Kafkas Univ Vet Fak Derg _
18 (2): 227-234, 2012 RESEARCH ARTICLE

DOI:10.9775/kvfd.2011.5338

Fonksiyonel Erkeklestirilmis Gokkusagi Alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) Uretimi

TUlin ARSLAN *s°  Fatime ERDOGAN ** Mete ERDOGAN **

* Mugla University, Faculty of Fisheries, Department of Aquaculture, TR-48000 Mugla - TURKEY
** Mugla University, Ortaca Vocational School, Department of Fisheries, TR-48600 Mugla - TURKEY

Makale Kodu (Article Code): KVFD-2011-5338

Ozet

Bu calismada, sperm kanallari olan, abdominal masaj yoluyla gamet toplanabilen, fonksiyonel olarak erkeklestirilmis gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) anaci Uretimi icin uygun hormonal cinsiyet donisim proseddirl arastiriimistir. Bu amagla 4 grup
deneme yapilmistir. Oral uygulama grubunda, serbest ylizmeye baslayan post larvalar ilk yem alma asamasindan itibaren 600 derece-
glinstiresince kilograminda 1.0-3.0 mg 17a-metiltestosteron iceren yemlerle beslenilmistir. Banyo uygulama gruplarindaise, 0.5-1.0 mg
I 17a-metiltestosteron, 113-hidroksiandrostenedion ya da 17a-metildihidrotestosteron keseli larval dénem boyunca (dollenmeden
itibaren 370-560 derece-giin) kisa streli (2 saatlik) tek, 48 saat arali 2-3 ya da 1 hafta aral cift banyo seklinde verilmistir. Calisma
sonuglari, gokkusagr alabaliginda fonksiyonel erkeklestirilmis disi anag Gretimi icin en uygun hormon prosediriiniin dollenmeden
sonraki 470-800 derece-gun’leri kapsayan, periyodik banyolar veya periyodik banyolar ve diisiik dozda oral uygulamalar seklinde
bir prosedr olabilecegini, androjen banyolarinin fonksiyonel erkeklestirilmis disi anaclar Gretmekte daha etkili oldugunu, dusik
konsantrasyonlarda (<1 mg kg-' yem) verildiginde oral 17a-metiltestosteron uygulamalarinin da yiiksek oranda fonksiyonel erkek birey
Uretebilecegini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Oncorhynchus mykiss, 17a-metiltestosteron, 17a-metildihidrotestosteron,
11B-hidroksiandrostenedion, fonksiyonel hormonal cinsiyet degisimi

The Production of Functional Sex-Reversed Male Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss)

Summary

In this study, appropriate hormonal sex reversal procedure for the production of functional sex-reversed male rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) brooders with intact sperm ducts was investigated. For this purpose, 4 groups of experiment were conducted.
In oral administration group, free swimming larvae starting from the first feeding were fed 1.0-3.0 mg 17a-methyltestosterone kg-!
diets for 600 degree-days. In the remaining experimental groups, 0.5-1.0 mg I' 17a-methyltestosterone, 113-hidroksiandrostenedione
or 17a-methyldihydrotestosterone were administered throughout the sac fry stage (370-560 degree-days post fertilization) as short
(2 h) single, 48 h apart 2-3 or 1 week apart double baths. Results of the study demonstrated that appropriate androgen procedure for
the production of functionally masculinized rainbow trout females should be covering the 470-800 degree-days post fertilization, but
it could be periodic baths or periodic baths and oral administration of low concentrations, at low concentrations (<1 mg kg-' feed) oral
administration of 17a-methyltestosterone could yield high ratios of functional sex reversed males.

Keywords: Oncorhynchus mykiss, 17a-methyltestosterone, 17a-methyldihydrotestosterone,
11B-hidroksiandrostenedione, functional hormonal sex reversal
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Ulkemizde entegre kiiltiirii yapilan tek tatli su baligi  Gretimde tamami disi populasyonlar kullanmaktadir .
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birlikte yemle alinan enerjinin blyik bir kismi gonad
gelisimine yonlendirildiginden, erkeklerde biylime yavas-
lamakta, kaslarda depolanan protein ve lipit miktarlarin-
daki dususlere ve kas pigmentasyonunda degisime bagli
olarak et kalitesi de dlismektedir '3

Tek cinsiyetli balik populasyonlarinin tretiminde eko-
nomik olmasi, yuksek teknoloji ve uzmanlk gerektirme-
mesi ve homozigotluk oraninin artmasi gibi istenmeyen
genetik yan etkilerinin olmamasi dolayisiyla en ¢ok ter-
cih edilen Uretim teknigi, hormonal cinsiyet donisim me-
todudur ?#%. Pazara sunulan son Uriin izerinde hormon
kullanilmasini gerektirmediginden sofralik balik Greti-
minde bu metot dolayli olarak uygulanir >*7. Dolayli hor-
monal cinsiyet donusiim uygulamasinda, hormonlarla
cinsiyeti degistirilmis bireyler (genotipik ve fenotipik
cinsiyeti farkh bireyler) anag olarak kullanilarak ¢aprazlama
yoluyla tek cinsiyetli populasyonlar tretilir 247, Gokkusagi
alabaliginda caprazlama yoluyla tamami disi populas-
yonlar Uretmekte kullanilan erkeklestirilmis disi anaclar
yavrularin ilk yemleme asamasindan itibaren 60-90 glin
sureyle kilograminda 0.5-3 mg 17a-metiltestosteron ice-
ren yemlerle beslenmesiyle tretilmektedir '*#°. Bu pro-
sedir gonadal cinsiyeti basaril bir sekilde degistirmekle
birlikte, Gretilen erkeklerde sperm kanallari olusmamak-
tadir "1, Sperm kanallari olmayan erkeklestirilmis disiler-
den gamet elde etmek ancak gonadlarin ameliyatla viicut
disina cikarilmasiyla mimkiindir. Bu ylizdende gec ergin-
lesen ve 2-3 yilda blyutilen bu anaclar ancak bir defa
kullanilabilmektedir. Ayrica normal (genotipik) erkekler
gibi abdomene uygulanan yumusak bir basingla sperm
birakamadiklarindan gonadal olgunluklarinin 6nceden
kontrol edilmesi de miimkiin degildir. Viicut renginin ko-
yulasmasi, alt cenenin uzamasi gibi karakterler genotipik
erkeklerde oldugu gibi gonad olgunlugu hakkinda bil-
gilendirici olmakla birlikte, ikincil cinsiyet karakterleri iyi
gelismis erkeklestirilmis disilerin sperm kalitesi her zaman
ayni derecede iyi olmayabilmektedir 2. Bunun sebebi ola-
rak sperm kanali olmayan bu erkeklerde, spermin son
olgunlagma asamasini kanaldaki seminal plazma orta-
minda tamamlayamamasi gosterilmektedir '2. Bu nedenle,
erkeklestirilmis disi anacglardan elde edilen sperm kullanil-
madan once bir siire olgunlastirma soliisyonlarinda bek-
letilir. Aksi halde olgunlasmasini tamamlayamamis sper-
min yumurtalar délleme kapasitesi ¢cok diisiik olabilmekte
ve bu durum 6nemli ekonomik kayiplar yasanmasina yol
acmaktadir ™.

