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Oz

Bu ¢alismada tatli su salyangozu Lymnaea stagnalis, kadmiyumun sublethal konsantrasyonlarina (7.92 pg/L, 15.85 ug/L, 31.7 ug/L and
63.4 pg/L) maruz birakildi. Deneyde 7, 14, 21 ve 28 gunlik periyotlar sonunda L. stagnalis ovotestisleri alinarak histolojik preparatlari
hazirlandi. Kadmiyumun farkli konsantrasyonlarinda ovotestislerde meydana gelen histopatolojik degisiklikler 151k mikroskobunda
incelendi. Kadmiyum uygulamasi sonucunda; ovotestislerde, oosit gevrelerinde vakuollesme, spermatozoon sayisinda azalma,
spermatozoon ve yumurta hiicrelerinde dejenerasyon, asinus hiicrelerinde dejeneratif nekroz gibi degisiklikler gozlendi. Ovotestislerde
lezyonlarin siddeti artan kadmiyum konsantrasyonuna ve kadmiyuma maruz kalma siiresine bagl olarak paralel artis gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, kadmiyum, Lymnaea stagnalis, ovotestis.

Histological Changes in Ovotestis Tissues of Lymnaea stagnalis Exposed to Cadmium
Abstract

In this study, freshwater snail Lymnaea stagnalis was exposed to sublethal concentrations of cadmium (7.92 pg/L, 15.85 pg/L, 31.7 pg/1
and 63.4 pg/L-1). At the end of 7, 14, 21 and 28 day periods, ovotestis of L. stagnalis were removed for histological preparations.
Histopathological changes in ovotestis at different concentrations of cadmium were examined by light microscope. As a result of
cadmium application, vacuolization on oocyte circles, decrease in number of spermatozoan, degeneration of spermatozoan and egg
cells, degenerative necrosis in acinus cells were observed in ovotestis. The severity of the lesions in ovotestis increased parallel to the
cadmium concentration and the duration of exposure to cadmium.
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GiRiS

Agir metaller sucul ekosistemdeki organizmalari dogrudan
veya dolayli olarak tehdit etmektedir. Sucul organizmalarda
uzun yillar birikerek besin zincirinde Ust trofik seviyelere
kadar taginmaktadir. Toksik agir metallerden biri olan kad-
miyum, toprak ve suya hizla sizarak dip ve ylizey sularini
kirletmektedir (1). Sucul ortamlardaki organizmalar tarafin-
dan alinarak organizmada birikim ve toksisiteye neden
olmaktadir (2-8). Kadmiyumun dusik derisimleri, duyarl
canli tirlerinde embriyonik gelisiminin engellenmesine,
Uremenin durmasina, gelisimin yavaglamasina ve mortalite-
ye neden olurken toleransi yilksek olan tirlerde, besin
zinciri yoluyla Ust basamaklara daha derisik olarak aktaril-
maktadir (9).

Gastropodlar arasinda Lymnaea tirleri, gesitli toksik
maddelerin ve agir metallerin fizyolojik sliregler tGzerindeki
etkilerinin arastirilmasi gibi toksikolojik calismalarda yaygin
olarak kullanilan canlilardir (10, 11). Calisma konumuzu
olusturan L. stagnalis, genis cografik dagilimi, kimyasal
analiz i¢in uygun biylkligu ve agir metal birikimi igin blylk
kapasitesi ile agir metal kirliliginin iyi bir gdstergesi olarak

Dicle Univ Vet Fak Derg 2020;13(1):48-51

kabul edilmektedir (9, 11, 12). L. stagnalis’in geng ve yetis-
kin bireylerinde Cd’un toksik etkisi 6zellikle bliyiime, gelis-
me, lireme, embriyonik gelisim, yasama siresi, popilasyon
ve osmoregiilasyon lzerine olumsuz yonde etki etmektedir
(2,13).

