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OZET

GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss, WALBAUM
1792)‘NDA CINSIYET DONUSUMU ve KROMOZOM
MANIPULASYON UYGULAMALARININ iNCELENMESI

GULEC, Fatih

Doktora Tezi, Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Osman OZDEN

Agustos 2022, 112 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss, Walbaum
1792) tiiriinde fizyolojik ve genetik cinsiyetin kontrolii (kromozom manipiilasyon)
uygulamalari lizerine aragtirmalar yapilmistir. Tezin cinsiyet doniisiimii bolimiinde,
fonksiyonel erkek (XX) baliklar elde etmek i¢in ilk yem alma donemindeki larvalara
4 farkli doz (0,5; 1,0; 1,5 ve 3,0 mg/kg) 17a-Methyltestosteron (MT) hormonu 540
giin-derece siiresince oral yolla verilmistir. Uygulanan tiim dozlar XX erkek
tiretiminde etkili olmasina karsin en yiiksek erkeklesme (%97,85 + 0,45) ve en fazla
sperm kanalli erkek oraninin 1.0MT grubunda (%76,54 + 1,81) oldugu
gozlemlenmistir (p<0,05). Calismanin kromozom manipiilasyonu boliimiinde ise
triploid ve tetraploid balik iiretimi denenmistir. Triploid balik {iretimi i¢in dollenme
isleminden 15 dk. sonra 15 dk. boyunca 26 °C ve 28 °C sicaklik soku uygulanmuistir.
En yiiksek triploid oran1 28TR grubunda (%95,46 + 3,058) elde edilmistir (p<0.05).
Tetraploid bireyler tiretmek i¢in ise bir grup yumurtaya déllendikten 210 dk. (3.5TT)
sonra, ikinci grup ise dollendikten 330 dk. (5.6TT) sonra 28 °C de 10 dk siiresince
sicaklik soku uygulanmistir. En yiiksek tetraploid orani ISE (%81,45+ 2,634) ile
56TT grubunda ortaya g¢ikmistir (p<0.05). Sonug olarak, cinsiyet doniigtimii
calismasinda en uygun grup 1.0MT grubu; kromozom manipiilasyonu ¢aligsmasinda
ise 28TR grubu en iyi triploidizasyonda, 5.6TT grubu ise optimum
tetraploidizasyonda kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Oncorhynchus mykiss, cinsiyet
dontigimil, triploid, tetraploid.






ABSTRACT

STUDIES OF SEX REVERSAL AND CHROMOSOME
MANIPULATION APPLICATIONS IN RAINBOW TROUT
(Oncorhynchus mykiss, WALBAUM 1792)

GULEC, Fatih

Ph.D. in Aquaculture
Supervisor: Prof. Dr. Osman OZDEN

August 2022, 112 pages

In this thesis, researches were carried out on physiological and genetic sex
control (chromosome manipulation) practices in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum 1792). In the sex control part of the thesis, 4 different doses (0.5,
1.0, 1.5 and 3.0 mg/kg) of 17a-Methyltestosterone (MT) hormone were
administered orally to the larvae in the first feeding period for 540 days in order to
obtain functional sex-reversed male (XX) fish. Although all applied doses were
effective in producing XX male fish, it was observed that the highest
masculinization (97.85 = 0.45%) and the highest rate of men with sperm ducts
(76.54 + 1.81) were in the 1.0MT group (p<0.05). In the chromosome manipulation
part of the study, triploid and tetraploid fish production was tried. For the
production of triploid fish, heat shock of 26 °C and 28 °C was applied for 15
minutes, 15 min. post fertilization. The highest triploid rate was obtained in the
28TR group (95.46 + 3.058 %) (p<0.05). In order to produce tetraploid individuals,
a heat shock was applied to one group of eggs 210 minutes (3.5TT) post fertilization
and 330 minutes (5.6TT) post fertilization in the second group at 28 °C for 10
minutes The highest triploid rate (81,45+ 2,634%) was obtained in the 5.6 TT group
(p<0.05). As a result; the most appropriate group for sex reversal study was the
1.0MT group; in the chromosome manipulation study, it was determined that the
28TR group could be used in the best triploidization, and the 5.6 TT group could be
used in the optimum tetraploidization.

Keywords: Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, Sex reserval, triploid,
tetraploid






Xi

ONSOZ

Ulkemiz su iiriinleri yetistiricili§inin son yillarda gdstermis oldugu artis ve
buna bagli olarak 6zellikle bazi tiirlerde pazar talebine uygun iirtin elde edebilmek
icin biyoteknolojik yontemler giiniimiizde ¢ok sik kullanilmaktadir. Gokkusagi
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) gerek ¢evreye etkileri gerekse
maliyet bakimindan daha uygun cinsiyet doniisimii ve kromozom manipiilasyon
uygulamasiin tespiti acisindan yapilmis olan bu tez calismasinin 6zellikle
giiniimiizde “Tiirk Somonu” olarak adlandirilan kilogram {izeri alabalik {iretimi

konusunda sektore faydasi olabilecegi diistiniilmiistiir.

Elde edilen bulgular 1s1ginda, 6zellikle tiimii disi ve kisir balik tiretimi igin
maliyet olusturan yumurta veya larva ithalatinin Oniine ge¢ilmesinde alabalik
yetistiriciligi yapan tireticilerimiz i¢in énem arz edebilecegi ve gelecek yillarda
yapilacak olan galismalara yardimci olabilmesi hususu tez ¢alismasinin beklenen

faylar1 arasinda planlanmistir.

[ZMIR
31/08/2022

Fatih GULEC
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1. GIRIS

Birlesmis Milletler Ekonomik ve Sosyal Isler Departmanm1 (UN DESA)
tarafindan 2019 yilinda hazirlanan rapora gore, diinya niifusunun giiniimiizde 7,7
milyar oldugu; bu rakamin 2030'da 8,5 milyara, 2050 yilinda ise 9,7 milyara
ulasacagi ongoriilmektedir (United Nations, 2019). Bu artisin biiyiik bir kisminin
gelismekte olan iilkelerden gerceklesmesi beklenmektedir. Niifusun bu denli hizla
artmasi ile 2050 yilinda 9,7 milyarlik diinya niifusunu besleyebilmek i¢in kiiresel
gida iiretiminin yaklasik %70 oraninda artirilmasi gerekmektedir. Gelismekte olan
tilkeler bazinda bakildiginda ise bu oranin giiniimiize oranla iki katina ulagmasi
hedeflenmektedir (Doering and Sorensen, 2018). Tiim bu veriler 1s18inda,
giiniimiizde ve yakin gelecekte diinyanin karsi karsiya kalmasi beklenen en biiyiik
problemi gida kitli§1 ve beraberinde gelmesi muhtemel aglik sorunudur. Bu gibi
once lilke ekonomilerini ardindan da insan hayatin1 dogrudan etkilemesi diisiiniilen
biiylik bir sorunun ¢6ziimiine yonelik bir yandan bilimsel ¢alismalar siirerken, diger
yandan da krizi hizlandiran ikincil etkenler de ortaya ¢ikmaktadir. Aralik 2019°da
ortaya ¢ikan ve bir pandemiye doniisen COVID-19 salgini ve iklim degisikliginden
cok fazla etkilenmis olan kiiresel gida krizi, gida ihracati yapan 6nemli iilkeler
arasindaki savas ve catigsmalardan dolayr da giin gegtikce kitlik seviyelerine
stiriiklenmektedir (FAO, 2022a). Bununla birlikte tarim alanlariin mevcut talebi
karsilamada yetersiz kalmasi sonucunda karasal iiretimde sinir degerlere
ulasilmistir. Bu sebeple Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Birlesmis Milletler ‘in
aclig1 yenmek i¢in uluslararasi ¢abalara dnciiliik eden uzmanlagmis bir kurulusu
olan Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) 6zellikle hayvansal proteine yeteri kadar
ulagamayan tlkeler i¢in su {irtinleri tiretim ve tiiketimini faydali bir ¢6ziim olarak

gormektedir.

Son altmis yildaki bilimsel gelismeler, suya bagl ekosistemlerin isleyisine
iliskin ¢ok daha iyi bir anlayisa ve bunlar siirdiiriilebilir bir sekilde yonetme
ihtiyacina iliskin kiiresel farkindaliga yol agmistir (FAO, 2020). Kaliteli hayvansal
protein ihtiyacinin karsilanmasinda su irlinlerinin 6nemi her gecen giin
artmaktadir. Su iriinlerinin insan beslenmesine olan katkisi, yiiksek kaliteli
hayvansal proteinler, ¢coklu doymamis yag asitleri (PUFA) ve mikro besinler
acisindan onem arz etmektedir. Kiiresel su tirtinleri tiiketimi, 1961'den 2017'ye
kadar yillik ortalama %3,1 oraninda artmistir. Bu oran, ayn1 dénem baz alindiginda

hem diinya niifus artisindan (%1,6) hem de diger tiim hayvansal proteinli gida (et,



siit, slit vb.) tiikketiminde yasanan artistan daha fazladir. Giiniimiizde diinyada
tiiketilen toplam hayvansal proteinin yaklasik %17'si ve tiim proteinlerin %7'si su
tirtinlerinden elde edilmektedir (FAO, 2020).

Diinya su trtinleri tiretimi, 2020 yili itibariyle 177.768.543 ton seviyesine
ulagmustir. FAO istatistiklerine gore global ¢apta toplam su iirtinleri iretim miktari,
sucul bitkileri de dahil ettigimizde 214 milyon ton seviyesine ¢ikmaktadir. Toplam
kiiresel tiretim miktarmin 90.265.933 tonu (%50,78) avciliktan, 87.502.610 tonu
(%49,22) ise yetistiricilikten elde edilmistir. 2010-2020 yillar1 arasinda diinyada
avcilik ve yetistiricilik yoluyla yapilan su iriinleri tiretim miktarlar1 Tablo 1.1°de
gosterilmistir (FAO, 2022b).

Tablo 1.1. Yillara gore diinya toplam su {iriinleri iiretimi (ton/y1l) (FAO, 2022Db).

Avcilik Yetistiricilik Toplam

Yillar Deniz icsu Toplam Deniz Igsu Toplam

2010 | 76.278.358 | 10.863.861 | 87.142.219 | 21.861.535 | 35.945.661 | 57.807.196 | 144.949.415
2011 | 81.136.060 | 10.502.636 | 91.638.696 | 22.737.131 | 37.105.127 | 59.842.258 | 151.480.954
2012 | 77.767.502 | 10.881.090 | 88.648.592 | 23.925.870 | 39.576.434 | 63.502.304 | 152.150.896
2013 | 78.832.286 | 10.915.515 | 89.747.801 | 24.855.137 | 42.130.065 | 66.985.202 | 156.733.003
2014 | 79.349.911 | 11.045.110 | 90.395.021 | 26.225.099 | 44.329.027 | 70.554.126 | 160.949.147
2015 | 80.521.369 | 11.149.469 | 91.670.838 | 27.039.998 | 45.772.262 | 72.812.260 | 164.483.098
2016 | 78.285.821 | 11.365.442 | 89.651.263 | 28.578.979 | 47.978.996 | 76.557.975 | 166.209.238
2017 | 81.222.361 | 11.908.155 | 93.130.516 | 30.055.941 | 49.554.288 | 79.610.229 | 172.740.745
2018 | 84.421.966 | 12.021.387 | 96.443.353 | 30.782.285 | 51.339.568 | 82.121.853 | 178.565.206
2019 | 80.419.970 | 12.088.653 | 92.508.623 | 32.060.104 | 53.302.727 | 85.362.832 | 177.871.455
2020 | 78.795.376 | 11.470.557 | 90.265.933 | 33.118.114 | 54.384.495 | 87.502.609 | 177.768.542

Baz iilkeler su iirtinleri iiretiminde oldukga ilerlemisken, bazi iilkeler ise
heniiz istenen dilizeyde iiretim miktarlarina ulasamamistir. Kiiresel 0Olcekte
bakildiginda ise su liriinleri iiretiminde lider konumda olan ilk 10 {ilkenin 2020
yilindaki iiretim miktarlar1 ise Tablo 1.2°de gosterilmistir. Ulkemiz ise toplam
dretim miktarlar1 agisindan diinya siralamasinda 32., sadece su iriinleri

yetistiriciliginde ise diinyada 18. sirada yer almaktadir.



Tablo 1.2. Diinyada en fazla su tiriinleri tiretimi yapan 10 tilke (ton/y1l)(FAO, 2022b).

Ulkeler Avcilik Yetistiricilik Toplam Yiizde (%)
Cin 13.226.203 49.620.605 62.846.808 35,11
Hindistan 5.504.713 8.635.986 14.140.699 7,90
Endonezya 6.925.352 5.226.594 12.151.946 6,79
Vietnam 3.421.880 4.600.828 8.022.708 4,48
Peru 5.626.542 143.830 5.770.371 3,22
Rusya 5.072.094 270.362 5.342.456 2,98
ABD 4.246.176 448.235 4.694.411 2,62
Banglades 1.919.505 2.583.866 4.503.371 2,52
Norveg 2.450.901 1.490.076 3.940.977 2,20
Japonya 3.151.730 599.497 3.751.228 2,10
TURKIYE 364.411 421.411 785.822 0,44
TOPLAM 90.265.933 87.502.610 177.768.543

Her ne kadar sucul ekosistemler tretim alanm

bakimindan karasal

ekosistemlerden daha fazla alan saglasa da asir1 avlanma, gevre kirliligi ve ekolojik
problemler sebebiyle, dogal stoklar zarar gérmiis ve avciliktan elde edilen su
tirtinleri tiretimi her y1l azalmaktadir (Giin ve Kizak, 2019) (Sekil 1.1).

o~
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Sekil 1.1. 2010 — 2020 yillar1 arasinda diinyada avcilik ve yetistiricilik yoluyla yapilan su
iriinleri Giretim miktarlar1 (FAO, 2022b).

Avciliktan elde edilen miktarlarin azalmasi sebebiyle su iiriinleri
yetistiriciligi (akuakiiltlir) her gecen y1l hem diinyada hem de {lilkemizde giderek

artan Ooneme sahip olmaktadir. Akuakiiltir veya Tiirkge adiyla su iriinleri



yetistiriciligi, karada yapilan tarim veya ciftciligin sudaki karsiligidir. Genis bir
tanimla tarim, hem hayvanlarin (hayvancilik) hem de bitkilerin (tarla bitkileri,
bahge bitkileri ve kismen ormancilik) karasal ortamda cift¢iligini igermektedir.
Benzer sekilde, su iriinleri yetistiriciligi de sucul ortamda hem hayvanlarin
(kabuklular, baliklar, eklembacaklilar ve yumusakgalar dahil) hem de bitkilerin
(deniz yosunlar1 ve tatli su makrofitleri dahil) yetistirilmesini kapsar. Karasal
tarimda iretim agirhikli olarak tatli su kullanimma dayali iken; su iirtinleri
yetistiriciligi hem igsu (tathh su) hem de kiyisal (ac1 su, deniz suyu) alanlarda
gerceklesmektedir. FAO (1988), su iriinleri yetistiriciliginin avcilikla olan
karigikligini azaltan bir tanmim getirmistir. Bu tanim uyarinca su iriinleri
yetistiriciligi; balik, yumusakgalar, kabuklular ve su bitkileri dahil olmak iizere
suda yasayan organizmalarin insan kontrolii altinda siirdiiriilebilir olarak
yetistirilmesidir. 2019 yili diinyadaki hayvansal su iiriinleri yetistiriciligine
bakildiginda, toplam iiretimin 56,3 milyon tonu (%66,0) kemikli baliklardan, 17,6
milyon tonu yumusakg¢alardan (%20,6), 10,5 milyon tonu (%12,3) krustaselerden,
0,98 milyon tonu ise (%]1,1) diger sucul hayvanlarin iiretiminden meydana
gelmektedir. Igsu baliklari iiretimi ise 48,4 milyon ton ile kemikli balik
yetistiriciliginin %85,9 unu olusturmaktadir (FAO, 2021).

Toplam su {iriinleri liretimi agisindan Tiirkiye sahip oldugu uzun kiyisal
alanlar1, akarsu, g6l ve goletleri ile hem su iiriinleri aveiligi hem de su triinleri
yetistiriciligi agisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir. TUIK in agiklamis oldugu
istatistiksel verilere gére 2021 yilinda toplam su iirlinleri tiretimimiz bir 6nceki yila
oranla %1,8 artig gostererek 799.851 ton olarak kayitlara gegmistir (Tablo 1.3). Bu
miktarin 328.165 tonu (%41,03) avcilik yoluyla, geriye kalan 471.686 tonu
(%58,97) ise yetistiricilikten elde edilmistir. Gegmis yillardaki iiretim verilerine
baktigimizda, kiiresel su driinleri iiretiminde oldugu gibi iilkemizde de
yetistiricilikten elde edilen miktar her gecen yil artig gostererek avciliktan elde
edilen miktar1 gegmistir. 2020 y1li ile karsilastirildiginda su tiriinleri aveilig 2021
yilinda %9,9 azalirken, yetistiricilik miktar1 ise %11,9 oraninda artig gostermistir
(TUIK, 2022). Balikgilik ve Su Uriinleri Genel Miidiirliigii'niin 2021 yilinda
acikladig1 verilere gore ise 2020 yilinda 1.101.954.770% tutar ile toplamda 85.267
ton su {riinii ithal edilirken, 7.518.399.091% tutarinda toplamda 201.157 ton su
{iriinii ihracat: gerceklesmistir (TUIK, 2021).



Tablo 1.3. Tiirkiye’de toplam su iiriinleri iiretimi (ton/y1l)(TUIK, 2011-2021).

Yillar Avcilik Yetistiricilik Toplam
2011 514.755 188.790 703.545
2012 432.442 212.410 644.852
2013 374.121 233.394 607.515
2014 302.212 235.133 537.345
2015 431.907 240.334 672.241
2016 335.320 253.395 588.715
2017 354.318 276.502 630.820
2018 314.094 314.537 628.631
2019 463.168 373.356 836.524
2020 364.400 421.411 785.811
2021 328.165 471.686 799.851

Tiirkiye’de su triinleri iiretiminde yetistiricilik yoluyla elde edilen iiretim
miktarinin toplam iiretime gore son 10 yilda gostermis oldugu artis Sekil 1.2°de
gosterilmistir. TUIK ’in istatistiklerine gore yetistiricilik yoluyla elde edilen iiretim
miktarlart 2011 yilinda 188.790 ton iken 2021 yilinda 471.686 ton seviyesine
ulagmustir. 2011-2021 yillar1 arasindaki toplam su {irtinleri tiretimi incelendiginde
ise, 2011 yilinda yetistiriciligin toplam {iretimdeki payr %?26,83 iken, yillar
icerisinde artarak 2021 yilinda %58,97 seviyesine ulasmistir.
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Sekil 1.2. Su iriinleri yetistiriciligi iretim miktarlart ile toplam su friinleri iretim
miktarlar1 (ton)(TUIK, 2022)

Su iirlinleri yetistiriciliginin tarihine bakildiginda bilinen ilk uygulamalar
oldukga eskiye dayanmaktadir. Diinyada ilk balik yetistiriciligi denemelerinin M.O
4000°li yillarda Misir’da Nil tilapyas: (Oreochromis niloticus) ve M.O. 2000



yilinda Cin’de Adi sazan baliginin (Cyprinus carpio) ilkel metotlar kullanilarak
yetistirilmesi ile basladig1 raporlanmustir (Stickney, 1996). Ticari amagli su tiriinleri
yetistiriciligi acisindan ise 1970’11 yillar diinya su iirlinleri yetistiriciligi agisindan
milat kabul edilmektedir. Belirtilen yillar igerisinde 6zellikle balik yetistirme
caligmalar1 tizerine bilimsel ve ticari denemeler yiiriitilmustir. O tarihlerden
gilinlimiize kadar sucul canlilarin tam kontrollii, verimli ve daha ekonomik tiretimi
konusunda bircok yeni yontem gelistirilmistir. Diinya su {riinleri iiretiminde
yetistiriciligi yapilan tiirler arastirildiginda balik yetistiriciliginde sazan baliklari,
krustase grubunda karidesler, yuamusakg¢alarda istiridyeler ve ardindan ise algler ilk

siralarda yer almaktadir.

Ulkemizde ilk ticari balik yetistiriciligi 1970’li yillarda sazan ve gokkusag
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) ciftliklerinin kurulmasiyla baslamistir (Canyurt,
1978a, 1978b). Ardindan 1985 yilinda ilk ¢ipura (Sparus aurata) ve levrek
(Dicentrarchus labrax) ciftliginin kurulmasi ile birlikte Tirkiye’de deniz
baliklarinin da kontrollii ortamda ticari olarak yetistiriciligi yapilmaya baslanmistir
(Y1ldirnm ve Okumus, 2004). Yetistiriciligi yapilan su iriinlerine tiir ¢esitliligi
acisindan bakildiginda, diinyada bircok balik, sucul bitki, krustase ve yumusakga
tiiriiniin yetistiriciliginin yapildig1 gériilmektedir. Fakat, TUIK 2022 verilerine
yetistiriciligin Tirkiye su irilinleri tretimindeki payir her gecen yil artis
gostermesine ragmen, tir cesitliligi konusunda genisleme yeteri kadar
saglanamamis, tlretim tii¢ balik tiirli iizerinde (alabalik, ¢ipura ve levrek)
yogunlagsmistir. Bununla birlikte son birkag yilda potansiyel yeni balik ve
yumusakea tiirlerinin yetistiriciligi de ticari olarak denenmektedir. Tiirkiye’de
yillara bagli su triinleri yetistiriciligi incelendiginde tretilen tiirlere gore 2021
yilinda toplam miktarin %71,16’s1 (335.644 ton) denizlerde, %28,84’#i (136.042
ton) ise icsularda gerceklesmistir. Ulkemizde yillara gore deniz ve i¢sularimizda

yetistiriciligi yapilan kiiltiir baliklarinin miktar1 Tablo 1.4’te verilmistir.



Tablo 1.4. 2012-2021 yillar1 arasinda Tiirkiye’de kiiltiir baliklari iiretimi (ton), (TUIK, 2022)

Tiir 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021
Alabalik

(et | 111335 | 1228733 | 107983 | 101166 | 101297 | 108705 | 104867 | 116053 | 127905 | 135732
Sazan 222 1455 157 | 206 196 | 233 | 212 | 203 173 171
Diger 0 0 49 40 64 29 19 127 119 90
(Igsu)

Toplam | 111557 | 123018,8 | 108189 | 101412 | 101557 | 103967 | 105118 | 116383 | 128197 | 135993
‘(\[l)a;ﬁlzli‘ 3234 | 51862 | 5610 | 6872 | 5716 | 5952 | 9610 | 9692 | 18689 | 31554

Cipura 30743 | 35701,1 | 41873 | 51844 | 58254 | 61090 | 76680 | 99730 | 109749 | 133476
Levrek 65512 67913 74653 | 75164 | 80847 | 99971 | 116915 | 137419 | 148907 | 155151
Midye 0 0 0 3 329 489 907 4168 4037 4585

(géi?;) 1364 | 15753 | 4808 | 5039 | 6692 | 5033 | 5307 | 5964 | 11832 | 10927
Toplam | 100853 | 1103751 | 126944 | 138922 | 151838 | 172535 | 209419 | 256973 | 293214 | 335603
T?);?;r'n 212410 | 2333939 | 235133 | 240334 | 253395 | 276502 | 314537 | 373356 | 421411 | 471686

Tiirkiye su {riinleri yetistiriciligi incelendiginde ig¢su baliklar1 tiretimi
acisindan en fazla yetistiriciligi yapilan tiir alabaliktir. Alabalik yetistiriciligi
igsularda ve son yillarda denizde {iretimi yapilan Tiirk somonu olarak tabir edilen
kiloluk alabalik tiretimi ile birlikte toplam su iiriinleri tiretimimizin %35,47 sini
kapsamaktadir. Denizlerde yetistiriciligi yapilan tiirlere baktigimizda ise %32,89
ile levrek, %28,30 ile c¢ipura tiirleri 6n plandadir. 2021 yilinda Tiirkiye’de su
triinleri yetistiriciliginin balik tiirlerine gore dagilimi Sekil 1.3’de verilmistir
(TUIK, 2022).

