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Oz: Tribenuron metil tarimda ¢ok yillik dikotlar1 kontrol etmek icin kullanilan herbisittir. Sucul
ekosistemlere yeralti suyu yoluyla erisebilir ve sucul yasamu etkileyebilir. Zebra baligi (Danio rerio Hamilton,
1822), kolay iireme kapasitesine ve seffaf embriyolara sahip olan ve bu yiizden bilimsel ¢alismalarda sikga tercih
edilen bir omurgalt modelidir. Bu ¢aligmada tribenuron metil zebra baliklari {izerinde 120 saatlik LCso degerinin
1.850 mg L' olarak tespit edildi. Bu degerden yola ¢ikarak uygulanan 1.812 mg L', 0.906 mg L', 0.453 mg L,
0.226 mg L' ve 0.113 mg L' konsantrasyonlarinda tribenuron metilin zebra balig1 embriyo ve larva gelisimine
olan etkisi incelenmistir. Bu ¢aligma sonucunda tribenuron metil uygulamasinin embriyo hiicrelerinde toksik etki
ettigi, farkli malformasyonlara sebep oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tribenuron Metil, Zebra Baligi (Danio rerio), Embriyo Toksite Testi, Teratoloji

Teratological Effects of Tribenuron Methyl on Zebra Fish Embryo and
Larva

Abstract: Tribenuron methyl is an herbicide used in agriculture to control perennial dicots. It can
access aquatic ecosystems through groundwater and affect aquatic life. The zebrafish (Danio rerio Hamilton,
1822) is a vertebrate model that has an easy reproductive capacity and transparent embryos therefore frequently
preferred in scientific studies. In this study, the effects of 1.812 mg L, 0.906 mg L', 0.453 mg L', 0.226 mg L
and 0.1113 mg L"! tribenuron methyl on zebrafish embryo and larval development were investigated. As a result
of this study, it was determined that tribenuron methyl administration had toxic effects on embryo cells and
caused different malformations.

Keywords: Tribenuron Methyl, Zebrafish (Danio rerio), Embryo Toxicity Test, Teratology

1. Giris dogaya salinmaktadir. Suda, toprakta

Pestisitler tarimda zararli  bozunmadan  kalan  pestisitler, ¢evre
organizmalar1 engellemek veya kontrol  kirliligine sebep olmakta ve besin zinciri
altina almak i¢in kullanilan madde ya da  yolu ile canllar1 olumsuz  yonde
madde karisimlaridir. Engellenmek istenen etkilemektedir (Vural, 1984; Toros ve
canltya  gore  farkli  pestisit  tlirleri  Maden, 1985).
bulunmaktadir. Farkli canli tiirlerini hedef Tribenuron metil, tarimda yabanci
alarak kullanilan bu ilaglar, farkli yollarla otlara karsi tiretilen bazi tarim ilaclarinin ana
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etken maddesi olarak farkli
konsantrasyonlarda kullanilan bir pestisit
cesididir. Tribenuron metil; kokler ve yesil
aksam yoluyla yabanci otlar tarafindan
bilinyelerine alinir. Topraktaki kalici etkisi
azdir. Tribenuron metil, diistik
konsantrasyonlarda bile biiyiik fitotoksik
etkiye sahip olan sulfonil {re grubu
herbisitir. Tribenuron metil tarimda birgok
ilacin etkin maddesi olarak kullanilmaktadir
(EPA, 2009). Diger sulfonil iire bilesikleri
ile karsilastirildiginda, tribenuron metil’in
belirlenmesi ile ilgili ¢ok az c¢alisma
yapilmistir.

Seffaf embriyo 6zelligine sahip olan;
Zebra baligi (Danio rerio Hamilton, 1822)
1930’lardan beri yaygin olarak iizerine
calisilan model bir organizmadir. Zebra
balig1, bir¢ok ilag veya hastalik tedavi ve
tespit calismalarinda tercih edilen bir model
organizmadir. Bu balik tiiriiniin embriyonik
gelisimi, gelisimi sirasindaki morfolojik ve
biyokimyasal siiregleri hakkinda ¢ok sey
bilinmektedir (Kimmel ve ark., 1995). Son
yillarda zararli kimyasal maddelerin gelisim
hasarlarin

asamasinda verdigi

degerlendirilmesinde, zebra balig1
embriyolar1 d6llenmeden kisa bir siire sonra
koryondan ¢ikmast ve gelisiminin hizli
ile toksik madde riskini

bir

olmasi nedeni

degerlendirmede model organizma
olarak kullanilmaktadir. Baligin embriyo
doneminde dis madde veya zarara karsi

kendisini korunmasina ragmen yapisal ve
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islevsel degisikliklerin ne olacagi merak

konusu olmustur (Glaberman, 2017).
Tribenuron metilin endokrin bozucu

potansiyeli

oldugundan embriyolari

yakindan etkilemektedir. Dolayistyla
calisma boyunca zebra balig1 embriyolarinda
diistik dozlarda tribenuron metil
uygulanarak, bu maddenin baligin disariya
en hassas oldugu donem olan embriyo ve

larval doneminde etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Tribenuron Metil
metil,

