (Danio rerio), mancozeb, testis

Sentetik bir pestisit olan mancozeb 1967 yilindan itibaren kullanilmakta, mantarlarin
biiyiimesini engellemekte ve bitkileri hasarlara kars1 korumaktadir. Bitkileri hasarlara
karst korumasina ragmen maternal toksisiteye, embriyo toksisite ve karakteristik
teratojenik etkilere neden olmaktadir. Yaptigimz c¢alismada Mancozeb’in Zebra
baliklarindaki (Danio rerio) testis dokularina akut etkisi incelenmistir.

Zebra baliklart Mancozeb’in farkli dozlarma (5 ppm, 7,5 ppm) maruz birakilmig ve
histopatolojik degisiklikleri gdzlenmistir. Bir kontrol grubu ve 2 deney grubu
olusturulmus zebra baliklar 5. giin sonunda disekte edilmis ve testis dokularindaki
histopatolojik degisiklikler 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Kontrol grubu
histopatolojik olarak normal gdzlenirken, doza maruz kalan bireylerde genel olarak
seminifer tiibiillerde dejenerasyonlar, seminifer tiibiil geklinde bozulmalar tespit
edilmistir. Seminifer tiibiillerde ikili ve ii¢lii birlesmeler goriilmiistiir ve tiibiil
yapilarnda bariz bir gekilde agikliklar izlenmigtir. Kontrol —grubu ile
karsilastirildiginda, sperm hiicre sayisinda artig gozlenmistir. Leyding hiicrelerinde,
sperm hiicrelerinde ve spermatogenik hiicre gruplarmda vakualizasyonlar
goriilmiistiir. Spermatogenik hiicre gruplarinda yapisal biitinligiin bozuldugu ve
tiibiil yapilarmim sadece spermler ile dolu oldugu izlenmistir.
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HISTOLOGICAL CHANGES IN THE TESTIS TISSUE OF THE
ZEBRAFISH (Danio rerio) AFTER EXPOSURE TO MANCOZEB

SUMMARY

Keywords: Zebrafish (Danio rerio), mancozeb, testis

Used from a synthetic pesticide mancozeb in 1967, is still hinder the growth of fungi
and plants against damage. Although the protection of plants against damage to
maternal toxicity, embryo toxicity and characteristics cause teratogenic effects. Our
studies of mancozeb in the zebrafish (Danio rerio) examined the acute effects of the
testes tissue.

Zebrafish were exposed to different doses of Mancozeb (5 ppm, 7.5 ppm) and
histopathological changes were observed. 1 control group and 2 experimental group
were formed, the zebrafish were dissected at the end of the 5 th day and
histopathological changes in the testes were examined under light microscope. While
the control group was observed as normal histopathologically, degenerations in
seminiferous tubules and disturbances in the form of seminiferous tubules were
detected in individuals exposed to the dose. Double and triple combinations were
observed in the seminiferous tubules and the openings were clearly observed in the
tubular structures. When compared with the control group, increase in the number of
sperm cells were observed. Vacuolization were seen in Leyding cells, sperm cells
and spermatogenic cell groups. It was observed that structural integrity was
deteriorated in spermatogenic cell groups and tubular structures were only filled with
sperm.
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BOLUM 1. GIRIS

Pestisitler, giiniimiizde modern tarim uygulamalarinin vazgegilmez bir pargasidir ve
gida iiretiminin arttirilmasinda hayati faktorlerden biri olarak rol oynar. Pestisit
kullanimi tarimsal olan iiriinii hastalik, zararli ve yabanci otlarm zararlarmdan
koruyabilmek, kaliteli iiretimi saglayabilmek i¢in kullanilan bir tarimsal miicadele
seklidir. Etki siiresinin kisa olmasi ve kullammlarmm kolay olmasindan dolay1

pestisitler en ¢ok tercih edilen yontemlerdir.

Ancak pestisitler endokrin sistemini bozabilir ve hayvan gelisiminin gerilemesine
neden olabilir. Biiyiik bir olasihikla insanlar iginde bazi pestisitler steroid
metabolizmasim bozabilir (Lone ve ark., 2014). Bunun yamnda bir bitkiye
uygulandiklarinda sadece o bitki yiizeyinde ya da yapisinda kalmazlar farkl: yollarla
dogaya bulagirlar. Pestisitler &zelliklerine gore buharlasarak, riizgarla taginarak,
yagmurla birlikte yer alt1 sularina ya da yiizey sularina karigarak sadece uygulandig1
bolgeye degil, cok daha uzak mesafelere tagmabilirler. Pestisitlerin dogaya
yayilmalar ve kaliciliklari 151k, su, ortamin asitligi ya da topragin Ozelliklerine bagli
olarak degisebilmektedir. Cok hizli bir sekilde bozunabilirler ya da tam tersi
kaliciliklar1 daha da artabilmektedir (Karakog ve Nakiboglu, 2010).

Mancozeb, [[1,2-etandil bis [carbamodithioate]](2)] manganez bir mantar dldiiriict,
karbamat alt sinifi ditiokarbamattir. Bir birgok meyveyi, findig1 ve tarla bitkilerini
mantar hastaliklarmdan korumak icin kullamilir. Genis spektrumlu olan birincil
metaboliti ethylenethiourea (ETU), tiroide neden olur. Toprakta ETU etkisi 5-10
hafta devam etmektedir. Bu ditiyokarbamat, agirlikli olarak tarimda kullanilir

(Srivastava ve Singh, 2013).



Zebra baliklar1 (Danio rerio) ekotoksikoloji ¢aligmalarinda ¢ok sik kullanilmaktadr.
Zebra baliklar1 (Danio rerio) dayanikh bir tiirdiir, kolaylikla bulunur, laboratuar
ortaminda kolay beslenir ve kolaylikla g¢ogalirlar (ergin disiler haftalik araliklarla
yiizlerce yumurta birakabilirler), dig déllenme ile iirerler, jenerasyon stireleri kisadir
ve toksik ajanlara embriyolar1 duyarlidir. Zebra baliklarimin (Danio rerio) yumurta ve
embriyolar1 saydamdir bu sayede yumurta ve larva gelisimlerini gozlemlemek
kolaylasir. Bu nedenlerden dolay1 zebra baliklari arastirmalarda ¢ok sik tercih
edilmektedirler (Kimmel ve ark., 1995; Lele ve Krone, 1996). Bunun yaninda son
zamanlarda Zebra balig1 (Danio rerio) insan ve diger omurgalilarin hastaliklarimin
aragtirllmasinda model organizma olarak kullanilmaktadir. Bunun nedenleri, Zebra
baligi ile insan ve diger omurgalilarin genom yapilarmin benzer olusu,
metabolizmalarinin ve embriyonik gelisimlerinin hemen hemen ayni olmasidir. En
Onemlisi ise insanlarda bulunan tiimér baskilayici genin (sitokrom P450 grubu)
Zebra baliginda da (Danio rerio) kesfedilmis olmasidir (Sisman ve Geyikoglu,
2010).

Baliklar suda ¢6ziinen farkli toksik maddeleri alabilir ve biinyelerinde tutabilirler.
Sucul ortamlardaki oldiiriicii olmayan pestisit konsantrasyonlart bu sucul
organizmalarda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir ve bu

degisiklikler 6liim oranlarindan daha da fazladir (Sancho ve ark., 2003).

Yapilan bu aragtirmada bir pestisit tiirii olan Mancozeb’in Zebra baliklarinin (Danio
rerio) testis dokusu iizerine gostermis oldugu histopatolojik degisiklikler 1s1k

mikroskobu altinda incelenmigtir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Model Organizmalar