ALABALIK
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Sekil 1.3. Tiirkiye'de 2021 yil1 su iiriinleri yetistiriciliginin tiirlere gore dagilimi1 (TUIK, 2022)

Alabaliklar, koken olarak Salmonidae ailesine dahil baliklardir. Gerek
diinyada gerekse Tiirkiye’de su iiriinleri yetistiriciliginde biiyiik 6neme sahip tiirleri

barmdirmaktadir. Ozellikle iilkemizde alabalik iiretiminden bahsedildiginde akla



gelen basat tlir gokkusagi alabaligidir. Tiirkiye’de ilk balik yetistiricilik faaliyetinin
baslamasinda oOncii olan gokkusagi alabaligi, kulugka asamasindaki avantajlar,
kiiltiir kosullarinda tiretiminin kolay olmasi, yem doniisiim oraniin diisiik olmasi
ve hastaliklar karsisinda daha direngli olmasi gibi sebeplerden otiirii iilkemizde
yetistiricilik faaliyetleri acisindan en fazla iiretilen tiir olma konumundadir
(Celikkale, 1998; Atay, 2000). Tiirkiye’de ilk alabalik yetistiriciligi faaliyetlerinin
1970’1li yillarda yurtdisindan getirilen yumurtalar ile bagladigi bildirilmistir
(Akbulut, 2004). Giinlimiize gelene kadar gerek yetistiricilik alanlarindaki
iyilesmeler gerekse biyoteknolojik calismalarin hiz kazanmasi ile alabalik
iretiminde yiiksek miktarlara ulagilmistir. Su iirlinleri yetistiriciligi yapan iilkelerin
bir¢ogu rettikleri balig1 pazarlarken Norve¢ Somonu (Salmo salar) gibi bazi ticari
markalarla {rilinlerini pazarladiklar1 goriilmektedir. Bu baglamda tilkemizdeki
alabalik {reticilerinin talepleriyle 2019 yilinda Tarim ve Orman Bakanligi
Balikgilik ve Su Uriinleri Genel Miidiirliigii Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan
ozellikle kiloluk boydaki gokkusagi alabaligina “Tiirk Somonu” adin1 vermistir.
Thracat odakli olan Tiirk Somonu marka degeri olarak giin gegtikce daha iyi bir
konuma gelmektedir. TUIK verilerine baktigimizda 2021 yilinda iilkemizdeki
toplam alabalik iiretimi 167.286 ton iken, bunun 31.554 tonunu Tiitk somonu
olusturmaktadir. 2012-2021 yillar1 arasi, su trilinleri yetistiriciligi tiretimimiz
icerisindeki alabalik iiretimimizin yillara gore miktar1 Sekil 1.4°te verilmis
bulunmaktadir (TUIK, 2022).
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Bu kapsamda porsiyonluk {iretimin yaninda son yillarda o6zellikle Orta
Karadeniz Bolgesi’nde denizde ag kafeslerde yetistiriciligi yapilan ve Tiirk Somonu
olarak da adlandirilan kilogram ve iizeri biyiikliikteki gokkusagi alabaligi

tiretimine yonelik bilimsel ¢alismalar da giliniimiizde hiz kazanmustir.

Gegmiste Tiirkiye’de alabalik iiretimi yapan tesislerin biliyiik kismi kiigiik
kapasitede iiretim yapan aile isletmeleri iken, giinlimiizde sektoriin hizla biiyiimesi
ve artan ihracat sebebiyle yiiksek iiretim kapasitesine sahip Ar-Ge ve teknoloji
oncelikli biiyiik isletmelere dontismektedir (Gtileg, 2013).

Ulkemizdeki alabalik yetistiriciligi yapan isletmelerin bir kismi {iretimleri
icin gerekli olan yumurta ve yavru ihtiyacin1 kendi anaglarindan temin ederken bir
kismi ise iilke icindeki baska bir tesisten satin alarak iiretimini slirdiirmektedir.
Bununla birlikte her yil artan iiretimi karsilayabilmek icin yurtdisindan gozlii
yumurta ithalati da yapilmaktadir. Tiirkiye’deki {iiretim kosullar1 dikkate
alindiginda, ticari alabalik tesislerinde, yumurtadan porsiyonluk boya kadar
yaklasik %40 kayip yasandigini goz Oniine aldigimizda 2021 yili alabalik iiretim
verilerine gore llkemizin yillik yaklasik 1,03 milyar adet saglikli alabalik

yumurtasina ihtiyact bulunmaktadir.

Onceki yillarda yumurta ve yavrudaki agigim biiyiik bir kismini yurt digindan
ithalat ile saglayabilen isletmeler son yillarda bu konuda ciddi engellerle
karsilasmaktadir. Ozellikle 2019 yilinda tiim diinyay1 etkileyen COVID-19
pandemisi sirasinda olusan tedarik sorunu ve sonrasinda yasanan diinyadaki
ekonomik sikintilarin beraberindeki maliyet problemleri ile birlikte ¢ogu isletme
kendi yumurta ve yavru baligin1 liretme konusunda Ar-Ge faaliyetlerine hiz
vermistir (Arabaci, 2007). Bu ¢calismalarin baginda biyoteknolojik ¢alismalar (1slah)
ve verim artirict (dolleme soliisyonu, farkli dolleme protokolleri vb.) faaliyetler
gelmektedir. Fakat bu ¢alismalarin bir kismi hali hazirda arazi kosullarinda ticari

isletmelerde kullanilirken, bir kismi ise hala deney asamasindadir.

Balik yetistiriciliginde verim artirma iizerine yapilan birgok ¢aligma olmakla
birlikte gliniimiizde denenen ve ticari olarak da isletme protokollerine islenip
tiretimde pek ¢ok yontem de kullanilmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri arasinda
sayilabilecek olanlar, yiiksek kaliteli anaglarin {iretime alinmasi, {retim
metotlarinin  modifiye edilmesi, bazi 1slah ve fotoperiyot uygulamalaridir.

Genellikle ana¢ seciminde hassas davranilirken, ddlleme yontemi, kullanilan
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dolleme soliisyonu ve kulugka materyallerinde uygunlugun goéz ardi edilmesi
verimi olumsuz etkilemektedir. Buna karsin yumurta {iretimi olan isletmelerde
fotoperiyot yontemlerinin uygulanmasiyla birlikte yilin istenilen doneminde elde
edilebilecek sperm ve yumurtalardan maksimum fayda saglanmasi

hedeflenmektedir.
Su iiriinleri yetistiriciligi ve 6zellikle alabalik yetistiriciligi agisindan en

onemli biyoteknolojik yontemler, cinsiyetin kontrolii, kromozom manipiilasyonu
ve gen kontrol ¢alismalaridir (Sekil 1.5) (Bozkurt, 2014; Ozden vd., 2003).
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Sekil 1.5. Baliklarda cinsiyet kontrol yontemleri

Yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinde baz1 6zellikler iiretim ve pazarlamada
avantaj saglarken, bazi1 6zellikler de dezavantaj olusturmaktadir. Uretim agisindan
baliklarda tiirlere gore degismekle birlikte bazi cinsiyetlerin yetistirilmesi pazar
talebi agisindan 6nem arz etmektedir. Erken cinsel olgunlasma, yem degerlendirme
oranlarindaki farklilik, ayn1 donemde cinsler arasindaki karkas verim farkliligi,
istenmeyen viicut rengi veya sekli, hastaliklar karsisindaki hassasiyet gibi
sebeplerden dolay1 yetistiriciligi yapilan tiirlerde cinsiyet degistirme ve tek cins
(timii disi/erkek) popiilasyonlarin iiretilmesi tercih edilmektedir (Emre ve Kiirtim,
2007). Bu kapsamda bazi tiirlerde tiimii disi (alabalik, levrek), bazi tiirlerde ise tiimii
erkek (tilapya) stoklarin tiretimine ¢alisilmaktadir. Bunun yaninda karkas veriminin
artirilmasi1 bakimindan istenilen cinsiyetin elde edilmesinin ardindan kisir (steril)

bireylerin olusturulmas1 bakimindan kromozom manipiilasyonu c¢alismalari
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yapilmaktadir. Ornek verilecek olursa gokkusagi alabaligi icin giiniimiizde tiimii

disi ve kisir bireylerin olusturulmasi pazar ekonomisi agisindan onemlidir.

Salmonidae ailesi liyelerinin iiretimini yapan bir¢ok isletmede tiimii disi
popiilasyonlarin elde edilmesi karlilik acisindan tercih edilmektedir. Uretimde bu
hedefin gerceklestirilebilmesi i¢in oncelikle kromozom bakimindan disi fizyolojik
olarak erkek olan XX erkek anaglarin tiretilmesi gerekmektedir.

Bu calismada; iilkemizdeki su {iriinleri yetistiriciligi sektoriinde oldukca
onemli bir yere sahip olan gokkusagi alabaliginda ticari boyutta kullanilmak {izere
bazi cinsiyet donilisiimii ve kromozom manipiilasyon uygulamalarinin incelenmesi
planlanmistir. Cinsiyet doniisiimii boliimiinde dolayli yonden cinsiyet doniisiim
metodu kullanilarak tiimii disi (XX erkek) anaglarin elde edilmesi yoniinde
optimum hormon (17a-metiltestosteron) dozunun belirlenmesine yonelik deneme
diizeni olusturulmustur. Denemede 4 farkli dozda (0,5; 1,0; 1,5 ve 3,0 mg/lt)
hormon kullanilarak en uygun dozun belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica cinsiyet
doniisiim ¢alismalarinin sonucunda ortaya ¢ikan sperm kanalinin kapali olusu ya da
hic olugmamasi gibi problemler anaglarin siirdiiriilebilir kullaniminda engel
olusturdugu icin, mevcut calisma ile sperm kanalli ve sagilabilir XX erkek
(fonksiyonel) anaclarin eldesi de c¢alismanin bir diger amacini olusturmaktadir.
Ozellikle bu hususun cinsiyet déniisiimii konusunda gereksiz anag stogu ve her
sagim doneminde erkek bireylerin sperm alimi (sagim) i¢in kesilmesi problemini
ortadan kaldirma hususunda gelecekteki ¢alismalara 6rnek olmasi beklenmektedir.
Kromozom manipiilasyonu boliimiinde ise, déllenmeden hemen sonra yumurtalarin
sicaklik sokuna maruz birakilarak farkli zaman ve siireler denenerek poliploidi
kapsaminda triploid ve tetraploid bireylerin elde edilmesi i¢in uygun protokoliin
olusturulmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda triploid (3n) yumurtalarin elde
edilmesi amaciyla yumurtalarin déllenmesinden 15 dakika sonra yumurtalar 26 °C
(26TR) ve 28 °C (28TR)’lik iki farkli sicaklik seviyesine sahip suda 15’er dakika
boyunca soklamaya maruz birakilmistir. Bir diger amag olan tetraploid (4n)
anaglarin olusturulmasinda ise ilk grup yumurta déllendikten 210 dk (3,5 saat)
(3.5TT) sonra, ikinci grup ise dollendikten 330 dk (5,6 saat) (5.5TT) sonra 28 °C
de 10 dk siiresince sicaklik sokuna maruz birakilmistir. Bu kapsamda elde edilen
tetraploid (4n) disi anaglarin diploid (2n) XX erkek anaglarla ¢aprazlanmasi
sonucunda dogrudan tiimii disi ve kisir (disi triploid) yavrularin {iretilmesi
hedeflenmektedir. Tim bu amaglar dogrultusunda planlanan ¢aligma sonucunda

tilkemiz gokkusag alabalig yetistiriciligi ve Tiirk somonu iiretiminde yurtdigindan
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yiksek maliyetler ile temin edilen triploid yumurta tiretiminin yerlilestirilmesi ve

disa bagimliligin sonlandirilmasi ¢alismanin beklenen faydalarindandir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Sistematikteki Yeri

Gokkusagr alabaliginin (Oncorhynchus mykiss, W. 1792) sistematikteki yeri

asagida gosterilmektedir.
Alem: Animale
Alt alem: Metazoa
Sube: Chordata
Alt sube: Vertebrata
Simif: Actinopterygii
Takim: Salmoniformes
Aile: Salmonidae
Cins: Oncorhynchus

Tiir: Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)

2.2. Morfolojik ve Anatomik Ozellikleri

Salmonidae ailesinin bir {iyesi olan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) Kuzey Amerika kdkenli bir tiir olup, hayatlarinin tiim evrelerini tatli sularda
gecirmektedir (Celikkale, 1998). Torpil seklinde ve yanlardan hafif basik bir viicut
sekline sahiptir. Dorsal bolgede 2 adet yiizgeci bulunmaktadir. Bunlarin ilki ve
biiyiik olan1 10-12 adet 151na sahiptir. Ikinci ve kiiciik olan yiizgeg ise yag yiizgeci
olup adipéz ya da pinniil ismini almaktadir. 50-62 adet arasinda omur sayisi
bulunmaktadir (Geldiay ve Balik, 2002). Pullar sikloit ve kiiciliktiir. Viicut rengi
bulundugu ortam ve cinsel olgunlasma durumuna gore degismekle birlikte

genellikle viicudunun kenarlar1 glimiisi olup sirt kismi ise yesilden kahverengiye
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degisim gdstermektedir (Arabaci, 2007). Yanal cizgi boyunca kirmizi, pembe
gokkusagi renginde bir bulundugu i¢in ismi buradan gelmektedir (Sekil 2.1).
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Branchiostegal  Gogiis Yiizgeci
Pelvik Yuzgeci
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Sekil 2.1. Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) morfolojik ve anatomik yapisi (Kane,
2005).

Cinsel olgunluga erigsmis erkek bireyler disilere nazaran daha koyu ve canl
renklere sahip iken, disi bireylerin rengi daha solgun olmaktadir. Ayrica, erkek
bireylerin alt ¢ene kemigi ¢engel seklinde yukari dogru kivrilmis kikirdak bir
yapiya sahiptir (Sekil 2.2).

-4-

Sekil 2.2. Erkek (iistte) ve disi (altta) gokkusagi alabaliklari.
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2.3. Biyo-Ekolojik Ozellikleri

Gokkusagi alabaligi dogal ortamda oksijen yoniinden zengin, berrak ve soguk
akarsularda ve gollerde yasamaktadir (Behnke, 2002). Karnivor beslenme tipine
sahip olduklarindan dolay1r canli hayvansal organizmalarla beslenirler. Kiiltiir
ortamina iyi uyum saglamasi, diger alabalik tiirlerine gore hastaliklara kars1 daha
direncli olusu, yem degerlendirme kabiliyetlerinin yiliksek ve biiyiime
performanslarinin iyi olmasi sebebiyle gokkusagi alabaligi su iiriinleri yetistiriciligi
acisindan dnem arz eden bir balik tiiridlir. Bunun yani sira anag bireylerden gamet
aliminin kolayligr ve kisa siireli kulugcka doneminden dolayr da tatli su kiiltiir
ortaminda ¢ok tercih edilmektedir (Emre ve Kiiriim, 2007). Su debisi sudaki oksijen

zenginligi agisindan 6nem arz etmektedir.

Sekil 2.3. Gokkusagi alabaligi (O. mykiss Walbaum, 1792) (Engbretson, 2007).

Erkek bireyler 2 yasinda, disi bireyler ise 3 yasinda cinsel olgunluga
ulasmaktadir. Ureme donemi su sicakligina gore Kasim-Mart aylar1 arasindadir.
Kiiltiir kosullarinda iiretimlerinde gokkusagi alabaliginin kulucka ve yavru ¢ikis
doneminde ideal su sicakligi 10-12 °C arasinda degisir. Larva ve yavru biiyiitme
i¢in optimum su sicakligi 12-15 °C iken, porsiyonluk {iretim asamasi i¢in ise 15-18
°C arasindaki su sicaklik degerleri idealdir (Tekelioglu, 1993). Disiler bir
yumurtlama doneminde her bir kg agirlik basina ortalama 1500-2000 adet yumurta
verirler. Yumurtalar1 ortam kosullar1 ve beslenme rejimine gore sar1 veya turuncu
renklidir. Yumurta ¢aplar1 genellikle saglikli bir anagta 4,0-5,0 mm arasinda
degismektedir (Atay ve Bekcan, 2000). Déllenmis yumurtalar i¢in kulugka siiresi
kiltiir ortamindaki suyun sicakligina bagl olarak degismekle birlikte, 300-350 giin-
derecedir. Ulkemiz akarsularinda, optimum su kosullar1 acisindan 10 °C su

sicakligina sahip kaynaklarda 30-31 giinde yumurtadan cikislar baslamaktadir.
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Besin keseli olarak yumurtadan ¢ikan larvalar su sicakligina bagli olarak 90-150
giin-derecede besin keselerini tiikketerek yem almaya baglarlar. Optimum kosullarda
iretimi yapildiginda porsiyonluk agirlik olarak kabul goéren 250-330 gr viicut
agirligina 10-12 ayda ulagsmaktadir.

Gokkusag1 alabaliklarinin yetistiriciliginde kullanilan suyun bazi 6nemli
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.1’de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Gokkusagi alabalig: yetistiriciliginde kullanilan suyun bazi 6nemli fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri (Emre ve Kiiriim, 2007).

Parametre Birim Simir Degerler
Nitrit (NO,) mg/It 0,1
Nitrat (NO3) mg/It 25-35
Amonyak (NHs) mg/It <0,0125
Klor ve Klor Bilesikleri mg/It 0,01 -0,03
. 0,5
Total Demir mg/It
0,15 kuluckahane
CO: mg/It <30
Toplam Sertlik (CaCOs3) mg/It 10 - 400
4 — 18 besi
Suyun Sicakligi °C)
6-13 kuluckahane
pH mg/It 6,5-8,5
Oksijen mg/It >5,5 — tam doygunluk

2.4. Baliklarda Cinsiyet Kontrolii Uzerine Yapilmis Bazi1 Calismalar
2.4.1. Fizyolojik cinsiyetin kontrolii ile ilgili calismalar

Akuakiiltiirde baliklar {izerinde gergeklestirilen cinsiyet kontrolii ve
manipiilasyonu caligmalarina ait ilk verilerin Yamamoto (1969) tarafindan elde
edildigi bildirilmistir.

Su iirtinleri yetistiriciliginde bir¢ok tiirlin {iretiminde tek cinsiyetli balik
stoklarinin olusturulmast hususunda, cinsiyeti manipiile etmek i¢in steroid

hormonlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (WozZny et al., 2020; Ramee et al.,
2020Db).
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Baliklarda cinsiyetin kontrolii ve istenen yonde degistirilmesi su iiriinleri
yetistiriciliginde ticari olarak 6nem arz etmektedir. Yapilan caligmalarda birgok
balik tiiriinlin erken gelisim evrelerinde steroid hormonlarina maruz birakmanin,
diger omurgalilarda oldugu gibi embriyonik gelisim ve cinsiyet doniisiimiine etkisi
oldugu kaydedilmistir (Martinez-Bengochea et al., 2020).

Balik yetistiriciliginde cinsiyetlerden biri digerine gore daha iyi gelismekte
ve pazar agsamasinda tercih edilmektedir. Bu sebeple baz tiirlerde tiimii disi, baz1
tiirlerde ise tiimii erkek popiilasyonlarin iiretilmesine yonelik caligmalar devam
etmektedir. Cakmak vd., 2008 yilinda 2-4 yaslarindaki disi ve erkek Karadeniz
alabaliklarmin (Salmo trutta labrax) karkas, bas ve diger viicut oranlar ile et
veriminin yas ve cinsiyete bagl olarak farklilik gosterip gostermedigini
arastirdiklar1 ¢alisma sonucunda, disi bireylerin erkek bireylere oranla %3,17

oraninda daha fazla et verimine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Akuakiiltiirde tek cinsiyetli veya kisir bireylerin iiretilmesi i¢in bir¢ok teknik
kullanilabilmektedir. Bunlardan bazilari, elle segerek erkek-disi ayrilmasi, steroid
hormonlar1 ile cinsiyet dontiistiirme, kisirlastirna, poliploidi ¢calismalari, androgenez
ve gynogenezdir (Atar vd., 2008).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yetistiriciliginde erkek baliklar
disilere gore daha erken cinsel olgunluga eristikleri i¢in baz1 yonlerden dezavantajl
olarak goriilmektedir. Ayni boyuttaki disilere gore dis goriiniislerinin kotli olmasi
(renk koyulasmasi), etinin daha kalitesiz duruma gelmesi, gonadosomatik indeks
(GSI)’lerinin daha yiiksek olmasi, kondisyon kaybi ve deniz suyunda yetistiriciligi
yapilan erkek bireylerin yasama oranlarmin azalmasi gibi sebeplerden dolay1
monoseks (disi) popiilasyonlarin iretilmesinin tercih edildigi belirtilmistir
(Gjedrem, 1992; Atar et al., 2009).

Alabalik, tilapya gibi yetistiriciligi yogun olarak yapilmakta olan tiirlere besin
keseli larva doneminden hemen sonra anabolik steroidler erken evrede belirli bir
siire yem veya banyo yontemi ile verilir ise, istenilen yonde cinsiyet kontroliiniin
saglanmast miimkiindiir (Atar vd., 2008; Tiirel, 2013).

Baliklarda genetik cinsiyetin hangi yonde olusacagi dollenmeden hemen
sonra belirlenmektedir. Ancak gonadlarin fenotipik olarak hangi cinsiyete ait

gelisecegi (ovaryum veya testis) ise ya yumurtalarin kulugka safhasinda ya da besin
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kesesini tiikettikten sonra yapilan miidahaleler ile dontistiiriilebilmektedir. Bu
baglamda bilimsel c¢alismalarda bildirildigi lizere bu donemlerde uygulanan
miidahaleler ile fenotipik cinsiyetin kontrolii miimkiin olmaktadir (Shepherd and
Bromage, 1988; Atar vd., 2008).

Ozden ve Giillii (1996), fizyolojik cinsiyetin kontroliinde kullanilan
hormonlarin uygulama metotlarini hormon katkili yem ile besleme, hormon-su
cozeltisinde banyo ettirme ve her iki yontemin bir arada kullanilmasi seklinde 3 ana
baslikta toplamistir (Ozden vd., 2003).

Yamazaki, 1983 yilinda gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tizerinde
cinsiyet doniistiirme iizerine bazi denemeler yapmis olup, bu denemeler sonucunda
baz1 steroid hormonlarini kullanarak fenotipik olarak erkeklestirme (17a-
metiltestosteron) ve disilestirmenin (estradiol-17p) miimkiin oldugunu rapor

etmistir.

Devlin and Nagahama (2002) ¢esitli balik tiirleri tizerinde yapmis olduklari
aragtirmalar sonucunda, androjenlerin de dahil oldugu steroid hormonlarinin gergek
kemikli baliklarin (Teleostei) cinsiyet orant ve farklilasmasi iizerinde etkili
oldugunu kaydetmislerdir (Nagahama, 2005; Tiirel, 2013; Peker, 2014).