Tribenuron Dupont

firmasindan temin edilmistir. 101200-48-0

CAS numarali olup tarim ilac1t olarak
herbisit amacli {retilmistir. Ticari ismi
“Granstar” (WG, %75  tribenuron-

methyl)’dir.
2.2. Zebra Bahg Yetistirilmesi ve
Yumurtalarimin Toplanmasi
Sakarya Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Boliimii

Biyoloji Aragtirma

Laboratuvar1 igerisine zebra balig1 ile
yapilacak deneyler icin akvaryum sistemi
kuruldu. Akvaryumlarin igerisine
dinlendirilmis musluk suyu konulup sicaklik
termostatl bir 1sitic1 ile 28°C olacak sekilde
ayarlandi. Akvaryum igerisindeki sular hava
motorlari ile oksijenlendirildi. Oda igerisine
14 saat aydinhik 10 saat karanlik olacak
sekilde aydinlatma sistemi kurularak
baliklarin gelisim siireci i¢in gerekli olan

fotoperiyot olusturuldu. Yumurta toplamak
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icin, zebra baliklar1 2 disiye 5 erkek gelecek
sekilde 24x28x40 cm ebadinda ciftlestirme

akvaryumlarma yerlestirildi.  Dollenmis
yumurtalar ve gelisim evresinde olan
embriyolar  stereo  mikroskop altinda
incelendi.  Normal  gelisim  gdOsteren

embriyolar denemelere baslayincaya kadar
28 °C’lik etiiv icerisinde bekletildi.

2.3. Embriyo ve Larval Toksisite
Testi

Bu arastirmada, tribenuron metilin

toksisitesini belirlemek amaciyla,
teratojenite  testi (USEPA)  kullanild:
(Glaberman, 2017). Bu teste gore,
toksisitesinden  siiphelenilen  kimyasal

maddenin LCso degerini belirlemek i¢in,
kontrol ve deney gruplarinda her petride 20
zebra baligi embriyosu olacak sekilde

diizenlendi. Deney gruplarindaki zebra
balig1 embriyolaria blastula evresinde 1 g
L', 100mg L', 10 mg L', I mg L', 0.1 mg
L', 0.01 mg L"lik dozlarda tribenuron
metil uygulamasi1 yapildi ve embriyolarin
gelisimleri 120 saat siire zarfinda gdzlendi.
Probit yontemi (Tyler ve Gurian, 1950) ile
LCso 1.850 mg L' olarak hesaplandi.
Uygulama konsantrasyonlar1 olarak 1.812
mg L', 0.906 mg L', 0.453 mg L', 0.226
mg L', 0.113 mg L', 0.056 mg L' olarak
belirlenip; 120 saatlik uygulama sonucunda

cesitli anormallikler not edildi.
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24. Embriyo ve Larvalara
Tribenuron Metilin Uygulanmasi
Tribenuron  metilin  uygulamasi
zigotlara ilk 0-2 saatlik zaman diliminde
uygulandi. Kontrol grubunda sadece su
kullanilirken, deney gruplarina LCso degeri
goz oniinde bulundurularak 1.812 mg L,

0.906 mg L', 0.453 mg L', 0.226 mg L,

0.113 mg L' 0056 mg LPVlk
konsantrasyonlarda tribenuron metil
uygulamasi: yapildi. Kontrol ve deney

gruplarinda 20’ser adet embriyolar, 20 ml
soliisyonun igerisinde tutuldu. Embriyolar,
14 saat aydinlik:10 saat karanlik fotoperiyot
uygulanan bir ortamda 28 °C’ye ayarh
inkiibatorde yasatildi. Gozlemler 24, 48, 72,
96 ve 120 saat araliklarla yapildi. Deney
gruplarinda meydana gelen anomaliler not
edilip dijital kamera  destekli 1s1k
mikroskobuyla gozlenip fotograflar ¢ekildi.
Tribenuron metilin zebra balig1
embriyolarinda koryondan ¢ikma, 6liim ve
anomali oranlar1 tizerindeki etkileri tespit
edildi.

2.5. istatistiksel Analiz

IBM SPSS 23 programi kullanilarak,
kontrol gruplar1 ile uygulama doz gruplari
arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark
olup olmadigmi belirlemek i¢cin ANOVA
testi kullanilmistir. Doz gruplart arasindaki
farklar TUKEY  HSD

p<0.05

i¢in testi

kullanilmustir. istatiksel  olarak

anlamli fark kabul edilmistir.
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3.Arastirma Sonuglari

3.1. Zebra Bahginda Gelisim
Evreleri
3.1.1. Kontrol grubu

Deney grubu dort kere tekrarlanmak
iizere; toplam 80 adet embriyo incelendi.
Doéllenmis  yumurtalarin =~ gelisiminin =~ 1.
giiniinde somit olusumunun tamamlandigi,
bas ve kuyruk bolgelerinin olugmasi
mikroskop altinda seffaf goriindii (Sekil 1).
48 saatlik

gosterdi (Sekil 2).

normal

embriyolar gelisim

Sekil 1. Zebra baligi _embriyosu 24 saatlik; b: bas
bolgesi, k: kuyruk, v: vitelliis

Sekil 2. 2 giinliik zebra baligi embriyosu
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Gelisimin 3. giinlinde Zebra balig1
embriyolarinin koryondan ¢iktig1r gozlendi
(Sekil 3). 4.glinlinden 7. giinline kadar zebra
balig1 petri kabinda incelendi (Sekil 4).