Model organizmalar diinyadaki canlilarin kiigiik bir kismimi olusturur. Ge¢misten
giiniimiize bilim adamlar1 genetik ve gelisim iizerinde yaptiklari deneysel
¢alismalarda model organizmalar ilizerinde yogunlagmiglardir (Hedges, 2002). Son
zamanlarda model organizmalarla ilgili ¢aligmalar ¢ogalmigs ve farkli tiirlerde
uygulamalar yapilmaya baslanmstir. Onceden kiigiik boyutlu, jenerasyon siiresi kisa
canlilar model organizma olarak kullanilirken son yillarda genom dizilimlerinin
belirlenmesine ydnelik projelerin artmasiyla farkli ozelliklere sahip canlilarin da
model organizma olarak kullanilabilecegi fikri ortaya ¢ikmugti. Ornegin,
arastirmacilar deneysel ¢aligmalarda kullanilabilirliginden ziyade canlida bulunan
tire Ozgli bir genoma sahip olmasindan dolayr kaplan balon baligi (Takifugu
rubripes) tiirii lizerinde yogunlagmiglardir (Brenner ve ark., 1993). Model
organizmalar 3 grup altinda toplanabilir. Bunlar; Genetik Model Organizmalar,
Deneysel Model Organizmalar ve Genomik Model Organizmalardir. Genetik model
organizmalar grubunda en sik kullanilan organizmalara Saccharomyces cerevisiae
(Fungus), Drosophila melanogaster (Sirke sinegi) ve Caenorhabditis elegans
(Nematod) tiirleri drnek verilebilir. Deneysel model organizmalara ise deneysel
siireleri uzun ve zayif genetik haritaya sahip bazi tiirler rnek verilebilir. Bunlar,
Gallus gallus (Tavuk) ve Xenopus leavis (Kurbaga) olabilir. Genomik model
organizmalar grubunda ise genom Kkalitelerinin uygunlugu nedeniyle Danio rerio
(Zebra balig1), Fuguru bripes (Sisen balik) ve Oryzias latipes (Medaka) siklikla
kullanilir. Zebra balif1 Giiney Asya, Kuzey Hindistan ve Pakistan’da dogal sularda
ve piring tarlalarinda yasayan tropikal bir tatli su baligidir. Kemikli baliklarin
(Teleostei), Actinopterygii (Isinsal yiizgegliler) sinifindan, Sazangiller (Cyprinidae)
familyasina ait bir tiirdiir. Boyu 4-6 cm arasinda olan ¢ok hareketli ve baris¢il bir

baliktir (Emig ve ark., 2015). Baz1 ¢alismalarda da model organizma olarak tarimsal



bir iiriin olan celtik kullamlmistir. Biitiin bu tiirlerin hepsi model organizma grubu

icerisinde yerini almistir (Hedges, 2002).

D. melanogaster memeli olmayan gegen yiizyilda tip ve biyoloji alanlarinda
kullanilan en 6nemli bir model organizmadir. Son zamanlarda yapilan bir ¢ok
aragtirma, insan hastaliklarmda D. Melanogaster’in model organizma olarak
kullanilmasint destekler. Bir kimyasalin genotoksik etkisini bir canlida belirlemede
kullanilan testlerde sirke veya meyve sinegi olarak bilinen D. melanogaster en sik

kullanilan bir model organizmadir (Miiller, 1927).
2.1.1. Model organizmalarmn se¢imi

Calismalarda kullanilacak model organizmalar segilirken (;esitli faktorler goz Oniine
alinmaktadir. Bu faktorler su sekilde siralanabilir:

- Insan genomu ile homolojisinin yiiksek olmasi

- Jenerasyonlar arast stirenin kisa olmasi

- Embriyonik gelisiminin kolayca izlenebilmesi ve miidahele edilebilirligi

- Kolay kiiltiire alinmast

- Deney manipulasyonianna uygun olmasi

- Genetik analizlere uygun olmasi

- Etik agidan fazla sorun olusturmambalarl (Kutluyer ve Aksakal, 2013).
2.1.2. Sucul model organizmalar

Genomik model organizma olarak en ¢ok kullanilan balik tiirleri Zebra (Danio rerio),
Medaka (Oryzias latipes) ve Balon baligi (Sisen balik) (Fuguru bripes)’dir. Bu
tirlerin disinda ayrica Gokkusagi alabaligs (Oncorhynchus mykiss), Tilapia (O.
niloticus) ve Su piresi (Daphnia pulex) de model organizma olarak
kullanilmaktadirlar (Erdogan ve Aksakal, 2008). Bu organizmalar; yetistirme
sartlarinin kolay olmasi, jenerasyon arasimn kisa olmasi, genom biiyiikligtiniin kisa

olmasi gibi sebeplerden dolay: transgenik ¢alismalarda, hastaliklarn teshis edilmesi



ve tedavisinde model organizma olarak kullanilmaktadirlar (Tablo 2.1.) (Erdogan ve
Aksakal, 2008).

Tablo 2.2. Sucul model organizmalar ve biyoteknolojide kullanimlari (Kutluyer ve Aksakal, 2013)

Sucul model Deneysel avantajlar Kullanim
organizmalar amaglar1
Zebrafish Tiim embriyo gelisim safhalarinmn izlenmesi Transplantasyon
(Danio rerio) ve degistirilebilmesi, embriyo gelisimi hizli, ve
organizasyonu basit ve seffaf, gen transfer ~mikroenjeksiyon
teknolojileri geligmis, genetik analizlere ¢alismalarinda
uygun, birgok insan hastalik ve gelisim
genlerinin benzerine sahip (Gilmour ve ark.,
2002; Dahm, 2002; Brand ve ark., 2002; Ma
ve ark., 2003; Carpio ve Estrada, 2006 )
Medakafish Tiim embriyo gelisim safhalarmin izlenmesi, Transplantasyon
(Oryzias latipes)  iiremesi kolay, jenerasyon siiresi kisa (Maier ve
ve ark, 1993; Himmelbauer, 1998; mikroenjeksiyon
Wittbrodt ve ark., 2002) caligmalarinda
Balon balig1 Omurgallar igerisinde en kiigik genoma Transplantasyon
(Sisen balik) sahip, genomlarmin kiigiik olmasi nedeniyle ve
(Fuguru bripes) genlerin tespiti ve analizi kolay (Brenner ve mikroenjeksiyon
ark., 1993; Crnogorac-Jurcevic ve ark., ¢alismalarinda

1997; Yamanoue ve ark., 2009; Uji ve ark.,
2011)

2.2. Zebra Baliginin Genel Ozellikleri

2.2.1. Zebra bahgmmin biyolojisi ve morfolojisi

Zebra balig1, dogal olarak Giiney Asya, Kuzey Hindistan, Pakistan, Bhutan ve Nepal
gibi tilkelerdeki akarsularda yasayan tropikal bir tath su baligidir. Kemikli baliklarn
(Teleostei) Actinopterygii smifinda bulunan Cyprinidae familyasina ait bir tiir olarak
bilinir (Carpio ve Estrada, 2006). Genel olarak durgun, temiz ve oksijeni bol sularda
yasarlar. Govdelerinde 7-9 adet glimily ve mavi rengi cizgiler vardir. Ergin
bireylerinin boyu 5-6 cm’dir. Disilerin karimlar: siskin ve erkeklerden iridir. Erkekler
ince ve diiz bir yapiya sahiptir (Sekil 2.1.). Zebra baliklar1 ¢ok hareketli baliklardir
ve siirii halinde yasamlarm siirdiiriirler. Zebra baliklar1 18-30 °C su sicaklifi
araliginda bir sorun olmadan hayatim siirdiirebilmektedirler. Zebra baliklarinin

iiremeleri ¢ok kolaydir. Uremeleri igin ideal sicaklik 26-28 °C’dir (Akbulut, 2012).



Sekil 2.1. Disi Zebra balig1 (Danio rerio)

Sekil 2.2. Erkek Zebra balig1 (Danio rerio)

Zebra baligi1 (Danio rerio), embriyo gelisimindeki genetik kontroliiniin kolay olmas:

ve deneysel ¢alismalardaki avantajlarindan dolay: son yillarda biyologlar tarafindan



tercih edilen bir model organizma haline gelmistir (Carpio ve Estrada, 2006). Zebra
baliklar1 genetik calismalar icin gesitli avantajlara sahiptirler. Yiiksek orandaki dol
verimi ile gelisim hizinin yam sira mutasyonlar sperm drneklerinde korunabilir ve in
vitro déllenmede kullamlabilir. Uretilen mutant zebra baliklari insan hastaliklarmni
incelemek i¢in uygun bir modeldir. Farmakolojik ¢alismalarda da siklikla
kullanilmaktadirlar (Ma ve ark., 2003). Segilen bireylerden sabit ve fazla sayida
yumurta elde edilmesi yeni genlerin tanimlanmasinda ve bu genlerin
fonksiyonlarmmn kesfedilmesi, zebra baligimn biiyiik Slgekli genetik calismalar i¢in
ideal bir tiir olmasina neden olmustur (Pelegri, 2002). Bu baligin tiretimi olduk¢a
kolaydir ve gelisim siiregleri hizlidir. Mikroenjeksiyon, hiicre transplantasyonu gibi
deneysel manipiilasyonlara karsi dayamikli bir canlidir (Gilmour ve ark., 2002).
Embriyogenez yaklasik 24 saat i¢inde olur ve 5 giin i¢inde organ olusumu bityiik
dlgiide tamamlamr. Bu yiizden deneylerin tamamlanmasi ve embriyo iizerindeki
etkilerinin gdzlemlenmesi kolaydir (Dahm, 2002). Diger model organizmalarla
karsilastirildigs zaman, zebra baliginda yiiksek dol verimi ile kargilagiriz. En uygun
sartlarda, bir disi haftada 200 yumurta iiretir. Laboratuvar kosullari altinda ise yil
boyunca yumurtlayabilir (Brand ve ark., 2002).

