Kafkas Univ Vet Fak Derg

RESEARCH ARTICLE
16 (Suppl-B): S361-S368, 2010
DOI:10.9775/kvfd.2010.2678

Hormonal Cinsiyet Doniisiim Metodu Kullanarak Monoseks
Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss) Uretimi

Tulin ARSLAN * ¢ Erdogan GUVEN ** Muhammed Ali BALTACI **

* Mugla Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik Bliimii, TR-48000 Mugla - TURKIYE
*## [stanbul Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Sapanca Igsu Uriinleri Uretimi Aragtirma ve Uygulama Birimi,
TR-54600 Sakarya - TURKIYE

Makale Kodu (Article Code): KVFD-2010-2678

Ozet

Bu calismada, dolayli hormonal cinsiyet dénisim metoduyla tamamu disi gékkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
yetistirmekte kullanilan erkeklestirilmis disi anaclarin olusturulmasi icin uygun hormon protokolu arastiriimistir. Bu amacla anag
olarak kullanilacak larvalar ilk yem alma asamasindan itibaren 600 giin-derece slresince kilograminda 1, 2 ve 3 mg 17a-
metiltestosteron (MT) iceren yemlerle beslenmiglerdir. Ya da, degisik yaslardaki keseli larvalar tek ve 48 saat araliklarla 2 ile 6
adet ikiser saatlik 0.5 mg I'' MT banyosuna tabi tutulmuslardir. Kontrol grubuna ise hormon verilmemistir. Oral MT
uygulamalarinin her U¢ dozu da tamami erkek veya tamamina yakini erkek gékkusag! alabaligi Gretmekte etkili bulunurken,
yapilan banyo uygulamalarinin tamami benzer basariy1 yakalayamamis ve ¢ogu sadece az sayida interseks bireyin olusmasina
sebep olmustur. Deneme baliklart 16 aylikken yapilan kontroller oral yolla yiksek dozda MT verilen baliklarin dusik dozda MT
verilen baliklara goére daha dusik oranda kanalli fonksiyonel erkeklerden olustugunu géstermistir. Ayrica yiksek MT dozunun
gonad buyukluguni olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Sonuc olarak calisma, gékkusagi alabaliginda erkeklestirilmis disi
anaclarin elde edilmesinde oral MT uygulamalarinin daha basarili ve istikrarli sonuclar Urettigini géstermistir. Yiuksek MT
dozlarinin hem sperm kanal gelisimini hem de gonad gelisimini olumsuz yoénde etkileyebileceg@ini ortaya koymustur. Ayrica farkli
su sicakliklarinda larvalarin maruz kaldigi gercek MT dozunun degisen metabolik hiz dolayisiyla farkl olabilecegini isaret etmistir.

Anahtar soézciikler: Gékkusagi alabaligi, Oncorhynchus mykiss, Hormonal cinsiyet déntistim metodu,
17a-metiltestosteron

Monosex Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Production
by Means of Hormonal Sex Reversal Method

Summary

In this study, efficient hormone protocol for establishment of masculinized female brood stock, which was used in monosex
female rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) production, was investigated. Starting from first feeding, larva that was going to be
used as brooders fed formula diets containing 1, 2 and 3 mg 17a-methyltestosterone (MT) for 600 degree-days. Otherwise, sac
fry at various ages were immersed once and 2 to 6 times into 0.5 mg I" MT baths for 2 h with 48 h intervals. While oral MT
treatments were effective to produce all or almost all male populations at all 3 dosages, none of the bath treatments achieved a
similar success and most yielded only a few intersex individuals. Control of oral administration fish at 16 months of age showed
that fish masculinized by giving the highest MT dosage contained lower ratio of functional males with complete sperm ducts than
fish masculinized by giving the lowest MT dosage. Additionally, high MT dosage was determined to have adverse effect on gonad
size. In conclusion, the results of the study showed that oral MT administrations produce more successful and consistent results
for the production of masculinized female brooders. They demonstrated that high MT dosages can adversely affect both sperm
duct development and gonad size in sex reversed fish. Furthermore, it was discussed that the actual dosages of MT that larva
were exposed could vary at different water temperatures depending on variable metabolic rates.
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GIRIS