Gokkusagr alabaliginda ilk yemleme sirasinda gonad-
larin somatik gelisimi zaten baslamistir '*°, Sitolojik degi-
sim (primordial Greme hiicrelerinin oogonia veya sper-
matogonia’a dénlsiimu) veya ilk mayoz (primer oosit-
lerin olusumu) ise ilk yemlemeden sonra olmaktadir 7.
Dolayisiyla, ilk yemlemeyle baslatilan hormon uygulama-
larindan elde edilen erkeklestirilmis disilerde sperm kanal-
larinin olusmamasi uygulamanin zamanlamasi ile ilgili
bir sorun olabilir. Fonksiyonel, sperm kanallari olan erkek-

lestirilmis disi anaclar Gretmek i¢in hormon uygulamala-
rinin gonadlarin somatik degisimi sirasinda, keseli larval
dénemde baslatilmasi gerekebilir. iste bu éngérii dogrul-
tusunda gerceklestirilen arastirmamizin amaci fonksiyo-
nel, sperm kanallari olan ve abdominal masaj yoluyla
sperm birakabilen erkeklestirilmis disi gokkusagi alabaligi
anaci Uretimi icin uygun hormonal cinsiyet déntisim pro-
sediiriini arastirmaktir.

MATERYAL ve METOT

Bu arastirmanin saha calismalar Mugla ili, Fethiye ilce-
sinde yil boyu sabit sicaklikta (8.7+0.1°C) kaynak suyu ile
Uretim yapan ticari bir gokkusagi alabaligi kulugckahane
isletmesinde gergeklestirilmistir. Saha ¢alismalarina 2005
yili Aralik ay1 sonlarinda, gokkusagi alabaliginin bolgedeki
dogal Greme sezonu (Kasim-Ocak) icerisinde baslaniimis-
tir. Calismada, isletmede Uretilen degisik yaslardaki besin
keseli ve besin kesesini tiketmis larvalara dogal veya
sentetik androjenler (113-hidroksiandrostenedion (OHA,
Sigma A3009), 17a-metiltestosteron (MT, Sigma M7252),
17a-metildihidrotestosteron (MDHT, Sigma M5626)) oral
ya da banyo yolu ile verilmistir.

Oral veya banyo yolu ile hormon uygulamalari icin
gerekli miktardaki androjen hassas terazide tartildiktan
sonra %96'lik etanol icerisinde ¢6zdirilmis ve 1 mg
androjen ml”" konsantrasyonunda stok soltisyonlar hazir-
lanmistir. Hazirlanan bu stok sollisyonlar denemelerde
kullanilan konsantrasyonlara seyreltilerek hormonlu yem-
lerin hazirlanmasinda ve banyo uygulamalarinda kullanil-
mistir. Hormonlu yemler Arslan ve ark!nin ¢alismasinda *
tarif edildigi sekilde hazirlanmistir. Hormon banyolari lar-
valara 40 L hacimli plastik kiivetlerde verilmistir. Kiivetler
banyo uygulamalarindan hemen 6nce taze su ile dol-
durulmus, planlanan konsantrasyonda androjen iceren
stok sollisyonlar banyo suyuna eklenerek kuvvetli bir ha-
valandirmayla tim suya homojen bir sekilde karismalari
saglanmistir. Hormon banyolari sirasinda, keseli larvalar
isletmedeki dikey inkubatorlerden gézenekli tepsilerle
birlikte alinarak, banyo kiivetlerine yerlestirilmistir. iki
saatlik banyo siresi boyunca, kivetlerdeki su oksijen
tlplne bagh hava tasi vasitasiyla, biyik hava kabarciklari
olusmasina misaade etmeden hafifce havalandiriimistir.
Banyo suresinin sonunda, larvalar yine tepsiler icersinde
hormon banyosu kiivetlerinden cikarilarak, temiz su ile
birkag sefer yikanmis ve dikey inkubatorlerine geri yerles-
tirilmistir. Dikey inklbatorlerde besin kesesini tiiketen
larvalarin bakiminda ve oral yolla hormon uygulamalari
sirasinda 80x240 cm? boyutlarinda kapal alan, fiberglas
yapay yeme alistirma tanklari kullaniimistir. Bu tanklarda
1-2 g'a ulasan deneme baliklari gonad gelisimlerinin
degerlendirildigi buyukllklere ulasincaya kadar degisik
boyutlarda, acik alan beton havuzlarda bakilmislardir.
Beton havuzlarda biyltme siirecinde deneme baliklarina
hi¢ boylama yapilmamis, stoklama yogunluklari disiik
(<5 kg/m?) tutulmustur. Calisma stiresince deneme baliklari



blyukliklerine bagli olarak doyana kadar glinde 1-8 defa,
agiz acgikliklarina uygun buyuklikte %45-57 oranlarinda
ham protein iceren alabalik yemleriyle (Trouw Nutrition
TR) beslenilmistir.