2.2.2.Zebra bahgmn testis yapisi ve histolojisi

Erkek iireme hiicrelerinin bulundugu, testesteron hormonunun tretildigi yer testis
dokusudur. Testis dokusu seminifer tiibiillerden ve bu tiibiillerin etrafinda yer alan
bag dokusundan olugmaktadir. Bu tiibiiller iginde spermatogenez olayi
gerceklesmektedir. Intertiibiiler aralikta yer alan Leydig hiicreleri (interstisyel

hiicreler) ise testesteron hormonunu sentezler (Kierszenbaum, 2006).

Zebra balify testislerinin, periton duvar ile gevrili tiibiil igerisinde spermatogenik
hiicrelerden olustugu goriilmektedir (Roberts ve Ellis, 2001). Bu tiibiiller, Sertoli
hiicreleri adi verilen somatik destek hiicreleri tarafindan gevrelenmistir (Siegfried ve
Volhard, 2008). Histolojik yapisi igerisinde seminifer tiibiiller, testiyoller, bag
dokular, seminifer tiibiillerde spermatogenez hiicreleri (spermatogonyum, primer

spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid, sperm) ve Leyding hiicreleri



bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller arasinda bag dokusu goriiliir. Spermatogenezisin
asamalar1 mayoz ve spermiyogenezdir. Bunlara ait tiim hiicre gruplari seminifer
tiibiillerde farkly gruplar olarak gériiliir. Seminifer tiibtiller ile hiicreler arasindaki bag
dokusu spermatogenez fazinda goriiliir. Spermatogonyum hiicreleri bu asamada
tespit edilmistir. Tespit edilen spermatogonyumlar biiyiik, soluk renkli,
sitoplazmalar1 homojen ve biiyiik ¢ekirdekli hiicre gruplaridir. Belirsiz ¢ekirdekli
olanlarin spermatogonyum-A oldugu tespit edilmistir. Koyu ve berrak gekirdekli
olanlar spermatagonyum-B hiicreleridir. Spermatogonyumlar mitotik bdliinerek

spermatositlere dontigiir.

Histolojik kesitlerde spermatosit hiicreleri spermatogonyumlardan daha kii¢iiktiir ve
daha yogun sitoplazmaya sahiptir. Mayoz asamasmda spermatosit hiicrelerinin
primer ve sekonder spermatosit olarak ikiye ayrldigi belirlenmigtir. Primer
spermatosit hticrelerinin oval ve yogun sitoplazmaya sahip oldugu goriilmiistiir.
Mayozun ilk agsamasinda primer spermatositlerin belirsiz hiicre ¢ekirdekli yogun
kromatinlerle kapli oldugu goriilmiistiir buna ragmen sekonder spermatositler primer
spermatositlerle benzer sekilde, onlardan daha kiiglik ve daha yuvarlaktir. Ve ayrica
tespit edilmistir ki spermatitler seminifer tiibiil i¢indeki en kiigiik ve en yuvarlak
sekonder spermatositlerin mayozundan olusmaktadir. Son asama olan spermiyogenez
asamasinda spermatitlerin kiiiildiigii ve kuyruk benzeri yapiya sahip oldugu
goriilmiistiir. Spermler digmndaki tim spermatogenez hiicrelerinin, genellikle
seminifer tiiptin bazal kisminda bulundugu belirlenirken; spermler seminifer
tiibiillerin limeninde bulunur. Leyding hiicreleri, seminifer tiibtillerdeki dokularin

birlestirilmesinde goriilmiistiir (Kog ve ark., 2012).



Sekil 2.3. Zebra balig1 testis dokusu: Testis dokusu bazal membranla cevrili tiiplerde goriiliir (siyah renk ile
¢izilmistir), seminifer tiibiiller igerisindeki spermatogenik hiicre kiimeleri; Spermatogonyum hiicreleri
(SG), Primer spermatositler (PS), Sekonder spermatositler (SK), Spermatidler (ST), Sperm hiicreleri
(S), Leyding hiicreleri (L), H&E Boyama, x40

£

Sekil 2.4. Zebra balig testis dokusu: Sertoli hiicreleri (ok uglari ile gosterilmistir B), Leydig hiicreleri (L) (B’),
Olgek cubugu 10 mikron (B), H&E boyama (Siegfried ve Volhard, 2008)
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oy

Sekil 2.5.Seminifer tiibiildeki hiicreler; spermtogonyum (SG), spermatosit hiicreleri (SP), sperm hiicreleri (S), B
tipi spermatogonium hiicreleri (okile gosterilen), H.E boyama, x40 (Kog ve ark., 2012)

2.3. Pestisitler

2.3.1. Pestisit tanimu ve pestisitin genel 6zellikleri

Diinya niifusunun hizli bir sekilde artmasiyla birlikte tarim iiriinlerine duyulan
ihtiya¢ da fazlasiyla artmaktadir ( Ni ve ark., 2004). Ancak tarim arazileri yazliklar,
fabrikalar, otoyollar, yerlesimler gibi alanlar nedeniyle amag¢ dist kullanimlar
sonucunda siirekli olarak azalmaktadir (Kozak, 2009). Tarim {iriinlerinin verimli bir
sekilde iiretilmesi de her gegen giin ¢ok daha dnemli bir hale gelmektedir. Verimliligi
etkileyen temel faktorlerden biri, tiriinlerin ortaya ¢ikmasi ve gelismesini engelleyen
cesitli bitki, hayvan ya da mikroorganizmalardir. Bu zararhlarin 6nlenmesi igin farkli
yontemler kullamlmaktadir ve en ¢ok kullanilami kimyasal yontemdir (Delen ve ark.,
2005). Dogada insan, bitki ya da hayvanlara zarar veren varliklarm etkilerini nleme,
yok etme, azaltma ya da bu varliklar1 geri piiskiirtme amactyla kullanilan kimyasal

madde veya madde karigimlarina “pestisit” adi verilmektedir (EPA, 2009a).
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Yabanci kaynakli olan bu kelime; pest=zararli, cide=6ldiirlicti anlamina gelmek tizere
kisaca zararli dldiiriicti anlamma gelmektedir. Pestisitlere tarim ilaci ismi de verilir.
Kimyasal miicadelede zararli popiilasyonlarim1 zararsiz smirda tutmak izere

kimyasal bilesiklerin kullanildig1 bir zirai miicadele yontemidir (Giil, 2017).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin yapmis oldugu tanima gore
pestisitler, insan veya hayvanlarda olusabilecek hastaliklari tastyici, gidalarm,
tarimsal tirtinlerin, ahsap ve ahgap {irinlerinin veya hayvan yemlerinin, iiretimi,
islenmesi, depolanmasi, tasinmasi veya pazarlanmasi sirasinda, bu uygulamalari
olumsuz etkileyecek her tiirlii zararlinin 6nlenmesi, yok edilmesi veya kontrol altina
alinmasma yénelik madde ya da madde karigimlart veya hayvanlar iizerinde veya
viicutlarinda bulunabilecek bocekler, driimcegimsiler ve diger zararlilarin kontrol
altina alinmasi amaciyla kullamlan maddeleri ifade eder (FAO, 2002). Bu tanimdan
yola gikarak pestisitler; bitki bilylimelerini kontrol eden, yaprak kurutucu, yaprak
dokiicii, ham meyvelerin dokiilmesini 6nleyici, depolanma ve taginma sirasinda ticari
mallarin bozulmasini dnlemek amaciyla hasat 6ncesi ve sonrasi iirline uygulanan tiim
maddeleri de kapsar. Yani bu bilgiler 1g13inda genel olarak pestisitler giinliik yasamda
kullandigimiz mantar ilaglarini, balik yemlerini, dezenfektanlar1 ve bdceksavar
ilaglar1 kapsar. Ve ayrica tarim iriinlerini olumsuz yénde de etkileyen organizmalara

kars: kullanilan kimyasal maddeleri de igerir.