Teleost baliklarda 31 farkli steroidden (16 androjen, 15 dstrojen) en az biri
kullanilmak suretiyle cinsiyet doniisiimii gerceklestirilmektedir. 47 gonokorist (ayr1
eseyli) ve 34 hermofrodit balik tiirlinde hormonla yapilan uygulamalar olumlu
sonuglar vermistir. En ¢ok hormonal uygulamanin goriildiigii aileler sirasiyla;
Cyprinidae, Salmonidae, Poecilidae, Anabantidae, Cyprinodondidae ve
Cichlidaedir. En c¢ok kullanilan steroid hormonlari, erkeklestirme igin 17a-
metiltestosteron; disilestirme i¢in ise Estradiol-17f dir. Bazi balik tiirlerinde
uygulama sonrast mortalite orani yiikselmekte olup Cyprinidae familyasi
iiyelerinde ise normalden {i¢ kat daha hizli biiyiime gosterdigi onceki ¢aligmalarda
raporlanmistir (Pandian and Sheela, 1995; Atar et al., 2009; Tran, 2021).

Bugiine kadar, salmonidler, cyprinidler, yassi baliklar ve mersin baliklar da
dahil olmak tizere ¢esitli balik tiirlerinin cinsiyet doniisiimii ve kontroliinde
hormonlar kullanilmistir. Fakat hormon uygulamalarinda dikkat edilmesi
gerekenlerin basinda, hormonun mevcut kimyasal yapisi, yeme karistirilan hormon

miktar1, hormon uygulamasinin déllenmeden ne kadar siire sonra gerceklestigi ve
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stiresi gelmektedir. Steroid hormonlar {izerinde yapilan ¢alismalar 1s1g1nda
androjenler erkeklestirmede, Ostrojenler ise disilestirmede kullanilmaktadir. Steroid
hormonlar1 incelendiginde androjenler, Ostrojenlere kiyasla daha gii¢lii cinsiyet
doniisim ajanlaridir. Ozellikle aromatize edilemeyen sentetik androjen 17a-
metildihidro testosteron (MDHT), bir¢ok arastirmaci tarafindan balik cinsiyetini
kontol etmek amaciyla en c¢ok tercih edilen androjen haline gelmistir (Purdom,
1993; Rougeot, 2015; Fopp-Bayat et al., 2017).

Steroid hormonlar1 arasinda en fazla kullanilan hormon olan 17-a
metiltestosteron, testosteronun kimyasal bir cesididir. Balik metabolizmasinda
normal testosterona gére daha uzun siirede yikima ugradigi icin yeme karistirilarak
alinmasinda balik acisindan bir sorun bulunmamaktadir. Ayrica 17-a
metiltestosteron baska androjenlere gore fizyolojik cinsiyetin kontroliinde daha

etkili ve net sonug gostermektedir (Piferrer et al., 1993; Ramee et al., 2020a).

Hunter and Donaldson, (1983), gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus
mykiss) ilk yem alma doneminden itibaren araliksiz 90 giin boyunca 3 mg/kg
dozunda 17a-metiltestosteron igeren yemle beslenmesi sonucunda %94 oraninda
erkek bireyler elde edildigini, buna karsin 60 mg/kg dozunda 11p-
hydroxyandrostenedione igeren yem ile araliksiz 56 giin beslenen yavru grubunda

ise %100 erkek bireylerin olustugunu vurgulamistir.

Bye and Lincoln (1986), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ile
kurduklar1 denemede yeme 3 mg/kg dozunda 17a-metiltestosteron eklemisler ve
yeme yeni baglayan yavrulari1 700 giin-derece siiresince hormonlu yem ile
beslemislerdir. Calismanin sonunda %100 genotipik olarak disi fonksiyonel olarak
erkek bireyler elde edilmis, fakat doniisen baliklarda sperm kanallar1 tikali

oldugundan testisler diseksiyon ile ¢ikarilarak kullanilmistir.

Baker et al., (1988), chinook som baligi (Oncorhynchus tshawytscha) tiiriinde
kulucka doneminde 170-metiltestosteron kullanilarak daldirma islemleriyle
erkeklestirilmesi isimli caligmalarinda tek cinsiyetli disi gozlii balik yumurtalari ve
yumurtadan yeni ¢ikmig larvalart kullanmistir. Calismada 30, 60 veya 120 dakika
boyunca 20 veya 200 pg/lt dozunda 17a-metiltestosteron iceren 10°C'deki
hormonlu suya 2 saat siiresince daldirma islemi gerceklestirilmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 200 mg/It gruplarinda %82-100 oraninda erkeklesme elde
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edilirken, ilk uygulamadan 8 giin sonra yapilan ikinci uygulama sonucunda erkek

oranindaki artis gézlemlenmistir (Fatima et al., 2016).

Piferrer and Donaldson (1992), chinook som baliklarinda (Oncorhynchus
tshawytscha) dogal ve sentetik Ostrojen hormonlart ile dogrudan hormon
uygulamalarimi karsilastirdiklar1 ¢alisma sonucunda, erken evrede steroid ilaveli
sollisyona daldirilan bireylerde cinsiyet doniisiimiiniin erkeklesme yoniinde %95
oraninda yakalanabildigini, ayrica bu yontem ile siire ve maliyet konusunda da

avantaj saglanabildigini kesfetmislerdir.

Feist et al. (1995), gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
fizyolojik cinsiyetin kontrolii amaciyla acilimdan 1 hafta 6nceki yumurtalara ve
larvalara 17-a metiltestosteron (MT), 11-f Hydroxyandrostenedione (OHA) ile
daldirma islemi uygulamislardir. Iki saat boyunca 0,4 mg/lt dozunda 17-a
metiltestosteron (MT) ilaveli su ortamima daldirma islemi sonucunda %100
erkeklesme elde edilirken, yine 0,4 mg/It 11-f Hydroxyandrostenedione (OHA) ile
yapilan uygulama sonucunda ise %0-70 oraninda fonksiyonel erkek bireyler elde
edilmistir. Yeme katilarak yapilan uygulama sonucunda kanalsiz erkekler ortaya
¢ikarken immersiyon yontemi ile yapilan uygulamada ortaya ¢ikan bireylerin

bircogunun kanalli oldugu tespit edilmistir (Arslan et al., 2012).

Cetinkaya ve ark. (1996), 17-o metiltestosteronun (MT) gokkusagi
alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) biiyiime, kondisyon, yem degerlendirme ve
protein etkinligine olan etkilerini inceledikleri ¢aligmada, 92 giin boyunca 2,5
mg/kg ve 5.0 mg/kg hormon ihtiva eden yemle beslenen yavru baliklar ve 96 giin
boyunca 5.0 mg/kg hormonlu yem ile beslenen yavrular1 karsilastirmistir.
Calismanin sonug raporunda gokkusagi alabalig1 yavrularina yeme basladiklar ilk
giinden itibaren 2,5 mg/kg 17-a metiltestosteron (MT) ihtiva eden yem verildiginde

biiytime ve gelisme agisindan daha iyi sonuclarin elde edildigi bildirilmistir.

Demska-Zakes and Zakes (1997), sudak balig1 (Stizostedion lucioperca, L.)
nin fenotipik cinsiyetinin kontrolii amaciyla 17a-Metiltesteron kullanarak yapmis
olduklar ¢aligmada, 21 giin boyunca 30 mg/kg doz hormon verilen grupta %96,67
erkek birey elde ederken, 60 ve 90 mg/kg doz uygulanan gruplarda ise disi,

interseks ve kisir bireylerin oraninin arttigini gézlemislerdir.



21

Al-Ablani and Phelps (2001), 40 giinliikk biiyiik agizli levrek baliklari
(Micropterus salmoides) iizerine yapmis olduklar1 ¢alismada besin kesesini yeni
tiketmis larvalardan bir gruba estradiol 17-f, diger gruba ise steroid olmayan
Dietilstilbestrol isimli Gstrojen ilacin1 40 giin boyunca 100, 200 ve 400 mg/kg
dozlarinda yem ile vermislerdir. Calisma sonucunda her iki dstrojen kaynaginda da
%100 disilesme elde edildigi fakat disi gonadlarin yapilar1 acisindan farkliliklar
olustugu tespit edilmistir.

Karayiicel et al., (2003) nil tilapya (Oreochromis niloticus) baliklarinda YY
stiper erkek popiilasyonlar tiretmek amaciyla yapmis olduklari ¢aligmada, bir gruba
steroid olmayan Ostrojen ilaci diethylstilbestrol (DES; 1.6%) igeren yem verip,
diger grubu ise yiiksek sicakliktaki (36 °C) suda biiyilitme islemi uyguladiktan sonra
cinsiyet doniisiimii konusunda benzer sonuglar almislar ancak yasama oranlari

acisindan DES igeren grupta daha yiiksek sonuglar elde etmislerdir.

Park et al., (2004) Alaca ejderha yaym baliginda (Pseudobagrus fulvidraco
(Richardson)) Estradiol-178 ve tamoksifen (C26H20NO) maddelerinin farkli
dozlarin1 kullanarak cinsiyet doniisiimiine yonelik deneme kurmuslardir. Deneme
sonucunda 400 ppm dozundaki Estradiol-17f tiimii disi bireyler olusmasina sebep
olurken, 200 ppm dozundaki tamoksifen maddesinin ise %90 oraninda erkek

popiilasyon iiretimine sebep oldugu rapor edilmistir (Hoga et al., 2018).

Sumpter and Johnson (2005), sucul canlilarin endokrin sistemleri hakkinda
yapmis olduklari incelemede endokrini etkileyen kimyasallar araciligi ile birgok

tatli su ve deniz tiirlerinin disilestigini gdzlemlemislerdir (Hou et al., 2018).

Mersin baliklarinda disi bireyler siyah havyar {iretimi agisindan ticari dneme
sahiptir. Bu sebeple de mersin baligi tiirlerinde cinsiyet kontrol mekanizmalar1 disi
bireyleri elde etmeye yonelik yapilmaktadir. Omoto et al., (2005), mersin morinasi
(Huso huso) ve Sterlet mersin baliklagi (Acipenser ruthenus) ¢aprazlanmasiyla elde
edilen melez balik Bester (Huso huso disixAcipenser ruthenus erkek) iizerine
yapmis olduklar1 ginogenez uygulamasi sonucunda %70,0-80,0 oraninda disi birey
elde etmislerdir (Keyvanshokooh and Gharaei, 2010).

Giiner et al. (2005a), gokkusag1 alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) tiimii
disi popiilasyonlarin iiretilmesi {lizerine kurmus olduklar1 denemede, normal XY

erkek ve XX normal disi anaglardan elden edilen larvalara, vitelliis keselerini
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tiketimini takiben 750 giin-derece siire boyunca 3 mg/kg dozunda 17a-
methyltestosterone ilaveli yem vermislerdir. Hormon uygulama siiresinin ardindan
24 aylik oluncaya kadar baliklar normal yemle beslendikten sonra XX erkek
bireyler ayrilmig ve bu baliklardan elde edilen spermler ile XX normal disi

yumurtalarinda ¢aprazlanmasiyla %100 disi popiilasyon elde edilmistir.

Gilli et al., (2007), gokkusagi alabaliklarmin (Oncorhynchus mykiss)
dogrudan uygulama ile disilestirilmesi {izerine yapmis olduklar1 caligmada
yumurtadan ¢iktiktan otuz giin sonra larvalara 20 mg/kg diizeyinde estradiol valerat
(EV) ilaveli yem verilmeye baslanmis ve bu uygulama bir grupta 600 ve diger
grupta ise 800 giin-derece siirdiiriilmiistiir. Calisma sonucunda estradiol valerat
uygulanan her iki grupta da %100 disilesme elde edilirken kontrol grubunda ise
%45 oraninda disi balik tespit edilmistir.

Wang et al., tarafindan 2008 yilinda giines baliginin (Lepomis macrochirus)
disilestirilmesi iizerine gerceklestirilen ¢aligmada, yavru baliklara 60 giin boyunca
50, 100, 150 ve 200 mg/kg dozunda Estradiol-17f igeren yem verildikten sonra tiim
gruplarda disilestirme hedefine ulasildigi ancak en iyi sonucun 150 mg/kg hormon

iceren grupta elde edildigi rapor edilmistir.

Bascinar ve Sonay (2009), salmonidae ailesi iiyelerinin cinsiyet doniigiimii
izerine yapmis olduklari tarama sonucunda, besin kesesini yeni tiiketmis olan yavru
baliklara belirli bir siire boyunca 20 mg/kg dozunda 6strojen ilaveli yem vermenin

sonucunda disilestirmenin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.

Atar et al. (2009), farkli hormonlarin gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss)’in cinsiyet doniisiimiine etkisi ve tiimii disi populasyon iiretimi ile ilgili
yapmis olduklar1 ¢aligsmada, ilk yem almayla birlikte baliklara ti¢ farkli hormonu
(17a-Methyltestosteron, 11B- hydroxyandrostenedione, 17a-Ethynyltestosterone)
degisik miktarlarda yeme karistirip vermisler ve cinsiyet doniisiimiindeki etkilerini
arastirmislardir. Deneme sonunda 60 giin boyunca 3 mg/kg 17a-Methyltestosterone
iceren yemle beslenen grupta en yiiksek oranda (%86,67+6,67) genotipik olarak
disi, fenotipik olarak erkek bireyler elde edilmistir.

Arslan et al., 2010 yilinda androjenler araciligi ile tek cinsiyetli popiilasyon
tiretimi amaciyla gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tizerinde birtakim
denemeler yiiriitmiistiir. Denemeler sonunda XX erkek bireylerin olusturulmasi
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amaciyla yavrularin ilk tiikettikleri yemlere 1,0; 2,0 ve 3;0 ppm dozunda 17a-
metiltestosteron ilave ettikten sonra 600 giin-derece boyunca bu yemle beslemistir.
Calismanin diger boliimiinde ise larvalar farkli tekrarlarda ikiser saatlik stire ile 0,5
ppm 170-metiltestosteron igeren soliisyona daldirilmistir. Denemeler sonucunda
yemlerle oral yolla verilen hormonlarin XX erkek bireylerin iiretilmesinde daha
etkili oldugu fakat yiiksek dozdaki uygulamalarin baliklarin sperm kanallarina zarar
verdigi veya kisir baliklar ortaya ¢ikardigini belirtmistir.

Celik et al. (2011), Nil tilapyasinda (Oreochromis niloticus, Linneaus 1758)
tiimii erkek popiilasyonlar: iiretmek amaciyla yapmis olduklar1 denemede besin
keselerini bitirip toz yem alma asamasindaki yavru baliklar1 5 farkli dozda (0, 20,
30, 40, 50 ve 60 mg.kg™) 17a-metiltestosteron (MT) igeren yemle beslemislerdir.
28 giin boyunca devam ettirilen ¢alisma sonucunda gruplar arasinda ortaya ¢ikan
erkek birey oranlarinin sirasiyla %57,1; 69,8; 69,4; 70,9; 86,1 ve %93,7
seviyelerinde oldugu tespit edilmis olup, en yiiksek cinsiyet doniisiim oraninin 60

mg.kg MT uygulanan grupta meydana geldigi gézlemlenmistir.

Razmi et al., (2011), gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
dogrudan hormon wuygulamasi ile cinsiyetin kontroliinii amagladiklar
calismalarinda yumurtadan yeni ¢ikmis besin keseli larvalar1 1 defaya mahsus 400
pg/lt 17a-Etinilestradiol (EE2) iceren soliisyona 1, 2, 4 ve 8 saatlik daldirma
islemleri sonucunda en iyi sonucu (%96 disi popiilasyon) 2 saatlik daldirma

uygulamasindan elde etmislerdir.

XX fonksiyonel erkek anaglarin gonadlari normal XY erkek anaglarinkine
gore 5 kat daha fazla sperm hiicresi barindirmaktadir. Nynca et al., 2012 yilinda
yapmis olduklari aragtirmalarda tireme donemi boyunca fonskiyonel gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) anaglarini sperm kalitesinden meydana gelen
degisiklikleri belirlemeyi hedeflemislerdir. Bu kapsamda doniistiiriilmiis erkeklerin
sperm konsantrasyonu, sperm motilite parametreleri ve seminal plazmanin
biyokimyasal parametreleri (protein konsantrasyonu, antitripsin aktivitesi,
ozmolalite ve laktat dehidrojenaz aktivitesi) lireme sezonu boyunca takip edilerek
normal erkek gokkusagi alabaliginin verileri ile karsilastirilmistir. Denemeler

sonucunda sperm hareketliligi ve hareket ylizdesi bakimindan kontrol grubunun
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daha iyi oldugu fakat sperm miktar1 ve sperm hiicre igerigi bakimindan ise XX

erkek anaclarin istatistiksel olarak (p<0,05) farkli oldugu vurgulanmaistir.

Karsli vd. (2014), farkli oranlarda yeme ilave edilen iki farklt hormonun (17f-
estradiol, 17a-metiltestosteron) ahli ¢iklit (Sciaenochromis ahli) baliginda tiremeye
olan etkisini aragtirdiklar1 ¢aligmada, kisirlagma durumunun tespiti i¢in baliklara
farkli dozda hormon ilaveli yemler (20, 40, 60 mg/kg Estradiol-17f ve 20, 40, 60
mg/kg 17-o metiltestosteron) verilmis ardindan da anaglarin yavru verimleri takip
edilmigtir. Deneme sonucunda, hormon dozunun artmasinin anaglardaki yavru

verimine olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir.

2.4.1.1. XX erkek bireylerin iiretimi

Dogrudan hormon uygulamasi ile cinsiyetin kontroliinde pazar agamasinda
yasanan problem ve engeller sebebiyle fizyolojik cinsiyetin dolayli yontemle
kontrolii 6nem arz etmektedir. Bunun yaninda isletmedeki disi baliklarin erkeklere
gore porsiyonluk boya daha erken ve daha verimli ulasmasi sebebiyle Salmonidae
ailesi iiyelerinin iiretimini yapan bir¢ok isletmede tlimii disi popiilasyonlarin elde
edilmesi karliik agisindan tercih edilmektedir. Uretimde bu hedefin
gergeklestirilebilmesi i¢in Oncelikle kromozom bakimindan disi fizyolojik olarak
erkek olan XX erkek anaglarin iiretilmesi gerekmektedir.

Isletmede bulunan normal erkek ve disi anaglar gaprazlanarak elde edilen
yavrularin teorikte %50’sinin erkek %50’sinin ise disi olmasi beklenmektedir. Tim
bu yavrular besin keselerini tiikettikten sonra androjen ilave edilmis yem ile belirli
bir siire beslenirler. Daha sonra yapilacak kontroller sonucunda XY genotipli
normal erkekler tespit edilip popiilasyondan ayirt edilmektedir. Kalan baliklar XX
genotipli fakat erkek fenotipte oldugu i¢in XX erkek, fonksiyonel erkek, maskiilen
disi, doniistiiriilmis erkek gibi isimler almaktadir. Elde edilen bu XX erkek bireyler
ile normal XX disi bireylerin ¢aprazlanmasi sonucunda ise timii disi XX

popiilasyonlar elde edilmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Gokkusagi alabaliginda dolayli yontemle XX erkek (tiimii disi popiilasyon) tiretimi

2.4.1.2. Hormon uygulamalarimin insan saghg acisindan etkileri

Insan tiiketimine yonelik gidalarda dogrudan hormon kullanimi konusunda
karsilasilan tiiketici tepkisini azaltmak adina alabaliklarda dogrudan hormon
uygulamasi yerine dolayli yoldan hormon uygulamasina ragbet gosterilmektedir

(Ingram, 1988).

Altunok vd. (2008), cinsiyet doniisimiinde baliklara dogrudan hormon
uygulamasi ile basarili sonuglar elde edilmesine ragmen hormon s6zciigiiniin
tilketicilerde  olumsuz  izlenim olusturmasina bagli olarak  baliklarin
pazarlanmasinda birtakim problemlerle karsilagildigini ve sektoriin bu sekilde

zarara ugrayabilecegini bildirmislerdir.

Avrupa Birligi Bakanlar Konseyi’'nin 29.04.1996 tarihinde almis oldugu
96/22/CE sayili karar dogrultusunda Avrupa Birligi’ne iiye iilkelerde dogrudan
hormonal uygulamalar yasaklanmis olup sadece dolayli yoldan cinsiyet
dontigiimiine izin verilmektedir. Hormon verilerek cinsiyeti doniistiiriilmiis
anaclarin kullanimina sadece bir sonraki neslin olusturulmasinda izin verilmekte
olup insan gidasi olarak tiiketime sunulmamasi kararlagtirilmistir. Buna karsin,

Kanada, ABD ve Avustralya gibi iilkelerde ise Ostradiol, testosteron, progesteron
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ve bunlarin esterleri gibi hormonlarin kullanimi konusunda bir kisitlama

bulunmamaktadir (Iwona et al., 2017; Hoga et al., 2018).

AB, Hindistan, Ekvador ve Kosta Rika gibi baz iilkeler steroid hormonlari
islem gérmiis trtinler tizerinde siki1 diizenlemeler getirmis olsa da Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA), kapsamli bilimsel arastirma ve deneylere
dayanarak steroidlerin kullanimina izin vermektedir. Ozellikle metiltestesteron ve
tirevlerinin karaciger ve bobrekte hizla metabolize olmasi ve kan plazmasindaki
yarilanma Omriliniin kisa olusu sebebiyle, insan yasami i¢in diger steroid

kaynaklarina kiyasla daha giivenli oldugu bildirilmistir (Mlalila et al., 2015).

Johnstone et al. (1983), mozambik tilapyasi (Oreochromis mossambicus) ve
gokkusag1 alabaligi (Salmo gairdneri) yavrularina yem ile birlikte oral olarak
uygulanan 17a-metiltestosteronun viicuttan atilmasini arastirdiklar1 ¢alismada
hormonun dokulardan yarilanmasini tespit etmek igin radyoaktivite tiikenme
oranlarin1  lgmiislerdir. Olgiimler sonucunda radyoaktivitenin, hormonun
kesilmesinden sonraki ilk 8-12 saat boyunca yiiksek kaldig1 ve biiyiik dl¢iide (>%95)
viseral dokularda bulundugu tespit edilmistir. Yiiz saat sonra ise hem i¢ organlarda
hem de karkas kisminda hizli bir sekilde tiikendigi ve hormonun viicuttan %99

oraninda atildig1 gézlemlenmistir.

Benzer bir ¢alismay1 mavi tilapya (Oreochromis aureus) iizerinde yapmis
olan Goudie et al., (1986) ise 17-p-Estradiol ve 17-a metiltestosteron hormon
seviyelerinin hormonlu yemlerin kesilmesinden 5 giin sonrasinda 6lgiilemeyecek

rezidii seviyelerini indigi tespit etmislerdir (Turan, 2000).

Cravedi et al., (1989), gokkusagi alabaliklarinda (Salmo gairdneri) 17a-
metiltestosteronun viicutta absorbe edilmesi ve dokulardan atilimini inceledikleri
calismada baliklara tek doz (40 pg, 126,8 kBq) intragastrik yolla 170-
metiltestosteron vermislerdir. Elde edilen veriler 1s18inda, verilen hormonun
%95'inin sindirim yoluyla emildigi, hormon uygulamasindan 24 saat sonra ise
toplam verilen dozun %67,4'linilin solungaglar yoluyla tekrar viicuttan atildigini

kaydetmislerdir.
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Pandian and Kirankumar, 2003 yilinda bazi salmonidae ailesi {iyelerinin
(Oncorhynchus kisutch ve Oncorhynchus tshawytscha) cinsiyet doniistimii tizerine
yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda steroid uygulamasindan hemen sonra
androjenin emildigini, 1-2 hafta igerisinde ise viicuttan %90-95 oraninda atiliminin
gerceklestigini, 5 ng/g (0.001 ppm)’dan diisiik seviyedeki kalintilarin ise insan

saglig1 icin bir tehlike olamayacak kadar diisiik oldugunu bildirmislerdir.
2.4.2. Genetik cinsiyetin kontrolii ile ilgili calismalar

Gen modifikasyonu metodunda, istenen Ozelligi belirleten genlerin
frekanslarinin yiikseltilmesi amaciyla {izerinde calisilan tiiriin genom yapisinda
mubhtelif modifikasyonlar yapilarak uygulama sonunda istenilen 6zellikte bireylerin
elde edilmesi planlanmaktadir (Yilmaz vd., 2009).