Saha ¢alismalarinin ilk yilinda, sonraki yillarda anag ola-
rak kullanmak ve denemeleri tamami disi populasyonlar
Uzerinde yapabilmek amaciyla, mevcut hormonal cinsi-
yet degisim prosediri kullanilarak erkeklestirilmis disi po-
pulasyonlar Gretilmistir. Bu amacla, besin kesesini tiiketip,
serbest ylizmeye baglayan on biner adet post larva iki
tekrarl olarak ilk yemlemeden itibaren kilograminda 3 mg
MT iceren yemle 600 derece-gun siiresince beslenilmistir.

Saha calismalarinin ilk yilinda ve takip eden 2 yilin ireme
sezonlarinda, birbiriyle baglantih 3 grup banyo yoluyla
hormon uygulama denemesi yapilmistir. Bu denemelerde,
eksternal hormonlara en duyarli gelisim donemi olarak
rapor edilen ' yumurtalarin acilmasindan-dis beslenmeye
gecis donemi icerisindeki dort biner keseli larvaya yumur-
ta acilmasinin tamamlandigi 43. glinden (d6llenmeden
itibaren 370 derece-giin) baslanarak haftalik periyotlarda
0.5 mg I OHA, MT ya da 0.5-1 mg I MDHT iceren tek veya
iki farkli siklikta 2-3 hormon banyosu verilmistir (Tablo 1).
Kontrol gruplari hormon banyolari ile es zamanh olacak
sekilde ve hormon banyolariyla ayni miktarda etanol
iceren alkol banyolarina tabi tutulmustur. Calisma boyun-
ca yapilan tim denemeler 2 tekrarl olarak gergeklestiril-
mistir. Sadece son yildaki banyo denemelerinde 4 tekrarli
bir kontrol grubu kullaniimistir.

Calismanin oral hormon uygulamasi lizerine yapilan
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son grup denemesinde, mevcut hormonal cinsiyet degi-
sim prosedirine gore yeme katilan MT dozunun gok-
kusadi alabaliginin gonad gelisimi Uzerine etkileri arasti-
rilmistir. Bu denemede, besin kesesini tliketip serbest
ylzmeye baslayan on biner adet post larva iki tekrarh
olarak ilk yemlemeden itibaren kilograminda 1, 2 ya da 3
mg MT bulunduran yemler ile 600 derece-giin siiresince
beslenilmistir.

Hormon uygulamalarindan bir sonraki treme sezo-
nunda, gonad gelisiminin tamamlandigi bilinen 7-8. ay
sonrasinda, 100 g ve (izerine ulasan deneme baliklari hor-
mon uygulamalarinin gonad gelisimi Uzerindeki etkisini
degerlendirmek tizere 6rneklenmistir. Orneklemelerde,
uygulamalarin her bir tekrarindan rastgele olarak 100-
110 adet balik alinmistir. Orneklenen baliklar asiri dozda
anestetik (2-fenoksi ethanol) ile olduruldikten sonra
bir bistiiri yardimiyla abdomenleri aciimis ve gonad mor-
folojileri dnce makroskobik olarak incelenmistir. Makro-
skobik incelemeler sonrasi, biitiin halde ve hava kesesine
yapisik olarak cikarilan gonadlar %10°luk nétralize-forma-
lin icerisinde fikse edilmistir. Fikse edilen gonad 6rnek-
lerinden fast green boyasi ve gonadal-ezme metodu kul-
lanilarak yas preparatlar hazirlanmistir 7. Ayrica gonadal
dokunun detayl incelenebilmesi icin her bir hormon
uygulamasindan 5-10 baligin gonadlari kullanilarak Harris-
hematoksilen ve eosin ile boyanmis kalici preparatlar ha-
zirlanmistir. Yas ve kalici preparatlarin mikroskobik ince-
lemesiyle gonadlar gozlemlenen hiicre tiplerine ve ig
morfolojik 6zelliklerine gore disi, erkek veya interseks ola-
rak siniflandiriimistir.

Tablo 1. Gokkusagi alabaliginda fenotipik cinsiyeti degistirmede kullanilan 118-hidroksiandrostenedion (OHA), 17c.-metiltestosteron (MT) ve
17a-metildihidrotestosteron (MDHT) banyolarinin zamanlari, uygulama yogunluklari ve dozajlari

Table 1. Timing, intensities and dosages of 118-hydroxyandrostenedione (OHA), 17a-methyltestosterone (MT) and 170.-methyldihydrotestosterone

(MDHT) immersions used for changing the direction of phenotypic sex in rainbow trout

Uygulama Basindaki Larval Gelisim Asamasi Uygulama Yogunlugu Androjen (Doz)
Kontrol
%100 yumurta acilmasi 48 saat arall 2 banyo OHA (0.5 mg I)
(Déllenmeden itibaren 370 derece-giin) MT (0.5 mg I)
48 saat aral 3 banyo MT (0.5 mg I")
Kontrol
Tek banyo MDHT (0.5 mg I'")
MDHT (1 mg I")
%7100 yumurta agilmasindan 1 hafta sonra 48 saat arali 2 banyo OHA (0.5 mg_1|'1)
(Déllenmeden itibaren 420-450 derece-giin) MT (0.5 mg I)
48 saat arali 3 banyo MT (0.5 mg I'")
MT (0.5 mg I")