Sekil 3. 3 giinliik zebra baligi embriyosunun

koryondan ¢ikist

Sekil 4. 4 giinliik zebra balig1

Zebra balig1 larvalar1 7. giine kadar
vitellus kesesinden beslenirken, 7. giin
itibari ile larvalar agiz yolu ile beslenmeye
basladi.

3.1.2. 0.056 mg L' Tribenuron
metil uygulamasi yapilmis grup

Deney grubu dort kere tekrarlanmak

lizere; 0.056 mg L' tribenuron metil

uygulamasi yapilmig zebra  balig
embriyolari kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda toplam 80 embriyo
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icerisinden biri 1. giin o6ldi. Kalan 79
embriyodan 4 embriyoda anomali gézlendi.

Gelisimin 1. giiniinde gelisim geriligi
(Sekil 5a), 2.

olusumunda gecikmeler goriildi (Sekil 5b).

giiniinde pigmentasyon

3. gilninde ise koryondan c¢ikislarda
gecikmeler oldugu gozlendi (Sekil 5c).
Zebra baligt embriyolarindan  bazilari
koryondan ¢ikisin1 4. giin gerceklesti (Sekil
5d). Ayrica anomali goriilen baliklarda kalp
atis1 ilk li¢ glinde ortalama dakikada 98 kez

olarak hesaplandi.

Sekil 5. 0.056 mg L' Tribenuron metil uygulamasi
yapilmis embriyo ve larvalart a) Gelisim geriligi, b)
Yetersiz pigment olusumu, c) Zebra balig1 prelarvasi
3. giin koryondan ¢ikisinda gecikme, d) Zebra baligt
prelarvasi 4. giin koryondan ¢ikis.

3.1.3. 0.113 mg L' Tribenuron
metil uygulamasi yapilmis grup
Deney grubu dort kere tekrarlanmak

iizere; 0.113 mg L' Tribenuron metil

uygulamasi yapilmis zebra  balig1
embriyolari kontrol gruplari ile
kargilastirildiginda  toplam 80  embriyo

icerisinden Ug¢ii 1. giin o6ldi. Kalan 77
embriyodan 7 embriyoda anomali gozlendi.

Gelisimin 1. giinlinde gelisim geriligi ve
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perikardiyal 6dem (Sekil 6a), 2. giinlinde
pigmentasyon olusumunda gecikmeler ve
perikardiyal ©6demin biiylimesi goriildi
(Sekil 6b). 3. giinlinde koryondan c¢ikista
gecikmeler  oldugu  ve  perikardiyal
O0demlerin 2. giine kiyasla daha biiytudigi
izlendi (Sekil 6¢ ve Sekil 7). 4. giiniinde hala
koryondan ¢ikmayan embriyolar tespit edildi
(Sekil 6d). Bazi zebra baliklar1 koryondan
cikisini 5. giin gergeklesti (Sekil 8). Ayrica
anomali goriilen baliklarda ilk 3 giinde kalp
atis1 ortalama dakikada 96 kez olarak

hesaplandi.

Sekil 6. 0.113 mg L' Tribenuron Metil uygulamasi
yapilmis embriyo ve larvalari, a) 1.glin zebra balig
prelarvasi gelisim geriligi, 6dem olusumu (ok), b)
2.glin zebra baligt prelarvast yetersiz pigment
olusumu ve perikardiyal édem (ok), ¢) 3.glin zebra
balig1 prelarvast koryondan c¢ikisinda gecikme ve
perikardiyal 6demde biiyiime (ok), d) 4.giin zebra
baligi prelarvasi ve perikardiyal 6dem (ok).



Yén Ertug ve ark., Nisan (2021) 47 (1): 47-60

Sekil 7. 0.113 mg L! Tribenuron metil uygulamasi
yapilmis 4. giin zebra balig1 prelarvasi perikardiyal
6demin genisligi (¢izgi)

Sekil 8. 0.113 mg L' Tribenuron metil uygulamasi
yapilmis 5. giin zebra baligi prelarvast koryondan
¢ikist

3.14. 0.226 mg L' Tribenuron
metil uygulamasi yapilmis grup
Deney grubu dort kere tekrarlanmak

iizere; 0226 mg L' Tribenuron metil

uygulamasi yapilmis zebra balig1
embriyolari kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda  toplam 80 embriyo

icerisinden 7 tanesi 1. glin 6ldii. Kalan 73
embriyodan 14 embriyoda anomali gézlendi.
Gelisimin 1. giiniinde belirgin olarak bas
olugsmamas1 gibi gelisim geriligi (Sekil 9a),

