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OZET

Donax trunculus Tiirkiye i¢in ekonomik degeri ve yurtdisina pazarlanma potansiyeli ¢ok yliksek olan
bir ¢ift kabuklu tlirtidiir. Kiiltlirlerinin de yapildig1 goz oniline alindiginda ¢ift kabuklularin {ireme
biyolojisi ve ozellikle de ovogenezi ile ilgili aragtirmalar ayr1 bir 6oneme sahiptir. Ovaryum ve
ovogenezin sitolojik ve histolojik yonden aragtirilmasi bir canlinin iireme sistemi hakkinda temel bilgi
saglar. Bu baglamda bu c¢alismada Donax trunculus’un ovogenez siireci 151k mikroskobu diizeyinde
arastirilmistir. Sile (Istanbul) popiilasyonuna ait drneklerin ovaryum dokusundan alinan kesitler
hematoksilen-eozin (HE) ve fosfotungistik asit-hematoksilen ile boyanmis ve incelenmistir.
Ovogonyumlarin mitozla sayilarini artirmalari, vitellogenik ovositlerde nukleolar halka olusumu,
nukleus zar1 kalinlasmasi ve amfinukleolus yapisi gibi sitolojik oOzellikler ilk kez
fotograflanabilmistir. Ovosit folikiil hiicre iligkisi her evredeki ovositlerde gdzlenmistir. Ovosit
dejenerasyonunun baskin olarak orta ve ge¢ vitellogenik ovositler ile olgun ovositlerde meydana
geldigi belirlenmistir. Donax trunculus’da hem vitellogenez tipini tespit etmek hem de folikiil
hiicrelerinin ovogenezdeki ayrintili roliinii agiga ¢ikarmak igin isaretleme teknikleri ve enzim
aktivitesine yonelik histokimyasal yontemlerin kullanilacagi ¢calismalar yapilmalidir.

Anahtar kelimeler: Donax trunculus, Ovosit, Ovogenez, Sitoloji

ABSTRACT

Donax trunculus is a bivalve species with high economic value and potential for international
marketing in Turkey. Considering their cultivation, research on the reproductive biology, particularly
oogenesis, of bivalves holds significant importance. Investigating the cytological and histological
aspects of the ovary and oogenesis provides fundamental information about the reproductive system
of an organism. In this context, this study investigates the oogenesis process of Donax trunculus at
the light microscope level. Sections taken from the ovarian tissue of samples belonging to the
population of Sile (Istanbul) were stained with hematoxylin-eosin and phosphotungstic acid-
hematoxylin and examined. Cytological features such as the increase in the number of oogonia
through mitosis, formation of nucleolar rings, thickening of the nuclear membrane and the structure
of the amphinucleolus in vitellogenic oocytes have been photographed for the first time. Oocyte
follicle cells association has been observed at every stage of oocyte development. It has been
determined that oocyte degeneration primarily occurs in middle and late vitellogenic oocytes and
mature oocytes. Studies should be conducted in Donax trunculus to determine both the type of
vitellogenesis and to elucidate the detailed role of follicle cells in oogenesis, using labeling techniques
and histochemical methods targeting enzyme activity.
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1. GIRIS

Birlesmis Milletler (BM) Niifus Birimi diinya niifusunun 15 Kasim 2022 tarihi itibartyla 8 milyara
ulastigini bildirmis ve bu rakamin 2030 yilinda 8.5 milyar, 2050 yilinda 9.7 milyar ve 2100 yilinda
ise 10.4 milyar olacagini 6ngdrmiistiir (BM, 2022). Diinyamizin siirekli artmakta olan bu niifusu
beslemesi gereklidir. Igeriginde fazla miktarda protein bulunan hayvansal su iiriinleri beslenmede
alternatif protein kaynagi olarak oldukca 6nem kazanmistir. Baliklardan sonra en ¢ok tiiketilen su
iiriinlerinin basinda bazi ¢ift kabuklu (Bivalvia) tiirleri gelmektedir. Bu nedenle, ekonomik degere
sahip ¢ift kabuklu tiirlerinin kiiltiirlerinin de yapildig1 goz oniine alindiginda (Eversole, 1989), ¢ift
kabuklularin tireme biyolojisi ve dzellikle de ovogenezi ile ilgili aragtirmalar ayr1 bir 6neme sahiptir.

