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Bu c¢aligmada 17a-metiltestosteron (MT)'un protogenus hermafrodit Ziber (Epinephelus costae) tiirinde cinsiyet
doniisiimii iizerine olan etkileri arastirllmistir. Ziber bireylerine 5 mg/kg/ay (MTS) ve 10 mg/kg/ay (MT10) 17a-
metiltestosteron olacak gekilde her 15 giinde bir toplam 5 kez implant yapilmistir. Her bir uygulama icin beser balik
kullamlmustir. Sekizinci haftadaki implantin ardindan MT10 grubunda bulunan 2 bireyde 6liim gergeklesmistir. Olen bu
baliklar disekte edilmis, oositlerin dejenerasyona ugradigi ve sperm kanallarinin belirginlestigi gozlenmistir. Son
implantin ardindan (10. hafta) MT5 grubundaki bir bireyde gonadlarda fenotipik erkeklesmenin gerceklestigi
belirlenmistir. Histolojik kesitlerde bir adet histozoik parazit olan Philometra lateolabricis'in (Nematoda:
Philometridae) varligt gézlenmistir. Cinsiyet degisimi saglanmaya calisilan bireylerde gametlerin normal gelisim
gosterememesinin sebebinin bu parazitin olabilecegi varsayilabilir.

Anahtar Kelimeler: 17a-metiltestosteron, cinsiyet doniigiimii, anag yonetimi.

Abstract

Induction of sex-reversed males using 17 a-methlytestosterone in the gold blotch grouper
(Epinephelus costae)

In this study, the effects of 17a-methyltestosterone (MT) for induction of sex reversal in protogynous hermafrodit
goldblotch grouper (Epinephelus costae) was investigated. Goldblotch grouper were implanted with 5 mg (MTS5) and 10
mg (MT10) 17a-methyltestosterone kg month” body month weight five times with 15 days intervals. Five fish were
implanted for each treatment. After week 8 post-implantation, 2 fish died in MT10 group. These two fish were dissected
and MT10 oocytes were degenerated, and sperm channels of these two fish were observed. After last implantation (week
10 post-implantation), only one fish in MT5 treatment induced advanced stages of spermatogenesis. A philometrid
nematode, Philometra lateolabracis (Nematoda: Philometridae) was observed in fish in MT5 treatment. It was assumed
that this parasitic nematod inhibits the normal development of the gamates in sex reversed females.

Keywords: 17a-metiltestosteron, sex reversal, broodstock management.

Giris

Akdeniz iilkeleri arasinda dikkat ¢eken Epinephelus cinslerine ait tiirler gelmektedir.
tirlerin basinda, Serranidae familyasindan, Ulkemizde 'kaya' ya da'hani' baliklari olarak
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adlandirilan bu ailenin en bilinen tiirlerinden
biri Ziber (Epinephelus costae)'dir. Ziber,
protoginus hermafrodit (ilkin disi, ilerleyen
yaslarda erkek) iireme ozelligine sahip olup
tropik, subtropik ve 1iliman iklim kusagi
icerisinde genis bir dagilim gosterir. Ulke-
mizde ise Saroz Korfezi'nden baslayarak
Samandag'a kadar olan biitlin kiyilarimizda
goriilmektedir.

Kayabaliklarina olan talep her zaman
avcilik ile elde edilenin iizerinde oldugundan
1996 yilindan beri
kirmiz1 biiltende, soyu tiikenme tehlikesinde

Epinephelus cinsinin,

olan hayvanlar listesine alinarak, lizerindeki
avcilik baskisinin azaltilmast gerektigi de
vurgulanmaktadir. Bu nedenle, bazi Bati
Akdeniz iilkelerinde azalan stoklarin yenilen-
mesi amaciyla, kaya baliklar1 iizerinde, yapay
kosullarda dol alinmasi ve yavru yetistiriciligi
konularinda arastirmalar siirdiiriilmektedir.
Kayabalig1 popiilasyonunun yapay
olarak arttirilmast az bulunan erkek anag
oraninin arttirilmasti ile dogrudan iligkilidir. Bu
tiirler i¢in yapay iireme tekniginin ilk
basamagini, dogada 9-10 yil siliren disiden
erkege doniisme siliresinin erkene alinma
manipiilasyonu olusturur. Doniisiim siiresinin
Oone alimmasi (cinsiyet degisimi) ¢esitli hor-
monal yontemlerin kullanilmasini gerektir-
mektedir. Bu nedenle 6zellikle sentetik 17a-
metil-testosteron (MT)'nun cesitli teleostlarda
kullanim1 oldukg¢a yayginlasmistir (Chao ve
Chow, 1990; Fang vd., 1992; Lee vd., 2000). Li
vd. (2006) ii¢ yaslarindaki disi kirmizi benekli
kaya baliklar1 (Epinephelus akaara) ile
yaptiklar1 ¢alismada 10 mg/kg MT implantas-
yonunun 4 hafta sonunda, kullanilan baliklarin
yarisindan fazlasinin erken doniisiim asama-
sia gectigini kanitlamistir. Peatpisut ve Bart
(2010) 1ise turuncu benekli kaya baligi
(Epinephelus coioides) ile yaptiklar1 calis-
mada, 4 mg/kg MT'lik implant uygulamasinin

60 giin sonunda bireylerin tamaminda erkek-
lesmenin saglandigini bildirmislerdir. Bu veri-
ler MT implantasyonunun kaya baliklarinin
cinsiyet doniistimiinde etkin bir rol oynadigini
destekleyen niteliktedir.