Pestisitlerin zararli organizmalara kars1 yiiksek etkinlige sahip olmalari, hizli sonug
vermeleri, iirtinii toksin salgilayan organizmalardan da koruyabilmeleri ve bilingli ve
kontrollii kullanildiklarinda ekonomik olmalar1 yaygn bir sekilde kullanilmalarina
neden olmaktadir (Delen ve ark., 2005). Hastalik, zararl1 ve yabanci otlara kars
farkli zirai miicadele yontemleri arasinda, % 95’in iizerinde bir paya sahip olan
kimyasal miicadele bugiin de gegerliligini korumaktadir. Pestisitlerin kullanilmadig1
durumlarda iiriinlerde % 60°lara varan oranlarda kalite ve verim diisiikliigii oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, {iriin kaybma sebep olan zararli organizmalari kontrol
etmek amaciyla tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi, iilkemizde de bitki koruma
{irtinlerinin kullanilmas1 kagimlmazdir (Turabi ve ark., 2007). Pestisit kullanimi

iilkelere gore degisim gostermektedir. Ulkemizde yilda yaklagik 33000 ton pestisit
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iiretilmektedir. 2008 yilinda iilkemizde hektar bagma 1209 g pestisit tiiketildigi,
tiiketilen toplam pestisit miktarinin 20032 ton oldugu ve bolgelere gore de degisiklik
gosterdigi saptanmisti. Tiim diinyada 3 milyon ton civarinda pestisit {iretilmektedir
ve parasal degeri yaklagik 30 milyon €’ dur (Durmusoglu ve ark., 2010). Gliniimiizde
ozellikle gelismis tilkeler pestisitleri daha bilingli ve kontrollii kullanmaktadir. Bunu
saglayabilmek igin, AB tilkelerinde ve ABD’de bir¢ok yasa ¢ikarilmig, resmi Srgiitler
kadar, sivil toplum orgiitleri de bu yonde sdz sahibi duruma gelmiglerdir. 5 modern
pestisit uygulamasinda, gevreye zarar vermeyecek diizeyde ve gergekten gerekli
oldugunda kullamim prensibi benimsenmigtir. Bunun bir sonucu olarak, bagta ABD
olmak iizere, gelismis tilkelerde “diigiik risk” ya da “doga dostu” pestisitler tercih
edilir olmugtur. Ornegin, ABD Cevre Koruma Orgiitii (EPA) bdyle pestisitlerin hem
ruhsatlandirmasin1  kolaylagtirmis ve hem de kullanilmalarim tesvik etmeye

baglamigtir (Tarak¢1 ve Tiirel, 2009).

Her ne kadar kimyasal miicadele, tarimsal miicadelede bir yontem ise de, tiim
miicadele yontemleri arasinda en fazla kullanilamdir. Ciinkii kimyasal miicadele
yiiksek etkinlige sahiptir, hizli sonug¢ verir, bilingli ve kontrollii kullanildi§inda
ekonomiktir ve iiriinii toksin salgilayan organizmalardan da koruyabilir (Durmusoglu
ve ark., 2010). Pestisitlerde aranan en 6nemli 6zellik: zararli hayvanlara ve boceklere
kars1 ¢ok zehirli, memeli hayvanlara ve insana karsi ¢ok az zehirli veya zehirsiz
olmasidir. Fakat pestisitlerin biiyiik ¢ogunlufu hem zararli canlilar ve hem de
insanlarla memeliler i¢in aymi derecede zehirlidir. Baz1 pestisitler uygulandig: bitki,
toprak ve su ortaminda yillarca bozulmadan kalarak, tim canlilarm viicudunda

birikebilen zehirlerdir (Yavuz, 2007).

Goriildiigii gibi pestisitler gerek diinyada, gerekse iilkemizde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadirlar ve ekonomik agidan biiyiik bir oneme sahiptirler. Ancak bununla
birlikte, bir bitkiye verildiklerinde sadece o bitki yiizeyinde ya da yapisinda
kalmazlar, farkli yollarla doZaya yayilirlar. Pestisitler 6zelliklerine gore,
buharlasarak, riizgrla taginarak, yagmurla birlikte yer alti sularina ya da yiizey
sularmna karisarak sadece uygulandigi bolgeye degil, ¢cok daha uzak mesafelere

tagmabilirler (Sekil 2.6.). Pestisitlerin dogaya yayilmalar1 ve kaliciliklari 11k, su,
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ortamin asitligi ya da topragin 6zelliklerine bagli olarak degigebilmekte, cok hizli bir
sekilde bozunabilmekte ya da aksine kaliciliklar1 daha da artabilmektedir (Karakog
ve Bakioglu, 2010).

Biid aﬁsz @f Topiok pergacilomo
g\/‘

solpsiyon

Sekil 2.6. Pestisitlerin dogadaki dontisiimleri (EXTOXNET web sayfasindan uyarlanmustir, 2009a)

Cevreye yayilan bu pestisitler, su, bitki, hayvan ya da farkli organizmalarda birikerek
besin zincirinin en iistiinde olan insana yiiksek dozlarda gegebilir (EPA, 2009Db).
Cevre ve insanlar iizerindeki etkilerine baktigimizda; pestisitler, dogrudan cilt ile
temas sonucu da insan viicuduna geg¢ebilmektedir (Kozak, 2009). Alinan pestisitler,
kan dolasimu ile tiim viicuda yayilabilirler. Viicuda yayilan pestisitler olumsuz saglik
etkilerine yol agabilir. Ornegin, pestisitin viicuda girmesi akcigerlere zarar verebilir.
Bir kimyasal kan dolasimi ile viicuda karistiginda birkag farkli kadere sahip olabilir.
Cogu durumda, viicuttan idrar veya digki yoluyla ¢ikarilirlar. Ya da yag veya kemik
gibi viicudun ¢esitli boliimlerinde depolanabilir ve uzun siire bireyde kalabilir. Bir
kimyasal ayrica, bireydeki belirli organlar veya dokularla veya viicuttaki diger
bilesiklerle etkileserek toksik etkiyede neden olabilir (EXTOXNET, 2009b).
Pestisitlerin kullanimi insan saglifi ve ¢evreye olumsuz etkileri gibi birgok sorunu
beraberinde getirmektedir. Yogun ve bilingsiz bir sekilde kullanilmalar1 sonucunda
gidalarda, toprak, su ve havada pestisitin kendisi ya da doniistim {riinleri
kalabilmektedir. Tiim diinyada tarimsal sistemin ayrilmaz bir parcasi olarak pestisit

kullaniminda tarimsal iiriinlerde kalinti riski ve g¢evreye olumsuz etki yapmasi
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dikkatle tizerinde durulmasi gereken bir konudur. Ayrica ruhsatlandirma sonrasi
pestisitin tarla kosullarinda akibeti ve cevreye olan etkileri de aragtirilmalidir
(Tiryaki ve ark., 2010). Pestisitlerde tespit edilen tiim bu yan etkilerden dolay

pestisit kaltilarinimn miktarlarmim dogru yontemlerle belirlenmesi ok Snemlidir.

2.3.2. Pestisitlerin siniflandirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yap1 ve formiilasyon sekillerine gére, etkiledikleri zararli
ve hastalik grubu ile bunlarm biyolojik dénemine gore, igerdikleri aktif maddenin
cins ve grubuna gore, zehirlilik derecesine ve kullamm teknigine gore ¢ok degisik
sekillerde simflandirilirlar. Bunlardan en ¢ok kullamlan simflandirma sekilleri ise
kullamldiklar1 zararli gruplarina ve yapisindaki aktif madde grubuna goére yapilan
siniflandirmalardir. Kullanildiklar1 zararli gruplarina ya da hedef alinan organizmaya
gore yapilan siiflandirmada en Snemli iig biiyiik pestisit grubu, insektisit, fungisit ve
herbisitlerdir (Onciier, 1995; Toros, 1999). Sekil 2.7.’de pestisitlerin hedef alinan

organizmalara gore siiflandirilmas: sematize edilmistir.

PESTISITLER

Herbisit § §Insektisit] §Fungusit] § Akarisit | {Nematisitf |Molluskisit§ |Bakterisi Virisit Rodentisit

Sekil 2.7. Pestisitlerin kullanim amaglarina gore siniflandirilmasi

Icerdikleri aktif maddelere gére ise pestisitler kimyasal pestisitler ve biyo-pestisitler
olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.8.). Kimyasal pestisitler, zararlilar
engellemeye ya da 6ldiirmek igin sentezlenen kimyasal maddeleri igerirler. Kimyasal
pestisitler de kendi i¢inde dort ayr gruba ayrilmuglardir. Bu gruplardan biri de
karbamat pestisitlerdir. Asetilkolin enzimini diizenleyen bir enzimin bozulmasina yol
acarak sinir sistemini etkileyen karbamat pestisitlerin de birkag alt grubu vardir. Bu

gruplara gore fungusit ya da insektisit olarak kullanilmaktadirlar. Bu gruplardan biri
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de tilkemizde ve diger iilkelerde yaygin bir sekilde kullanilan ve bir fungusit grubu
olan ditiyokarbamat pestisitleridir (Delen ve ark., 2010; Beyond Pesticides, 2010).