Ovogenezin temel 6zelliklerinden bir kismi1 hayvanlar aleminde hemen hemen ayni olsa da ovositin
yapisal, kimyasal ve fizyolojik 6zellikleri bakimindan degisik gruplar arasinda farkliliklar mevcuttur.
Bu farkliliklar evrimsel agidan énemlidir ve suda yasayan canli tiirlerinin dagilimini ve bollugunu,
diger bir ifadeyle lireme basarisimi etkiler (Young, 1990; Eckelbarger, 1994). Ovogenez sirasinda
besin maddelerinin ovosite tasinmasi, ovositte yumurta sarisinin biyosentezi ve birikimi
programlanmig bir tarzda meydana gelir (Eckelbarger ve Young, 1999). Ovogenez siirecinin
anlasilmasi iireme sistemi hakkinda temel bilgi sagladigindan, sitolojik ve histolojik arastirmalarin
yapilmasi ilgili canlinin iireme biyolojisinin agiga ¢ikarilmasinda en dogru yaklasimdir. Gerek
dogadan avcilik yoluyla elde edilen gerekse yetistiricilik yoluyla iiretimleri yapilan ¢ift kabuklu
tiirlerinin lireme biyolojisinin anlagilmasi, bunlarin sagladiklari ekonomik katkiy1 artiracaktir. Bu
nedenle, bu ¢calismada Tiirkiye i¢in ekonomik degeri ve yurtdisina pazarlanma potansiyeli ¢ok yiiksek
olan (Colakoglu, 2014) ¢ift kabuklu tiirii Donax trunculus’un ovogenez siirecinin sitolojik olarak
arastirilmasi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

Ureme zamaninin yilin mart ve temmuz aylar1 arasinda oldugu (Deval, 2009; Zeichen ve ark., 2002)
bilinen Donax trunculus ornekleri nisan ve mayis aylarmda Istanbul’un Sile ilgesinde faaliyet
gosteren bir su {irlinleri isletme tesisinden temin edildi. Uzunlugu 30 mm civarinda olan bireylerin
kapama kaslar1 kesilerek kabuklar1 a¢ildi. Mavi renkli ovaryuma sahip olmalar1 nedeniyle
makroskobik olarak cinsiyet tayini kolaylikla yapilan disilerden her ay i¢in rastgele 10 tanesi se¢ildi
ve her birinin ovaryumu cevresindeki dokulardan bir makas ile kesilerek ayrildi. Cikarilan
ovaryumlar Bouin fiksatifinde 24 saat siireyle oda sicakliginda tespit edildi. Rutin histolojik yontem
ile hazirlanan parafin bloklardan 3-4 pm kalinliginda kesitler alindi. Ovaryumun genel yapisini
belirlemek icin kesitler hematoksilen-eozin (HE) ve mordanlayici 6zelligi ile kollagene kolayca
girebilen, bu nedenle bag dokuyu boyayan fosfotungistik asit-hematoksilen ile boyandi (Pearse,
1968). Kesitler dijital kamera tastyan Leica ICC50 HD marka binokiiler 151k mikroskobuyla incelendi
ve fotograflandi.