Shepherd and Bromage (1988), steril (kisir) balik iiretiminde kimyasallar,
steroid hormonlari, triploidizasyon ve radyasyon uygulamalari gibi yontemler
karsilastirildiginda en verimli ve ekonomik yontemin triploidlestirme oldugunu

bildirmislerdir.

Johnstone (1992), iskogya’da triploid atlantik som balig1 (Salmo salar)
iiretimi ve performansi isimli bilimsel c¢alismasinda balik hiicrelerinin 2n
kromozoma sahip oldugunu, mayoz bdliinme ile kromozom sayinin yariya indigi

noktada ise kromozom manipiilasyonlarinin miimkiin oldugunu vurgulamustir.

Diploid (2n) kromozoma sahip bireylerin c¢aprazlanmasi ve dollenen
yumurtalarin doéllendikten bir siire sonra sicaklik, basing, kimyasallar gibi etkilerle
sok uygulanmasi sonucu kromozom sayisinin Katlanarak artmasina poliploidi ismi
verilmektedir. Kromozom sayisi 3n oldugunda bireyler triploid, 4n ise tetraploid,
5n ise pentaploid olarak isimlendirilmektedir (Vicdanli, 2007).

Triploid (3n) baliklar steril (kisir) olduklarindan dolayi diploid (2n) bireylere
gore gonadal gelisim gostermemelerinden otiirii, daha iyi biiylime parametreleri,
yasama orani, kaliteli ve yliksek oranli karkas verimi, hastaliklara kars1 direngli

olmalar1 bakimindan incelendiginde yetistiricilikte tercih edilmektedir (Bascinar ve
Sonay, 2009; Sonay vd., 2021).
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Dogal sulara kagmas1 durumunda genetik havuza etkisinin sinirli olmasindan
otilirti cevre orgilitleri tarafindan baliklandirmalarin triploid baliklarla yapilmasi
tavsiye edilmistir. Bununla birlikte triploidizasyon ile iiretilen baliklar Avrupa
Birligi miiktesebatina gore genetigi degistirilmis organizma (GDO) smifina
girmedigi de gbz Oniine alinirsa ticari agidan da triploid balik iiretiminin onemi

giinden giine artmaktadir (Y1lmaz vd., 2017).

Poliploidi ¢alismalarinda asil hedef kisir bireylerin elde edilmesidir. Bu
baglamda dollenmis yumurtalara dollenme isleminden belirli siire sonra sicaklik,
basing ve kimyasallar araciligi ile soklama islemi yapilarak 3n kromozoma sahip
disi veya erkek baliklar iiretilmektedir (Tuzcu, 2017).

Gillet et al., (2001), salmonidae ailesi iiyesi bir tiir olan Arctic charr'da
(Salvelinus alpinus) triploidizasyon i¢in yapmis olduklari arastirmada, yumurtalara
d6llenmeden sonra 3 farkli zamanda (30., 40. ve 50. dk) 9427 psi (650 bar) ve 5 er
dk boyunca hidrostatik basin¢ soku uygulamiglardir. Daha sonra baliklar 3 yasa
kadar biiyiitiilerek biiyiime, hayatta kalma ve gelisme parametreleri 6l¢iilmiistiir.
Calisma sonunda Salvelinus alpinus tiirii igin en iyi sonucun déllenmeden 50 dk
sonra 650 bar miktarinda ve 5 dk siire ile hidrostatik basing grubunda ortaya ¢iktigi
kaydedilmistir.

Bilgin (2004), Diizce ili ve ¢evresindeki gokkusag alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) tiretim tesislerindeki baliklarda kromozom farkliliklarinin belirlenmesi
iizerine hazirlamis oldugu tez ¢alismasinda alt1 adet iiretim tesisinden almis oldugu
60 adet baliga ait olan solunga¢ dokusunun analizi sonucunda sirasiyla; 2n=58,
2n=62, 2n=54, 2n=56, 2n=54, 2n=56 kromozom sayil1 karyotip tespit edildigini
bildirmistir.

Giiner et al., (2005b), Tiirkiye’de triploid gokkusag alabaligi (Oncorhynchus
myKkiss) tiretimi ve performansinin incelenmesi tizerine yapmis olduklari galismada
yumurtalara déllendikten 15 dakika sonra 20 dakika boyunca 26.5 °C ve 28 °C
seviyelerinde sicaklik soku uygulamislardir. Deneme boyunca mutlak biiyiime
orani, nispi biliylime orani, spesifik biliylime orani, kondisyon faktori,
gonadosomatik indeks ve yem doniisiim oranlart (FCR) incelenmistir. Deneme
sonucunda 26.5 °C ve 28 °C sicaklik soku ile sirastyla %85 ve %100 triploid orani
elde edilmistir. Eritrosit ¢aplarinin diploid (2n) bireylerden 1,57 kat daha biiyiik
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oldugu tespit edilmistir. Yine ayn1 sekilde biiylime parametreleri triploid bireylerde
diploidlerden daha yiiksek bulunmustur.

Hershberger et al., (2007), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
yetistiriciliginde dogrudan triploid baliklar tiretmek igin tetraploid anaglarin elde
edilmesine yonelik bir ¢alisma planlamislardir. Yumurtalara déllenmeden 320 dk
sonra 3 farkli hidrostatik basing seviyesinde (7.000, 8.000, 9.000 psi) 8 dk boyunca
basing soku uygulanmistir. Calisma sonucunda tetraplodizasyon i¢in en 1iyi
protokoliin dollenmeden 320 dk sonra 8 dk boyunca 9000 psi hidrostatik basing
soku uygulamasi oldugu tespit edilmistir.

Kalbassi et al., (2009), Aras alabaligina (Salmo trutta caspius) sonraki 5., 10.,
20. ve 40. dakikalarda, sirasiyla 5, 10, 15 dakika boyunca ii¢ farkli sicaklik
seviyesinde (26, 28 ve 30 °C) sok uygulayarak triploidizason denemesi
yapmislardir. Yavru baliklarin triploidlesme orani alinan kan numunelerindeki
eritrositlerin ylizey ve hacim Olglimlerinin yan1 sira akig sitometresi
(flowcytometer) analiziyle belirlenmistir. Denemeler sonucunda yumurtalarin
dollenmesinden larvalarin serbest yiizmesine kadar hayatta kalma, triploid oranlari
ve triploid verimleri sirastyla %0-70, %0-97 ve %0-57 araliginda tespit edilmistir.
En yiiksek triploid verimi, dollenmeden sonraki 40. dakikada 26°C'de 10 dk

sliresince uygulanan sok ile elde edilmistir.

Flajshans et al., tarafindan 2010 yilinda triploid kadife balig1 (Tinca tinca)nin
su iriinleri yetistiriciligi i¢in potansiyelini belirlemek amaciyla yapmis olduklari
incelemelerde, soguk soku ile triploidizasyona ugrattiklari baliklari diploid baliklar
ile kiyaslamiglardir. Sonug olarak triploid kadife baliklar1 diploid bireylere gore
daha fazla agirlik artis1 (%2,69-3.94), daha fazla karkas verimi, %20-60 oraninda

daha diisiik gonadosomatik indekse sahip olduklarini bildirmislerdir.

Bencsik et al., (2012), gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
eritrosit boyutlarina gore tetraploidi tespiti amactyla yapmis olduklar ¢aligmada,
yumurtalara déllenmeden 6 saat sonra 28 °C’de 15 dakika boyunca sicaklik soku
uygulanmistir. Daha sonra 2,5 yasina kadar biiyiitiilen baliklardan alinan kan
ornekleri boyanip mikroskop altinda incelenmistir. Olgiimler sonucunda tetraploid
bireyler i¢in eritrosit alan1 diploid bireylerden 2,18 kat (61,48+2,11; 28,15+1,35)
eritrosit hiicresinin ¢evresi ise diploid bireylerden 1,45 kat (30,12+0,5;
20,68+0,42) daha biiyiik oldugu belirlenmistir.
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Fujimoto et al., (2013), sarikuyruk tetra (Astyanax altiparanae) baliklarinda
tetraploid larvalar elde etmek amaciyla yumurtalara 41 °C’de 2 dk boyunca yiiksek
sicaklik soku uygulanmistir. Uygulama siiresinin tespiti i¢in 4 farkli deneme grubu
olusturulmus optimum zaman olarak déllenmeden sonraki 21 ve 51 dk lar sonrasi

oldugu rapor edilmistir.

Preston et al., (2013), kahverengi alabalikta (Salmo trutta L.) triploidi
uygulamasinin optimizasyonu amaciyla kurmus olduklari denemelerde hidrostatik
basing yoluyla triploidizasyon e¢lde edilmeye ¢alisilmistir. Yumurtalara
dollendikten 30 dakika sonra (300 derece x dakika (CTM)) 3 farkli (9500, 10000,
10500 psi) hidrostatik basing ve 3 farkli sok siiresi (4, 5, 6 dk) boyunca sok
uygulanmistir. Calismada elde edilen veriler i1s18inda, kahverengi alabalikta
triploidi i¢in en yiiksek yasama oram1 ve %100 triploid orani saglayan basing
sokunun, déllenmeden 30 dk sonra 10 °C’de 5 dk siiresince uygulanan 10.000 psi
biytikliigiindeki hidrostatik basing grubunda oldugu gortilmiistiir.

Kizak et al., (2013), triploid ve diploid dere alabaliklarinda (Salmo trutta
fario) biiyiime performansi, gonadal yapi ve eritrosit boyutunun karsilastirilmasi
iizerine kurmus olduklar1 denemelerde triploid uygulamasi i¢in yumurtalara
dollenmeden 15 dk sonra 20 dk boyunca 26.5 °C’de sicaklik soku uygulamislardir.
Sok uygulamasi sonrasi baliklar normal beslemeye tabi tutulup 18. aydan 32. aya
kadar triploid (TBT) ve kontrol diploid (CBT) dere alabaligi gruplari iizerinde
olgtimler stirdiiriilmistiir. Her iki grupta da yasama orani, spesifik biiyiime orani,
yem doniisiim orani, kondisyon faktorii, nispi bilyiime orani, mutlak biiyiime orani,
gonadosomatik indeks, hepatosomatik indeks ve karkas verimi belirlenmistir.
Triploid dere alabaliklar1 diploid baliklardan daha fazla canli agirlik gdstermesine
ragmen istatistiki olarak 6nemli olmadigi tespit edilmistir (P>0.05). Triploid grupta
triploidizasyon basarist %95, erkek/disi oran1 %44,4 / 55,6 olarak bulunmustur.
Eritrosit hiicreleri karsilastirildiginda ise triploid bireylerin hiicre biiyikligi
diploid olanlardan 6nemli 6l¢iide daha biiyiik oldugu kaydedilmistir (p<0.05).

Giiner et al., (2016), 16 saat giindiiz / 8 saat gece olacak sekilde fotoperiyot
uygulamasina maruz birakilan gokkusagi alabaliklarindan (Oncorhynchus mykiss)
alinan yumurtalara poliplodi islemi i¢in uygun sicaklik sokunun belirlenmesi
amactyla yapmis olduklar1 ¢alismada, yumurtalar: ultraviyole (UV) ve sicaklik
sokuna maruz birakmiglardir. Bir grup yumurtaya 254 nm UV lamba ile soka
ugratilip ile ginogenetik diploid bireyler elde edilirken, diger grup yumurtalara
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dollenmeyi takiben 5,10 ve 15 dk sonra 26 °C deki suya 10 ve 20 dk siiresince
daldirma sicaklik soku uygulanmistir. Denemeler sonucunda en iyi uygulamanin
dollenmeden 20 dk sonra 26 °C’de 10 dk siiresince devam ettirilen sicaklik soku

oldugu tespit edilmistir.

Fran¢k et al., (2019), tasiyici lireme i¢in triploid zebra baligi (Danio rerio)
tiretimi ve kullanimi iizerine yapmis olduklar1 ¢alismada triploidizasyon islemi i¢in
soguk soku (3, 6 ve 9 °C) ve sicaklik soku (41,0; 41,4 ve 42,0 °C) uygulamislardir.
Calisma sonunda yliksek sicaklik soku isleminin, 6zellikle disilerde %100 triploid

iiretim oraniyla daha etkili oldugu kanitlanmistir.

Alvarenga et al., (2020), nil tilapya (Oreochromis niloticus) baliklarinda
yiiksek sicaklik soku araciligi ile tetraploid bireyler iiretmek amaciyla kurmus
olduklar denemelerde, baliklara 40 °C’de dort farkl siire boyunca (1, 2, 3 ve 4 dk),
dollenmeden sonraki 9 farkli zamanda (50., 60., 70., 75., 80., 85., 90., 95. ve 100.
dk) sicaklik soku uygulamislardir. Deneme sonucunda %100 4n kromozoma sahip
tetraploid bireyler elde edilememis olmasina ragmen triploid bireyler

gbzlemlenmistir.

Okomoda et al., (2021), afrika yayin baliginda (Clarias gariepinus) tetraploid
bireyler olusturmak i¢in uygun protokoliin olusturulmasi amaciyla yapmis olduklari
caligmada yumurtalara dollenmeden 31 dk sonra 3 farkli siirede (2, 5 ve 10 dk) ve
3 farkl sicaklik derecesinde (0, 5 ve 10 °C) soguk su soku uygulanmistir. Yapilan
eritrosit hiicre biiyiikligii 6lgtimlerinda tetraploid bireylerin (4n = 112), diploid
muadillerine (2n = 56) kiyasla daha yiiksek eritrosit eksen uzunluguna sahip oldugu
(17,4 - 12.5 pm) gozlemlenmistir. Gruplardaki verim incelendiginde 2 ve 5 dk
stiresince 5 °C’de uygulanan soguk soku, en yiiksek kulugka randimanini (%70) ve
tetraploid yiizdesini (%35) vermistir. Calisma sonucunda afrika yayin baliginda
(Clarias gariepinus) tetraploid bireyler olusturmak i¢in en uygun protokoliin
dollenmeden 31 dk sonra 2 ve 5 dk siireyle 5 °C soguk soku oldugu sonucuna

varilmistir.

Sonay vd., (2021), triploid karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax) iiretimi
tizerine yapmis olduklari tespit ¢alismasinda yumurtalara déllenmeden sonraki {ig
fakli zamanda (10, 15 ve 20. dakikalarda), dort farkli sicaklikta (26, 28, 30 ve 32
°C) 10 dakika siiresince sicaklik soku uygulanmistir. En yiiksek triploid oraninin
(%86,15), dollenmeden 15 dakika sonra 32 °C’de uygulanan sicaklik soku ile elde
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edildigi, buna karsin ise en iyi kulugka performansmin ise 28 °C sicaklik soku
grubunda goriildiigii kaydedilmistir.

2.4.2.1. Triploid bireylerin eldesi

Triploidizasyon, steril (kisir) bireyler elde etmek amaciyla balik
yumurtalarinin dollendikten bir siire sonra Mayoz II safhasinda iken, farkli
uygulamalar ile (sicaklik, soguk, basing, kimyasallar) belirli bir siire soklanmasi
sonucunda 2. kutup hiicresinin yumurtadan atilmasinin engellenmesi ile
gerceklesmektedir (Sekil 2.5).

Genellikle balik tiirlerinde 1s1 ve hidrostatik basing soku yaygin olarak
kullanilirken, kabuklularda ise kimsayal sok uygulamasi tercih edilmektedir. Sok
uygulamasinin ne zaman baslayacagi ve ne kadar siirecegi hedef tiir bazinda 2.
kutup hiicresinin dolleme isleminden ne kadar zaman sonra yumurtadan
ayrilacagina bagli oldugu literatiirde bildirilmistir. Triploidizasyon islemi
sonucunda dollenmis yumurta iginde biri spermden gelen toplam 3 adet haploid
cekirdek¢ik bulunmakta ve 3n kromozom yapisina sahip zigot meydana
gelmektedir (Ingram, 1988; Kankaya, 1998; Emre ve Kiiriim, 2007; Manan et al.,
2020).

2. Kutup hiicresinin atilmas:

Diploid Hiicre Olusumu
2N)

Yumurta Hiicresi

Triploid Olusumu
(3N)

Yumurta Hiicresi

Sok Uygulamasi
(Sicakhik veya basing)

Sekil 2.5. Diploid (2N) ve Triploid (3N) Kromozom Setli Bireylerin Olusumu (Manan et al., 2020)
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Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) triploid bireyler elde
edilirken fonksiyonel erkek anaglarin spermasinin kullanilmasi tiimii disi triploid
bireylerin eldesi i¢i 6nem arz etmektedir. Cilinkii normal erkek anaglarin
spermlerinin kullanilmasi sonucunda erkek triploid baliklar (XXY) olusacagi ve bu
baliklarda da gonad gelisimi gozlemlenecegi icin karkas verimi ve biiylimede
diploidlerle benzer sonuglar elde edilmektedir. Ancak, GSI’nin artmasina ve gamet
tiretilmesine ragmen, bu spermler anéploid kromozom komplementleri tasidigindan
tiretimde kullanilamamaktadir. Bu sebeple alabalik yetistiriciliginde XX erkek
spermleri kullanilarak timi disi ve triploid (kisir) (XXX) bireyler olusturulmasi

ticari agidan 6nem arz etmektedir (Sekil 2.6)

el _g
Erkek Triploid
Yumurta Hiicresi ( )
Sok Uygulamas:
(Sicakhik veya basing)

(XX)

Yumurta Hiicresi

Sok Uygulamas:
(S1cakhik veya basing)

Sekil 2.6. Erkek Triploid (XXY) ve Disi Triploid (XXX) Bireylerin Olusturulmasi (Kankaya, 1998).

2.4.2.2. Tetraploid bireylerin eldesi

Tetraploidizasyon, normal (2N) kromozomlu bir yumurta hiicresinin sperm
hiicresi ile déllenmesinden sonra MITOZ I safthasinda iken, farkli uygulamalar ile
(sicaklik, soguk, basing, kimyasallar) belirli bir siire soklanmasi sonucunda mitoz
boliinmenin engellenmesi ile 4N kromozom setli bireylerin elde edilmesidir (Sekil
2.7).
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2. Kutup hiicresinin atilmasi

. @ — @ Diploid Hiicre Olusumu
2ZN)

Yumurta Hiicresi

Mitoz
v

: : Mitoz Biliinmenin

Sok Uygulamas1
(S1cakhik veya basing)

. / e prasenmes

Tetraploid
(4N)

Sekil 2.7. Tetraploid (4N) Kromozom Setli Bireylerin Olusumu (Lutz, 2001).

Tetraploid bireylerin tliretilmesi zor olmasina karsin, 4N kromozom setli
bireyler ile normal diploid (2N) kromozom setli bireylerin ¢aprazlanmasi sonrast
dogrudan triploid (3N) bireylerin elde edilebilmesidir. Bu sekilde iiretilen bireylere
ise “Interploid Triploidi” ad1 verilmektedir (Schatlowski and Kéhler, 2012) (Sekil
2.8).

Tetraploid yumurta X Diploid spermatozoit
(4N) (2N)

Sperm 2. Kutup hiicresinin atilmasi

oo Mayoz II .
““‘b — .@ — Im@mlg%gjiglgiéx

Yumurta Hiicresi

Sekil 2.8. Interploid-Triploid (3N) bireylerin olusumu (Lutz, 2001).
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2.4.2.3. Poliploidinin tespiti

Kromozom manipiilasyonu c¢alismalarinda bireylerin poliploidi seviyelerinin
belirlenmesi i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 Sekil 2.9 ‘da

gosterilmistir.

Pohp101d1 Tespit Yéntemleri

1111 ]

Sekil 2.9. Poliploidinin tespitinde kullanilan yontemler
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Deneme Yeri

Calismanin uygulama boliimii, Mugla 1ili, Seydikemer ilgesine bagh
Sahilceylan Mahallesi’nde bulunan ve yumurtadan ana¢ boya kadar alabalik
yetistiriciligi yapan Ayhan Alp Alabalik Uretim Tesisi’nde yiiriitiilmiistiir (Sekil
3.1, Sekil 3.2). Hormonlu yemlerin hazirlanmasi ve ¢alisma dahilindeki analizlerin
yapilmast kismi ise Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.3).

N &

>,,

Sekil 3.2. Denemenin yapildigi isletmenin genel gériinimii
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Sekil 3.3. Balik yetistiriciligi ve biyoanaliz laboratuvari

3.1.2. Denemede kullamilan balik materyali

Calismanin cinsiyet donlisimii kisminda tesiste liretilen yumurtadan yeni
¢ikmis, besin kesesini tiiketmis gokkusagi alabaligi larvalari kullanilmigtir (Sekil
3.5). Caligmanin kromozom manipiilasyonu asamasinda ise, Onceki yillarda
isletmede 3.0 mg/kg 17 a-metiltestesteron kullanilarak cinsiyet doniisiimii
gerceklesmis anaglardan elde edilen gokkusagi alabaligi spermleri ve normal

disilerin yumurtalar1 kullanilmigtir (Sekil 3.4).

. e
e R

......

Sekil 3.4. Denemelerde kullanilan gokkusagi alabaligi anaglart
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Sekil 3.5. Denemelerde kullanilan gékkusag alabalig1 yavrulari

3.1.3. Denemede kullamilan yem materyali

Denemede kullanilan gokkusagi alabalig1 yavrularinin beslenmesinde 6zel bir
firmaya ait ticari alabalik yemi kullanilmistir (Sekil 3.6). Yavrular besin keselerini
tiikketip yem almaya basladiktan hemen sonra 300 ve 500 um alabalik baslangi¢
yemi kullanilmigtir. Yavru asamasinda 1-1.5 mm ve 3 mm yavru yemine devam
edilmistir. Yavru asamasindan sonraki donemlerde ise baliklar biiyiitme yemi
deneme sonuna kadar 4-9 mm ekstruder pelet yem ile beslenmiglerdir.
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Deneme siiresince kullanilan yemlerin besin madde igerikleri Tablo 3.1’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Denemede kullanilan yemin igerigi

Yem Boyutlari

Besin

Degerleri
(%)

Ham Protein

Ham Yag

Ham Kiil

Seliiloz

Fosfor
Sindirilebilir
Enerji (kcal)

Vitamin A
(1U/kg)

Vitamin D
(1U/kg)

Vitamin E
(1U/kg)

Vitamin C
(mg/kg)

Vitamin B2
(mg/kg)

Vitamin B12
(mg/kg)

0,3
mm

57

17

10

0,5

1,3

4520

16250

3250

525

150

10

0,02

0,5
mm

55

18

10,5

0,5

1,7

4520

16250

3250

525

150

10

0,02

0,8
mm

55

18

10,5

0,5

1,7

4300

14000

2800

350

210

30

0,02

15
mm

3mm 4 mm

52 45 42
20 20 22
9,5 10 10
0,7 3 3
1,4 15 15
4000

4300 4000

14000 12500 12500

2800 2500 2500
350 200 200
210 210 210

30 20 20

0,02 0,02 0,02

5mm

45

20

15

4000

12500

2500

200

210

20

0,02

6 mm

40

24

15

3950

12500

2500

200

210

30

0,02

9 mm

42

20

7,2

15

3950

12500

2500

200

210

30

0,02

3.1.4. Denemede kullamlan hormon materyali

Denemenin fizyolojik cinsiyetin kontrolii kisminin gergeklestirilmesinde

besin kesesini yeni tiiketmis olan gokkusagi alabaligi larvalarina sentetik erkeklik
hormonu olan 17 a-metiltestesteron (MT) (Sigma Aldrich, M7252; C20H3002) yeme
0.5, 1.0, 1.5, ve 3.0 mg/kg dozlarinda karistirilarak oral yolla verilmistir.