Hizla artan diinya ntfusunun besin ihtiyacini karsila-
mak, var olan sinirh kaynaklarin stirdirilebilir kullani-
mini gerektirmektedir. Bu sebeple diinyanin pek ¢ok
gelismis Ulkesi tarimda, hayvancilikta ve su Urlnleri
yetistiriciliginde kaynak kullanimini artirmadan retim
verimini artirmak amaciyla biyoteknolojik metotlar kul-
lanmaktadir. Ornegin iilkemizde entegre tretimi yapilan
tek tatlisu baligi olan gokkusagi alabahgi, Oncorhynchus
mykiss Walbaum 1792, yetistiriciliginde ¢ogu gelismis
Glke Uretimin tamamini monoseks disi populasyonlar
kullanarak yapmaktadir 2. Clnki gokkusagi alabaligi
erkekleri birinci yas icerisinde sekstel olgunluga erisme-
ye baslarlar. Erginlesmeyle birlikte besinlerle alinan
enerjinin blyuk bir kismi blyime yerine gonad gelisi-
mine yonlendirildiginden, erkeklerde biylime yavaslar,
kaslarda depolanan glikojen miktarinin azalmasina para-
lel olarak et kalitesi diiser *. Monoseks disi alabalik yumur-
tasini yurt disindan getirtebilen biliylk Ureticiler, Kayseri,
Sivas ve Fethiye-Mugla civarindaki bazi isletmeler disin-
da, lilkemizde ¢ogu Uretici monoseks kiltiir yapma-
maktadir 3. Zira ilkemizde gokkusagi alabaligi ortalama
250 gr agirlikta pazarlanmakta ve bu agirliga 8-12 aylik
slirede ulasabilmektedir. Fakat ozellikle Greme sezonuna
yakin dénem olan Sonbahar baslarinda yapilan satislarda,
gonadlarin gelismesine paralel olarak ikincil cinsiyet
karakterleri belirginlesen (renkleri koyulasmaya ve ¢ene-
leri uzamaya baslayan) erkekler kolaylikla ayirt edilebil-
mekte ve bu durum Ureticilerin bu donemde pazarlama
sorunlari yasamasina sebep olmaktadir. Bunun yaninda,
son yillarda Karadeniz’de ve igsularda ag kafeslerde
yetistirilen ve Salmon olarak pazarlanan kiloluk ve tzeri
gokkusagi alabalig yetistiriciligi giderek artmaktadir.
Kiloluk veya daha biylk gokkusagi alabaligi tGretiminin
ekonomik olabilmesi ise biraz 6nce belirtilen sebepten
dolayl ancak monoseks kiiltir teknolojisinin uygulan-
masi ile mimkinddr.

Androgenez, ginogenez, hibritlestirme, elle se¢cim
gibi gesitli monoseks tretim tekniklerine gére ekonomik
olmasi, ylksek teknoloji ve uzmanlik gerektirmemesi
veya kendilesme gibi istenmeyen genetik yan etkilerinin
olmamasi nedeniyle balik yetistiriciliginde en ¢ok tercih
edilen monoseks populasyon retim teknigi hormonal
cinsiyet dénusim (hormonal sex reversal) metodu
olmustur >*7, Baliklarin esnek (¢evresel ve hormonal fak-
torlerin etkisine agik) cinsiyet degisim mekanizma-
larindan ® faydalanilan bu teknik, direkt ve dolayli olmak
Gzere iki farkh sekilde uygulanilir. Direkt uygulamada,
embriyonik veya larval gelisimin erken evrelerinde, gonad-
larin somatik bliylimesi sirasinda, sitolojik degisiminden
(primordial Greme hiicrelerinin oogonia veya sperma-
togonia’ya dénisimiinden) 6nce, banyo veya agiz

yoluyla verilen cinsiyet hormonlari vasitasiyla gonadal
cinsiyetin yonu, genetik cinsiyet belirleme mekaniz-
masinin aksi ydninde degistirilir. Ekonomik balik tur-
lerinin yetistiricilig§inde ise hormonal cinsiyet dénisim
metodu genelde dolayli olarak uygulanir »’. Cunku
dolayli uygulamada her yeni jenerasyonun Uretimi igin
hormon kullaniimasi gerektirmediginden direkt uygula-
maya gore daha az gevresel etki olusmakta ve pazara
sunulan Urln Uzerinde hi¢ hormon kullanilmamis olmasi
dolayisiyla olasi tiketici tepkilerinden kaginilabilmek-
tedir. Dolayli hormonal cinsiyet dontsiim uygulamasinda,
hormonlarla cinsiyeti degistirilmis bireyler (genotipik ve
fenotipik cinsiyeti farkli bireyler) anag olarak kullanilarak
monoseks populasyonlar iretilir 2”. Ornegin insandaki
gibi disi homogametik (XX disi/XY erkek) cinsiyet belir-
leme mekanizmasina sahip olan gokkusagi alabaliginda
tamami disi populasyonlar liretmek icin keseli larvalara
banyo yoluyla ° veya keseyi tiiketip serbest yizmeye
baslayan larvalara agiz yoluyla * arzu edilen cinsiyete
degil, karsi cinsiyete ait hormonlar verilerek énce
gonadal (fenotipik) cinsiyeti degistirilmis bireyler (XX
erkekleri ya da erkeklestirilmis disiler) olusturulur. Nor-
mal disilerden (XX disileri) elde edilen yumurtalarin, bu
erkeklestirilmis disilerden elde edilen ve yalnizca disilik
kromozomu (X) tasiyan spermle déllenmesi yoluyla da
tamami disi populasyonlar Uretilir 2.