2. glinlinde pigmentasyon olusumunda

gecikmeler ve  perikardiyal = 6demin

biliylimesi goriildii (Sekil 9b) 3. giinlinde
koryondan ¢ikiglarinda gecikmeler oldugu,
pigmentasyon olusumunun yavaghigr ve
perikardiyal 6dem gozlendi (Sekil 9c). 5.
giininde koryondan c¢ikis1 tespit edildi.
Ancak baliklarin

koryondan  ¢ikan

bazilarmin  kuyrugunda  egrilik  ve
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perikardiyal 6demler gozlendi (Sekil 9d).
Bununla birlikte bazi baliklarin vitelliis
kesesinde kismen 6dem, omurgada egrilik
ve perikardiyal 6dem gozlendi (Sekil 10).
Ayrica anomali goriilen baliklarda ilk 3
giinde kalp atis1 ortalama dakikada 94 kez

olarak hesaplandi.

/

Sekil 9. 0.226 mg L' Tribenuron metil uygulamasi
yapilmis embriyo ve larvalari, a) 1. giin zebra balig
prelarvasi gelisim geriligi, bas olusumunun belirgin
olmamasi (ok), b) 2. giin zebra balig1 prelarvasi
yetersiz pigment olusumu ve perikardiyal 6dem (ok),
¢) 3. giin zebra balig1 prelarvasi koryondan ¢ikisinda
gecikme ve perikardiyal 6demde biiytime (ok), d) 5.
giin zebra balig1 embriyosunda perikardiyal 6dem
(kare), kuyrugunda egrilik (ok).

Sekil 10. 0.226 mg L' Tribenuron metil uygulamas:
yaptlmig  5.giin  zebra baligt  embriyosunda
perikardiyal 6dem (daire), vitelliis kesesinde kismen
6dem (sislik mesafesi ¢izgi), omurgada egrilik (ok)

3.1.5. 0.453 mg L' Tribenuron
metil uygulamasi yapilmis grup

Deney grubu dort kere tekrarlanmak
iizere; 0.453 mg L' tribenuron metil

uygulamasi yapilmis zebra balig1

embriyolari kontrol gruplari ile
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kargilastirildiginda  toplam 80 embriyo
icerisinde 13’4 1. giin o6ldi. Kalan 67
embriyodan 27 embriyoda anomali gézlendi.
Gelisimin 1. giiniinde belirgin olarak gelisim
geriligi ve vitelliis kesesinde 6dem (Sekil
11a), 3.

giinlinde koryondan ¢ikisinda

gecikmeler, pigmentasyon olusumunda
gecikmeler ve kismen perikardiyal 6demle
birlikte icerisinde kanlanma goriildii (Sekil
11b). Bazi embriyolarda 5. giinlinde
koryondan ¢ikis, perikardiyal ddem, vitelliis
kesesinde 6dem ve kuyrukta egrilik gézlendi
(Sekil 11c). Ayrica 5. giiniinde koryondan
cikan bazi baliklarin omurgasinda egrilik
belirlendi (Sekil 11d). Bu anomalilere
ilaveten ilk 3 gilinde kalp atis1 ortalama

dakikada 87 kez olarak hesaplandi.

B

"~

)

Sekil 11. 0.453 mg L! tribenuron metil uygulamasi
yapilmis embriyo ve larvalari a) 1. giin zebra balig
prelarvasi gelisim geriligi, vitelliis kesesinde ddem
(ok) b) 3. giin zebra balig1 prelarvasi perikardiyal
6dem ve igerisinde kanlanma (ok), c¢) 5. giin zebra
baligt embriyosunda koryondan ¢ikan baligin
kuyrugunda egrilik (ok), perikardiyal 6dem (¢ember),
vitelliis kesesinde 6dem (¢izgi), d) 5. giin zebra balig1
embriyosunda omurgada egrilik (ok)
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3.1.6. 0.906 mg L' Tribenuron
metil uygulamasi yapilmis grup
Deney grubu dort kere tekrarlanmak

lizere; 0.906 mg L' tribenuron metil

uygulamasi yapilmig zebra balig1
embriyolari kontrol gruplari ile
karsilagtirildiginda  toplam 80 embriyo

icerisinde 36’st 1. giin 6ldii. Kalan 44
embriyoda anomali gozlendi. Geligimin 1.
glinlinde vitelliis kesesinde o6dem (Sekil
12a), 3. giinlinde koryondan ¢ikan bazi
kesesinde Odem,

embriyolarda vitelliis

perikardiyal =~ d6demle ile

kuyrugunda egrilik goriildii (Sekil 12b). 4.