1 hafta arali 2 banyo

MDHT (0.5 mg I")

%100 yumurta agilmasindan 2 hafta sonra

(Déllenmeden itibaren 470-490 derece-giin)

Kontrol
IERIEEY MDHT (0.5 mg I)
48 saat arali 2 banyo MT (0.5 mg I")

1 hafta arali 2 banyo

MDHT (0.5 mg I)

%100 yumurta agilmasindan 3 hafta sonra
(Dollenmeden itibaren 560 derece-giin)

Tek banyo

MDHT (0.5 mg I'")
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Basarili sayilabilecek hormon uygulamalarinda, érnek-
lemelerden arta kalan baliklar sperm kanali gelisimi ve
cinsiyet donusimunun islevselselliginin tam olarak deger-
lendirilebilmesi icin sekstel olgunluga eristikleri 2. yasla-
rina kadar acik alan beton havuzlarda blyutilmustir. Bu
baliklarda sperm kanali gelisimi ikinci yaslarindaki Greme
sezonunda kontrol edilmis ve abdominal masaj yoluyla
sperm veren kanalli (fonksiyonel) erkeklerin orani tespit
edilmistir. Abdominal masajla yoluyla gamet toplanama-
yan bireyler asiri dozda anestetik ile oldirildikten sonra
bir bisturi yardimiyla abdomenleri agiimis ve gonad mor-
folojileri makroskobik olarak incelenmistir. Makroskobik
incelemeler sonrasi, bitiin halde, hava kesesine yapisik
olarak cikarilan gonadlar %10luk nétralize-formalin igeri-
sinde fikse edildikten sonra gonadal-ezme metodu kulla-
nilarak mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Bu deger-
lendirilmelerde grimsi veya sut beyaz renkte gonadlari
olgun ve/veya olgunlasmakta olan sperm hticreleri iceren
bireyler erkek, ipliksi pembe renkte gonadlari yogun
bag doku ve az sayida degisime ugramamis hiicre iceren
bireyler steril (kisir) olarak siniflandiriimistir. Siiflandirma
gruplarindaki balik sayilar yiz ile ¢arpildiktan sonra
incelenen deneme tekrarindaki toplam balik sayisina bo-
lUnerek yluzde erkek, disi, interseks ve steril birey oranlari
tespit edilmistir.

Veriler SAS (Statistical Analysis System, SAS Instute
Inc.,, Carry, NC, ABD) yazihminin 8.2 strimi kullanilarak
analiz edilmistir. Ylizde erkek ve interseks oranlari ana-
lizler 6ncesi arcsin karekok transformasyonuna tabi tutul-
mustur. Deneme gruplarinin cinsiyet oranlari arasinda
fark olup olmadigi tek yonli varyans analizi (one way-
ANOVA) ile saptanmistir. ANOVA testinin oo = 0.05 6nem
derecesinde istatistiki belirgin fark isaret ettigi durumlar-
da, hormon uygulamalarinin ortalamalari 6nce Dunnett
t-testi kullanilarak ilgili kontrol grubu ortalamalari ile
karsilastirilmistir. Daha sonra uygun durumlarda, Duncan
cogul aralik testi kullanilarak, ortalamalar kendi deneme
gruplari icersinde etki derecelerine gore siniflandirilmistir.

BULGULAR

Oral ya da banyo yoluyla hormon uygulamalari, kul-
lanilan dozlarda gokkusagi alabaliginda toksisiteye sebep
olmamistir. Hormon uygulamalari boyunca ve sonunda,
bltlin deneme gruplarinin yasam oranlarinin benzer ve
cahsilan kuluckahanenin basar standartlari icerisinde
(%70-80) oldugu gozlenmistir.

Banyo uygulamalarinin timu erkek oranlarinda artisa
sebep olmustur. Fakat OHA banyolari ve %100 yumurta
acilmasinda ya da 1 hafta sonra verilen 48 saat arali 3 MT
banyosunun erkek oranlarinda olusturdugu artig istatistiki
olarak 6nemli (P>0.05) bulunmamustir (Tablo 2). Farkl larval
yaslarda verilen tek ya da ¢ift MT veya MDHT banyolarinin
tumi ise erkek oranlarinda istatistiki belirgin (P<0.05)
artisa sebep olmustur (Tablo 2, 3). Erkeklesme oranlari ile
MT banyo uygulamalarinin baslatildidi larval yaslar ara-
sinda belirgin bir baglanti tespit edilemezken, MDHT
banyo uygulamalarinin baslatiimasi icin en uygun larval
yasin %100 yumurta acllmasindan 2 hafta (dollenmeden
itibaren 470 derece-glin) sonra oldugu tespit edilmistir
(Tablo 3). Bu donemde verilen 0.5 mg I ¢ift MDHT ban-
yosu erkek oranlarinda istatistiki olarak en yiiksek artisa
(ortalama %57.4) sebep olmustur. Bunlara ilaveten, banyo
denemeleri gokkusagi alabaligini erkeklestirmek icin 0.5
mg I MDHT dozunun yeterli oldugunu, uygun larval geli-
sim asamasinda verildiginde birden fazla MDHT banyo-
sunun erkeklesme oranlari Gizerinde olumlu etki ettigini ve
MDHT banyolarinin gokkusagi alabaliginda cinsiyet degisi-
mini yonlendirmede MT banyolarindan daha etkili oldu-
gunu ortaya koymustur (Tablo 3). Ayrica periyodik androjen
banyo uygulamalarinda 48 saat yerine, haftalik araliklar
kullanilmasinin daha uygun oldugunu gostermistir (Tablo 3).