Sekil 2.8. Igerdikleri etkin maddelerin 6zelliklerine gore pestisit tiirleri

Delen ve arkadaslar1 (2010), 2006-2008 yillar1 arasinda en fazla satilan pestisitler
arasinda ditiyokarbamat pestisitleri olan mankozeb, thiram ve propinebin
bulundugunu  belirtmektedirler. Bu pestisitlerden mankozeb, bir etilen
bisditiyokarbamat (EBDC) pestisitidir ve bu pestisitler mantar kaynakl1 hastaliklarm
tedavisinde ve ayrica hasat edilmis, depolanmakta ya da taginmakta olan {irtinlerin
bozulmasimi dnlemek amaciyla genis spektrumlu fungusit olarak kullanilmaktadir.
EBDC’larin yaygin olarak kullanilmasinin en dnemli nedeni hastaliklarin tedavisinde
kullamilan diger ilaglara nazaran daha ekonomik olmalaridir (Ripley ve Cox, 1978).
Ancak bu pestisitler, tarimda bir ¢ok bitkiye fayda saglamalarinin yaninda zehirli ya
da kanserojenik etkilere sahip olabilirler. Pestisitlerin riizgarla tasinarak, yagmurla
birlikte yer alti, yeriistii sularina ve bunun gibi yollarla bir ¢ok mesafeye ulagmasi
sonucunda doZaya yayilmalar1 kolaylagmaktadir. Ve pestisitlerin bu sekilde
yayilmalar1 sonucunda toprakta, suda kaliciliklari artabilmektedir. Bu kalicilifin

sonucunda ya da pestisitlerin uygulanmasiyla temasi esnasinda zehirli ve
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kansorojenik etkilere sahip pestisitlerden evrendeki tiim canhlarin etkilenme olasilif1

da artmaktadir.

2.3.3. Mancozeb

Ditiyokarbamat pestisitleri cogunlukla tarimda kullanilmaktadir ve son 40-50 yilda
biiyiik  6lcekte  gelistirilmis  organik  pestisitler ~grubunun bir  pargasim
olusturmaktadirlar. Diinyadaki ditiyokarbamat tiiketimi yilda 25000 ila 35000 ton
arasindadir. Mantar §ldiiriiciiler olarak kullamlan ditiyokarbamatlar, mantarlarin
neden oldugu genis bir bitki hastaliklarna kars1 etkilidir. [lk olarak bir
ditiyokarbamat tiirevi olan tetrametiltilamdisiilfit mantar ilact olarak daha yaygm
kullanilmaktaydi. 1934°de patent verilen madde, thiram olarak bilinir (Tisdale ve
Williams, 1934). Ditiyokarbamat tipi bilesikler baslangigta kauguk sertlestirme
isleminde hizlandircilar olarak kullanilmaktaydi. Endistride su sogutma
sistemlerinde, kagit hamuru ve kagit iretiminde kullamlmaktadirlar (McCallan,
1967). 2006-2008 yillar1 arasinda en fazla satilan pestisitler arasinda ditiyokarbamat
pestisit olan mankozeb belirtilmektedir (Delen ve arkadaslari, 2010). Mankozeb, bir
etilen bisditiyokarbamat (EBDC) pestisitidir, bu pestisitler mantar kaynakli
hastaliklarin  tedavisinde kullanilmakta ve ayrica hasat edilmis {irlinlerin
depolanniasmda ya da tasinmasinda bozulmalar1 6nlemek amaciyla genis spektrumlu
fungusit olarak kullanilmaktadir (Ripley ve ark., 1978; Giiven ve ark., 1998). Bu
pestisitlerden EBDC’larin yaygm olarak kullanilmasmin en onemli nedeni ayni
hastaliklarin tedavisinde kullamlan diger ilaglara nazaran daha ekonomik olmalaridir

(Ripley ve ark.,1978).

Mancozeb  [[1,2-etandilbis-[karbamoditioat]] 1967’den beri kullanilmaktadur.
Mancozeb, maneb ve zineb olan iki kimyasalin kombinasyonudur (Morgan, 1982).
Mancozeb, Dithane, Manzeb, Nemispot ve Manzane ticari isimleriyle

pazarlanmaktadir (Hayes ve Laws, 1991).
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Mancozeb bir ¢cok meyve, findik ve tarla tiriinlerini gesitli mantar hastaliklarindan
korumak icin kullanilir. Primer metaboliti olan etilentiyotirenin (ETU), bir ¢ok
organizmada tiroid ve kanserojen etkiye neden oldugu tespit edilmistir. Mancozeb,
topraga uygulamirsa, yiiksek adsorpsiyon Kkatsayismna bagl olarak diisik bir
hareketlilige sahip olacaktir. Suya verildiginde ise ¢okeltileri ve asili kalan kati
maddeleri emmeye meyillidir. 1 ila 7 giin arasinda bildirilen yar1 émriine sahiptirler
ve aym zamanda diisiik toprak kalicilifina sahiptir. Mankozeb ile ilgili ilk endise, su
ve oksijen varhgmnda etilentiyoiirenin (ETU) bozunmasidir. ETU 5 ila 10 hafta
kalicllik gostermektedir (Hayes ve Laws, 1991). Mancozeb maternal toksisisteye,
embriyo toksisiteye ve karakteristik teratojenik etkilere neden olmaktadir (Varnagy

ve ark., 2000). Ayrica mancozeb {ireme yetenegini olumsuz yonde etkileyebilir
(Hemavathi, 1993).

Mancozeb'in metabolitleri, balik viicudunda glikojen ve yag tilkenmesine neden olur.
Karaciger detoksifikasyon organmi olarak ig yapsada toksik kimyasallarm etkisi
altinda, fonksiyonlarim yerine getiremeyebilir. Mancozeb’e maruz kalan deniz alti
canlilari stres altinda kalip bu toksik maddelerin iistesinden gelmek igin daha fazla

enerjiye ihtiyag duymuglardir (Rawat ve ark., 2002).
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Sekil 2.9. Mancozebin kimyasal yapisi (Srivastava ve Singh, 2013)



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Zebra bahg

Cyprinidae familyasina ait tropikal bir balik olan zebra baligimin dogal yasama alam
Hindistan, Pakistan, Banglades ve Giineydogu Himalayalaridir. Genellikle durgun,
temiz ve bol oksijenli sularda yagarlar. Giimiig rengi baligin gévdelerinde 7-9 adet
mavi ¢izgiler vardir. Zebra baliklart su sicakligy bakimindan genis bir sicaklik
aralipinda yasayabilir. 18-30°C araliginda bir sorun olmadan yasayabilirler. Zebra
baliklarmin tiremeleri ¢ok kolaydir. Uremeleri i¢in ideal sicaklik 26-28°C’dir
(Kimmel ve ark. 1995; Lele ve Krone, 1996). Zebra balig1 bilimsel platformda
onemli bir balik olup, genetik ve deneysel aragtirmalarda omurgali model organizma
olarak siklikla kullanilmaktadir. Insan genomu ile birgok homolog gene sahiptir. Bu
nedenle insanlar iizerinde arastirilmasi miimkiin olmayan deneylerde kullanilabilirler.
Zebra balig yiiksek iireme potansiyeline sahip olmasi, yumurtalarin seffaf olmasi,
embriyo gelisiminin disi viicudunun diginda ve hizli olmasi nedeniyle fazlasiyla
kullanilmaktadirlar. Bunun yaninda bir¢ok insan hastalig1 ve gelisimi genlerinin ¢ok
benzerinin zebra baliginin genlerinde bulunmasi gibi ideal nedenlerle pek ¢ok
genetik ve deneysel aragtirmada omurgali model organizma olarak tercih
edilmektedir (Kutluyer ve Aksakal, 2013). Farmakolojik ve toksikolojik
aragtirmalarda da en ¢ok kullanilan organizmadir. Zebra balig1 sayesinde metabolik
analizler hem doku bazinda hem de tiim viicutta yapilan arastirmalarda izlenebilir.
Her ne kadar kiiciik omurgasiz organizmalar metabolizma arastirmalarinda
kullanilsalar da, zebra baligi omurgalilarda yapilan biyolojik ¢aligmalar igin en ¢ok
tercih edilen model organizmadir. Zebra baligi kullamlarak yapilan arastirmalar

icerisinde en ¢ok tercih edilen en 6nemli aragtirmalar metabolomik, izotop izlenmesi,
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goriintiilemede farkli bazi yaklagimlar ve gen transferi alanlarinda olmaktadir

(Kayhan ve ark., 2018).