ve omurga
glinlinde bazi embriyolar koryondan cikis,
perikardiyal 6dem, vitelliis kesesinde 6dem
ve kuyrukta egrilik gozlendi (Sekil 12c).
Ayrica 5. gilinlinde koryondan ¢ikisini heniiz
yapmis bazi baliklarin omurgasinda egrilik,
gelisim bozuklugu, vitelliis kesesinde ve
perikardiyal kisminda 6dem gozlendi (Sekil
12d). Baz1 embriyoda ise omurgada hasar
sonucu kanlanma izlendi (Sekil 13). Bu
anomalilere ilaveten ilk 3 giinde kalp atis1

ortalama dakikada 73 kez olarak hesaplandi.
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Sekill. 0.906 mg L' Tribenuron metil uygulamasi
yapilmis embriyo ve larvalart a) 1.giin zebra balig
prelarvasi vitelllis kesesinde ddem (gizgi) b) 3. giin
zebra balig1 prelarvasi perikardiyal ve vitelliis kesesi
6dem (ok), omurga ile kuyrukta egrilik c) 4. giin
zebra balig1 embriyosunda koryondan ¢ikan baligin

kuyrugunda ve omurgasinda egrilik (daire),
perikardiyal 6dem, vitelliis kesesinde 6dem (ok), d) 5.
giin  koryondan heniiz c¢ikmis zebra baligt

embriyosunda omurgada egrilik (daire), gelisim
geriligi, perikardiyal ve vitelliis kesesinde 6dem (ok).

Sekil 13. 0.906 mg L! Tribenuron metil uygulamasi
yaptlmig 5. giin koryondan ¢ikmig embriyonun
omurgasinda hasar ile kan birikimi (kare)

3.1.7. 1.812 mg L' Tribenuron
metil uygulamasi yapilmis grup

Deney grubu dort kere tekrarlanmak

iizere; 1.812 mg L' tribenuron metil
uygulamast yapilmisg zebra  balig1
embriyolari kontrol gruplari ile
kargilastirildiginda  toplam 80 embriyo

icerisinde 63’4 1. gin oOldi. Kalan 17
embriyodan 17’si ise 2 giin yasayabildi ve
bu iki giinde anomali gozlendi. Gelisimin 1.

giiniinde vitelliis kesesinde 6dem (Sekil
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14a), 2. giiniinde yasayan embriyolarda
vitelliis kesesinde 6dem, gelisim geriligi ve
omurga ile kuyrugunda egrilik goriildi
(Sekil 14b). 2. giinlinde yasayan bagka
embriyoda ise goz ve belirgin kafa olusumu
olmadigi, wvitellis kesesinde oOdem ve
omurga ile kuyrukta egrilik oldugu gdzlendi
(Sekil 14c). Yine 2. giinlinde yasayan baska
bir embriyoda omurgasinda egrilik, gelisim
geriligi ve vitelliis kesesinde 6dem gozlendi
(Sekil 14d). Bu anomalilere ilaveten ilk 2
giinde kalp atis1 ortalama dakikada 63 kez

olarak hesaplandi.

T

o

.

>3 Re
@

‘ ©
e
V\ ’
Sekil 14. 1.812 mg L' Tribenuron metil uygulamasi
yapilmig embriyo ve larvalart a) 1. giin zebra balig
prelarvasi vitelliis kesesinde 6dem (¢izgi) b) 2. giin
zebra baligr vitelliis kesesi 6dem (ok), omurga ile
kuyrukta egrilik (kare) c) 2. giin zebra baligi
embriyosunun kuyrugunda ve omurgasinda egrilik
(kare), vitelliis kesesinde 6dem (ok), belirgin goz ve
bas yapisinin olugmamas: (daire) d) 2. giin zebra

balig1 embriyosunda omurgada ve kuyrukta egrilik
(daire), vitelliis kesesinde 6dem (ok)

.2

3.2. Istatistiksel Bulgular

IBM SPSS 23 programi ile kontrol
gruplart ve uygulama doz gruplari normallik
uygun  ANOVA
kullanildi. ANOVA testi istatistiksel olarak

testleri  sonucu testi

anlamli farklar ¢iktig1 ic¢in, Doz gruplar
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arasindaki farklar icin TUKEY HSD testine

gore  tribenuron  metilin  gelisimsel
anomalilere neden oldugu ispatland
(p<0.05).

Tablo 1. Tribenuron metilin zebra balig1 embriyo ve larvalarina gelisimsel anomali orani tablosu

24 Saat 48 Saat
1.812mg L™ 4.25+1.09* | 0.00+0.00
0906 mg L'  11.00+0.71*  9.50+0.50*
0.453 mg L™ | 6.75£1.09* | 6.00+0.71%*
0.226 mg L™ 2.50£0.50* = 2.50+0.50*
0113 mg L™t | 1.25+0.43 1.25+£0.43
0.056 mg L™!  0.00+0.00 0.00+0.00
Kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00

72 Saat 96 Saat 120 Saat
0.00+£0.00 | 0.00+£0.00 = 0.00+0.00
9.50+0.50* = 9.50+0.50*  9.50+0.50%*
6.00£0.71* | 6.00+0.71* = 6.00+0.71*
2.50+£0.50*  2.50+0.50* = 2.50+0.50*
1.25+0.43 | 1.25+0.43 1.25+0.43
0.00+£0.00 | 0.00+0.00 = 0.00-0.00
0.00+£0.00 | 0.00+0.00 = 0.00+0.00

* Kontrol Grubundan p<0.05 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gostermistir. TUKEY HSD testi.