Oral uygulamalar, ilk yemleme asamasindan itibaren
600 derece-glin sliresince kilograminda 1-3 mg MT iceren
yemlerle besleme, genotipik disilerin tamamina yakininda
gonadal gelisimi etkilemis ve gonadal degisimin yoninu

Tablo 2. Farkli yaslardaki keseli larvalara verilen 48 saat arali 2-3 periyodik 11B-hidroksiandrostenedion (OHA) ve 17a.-metiltestosteron (MT) banyolarinin
gokkusadi alabaliginin cinsiyet oranlari tizerine etkileri. Ayni siitunda farkli kii¢tik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki belirgin farklar gostermektedir

(P<0.05)

Table 2. Effects of administering 48 hours apart 2-3 periodic 1183-hydroxyandrostenedione (OHA) and 170.-methyltestosterone (MT) immersions at different
pre-larval stages on sex ratios of rainbow trout. Means in the same column followed by different lower case letters are significantly different (P<0.05)

Uygulama Basindaki o o . % Ortalama % Ortalama % Toplam
Larval Gelisim Asamasi SyghlamanogRmiioN G i) W Erkek (+SS) interseks (+SS) Etkilenen
Kontrol 91 (7) 580(2.1)b - -
48 saat arali 2 banyo OHA (0.5 mg I) 103 (7) 66.5(3.5) b - 8.5
%100 yumurta agilmasi MT (0.5 mg I) 87 (4) 76.0 (2.8) a 25(13)a 20,5
48 saat arali 3 banyo MT (0.5 mg I") 102 (5) 66.8 (2.7) b 1.0(1.3)a 9.8
OHA (0.5 mg I") 103 (10) 67.0(1.4) b - 9.0
%100 yumurta aglimasindan | 48saatarali2banyo x4 5o 1oy 89 3) 755(0.7)a - 175
1 hafta sonra
48 saat arali 3 banyo MT (0.5 mg I'") 104 (8) 56.9 (2.6) b 1.4 (0.6) a 10.3
%100 yumurta agilmasindan #
2 hafta sonra 48 saat arali 2 banyo MT (0.5 mg I'") 93 (4) 79.0 (1.5)a 21(14)a 23.1
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Tablo 3. Farkli yaslardaki keseli larvalara verilen tek ya da 1 hafta arali ¢ift 17a-metildihidrotestosteron (MDHT) ve 48 saat ya da 1 hafta arali cift
17a-metiltestosteron (MT) banyolarinin gokkusadi alabaliginin cinsiyet oranlari izerine etkileri. Ayni stitunda farkli kiiciik harflerle isaretlenmis ortalamalar

istatistiki belirgin farklar géstermektedir (P<0.05)

Table 3. Effects of administering single or 1 week apart double 17a-methyldihydrotestosterone (MDHT) and 48 hours or 1 week apart double
17a-methyltestosterone (MT) immersions at different pre-larval stages on sex ratios of rainbow trout. Means in the same column followed by different lower
case letters are significantly different (P<0.05)

Uygulama Basindaki Larval o o q % Ortalama % Ortalama % Toplam
Gelisim Asamasi LT I I LEEbEE D IR Erkek (£SS) interseks (+SS) Etkilenen
Kontrol 96 (4) 1.2(0.4)f - -
Tek banyo MDHT (0.5 mg I'") 95 (0) 11.6(2.5)e 11.6(3.0)a 22.0
MDHT (1 mg I") 96 (5) 13.5(1.5) e 5.4(1.7) ab 17.7
%100 yumurta acilmasindan
1 hafta sonra MT (0.5 mg I'") 98 (4) 28.1(0.2) c 34(1.5)b 303
{ etz el 2 BT MDHT (05 mg ") | 100 (2) 33.0(1.0) b 6.4 (2.7) ab 382
48 saat arali 2 banyo MT (0.5 mg I'") 107 (9) 20.9(0.1)d 4.7 (0.9) ab 25.1
Tek banvo Kontrol 100 (8) 0.5 (0.4) f - -
%7100 yumurta acilmasindan Y MDHT (0.5 mg I") 98 (3) 37.0(3.6) b 28(3.6)b 393
2 hafta sonra
1 hafta arali 2 banyo MDHT (0.5 mg I'") 96 (3) 579(2.3)a 26(23)b 60.0
%7100 yumurta agilmasindan #
3 hafta sonra Tek banyo MDHT (0.5 mg I'") 98 (2) 29.7 (3.3) bc 25(1.7) b 31.7

Tablo 4. Farkli dozlarda 17a-metiltestosteron (MT) iceren yemlerle beslemenin gékkusagi alabaliginin cinsiyet oranlari lizerine etkileri. Ayni
stitunda farkli kiiciik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki belirgin farklar géstermektedir (P<0.05)

Table 4. Effects of feeding with different dosages of 17a-methyltestosterone (MT) containing diets on sex ratios of rainbow trout. Means in

the same column followed by different lower case letters are significantly different (P<0.05)

Deneme Grubu N (£SS) % Ortalama Erkek (+SS) % Ortalama interseks (+SS)
Kontrol 96 (6) 45.0(2.1)b -

3 mg MT/kg yem 93 (8) 99.5(0.7) a -

Kontrol 96 (4) 1.2(0.4) c -

3 mg MT/kg yem 92 (2) 98.0(1.0) a -

2 mg MT/kg yem 90 (3) 97.2(2.6)a 2.8(2.6)a

1 mg MT/kg yem 85 (2) 98.1(2.8)a 1.0(14)a

* Post larvalar ilk yemlemeden itibaren 600 derece-gtin stirecince kilograminda 1-3 mg MT iceren yemlerle beslenmistir (Starting from
first feeding post larvae were feed 1-3 mg/kg MT containing diets for a duration of 600 degree-days)

degistirmekte etkili olmustur (Tablo 4). Yizde ortalama
erkek oranlari %97.2-99.5 arasinda degismis ve yemdeki
MT miktarina bagh herhangi bir farklilik géstermemistir
(P>0.05). Bununla birlikte, spermatogenezin basladigi 2.
yasta (266-699 g) yapilan tetkiklerde énemli oranlarda ste-
ril bireyin tespit edilmesi (Tablo 5), spermatogenez dncesi
7-8. aylarda yapilan degerlendirmelerde steril bireylerin
erkek olarak siniflandiriidigini isaret etmistir. Steril birey-
lerin oranlari ise yemdeki MT miktariyla dogru orantili bir
artis gostermistir (Tablo 5).