40

3.1.5. Su parametreleri ol¢iimiinde kullanilan materyaller

Deneme siiresince giinlikk su sicakligi (°C) ve ¢oziinmiis oksijen (mg/lt)
dlgiimleri diizenli bir sekilde yapilmustir. Olgiimlerde su sicakligini +0,1°C, oksijeni
ise £0,5ppm hassasiyetle 6lgen WTW OXI 315 (Xylem Analytics Brands, USA)
marka oksijen metre kullanilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Sicaklik ve oksijen 6l¢iimlerinde kullanilan oksijenmetre

3.1.6. Karanfil yagi

Deneme baliklarinin bayiltilmasinda 40-60 ppm oraninda saf (%99) karanfil
yagi (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany, C8392) kullanilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Anestezide kullanilan karanfil yagi
(Merch)
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3.1.7. Yumurta ve sperm ol¢iimlerinde kullanilan materyaller

Kromozom manipiilasyonu asamasinda anag baliklardan elde edilen yumurta
ve spermlerin dl¢iilmesinde agirlik dl¢timleri i¢in hassas terazi (1/1000), yumurta
cap1 Ol¢ciimii icin Von Bayer Teknesi, Sperm miktarinin 6l¢timii i¢in cam meziir (10
ml.) ve spermatozoa sayimi i¢in Neubauer hemositometresi kullanilmistir (Sekil

3.9).

| RS
st

o

A B C D

Sekil 3.9. Yumurta ve sperm Olglimlerinin yapilmasinda kullanilan materyaller. A) Mikroskop,
B) Hassas terazi, C) Meziir, D) Neubauer hemositometresi

3.1.8. Poliploidi sicaklik sok diizenegi

Denemenin kromozom manipiilasyonu kisminda genetik cinsiyetin kontrolii
amaciyla dollenmis yumurtalar sicaklik sokuna maruz birakilmislardir. Bu iglem
igin Ozel olarak tasarlanan ekipman Sekil 3.10°da gosterilmektedir.

Sekil 3.10. Poliploidi uygulamasi igin sicaklik soku diizenegi
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Yiiz It hacme sahip ¢Op kovasinin zeminine ani su 1sitict ve termostat monte
edilmistir. Anlik sicaklik takibi icin ise kovanin dis kismina suyun sicakligini
ayarlamay1 saglayan ve anlik su sicakligimi santigrat derece (°C) olarak gosteren
dijital termometreli kumanda diizenegi uyarlanmistir. Tiim yumurtalara ayni
zamanda ayn1 oranda sicakligin uygulanabilmesi ve su sicakliginin tiim hacimde
homojen olmasi i¢in 1siticinin iist kismina karistirict gérevi goérecek olan akvaryum
dalga motoru monte edilmistir. Is saglig1 ve giivenligi agisindan gerekli izolasyonlar

yapildiktan sonra diizenek hazir hale gelmistir.
3.1.9. Kulugkalamada kullanilan materyaller
Yumurtalarin kulugkalanmasinda yatay su akis sistemine gore calisan

kulugka yalaklar1 kullanilmistir (Sekil 3.11). 400 x 60 x 40 cm ebatlarindaki
fiberglas larva bilylitme tanklari igerisine yerlestirilen 40 x 60 cm boyutlarina sahip

elekler kullanilarak yumurtalarin bakim ve kulugkalamasi gergeklestirilmistir
(Sekil 3.11).

A RS

Sekil 3.11. Alabalik yumurtalarinin kulugkalanmasinda kullanilan kulugkaliklar

3.1.10. Mikroskop

Calismanin kromozom manipiilasyonu asamasinda triploid ve tetraploid
bireylerin eritrosit Ol¢iimlerinin yapabilmesi ve goriintiilerinin fotograflanmasi
islemleri bilgisayara entegre edilmis Nikon ECLIPSE E200 marka Nis Elements
Yazilim® yazilim ile desteklenmis kamerali mikroskop kullanilmistir (Sekil 3.12).



43

Sekil 3.12. Eritrosit Olciimlerde kullanilan goriintiilleme sistemli
mikroskop

3.1.11. Denemelerde kullanilan kimyasal maddeler

3.1.11.1. Sulandirici soliisyon

Anag baliklardan yumurta ve sperm sagimi yapildiktan sonra koryon zari
yirtilarak hasar géren yumurtalarin elimine edilmesi ve sperm hareketlilik siiresinin
artirilmast amaciyla dolleme soliisyonu kullanilmistir. Soliisyon igerigi Tablo
3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Sulandirici soliisyon hazirlamak i¢in kullanilan maddeler (D532) (Billard, 1977b).

Soliisyon Icerik Maddesi Miktar
NaCl 125 mM
Tris 20 mM
Glisin 30 mM
Su 11t
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3.1.11.2. Cortland soliisyvonu

Doniistiiriilmiis erkeklerin sperm kanallarinin olusmamasi ya da tikali olmasi
durumunda gonadlar histolojik yontem ile ¢ikarilir ve kesilerek siit (sperma sivisi)
elde edilir. Bu sivi normal kanalli erkeklere gore ¢ok yogun oldugu ve
spermatozoitler tam olgunlagsmadigi i¢in dolleme isleminde kullanilmadan 6nce
Cortland Soliisyonu (Wolf, 1963) adi verilen 2 farkli kimyasal ¢ozeltinin 4:1
oraninda karistirllmast ile elde edilmis soliisyon ile muamele edilmesi
gerekmektedir. Cortland soliisyonu igerikleri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.3. Cortland soliisyonu 1. kimyasal ¢ozelti

Kimyasal Ad1 Formulii Miktan (gr/lt)
Potasyum Klorit KCL 9,00
Sodyum Klorit NaCl 2,35
Sodyum Dihidrojen Ortofosfat NaH2PO4 0,51
Magnezyum Siilfat MgS04.7H20 0,29
Kalsiyum Klorit CaCl2.2H0 0,29

Tablo 3.4. Cortland soliisyonu 2. kimyasal ¢ozelti

Kimyasal Adi Formulii Miktanr (gr/lIt)
Sodyum Hidrojen Karbonat NaHCO3 5
Glikoz C6H1206 5

3.1.11.3. Giemsa boyasi

Kan numunelerinin periferik yayma preparatlarinin boyanmasinda %5°1ik
Giemsa boyasi (Sigma—Aldrich) kullanilmistir.

3.1.11.4. Entellan

Periferik yayma islemi sonrasi kalici preparatlarin hazirlanmasinda lamellerin
yapistirtlmasi amaciyla kullanilmistir (Merck, Darmstadt, Germany).
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3.2. METOT

3.2.1. Deneme tasarimi

Bu c¢alisma gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) cinsiyet
doniisiimii ve kromozom manipiilasyonlar iizerine dnceden kurulmus hipotezler
151¢inda denemeler planlanmistir. Tiim deneme gruplar {i¢ tekrarli olacak sekilde

yuriitiilmiis olup, 6rneklemeler rasgele sansa bagli olarak gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. Cinsiyet donisiimii boliimii:

Calismanin cinsiyet doniisiimii boliimiinde, ilk olarak 26.02.2018°de
isletmede bulunan 5 erkek, 9 disiden anactan elde edilen gametler dollendikten
sonra 11.5 + 0.4 °C su sicakliginda kulugkalanan yumrutalar 12. giinde gzlenmis,
24. giinde acilim saglanmis ve 41. giinde ise larvalar besin kesesini tiiketip yem
almaya baglamislardir. Dolayli yontem kullanilarak XX genotipli erkek bireyler
iiretme amaciyla besin kesesini yeni tiiketmis larvalar, ilk yem alimindan itibaren
0.5, 1.0, 1.5, ve 3.0 mg/kg dozlarinda 17 o-metiltestesteron (MT) ilave edilmis
hormonlu yemler ile 47 giin (540 giin-derece) siire ile beslenmislerdir (Tablo 3.5).
Bu siire boyunca hormon igermeyen yem ile beslenen grup Kontrol (KMT) grubu
olarak belirlenmistir. Hormon uygulamasinin sonundan itibaren her grup normal
biiylitme yemi ile yemlenmeye devam edilmis olup, baliklarin ana¢ asamasina
geldigi 2 yasina kadar cinsiyet doniisiimii tespit edilmesine yonelik faaliyetler
yiriitiilmiistir. Tiim gruplar dollenmeden sonraki 10. aydan itibaren 900 (300x3) er
balik iceren gruplara ayrilmis ve 21. aya kadar takip edilmistir.

Tablo 3.5. Gruplara gore birey sayilari ve 17 a-metiltestesteron miktarlar

17 a-metiltestesteron Kodlamasi Tekrar Bahk
(mg/kg) Sayisi Sayisi
(n)

0 KMT 3 3x1500

0,5 0,5MT 3 3x1500

1,0 1,0 MT 3 3x1500

15 1.5MT 3 3x1500

3,0 3,0 MT 3 3x1500
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3.2.1.2. Kromozom manipiilasyonu boliimii:

Tez caligmasimin ikinci boliimiinii olusturan kromozom manipiilasyonu
asamasinda ise, 27.01.2018 tarihinde, isletmede daha onceden 3mg/kg MT ile
dontstiiriilmiis olan fonksiyonel erkek anaglar (XX) ile normal disiler
caprazlanmistir. Elde edilen gokkusagi alabaligi yumurtalarina déllenmeden sonra
farkli diizeylerde sicaklik soku uygulanarak triploid ve tetraploid bireylerin elde
edilmesi amaglanmistir. Sicaklik soku yontemi olarak Giiner et al., (2005b) ve
Bencsik et al., (2012)’in kullandiklar1 metotlar modifiye edilerek kullanilmustir.

Bu kapsamda triploidizasyon islemi icin yumurtalarin déllenmesinden 15
dakika sonra poliploidi sicaklik sok diizenegine alinan yumurtalar 26 °C (26 TR) ve
28 °C (28TR)’lik iki farkli sicaklik seviyesinde 15’er dakika boyunca soklamaya
maruz birakilmistir. Sonug olarak tiimi disi kisir 3n kromozom setine sahip
baliklarin elde edilmesi amaclanmistir. Tetraplodizasyon isleminde ise ilk grup
yumurta déllendikten 210 dk (3,5 saat) (3.5TT) sonra, ikinci grup ise dollendikten
330 dk (5,6 saat) (5.5TT) sonra 28 °C de 10 dk siiresince sicaklik sokuna maruz
birakilmistir (Sekil 3.13).

y ‘.‘t‘ . = -'9}
Sekil 3.13. Yumurtalara sicaklik sokunun uygulanmasi

Bu islem sonunda ise 4n kromozom setli disi anaglarin iiretimi ve elde
edilecek bu anaglarin 2n kromozom setli diploid erkek anaglarla gaprazlanmasi
sonucu 1st sokuna gerek duyulmadan dogrudan 3n kromozomlu triploid disi
bireylerin elde edilmesi (interploid triploidi) hedeflenmistir. Gruplara gore sicaklik
soku miktarlari, sicaklik dereceleri ve sok uygulama siireleri Tablo 3.6’da

gosterilmistir.
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Tablo 3.6. Gruplara gore sicaklik soku miktar ve siireleri

Grup Sicaklik | Dollenmeden | Sok | Tekrar |Baslangic

Kodlamasi | (°C) Sonra Siiresi | Sayis1 | Yumurta

(dk) (dk) Sayisi (n)
Kontrol DIP - - - 3 3x1500
Triploid 26 26TR 26 15 15 3 3x1500
Triploid 28 28TR 28 15 15 3 3x1500
Tetraploid 3,5| 3.5TT 28 210 10 3 3x1500
Tetraploid 5,6 | 5.6TT 28 330 10 3 3x1500

Tiim gruplar dollenmeden sonraki 10. aydan itibaren 900 (300x3) er balik

iceren gruplara ayrilmig ve 30’cu aya kadar biiyiime verilerinin tespiti igin takip

edilmistir.

3.2.2. Yumurtalarin adaptasyonu ve kuluckalanmasi

Tez g¢alismasimin kromozom manipiilasyonu bdliimiinde yiiksek sicaklik

sokuna maruz birakilan gruplara ait yumurtalar ve kontrol grubu yumurtalar

fiberglas larva biiyiitme tanklar1 icerisine yerlestirilen 40 x 60 cm boyutlarindaki

yatay su akis sistemli kulugkaliklarda muhafaza edilmisler ve isletmedeki rutin

uygulanan protokole uygun olarak bakimlart yapilmistir (Sekil 3.14). Su sicakligi
11,5 + 0.4 °C olarak ol¢iilmuistiir.

Sekil 3.14. Yumurtalarin adaptasyonu ve kulugkalanmasi
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3.2.3. Hormonlu yemin hazirlanmasi

Cinsiyet kontrol boliimiinde yeme karistirilacak hormonunun tartimi igin
0.0001 gr hassasiyete sahip olan elektronik terazi kullamilmistir. 17 a-
metiltestosteron hormonu hassas terazide tartildiktan sonra, 1:1 oraninda %96’lik
etil alkol igeresinde ¢ozdiiriilerek stok soliisyonlar (1 mg/ml) hazirlanmis ve 151k
gecirmeyen cam muhafazalarda +4 °C’de saklanmistir. Daha sonra, hormon
cozeltisinin yeme homojen bir sekilde niifus etmesi amaciyla mevcut stok
sollisyondan temin edilen hormon, yemin miktar1 ve hedeflenen uygulama dozuna
gore 250 ml %96°lik etil alkol igerisinde ¢oziindiiriilmistiir. Spreyleme yontemi ile
yeme piskiirtillen alkol-hormon karigim1 siirekli karigtirilarak yeme iyice
yedirilmeye ¢alisilmistir.  Bu islemin ardindan dogrudan giines 15181 gdérmeyen
havalandirmali bir ortamda ara ara karistirilarak kurumaya birakilarak yemden

alkoliin uzaklagmasi saglanmis, 24 saat sonunda ise hormonlu yemler hazir hale

getirilmistir. Hazirlanan yemler serin ve uygun depolama kosullarinda muhafaza
edilmigtir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Hormonlu yemin hazirlanmasi
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3.2.4. Baliklarin beslenmesi

Cinsiyetin kontroliine yonelik denemeler kapsaminda, besin kesesini yeni
tilketmis olan alabalik yavrular1 540 giin-derece (11.5 + 0.4 °C x 47 giin) boyunca
daha 6nceden 0.5, 1.0, 1.5, 3.0 mg/kg MT igerecek sekilde hazirlanmis yemler ile
beslenmistir. Bu siire sonunda fiberglas tanklardan kanallara beton yavru
havuzlarina aktarilan yavru baliklar giinde 3 defa biiyiikliiklerine gore hesaplanan
canli agirlikla orantili sekilde hormon icermeyen biiylitme yemi ile beslenmeye
devam edilmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Hormonlu yemle beslenen gokkusagi alabaligi yavrular

Kromozom manipiilasyonu bolimiinde sok uygulamasi sonrasi ¢ikan
gokkusagi alabalig1 yavrulari ise normal yavru yemi ile beslenmeye basladiktan
sonra agiz acikliklarina gore farkli boyutlardaki isletmede kullanilan biiyiitme
yemleri ile beslenmislerdir. Yemleme isletmedeki beslenme protokoliine uygun
olarak yuriitilmiistiir.
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3.2.5. Cinsiyet oranlarimin belirlenmesi

Hormon uygulamalarindan sonra baliklar gonad gelisiminin tamamlandigi
kabul edilen 2 yasina yakin (21. ay) biiyiitiilen deneme baliklari, MT hormonunun
gonadlar ve cinsiyet doniisiimii iizerindeki etkilerini tespit etmek {izere
orneklenmistir. Ornekleme icin rasgele secilen baliklarm elle karnin sivazlanmasi
yontemi ile sperm verip vermedigi kontrol edilerek sperm kanalinin olusup
olugmadiginin tespiti yapilmistir. Daha sonra toplam popiilasyonu temsil etmesi
agisindan rastgele segilen deneme gruplarindaki her tekrar grubundan 50°ser adet
baliga (n=150) hayvan saglig1 ve etik kurallar1 ¢ergevesinde belirtilen kriterlerdeki
yiksek doz (>200 ppm) anestezik kullanilarak Otenazi islemi uygulanmigtir
(Holloway et al., 2004; Fernandes et al., 2016). Oldiiriilen baliklarin morfolojik
Ol¢iimleri tamamlanarak, diseksiyon yontemi ile gonadlari ¢ikarilarak makro
incelemeleri yapilmistir (Sekil 3.17). Hepatosomatik, gonadosomatik ve

viserosomatik indekslerin dl¢iimleri kaydedilmistir.

Sekil 3.17. Déniistiiriilmiis XX erkek anag ve asimetrik gonadlari

Hormon uygulandigi halde doniismeyen disi bireyler (Sekil 3.18) ve hem
erkek hem disi gonadlari barindiran tam doniismemis interseks bireyler (Sekil 3.19)
de tespit edilmistir.

U

s

Sekil 3.18. Donilismemis disi bireylerin gonad yapisi
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Sekil 3.19. Interseks bireyler ve gonad yapilari.

3.2.6. Kan orneklerinin alinmasi

Kromozom manipiilasyonu boliimiinde poliploidi oraninin tespitinde eritrosit
analizi kullanilmistir. Bu kapsamda her gruptan 150 adet deneme balig1
havuzlardan rastgele 6rnekleme metodu ile yakalanip, kullanilan karanfil yag1 (40
mg/It) igeren bayiltma kova igerisinde anesSteziye maruz birakilmistir (Iversen et al.,
2003). Bayilan baliklarin kaudal venalarindan kan almak igin, kuyruk bolgeleri
alkol ile temizlendikten sonra 2,0 ml lik kan alma enjektorii ile alinan kanlar daha
onceden kodlanmis olan K3sEDTA I1 kan tiiplerine transfer edilmislerdir. Tiipler

kanin pihtilasmanin engellenmesi amaciyla birkag defa yavasga ters diiz edilmistir
(Sekil 3.20).

Sekil 3.20. Eritrosit analizi i¢in deneme baliklarindan kan alinmast

3.2.7. Preparatlarin hazirlanmasi ve boyanmasi

Deneme baliklarindan alinip EDTA’ll 6zel kan tliplerine aktarilan kan
numuneleri mikropipet yardimi ile 6nceden gruplara uygun kodlanarak hazirlanmig
rodajli lamlar {izerine damlatilmistir. Lamel yardimu ile 45°'lik ag1 yapacak sekilde

periferik yayma islemi yapilmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Kan 6rneklerinin periferik yayma islemi (URL 1)

Hazirlanan yayma preparati oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Kuruyan preparatlarin tizerine %96°lik etil alkol ilave edilerek fiksasyon iglemi
yapilmigtir. Etil alkol isleminden sonra kuruyan preparatlar %5’lik Giemsa
soliisyonu ile boyama islemine tabi tutulmustur. Oda sicakliginda (24 °C) 20 dk
boyunca boyanan preparatlar ¢ift distilasyona tabi tutulmus saf su ile yitkanmis ve
boyadan aridirilmiglardir. Boyama ve yikama isleminin ardindan tekrar kurumaya
birakilan preparatlarin iizerine entellan ad1 verilen yapistiric1 kimyasal araciligr ile
lameller kapatilarak kalici preparatlar elde edilmistir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. Preparatlarin Giemsa ile boyanmast

3.2.8. Triploid ve tetraploid oranlarmin belirlenmesi

Triploid ve tetraploid oranini belirlemek amaciyla deneme baliklarinin

kanlariyla hazirlanan ve boyanan kalic1 preperatlar Nikon ECLIPSE E200 marka
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mikroskop altinda 40X ve 100 X biiyiitmede incelenmis, Nis Elements Yazilim®
araciligiyla da eritrosit dl¢timleri yapilmistir (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Mikroskop ile eritrosit hiicrelerinin incelenmesi

Her preparattan rasgele 50 eritrosit hiicresi secildikten sonra, ana hiicrelerin
uzun (A) ve kisa eksenleri (a), Eritrosit ¢ekirdeklerinin uzun (B) ve kisa (b)
eksenleri Ol¢tilmistiir (Sekil 3.24). Bu veriler 1s1ginda eritrosit hiicrelerinin ve
cekirdeklerinin hacimsel ve alansal boyutlart hesaplanmistir (Kenanoglu et al.,

2011).

Sekil 3.24. Eritrosit hiicresi ve ¢ekirdek ¢aplarinin Slgiimii (A: Eritrosit uzun eksen, B: Cekirdek
uzun eksen, a: Eritrosit kisa eksen, b: Cekirdek kisa eksen)
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4 A B
Veritrosit = g X1 X (E) X (3)2 (1)
4 a b
Vgekirdek =3 X T X (E) X (5)2 (2)
. . . s
Eritrosit Yiizey Alani = (Z) X AXB 3)
Cekirdek Yizey Alani = G) XaXbhb (4)

Sekil 3.25. Taramali elektron mikroskobu altinda eritrosit hiicrelerinin  yapisi
(medicalnewstoday.com)

3.2.9. interploid triploidi

Kromozom manipiilasyonu ¢alismasinin son agamasinda isletmede bulunan
XX erkek anaglardan alinan spermler ile tetraploid (3.5TT ve 5.6TT) disi
baliklardan sagilan yumurtalar déllenmis daha sonra yumurtadan ¢ikincaya kadar

ise bu yumurtalarin takibi yapilmistir. Yumurtadan ¢ikip serbest ylizmeye gegen
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larvalar da triploid tespiti i¢in eritrosit incelemesine tabi tutulmustur. Bu ¢alismanin
amaci ise elde edilen tetraploid anaglar ile diploid bireylerin ¢aprazlanmasi sonucu
dogrudan triploid bireylerin elde edilmesidir. Boylece triploid balik iiretimi i¢in her
iiretim sezonunda yumurtalara sok uygulamasi yapilmasima gerek duyulmamasi

beklenmektedir.

3.2.10. Kulu¢kahane verimi

Yumurtalarin kulugkahane doneminde elde edilen gézlenme, yumurtadan
¢ikis ve larval yasama orani tespitleri yapilmistir (Baki, 2006).

. Dollt yumurta adeti
Gozlenme Orant (%) = ( d ) x 100 (5)
Toplam yumurta adeti

Cukis Oram (%) = ( Canli yavru adeti ) % 100 (6)

Dolli yumurta yumurta adeti

Serbest Yizen Yavru adeti
Larval Yasama Orant (%) = ( — ) x 100 @)
Dollu yumurta yumurta adeti

Serbest Ylzen Yavru adeti
Hormonlu yem Yasama Orant (%) = ( — ) x 100 (8)
Dolli yumurta yumurta adeti

3.2.11. Baliklarin biiyiime parametrelerinin 6l¢iimii

Deneme baliklarinin morfolojik 6l¢iimleri 15 giinde bir 6rnekleme metodu ile
gerceklestirilmistir. Agirlik 6lgtimleri = 0,01 gr hassasiyetli elektronik terazi ile
Olciilmiis, birim olarak ise gram (gr) kullanilmistir. Boy Olglimleri i¢in 6zel
tasarlanmig balik 6l¢iim tahtasindan faydalanilmis olup birim olarak ise santimetre
(cm) degeri kaydedilmistir. Morfolojik 6l¢timler yapilmadan 6nce baliklar zarar

gormemesi i¢in karanfil yagi (40-60 ppm) ile hafif sedasyona ugratilmistir.

Calismanin hem cinsiyet doniisiimii hem de kromozom manipiilasyonu

asamalarinda 12. aydan itibaren rasgele se¢im metoduyla belirli sayida balik grubu
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ile biiylime parametrelerinin tespiti ve gonadal gelisimle iliskisi i¢in bir ¢alisma
daha yapilmistir. Baliklarin canli agirlik artisi, spesifik biiyiime orani1 (SBO), yem
doniisim oran1 (YDO), kondiisyon faktdrii (KF), gonadosomatik indeks (GSI),
hepatosomatik indeks (HSI) ve viserosomatiks indekslerinin (VSI) asagidaki

analizlerden faydalanilmustir.