Histopatolojik calismalar, gevresel kirleticilerin salyan-
gozlarin ovotestis gibi hedef organlarinda meydana getirdigi
hicresel degisikliklerin belirlenmesinde 6nemli bir para-
metre olarak 6nem tasimaktadir. Bu nedenle agir metallere
maruz kalan salyangozlarin ovotestisleri, cevre faktorleri ile
erkek ve disi Greme hiicreleri arasindaki etkilesimleri histo-
lojik olarak incelemek icin uygun bir modeldir (14). Histopa-
tolojik calismalarda, kadmiyumun ovotestiste birikimi sonu-
cunda, oosit gevrelerinde vakuollesme, spermatozoon sayi-
sinda azalma, spermatozoon ve yumurta hicrelerinde deje-
nerasyon, asinus hiicrelerinde dejeneratif ve fokal nekroz
gibi degisikliklere neden oldugu gérilmektedir. Agir metal-
lerin salyangozlarda birikimi sonucunda ovotestis dokulari-
na ciddi zararlar verdigi, histolojik ¢alismalarla tespit edil-
migtir (14).

Bu galismada, L. stagnalis’e farkl dozlarda ve farkh si-
relerde kadmiyum verilerek, kadmiyum birikim oranlarina
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bagli olarak ovotestis'te meydana gelen histopatolojik degi-
siklikler incelenmis ovotestis lizerine olan etkisinin histolojik
olarak arastirilmasi amacglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Lymnaea stagnalis Egirdir GolU'nlin kiylya yakin sig bolgele-
rinden toplandi. Laboratuvara getirilen 6rnekler, akvaryum-
lara yerlestirilerek 22 + 1°C sicaklikta, 8 saat aydinlik 16 saat
karanlhk periyotta 15 giin boyunca laboratuvara alismalari
saglandi. Deneyde kullanilan suyun ortalama degerleri; pH
7.92 + 0.50, Ca 67.5 mg/L, Fe 0.61 mg/L, Mg 7.15 mg/L,
NO3 2.85 mg/L, NO2 0.23 mg/L, ¢bzinmis oksijen 7.5 %
0.38 mg/l, toplam klorid 0.15 mg/l ve iletkenlik 353
us/cm.’idi. Akvaryumlar deney sirasinda her gin oksijen ile
suyu doyurmak icin hava kompresoriine bagh hava taslariy-
la havalandirildi. Salyangozlar deney boyunca taze marul
yapraklariyla glinde bir kez beslendi.

Adaptasyondan sonra salyangozlar 5 gruba ayrildi.

e Grup |. Cd konsantrasyonuna maruz birakilmayan
kontrol grubu

e Grup Il. 7.92 pg//L Cd konsantrasyonuna maruz bi-
rakilan grup

e Grup lIl. 15.85 pg//L Cd konsantrasyonuna maruz
birakilan grup

e Grup IV. 31.7 ug//L Cd konsantrasyonuna maruz bi-
rakilan grup

e Grup V. 63.4 pg//L Cd konsantrasyonuna maruz bi-
rakilan grup

Cd’un sublethal konsantrasyonlari, L. stagnalis igin
1585 ug/L olarak verilen 96 saatteki LC50 degerinin 1/25,
1/50, 1/100 ve 1/200’ U olarak belirlendi (14). Dinlendirilmis
su ve havalandirma cihazi iceren cam kavanozlara her grup-
tan 15 salyangoz yerlestirildi.

Deney diizenegi hazirlandiktan sonra kontrol gruplari
disindaki gruplara kadmiyum (99.95%, Sigma-Aldrich,
202908) sublethal dozlari ilave edildi ve deneysel siireg 28
gunde tamamlandi. Histopatolojik incelemeler igin 7, 14, 21
ve 28 gilinlik tedavi silirelerinden sonra, her bir gruptan
beser salyangoz alindi. Salyangozlar, 50 mg/l MS-222 (3-
aminobenzoik asit etil ester metan silfonat tuzu, Sigma
A5040) sollisyonu iginde anestezi altina alindi ve disseksi-
yonlari yapildi.