3. BULGULAR

Ovaryum gelisiminin baginda ovogonyumlarin depo dokusu bakimindan zengin manto dokusu i¢inde
adaciklar seklinde kiimeler olusturdugu gozlendi (Sekil 1). Bu kiimelerde mitozla sayilarini arttiran,
ozellikle profaz olmak tizere mitozun degisik evrelerinde ¢ok sayida ovogonyumun var oldugu tespit
edildi (Sekil 2). Ovaryum gelisimi ilerledikge kiigiik, birbirine yakin asiniislerin olustugu goriildii; bu
asinlisler depo dokusu ile cevriliydi (Sekil 3). Gelismekte olan asiniisler ovogonyumlar,
previtellogenik oositler ile erken vitellogenik oositler ve bunlarla iliskili folikiil hiicreleriyle doluydu
(Sekil 4). Vitellogeneze baglayan ovositlerden bazilarimin leptoten evresinde olduklari, bu evreye
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0zgili kromatin yapisiyla anlasiliyordu (Sekil 5). Vitellogenik faza giren ovositlerde nukleolar halka
olusumu barizdi (Sekil 6). Nukleus zar1 kalinlasmis olarak gortiliiyordu (Sekil 7).

Sekil 1. Manto dokusundaki ovogonyum adaciklari (A) ve yeni olusan kiigiik bir asiniis (ok). Fosfotungistik
asit-hematoksilen; x100

Sekil 2. Ovogonyum adaciklarinda heniiz mitoz boliinmeye veya ovogeneze baslamamis ovogonyumlar (ok
bast) ve mitozun profaz evresindeki ovogonyumlar (ok). HE; x1000
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Sekil 4. Yeni olusan asiniislerde gelismekte olan ovositler (ok bast) ve folikiil hiicreleri (ok). HE; x400

Sekil 5. Leptoten evresinde bir ovosit (ok). HE; x1000
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Sekil 7. Vitellogeneze giren ovositlerde kalinlagmis goriinen nukleus zari (ok). HE; x1000

Vitellogenezin basinda ovositler (Erken vitellogenik ovositler) biiyliyerek asiniis liimenine dogru
cikint1 yapmaya ve eliptik sekil almaya baslamisti. Sitoplazmada birkag lipit damlas1 mevcuttu. Bu
ovositler de folikiil hiicreleri ile temas halindeydi (Sekil 8). Orta vitellogenik ovositlerde nukleus
germinal vesikiil haline gelmisti ve genellikle biiyiik bir nukleolus, bazi ovositlerde ise buna ilave
olarak bir veya daha fazla sayida kiigiik nukleolus icermekteydi. Biiylik nukleolus amfinukleolus
yapisinda olup farkli boyanma 6zelliklerine sahip iki kisimdan ibaretti; genellikle yan yana bulunan
bu kisimlardan koyu kisim (karyozom), daha genis olan agik kismin (plasmozom) bir tarafina kismen
gomiiliiydii, bazen de plasmozom iki veya ii¢ parcaliydi. Kii¢iik nukleoluslar ise tek kisimdan ibaret
olup, hemen hemen karyozomla ayn1 yogunlukta boyanmisti. Sitoplazmada ¢ok sayida yumurta sarist
graniilleri ve lipit damlas1 birikmisti. Ovosit ylizeyinde yumurta ortiisii olusmustu. Ovositin asiniis
limenine ¢ikint1 yapan kisminda (apeks) folikiil hiicresi yoktu. Ovosit bir sap kismi olusturup bu sap
ile asinar duvara baglyd1 (Sekil 9). Geg vitellogenik ovositlerde germinal vesikiilde tek bir biiytik
nukleolus ile ¢ok sayida nukleolusun varligi devam etmekteydi ve sap1 giderek incelmekteydi
(Sekil 10).
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Sekil 8. Bir folikiil hiicresi (ok bagi) ile temasta olan erken vitellogenik oositin (kalin ok) sitoplazmasinda yag
vakuolleri (ince ok) goriilmektedir. Hemosdlde ¢ok sayida hemosit (H) dikkat ¢ekicidir. AL: Asiniis liimeni.
HE; x1000