3.2.11.1. Canh agirhik artisi (CAA)

Canli agirlik artisinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir

(Kopriicii vd., 1998).

CAA (gr) = Son balik agirlig1 (gr) — Baslangig balik agirhigi (gr) (9)

3.2.11.2. Spesifik biiyiime orani (SBO)

Sinirlt bir zaman araligi dahilinde biiyiimeyi ifade eden spesifik biiyiime
oraninin (SBO) hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir (Hossu vd., 2003;
Kizak et al., 2013).

InW2-1InW1
t2-t1

SBO (%. Giin™1) =( )x 100 (10)
(W2: Deneme sonundaki balik agirligi (g), W1i: Deneme basindaki balik agirhig,

t2-t1: Deneme siiresini (giin))

3.2.11.3. Yem doniisim orani (YDQO)

Yemin ete doniisiim orani olarak bilinen yem doniisim orani (YDO)

asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Yilmaz, 2017).

Tiketilen Yem Mktari (gr
YDO = 9r)

(11)

Agirlik Artist (gr)
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3.2.11.4. Kondisvon faktorii (KF)

Beslenme ve gelisme kriterlerinden biri olan kondisyon faktorii, baliklarin
beslenme sartlarinin iyi olup olmadiginin hesaplandig1 bir kriterdir. Deneme
baliklarinin  kondisyon faktorii hesabi1 asagidaki formiile gore yapilmistir
(Celikkale, 1998; Kizak ve Celik, 2018).

KF = (Lﬂ) x 100 (12)

(W: Balik agirhgi (g), L: Balik Boyu (cm))

3.2.11.5. Gonadosomatik indeks (GSI)

Orneklemelerde baliklarm viicut agirhiklar tartildiktan sonra gonad
gelisimlerinin belirlenmesi i¢in tiim gonadlar diseksiyon yontemiyle dikkatlice
cikarilarak tartilmistir (Martinez and Vazquez, 2001).

GSI (%) = (Gonad agirlig (gr) / Balik agirlig: (gr)) x 100 (13)

3.2.11.6. Hepatosomatik indeks (HSI)

Baliklarda beslenme aktiviteleri ve yiiksek enerji depolamasinin goriilmesi
icin 6nemli bir kriter olan hepatosomatik indeksin belirlenmesi i¢in karaciger
dokular1 cikarlip tartilmistir. Hepatosomatik indeks (HSI) 6l¢iimlerinin
yapilmasinda asagidaki formiilde faydalanilmistir (Cheng et al., 2006).

HSI (%) = (Karaciger agirlig1 (gr) / Balik agirlig: (gr)) x 100 (14)

3.2.11.7. Viserosomatik indeks (HSI)

Baliklara verilen yemin viseral (i¢) organlar lizerindeki etkisini saptamak
amaciyla hesaplanan viserosomatik indeks verilerinin tespiti amaciyla baliklarin
tiim icorganlar1 ¢ikarildiktan sonra tartilmistir. VSI in tespitinde asagidaki formiil
kullanilmistir (Cheng et al., 2006; Korkut vd., 2007).

VSI (%) = (Toplam igorgan agirhg (gr)/Balik agirhgr (gr)) x 100
(15)
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3.2.12. Verilerin degerlendirilmesi (istatistiksel analizler)

Gruplar arasi verilerin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmis ve
Tukey ¢oklu karsilastirma testine tabi tutulmusturlar. Gruplar arasi1 farkliliklar
P<0,05 (%95) giiven araliginda degerlendirilmistir (Logan, 2010). Deneme
gruplarindan elde edilen verilerin istatistiki incelenmesi IBM SPSS Statistics
(v25.0) paket programi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sudaki Coziinmiis Oksijen ve Su Sicakhgi

Calismanin yiritildigi isletmede kullanilan suyun tek kaynaktan (Esen
Cayi, Mugla) temin edilmesi sebebiyle hem kuluckahane hem de biiyiitme
havuzlarinda suyun fiziksel degerleri benzerdir. Denemeler siiresince isletmede
olgiilen su sicakligr yillik ortalama 13.10 + 1.61 °C (10.84 — 15.15 °C) olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.1).

15,15
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Sekil 4.1. Su sicakligimin aylara bagli degisimi (Ort.+ S.S)

Denemelerde sudaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun yillik ortalama

9.10+1.20 (6.8 ile 10.5) mg/It arasinda degisim gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Sudaki ¢ézliinmiis oksijenin aylara bagli degisimi (Ort.+ S.S)

4.2. Cinsiyet Doniisiimii Boliimii

Cozinmis Oksijen (mg/It)
(o]

Sudaki Coziinmiis Oksijen (mg/It)

4.2.1. Deneme gruplarina ait yasama oranlari

Tez caligmasinin cinsiyetin doniisiimii bolimiinde 17 a-metiltestosteron
ilaveli yem ile beslenen KMT, 0.5MT, 1.0MT, 1.5MT ve 3.0MT gruplarinda

kullanilan hormonlar gokkusag: alabalig1 larvalarinda toksisiteye yol agmamustir.

Besin keselerini heniiz tiiketmis olan larvalara (0. Giin) ilk yem olarak farkli

dozlarda hormon igeren deneme yemleri verilmistir. Hormonlu yemle beslemenin

bitirildigi 48. giin tiim deneme gruplarinda larvalarin yasama oranlar1 (YO) tespit

edilmis olup, tim gruplarda elde edilen sonuglar kontrol grubu ile benzerlik

gOstermis ve istatistiki agidan 6nem tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 4.1)(Sekil

4.3).

Tablo 4.1. Hormonlu yem siiresince larval yasama orani (Ort.+ S.S)

Grup Baslangictaki 48. Giin Bahk | Hormonlu Yem
Larva Sayisi Sayisi YO
(%)

KMT 4500 3277 72,82+0,48 a
0.5MT 4500 3290 73,11+0,39 a
1.0 MT 4500 3281 72,91+0,40 a
1.5MT 4500 3283 72,96+0,27 a
3.0MT 4500 3287 73,04+0,33 a
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Hormon Grubu Larval Yasama Oram (%0)

73,5
S a
= a
s 73,1 a
S a
<
= a
g
=
= 72,7
>
1=
<
[
72,3
KMT 0.5MT 1.0MT 1.5MT 3.0MT
HYO (%) 72,82 73,11 72,91 72,96 73,04

Sekil 4.3. Cinsiyet donlisiimii denemesinde larval yasama oranlari (%) (p>0,05)

4.2.2. Ortalama canh agirhk ve total boylar

Cinsiyet doniisiimii bolimiinde baliklarin 21. aya kadar agirlik ve boy
Olgtimleri yapilmistir. Deneme sonucunda ortalama canli agirlik, 0.5MT grubunda
946,02 = 71,61 gr, 1.OMT grubunda 1128,41 + 68,77 gr, 1.5MT grubunda 1012,32
+ 103,27 gr, 3.0MT grubunda 1033,36 + 110,75 gr ve KMT grubunda ise 926,60 +
49,66 gr olarak dlgtilmiistiir (Sekil 4.4).

Total boy ortalamalarinda ise, 0.5MT grubunda 43,29 + 2,17 cm, 1.0MT
grubunda 46,53 + 1,86 cm, 1.5MT grubunda 44,25 + 1,32 cm, 3.0MT grubunda
45,01 £+ 1,82 cm ve KMT grubunda ise 42,50 + 1,49 cm olarak ol¢iilmiistiir (Sekil
4.5). Deneme gruplarmnin ortalama canli agirlik (gr) ve total boy ortalamalari (cm)

Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplara ait canli agirlik ve total boy ortalamalari (Ort.+ S.E)

Grup Ortalama Agirhk (gr) Ortalama Total Boy (cm)
KMT 926,60 +49,66 c 42,50+ 1,49 ¢
0.5 MT 946,02 + 71,61 ¢ 4329+2,17¢c
1.0 MT 1128,41 + 68,77 a 46,53 +1,86 a
1.5MT 1012,32 £103,27 b 4425+1,32b
3.0MT 1033,36 £ 110,75 b 45,01+1,82b
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Veriler istatistiki agidan degerlendirildiginde hem ortalama agirlik hem de

total boy bakimindan gruplar arasinda farklilik tespit edilmistir.

Deneme Sonu Hormon Grubu Ortalama Agirlik
a
1200 5 b
c C

800
600
400
200

0

KMT 0.5MT 1.0MT 1.5MT 3.0MT
magirhk 926,6 946,02 1128,41 1012,32 1033,36

=
o
o
o

Ortalama Agirhk (gr)

Sekil 4.4. Cinsiyet doniisim denemesinde gruplara ait deneme sonu canli agirlik
ortalamalari (Ort.£ S.E)

Deneme Sonu Hormon Grubu Ortalama Total Boy

a
b
b
C
' l
KMT 0.5MT 1.0MT 1.5MT 3.0MT
u boy 42,5 43,29 46,53 44,25 45,01

Total Boy (cm)
~ R P S P S R
[l N w B (8] (o] ~

Sekil 4.5.Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplara ait deneme sonu total boy ortalamalari
(Ort+£ S.E)
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4.2.3. Hormon grubu kondisyon faktorii (KF)

Kondisyon faktorii degerlerine bakildiginda; 0.5SMT grubu i¢in 1,14 + 0,03;
1.OMT grubu i¢in 1,11 + 0,02; 1.5MT grubu i¢in 1,15 + 0,02; 3.0MT grubu i¢in
1,21 + 0,03; KMT grubu igin ise 1,18 = 0,03 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.3)
(Sekil 4.6). Yapilan degerlendirme sonucunda kondisyon faktorii agisindan gruplar

arasinda istatistiki olarak bir fark gériilmemistir (p>0,05).

Tablo 4.3. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplara ait kondisyon faktorii degerleri (Ort. + S.E)

Grup KF

KMT 1,18+ 0,03 a
0.5 MT 1,14+£0,03 a
1.0 MT 1,11 +£0,02a
1.5 MT 1,15+£0,02a
3.0MT 1,21 £0,03 a

Hormon Grubu Kondisyon Faktorii

1,2
1

0,9
08
0,7
0,6
0,5

0.5MT 1.0MT 1.5MT 3.0MT KMT
u KF (%) 1,14 111 1,15 1,21 1,18

N

Kondisyon Faktorii(%)

Sekil 4.6. Cinsiyet doniisim denemesinde gruplara ait kondisyon faktorii degerleri
(p>0,05)(= S.E)

4.2.4. Hormon grubu spesifik biiyiime oran1 (SBO)

Cinsiyet doniisiimii boliimiinde yapilan 6l¢timler sonucunda spesifik biiylime
oranlari, 0.5MT grubunda 0,52 + 0,019; 1.0MT grubunda 0,56 + 0,010; 1.5MT
grubunda 0,53 + 0,019; 3.0MT grubunda 0,45 + 0,09 ve KMT grubunda ise 0,57 +
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0,031 olarak odl¢iilmiistiir (Tablo 4.4). Istatistiki degerlendirmede gruplar arasi
farkin anlamli oldugu (p<0,05); KMT, 0.5MT, 1.0MT ve 1.SMT gruplari arasinda
istatistiki olarak fark goriilmemisken (p>0,05), 3.0MT grubunun diger deneme
gruplarina goére daha diisik SBO degerine sahip oldugu tespit edilmistir
(p<0,05)(Sekil 4.7).

Tablo 4.4. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplarin spesifik bitytime orani degerleri (%) (Ort.+ S.E)

Grup SBO (%)

KMT 0,57 +0,031 a
0.5MT 0,52 +0,019 a
1.0MT 0,56 +0,010 a
1.5 MT 0,53 +£0,019 a
3.0 MT 0,45+0,09b

Hormon Grubu Spesifik Biiyiime Orani (%)

a a
. 0,6 a a
o
S b
)
g
5 0,4
g
= 0,3
)
=
) 0,2
-l
&
2 0,1
(=3
7]
0
0.5MT 1.0MT 15MT 3.0MT KMT
m SBO (%) 0,52 0,56 0,53 0,45 0,57

Sekil 4.7. Cinsiyet doniisim denemesinde gruplarin spesifik biiyiime orani degerleri,
(p<0,05) (%) (£ S.E)

4.2.5. Hormon grubu gonadosomatik indeks (GSI)

Gonadosomatik indeks Ol¢iimleri incelendiginde; 0.5MT grubu i¢in 3,46 +
0,58; 1.0MT grubu i¢in 5,28 + 0,45; 1.5SMT grubu igin 4,68 + 1,04; 3.0MT grubu
icin 3,97 £ 0,94; KMT grubu igin ise 0,15 + 0,04 oldugu hesaplanmistir (Tablo 4.5).
Yapilan degerlendirme sonucunda gonadosomatik indeks degerleri agisindan

gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8) (p<0,05).
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Tablo 4.5. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplarin gonadosomatik indeks verileri (%) (Ort. + S.E)

Grup GSI (%)

KMT 0,15+0,04 c
05 MT 3,46+ 0,58 b
1.0 MT 5,28 +0,45 a
1.5MT 4,68+1,04a
3.0MT 3,97+0,94 Db

Hormon Grubu Gonadosomatik indeks (%)

a
55
5 a
S 45 b
g 4 b
ER
2 3
3 1,5
3 ,
S 1
05 sy
0 KMT 05MT 1,0 MT 1,5 MT 3,0MT
B GSi (%) 0,15 3,46 5,28 4,68 3,97

Sekil 4.8. Cinsiyet doniisim denemesinde gruplarin gonadosomatik indeks verileri,
(p<0,05) (%) (= S.E)

4.2.6. Cinsiyet oranlari

Cinsiyetin dontisimii bolimiinde 17 a-metiltestesteron ilaveli yem ile
beslenen bireylerin cinsiyet doniisiim oranlari, 10’ncu aydan itibaren 15 giinliik
ornekleme donemlerinde ve 21°’nci ayda deneme caligma baliklarin Kesilip
gonadlarinin ¢ikarilip incelenmesi yoluyla belirlenmistir. Denemelerde, isletmeye
daha Once getirilmis olan timi disi goz lekeli yumurtalardan ¢ikan baliklar
kullanilmistir. Bu sebeple kontrol (KMT) grubu incelendiginde tiim bireylerin
(%100) disi cinsiyette oldugu kaydedilmistir. Isletmede normal erkek ve disi
baliklarin ¢aprazlanmasi ile deneme baliklar1 ile ayn1 donemde {iretilmis olan
isleme {nitesine fileto kesime gonderilen baliklar (NOR) igerisinden rasgele

yapilan 6rnekleme sonucunda is %47,4 + 1,5 erkek; %52,6 +1,62 oraninda ise disi
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bireyler gozlemlenmistir. 17 a-metiltestosteron (MT) uygulamasi olan tiim
gruplarda erkeklesme elde edilmis ve gruplar arasinda farklilik ortaya ¢ikmistir
(p<0.05) Hormon gruplar1 arasinda en iyi erkeklesme orami %97,85 + 0,45 ile
1.0MT ve %93,33 £ 0,57 ile 1.5MT gruplarinda elde edilmistir (Tablo 4.6). Bununla
beraber cinsiyet doniigiimii basarili olan gruplar arasinda en yiiksek kanalli erkek
orant %76,54 + 1,81 ile 1.0 MT ve %68,72 + 2,1 0.5MT grubunda elde edilmistir
(Tablo 4.7).

En yiiksek interseks (hem testis hem ovaryuma sahip) birey orani %5,88 +
0,13 ile 0.5MT grubunda elde edilmistir (p<0,05). MT uygulamalar1 sonucunda
disi gonad olusturan yani cinsiyetin doniistiirme isleminin basarisiz olarak
degerlendirildigi disi bireyler ise en ¢ok %17,65 + 0,11 ile 0.5MT grubundan elde
edilmistir (Tablo 4.6). Gonad gelisiminin biiyiik 6l¢iide ortaya ¢iktigi bilinen 23.
ayda yapilan incelemede 6rnekler arasinda bazi baliklarda gonad gelisimi olmadigi
gbzlenmemistir. Bu bireyler kisir (steril) olarak degerlendirilmistir. Kisir baliklarin

en fazla gézlemlendigi deneme grubu 18,18 + 0,81 ile 3.0MT grubu olmustur.

Tablo 4.6. Deneme gruplarindaki cinsiyet oranlar1 (%)( Ort. = S.E)

Grup N Erkek Oram Disi Oram Interseks Kisir Bireyler (%)
(%) (%) Birey Orami (%)
KMT 150 - 100.0 a - -
0.5MT 150 | 76,47+0,29b | 17,65+0,11c 5,88+0,13a -
1.0MT 150 | 97,85+045a - - 2,15+0,07b
1.5MT 150 | 93,33+0,57a - - 6,67 = 0,24b
3.0 MT 150 | 81,82+042b - - 18,18 £ 0,81a
NOR 115 474+ 15¢c 52,6+162b - -
*Post larvalar ilk yemlemeden itibaren 540 giin-derece boyunca 0-3,0 mg/kg MT iceren yemlerle
beslenmistir. P<0,05

Tablo 4.7. MT un erkeklesme ve sperm kanali olusumu tizerine etkisi (%)(Ort. + S.E)

Grup N Erkek Orami(%) Kanalh Erkek (%) Kisir Bireyler (%)
KMT 150 - - -

0.5MT | 150 76,47+0,29b 68,72+2,1b -

1.0MT | 150 97,85+ 0,45 a 76,54+1,81b -

1.5MT | 150 93,33+ 0,57 a 58,23 + 0,88 ¢ 6,67 +0,24b

3.0MT | 150 81,82+042b 35,12+0,32d 18,18 +0,81a
NOR 115 474+ 15¢ 100.0 a -
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MT'un Erkeklesmeye Etkisi (%)

100

100
90
80 m05MT
70 u1.0MT
60 = 15MT
>0 3.0MT
40
30 BEKMT
20 ENOR
10

0

Erkek (%) Kanalh Erkek (%)

Sekil 4.9. Deneme gruplarindaki erkeklesme ve kanalli erkek orani (%)(+ S.E)

4.2.7. Hormon grubu viserosomatik indeks (VSI)

Gruplara gore viserosomatik indeks (VSI) verileri incelendiginde KMT
grubunda 12,23 + 0,79; 0.5MT grubunda 10,13 + 0,46; 1.0MT grubunda 9,87 +
0,42; 1.5MT grubunda 9,38 +0,27; 3.0MT grubunda ise 8,04 + 0,31 hesaplanmistir
(Tablo 4.8). istatistiki olarak gruplar arasi anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05).
En yiiksek deger kontrol (KMT) grubunda elde edilmis olup, en diisiik deger ise
3.0MT grubunda tespit edilmistir (Sekil 4.10).

Tablo 4.8. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplara ait viserosomatik indeks (VSI) degerleri (+ S.E)

Grup VSi (%)

KMT 12,23+ 0,79 a
05 MT 10,13+ 0,46 ab
1.0 MT 9,87 +0,42 ab
1.5MT 9,38 £ 0,27 bc
3.0MT 8,04+0,31¢c
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Hormon Grubu Viserosomatik indeks (%)
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< 12 ab b
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2 4

[=]

ot

2 2

>

0
KMT 05MT 1.0 MT 15MT 30MT
m VSi (%) 12,23 10,13 9,87 9,38 8,04

Sekil 4.10. Cinsiyet doniisim denemesinde gruplara ait viserosomatik indeks degerleri
(p<0,05)(%)(+ S.E)

4.2.8. Hormon grubu hepatosomatik indeks (HSI)

Gruplar arasinda hepatosomatik indeks (HSI) verileri ile yapilan hesaplama
sonucu 0.5MT grubu i¢in 1,47 £ 0,065; 1.0MT grubu i¢in 1,43 = 0,099; 1.5MT
grubu i¢in 1,60 + 0,082; 3.0MT grubu i¢in 1,25 £+ 0,132; KMT grubu i¢in ise 1,26
+ 0,198 oldugu hesaplanmigtir (Tablo 4.9). Hepatosomatik indeks agisindan gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (Sekil 4.11) (p>0,05).

Hormon Grubu Hepatosomatik Indeks (%)

a
1,6 b b

S 14 C c
2 12
D
= 1
=]
-
£ 08
]
E 06
2
£ 04
2
= 0,2

KMT 0.5 MT 1.0 MT 15 MT 3.0 MT
mHSi (%) 1,26 1,47 1,43 1,6 1,25

Sekil 4.11. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplara ait hepatosomatik indeks degerleri
(p>0,05)(%)(+ S.E)
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Tablo 4.9. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplara ait hepatosomatik indeks (HSI) degerleri (+ S.E)

Grup HSI (%)

KMT 1,26 £0,198 ¢
05 MT 1,47 £ 0,065 b
1.0 MT 1,43 +0,099 b
1.5MT 1,60 £ 0,082 a
3.0MT 1,25+0,132¢c

4.2.9. Hormon grubu yem déniisiim orani (YDO)

Cinsiyet doniisiimii gruplarinda tiiketilen ve kazanilan canli agirlik verilerine
gbre yem doniisiim oranlar1 hesaplanmistir. Elde edilen bulgular, KMT grubu i¢in
1,25 + 0,038; 0.5MT grubu igin 1,29 + 0,051; 1.0MT grubu i¢in 1,06 + 0,065;
1.5MT grubu i¢in 1,19 + 0,042; 3.0MT grubu i¢in 1,14 + 0,325 olarak bulunmustur
(Tablo 4.10). Yem doniisiim orani bakimindan en iyi sonug¢ 1.0MT grubunda elde
edilmistir (Sekil 4.12) (p<0,05).

Tablo 4.10. Cinsiyet doniisiim denemesinde gruplara ait yem doniisiim oranlar1 (YDO) (« S.E)

Grup YDO

KMT 1,25+0,038a
0.5MT 1,29+0,051 a
1.0MT 1,06 + 0,065 b
1.5MT 1,19+0,042 a
3.0 MT 1,14+0,325a
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Hormon Grubu Yem Doniisiim Oranlari

1,40
1,20 b
£ 1,00
St
=]
% 0,80
E
S 0,60
=]
E
S 040
0,20
0,00
KMT 05.MT 1.OMT L5MT 3.0MT
= YDO 1,25 1,29 1,06 1,19 1,24

Sekil 4.12. Cinsiyet doniigiim denemesinde gruplara ait yem doniisiim oranlar1 (<0,05)(%)(£ S.E)

Calismanin cinsiyet boliimiinde elde edilen biiylime ile ilgili bulgularin

tamam1 Tablo 4.11°de gosterilmistir.