Salyangozlarin ovotestis dokulari bir hafta siire ile
%10’luk formalinde tespit edildi ve 24 saat akar gesme suyu
altinda bekletildi. Etil alkol ile dehidre edilen dokular ksilol-
de seffaflastirildi. Parafin banyolarindan sonra parafin blok-
lara alinan dokulardan mikrotom (Leica) araciligl ile 5 um
kalinhginda kesitler alindi. Dokular Harris'in hematoksilin
¢Ozeltisi, Merck (Darmstadt, Almanya) ve eosin boyasi ile
boyandiktan sonra 15tk mikroskobu (Eclipse 80i, Nikon) ile
incelenerek fotograflari ¢ekildi (Digital Sight DS-2Mv, Nikon,
Tokyo, Japan). Hazirlanan preparatlarda histopatolojik ince-
lemelerin yari kantitatif skorlamasi, (-) yok, (+) dusuk, (++)
sik, (+++) cok sik seklinde uygulandi (15).

Kadmiyuma Maruz Birakilan Lymnaea stagnalis’in Ovotestis...

BULGULAR

Kontrol Grubu

Kontrol grubunun (Grup 1) ovotestisi, dis tarafta(tek tabakali
yassl epitel ile kaphdir ve bez asinus olarak bilinen ¢ok sayi-
da oval sekilli folikiillerden meydana gelmistir. Her asinusta,
bir dizi oosit, birkag ovum ve spermatozoonlar bulunur (17).
Calismamizda kontrol grubunun (Grup |) ovotestisinde her-
hangi bir histopatolojik degisiklik gozlenmedi (Sekil 1).

Sekil 1. Lymnaea stagnalis’in kontrol grubu ovotestis dokulari. O;
oosit, S; spermatozoon. H&E

Deney Gruplan

Deneyin 28 ginliik stirecinde I, lll, IV ve V. gruplarda Cd
dozuna bagli olarak 6nemli dl¢iide histopatolojik degisiklik-
ler gozlendi. 7, 14, 21 ve 28. ginlerde Cd'ye maruz kalan
farkh ovotestis doku gruplarindan (grup I, lll, IV ve V) histo-
patolojik incelemelerin yari kantitatif skorlamasi Tablo 1'de
sunulmaktadir.

Tablo 1. Kadmiyuma maruz kalan farkli ovotestis doku gruplarinin (grup II,
11, IV ve V) histopatolojik incelemelerinin semi kantitatif skorlamasi

Histopatolojik Giinler Cd Uygulanan Gruplar
Degisiklikler Lo Il v %
7 - - + + +
Epitel dokuda 14 -4 + + ++
invajinasyon 21 - + ++ ++ ++
28 - ++ ++ ++ +++
7 - - - + ++
Oositlerde 14 -4 + ++ ++
dejenerasyon 21 - + ++ ++ +++
28 - ++ ++ +++ +++
7 - - - + ++
14 - + + ++ ++
Asinuslerde bozulma 21 i N - - -
28 - ++ ++ +++ +++
7 - - + + +
Sitoplazmada 14 - + + ++ ++
vakuollesme 21 - + + ++ ++
28 - ++ ++ +++ +++
7 - - - + +
Piknoktik hiicre artigi 14 -4 + + ++
21 - + ++ ++ ++
28 - ++ ++ +++ +++

-yok, + disuk, ++sik, +++ ¢ok sik
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Deneyde 7. giiniin sonunda 7.92 pg/L Cd konsantras-
yonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (Grup II); ovo-
testis sitoplazmasinda lekelenmeler, 15.85 pg/L Cd kon-
santrasyonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (lIl.
Grup); ovotestis sitoplazmasinda vakuollesmeler, 31.7 pg/L
Cd konsantrasyonuna maruz birakilan salyangoz grubunda
(Grup IV); hafif dejenere olmus ovositler, 63.4 pg/L Cd kon-
santrasyonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (Grup
V); dejenere olmus ovum ve dejenere olmus spermatozoon-
lar gézlenmistir.