Tribenuron metil uygulamasi sonucu zebra
balig1 embriyolarinin koryondan ¢ikis orani
(Sekil 15), (Sekil 16) ve
gelisimsel anomalilerin oran1 (Sekil 17)

TUKEY testi

olim oram

analiziyle degerlendirildi.
Uygulanan tribenuron metil miktar1 arttikca

zebra balig1 embriyolarinin koryondan ¢ikisg

stirelerinin de wuzadi@i sonucuna varildi
(Sekil 15). Ayni sekilde doz miktar: artigina
paralel olarak dliim (Sekil 16) ve gelisimsel
anomali gosteren baliklarin sayisinin arttigi

goriildi (Sekil 17).
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Sekil 15. Tribenuron metil uygulanmis zebra balig1 embriyolarinin koryondan ¢ikis oranlari (%).
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Sekil 17. Tribenuron metil uygulanmis zebra baligi embriyolarinin gelisimsel anomali oranlari (%).

4. Tartisma
Bu calismada herbisit ¢esitlerinden

biri olan tribenuron metilin zebra balig
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embriyo ve larvalarindaki etkileri teratolojik
acgidan incelenmistir. Laboratuvar
kosullarinda elde edilen embriyolara 6 farkli

konsantrasyonda (1.812 mg L™!, 0.906 mg L-
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10453 mg L', 0.226 mg L', 0.113 mg L,

0.056 mg L) tribenuron  metil
uygulanmistir. Tribenuron metilin
embriyolar iizerinde meydana getirdigi
teratolojik hasarlar 120 saat boyunca

gozlenmis ve bu sonuglar istatistiksel olarak
yorumlanmustir. Inceleme sonucunda doz
miktart arttikca koryondan ¢ikis siirelerinde
gecikme, omurga ve kuyrukta egrilik,
perikardiyal ve vitelliis kesesinde 6dem ile
kalp atis hizinda azalma gbzlendi.

Akbulut ve ark. (2017) tarafindan
yapilan calismada LCso’ye gore (40, 80 ve
120 mg L) tribenuron metil, zebra balig
disilerine uygulanmis ve baliklarin ovaryum
yapisinda meydana gelen degisimler 72.
saatin sonunda histolojik  yOntemlerle
incelenmistir. Doz miktar1 arttikca ovaryum
yapisinda  vakuolizasyon, @ 6dem  ve
morfolojik bozulmalar gézlenmistir. Ayrica
bu ¢aligma sonucunda primer ve olgun oosit
sayisinda doz arttikgca azalmalar oldugu
istatistiksel  olarak saptanmistir. Bizim
calismamizda ise embriyo iizerine yapilan
incelemede; bu calismada oldugu gibi

belirlenen LCso’ye gore doz arttikga
anomalilerin oldugu belirlenmistir.

Pestisit  ¢esitlerinden herbisitlerin
sucul canlilar iizerinde Sliimciil etkiye sahip
oldugu calismalarda incelenen konudur
(Perez ve ark., 2011). Tribenuron metil;
sucul canlilarda az calisilmistir. Yon ve ark.
(2016) tribenuron metilin zebra baliginin

dalak dokusundaki hiicrelerinde
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vakuolizasyon, hiperplazi ve yumusak
dokunda parcalanma meydana getirdigini
tespit etmisler ve 40, 80 ve 120 mg Llik
doz miktarlar1 arttikga dalak dokularinda
anomali durumunun arttigini bildirmislerdir.

Baghfalaki ve ark. (2012) ise giimiis
sazan1 (Hypophthalmicthys molitrix), aynah
sazan (Cyprinus carpio) ve kardan baligi
(Rutilus rutilus caspicus)’a 0, 50, 100, 200,
300 ve 500 ppm dozlarinda tribenuron metil
Doz arttikca

uygulamislardir. miktar1

baliklarin  davranigsal tepkilerinin  (hizh
solungac¢ hareketi, yiizeyde ylizme hareketi,
viicutta pigment azalmast ve mukus
salgisinin artmasi) arttigini belirtmistir. Bu
calisma  sonucunda  Avrupa  Birligi
Siniflandirmasina gore tribenuron metil N R
50/53 ECB oldugunu gostermislerdir. Yani
tribenuron metil suda yasayan canlilar i¢in
cok toksik olup uzun vadede olumsuz
etkilere neden olabilecegi belirtilmistir.

Bizim c¢alismamizin sonucuna gore ise
maddenin zebra balig1i embriyolarina zarar
verdigi tespit edilmistir.

Tribenuron metil tarimda herbisit
olarak yaygin kullanilmasina ragmen
baliklar ve diger sucul canlilara etkisi
hakkinda az bilgi vardir. Chen ve ark.
(2018),

Toprak solucan1 (Eisenia fetida) iizerine

suni toprak igerisinde yasayan

uygulanan tribenuron metil’in  etkisini

incelemislerdir. Calismada maddenin

solucanda selilloz aktivite azalmasi ve

bununla birlikte topragin yapisin1 olumsuz
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yonde etkiledigini  sonug¢landirmislardir.