Tablo 4.11. Cinsiyet doniistimii b6liimii biiyiime verileri genel tablo
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GRUPLAR
PARAMETRELER KMT 0.5MT 1.0 MT 15MT 3.0MT
Yasama Oram (%) 73,82+0,61 a 73,13+0,39 a 72,90+0,40 a 72,97+0,27 a 73,47+0,98 a

Ort. Agirlik (gr)

926,60 = 49,66 ¢

946,02 + 71,61 ¢

1128,41 + 68,77 a

1012,32+ 103,27 b

1033,36 £+ 110,75 b

Total Boy (cm) 42,50+ 1,49 ¢ 4329+2.17¢ 46,53+ 1,86 a 4425+132b 45,01 +1,82b
Kondisyon Faktorii 1,18+ 0,03 a 1,14+0,03 a 1,11+0,02 a 1,15+0,02 a 1,21 £0,03 a
Spesifik Biiyiime 0,57+0,031a 0,52+0,019a 0,56 +£0,010a 0,53+0,019a 0,45+0,09b
Oram (%)
Gonadosomatik 0,15+0,04c 3,46+ 0,58b 528+045a 4,68+1,04a 397+0,94b
indeks
Viserosomatik indeks 12,23 £0,79a 10,13 £ 0,46 ab 9,87 £0,42 ab 9,38 +0,27 bc 8,04 +0,31¢c
Hepatosomatik 1,26 £0,198¢ 1,47 £ 0,065 b 1,43 £ 0,099 b 1,60 £ 0,082 a 1,25+0,132¢c
indeks
Yem Doniisiim Orani 1,25+0,038 a 1,29 +0,051 a 1,06 £0,065b 1,19+0,042 a 1,14 +£0,325a
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4.3. Kromozom Manipiilasyonu Boliimii

4.3.1. Kulucka verimi ve basari oranlari

Calismanin kromozom manipiilasyonu kapsaminda déllenen (27.01.2018) ve
sicaklik sokuna maruz birakilan yumurtalar kulugkalanmak iizere kulucka
tavalarina alinmistir. Bu asamadan itibaren isletmedeki rutin kulugkahane
protokoliine bagli kalinarak yumurta bakimi ve 6lii yumurtalarin takibi yapilmstir.
Kulugka tavalarina alindiktan 12 giin sonra (138 giin-derece) gozlenen, 27 giin
sonra (310 giin-derece) agilan yumurtalardan ¢ikan besin keseli larvalar, ilk ¢ikistan
15 giin sonra ise (170 giin-derece) ilk yem alimina baslamislardir. Deneme
gruplarma iliskin gdzlenme oram (GOZ), yumurtadan ¢ikis (YC) ve kulugka

randimani oranlarina ait bulgular Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.12. Kromozom manipiilasyonu denemeleri kulugka verimi ve basari oranlari (%)(+SE)

Grup Sicaklik | Dollenmeden Sok Gozlenme Cikis Kulucka
Kodlamasi1| (°C) Sonra Siiresi Orani Orani randimani
(dk.) (dk.) (%) (%) (%)

DiP - - - 77,6 £2,1a | 66,9+43a | 64,55+3,35
26TR 26 15 15 713+1,8a | 52,92+52b | 47,35+6,57b
28TR 28 15 15 69,2+3,6a | 4944+6,1b | 41,58+5,82¢c
35TT 28 210 10 569+7,6c | 41,31+8,3¢c | 35,26+4,62d
56TT 28 330 10 643+59b | 4756+6,4b | 41,33+4,.87c

Yumurtadan ¢ikan larvalarin besin kesesini tiikettiginde gruplardan rasgele
secilen baliklardan yapilan 6rnekleme sonucunda kontrol (DIP) grubu ile triploid
ve tetraploid larvalar arasinda ilk 6lgiilen canli agirlik ve boy ortalamalart agisindan
istatistiki fark gozlemlenmistir (p<0,05) (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Kromozom manipiilasyonu ¢alismasi larva agirlik (gr) ve boy verileri (cm) (£SE)

Grup Sicaklik | Déllenmeden Sonra | Sok Siiresi | Agirhik (gr) | Boy (mm)
Kodlamas1| (°C) (dk.) (dk.)

DIP - - - 0,072+0,017c | 16,22+0,73c
26TR 26 15 15 0,080+0,014b | 17,02+0,68b
28TR 28 15 15 0,081+0,009b | 16,92+1,05b
3.5TT 28 210 10 0,089+0,009a | 17,14+1,34a
56TT 28 330 10 0,090+ 0,010a | 17,12+ 1,19a




4.3.2. Triploid ve tetraploid 6l¢iim verileri

Triploid ve tetraploid bireylerin tespitinde eritrosit gekirdek boyamasi ve
Olgtimii teknigi kullanilmigtir. Deneme gruplarindan yapilan orneklemelerde
baliklardan alinan kan numuneleri hazir preparatlar haline getirilerek kamerali
mikroskop altinda 6l¢iimleri yapilmustir. Olgiimler sonrasi karsilastirmalarda daha
net sonuglar elde edebilmek adina her preparatin farkli bolgelerinden 50°ser adet
eritrosit hiicresi incelenmistir. Hiicrelerin uzun eksenleri (A) ve kisa eksenleri (a);
ayni sekilde hiicre ¢ekirdeklerinin de uzun eksenleri (B) ve ¢ekirdek kisa eksenleri
(b) yazilim entegreli mikroskop altinda Sl¢iilmiistiir (Tablo 4.14). Elde edilen
veriler 15181nda poliploidi sonucu kromozom sayisinda meydana gelen artisa bagl
olarak triploid ve tetraploid bireylerin eritrosit hiicre ve ¢ekirdek boyutlari, yiizey
alanlar1 ve eritrosit hacimleri diploid bireylerinkine kiyasla daha yiiksek
hesaplanmistir (Tablo 4.15) (p<0,05).

-
®
®

Sekil 4.13. Normal diploid gokkusagi alabalig1 eritrositi (2n)
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Sekil 4.14. Is1 soku uygulanmus triploid gokkusag alabalig eritrositi (3n)

Sekil 4.15. Is1 soku uygulanmis tetraploid gokkusagi alabalig eritrositi (4n)
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Tablo 4.14. Gruplara gore diploid, triploid ve tetraploid bireylerde eritrosit ¢ap 6l¢timleri(um)(+SE)

Eritrosit Cap Olgiimleri (um)

Grup Hiicre Uzun Hiicre Cekirdek Cekirdek

Kodlamasi Eksen Kisa Uzun Eksen Kisa

(A) Eksen (B) Eksen

(@) (b)

DIP 11,32+0,08¢ 7,28+0,06C 5,96+0,11c 3,58+0,08c
26TR 15,81+0,07b 9,96+0,08 b 7,58+0,08b 5,26+0,06b
28TR 16,02+0,95b 10,02+0,04ab 8,45+0,19b 5,41+0,15b
35TT 21,48+0,09a 12,124+0,73 a 9,81+0,22a 6,75+0,02a
56TT 20,89+0,21a 11,79+0,82a 9,61+0,13a 6,52+0,09a

Triploid ve tetraploid bireylerin tayini amaciyla eritrosit (alyuvar)
biiyiikliikleri incelendiginde DIiP grubunda 11,32 + 0,08; 26 TR grubunda 15,81 +
0,07; 28TR grubunda 16,02 + 0,95; 3.5TT grubunda 21,48 + 0,09 ve 5.6TT

grubunda ise 20,89 + 0,21 pum oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.16).

22
20
18
16

N

Eritrosit Biiyiikligii
(nm)
55

o N B O

® (um)

Sekil 4.16. Gruplara gore eritrosit biiyiikliikleri (p<0,05).

Gruplara Gore Eritrosit Biiyiikliikleri(pm)

11,32

Diploid bireyler ile

26TR
15,81

28TR
16,02

kiyaslandiginda eritrosit  biiytkliikleri,

35TT
21,48

56TT
20,89

triploid

gruplarinda diploidlerden 1,40 + 0,1 kat; tetraploid gruplarinda ise diploidlerden

1,87 £ 2,05 kat daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuclar 1s18inda diploid
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(2n), triploid (3n) ve tetraploid (4n) kromozoma sahip bireylerin eritrosit

biiytlikliikleri arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir

(p<0,05).

Eritrosit hiicrelerinin hacim hesaplamalarinda, DIP grubunda 210,435+9,869;
26TR grubunda 475,389+16,405; 28TR grubunda 598,624+20,261; 3.5TT
grubunda 1081,809+28,121 ve 5.6TT grubunda ise 1009,633+25,546 um? sonucu
elde edilmistir (Tablo 4.15). Eritrosit hiicresi yiizey alam sonuglarinda ise, DIP
grubunda 52,962+1,127; 26 TR grubunda  94,074+1,896;  28TR  grubunda
106,265+3,059; 3.5TT grubunda 165,414+6,224 ve 5.6TT grubunda ise
157,591+5,893 um? sonucu elde edilmistir (Tablo 4.15).

Diploid (2n), triploid (3n) ve tetraploid (4n) kromozoma sahip bireylerin
eritrosit alan ve hacimleri bakimindan gruplar arasindaki farkin istatistiki agidan

onemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.15. Gruplara gore diploid, triploid ve tetraploid bireylerde eritrosit alan ve hacim
Olciimleri(+SE)

Eritrosit Alan (um?) ve Hacim Olgiimleri (um®)
Grup Eritrosit Hacmi Cekirdek Eritrosit Ckirdek
Kodlamasi (Veritrosit) Hacmi Yiizey Yiizey
(nm3) (Veritrosit) Alam Alam
(pm3) (pm?) (um?)

DiP 210,435+9,869 ¢ 48,829+1,896 ¢ 52,962+1,127 ¢ | 20,459+0,154 c
26TR 475,389+16,405 b 144,215+6,459 b | 94,074+1,896 b | 41,126+1,427 b
28TR 598,624+20,261 b 153,476+5,782 b | 106,265+3,059 b | 42,553+2,431 b
35TT 1081,809+28,121 a | 288,994+9,232 a | 165,414+6,224 a | 64,221+3,025 a
56TT 1009,633+25,546 a | 262,293+8,711a | 157,501+5893 a | 60,344=4,174 a

4.3.3. Triploid ve tetraploid oranlari

Calismanin kromozom manipiilasyonu kisminda ayni cinsiyet doniisiimii
boliimiinde oldugu gibi farkli diizey ve siirelerde sicaklik soku uygulanan bireyler
9. Aydan itibaren 30. Aya kadar besleme c¢alismasina alinmiglardir. 30. ayin
sonunda gruplardan rastgele Ornekleme yontemi ile segilen baliklar kesilip

gonadlari ¢ikarilip incelenmistir (n=150). Makro diizeyde yapilan incelemeler
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sonucunda gruplarin Triploid ve tetraploid oranlar1 ve kisirlik durumlari tespit
edilmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Sicaklik soku uygulanmis gruplarda gonadlarin incelenmesi

Yapilan incelemelerde tetraploid uygulamalarindaki disi gonad gelistirdigi ve
ovaryum gelisimlerinin biiyiik oranda tamamlandig1 gézlemlenirken (Sekil 4.19),
triploid gruplarindaki bireylerin ise biiyiik cogunlugunun disi ve kisir bireylerden

olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Triploid disi ve kisir bir bireyin gonad yapist
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Sekil 4.19. Tetraploid bir bireyin gonad yapisi

Kromozom manipiilasyonu bdliimiinde sicaklik soku wuygulanan ve
uygulanmayan baliklardan alinan numuneler incelendiginde elde edilen poliploidi
oranlar1 Tablo 4.16°da gosterilmistir. Gruplarin ayri ayri triploid ve tetraploid
oranlari ise grafik olarak Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de belirtilmistir.

Tablo 4.16. Sicaklik soku uygulanan baliklarda poliploidi orani

Grup Sicaklik Dollenmeden Sonra Sok Siiresi Ploiploidi
Kodlamasi (°C) (dk.) (dk.) Orani (%)
DiP - - - 0
26TR 26 15 15 86,67+2,257 b
28TR 28 15 15 95,46+3,058 a
35TT 28 210 10 73,33+5,342d
5.6TT 28 330 10 81,45+ 2,634 ¢
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Triploid Grubu Poliploidi Oranlari (%0)
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26TR 28TR
TRO(%) 86,67 95,46

Sekil 4.20. Sicaklik soku uygulamast triploid oranlar1 (TRO) (%)

Tetraploid Grubu Poliploidi Oranlari (%)

a
85 b
S
: 75
S 70
=
E 65
& 60
& 55
50
35TT 5.6TT
5 TTO (%) 73,33 81,45

Sekil 4.21. Sicaklik soku uygulamas tetraploid oranlar1 (TTO) (%)
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4.3.4. Ortalama canh agirhik ve total boylar

Tablo 4.17. Kromozom manipiilasyonu denemesinde gruplara ait canli agirlik ve total boy
ortalamalar1 (Ort.£= S.E)

Grup Ortalama Agirhk (gr) Ortalama Total Boy (cm)
26TR 2125,00 +£139,63 ¢ 51,50+ 1,45¢
28TR 2566,75+ 132,10 a 57,50+1,70a
3.5TT 2536,50 + 122,50 a 56,50 + 1,54 a
5.6TT 2350,32+ 135,60 b 53,25+0,84 b

DIP 233575+ 128,70 b 54,00+ 1,25b

Gruplarin poliploidi oranmnin ve biiylime parametrelerinin daha net
incelenmesi amactyla baliklar 3’er tekerriirlii olacak sekilde gruplara ayrilip 30. aya
kadar agirlik isletmedeki biiylitme protokoliine uygun olarak besleme ve bakima
tabi tutulmustur. Deneme basinda sonunda rastgele secilen baliklar arasindan
yapilan Ol¢limlerde agirlik ve boy oOlgiimleri yapilmistir. Deneme sonucunda
ortalama canli agirlik, 26 TR 2125,00 +139,63; 28 TR grubunda 2566,75 + 132,10 gr;
3.5TT grubunda 2536,50 + 122,50 gr; 5.6 TT grubunda 2350,32 + 135,60 gr; ve DIP
grubunda ise 2335,75 + 128,70 gr olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.22).

Deneme Sonu Poliploidi Grubu Ortalama Agirhk

3000

2500
2000
1500
1000
500
0

26TR 28TR 3.5TT 5.6TT DIP
B Ort. Agirlik (gr) 2125 2566,75 2536,5 2350,32 2335,75

Ortalama Agirlik (gr)

Sekil 4.22. Kromozom manipiilasyonu denemesinde gruplara ait deneme sonu canli agirlik
ortalamalari (Ort.£ S.E)
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Total boy ortalamalarinda ise, 26TR grubunda 57,50 + 1,70 cm, 28TR
grubunda 56,50 + 1,54 cm, 3.5TT grubunda 53,25 + 0,84 cm, 5.6 TT grubunda 54,00
+ 1,25 cm ve DIP grubunda ise 51,50 + 1,45 cm olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.23).
Deneme gruplarinin ortalama canli agirlik (gr) ve total boy ortalamalari (cm) Tablo
4.17°da gosterilmistir. Gruplar arasinda agirlik ve boy olarak anlaml bir fark elde
edilmistir (p<0,05).

Deneme Sonu Hormon Grubu Ortalama Total Boy (cm)

58

57
56
55
54
53
52
5
5
4

48

o

©

26TR 28TR 35TT 56TT

Sekil 4.23. Kromozom manipiilasyonu denemesinde gruplara ait deneme sonu total boy
ortalamalari (Ort.+ S.E)

4.3.5. Poliploidi grubu kondisyon faktorii (KF)

Kondisyon faktorii degerlerine bakildiginda; 26 TR grubu i¢in 1,35 £+ 0,07;
28TR grubu i¢in 1,41 £ 0,01; 3.5TT grubu i¢in 1,56 + 0,09; 5.6 TT grubu i¢in 1,48
+ 0,06; DIP grubu igin ise 1,56 = 0,08 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.18). Yapilan
degerlendirme sonucunda kondisyon faktorii agisindan gruplar arasinda istatistiki

olarak bir fark gériilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.24).
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Tablo 4.18. Kromozom manipiilasyonu denemesinde gruplara ait kondisyon faktorii degerleri (Ort.+
S.E)

Grup KF (%)
26TR 1,35+0,07 a
28TR 1,41+0,01a
3.5TT 1,56 +0,09 a
5.6TT 1,48 £0,06 a
DIP 1,56 + 0,08 a

Poliploidi Grubu Kondisyon Faktorii (%)

1,60

_ 150

J

S 1,40

21,30

Q

£ 1,20

«

& 1,10

=

% 1,00

= 0,90

g 0,80

M 0,70
0,60 .

26TR 28TR 35TT 56TT DiP

mKF 1,35 1,41 1,56 1,48 1,56

Sekil 4.24. Kromozom manipiilasyonu gruplarina ait kondisyon faktorleri (Ort.+ S.E)

4.3.6. Poliploidi grubu spersifik biiyiime oram (SBO)

Cinsiyet doniisiimii boliimiinde yapilan 6l¢iimler sonucunda spesifik biiylime
oranlari, 26TR grubunda 0,71 + 0,013; 28TR grubunda 0,72 + 0,18; 3.5TT
grubunda 0,56 + 0,027; 5.6TT grubunda 0,58 + 0,022 ve DIP grubunda ise 0,47 +
0,035 olarak 6lgiilmiistiir (Tablo 4.19). Istatistiki degerlendirmede gruplar arasi
farkin anlamli oldugu (p<0,05); 26TR ve 28 TR gruplar1 en anlamli farki vermisken,

3.5TT, 5.6TT ve DIP gruplar arasinda ise fark gézlemlenmemistir (p>0,05). (Sekil
4.25).



83

Tablo 4.19. Kromozom manipiilasyonu denemesinde gruplara ait spesifik biiyiime orani degerleri
(Ort.+ S.E)

Grup SBO (%)
26TR 0,71+0,013a
28TR 0,72+0,18a
3.5TT 0,56 £ 0,027 b
5.6TT 0,58 +0,022 b
DIP 0,47+0,035b

Poliploidi Grubu Spesifik Biiyiime Oram (%0)

0,8 a a
&
< 07 b b
5 0,6
5 b
2 0,5
= 0,4
.>>
= 03
2 02
3
=% 0,1
wn
0 .
26TR 28TR 35TT 56TT pip
mSBO (%) 0,71 0,72 0,56 0,58 0,47

Sekil 4.25. Kromozom manipiilasyonu gruplarina ait spesifik biiyiime oranlar1 (Ort.+ S.E)

4.3.7. Poloiploidi grubu gonadosomatik indeks (GSI)

Gonadosomatik indeks Slgtimleri incelendiginde; 26TR grubu i¢in 0,05 +
0,005; 28TR grubu igin 0,07 + 0,013; 3.5TT grubu i¢in 9,38 + 1,26; 5.6 TT grubu
i¢in 9,32 + 0,49; DIP grubu i¢in ise 9,56 = 2,89 oldugu hesaplanmustir (Tablo 4.20).
Yapilan degerlendirme sonucunda gonadosomatik indeks degerleri acisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu gortilmiistiir (p<0,05) (Sekil 4.26). Triploid
grubunun her ikisinde de kisir bireyler yogunlukta oldugu icin en diisiik GSI degeri
26TR ve 28TR grubunda elde edilmistir (p<0,05). Tetraploid gruplart ve kontrol

gruplari ise kendi aralarinda fark gostermemislerdir (p>0,05).
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Tablo 4.20. Kromozom manipiilasyonu denemesinde gruplara ait gonadosomatik indeks verileri
(Ort.£ S.E)

Grup GSI (%)
26TR 0,05+0,005b
28TR 0,07+0,013b
3.5TT 938+1,26a
56TT 9,32+ 0,49 a
DIP 9,56 +2,89 a

Poliploidi Grubu Gonadosomatik indeks (%6)

10
9
S 8
§ 7
E 6
=
£ 5
g 4
=}
2 3
& 2
1 b b
0 A A
26TR 28TR 35TT 56TT pip
uGSi (%) 0,05 0,07 9,38 9,32 9,56

Sekil 4.26. Kromozom manipiilasyonu gruplarina ait gonadosomatik indeks oranlari (Ort.+
S.E)

Calismanin cinsiyet boliimiinde elde edilen biiyiime ile ilgili bulgularin
tamam1 Tablo 4.21°de gosterilmistir.



Tablo 4.21. Kromozom manipiilasyonu béliimii biiyiime verileri genel tablo
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GRUPLAR

PARAMETRELER

KMT

0.5 MT

1.0 MT

1.5MT

3.0 MT

Ort. Agirhik (gr)

2125,00 £139,63 ¢

2566,75+ 132,10 a

2536,50 £ 122,50 a

2350,32 £ 135,60 b

2335,75+ 128,70 b

indeks

Total Boy (cm) 51,50+ 1,45¢ 57,50+ 1,70 a 56,50+ 1,54 a 53,25+0,84 b 54,00+ 1,25b
Kondisyon Faktorii 1,35+ 0,07 a 1,41 £0,01a 1,56+ 0,09 a 1,48+ 0,06 a 1,56 £0,08 a
Spesifik Biiyiime 0,71+0,013a 0,72+ 0,18 a 0,56 +0,027b 0,58 +0,022b 0,47 +0,035b
Oram (%)
Gonadosomatik 0,05 +0,005b 0,07+0,013b 9,38+ 1,26 a 9,32+0,49 a 9,56+2,89 a




86

5. TARTISMA ve SONUC

Gokkusagi alabaliginda cinsiyet dontisiimii ve kromozom manipiilasyon
uygulamalarinin incelenmesi konulu bu tez c¢alismasinda bir yandan timi disi
fonksiyonel erkek anaglarin dolayli yontemle ve en uygun hormon seviyesinde
iiretilmesi planlanirken, diger yandan ise farkli sicaklik sok uygulamalari ile triploid
(3n) ve tetraploid (4n) kromozomlu bireylerin iiretilmesi ve timii disi kisir

popiilasyonlarin olusturulmasi amaglanmistir.

Calismanin ilk boliimii olan cinsiyet doniisimii kisminda, besin keselerini
heniiz tiiketmis, ilk yem alma donemindeki gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) yavrularma dort farkli seviyede (0.5, 1.0, 1.5 ve 3.0 mg/lt) 17a-
methiltestosteron i¢ceren hormonlu yemler oral yolla verilerek XX erkek bireylerin
elde edilmesi hedeflenmistir. Kontrol grubuna ise herhangi bir hormon ilavesi

olmayan yem verilmistir.