Deneyde 14. giiniin sonunda 7.92 pug/L Cd konsantras-
yonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (Grup Il); intra-
foliktler bolgelerde vakuollesme (Sekil 2A), 15.85 pg/L Cd
konsantrasyonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (lll.
Grup); oositin gevresinde daha vakuollesme, dejenere ol-
mus oosit (Sekil 2B), 31.7 ug/L Cd konsantrasyonuna maruz
birakilan salyangoz grubunda (Grup IV); ovotestis sitoplaz-
mas! yogun lekelenmeler vakuollesmeler (Sekil 2C), 63.4
ug/L Cd konsantrasyonuna maruz birakilan salyangoz gru-
bunda (Grup V); oositin gevresinde sik vakuollesme, sper-
matozoon sayisinda azalma, hiicresel dizeyde degisiklikler
belirlenmistir (Sekil 2D).

Sekil 2. (A) 7 92 pg/L Cd konsantrasyonuna maruz blrakllan
Lymnaea stagnalis’in 14. glinde ovotestis dokusu, (B) 15.85 pg/L Cd
maruz birakilan salyangoz grubu, (C) 31.7 pg/L Cd maruz birakilan
salyangoz grubu, (D) 63.4 pg/L Cd maruz birakilan salyangoz grubu.
(O; oosit, DO; dejenere 6l ovum, S; spermatozoon, V; vakuol,
DEO; dejenere ovum, DS; dejenere spermatozoon). H&E.

Deneyde 21. giiniin sonunda 7.92 ug/L Cd konsantras-
yonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (Grup Il); intra-
folikiler bolgelerde vakuollerde asiri artis, 15.85 pg/L Cd
konsantrasyonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (lll.
Grup); oositin ¢evresinde daha sik vakuollesme, dejenere
olmus ovumlar, 31.7 ug/L Cd konsantrasyonuna maruz
birakilan salyangoz grubunda (Grup IV); ovotestis sitoplaz-
masinda daha yogun lekelenmeler ve blyik vakuollesme-
ler, 63.4 pg/L Cd konsantrasyonuna maruz birakilan salyan-
goz grubunda (Grup V); 6zellikle oositin ¢evresinde daha sik
vakuollesme, spermatozoon sayisinda azalma, hiicresel
dizeyde degisiklikler belirlenmistir.

Kadmiyuma Maruz Birakilan Lymnaea stagnalis’in Ovotestis...

Deneyde 28. giinin sonunda 7.92 pg/L Kadmiyum
konsantrasyonuna maruz birakilan salyangoz grubunda
(Grup Il); ovotestiste dejenerasyon (Sekil 3A), 15.85 pg/L Cd
konsantrasyonuna maruz birakilan salyangoz grubunda (lll.
Grup); dejenerasyon silrerken asinus duvarlarindan ayrilmis
sekilsiz oositler (Sekil 3B), 31.7 pg/L Cd konsantrasyonuna
maruz birakilan salyangoz grubunda (Grup 1V); Greme hiic-
relerinde asiri derecede bozulma ve dokudaki bitiin asinus-
larda nekroz (Sekil 3C), 63.4 pg/L Cd konsantrasyonuna
maruz birakilan salyangoz grubunda (Grup V); dejenerasyon
ilerlerken spermatozoonlar tahrip olmus, asinus duvarlarin-
dan ayrilmis sekilsiz oositler tespit edilmistir. Epitel doku-
nun invajine oldugu ve bazi asinilis hicrelerinin iginin bos
oldugu gorilmastir. (Sekil 3D).