Ulkemiz alabalik treticilerinin tamami disi Gretim
teknolojisini uygulamasi, sonbahar aylarinda porsiyonluk
satislarinda yasanan pazarlama sikintilarinin dnlenmesi
yaninda kiloluk veya daha buylk alabalik Giretiminde
verimin artirilmasina yardimci olacaktir. Ayrica, yetistiri-
cilerimizin tamami disi alabalik yumurtasi igin yurt disi kay-
naklara bagimlihiginin, bu yolla yurt disina déviz akisinin
ve yurt disindan getirilen yumurtalardan kaynaklanabi-
lecek hastalik tehlikesinin ortadan kaldirilmasina da
olanak saglayacaktir. iste bu éngoriler dogrultusunda,
tamami disi gokkusagi alabaligi tGretim teknolojisini
Ulkemiz Ureticilerinin yaygin bir sekilde kullanimlarina
yardimci olmak amaciyla istanbul Universitesi, Su Uriin-
leri Fakiiltesi, Sapanca igsu Uriinleri Uretimi Arastirma
ve Uygulama Birimi’nde, Mugla Universitesi, Su Uriinleri
Fakultesi isbirligiyle 2007-2008 retim doneminden
itibaren calismalara baslaniimistir. Bu ¢alismalarda do-
layh hormonal cinsiyet donisim metoduyla tamami disi
gokkusagi alabaligl Giretmek icin gerekli olan erkekles-
tirilmis disi anaglarin olusturulmasi igin uygun hormon
protokoll arastirilmistir. Bu raporla, birimimizde gergek-
lestirilen bu 6n ¢alismalarin sonuglari paylagiimaktadir.

MATERYAL ve METOT

istanbul Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Sapanca
icsu Uriinleri Uretimi Arastirma ve Uygulama Birimi’nde



gerceklestirilen bu ¢alismada, birimde Gretilen yumur-
tadan yeni ¢ikmis, besin kesesini tiiketmek lzere veya
tuketmis gokkusagi alabahgi larvalari kullaniimistir. Lar-
valara sentetik erkeklik hormonu olan 17a-metil-
testosteron (MT, Sigma M 7252) oral yolla ve banyo yolu
ile verilmistir (Tablo 1). Oral uygulamalarda, larvalar ilk
yem alma asamasindan itibaren 600 glin-derece siiresince
kilograminda 1, 2 ve 3 mg MT igceren yemlerle besle-
nilmistir. Banyo uygulamalarinda, degisik yaslardaki
keseli larvalara tek ve 48 saat araliklarla 2 ile 6 adet
ikiser saatlik 0.5 mg I'* MT banyosu verilmistir. Kontrol
grubuna banyo veya oral yol ile hormon verilmemistir.
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daki hormonlar uzaklastiriimistir. Hormon uygulamalari
sonrasi yavrular gonad gelisiminin tespit edilebilecegi
buytkltklere (100 g tizeri) ulagincaya kadar 16 m”lik agik
alan beton havuzlarda bakilmislardir.

Hormon uygulamalarindan bir sonraki lreme sezo-
nunda, gonad gelisiminin tamamlandigl bilinen 10. ay
sonrasinda yeterli buyikliklere ulasan deneme baliklari,
hormon uygulamalarinin gonad gelisimi Gzerindeki et-
kisini degerlendirmek iizere 6rneklenmistir. Ornekle-
melerde, uygulamalarin her tekrarindan rasgele olarak
50-120 adet balik alinmistir. Orneklenen baliklarin énce

Tablo 1. 2007 ve 2008 yularinda gékkusagt alabaliginda fenotipik cinsiyeti yénlendirmede kullanitan 17a-

metiltestosteron (MT) uygulamalart (N=1000)

Table 1. 17a-methyltestosterone (MT) treatments given in 2007 and 2008 in order to change the direction of sex

differentiation in rainbow trout (N=1000)

Uygulama Yili

ve Sekli Syadians

Uygulama Baslangicindaki
Larval Gelisim Asamasi

2007 Kontrol -

2007 Oral

2007 Banyo

2008 Kontrol -

2008 Oral 600 glin-derece boyunca 3 mg MT kg™ yem
2 saatlik tek 0.5 mg I MT banyosu
2 saatlik tek 0.5 mg I'* MT banyosu
2008 Banyo 2 saatlik tek 0.5 mg I'* MT banyosu

48 saat arall, 2 saatlik 2 periyodik 0.5 mg I'* MT banyosu
48 saat arall, 2 saatlik 2 periyodik 0.5 mg I* MT banyosu

600 guin-derece boyunca 1 mg MT kg™ yem
600 glin-derece boyunca 2 mg MT kg™ yem

48 saat arali, 2 saatlik 3 periyodik 0.5 mg I* MT banyosu
48 saat arall, 2 saatlik 6 periyodik 0.5 mg I'* MT banyosu

Yeme yeni kalkan
Yeme yeni kalkan

410 glin-derece
410 glin-derece

Yeme yeni kalkan

480 glin-derece
550 glin-derece
620 glin-derece
550 glin-derece
620 glin-derece

Calismada kullanilan MT hassas teraziyle tartildiktan
sonra, %96’lik etil alkol icersinde ¢ozdirillerek stok
soltisyonlari (1 mg/ml) hazirlanmistir. Stok soltsyonlar
uygulamalar boyunca koyu renkli 6rnek siselerinde +4°C
de saklanmistir. Oral uygulamalarda, stok sollisyondan
alinan hormonun yeme homojen bir sekilde karismasini
saglamak icin her kilogram yeme katilmasi gereken
miktar, 250 ml, %96’lik etil alkol icersinde seyreltildikten
sonra sirekli karistirarak kiigiik hacimlerde yeme eklen-
mistir. Bu islem sonrasinda nemlenen 300, 500, 700,
1000, 1200 um alabalik yavru yemleri (sirasiyla %57-50
ham protein, Trouw Nutrition TR) havadar ve direkt gi-
nes 15181 almayan, los bir yerde 24 saat havalandirilarak
icerisindeki alkolden ve nemden arindirilmistir. iceri-
sindeki alkol ugurulan ve iyice kuruyan yemler kapakh
yem kovalari igersinde serin ve los bir alanda korunmustur.