Sekil 9. Yeni olugmakta olan bir sap (ok) ile asinar duvara bagli bir orta vitellogenik ovosit. Yumurta ortiisii (ok
bas1) olugmustur, nukleus germinal vesikiil haline gelmistir, nukleolus amfinukleolus bi¢imini almistir. HE;
x1000

Sekil 10. Sap1 (S) giderek incelen geg vitellogenik ovositte karyozom (ok) ve plasmozomdan (y1ldiz) olusan
amfinukleolus ile kiigiik nukleoluslar (ok bast). HE; x1000
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Ovosit gelisimi sirasinda, daha ¢ok orta ve geg vitellogenik ovositler ile olgun ovositler olmak {izere
kimi ovositlerin bozulmaya (dejenerasyon) ugradigi goriildii. Dejenerasyon sirasinda yumurta
ortiisiiniin ovosit yiizeyinden ayrilmasi, nukleusun karyolize ugramasi ve sitoplazmanin ¢okmesi
dikkati ¢eken degisikliklerdi (Sekil 11). Hiicre zarinin ve yumurta Ortiisiiniin par¢alanmasi ile litik
materyalin asiniis liimeninde dagilmadan globiiler bir yapi olusturdugu goriildii. Litik materyal
civarinda heniiz yikilmamis veya fagosite edilmemis nukleuslara da rastlanmaktaydi (Sekil 12).

4
S
o

Sekil 11. Bozulan ovositte ovositten ayrilan yumurta ortiisii (ok), cokme nedeniyle koyu boyanan sitoplazma
(S) ve karyolize ugramig nukleus (N). HE; x1000

Sekil 12. Atrezyanin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan litik materyal (LM) ve civarindaki hemositler (ok). Ok bas1 ise
heniiz fagosite edilmemis bir nukleusu gostermektedir. HE; x1000

4. TARTISMA VE SONUC

Donax trunculus’un lireme periyodu histolojik olarak Bayed (1990), Neuberger-Cywiak ve ark.
(1990) ile Tirado ve Salas (1998) tarafindan 151k mikroskobu diizeyinde arastirilmistir. Ancak bu
calisma daha kapsamli yapilmis olup ovaryum gelisimi ve ovogenezin sitolojik 6zellikleri ortaya
konmustur. Ozellikle ovogonyumlarin mitozla sayilarin1 artirmalari, vitellogenik ovositlerde
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nukleolar halka olusumu, nukleus zar1 kalinlagmas1 ve amfinukleolus yapis1 gibi sitolojik 6zellikler
ilk kez bu ¢alismada fotograflanabilmistir.

Temel ovaryum yapist ve oogenezin genel Ozellikleri ¢ogu c¢ift kabuklu tiiriinde aynidir.
Previtellogenik ovositler, arastirilan diger tiirlerdeki gibi bir seri nukleus ve sitoplazma degisikligiyle
karakterize edilir. Nukleusun biiylimesi ve nukleolus icermesi, sitoplazmanin hacminin artarak asiniis
limenine dogru ¢ikint1 yapmasi, sentetik aktivite artisi ve buna bagli olarak hiicresel biiylimenin
basladiginin bir gostergesidir. Sitoplazmada rastlanan birka¢ protein yumurta sarisi graniilii de bu
sentezin kamitidir. Mytilus edulis (Pipe 1987), Pecten maximus (Dorange ve Le Pennec, 1989) ve
Pinna nobilis’de (De Gaulejac ve ark., 1995) ilk olarak previtellogenik ovositlerde goriilen nukleolar
halka Donax trunculus’da vitellogenik ovositlerde goriilmiistiir.