Sekil 3. (A) 7.92 pg/L Cd konsantrasyonuna maruz birakilan Lymnaea
stagnalis’in 28. glinde ovotestis dokusu, (B) 15.85 pg/L Cd maruz
birakilan salyangoz grubu, (C) 31.7 pg/L Cd maruz birakilan salyangoz
grubu, (D) 63.4 pg/L Cd maruz birakilan salyangoz grubu, (O; oosit,
00; ovum, S; spermatozoon, DO; dejenere 6li ovum, V; vakuol, DS;
dejenere spermatozoon). H&E.

TARTISMA VE SONUC

Pulmonatlarla ilgili yapilan galismalarda, epitelyal absorbsi-
yonun bir sonucu olarak salyangoz dokularinda, biyik mik-
tarlarda agir metal akiimilasyonu olustugu ve bu canlilarin
toksikolojik ¢alismalar igin uygun organizmalar oldugu belir-
tilmektedir (4, 17-19). Ayrica, Cd kirlilig§ine maruz kalan
salyangozlarda biylime, ireme, embriyonik gelisim, popi-
lasyon ve histopatoloji Gizerine olumsuz yénde etkiler goz-
lenmistir (2, 13). Histopatolojik biomarkirlar, cevre kirliligine
maruz kalan salyangoz populasyon sagliginin incelenmesin-
de, gesitli antropojenik ve dogal kirlenmelerin biyobelirteg-
leri olarak yaygin sekilde kullanilabilmektedir (6, 19, 20).

Bu calismada, Cd’a maruz kalmis Lymnaea stagnalis
ovotestislerinde; dejenere olmus ovotestisler spermatozo-
onlar gézlenmistir. Ozellikle oositlerde kiiciilme, oosit ¢ev-
resinde vakuollesme, sekil bozukluklari, spermatozoon
sayisinda ciddi azalma, Greme hiicrelerinde dejenerasyon
ve asinls hicrelerinde dejeneratif nekrozlar gibi énemli
histopatolojik degisiklikler gorilmustar.

Bu toksik etkiler, farkli salyangoz tirleri tizerine yapi-
lan agir metal ve pestisit calismalariyla uyum icindedir (2, 6,
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20, 21). El-feky, F. (21), Tributyletin uyguladigi Lymnaea
natalensis orneklerinde hem sperm hem de yumurtada
dejenerasyonu gozlemistir. Physa fontinalis'te ise dejene-
rasyon sadece olgun oositlerde degil oogenezisin bitin
asamalarinda devam ettigi belirtilmistir (20). Bakir silfata
maruz birakilmis Biomphalaria glabrata ovotestislerinde
erkek tireme hiicrelerinde dejenerasyon ve spermatozoala-
rin sayisinda genel bir azalma, oositlerde dejenerasyon ve
boyutlarinda kiigilme goértlmustir (2, 20). CuS04'a maruz
kalan Physa acuta’da ovotestiste, hiicresel diizeyde degisik-
likler ve vakuolizasyon, sperm ve yumurtalarda dejeneras-
yon, ireme hiicrelerinde yogun tahribat ve acinus hiicrele-
rinde dejeneratif nekroz tespit edilmistir (6).

Sonug olarak yapilan histopatolojik ¢alismadan elde
edilen bulgular, kadiyumun akiimilasyon miktari ile histo-
patolojik degisiklikler arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
diisindirmektedir. Bu degisiklikler, sucul canhlarin saglik
durumunun yani sira belirli bir ortamdaki suyun kalitesini
ortaya cikarmak iginde kullanilabilir. Bu ¢alismanin histopa-
tolojik gozlemleri Cd un sublethal konsantrasyonlarinin
Lymnaea stagnalis’in ovotestislerinde yikici etkilere neden
olduguna isaret etmektedir.

Tathsu salyangozlar konusunda agir metallerin olustur-
dugu histopatoljik galismalar ¢ok az sayidadir. Bu ylizden agir
metallerin sucul organizmalar lzerinde olusturdugu histopato-
lojik calismalara daha fazla agilik verilmelidir. Salyangozlarin
hedef hicrelerindeki metal diizeylerinin degerlendirilmesi,
cevresel izleme programlari icin umut vericidir.
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