Spermatogenezin basladigi 2. yasta yapilan tetkikler,
oral uygulamalarin %22’lere varan kisir birey olusumuna
sebep oldugunu gosterirken, hormon uygulamasina tabi
tutulmayan kontrol populasyonlarinin birinin de %2 ora-
ninda kisir birey icerdigini ortaya koymustur (Tablo 5).
Ayrica 48 saat aralikla verilen kisa sireli MT banyolarinin
diistik oranlarda da olsa kisirlasmaya sebep olabilecegini
isaret etmistir. Diger yandan, oral uygulamalarda sperm
kanali gelisiminin yeme eklenen MT miktarina bagh ol-

dugu ve kullanilan MT miktari distiikce kanalli erkek ora-
nin arttigi gordlmastir. Bununla birlikte, fonksiyonel, sperm
kanalina sahip ve abdominal masajla sperm toplanabilen
erkeklestirilmis disi anag Uretmekte androjen banyolarinin
oral MT uygulamalarindan daha etkili oldugu tespit edil-
mistir (Tablo 5).

TARTISMA ve SONUC

Hormonlarla cinsiyetin basarili bir sekilde yonlendi-
rilmesi ve fonksiyonel olarak fenotipik cinsiyeti degistirilmis
bireylerin elde edilmesi hormon uygulamalarinin geli-
sime bagli zamanlamasina, uygulamanin suresine, kulla-
nilan hormonun tiirline ve dozuna baghdir >¢. Gonokorist
baliklarin sitolojik degisime ugramamis gamet hicreleri
uzun slre cinsiyet hormonlarinin etkisine duyarl kala-
bilmektedir. Fakat hormon uygulamalarinin gonadlarin
sitolojik degisimden hemen Once baslatilmasi her zaman
fonksiyonel cinsiyet degisimi ile sonu¢lanmayabilir. Sito-
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Tablo 5. Banyo ya da oral yolla verilen 11B-hidroksiandrostenedion (OHA), 17a-metiltestosteron (MT) ve 17a-metildihidrotestosteron (MDHT)

uygulamalarinin gékkusadi alabaliginin gonad gelisimine etkileri

Table 5. Effects of immersion or oral 118-hydroxyandrostenedione (OHA), 17a-methyltestosterone (MT) and 17a-methyldihydrotestosterone (MDHT)
administrations on gonadal development of rainbow trout

Deneme Uygulama Basindaki Uygulama % Ortalama N % Ortalama % Ortalama
Grubu Larval Gelisim Asamasi Yogunlugu Erkek (+SS) Kanalli Erkek Steril Birey
48 saat arali
Kontrol %7100 yumurta agilmasi 45.0 (2.1) 100 98.0 2.0
2 banyo
%100 yumurta agilmasi 66.5 (3.5)
OHA 48 saat arali
(0.5 mg ") %100 yumurta agilmasindan 2 banyo 67.0(1.4) 50 82.0 2.0
1 hafta sonra T
%100 yumurta agilmasi 76.0 (2.8)
%100 yumurta agilmasindan
MT 1 hafta sonra 48 saat arall 75.5(0.7) . _~ 5
(0.5mgl") 2 banyo
%100 yumurta agilmasindan
2 hafta sonra 79.0(1.5)
%100 yumurta agilmasindan 1 hafta aral 33.0(1.0) 50 90.0 .
MDHT 1 hafta sonra 2 banyo T :
(0.5mg ") ®
%100 yumurta acilmasindan 1 hafta arah 57.9(23) 75 96.0 .
2 hafta sonra 2 banyo
3 mg MT/kg yem 99.5(0.7) 75 44.0 20.0
3 mg MT/kg yem 98.0 (1.0) 100 18.0 220
Yeme yeni kalkan
2 mg MT/kg yem 97.2 (2.6) 100 35.0 13.0
1 mg MT/kg yem 98.1(2.8) 100 53.0 3.0

lojik degisimden hemen 6nce baslatilan hormon uygula-
malarinin farkl balik tirlerinde gonadlarin yalnizca game-
tik elementlerini etkiledigi, ama somatik elementlerini
degistirmedigi tespit edilmistir 3820, Clinkl gonadlarin
somatik degisimi 6zellikle de gonadal kanal sisteminin
olusumu ve gonadal hiicrelerin fizyojik degisimi arasinda
zamanlama tirlere bagl farkhlklar gosterebilmektedir ™.
Yani gokkusagi alabaliginda oldugu gibi sperm kanallari
olusmamis, morfolojik olarak testisten ¢cok ovaryuma ben-
zeyen ama Yyalnizca erkek treme hiicresi iceren gonadlar
gelisebilir . Bu tlrlerde cinsiyetin fonksiyonel olarak
degistirilmesi ve Ureme Ozellikleri ile fenotipik esdeger-
lerine benzer bireylerin olusturulmasi, hormon uygula-
malarinin gonadlarin somatik degisimi sirasinda baslatil-
masini gerektirebilir.