3.1.2. Ortam kosullar:

Sakarya Universitesi Fen FEdebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Arastirma
Laboratuvar: igerisine zebra balig1 ile yapilacak olan deneyler i¢in 10x20x35 cm
boyutlarinda akvaryumlar hazirlandi. Akvaryumlarin igerisine dinlendirilmis musluk
suyu konulup sicaklik termostatli bir 1sitici ile 26-28°C olacak sekilde ayarlanda.
Akvaryum igerisindeki sular hava motorlar1 ile oksijenlendirildi. Oda igerisine 14
saat aydinlik 10 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma sistemi kurularak baliklarin
gelisim siireci igin gerekli olan foto periyot olusturuldu. Ticari akvaryumcudan 30
adet erkek zebra baligi temin edildi. Temin edilen zebra baliklar1 20 litrelik
akvaryumlarda bu ortam kosullarina uyum saglamalar1 i¢in 7 giin boyunca
karantinaya alindi ve baliklar giinde bir kez olacak sekilde ticari balik yemi ve
tubifexsp. ile yerrilendi. Adaptasyon siireci tamamlandiktan sonra baliklar 1 kontrol
grubu 2 deney grubu olacak sekilde 3 akvaryuma 10 disi ve 10 erkek zebra balig
koyuldu (n=10). Ve ziraatg¢iden temin edilen mancozeb (%80) bu calisma igin
kullanilmugtir. 5 ppm (0.05 g mancozeb + 8 L su), 7.5ppm (0.075 g+mancozeb 8 L
su) ve kontrol olarak 3 gruba ayrilmigtir (n:10). Dozlar solisyon haline getirildikten
sonra akvaryum ortamlarma eklendi. Histolojik analiz i¢in besinci giiniin sonunda

baliklar buzlu suda diseksiyon islemine tabi tutuldular.

3.2. Yontem

3.2.1. Testis dokularmin histolojik incelenmesi

3.2.1.1.Fiksasyon (tespit etme)

Zebra balifindan elde edilen testis dokularinin fiksasyonu i¢in %10’luk Notral

Formaldehit ¢dzeltisi kullamlmigtir. Notral Formaldehit ¢ozeltisi igin, Formaldehit

¢ozeltisi ve distile su belirtilen miktarlarda birlestirilerek icerisine belirtilen
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miktarlarda NaH,PO4 ve NaHPOs (Tablo 3.1.) maddeleri eklenerek c¢oziiniir. Ve

alinan zebra balig1 testis dokusu 24 saat Tespit soliisyonunda (formaldehit ¢ozeltisi

igerisinde) bekletilmigtir.

Tablo 3.1. %10°luk notral formaldehit hazirlanis:

%40’11ik Formaldehit

Distile su

NaH,PO4 ( Sodyummono fosfat)

Na,HPO, (Disodyummonofosfat)

100 mL

900 mL

4 gr

6.5 gr

3.2.1.2. Dehidrasyon

Histolojik takip islemine alinan testis doku pargalar1 dehidre edilmistir yani

dokulardan suyu ¢ikarmak i¢in dokular yiikselen alkol seviyelerine tabi tutulmustur.

En son basamak olarak dokulardan alkoliin uzaklagtirilmasini saglayip yerine sonraki

adim olan parafine gomme iglemi i¢in dokularin igerisine parafin girmesini saglamak

amaciyla ksilolde bekletilmistir.

Tablo3.2. Isik mikroskobu i¢in dehidrasyon uygulamasi

Cozelti Cozelti Igerigi Miktar Siire

%70 Distile su 30 mL 3 dakika
Etanol 70mL

%80 Distile su 20 mL 3 dakika
Etanol 80mL

%90 Distile su 10mL 3 dakika
Etanol 90mL

%100 Distile su 3 dakika
Etanol 100mL

%100 Distile su 3 dakika
Etanol 100mL
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3.2.1.3. Seffaflastirma ve parafine gomme

Testis dokulart dehidrasyon isleminden sonra 1 saat ksilolde bekletildi. Sonra

Ksilol+parafin de 1 gece bekletildi. Daha sonra dokular parafine gdmiildii.

3.2.1.4. Kesit alma

Parafin blok icindeki testis dokularindan Leica marka manuel mikrotom yardimiyla
5-8 pum kalmhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler sicak su banyosu igerisine
birakilip albuminmayer stiriilmiis lamlara alinarak oda sicaklifmda kurutulmustur.
3.2.1.5. Boyama ve inceleme

Alinan kesitler 151k mikroskobunda incelenebilmesi igin Ehrlich’s Hematoxylin-

Eosin (HE) (Tablo3.3.) ile boyandi. Ve son adim olarak igik mikroskobunda

incelenerek testis dokusunun histolojik degisikliklerinin fotograflar gekilmisgtir.

Tablo 3.3.Hematoksilen-Eozin Boyama Yéntemi

Islem Uygulama Siiresi
1) Ksilol 2x3 dk
2) %100 Etanol 2x1,5 dk
%90 Etanol 30 sn
%70 Etanol 30sn
3)Akarsu altinda 30 sn
4)Harris Hematoksilen 1 dk
5)Distile su 4 dk
6)%95 Etanol 30 sn
7)Eozin 1dk
8)%100 Etanol 2x1,5 dk
9)Ksilol 45 sn

10)Entellanla kapama




BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kontrol Grubu

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde kontrol grubu zebra baliklarindan alinan
testislerin periton duvarlar1 ile gevrili oldugu gériilmiistiir. Zebra balig1 testisinin
histolojik yapisinda ¢ok sayida seminifer tiibiillere rastlanmaktadir (Sekil 4.1.).
Spermatogenik seriye ait hiicre kiimeleri goriilmiistiir. Seminifer tiibiillerde
spermatogonyum hiicreleri, primer spermatositler, sekonder spoermatositler,
spermatidler ve sperm hiicreleri ile birlikte seminifer tiibiiller arasmda Leyding

hiicreleri bulunmaktadir (Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

Sekil 4.1. Kontrol Grubu: Seminifer tiibiiller (SEM. TB.), igerisindeki sperm hiicreleri (S), H&E Boyama, x40



23

Sekil 4.2. Kontrol Grubu: Spermatogonyum hiicreleri (SG), primer spermatositler (PS), sekonder spermatositler
(SK), spermatidler (ST), sperm hiicreleri (S), bag doku (BD), bazal lamina (BL), Leyding hiicreleri
(L), H&E Boyama, x40

Sekil 4.3. Kontrol Grubu: Seminifer tiibiiller igerisindeki spermatogenik hiicre kiimeleri; spermatogonyum
hiicreleri (SG), primer spermatositler (PS), sekonder spermatositler (SK), spermatidler (ST), sperm
hiicreleri (S), Leyding hiicreleri (L), bazal lamina (BL), H&E Boyama, x40
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Sekil 4.4. Kontrol Grubu: Seminifer tiibiller igerisindeki spermatogenik hiicre kiimeleri, Spermatogonyum
hiicreleri (SG), primer spermatositler (PS), sekonder spermatositler (SK), spermatidler (ST), sperm
hiicreleri (S), Leyding hiicreleri (L), H&E Boyama, x40

4.2. 5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanan Grup

Kontrol grubu ve 5 ppm mancozeb maddesi uygulanmis olan deney gruplar
karsilastinldiginda; genel olarak seminifer tiibiil sekillerinde bozulmalar tespit
edilmistir (Sekil 4.5-2A). Seminifer tiibiillerde ikili birlesmeler gozlenmigtir (Sekil
4.5-2B) ve sperm sayilarinda artis ile (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6), seminifer tiibiillerde
acikliklar (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.) tespit edilmistir. Sperm hiicrelerinde ve
spermatogenik hiicre kiimeleri arasinda vakualizasyonlar gozlenmistir (Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7). Bag dokusunda artig gdzlenmistir (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.). Geligen
spermatogenetik hiicre serisinde yer alan hiicre kiimelerinde azalma tespit edilmistir

(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmig Grup: Zebra baligmin genel testis goriintiisii (2A), H&E
boyama, x10, Zebra baliinin seminifer tiibtillerindeki ikili birlesmeler (daire igerisinde

gosterilmigtir), primer spermatositler (PS), sekonder spermatositler (SK), spermatit hiicrelerinde
azalma (ST), speim sayilarinda artig (S), H&E boyama, x40

Sekil 4.6. 5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmis Grup: Zebra baligmin spermlerinde ve spermatogenik hiicre

gruplarinda meydana gelen vakualizasyon (V), primer spermatositler (PS), spermatit sayisinda azalma
(ST), sperm hiicrelerinde artis (S), H&E boyama, x100
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Sekil 4.7. 5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmis Grup: Zebra baligmin spermlerinde meydana gelen
vakualizasyon (Daire igerisinde gosterilmigtir), seminifer tiibiillerde agiklik (ok isareti ile
gosterilmistir), seminifer tiibiillerdeki dejenerasyonlar (kare igerisinde gosterilmistir), bag dokusunda
artis (BD), sperm hiicreleri (S), sekonder spermatositler (SK), spermatagonyum hiicreleri (SG), H&E
boyama, x40