Maddenin tahris etme ve yok etme

yapisindan dolay1 zarar verdigi
diisiiniilmiistiir. Rachedi ve ark. (2018) ise
tribenuron metili, toprakta yasayan ve
ekolojik dongiiyii saglayan aktinobakterilere

(Actinobacteria) uygulayarak biiylime ve

karakteristik direng durumlarini
incelemislerdir. Caligma sonucunda
maddenin aktinobakterilerde
(Actinobacteria) morfolojik hasar

olusturdugu ve canlinin maddeye karst

adaptasyon  gostermedigi  ve  direng
olusturmadigini belirtmislerdir. Marzouk ve
ark. (2012),

(Rattus)  kemik

tribenuron metilin siganda

iligi  hiicrelerindeki

sitogenetik  etkilerini  incelemisler  ve

maddenin zararli oldugunu tespit
etmislerdir. Bu ¢alismaya gore dozlar 5, 25,
50 ve 100 mg ve 48 saat aralikla 21 giin
boyunca uygulanmigtir. Calisma sonucunda
aktivitede

doz miktar1 arttikca mitotik

azalma 1ile kromozomal anomaliliklerin
sikliginda artig gostermislerdir.

Herbisit ¢esitlerinin, balik gelisimine
teratolojik  etki  vermesi  ¢aligmalarda
incelenen konudur. Wiegand ve ark. (2001),
Atrazine’nin (2-chloro-4-ethylamino-6-

isopropylamine-s-triazine)  zebra  balig1
(Danio rerio) gelisimi lizerindeki teratolojik
etkilerini incelemislerdir. Calismada 4, 10
ve 20 mg L' doz soliisyonlar1 igerisindeki
48

embriyolarin  gelisimi saat boyunca

izlenmigtir. Calisma sonucunda doz arttik¢a
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koryon ¢ikisinda gecikme, epiboli siiresinde
gecikme ve kalp, dolagim gibi fonksiyonel
bozuklar1 tespit etmislerdir. Maddenin balik
gelisimine morfolojik hasarlar  biraktig
disiiniilmiistiir. Bizim c¢alismamizda da
benzer bulgular elde edilmistir.

Perez ve ark. (2013), s-trazin (atrazin
ve terbutilazin) herbisitin zebra balig1
(Danio rerio) gelisimi {izerindeki etkilerini
ikili herbisit

incelemislerdir. Calismada

karisimindan olusan soliisyonun, embriyoda
sinerjistik etki ve morfolojik bozulmalara

neden oldugu; ayrica larvada ylizme

davraniglarinda bozulma oldugunu tespit

etmislerdir. Calismamizda ise kullanilan

herbisitin dozu arttikca, zebra balig

larvasinda vitelliis kesesinde Odem ve
omurgada var olan egriliginden dolay1
dengeli yilizemedigi gézlenmistir. Velki ve
ark. (2017) Diuron adli herbisitin zebra
balig1 (D. rerio) embriyo ve larvalarinin
akut toksisitesi ve davraniglarina etkilerini
incelemislerdir. 1.2 ve 3.8 mg L' Diuron
uygulamalari sonucu embriyolarda
davranigsal degisikler, koryon icerisinde
kendiliginden  kivrilma  hareketlerinde
azalma ve doz arttik¢a kalp atisinda azalma
etmislerdir. ise

tespit Calismamizda

kullandigimiz  tribenuron metilin  dozu

arttikca kalp atisinda azalma oldugu
gorilmiistiir.

Bir herbisit tiirii olan metamifob
zebra baligi embriyolarinda anormalliklere

neden olmus, embriyolarda oksidatif stres ve
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hiicre apoptozunu indiiklemistir  (Zhao,
2019). Farkli dozda benoxacor uygulamasi
sonucu zebra baligt embriyolarinda c¢ok
sayida malformasyon gozlenirken, en
belirgin malformasyon viicut egriligi oldugu
aciklanmistir. Bunun yaninda kalp atis

sayisinda azalma oldugu belirtilmistir (Liu

ve ark., 2020). Chen ve ark. (2020)
tarafindan yapilan c¢alismada tralopiril
uygulanmast sonucu zebra balig1
embriyolarinda gelisimsel toksisite
gozlenmistir. Tralopiril’in  zebra balig
embriyolarinda tiroit hormon

konsantrasyonunu diisiirdiigii, amino asit ve
lipit metabolizmasini etkiledigi

aciklanmistir.  Embriyonik  gelisimdeki
bozuklugun metabolizma ve tiroit sistemi
bozuklugundan kaynaklanabilecegi
aciklanmustir. 2,4-D uygulamasi zebra baligi
embriyolarinda, boyda kisalma, perikardiyal
o0dem ve vitelliis kesesi malformasyonlaria

neden olmustur (Li ve ark., 2017).

Kaynaklar

Sonug olarak, farkli herbisitlerin
canlilarin embriyo, davranis ve dokulari
lizerine olumsuz etkileri ¢esitli caligmalarla
ortaya cikarimistir.  Yapilan literatiir
taramast sonucunda herhangi bir model
organizmada tribenuron metilin embriyo
lizerine etkilerini gosteren bir calismaya
rastlanamamistir. Bu baglamda calismamiz
oncii bir calismadir. Farkli dozlarda olsa bile
herbisitlerin ekosisteme girmesi pek cok
canliya zarar vermektedir. Bu baglamda

tribenuron metil ve bunun gibi herbisitlerin

maruziyetinden miimkiin oldugunca
kagmilmalidir. Tribenuron metil
uygulamasinin dokularin hiicre

morfolojisinde degisimlere sebep oldugu
histolojik caligmalar ile gosterilmistir. Bu
calismanin bu konuda yapilacak diger

caligmalara temel olacag diisiiniilmektedir.