Banyo uygulamalari larvalara Kaliforniya tipi kulucka
kanallarinda verilmistir. Kanallardaki su hacmi litrede 20
larva olacak sekilde ayarlanmis ve banyo sliresince su
girig vanalari kapatilmistir. iki saatlik banyo siiresi sonun-
da ise, vanalar agilarak su degisimi yoluyla kanal suyun-

abdominal masaj (sagim) yoluyla sperm verip vermedigi
kontrol edildikten sonra, baliklar yiiksek dozda anestetik
(2-phenoxyethanol) ile éldirilerek, agirhiklar 0.1 g ve
toplam boylari 1 mm hassasiyetle Olglilmistir. Daha
sonra, bir bistiri yardimiyla abdomenleri agilarak, gonad-
lari bir bltin halde gikarilmis ve %10’luk nétralize edil-
mis formalin icersinde fikse edilmistir.

Fikse edilen gonad 6rneklerinden fast green boyasi
ve gonadal-ezme metodu kullanilarak yas preparatlar
hazirlanmistir *°. Yas preparatlarin mikroskobik inceleme-
siyle gonadlar gozlemlenen hiicre tiplerine ve i¢ morfo-
lojik 6zelliklerine gore disi, erkek veya interseks olarak
siniflandiriimistir.

iki bin yedi yili oral MT ve kontrol uygulamalarinda,
orneklemelerden arta kalan baliklar sperm kanali geli-
simi ve cinsiyet donlsimiinin islevselliginin degerlen-
dirilebilmesi igin buyltilmeye devam edilmislerdir. Bu
baliklardan birinci yaslarindaki Greme sezonu sonunda
(16. ayda), sagim yoluyla sperm elde edilmeye calisi-
larak, kanalli (fonksiyonel) erkek bireylerin oranlari tes-
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pit edilmistir. Sagimla sut veren ve vermeyen erkekler-
den onar adedi yiksek dozda anestetik (2-phenoxy-
ethanol) ile éldurdlerek, agirliklari 0.1 g ve toplam boy-
lari 1 mm hassasiyetle 6l¢lilmistir. Daha sonra, bir bis-
turi yardimiyla abdomenleri agilarak, gonadlari bir bitiin
halde gikarilip, 0.1 g hassasiyetle tartiimis ve gonado-
somatik indeksleri (GSi = (Gonad agirhgi*100/Toplam
vicut agirhgl) hesaplanmistir.

Veriler SAS (Statisitical Analysis System, Carry, NC,
USA) yaziliminin 8.2 versiyonu kullanilarak analiz edil-
mistir. Deneme gruplarinin boy, agirlik ve GSI ortala-
malari arasinda fark olup olmadigi ¢ift yonli ANOVA
testi kullanilarak belirlenmistir. ANOVA testinin deneme
gruplarinin ortalamalari arasinda istatistiki belirgin
(P<0.05) farklar isaret ettigi durumlarda, ortalamalar
Duncan ¢ogul aralik testi kullanilarak gruplara ayriimistir.
Deneme gruplarinin cinsiyet oranlarinin dengeli %50 disi:
%50 erkek oranina uyum gosterip gostermedigi veya
kontol gruplarinin cinsiyet oranlarina benzerligi G testi
(log likelihood ratio test) kullanilarak belirlenmistir *.

BULGULAR

Kullanilan hormonlar, uygulanan dozda gokkusagi
alabaliginda toksisiteye sebep olmamistir. Hormon uygu-
lanan tim deneme gruplarinin yasam oranlari kontrol
grubununkine benzer degerler (%70) gdstermistir. On
ikinci ayda yapilan tetkikler, 2007 yili deneme grupla-

rinin boy ve agirlik artislarinda istatistiki olarak belirgin
(P<0.05) farklar oldugunu géstermistir (Tablo 2). Oral
yolla diisik dozda (1 mg kg™* yem) MT verilen grubun
blyumesi kontrol grubuna benzer kalirken, oral yolla
yuksek dozda (3 mg kg* yem) MT verilen grubun kontrol
grubundan daha yavas blyUdiga tespit edilmistir. Peri-
yodik MT banyolarinin ise blylimeyi olumsuz etkiledigi
ve bu iki gruptaki baliklarin hem kontrol hem de oral MT
gruplarindaki baliklardan ki¢lk oldugu gorilmistir
(Tablo 2).