Nitekim gokkusagi alabaliginin yakin akrabasi olan ve
gonadlarinin sitolojik degisimi larvalarin serbest ylizme
asamasina denk gelen Pasifik salmonlarinda, O. kisutch ve
O. tshawytscha *', ilk yemlemeden itibaren oral yolla veri-
len steroidler ¢cok cesitli sonuclar tiretmis ve genelde feno-
tipik cinsiyeti yonlendirmede basarisiz olmustur °. Gonad-
larin somatik biylime asamasina denk gelen yumurtalarin
medyan acilmasi sirasinda verilen 2 saatlik tek androjen
veya Ostrojen banyolari ise fonksiyonel olarak tamami
erkek veya tamami disi populasyonlar Gretmekte basarili
olmustur 2. Bu cok kisa steroid uygulamalarinin yiiksek
basarisi uygulamalarin gonadlarin fizyolojik olarak hor-
monlarin etkisine en agik oldugu dénemde verilmis ol-

masina 2* ve verilen steroidlerin salmon larvalarinin nispe-
ten blyuk besin kesesi tarafindan absorbe edilerek, banyo
uygulamalarindan ¢ok sonra bile larvalara aktarilabilme-
sine baglanmistir 24,

Buna karsilik gonadlarin sitolojik degisimi larvalarin
serbest ylizmeye basladigi ay icersinde gerceklesen gokku-
sagi alabaligi '*'¢ ve Atlantik salmonunda, Salmo salar >4,
ilk yemlemeden itibaren yemle verilen androjen veya
ostrojenler, fenotipik cinsiyeti yonlendirmede basarili so-
nuclar Uretmekle birlikte, bu uygulamayla erkeklestirilen
bireylerde sperm kanali olusmadigi rapor edilmistir 101,
Bu durum uygulamalarin zamanlamasiyla iliskilendirildi-
ginden, gonadal degisimin hem somatik hem de sitolojik
elementlerini etkileyebilmek icin her iki tiirde de keseli
larval donemde banyo yoluyla steroid uygulamalari yapil-
mistir. Atlantik salmonunda yapilan uygulamalar, yumur-
talarin medyan acilmasindan sonra, 2-4. haftalarda (dol-
lenmeden 570-690 derece-giin sonra) verilen 3 saatlik 2
adet 0.4 mg I MDHT banyosunun %7100 erkek populas-
yonlar Gretmekte basarili oldugunu gostermistir 2°. Ayrica
bu yolla Uretilen erkeklestirilmis disilerin %84-92 oraninda
fonksiyonel, kanalli bireylerden olustugu rapor edilmis-
tir . Feist ve ark/nin 6n calismasinda @ ise, gokkusag ala-
baligi yumurtalarina (agilmadan 1 hafta 6nce) ve larva-
larina (medyan acilmada, acilmadan 1-2 hafta sonra) veri-
len 1-4 adet, 2 saatlik 0.4 mg I'" MT ya da OHA banyosunun
%0-76 oraninda erkeklesmeye sebep oldugu ve bu yolla
erkeklestirilen disilerin %60-100 oraninda kanalli fonksi-



yonel bireylerden olustugu rapor edilmistir. Ayrica banyo
uygulamalari icin en uygun zamanin medyan acilmadan 1
hafta (d6llenmeden yaklasik 425 derece-giin) sonra oldugu
gO6zlenmistir & Buna karsilik bu calismada, en yiiksek ba-
sarl dollenmeden sonraki 470-560 derece-giin'lerde veri-
len banyo uygulamalarinda elde edilmis ve MDHT ban-
yolarinin MT banyolarindan daha etkili oldugu tespit edil-
mistir. Ama benzer sekilde, banyo yoluyla Uretilen erkek-
lestirilmis disilerin yem uygulamalarina goére daha yiiksek
oranda (%80-96) fonksiyonel, kanalli bireylerden olustugu
gorilmastr.