Sekil 4.8. 5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmug Grup: Zebra baliginda meydana gelen seminifer tibtillerdeki
agiklik (*), bazal lamina incelmesi (ok simgesi ile gosterilmistir.), bag dokusunda artig (BD), H&E
boyama, x40



27

4.3. 7,5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanan Grup

Seminifer tiibiillerde dejenerasyonlar (bozulmalar) ve agikliklar gériilmustiir (Sekil
4.9., Sekil 4.11., Sekil 4.13.). Seminifer tiibiillerde sekil bozukluklar1 gézlenmistir.
Seminifer tiibiillerde ikili (Sekil 4.9., Sekil 4.13.) ve ii¢lii birlesmeler tespit edilmistir
(Sekil 4.14.). Spermatogenik hiicre gruplarinda ayrilmalar gozlenmistir (Sekil 4.11.,
Sekil 4.14.). Spermlerde vakualizasyonlarin (Sekil 4.13.) disinda spermatogenik
hiicre gruplarinda vakualizasyon (Sekil 4.11., Sekil 4.14.) ve Leyding hiicrelerinde
vakualizasyon (Sekil 4.12.) tespit edilmistir. Spermatogenik hiicre gruplarinda azals,
sperm hiicrelerinde artislar (Sekil 4.9., Sekil 4.10.) goriilmiistiir. Bazal laminanin
incelmeye basladig1 tespit edilmistir (Sekil 4.11.). Bag dokusunun kaybolmaya
basladig1 tespit edilmistir (Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.). Baz1 seminifer tiibiillerinin
icerisinde spermatogenik hiicre gruplarimin yok oldugu ve sadece spermler ile dolu

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.9. 7,5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmis Grup: Zebra baliginda meydana gelen spermatogenik hiicre
gruplarindaki ayrilmalar (A), seminifer tiibtillerdeki ikili birlesme (B), seminifer tiibtillerdeki
agiklik (*), sperm hiicrelerindeki artig (S), spermatogonyum hiicresinde azalis (SG), seminifer
tiibiillerde dejenerasyon (D), primer spermatosit (PS), sekonder spermatosit (SK), H&E boyama,
x40
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B

Sekil 4.10. 7,5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmig Grup: Zebra baliginda meydana gelen seminifer tiibiillerdeki
spermatogenik hiicre gruplarinin azalmasi, tiibiiller igerisinde sadece sperm hiicrelerinin gdzlenmesi,
sperm hiicrelerindeki artig (S), H&E boyama, x40

Sekil 4.11. 7,5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmis Grup: Zebra baliginda meydana gelen seminifer tibiillerdeki
spermatogenik hiicre gruplarmin ayrilmasi (A), bazal laminanin incelmeye baglamas (ok isareti ile
gosterilmistir), spermatogenik hiicre gruplarinda vakualizasyon (V), seminifer tibtllerde agiklik
(*), sperm hiicresi (S), spermatit (ST), H&E boyama, x40
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Sekil 4.12. 7,5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmis Grup: Zebra balig testis dokusunda meydana gelen Leyding
hiicresindeki vakualizasyon (V), H&E boyama, x100

Sekil 4.13. 7,5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmis Grup: Zebra baliginda meydana gelen spermlerdeki
vakualizasyon (V), bag dokusunun kaybolmaya baslamasi (ok isareti ile gosterilmistir), seminifer
tubiillerde ikili birlesme (B), seminifer tiibiillerde agiklik (*), sperm hiicresi (S), H&E boyama, x40
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Sekil 4.14 7,5 ppm mancozeb maddesi uygulanmug Zebra baliginda meydana gelen spermatogenik hiicre
gruplarindaki ayrilmalar (A), Spermatogenik hiicre gruplarinda vakualizasyon (V), Seminifer
tibiillerdeki ti¢lii birlesme (B), Bag Dokusunun kaybolmaya baglamasi (ok isareti ile gosterilmistir),
sperm hiicrelerindeki artig (S), spermatogonyum hiicresinde azalis (SG), H&E boyama, x40

Sekil 4.15. 7,5 ppm Mancozeb Maddesi Uygulanmis Grup: Zebra baliginda meydana gelen spermatogenik hiicre
gruplarindaki ayrilmalar (A), Seminifer tiibiillerdeki iiglii birlesme (B), seminifer tibtllerdeki
aciklik (*), sperm hiicrelerindeki artis (S), seminifer tiibiillerde dejenerasyon (D), Sperm (S), H&E
boyama, x40



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Pestisitler yasam alanlarinda zarar verici canlilarin armmasi amact ile kullanilan
organik bilesiklerdir. Ancak bunlarin abartil bir sekilde ve bilingsizce kullanilmalar1
cevre kirlenmesine neden olmaktadir. Kirleticiler farkli yollarla dogaya karisir ve
cevreye etkisiyle diger canlilar etkilenir. Bu canlilarm baginda da sucul canlilar yer
almaktadir. Mancozeb maddesi her ne kadar tarimda mantar kaynakli hastaliklarin
tedavisinde kullanilsa da su ve oksijen varliginda uzun siire kalicilik gostermektedir.
Bu caligma mancozeb maddesinin zebra baliklari testis dokularinda olumsuz etkileri
olup olmadigimi aragtirmak i¢in yapilmustir. Ciinkii bu konuda ¢ok fazla bir bilgi

bulunmamaktadir.

Mancozeb maddesinin zebra baliginin testis dokulari iizerindeki histolojik etkileri
arastirilip kontrol gruplari ile deney gruplar karsilagtinldifimda; seminifer tiibiillerde
dejenerasyonlar, seminifer tiibiil seklinde bozulmalar tespit edilmigtir. Kontrol
grubuna gore sperm sayilarinda artig olmustur. Sperm hiicrelerinde ve spermatogenik
hiicre gruplarinda vakualizasyonlar goriilmiistir. Bag dokusunda artiglar oldugu
gdzlenmistir. Spermatogenik hiicre gruplarinda yapisal Dbiitiinligiin bozuldugu,
spermatogenik hiicre gruplarimn birbirlerinden ayrildig: griilmiigtiir. Seminifer
tiibiillerdeki spermatogenik hiicre gruplarmin azaldigi ve baz tiibiillerin igerisinde
spermatogenik hiicrelerin yok oldugu, tiibiilerin iglerinin spermler ile dolu oldugu
tespit edilmistir. Yani bu ¢alisma gosteriyor ki maddenin dozu arttikca dokularda

olusan toksisite etkiside artmaktadir.

Nonilfenol maddesi uygulanan Plati balig1 (Xiphophorus maculatus) nin testis
yapisimi biiyiik 6lgiide degistirmistir. Kontrol grubu baliklarmn testislerinde farkl
spermatogenetik asamada diizenli hiicre gruplari tespit edilmistir. Sertoli hiicreleri,
gelismekte olan sperm hiicre demetlerini ¢evrelemis olarak gdzlenmigtir.

Olgunlasmis sperm demetleri tiibiiller igerisinde goriilmistiir. Deney grubunda
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nekrotik spermatozeugmatalarin (iki veya daha fazla spermin birlesmesi) periferinde
sertoli hiicrelerinin sayisisinda ve hacminde artig tespit edilmistir. Bu artis
spermatozoon deformasyonu olarak ifade edilmistir (Kinnberg ve ark., 2000).
Yapilan bu ¢alisma 151tk mikroskobu ile yapilmig olup sertoli hiicreleri tespit

edilememigtir ve bizim ¢alismamizla benzerlik gostermemektedir.

Diazinon maddesi ile bluegill (ay balig1) baliklarinda (Lepomis macrochirus) yapilan
bagka bir ¢alismada germinal epitelde organizasyon bozuklugu, seminifer tiibiil
kontiirlerinde diizensizlesme, germinal epitel hiicre sayisinda azalma gibi yapisal
degisiklikler belirlenmistir (Dutta ve ark., 2003). Diazinon maddesi ile yapilan

calisma ile bu ¢aligmadaki sonuglar kismen benzerlik gostermektedir.

Deltametrin'in  kili¢ kuyrugu (Xiphophorus helleri) baliklarimin testis dokusu
iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada; artan dozlara bagl
olarak, olgun spermlerin sayilarinin 6énemli Sl¢iide azaldigi ve seminifer tiibtillerde
yapisal bozulma meydana geldigi gozlenmistir. Spermatogonyum hiicre kiimelerinde
azalma oldugu belirlenmistir. Seminifer tiibiillerin igerisindeki hiicre katmanlarinin
azaldig tespit edilmistir. Sonug olarak, pestisit kontaminasyonunun sperm kalitesini
onemli olgiide etkiledigi belirtilmistir (Yon ve ark., 2012). Bir pestisit tiirli olan
deltametrin ile yapilan ¢alismadaki sonuglar bu c¢aligmadaki sonuglar ile benzerlik

gostermektedir.