On besinci ayda yapilan tetkikler, 2008 yili deneme
gruplarinin da boy ve agirlik artiglarinda istatistiki olarak
belirgin (P<0.05) farklar oldugunu gostermistir (Tablo 3).
Bir grup harig, yine tim tek veya ¢ift MT banyosu verilen
baliklarin agirliklarinin, kontrol ve oral MT gruplarindaki
baliklardan daha disiik oldugu goérilmdstir. Kontrol,
oral MT ve 620 glin-dereceden itibaren ¢ift MT banyosu
gruplarindaki baliklarin agirliklari benzer bulunurken,
620 gilin-dereceden itibaren tek veya ¢ift MT banyosu
verilen gruplardaki baliklarin kontrol ve oral MT grubun-
dan daha uzun oldugu tespit edilmistir (Tablo 3).

Oral MT uygulamalarinin her Gg¢ dozu (1, 2 ve 3 mg
kg™* yem) tamami erkek veya tamamina yakini erkek gok-
kusagi alabaligi Gretmekte etkili olmustur (Tablo 4). MT
banyo uygulamalari ise %2.4-6.8 oraninda interseks
bireyin olusmasina sebep olmus, ama erkek oranlarinda
%50'yi asan belirgin bir artis yaratmamistir (Tablo 4).
Diger yandan 2008 yili kontrol grubunun cinsiyet orani

Tablo 2. 2007 yilinda gerceklestirilen 17a-metiltestosteron (MT) uygulamalarinin 12 aylik gokkusagt alabaliginin biiyiimesi tizerine
etkileri. Aynt siitunda farkl kiigiik harflerle isaretlenmis olan ortalamalar istatistiki belirgin farklar géstermektedir (P<0.05)

Table 2. Effects of 17a-methyltestosterone (MT) treatments administered in 2007 on the growth of 12 month old rainbow trout.
Means in the same column followed by different lower case letters are significantly different (P<0.05)

Uygulama N Ort. Agirlik (g) Ort. Boy (cm)
Kontrol 117 193.2+32.1° 25.2+16°
1 mg MT kg™ yem 102 197.0+44.6 25.3+24°
3 mg MT kg* yem 98 166.0+38.9°" 245+2.3*
410 glin-dereceden itibaren 48 saat arali, 3 periyodik MT banyosu 106 149.5+29.9 « 24.0+19°*
410 glin-dereceden itibaren 48 saat arali, 6 periyodik MT banyosu 107 14524227 © 227422

Tablo 3. 2008 yilinda gerceklestirilen 17a-metiltestosteron (MT) uygulamalarinin 15 aylik gbkkusagt alabaliginin
gonad gelisimi ve bliyiimesi lizerine etkileri (N=100). Aynt stitunda farkl. kiiciik harflerle isaretlenmis olan ortalamalar

istatistiki belirgin farklar gostermektedir (P<0.05)

Table 3. Effects of 17a-methyltestosterone (MT) treatments administered in 2008 on the growth of 15 month old
rainbow trout. Means in the same column followed by different lower case letters are significantly different (P<0.05)

Uygulama Ort. Agirlik (g) Ort. Boy (cm)
Kontrol 306.1+45.9° 27.8+14 «
2 mg MT kg™ yem 300.9+60.0 27.9+1.6
480 glin-derecede tek MT banyosu 263.5+38.9 * 27.7+14¢
550 glin-derecede tek MT banyosu 260.8+33.8 = 28.1+1.3 b«
620 glin-derecede tek MT banyosu 270.7£66.9®° 28419
550 glin-dereceden itibaren 48 saat arali, 2 periyodik MT banyosu 253.1+38.1°¢ 28.1+14¢*
620 glin-dereceden itibaren 48 saat arali, 2 periyodik MT banyosu 307.7+504 ° 28.6+14*




dengeli %50 disi: %50 erkek cinsiyet oranindan hafifce
sapma gostermistir (%39.8 erkek, Tablo 4). Kontrol gru-
bunun disi agirlikli cinsiyet orani ile karsilastirildiginda,
550 glin-derecede verilen tek ve 550 glin-dereceden
itibaren verilen 48 saat arali ¢ift MT banyolarinin disi
birey oraninda istatistiki olarak belirgin (P<0.05) diusise
(%60.2’den sirasiyla %45.9 (Gp/Gr = 8.202/8.584) ve
%36.6'ya (Gp/Gt = 10.396/10.554)) sebep oldugu tespit
edilmistir.

Hormon uygulamalarindan sonraki lireme sezonunun
basinda (12. ayda) yapilan kontrollerde, kontrol grubu-
nun %45.7’si abdomene yapilan yumusak masajla sperm
verirken, oral veya banyo yoluyla hormon verilen balik-
larin sadece %3-7.5’inden sagimla sperm elde edile-
bilmistir. Ureme sezonu sonunda (16. ayda) yapilan kont-
rollerde ise, 600 glin-derece boyunca 1 mg MT kg™ yem-
le beslenen tamami erkek grubun %54.7’sinin sagimla
st verdigi gozlenmistir. Ayni siire yiksek dozda (3
mg kg*) MT iceren yemle beslenen grubun ise, sadece
%26.4’tnden sagimla sit elde edilebilmistir (Tablo 5).
Ayrica sagimla sit vermeyen bireylerin bliylimesinin
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sagimla sit verenlere gore daha iyi oldugu ve kullanilan
MT dozu arttikga hem bliyliimenin yavasladigi hem de
GSi’nin diistigi tespit edilmistir (Tablo 5).