Glinlimiizde birgok arastirmaci tarafindan balik cinsiyetini kontol etmek
amaciyla en ¢ok tercih edilen sentetik androjenin 17a-metiltestosteron (MT) oldugu
bildirilmistir (Purdom, 1993; Rougeot, 2015; Fopp-Bayat et al., 2017). Bye and
Lincoln (1986), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) fiizerine yapmis
olduklar1 calismada yeme 3 mg/kg dozunda 17a-metiltestosteron ilave etmisler ve
besin kesesini heniiz bitirmis yavrular1 700 giin-derece siiresince bu hormonlu yem
ile beslemislerdir. Calismanin sonunda %100 genotipik olarak disi fonksiyonel
olarak erkek bireyler elde edilmis olsa bile, fonksiyonel erkek bireylerin sperm
kanallarinin ya tikali olmasi ya da hi¢ olusmamasi sebebiyle ireme déneminde
testislerin diseksiyon ile cikarilarak kullanilabilecegi kaydedilmistir. Benzer
sekilde Hunter and Donaldson, (1983), gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus
mykiss) ilk yem alma déneminden itibaren araliksiz 90 giin boyunca 3 mg/kg
dozunda 17a-metiltestosteron igeren yemle beslenmesi sonucunda %94 oraninda
erkek bireyler elde edildigini, buna karsin 60 mg/kg dozunda 11pB-
hydroxyandrostenedione igeren yem ile araliksiz 56 giin beslenen yavru grubunda
ise %100 erkek bireylerin olustugunu bildirmislerdir. Atar vd. (2008), farkli
hormonlarin gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) cinsiyet doniisiimiine

etkisi ve disi populasyon iiretimi isimli Tiibitak projesinde yeni yem alacak
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larvalara lic farkli hormonun (17a-Methyltestosteron, 11B-
hydroxyandrostenedione, 17a-Ethynyltestosterone) degisik dozlarini oral yolla
uygulamislar ve en yliksek erkeklesme oranini (%86,67) 60 giin boyunca 3 mg/kg
MT ihtiva eden yemle beslenen grupta elde etmislerdir. Arslan et al., 2010 yi1linda
hormon uygulamalar ile tiimii disi gokkusagi alabaligi tiretimine yonelik olan
calismada, bir grup larvay1 600 giin-derece boyunca 1,0; 2,0 ve 3,0 ppm dozunda
17-a metiltestosteron iceren yemle beslemisler, diger grubu ise farkli zaman ve
tekrarlarda 0,5 ppm dozunda 17-o metiltestosteron banyosuna daldirmislardir.
Calismanin sonunda oral yolla verilen tiim MT gruplarinda %100 veya %100’e
yakin erkeklesme elde etmislerdir. Demska-Zakes and Zakes (1997), sudak balig1
(Stizostedion lucioperca, L.)’ninda yapmis oldugu denemede, 21 giin boyunca 30
mg/kg doz MT verilen grupta %96,67 erkek birey elde etmislerdir. Al-Ablani and
Phelps (2001), 40 giinliik biiyiikk agizli levrek baligi (Micropterus salmoides)
larvalarina bir gruba estradiol 17-B, diger gruba ise steroid olmayan Dietilstilbestrol
isimli 6strojen ilacini 40 giin boyunca 100, 200 ve 400 mg/kg dozlarinda yem ile
vermiglerdir. Calisma sonucunda her iki 6strojen kaynaginda da %100 disilesme
elde edildigi fakat disi gonadlarin yapilar1 agisindan farkliliklar olustugu tespit
edilmistir. Karayticel et al., (2003) nil tilapya (Oreochromis niloticus) baliklarinda
YY siiper erkek popiilasyonlar iiretmek amaciyla yapmis olduklar1 ¢alismada, bir
gruba steroid olmayan Ostrojen ilaci diethylstilbestrol (DES; 1.6%) igeren yem
verip, diger grubu ise yiiksek sicakliktaki (36 °C) suda biiyiitme islemi uyguladiktan
sonra cinsiyet doniistimii konusunda benzer sonuglar almislar ancak yasama
oranlar1 agisindan DES igeren grupta daha yiiksek sonuglar elde etmislerdir. Park
etal., (2004) Alaca ejderha yayin baliginda (Pseudobagrus fulvidraco (Richardson))
Estradiol-17p ve tamoksifen (C26H20NO) maddelerinin farkli dozlarini kullanarak
cinsiyet doniisiimiine yonelik deneme kurmuslardir. Deneme sonucunda 400 ppm
dozundaki Estradiol-17f tiimii disi bireyler olugsmasina sebep olurken, 200 ppm
dozundaki tamoksifen maddesinin ise %90 oraninda erkek popiilasyon iiretimine
sebep oldugu rapor edilmistir (Hoga et al., 2018). Mevcut ¢alismada da literatiirdeki
bildirilen sonucglara benzer olarak 17a-Methyltestosteron igeren tiim gruplarda
erkeklesme ve cinsiyet doniisiimii gdzlemlenmistir. Tiirel, (2013), dere alabaliginda

cinsiyetin kontrolii {izerine yiiriittiigii bir ¢aligmada bir grup dere alabalig1 (Salmo
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trutta forma fario) larvasimi 3 mg/kg MT ilaveli yem ile 75 giin, bir diger larva
grubunu ise 110 giin siire ile 30 mg/kg dozunda MT igeren yem ile beslemistir.
Calismanin sonunda 3 mg/kg grubunda %60 oraninda erkeklesme, 30 mg/kg
grubunda ise %53,3 erkek birey orani bu calismadan elde edilen erkeklesme
oranindan gorece daha diisiik tespit edilmistir. Fakat elde edilen bulgular 1s181inda
erkeklesme orani incelenecek olursa mevcut ¢alismada en yliksek erkeklesme orant
1,0 mg/kg MT gr 17a-metiltestosteron igeren yem ile beslenen 1.OMT grubunda
(%97,85 + 0,45) tespit edilmistir. Erkeklesme oraninda 1.5MT grubunda da
erkeklesme oraninda 1.0MT ile benzer bir oran (%93,33 = 0,57) elde edilmis olup,
s0z konusu iki grubu takip eden 3.0MT (81,82 + 0,42) grubu ve 0.5MT (76,47 +
0,29) grubu istatistiki olarak benzerlik géstermistir (p>0.05). Literatiirden farkli
olarak baz1 gruplarda erkeklesme oraninin diisiik ¢ikmasi 1,0 mg/lt dozun altinda

olmas1 ve uygulama siiresinin kisa olusundan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Gecmis galigmalar 1s18inda M T un tiim dozlarinda erkeklesmenin saglanmasti
olumlu bir durum olarak gozlemlenmesine ragmen baz1 gruplarda sperm kanalsiz
veya kisir erkeklerin olmasi da istenmeyen bir durum olarak ortaya ¢ikmuistir.
Sperm kanalinin hi¢ gelismedigi ya da tam olarak gelisimini tamamlayamadig1
bireylerden siit alimi abdomenin sivazlanmasi yoluyla gerceklesemedigi ic¢in
baligin iireme zamaninda kesilerek testislerinin ¢ikarilip siitiin alinmasi islemi
zorunlu olmaktadir. Bu da hem anag¢ stoguna zarar vermekte hem de fazladan is
giicline ihtiyaca yol agmaktadir. Bir¢cok arastirmaci yapmis olduklar1 ¢aligmalar
sonucunda oral yontemle uygulanan 17-o metiltestosteron miktari arttikca sperm
kanallar1 tikali ya da olusmamis bireylerin sayisinin arttigini belirtmistirler (Bye and
Lincoln, 1986; Atar vd., 2008). Arslan vd., (2010), gokkusagi alabaligi ile yapmis
olduklart ¢aligmada, 1.0 mg/kg ve altinda MT katkili yemle beslenen
bireylerin %54,7’sinin sagimla siit veren kanali erkek oldugunu vurgulamislardir.
Yapilan bu ¢alismadan elde dilen sonuglar incelendiginde ise, 1.0 MT
grubunda %76,54 + 1,81 sperm kanalina sahip ve sagimla siit veren anaglarin
olustugu gozlemlenmistir. Mevcut calismada en yiiksek sperm kanalli birey
sayisi, %76,54 = 1,81 ile 1.0MT grubunda ve 68,72 +2,1 ile 0.5MT grubunda tespit
edilmistir (p<0.05). Bu gruplarn %58,23 + 0,88 ile 1.5MT grubu takip ederken, en
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az sperm kanall1 bireye sahip olan grup ise %35,12 + 0,32 ile 3.0MT grubu olmustur
(p<0,05).

Demska-Zakes and Zakes (1997), sudak baliginda 60 ve 90 mg/kg MT
uygulanan gruplarda disi, interseks ve kisir bireylerin oraninin arttigini
gozlemlemislerdir. Arslan vd., 2012, gokkusagi alabaliginda oral yolla 17-a
metiltestosteron uygulamasinda 1,0 ve 2,0 mg/kg dozdaki uygulamada daha diisiik
oranda (2,8 £+ 2,6; ve 1,0 £ 0,4) interseks bireyler elde ederken, banyo yontemi ile
MT uygulamasinda ise bes kata kadar daha fazla interseks birey ile
kargilasmiglardir. Mevcut ¢alismada ise, 1.0 MT grubunda diisiik doz hormon
seviyesi olmasina ragmen ¢ok az miktarda da kisir bireyler (%2,15 + 0,07) yine bu
grupta gozlemlenmistir. 1.5MT grubunda kisir bireylere ait gonad oraninin bu
grupta biraz daha yiikseldigi (6,67 + 0,24) gozlemlenmistir. 3.0MT grubunda
erkeklesmis bireylerin yani sira en yiiksek kisir balik orani (18,18 = 0,81) da ortaya
cikmistir. Deneme gruplart igerisinde en yliksek disi balik orani (17,65 + 0,11)
0.5MT grubunda ortaya c¢ikmistir. Ayrica oral yolla cinsiyet donligimi
denemesinde, isletmeye disaridan getirilmis olan tiimi disi gozli yumurtalardan
cikan baliklar kullanilmistir. Bu sebeple kontrol (KMT) grubu incelendiginde tim
bireylerin (%100) disi cinsiyette oldugu kaydedilmistir. Isletmede normal erkek ve
disilerin caprazlanmasiyla deneme baliklar1 ile ayn1 donemde firetilen baliklar
(NOR) arasindan da rasgele 6rnekleme yapilmis ve %47,4 + 1,5 erkek; %52,6 1,62
oraninda ise disi bireyler gézlemlenmistir. Gruplar arasinda tam doniisemedigi icin
bir kismu testis bir kism1 ovaryum seklinde gonadlar iireten ve interseks ismini alan
bireyler de gozlemlenmistir. En yliksek interseks oranina sahip olan grup %5,88 +
0,13 ile 0.5MT grubu olmustur.

Atar vd. (2008), yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda 180 giinliik siire
sonunda 17a-metiltestosteron ve 17a-Ethynyltestosterone hormonlar ile beslenen
bireylerin daha fazla canli agirlik ortalamasina sahip oldugunu bildirmislerdir.
Steroid hormonlarinin biiytime iizerinde olumlu etkilerini bildiren literatiir verileri
incelendiginde yiiksek dozda uygulanan steroidlerin biiylime iizerine daha fazla
etkili oldugunu gostermektedir. Tiirel, (2013) 30 mg/kg MT grubundaki baliklarin
daha fazla canli agirlik kazanci sagladigini bunun da yiiksek dozun sebep oldugu
kisirlik sonucunda baligin gonadal gelisime harcayacagi enerjiyi biiylimeye
harcadigim1 kaydetmistir. Celik, (2002) tilapyalarda 17a-metiltestosteron igeren
yemi yiyen baliklarin daha fazla canli agirliga sahip oldugunu bildirmistir. Arslan
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et al., (2010) ise oral yolla verilen MT un 1 ppm hormon dozunda biiyiimeye
herhangi bir etkisi olmadigini, 3 ppm ve tizerindeki MT dozlarmin biiytiimeyi
yavagslattigini rapor etmislerdir. Mevcut deneme sonucunda ortalama canli agirlik,
0.5MT grubunda 946,02 + 71,61 gr, 1.0MT grubunda 1128,41 + 68,77 gr, L.5MT
grubunda 1012,32 + 103,27 gr, 3.0MT grubunda 1033,36 + 110,75 gr ve KMT
grubunda ise 926,60 + 49,66 gr olarak 6l¢iilmiistiir. Ortalama canli agirlik verilerine
bakildiginda en ytiksek sonucun 1.0 MT grubunda goézlendigi, bunu 1.5 MT ve 3.0
MT grubunun takip ettigi tespit edilmistir. 0.5 MT grubunda ise kontrol grubu ile
benzer sonuglar elde edilmis olup, sonug olarak ¢alismada gruplar arasinda agirlik
yoniinden istatistiki agidan bir farklilik goriilmistiir (p<0,05). Sonuglar literatiir ile
kiyaslandiginda mevcut ¢aligmada daha onceden yapilan ¢alismalar (Celik, 2002;
Atar vd., 2008; Tiirel, 2013) ile benzer sonuglarin ortaya ¢iktigi Arslan vd., 2010
dan ise farkli olarak ortalama canli agirlik degerlerinin yiiksek c¢iktig
kaydedilmistir. Bunun sebebi deneme boyunca tiim gruplarda hayvan refahina
dikkat edilmesi ve stres faktorlerinin en aza indirilmesi olarak diisiiniilmektedir.
Biiytimede olumlu sonuglar elde edilmesine ragmen gruplar arasinda total boy

acisindan herhangi bir farklilik gériilmemistir (p>0,05).

Hormon uygulamasmin siirdiigii 540 giin boyunca tiim deneme gruplarinin
6liim ve yagama oranlar1 (YO) kontrol grubu ile benzerlik gostermistir (p>0.05). F7
a-metiltestosteron ilaveli yem ile beslenen KMT, 0.5MT, 1.0MT, 1.5MT ve 3.0MT
gruplarinda kullanilan hormonlar gokkusagi alabaligi larvalarinda toksisiteye yol
agmamistir. Bu sonug da Arslan et al., (2010) ve Tiirel (2013) iin bildirdiklerine
benzer bulunmustur. Ayrica deneme siiresinin kisa olmasi hem hormonlu yem
verilmesindeki isglicii problemleri hem de hormonun gevresel etkisi bakimindan

olumlu oldugu tahmin edilmektedir.

Arslan vd. 2010; Arslan vd. 2012 gokkusag alabaliginda MT {izerine yapmis
olduklar1 calismalarda yiiksek MT uygulamasina maruz birakilan bireylerde
GSI’nin diistiigiinii bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada ise, en yiiksek GSI degerleri
1.0 MT ve 1.5 MT gruplarinda elde edilmis olup, 0.5 MT ve 3.0 MT grubunda ise
benzerlik tespit edilmistir. En diisitk GSI degeri literatiirdekinin tersine kontrol

grubunda elde edilmistir.
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Gliner et al. (2005), gokkusagi alabaliginda triploid bireylerin olusturulmast
ve bilylime performanslarini incelemek {tizere yapmis olduklari calismada
dollenmeden 15-40 dk sonra 10-15 dk boyunca 26,5 °C ve 28 °C de sicaklik soku
uygulanan yumurtalarda en iyi triploid oraninin 28 °C grubunda oldugunu
bildirmislerdir. Shepherd and Bromage (1988), 28 °C sicaklik sokundan daha diisiik
sicaklik ile (6rnegin 26 °C) yapilan triploid uygulamasinda daha az sayida triploid
bireyin olustugunu ancak dliimlerin azaldigini1 vurgulamiglardir. Kizak et al. (2013)
yilinda dere alabaliklar1 tlizerine yapmis olduklar triploidizasyon c¢alismasinda
yumurtalara déllenmeden 15 dk. sonra 26.5 °C su sicakligi ile 20 dk. boyunca sok
uygulamiglar ve %95 triploid basarisi elde etmislerdir. Sok siiresi ve uygulama
sicakligr bakimindan elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki ile benzer sonuglar
gostermektedir. Mevcut calismanin  kromozom manipiilasyonu kapsaminda
dollendikten sonra belli bir siire sicaklik sokuna maruz birakilan yumurtalarin
kromozom sayilarindaki artisa bagli olarak poliploidi seviyelerinin degismesi,
triploid ve tetraploid bireylerin elde edilmesi tez ¢aligmasinin bir diger amacidir.
Bu kapsamda triploidizasyon islemi i¢cin yumurtalarin déllenmesinden 15 dakika
sonra poliploidi sicaklik sok diizenegine alinan yumurtalar 26 °C (26TR) ve 28 °C
(28TR) lik 1ki farkl sicaklik seviyesinde 15 er dakika boyunca soklamaya maruz
birakilmistir. Sonug olarak tiimii disi kisir 3n kromozom setine sahip baliklarin elde
edilmesi amaglanmistir. Calisma sonucunda triploid grubunda en iyi triploid

oraninin (95,46+3,058) ile 28TR grubunda ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

Tetraplodizasyon isleminde ise ilk grup yumurta dollendikten 210 dk (3,5
saat) (3.5TT) sonra, ikinci grup ise dollendikten 330 dk (5,6 saat) (5.5TT) sonra 28
°C’de 10 dk siiresince sicaklik sokuna maruz birakilmigtir. Tetraploid grubunda en
iyi poliploidi grubu %81,45+ 2,634 ile 5.6TT grubunda ortaya ¢ikmistir. Bencsik et
al. (2012) yilinda gokkusagi alabaliginda tetraploidligin tespitine yonelik
hazirlamis oldugu ¢alismada yumurtalara déllenmeden 6 saat sonra 28 °C de 15 dk.
boyunca sicaklik soku uygulamislardir. Uygulama siiresi ve sok sicaklik derecesi

literatiirdeki ile benzerlik gostermektedir.

Triploid ve tetraploid bireylerin tespitinde eritrosit biiytikliikleri, eritrosit

hiicre ve ¢ekirdek yiizey alanlar1 hesaplanarak kromozom sayis1 tayini yapilmstir.
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Kromozom manipiilasyonu sonucu elde edilen bireylerin eritrosit biiyiikliikleri
incelendiginde diploid (2n) bireylerden daha biiyiik hiicre boyutlarina sahip oldugu
gecmis calismalarda vurgulanmaktadir. Giiner et al. (2005) yapmis oldugu triploid
denemesinde TR/Dip oranin1 1,57 kat olarak bulmuslardir. Kizak et al. (2013) ise
dere alabaligi ile yapmis olduklari triploid ¢alismasinda ise TR/Dip oranini 1,29 kat
olarak hesaplamislardir. Bencsik et al. (2012) yilinda gokkusagi alabaliginda
tetraploidligin tespitine yonelik hazirlamis oldugu ¢alismada ise TT/Dip oranini
1,46 kat olarak tespit etmislerdir. Mevcut ¢calismada triploid ve tetraploid bireylerin
tayini amaciyla eritrosit (alyuvar) biiyiikliikleri incelendiginde DIP grubunda 11,32
+0,08; 26 TR grubunda 15,81 + 0,07; 28TR grubunda 16,02 + 0,95; 3.5TT
grubunda 21,48 £ 0,09 ve 5.6 TT grubunda ise 20,89 + 0,21 um oldugu goriilmiistiir.
Diploid (2n) hiicrelerle kiyaslandiginda TR/DIP orami 1,39; TT/DIP orani ise 1,89
kat olarak hesaplanmistir. Ayrica eritrosit hiicrelerinin hacim hesaplamalarinda,
DIP grubunda 210,435 + 9,869; 26 TR grubunda 475,389 =+ 16,405; 28TR
grubunda 598,624420,261; 3.5TT grubunda 1081,809+28,121 ve 5.6TT grubunda
ise 1009,633+25,546 um® sonucu elde edilmistir. Eritrosit hiicresi yiizey alani
sonuclarinda ise, DIP grubunda 52,962 + 1,127; 26 TR grubunda 4,074 + 1,896;
28TR grubunda 106,265+3,059; 3.5TT grubunda 165,414+6,224 ve 5.6TT
grubunda ise 157,591+5,893 um? sonucu elde edilmistir. Eritrosit cap1

Ol¢iimlerinde literatiirdeki elde edilen sonuglar ile benzer bulgulara ulagilmistir.

Calisma sonunda gozlenme orani, yumurtadan ¢ikis ve kulucka randimani
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.05). Elde edilen
veriler 1s1ginda kulugka randimani agisindan en iyi grubun kontrol grubu oldugu
(%64,55 £ 3,35) gozlemlenmistir. Tuzcu (2017) diploid ve triploid ¢oruh alabaligi
(Salmo coruhensis) larvalarinin farkli 1sik siddetinde besin kesesi tiiketiminin
belirlenmesi hazirlamis oldugu ¢alismada g¢oruh alabaliginda larval yasama
oraninda triploid ve diploid gruplar arasinda fark goriilmezken, ¢ikis orani ve

kulucka randimani diploid gruplarda daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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6. ONERILER

Giliniimiizde kaliteli ve istenen Ozelliklere sahip baliklarin iiretilmesi
adina biyoteknolojik metotlar daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bazi
tiirlerde bir cinsiyetin liretimi diger cinsiyete gore daha biiyiik avantajlar
sagladig1 i¢in balik yetistiricili§inde tek cinsiyetli poplilasyonlarin iiretimi
devam etmektedir. Alabalik yetistiriciliginde disi bireyler pazarda ve isleme
tesislerinde daha ¢ok alic1 bulup daha yiiksek kar marj1 ile satildig1 icin
tireticiler timii disi popiilasyonlar1 liretmeye yonelmislerdir. Her ne kadar
deniz baliklar yetistiriciligi uzun yillardir biyoteknoloji konusunda Ar-Ge
birimleri olusturmus olsalar bile, giinlimiizde 6zellikle “Tiirk somonu” olarak
isimlendirilen biiyiikk ¢ogunlugu Karadeniz’de iiretilip ihracata gonderilen
kilogram {izeri alabalik iiretiminden sonra iireticiler bu konulara daha fazla
ilgi duymaya baslamistir. Tiirk somonu iiretiminde normal diploid erkek disi
karisik bireyleri yetistirmekten ziyade tiimii disi kisir triploid popiilasyonlarin
tretimi gerekmektedir. Karisik yetistiricilikte erkek cinsiyetinde yasanan
sorunlar, treticileri tiimi disi bireylerin iiretimine sevk etmektedir. Bunun
icin de genotipik olarak disi fenotipik olarak erkek cinsiyete sahip
fonksiyonel XX erkek anaglarin dolayli yoOntemlerle iiretilmesi
gerekmektedir. Dogrudan hormon uygulamalarinda yasanan kisitlamalar ve
pazar tepkisi sebebiyle ana¢ stogu dolayli cinsiyet kontrolii metodu ile
tiretilmelidir. Tek cinsiyetli popiilasyonlar iiretildikten sonra ise Ozellikle
Tiirk somonu gibi alabaligin porsiyonluk olarak degil de kilogram {iizeri
pazarlandig tlirlerde mutlaka triploid ve tetraploid bireylerin olusturulmasi
gerekmektedir. Ancak dogrudan triploid uygulamasinin yapilmasi sonucu
kisir bireyler elde edilmekte fakat istenen verim alinamamaktadir. Ciinkii eger
triploid islemi gergeklestirilen yumurtalar disi yumurta degil ise balik
biiylidiikkce erkek bireyler testis olusturmaya devam edeceklerdir.
Fonksiyonel olmayan bu testisler nihai agsamada karkas veriminin diismesine
sebep olmaktadir. Tam tersi yapildiginda ise tiimii disi triploid bireyler
olusturulur ise baliin viicudunda hicbir gonad olugmayacak ve balik yemden
temin ettigi enerjiyi karkas verimini artirmaya harcamaktadir. Her yumurta
iiretiminde soklama yapmak yerine cinsiyet doniisiimii gergeklestirilmis
bireyler kullanilarak disi tetraploid (4n) anaglarin liretilmesi ve bu anaglardan
sagilan yumurtalar ile diploid (2n) XX erkek baliklarin sperminin d6llenmesi
sonucunda 3n kromozomlu timii disi ve kisir bireylerin iiretimi miimkiin

olacaktir.
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Yurt disindan satin alman tiimi disi ve triploid (kisir) yumurtalar
sebebiyle her yil biiyiik miktarda doviz lilkemizden disar1 gitmektedir. Artan
doviz kurlar1 sebebiyle ithalat konusu da her gegen giin dar bogaza girmek
tizeredir. Normal bir yumurta fiyatindan yaklasik 8-10 kat daha fazla fiyat ile
satilan tiimii disi kisir yumurta liretimi yapacak olan igletmeler Tiirkiye’de su
irlinleri yetistiricilik sektdriinde ciddi bir pazar payina sahip olacagi tahmin
edilmektedir. Yumurta veya yavru ithal etmenin bir diger olumsuz yani ise
iretimde disa bagimli olunmasidir. Herhangi bir sebeple yurt disindan
yumurta temininde yasanan sorunlar sebebiyle iiretimin durma noktasina

gelmesi hususuna ¢ok dikkat edilmelidir.

Sonug olarak gerek literatiir 6zetlerinden gerekse calismada elde edilen
bulgulardan da goriilecegi {lizere iilkemiz alabalik yetistiriciliginde
biyoteknolojik yontemlerin daha sik ve ciddi olarak irdelenmesi, isletmeler
bazinda kurulacak Ar-Ge birimleri ve tiniversiteler is birligi ile gelistirilmesi
ve bunun sonucunda da daha iyi gelisen, kaliteli ve yiliksek verime sahip
baliklarin iiretilmesi biiylik 6nem arz etmektedir. Yiiriitiilen bu doktora tezi
ile 6zellikle tiimii disi triploid (kisir) yumurta ve baliklarin yerli kuluckahane
ve isletmelerde iiretiminin baslatilmasi ve kuluckahane protokollerindeki
yerini almasi sonucunda disa bagimliligin azalmasiyla beraber mikro diizeyde
alabalik yetistiricilerine makro diizeyde ise lilke ekonomisine katki saglamasi
yoluyla bu alanda faaliyet goOsteren balik iireticilerine katki saglanmasi

hedeflenmistir.
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