4-tert-pentifenol’e maruz kalan Cyprinus carpio’nun erigkin erkeklerinde seminifer
tiibiil igerisindeki hiicre gruplarinda azalmalar ile germinal epitelde atrofi olusumlari
tespit edilmistir. Juvenil erkek bireylerde ise testisde oosit ve ovidukt olusumu
g6zlenmistir (Gimeno ve ark., 1998). 4-tert-pentifenol’e maruz kalan Cyprinus
carpio ile yapilan ¢aligmada seminifer tiibiillerdeki hiicre gruplarinin azalmasi bizim
calismamizdaki tiibiillerdeki spermatogenik hiicre gruplarinin azalmasi ydnitinden

uyumlu olan bulgulardandir.

Bisfenol-a (BPA) farkli dozlarda 4 mg/L ve 8 mg/L olarak Lepistes baligin (Poecilia

reticulata) testis dokusu tizerindeki akut etkileri arastirilmig olup sonuglarina
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bakildiginda; 4 mg/L. BPA‘ya maruz kalan lepistes baliklarinda seminifer tiibiiller
arasinda agikliklar, seminifer tiibiillerin morfolojisinde bozukluklar ve bag
dokusunda artiglar gozlenmistir. 8 mg/L BPA maruz kalan grupta sperm hiicrelerinde
ve seminifer tiibiillerde azalma tespit edilmistir. Seminifer tiibiillerde distorsiyon
(agiklik), tiibiil yapilarinda atrezi izlenmigtir. Spermatogonium sayisinda azalma
goriilmiistiir. Seminifer tiibiiller ve bag doku arasinda agilma oldugu tespit edilmigtir
(Yon ve Akbulut, 2013). BPA ile yapilan ¢aligma ile bu ¢aligmadaki sonuglar kismen

benzerlik géstermektedir.

Oryzias latipes’e (Japon baligi) Bisfenol A uygulanmis ve juvenil erkek bireylerde
testiste sperm sayisinda azalmalar, fibrozis ve tlibiiller igerisinde oositler olustugu
bildirilmistir (Yokota ve ark., 2002). Yapilan bu ¢aligmadaki mancozeb maddesi
sperm sayilarinda artiga neden olmasi Bisfenol A maddesi ile yapilan galigmadaki

sonuglarla benzerlik gostermemektedir.

Yiikselen dozlarda Cd maddesine maruz kalan kili¢ kuyruk baligi (Xiphophorus
helleri) testisinde yapisal bozukluklarin meydana gelmedigi gozlenmistir. Cd’ye
maruz kalan kiligkuyruk baliginda seminifer tiibiillerde dejeneratif hiicreler
izlenmigtir. Seminifer tiibiillerin diizensiz gekil aldig1 tespit edilmistir. Spermatitlerin
arttig1 ve kiimelenme gosterdigi goriilmiistiir. Seminifer tiibiillerde agikliklar tespit
edilmigstir. Spermatogonyum hiicrelerinde azalmalar ve spermatogenik hiicre
gruplarinda agikliklar oldugu goriilmiistiir (Yon ve ark., 2015). Yapilan bu ¢alisma
seminifer tiibiillerin diizensizligi, seminifer tiibiillerdeki ve spermatogenik hiicre
gruplarindaki agikliklar ile spermatogonyumlarda hiicre kiimelerinin azalmasi

yoniinden bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.

Xu ve ark., (2008) yaptig1 ¢alismada 17 a-Etinilestradiol'un erkek ve disi Zebra
baliklarinda (Danio rerio) ireme fonksiyonlarimi bozdugunu tespit etmislerdir.
Deney grubunun testis dokusunda kontrol grubuna kiyasla 2 ng / 1 EE2 (11 erkek
baliktan 7'si) ve 10 ng / 1 EE2'de (8 erkek baliktan 6's1) 6nemli anormal testikiiler
bozukluklar izlenmistir. Bu anormalliklerin, sperm kanalinin malformasyonlarin

(olusum bozukluklari), germ hiicre tiplerinde degisiklikleri ve sperm sayilarmin
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azalmasim icerdigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢aligma yapilan bu galigma ile kismen

benzerlik gostermektedir.

Yén ve Akbulut (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada titanyum dioksitin zebra balig
(Danio rerio) testislerinde diisik dozda (I mg/L TiO2), spermatogonyum ve
spermatosit hiicrelerinin sayisinda azalma izlenirken yiiksek dozda (2 mg/L TiO2),
seminifer tiibiillerde pargalanma gdzlenmistir. Spermatogenik seriye ait hiicre
gruplarinda ayrilma tespit edilmistir. Yiiksek dozda seminifer tiibiillerde goriilen
bozulmalar, 1mg/L TiO,'ye maruz kalan grupla karsilagtmldiginda artan diizeyde
oldugu agiklanmistir. 4 mg/L maruz kalan gruptaki dokularda spermatogonyum,
spermatosit ve spermatit hiicrelerinin tiibiillerde sayica azaldifi tespit edilmigtir.
Spermatogenik hiicrelerin yerini sperm hiicrelerinin aldif1 izlenmistir. Seminifer
tiibiller arasmdaki bag dokusunun tamamen kayboldugu gozlenmistir. Caligmada
¢ikan sonuglar galigmamizdaki sonuglar ile benzerdir. Aym olumsuz etkilere

mancozeb maddesinin de neden oldugu distintilmiistiir.

Raizada ve ark., (1997) yaptig1 calismada Mancozeb'e maruz kalan siganlarin testis
ve epididimlerinde degisiklikler gozlenmistir. Gozlenen degisikliklerin, seminifer
tiibiillerde patolojik degisimler, germinal hiicrelerin egilmesi, dev hiicrelerin
olusumu ve enkaz maddelerinin liimen i¢inde birikmesi ile birlikte nekrotik seminifer
tiibilleri oldugu bildirilmistir. Yiiksek dozda mancozebe maruz kalan siganlarm
seminifer tiibiillerinde sperm kaybiyla birlikte hasar gormiis epitel hiicreleri tespit

edilmigtir.

Albino farelerde Mancozeb'in testislerde ve iireme organlari iizerinde biyokimyasal
etkileri calisilmustir. Bu galigmaya gore; spermatogonyum, spermatid ve spermlerin
caplar1 azaldilg1 belirtilmistir. Spermatid sayilar1 10 giin Mancozeb’e maruz kalan
farelere gore 20 giin Mancozeb’e maruz kalan farelerde Snemli dlgiide azaldig1
aciklanmugtir. Testisin histolojik incelemesinde Mancozeb’e maruz kalmus farelerde
maruz kalma siiresinin artmasiyla birlikte spermatogonyum, spermatosit ve
spermatid hiicrelerinde belirgin diisiis gdzlenmistir. Ayn1 zamanda, seminifer tiibiil

liimeninde daha az sayida spermler tespit edilmistir (Kaliwal ve ark., 2003).



35

Mancozeb’in testis {iizerindeki toksik etkileri siganlarda da degerlendirilmis;
spermatogenik hiicrelerinde ve seminifer tiibiillerde dejeneresyon tespit edilmigtir

(Joshi ve ark., 2005).

Sonug olarak; farkli alanlarda kullanilan pestisitlerin, canlilarin iiremeleri tizerindeki
olumsuz etkileri gesitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Diisiik dozlarda bile kimyasal
kullanimi ekosistemdeki pek ¢ok canliya zarar vermektedir. Canhlar tizerindeki bu
olumsuz etkileri goz oniine alarak pestisit kullammi miimkiin oldugunca
azaltilmalidir. Ditiyokarbamat pestisit tiirii olan Mancozeb’in, yaptigimiz calismada
seminifer tiibiillerde  dejenerasyonlara, spermaogenik  hiicrelerde  yapisal
degisikliklere, tiibiil seklinde bozulmalara neden oldugu tespit edilmigtir. Tespit
edilen tiim bu histolojik degisiklikler gonad farklilasmasi ve iireme ile yakindan
ilgilidir. Ve bu ¢aligmada gdsteriyor ki Mancozeb zebra balig1 (Danio rerio) erkek
gonadlarinda olumsuz etkilere neden olmustur. Buna bagh olarak erkek bireyler
iireme potansiyelinde bozulmalar ortaya ¢ikacaktir. Yapilan bu ¢alismanin benzer

konularda yapilacak olan diger ¢alismalara yardimer olacagi diistiniilmektedir.
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