TARTISMA ve SONUC

Erkeklik hormonlari anabolik etkiye sahip oldugun-
dan yasal izin verilen llkelerin hayvan yetistiricileri tara-
findan blytmeyi destekleyici olarak kullanilabilmektedir *2.
Balik yetistiriciliginde bu amagla kullanilmamakla bir-
likte, hormonal cinsiyet déntsim calismalari andro-
jenlerin dustk dozlarinin baliklarda da biuyimeyi destek-
leyici etkiye sahip oldugunu, ama yliksek dozlarinin
aksine bliyimeyi yavaslattigini gostermistir *°. Bizim
calismamizda sentetik erkeklik hormonu MT oral yolla
verildiginde 1 mg kg* yem dozunda biyime Uzerinde
herhangi bir etki olusturmazken, 3 mg kg* yem dozunda
blylimeyi yavaslatmis gorlinmektedir. Daha ilginci banyo
yoluyla verildiginde, dusik dozda (0.5 mg I*) bile biyi-
me Ulzerinde olumsuz etki géstermis goriinmesidir.
Kuzey Amerika kitasina 6zgi glines baliklariyla yapilan

Tablo 4. 17a-metiltestosteron (MT) uygulamalarinin gokkusagt alabaliginin cinsiyet oranlart lizerine etkileri. Yiizde oranlarun takip
eden degerler 2 tekrara ait +SS’yt gostermektedir, * P<0.05 ve ** P<0.001

Table 4. Effects of 17a-methyltestosterone (MT) treatments on sex ratios of rainbow trout. Values following the percentages show

+SD belonging to 2 replicates, * P<0.05 and ** P<0.001

Uygulama

vili Uygulama N  %Erkek %interseks % Disi G
Kontrol 102 45.1 0.0 54.9 0.982
1 mg MT kg™ yem 85 100.0 0.0 0.0 1134 **
2007 3 mg MT kg* yem 98 98.0 2.0 0.0 116.3 **
410 glin-dereceden itibaren 3 periyodik MT banyosu 93 51.6 4.0 444 0.097
410 glin-dereceden itibaren 6 periyodik MT banyosu 98 531 4.0 429 0.368
Gp/GT
Kontrol 47+5 39.8+0.3 0.0 60.2+0.5 3.909 */3.911
2 mg MT kg* yem 32+¢1 984+23  1.6+23 0.0 7842 **[78.42 **
480 glin-derecede tek MT banyosu 50+0 44.0+11.3 0.0 56.0£11.3 1.443/4.053
2008 550 gtin-derecede tek MT banyosu 501 51.1+44  3.0+4.2 45.9+4.4 0.641/1.023
620 glin-derecede tek MT banyosu 43+6 49.5+0.8 0.0 50.5+0.8 0.012/0.021
550 glin-dereceden itibaren 2 periyodik MT banyosu  45+1 56.6£3.6  6.8+6.5 36.6+3.6 1.605/1.763
620 giin-dereceden itibaren 2 periyodik MT banyosu  42+4 453+1.5  2.4£0.2 52.3+1.5 0.191/0.226

Tablo 5. 2007 yiinda gergeklestirilen oral 17a-metiltestosteron (MT) uygulamalarinin 16 aylik gbkkusagt alabaliginda gonad
gelisimi ve blyiime (zerine etkileri. Aynt stitunda farklt kiiciik harflerle isaretlenmis olan ortalamalar istatistiki belirgin farklar
gostermektedir (P<0.05)

Table 5. Effects of oral 17a-methyltestosterone (MT) treatments administered in 2007 on the gonad development and growth of 16
month old rainbow trout. Means in the same column followed by different lower case letters are significantly different (P<0.05)

Uygulama N Grup Grup % Orani  GSi (N=10) Ort. Agirhk (g) Ort. Boy (cm)
: Sagimla sperm veren erkek 54.7 1.9£15° 274.2+58.5 & 27.4+25"
1
1 ) BT L 37t sl Sagimla sperm vermeyen erkek 453 2.1£15° 375.2458.7 ° 30.9£1.6°
: Sagimla sperm veren erkek 264 2.8+19° 210.0+32.8 ¢ 247+16°¢
1
3mgMTkgtyem | 144 | o ila sperm vermeyen erkek 736 03:01°  29204261° 29.4+1.0 *
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hormonal cinsiyet dénisiim calismalarinda da, uygula-
malar sonrasinda yapilan degerlendirmelerde periyodik
banyolar seklinde disiik dozda MT verilen baliklarin oral
yolla yliksek dozda MT verilen baliklardan ve kontrol
grubundan daha kiguk kaldigr gortalmdistiar **. Ama
uygulamalarin bitiminden birkag ay sonra yapilan deger-
lendirmeler, telafi biylimesinin gerceklestigini ve bu
durumun MT dozuyla degil banyo uygulamalari sirasinda
baliklarin yogun stoklanmasi ve hareket ettirilmesi
sebebiyle olusan stres kaynakli olabilecegini goster-
mistir. Bu ¢alismada deneme baliklarinin biiylimesi
uygulamalarin bitiminden ¢ok sonra (12 ve 15. aylarda)
degerlendirilmistir. Fakat ne banyo yoluyla nede oral
yolla yiksek dozda MT verilen baliklarin daha kiigik
kalmasi direkt olarak MT dozu veya uygulama sekliyle
ilgili olmayabilir. Clinkii MT uygulamalari sonrasi, dene-
me gruplarinin stok yogunluklari ve besleme oranlari siki
bir sekilde denetim altinda tutulmamistir.