Nukleolusun biiyiikliigii, sayis1 ve organizasyonu ovositlerde olduk¢a degiskendir (Wourms, 1987).
Cift kabuklularda ovosit nukleusunda genellikle iki (Morse ve Zardus, 1997), Mytilus edulis (Pipe,
1987), Brachidontes virgiliae (Bernard ve ark., 1988), Pecten maximus (Dorange ve Le Pennec,
1989), Crassostrea gigas (Longo ve ark., 1993), Bathymodiolus childressi (Eckelbarger ve Young,
1999) ve Amiantis umbonella’da (Al-Mohanna ve ark., 2003) bir, Psidium amnicum (Araujo ve
Ramos, 1999) ve Mactra veneriformis’de (Chung ve Ryou, 2000) biri biiyiik digerleri kiigiik birkag
nukleolus bulunur. Donax trunculus’da ise ovositte genellikle bir, bazen daha kiigiik olmak {izere iki
veya daha fazla sayida nukleolus tespit edilmistir. Chung ve ark. (1998) Ruditapes philippinarum’da,
Araujo ve Ramos (1999) Psidium amnicum’da nukleolusun, karyozom ve plasmozomdan ibaret
amfinukleolus yapisinda oldugunu bildirmislerdir. Araujo ve Ramos (1999)’a gore yumusakgalarda
gelismekte olan ovositlerde olagan bir yap1 olan plasmozom, nukleus iceriginin artigi ile birlikte
ortaya cikan gecici bir yapidir. Yine bu arastiricilara gore, kiigiik nukleoluslar ana nukleolusun
(6nukleolus) tomurcuklanmasi ile olusur. Chung ve ark. (1998) Ruditapes philippinarum’da geg
vitellogenik ovositlerde dahi amfinukleolusun varligini izlemisler, karyozomun nukleus zarindan
sitoplazmaya atildigin1 ve yumurta sarist olusumuna katildigini bildirmislerdir. Isik mikroskobu
incelemelerinde Donax trunculus’da da birka¢ kiigiik nukleolus ile birlikte amfinukleolusun var
oldugu, varligin1 gec vitellogenik ovositlerde dahi siirdiirdiigli goriilmiistiir; ancak, karyozomun
sitoplazmaya atilarak yumurta saris1 olusumuna katildig1 gibi bir durum izlenmemistir.

Bugiine kadar incelenen tiim ovositlerde nukleus zarinda porlarin var oldugu ve sayilarinin sentez
aktivitesine paralel olarak arttig1 bildirilmistir. Nukleus zar1 previtellogenik ovositlerde diizken,
vitellogenik oositlerde girintili ¢ikintili olur. Bu durum ovosit nukleusuna loplu bir goériiniim verir
(Wourms, 1987). Tiim bu 6zellikler 151k mikroskobunda gozlenen nukleus zar1 kalinlasmasinin bir
aciklamasi olabilir.