Akbulut C, Ozturk B, Uzun A, Yon ND (2017). Tribenuron methyl exposure inhibits
oogenesis in zebrafish (Danio rerio). Indian J Fish 64: 127-131.

Baghfalaki M, Shaluei F, Hedayati A, Jahanbakhshi A, Khalili M (2012). Acute toxicity
assessment of tribenuron-methyl herbicide in silver carp (Hypophthalmicthys molitrix),
common carp (Cyprinus carpio) and Caspian roach (Rutilus rutilus caspicus). Global

Veterinaria 8: 280-284.

Chen J, Saleem M, Wang C, Liang W, Zhang Q (2018). Individual and combined effects of
herbicide tribenuron-methyl and fungicide tebuconazole on soil earthworm (Eisenia

fetida). Scientific Reports 8: 1-9.

Chen X, Teng M, Zhang J, Qian L, Duan M, Cheng Y, Zhao F, Zheng J, Wang C (2020).
Tralopyril induces developmental toxicity in zebrafish embryo (Danio rerio) by
disrupting the thyroid system and metabolism. Science of the Total Environment 746:

141860.



Yon Ertug ve ark., Nisan (2021) 47 (1): 47-60

EPA (Environmental Protection Agency) (2009). Types of Pesticides. Washington D.C.,
USA.

Glaberman S, Padilla S, Baron MG (2017). Evaluating the zebrafish embryotoxicity test for
pesticide hazard screening. Environmental Toxicology and Chemistry 36: 1221-1226.

Glaberman S, Padilla S, Barron MG (2017). Evaluating the zebrafish embryo toxicity test for
pesticide hazard screening. Environ Toxicol Chem 36: 1221-1226.

IBM Corp (2015). IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.

Kimmel CB, Ballard WW, Kimmel SR, Ullman B, Schilling TF (1995). Stages of embryonic
development of zebrafish. Developmental Dynamics 203: 253-310.

Li K, Wu J, Jiang L, Shen L, He Z, Wei P, Lv Z, He MF (2017). Developmental toxicity of 2,
4-dichlorophenoxyacetic acid in zebrafish embryos. Chemosphere 171: 40—48.

Liu S, Deng X, Bai L (2020). Developmental toxicity and transcriptome analysis of zebrafish
(Danio rerio) embryos following exposure to chiral herbicide safener benoxacor.
Science of the Total Environment 143273.

Marzouk A, Mossa H, Sabra F (2012). Cytogenetic effects of technical and formulated
Tribenuron-methyl on rat bone-marrow cells. Journal of Pharmacology and Toxicology
7:330-337.

Perez GL, Vera MS, Miranda LA (2011). Effects of herbicide glyphosate and glyphosate-
based formulations on aquatic ecosystems. Herbicides and Environment 16: 343-368.

Pérez J, Domingues I, Monteiro M, Soares AM, Loureiro S (2013). Synergistic effects caused
by atrazine and terbuthylazine on chlorpyrifos toxicity to early-life stages of the
zebrafish (Danio rerio). Environmental Science and Pollution Research 20: 4671-4680.

Rachedi K, Zermane F, Tir R, Ayache F, Duran R, Lauga B, Boulahrouf A (2018). Effect of
sulfonylurea tribenuron methyl herbicide on soil actinobacteria growth and
characterization of resistant strains. Brazilian Journal of Microbiology 49: 79-86.

Toros S, Maden S (1985). Tarmmsal Savas Yontem ve lilaglari. A.U. Ziraat Fakiiltesi
Yayinlari, Ankara.

Tyler SA, Gurian J (1950). Determination of the LDso by use of probit, angular, and logit
transformations. United States. https://doi.org/10.2172/4420363

Velki M, Paolo C, Nelles J, Seiler T, Hollert H (2017). Diuron and diazinon alter the behavior
of zebrafish embryos and larvae in the absence of acute toxicity. Chemosphere 180: 65—
76.

Vural N (1984). Toksikoloji. A.U. Basimevi, Ankara.

Wiegand C, Krause E, Steinberg C, Pflugmacher S (2001). Toxicokinetics of atrazine in
embryos of the zebrafish (Danio rerio). Ecotoxicology and Environmental Safety 49:
199-205.

Yén ND, Oztiirk B, Akbulut C (2016). Histological effects of tribenuron methyl spleen tissue
of zebrafish. 2" International Congress of Forensic Toxicology Industrial and
Environmental Toxicology, Ankara-Turkey.

Zhao F, Li H, Cao F, Chen X, Liang Y, Qui L (2019). Short-term developmental toxicity and
potential mechanisms of the herbicide metamifop to zebrafish (Danio rerio) embryos.
Chemosphere 236: 124590.

60