Hormonlarla fenotipik cinsiyetin basarili bir sekilde
yonlendirilmesi ve fonksiyonel olarak fenotipik cinsiyeti
degistirilmis bireylerin elde edilmesi hormon uygulama-
sinin gonadal gelisime bagli zamanlamasina, uygulama-
nin siresine, kullanilan hormonun tirine ve dozuna
baglidir *. Gonadlarin sitolojik degisimi larvalarin serbest
ylzme asamasina denk gelen ** Pasifik salmonlarinda (O.
kisutch ve O. tshawytscha), larvalara ilk yemlemeden
itibaren oral yolla verilen hormonlar ¢ok gesitli sonuglar
Gretmis ve genelde fenotipik cinsiyeti yonlendirmede
basarisiz olmustur *. Gonadlarin somatik biylime (mitotik
bélinmeler) asamasina denk gelen yumurtalarin med-
yan acilmasi (ayni zamanda dollenen yumurtalarin yari-
sinin agiimasini tamamladig evre) sirasinda verilen kisa
(2 saatlik) ve distk dozlardaki androjen veya Ostrojen
banyolari ise fonksiyonel olarak tamami erkek veya tama-
mi disi populasyonlar Gretmekte basarili olmustur **,
Bu dislik dozda, kisa sireli hormon uygulamalarindan
elde edilen yiksek basari, uygulamalarin gonadlarin
fizyolojik olarak hormonlarin etkisine en duyarli oldugu
donemde verilmis olmasina ve verilen steroidlerin sal-
mon larvalarinin nispeten biyiik besin kesesi tarafindan
absorbe edilerek, banyo uygulamalarindan ¢ok sonra
bile larvalara aktarilabilmesine baglanmistir *.

Buna karsilik gonadlarin sitolojik degisimi (mayoz
bolinmeler) larvalarin serbest yizmeye basladigi ay
icersinde gerceklesen Atlantik salmonu, Salmo salar **,
ve gokkusagi alabaliginda *%, ilk yemlemeden itibaren
oral yolla verilen erkeklik ve disilik hormonlari fenotipik
cinsiyeti yonlendirmede basarili sonuglar Gretmistir **.
Fakat bu yolla erkeklestirilen bireylerde sperm kanali
olusmadigi rapor edilmistir ***. Bu durum uygulamalarin
zamanlamasiyla da iliskilendirildiginden, gonadal degisi-
min hem somatik hem de sitolojik elementlerini etkile-

yebilmek igin her iki tirde de keseli larval dénemde
banyo yoluyla steroid uygulamalari yapilmistir. Atlantik
salmonu ile yapilan ¢alismada %, yumurtalarin medyan
acllmasindan sonraki 2 ve 3. veya 3 ve 4. haftalarda
(déllenmeden 570-690 giin-derece sonra) verilen lger
saatlik 2 adet 0.4 mg I* 17a-metildihidrotestosteron
banyolarinin %100 erkek populasyonlar Gretmekte etkili
oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu yolla Uretilen erkek-
lestirilmis disilerin %84-92 oraninda fonksiyonel, kanall
bireylerden olustugu rapor edilmistir 2. Gokkusagi
alabahgl yumurtalarina (agilmadan 1 hafta 6nce) ve lar-
valarina (medyan agilmada, agilmadan 1 veya 2 hafta
sonra) verilen tek veya birer hafta arali 2 ila 4 adet, 2
saatlik 0.4 mg I MT banyolari ise %16-76 oraninda
erkeklesmeye sebep olmustur ve bu yolla erkeklestirilen
disilerin %60-100 oraninda kanalli fonksiyonel birey-
lerden olustugu rapor edilmistir °. Ayrica banyo uygula-
malari igin en uygun zamanin medyan agilmadan 1 hafta
(dollenmeden yaklasik 425 gin-derece) sonra oldugu
bildirilmistir °. Ayni hormonun 410 ile 620 glin-derece
arasinda biraz (%25) yiiksek dozda verildigi bu calismada
ise, tek veya periyodik MT banyolarinin higbiri erkek
oranlarinda %50’yi asan istatistiki olarak belirgin bir artis
yaratamamistir. Calismada keseli larval donemde verilen
MT banyolarinin etkisiz kalmasi, isletmenin nispeten yik-
sek su sicakliklari (12-14°C) dolayisiyla deneme balikla-
rinin artan gelisim hizina bagl olabilir. Clnk{ baliklar
sogukkanli canlilar olduklarindan, baliklarda gelisim hizi,
dolayisiyla gelisimin zamanlamasi ve siiresi su sicaklik-
larina bagh farkhliklar gosterebilir *. Banyo uygulama-
larinin daha basarili sonuglar verdigi onceki ¢calismada ®,
yumurta ve larvalar 11.5°C’de bakilmislardir. Oysa yapi-
lan ¢alismada su sicakliklari 12-14°C arasinda degisim
gostermistir. Yuksek gelisim hizlarinda, primordial
gonadlarin fizyolojik olarak hormonlarin etkisine en
duyarh oldugu kisa dénem banyo uygulamalarina bas-
ladigimiz 410 gilin-derece dncesinde gergeklesmis ola-
bilir. Bununla birlikte, yliksek gelisim hizi nedeniyle besin
kesesinin hizla tiiketilmesi, ayrica periyodik banyolarinda
daha sik araliklarla (1 hafta yerine 48 saat) verilmesi
calismamizda larvalarin maruz kaldigi gergcek MT dozu-
nun daha 6nceki ¢alismada ° kullanilan dozdan sadece
%25 degil, cok daha yiksek olmasina da sebep olmus
olabilir. MT 6strojene aromatize olabilen bir androjen
oldugundan %, yiksek dozlarda MT’nin kisa sureli
uygulamalarda erkeklesme oranlarinda diisiis ve hatta
disi oranlarinda artisa (paradoksal disilesme) sebep
oldugu gorulmistir *?*. Nitekim daha 6nceki calismada ®
banyo sayisi arttikca erkeklesme oranlarinda azalma
oldugunu gozlenmis ve bu durumu banyo uygulama-
larinin etkisinin artan banyo sayisiyla azalmasi seklinde
yorumlanmistir. Fakat ¢alismamizda hem tek hem de
periyodik banyolarin basarisiz olmasi, bu durumun ban-