Cift kabuklular icin tipik olan ovosit-folikiil hiicre iligkisi Donax trunculus’da da her evredeki
ovositlerde gozlenmistir. Folikiil hiicreleri ovogenez sirasinda sadece previtellogenik ve erken
vitellogenik ovositleri tamamen cevirir. Orta ve geg vitellogenik ovositlerle iliskisini, bu ovositlerin
sap kismu ile asiniis duvari arasinda veya bu ovositlerin bazal kismui ile asiniis duvar1 arasinda kalarak
stirdiirtir. Folikiil hiicrelerinin ¢ift kabuklularda ovogenezdeki fonksiyonu ¢ok iyi anlagilmamustir.
Pipe (1987) Mytilus edulis’de folikiil hiicrelerinin, muhtemelen gelismekte olan ovositler tarafindan
kullanilan materyalleri sentez edebilecegini ileri siirmistiir; ayrica, ovositlerle aralarindaki
desmozom benzeri baglantilara dayanarak, bu hiicrelerle ovositler arasinda kii¢iik molekiil ve iyon
aligverisi olabilecegini de vurgulamistir. Eckelbarger ve Young (1999), Bathymodiolus childressi’de
oldukca gelismis graniillii endoplazmik retikulum ve lizozomal sistem igeren folikiil hiicrelerinin
ovosit beslenmesinde muhtemel bir rol oynayabileceklerini ileri siirmiislerdir. Genel olarak, g¢ift
kabuklularda folikiil hiicrelerinin kafadan bacaklilar ve karindan bacaklilardakine gore daha az
biyosentetik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (De Jong-Brink ve ark., 1983; Eckelbarger ve
Blades-Eckelbarger, 1989). Bir cift kabuklu olan Sphaerium striatinum’da folikiil hiicreleri ovosit
tarafindan dogrudan resorbe edilir. Ayn1 durum karindan bacakli olan Lamellaria perspicua ve
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Crepidula fornicata’da da bildirilmistir (Eckelbarger ve Davis, 1996). Cift kabuklularda folikiil
hiicreleri sadece ovosit gelisiminin ilk evrelerinde ovositlerle temastadir; birka¢ folikiil hiicresi
previtellogenik ve erken vitellogenik ovositleri gevirir, ovosit ylizeyinde mikrovilluslar ve vitellin
ortli olugsmaya baslayinca folikiil hiicreleri gelismekte olan ovositlerin bazal kisminda ovosit
olgunlagincaya kadar kalir (Morse ve Zardus, 1997). Donax trunculus’da folikiil hiicreleri
ovogenezde, dogrudan proteosentetik bir rol oynamak yerine, Eckelbarger ve Davis’in (1996) de
Crassostrea virginica’nin folikil hiicreleri i¢in ileri stirdiigii gibi, hemolenften ovosite kiigiik iyon ve
molekiil gibi metabolitlerin akigini diizenleyerek ve/veya aracilik ederek ovositin etrafindaki
mikrocevreyi kontrol etme gdrevini iistlenmis olabilir (Yilmazer, 2005).

Ovosit dejenerasyonu yumusakgalar arasinda yaygin olarak gézlenen, ama az bilinen bir siirectir ve
bu konuyla ilgili makale sayis1 azdir (De Jong-Brink ve ark., 1983; Pipe, 1987; Dorange ve Le Pennec,
1989; De Gaulejac ve ark., 1995; Ituarte, 1997). Bu siireg ¢ift kabuklularda, ya ovosit sitoplazmasinin
vakuolizasyonu ve sivilagmasi olarak ya da gelisemeyen veya yumurtlanmayan ovositleri fagosite
etmek lizere asiniis llimenini iggal eden hemositler (amoebositler) tarafindan meydana getirilen bir
reaksiyon siireci olarak tanimlanmistir. Daha ¢ok ge¢ vitellogenik ovositler ile olgun ovositlerde
rastlansa da, ovosit dejenerasyonu ovosit gelisiminin her evresinde meydana gelebilmektedir.
Bununla birlikte, Biomphalaria glabrata ve Lymnaea’da sadece olgun ovositlerin dejenere oldugu
bildirilmistir (De Jong-Brink ve ark., 1983). Donax trunculus’da ise ovosit dejenerasyonunun baskin
olarak orta ve geg vitellogenik ovositler ile olgun ovositlerde meydana geldigi gézlenmistir. Ituarte
(1997) Eupera platensis’de ve Araujo ve Ramos (1999) Psidium amnicum’da asiniisler i¢inde litik
kalintilar ile bir arada bulunan nukleuslar gozlemisler ve bunlarin heniiz fagosite edilmeyen ovosit
nukleuslar1 oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada da ovaryum asiniislerinde litik kalintilar ile
beraber gozlenen nukleuslar heniiz fagosite edilmemis ovosit nukleuslar1 olabilir.

Sonu¢ olarak, ovogenezi 15tk mikroskobunda sitolojik olarak incelenen Donax trunculus’da
isaretleme teknikleri ve enzim aktivitesine yonelik histokimyasal yontemlerin kullanilacagi
caligmalar, hem vitellogenez tipini tespit etmek hem de folikiil hiicrelerinin ovogenezdeki ayrintilt
roliinii aciga ¢ikarmak i¢in gereklidir.
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