Banyo uygulamalari daha yiksek oranda fonksiyonel,
kanalli erkek tiretmekle birlikte, keseli larval donemin degi-
sik zamanlarinda verilen banyo uygulamalarinin higbiri
gokkusagi alabaliginda tamami veya tamamina yakini
erkek populasyonlar olusturmakta basarili olamamistir.
Pasifik veya Atlantik salmonlarindaki gibi populasyondaki
tim bireylerin etkilenebildigi, eksternal androjenlerin etki-
sine duyarliligin maksimum oldugu kisa kritik bir gelisim
doénemine rastlanmamistir. Diger yandan, yumurta acilma-
sindan-keseli larval donemin son haftasina kadar (déllen-
meden itibaren 370-560 derece-giin arasi) verilen tim tek
veya ¢ift MT ve MDHT banyolari erkek oranlarinda 6nemli
artisa sebep olmustur. Fakat yumurta acilmasindan sonraki
2. ve 3. haftalarda (d6éllenmeden sonraki 470-560 derece-
gln'lerde) verilen ¢ift MDHT banyosu ayni dénemde veri-
len tek banyo uygulamalarindan daha etkili olmustur.
Keseli larval donem sonrasinda, uzun bir strecte (600
derece-glin boyunca) oral yolla verilen MT ise genotipik
disilerin tamamina yakininda gonadal gelisimi etkilemis
ve gonadal degisimin yonini degistirmekte daha etkili
olmustur. Ayrica yeme eklenen MT miktar dustikee,
erkeklestirilen disilerde sperm kanalli, fonksiyonel birey
oraninin arttigi (%18'den %53'e yukseldigi) gdzlenmistir.
Benzer bir calismada da, yemdeki MT oraninin 3 mg'dan 1
mg/kg'a disirmenin fonksiyonel erkek oranini %26.4'ten
%54.7'ye yukselttigi gortlmustir % Bu sonuglar, kanal olu-
sumu ve fonksiyonel cinsiyet degisiminin, uygulamanin
zamanlamasi yaninda uygulamada kullanilan hormonun
dozaji ile de ilgili oldugunu ifade etmektedir. Ayrica gok-
kusagi alabaliginda eksternal androjenlere en duyarli peri-
yodun déllenmeden sonraki 470 derece-gtin civarinda bas-
lamakla birlikte, keseli larval donem sonrasinda da devam
ettigini isaret etmektedir. Disi ovaryumlarinda mayozun
keseli larval donemden sonraki haftalar icersinde (800
derece-giin civarinda) basladigi da '* g6z 6niinde bulun-
durulursa, bu sonuglar gokkusagi alabaliginda fonksiyonel
monoseks erkek populasyonlar Gretmek icin uygun andro-
jen prosediiriiniin en azindan dollenmeden sonraki 470-
800 derece-glin'leri kapsayan, periyodik banyolar veya
periyodik banyolar ve disik dozlu oral uygulamalar sek-
linde bir prosediir olmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Yumurtalarin acilmasindan bir hafta (doéllenmeden iti-
baren 420-450 derece-giin) sonra birer hafta yerine daha
yakin (48 saat) aralikla verilen MT banyolarinda, banyo sayisi
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artikca erkeklesme oranlarinin diistiigi gértlmastar. Banyo
yoluyla verilen steroidler salmonid larvalarinin nispeten
bliylk besin kesesi tarafindan absorbe edilmektedir .
Dolayisiyla sik periyotlarda androjen banyosu verilen lar-
valar, besin kesesinde birikim sonucu daha seyrek periyot-
larda androjen banyosu verilen keseli larvalara gore daha
yuksek dozajlarda androjene maruz kalmis olabilirler. Diger
yandan, birer hafta arayla verilen benzer konsantrasyonda
MT banyolarinda banyo sayisi arttikca erkeklesme oran-
larinda azalma oldugu gozlemlenmistir ve banyo uygula-
malarinin etkinsinin artan banyo sayisi ile azaldigi rapor
edilmistir & Ama o calismada &, keseli larvalar daha yuk-
sek su sicakhiginda (11.5°C) bakilmiglardir. Yiksek su sicak-
hiklarinda bakilan larvalarin metabolik hizi ve besin kesesini
tiketme siresi, dolayisiyla maruz kaldiklari gercek andro-
jen dozu, larvalarin daha dusik bir sicaklikta (8.7+0.1°C)
bakildigi bu calismaya gore daha yiksek olmus olabilir.
MT Gstrojene aromatize olabilen bir androjen oldugun-
dan %, yiiksek dozda MT verilen baliklarda aromatizasyon
sonucu erkeklesme oranlarinda dusus ve hatta disi oran-
larinda artislar (paradoksal disilesme) gorilmustir 22728,
Bu sebeple, periyodik MT banyo uygulamalarinda gézlem-
lenen erkeklesme oranlarinda azalma, banyo sayisindan
cok larvalarin maruz kaldigi gercek androjen dozaji ile
baglantili olabilir.

Ote yandan, 6strojene aromatize olabilen androjenlerin
yuksek dozlar kisa sireli uygulamalarda paradoksal disi-
lesmeye sebep olurken, tiim androjenlerin ylksek dozlari
uzun sireli uygulamalarda sterilizasyona (kisirlagmaya) se-
bep olabilmektedirler 62728, Calismamizda da uzun sureli
yem uygulamalarinda, yemdeki MT konsantrasyonu art-
tikga kisir birey oranlarinin arttigi gézlenmistir. Daha ilginci,
kisa sureli uygulama olarak dustnilebilecek MT banyo
uygulamalarinda kisir birey oranin, kontrol populasyonun
Uzerinde oldugunun goézlenmesidir. Bu durum banyo uy-
gulamalarinda kullanilan 0.5 mg I" MT dozunun calisma-
mizdaki gibi sik periyotlarda (48 saat arayla) verildiginde,
besin kesesinde birikim sonucu kisirlasmaya sebep ola-
bilecek kadar yuksek konsantrasyonlara ulasabilecegini ve
ylksek dozda kisa sureli uygulamalarinda sterilizasyona
sebep olabilecegini isaret etmektedir.

Salmonidlerde cinsiyet temelde ikili kromozomal ve
disi homogametik (XX/XY), genetik bir mekanizma tara-
findan belirlenmektedir #°. Bu tiir bir mekanizmanin kati
kontroli altinda, erkeklestirilmis disi yavrularinin tamami-
nin disi olmasi beklenir. Fakat calismamizda, erkeklestiril-
mis disi gokkusagi alabaligi yavrulari arasinda %0-2 ora-
ninda erkeklerin oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde
salmonidlerdeyapilandiger calismalarda da erkeklestirilmis
disi yavrulari arasinda az sayida erkege rastlanmistir 253,
Bu durum, baliklarda cinsiyete etki eden genlerin spesifik
kromozomlar Uizerinde toplanarak cinsiyet kromozomlarini
olusturmasini, yani cinsiyet kromozomu evrimini tamam-
lamamis olmasina ve otozomal kromozomlar lizerindeki
gen veya genlerinde cinsiyeti belirlemede etkili olabilme-
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sine baglanmaktadir 2°3'. Bu kosullar altinda, tamami disi
populasyonlar {retebilmek ancak Uretimde kullanilacak
anaclarin cinsiyeti etkileyen bu otozomal gen veya genlere
karsi secilimi ile mimkiin olabilecektir. Monoseks disi
populasyonlar Gretmek isteyen Ureticiler anag olarak kul-
landiklari disi ya da erkeklestirilmis disilerin %100 disi
yavrular Urettigini takip etmeli ve yavrulari %100 disi
olmayan bireyleri ana¢ populasyonundan ¢ikarmalidir.
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