yo sayisindan ¢ok larvalarin maruz kaldigi gercek MT
dozu ile baglantili oldugunu isaret etmektedir.

Ote yandan, kesenin tiiketilmesine dogru (550 giin-
dereceden itibaren) verilen tek veya ¢ift MT banyolari
disi oranini %60.2’den sirasiyla %45.9 ve %36.6'ya dlisir-
mustir. Fakat tamami erkek populasyonlar olustu-
ramamistir. Kesenin tiiketiminden itibaren oral yolla
verilen uzun sireli (600 gilin-derece boyunca) MT uygu-
lamalari ise tamami veya tamamina yakini erkek popu-
lasyonlar tretmekte etkili olmustur. Bu sonuglar, gelis-
mekte olan gonadlarin keseli larval dénem sonrasinda
hormonlarin etkisine agik kaldigini, ama basari sonuglar
icin uygulamalarin daha uzun sireli olmasi gerektigini
isaret etmektedir.

Bununla beraber, keseli larval dénem sonrasi bas-
latilan uzun sireli uygulamalarda da kullanilan MT
dozunun iyi ayarlanmasi bliylik 6nem tasimaktadir. Daha
once gokkusagi alabaligi veya diger tirlerde yapilan
calismalar yiksek dozda uzun siireli androjen uygu-
lamalarinin kisirliga varan sonuglar dogurabilecegini
ortaya koymustur *%. Yapilan ¢alisma sonuglari da, sperm
kanali gelisiminin kullanilan MT dozuyla iliskili ola-
bilecegini ve yiksek MT dozlarinin sagimla sperm veren,
kanalli erkek oranini azaltabilecegini gostermektedir.
Ayrica yliksek MT dozu kullanilarak erkeklestirilmis disi-
lerde GSi’nin de distiigii gérilmistir. Bitiin bunlar géz
online alindiginda, oral uygulamalar igin uygun MT doza-
jinin 1 mg kg™ yem veya altinda oldugu distnulebilir.
Fakat banyo uygulamalarinda oldugu gibi oral uygula-
malarda da metabolik hizi, dolayisiyla tiiketilen yem
miktarini ve larvalarin maruz kaldigi gercek androjen
dozunu su sicakliklarinin belirleyecegi ve uygun dozun
calismadakinden farkli su sicakliklarinda farkli olabilecegi
unutulmamalidir.

Sonug olarak, calismamiz gokkusagi alabaliginda
erkeklestirilmis disi anaglarin Uretilmesinde oral MT
uygulamalarinin daha istikrarli sonuglar verdigini gos-
termistir. Ayrica yliksek MT dozlarinin sperm kanali geli-
simi ve GSi'yi olumsuz yénde etkiledigini ortaya koymus-
tur. Dahasi ¢alisma sonuglari farkli su sicakliklarinda
larvalarin maruz kaldigi gercek MT dozunun degisen
metabolik hiz sebebiyle farkli olabilecegini isaret et-
mektedir. Bu sebeple, ¢alismada en iyi sonucun alindigi
protokol olan besin kesesini tiiketen larvalari ilk yemle-
meden itibaren 600 glin-derece sliresince kilograminda
1 mg MT bulunan yemle besleme, ¢alismanin yapildig
su sicakliklarina (12-14°C) benzer su sicakliklarina sahip
isletmelere onerilir. Farkli su sicakliklarina sahip isletme-
lerin kullandiklari MT dozunu kendi kosullarina gore
optimize etmeleri gerekebilir.
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