Bu c¢alisma ile dogal kosullarda yaklasik
olarak 9-16 yaslarinda (70-90 cm, 6-10 kg)
erkeklesmesi beklenen Ziber'in, yetistiricilik
kosullarinda 1+ yaslarindaki (30-35 cm; 750-
1500 g) disi bireylerine uygulanan diisiik ve
yiiksek dozlardaki MT uygulamasinin bu tiiriin
cinsiyet doniisiimlerinin 6ne ¢ekilmesi amag-
lanmistir. Hormonal uygulamanin verimliligi
gonadlarin histolojik olarak incelenmesi ile
degerlendirilmistir.

Materyal ve Metot

Denemede kullanilan anag bireyler Is-
kenderun-Arsuz-Kalecik mevkiinden Nisan ve
Haziran aylar1 arasinda avlanmistir. Avcilik
yoluyla elde edilen ziber bireyleri Mustafa
Kemal Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi
tesislerinde bulunan karantina tanklarina
getirilmigtir. Burada, baliklara dis baki
yapilarak parazit mevcudiyetleri ve hastaliklar
ile 1ilgili genel kontrolleri yapilmistir. Bu
islemler ile birlikte anaclara 100 ppm oksi-
tetrasiklin uygulamasi yapilmistir. Anag birey-
lerin boylar1 alinarak Richer (1958)'1n verdigi
von Bertalanffy age-length biiyiime esitligi
kullanilarak geri hesaplama yontemiyle yas
degeri 1+ oldugu belirlenmistir.

Anaglara uygulanacak olan implantlarin
cap1 2 mm, boyu 7 mm olmak iizere kakao yag1
ve kolesterol ara maddesi baliklarin viicut
agirliklarina gore hazirlanmistir. Yavas sali-
nimli hormon kapsiilleri 5 ve 10 mg MT/kg/ay
olmak {tizere iki farkli dozda 15 giinde bir
implantasyon siringasi ile 10 adet 150-250 g
araliginda bulunan baliklarin muskulus dor-
salis lateralis kasinin tizerine deri altina yapil-
mistir.
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Histolojik Yontem: Anaglardan alinan doku
ornekleri, baliklarin 50 mg/L quinaldin siilfat
ile derin anestezilerini takiben geceklestirilen
6liim sonras1 yapilan nekroskopi ile alinmistir.
Alman dokular tamponlu %10 formaldehit
icerisinde fikse edilmistir. Fiksasyonu takiben
24-48 saat sonra dokular doku takip kasetine
etiketlenerek yerlestirilmis, akabinde alkol
serilerinden gegirilerek (%70, 85, 95 etanol)
dehidrasyonlar1 saglanmigtir. Dehidrasyonu
takiben seffaflastirilmislardir (Iki seri ksilol ve
bir seri de 60°C'de ksilol). Oda sicakliginda
boncuk halde temin edilen parafin 60°C'de
erimis haldeyken sicak ksilolii takiben
dokulara emdirilmis, sonrasinda kasetler
kaplara yerlestirilerek parafin bloklama iglemi
gergeklestirilmistir.

Takip ve gomme islemlerinin tamami
manuel olarak yapilmistir. Bloklar +4°C'de en
az 4 saat tutulduktan sonra mikrotom (Thermo
Sheldon, Germany) ile 4-7 pm kalinliginda
kesitler alinmig, sicak su banyosu iizerinde
lama aktarilarak etiivde kurutulmus/parafini bir
miktar uzaklastirilmis dokular, iki seri ksilen
ile tam parafin uzaklastirma islemini takiben,
hidrasyona alinmis (%95, 85, 70 etanol), hema-
toksilen, yikama, asit alkol (%1 HCl+etanol),
eozin, seffaflastirma ve seffaf Kanada balzami
(entellan) ile kapatarak sabit preparat haline
getirilmislerdir. Boyanmis sabit preparatlar

mikroskopta (Leica) x10 biiyilitmede incelen-
mis ve mikrofotograf yontemi ile goriintii-
lenmislerdir.

Bulgular

Calismamizda ziber damizlik adaylari
avlandiktan sonra Mustafa Kemal Universitesi,
Su Uriinleri Fakiiltesinin tesisinde ilk adaptas-
yonlar1 yapilmistir. Adaptasyon agsamasinin ilk
aylarinda yasanan yem alimlarindaki zayiflik
devam etmesine ragmen Nisan ayindan itibaren
anaglarda yem alim aktivitesinde diizelme
meydana gelmistir. Anag bireyler taze sardalya
ve kalamar ile beslenmistir. Denemede 10 adet
anag¢ birey ilk hormon enjeksiyonu i¢in hazir
asamaya gelmistir. Bu kapsamda ilk 10 adet
ana¢ i¢in hormon uygulamasi Temmuz 2013
ay1 sonunda baglatilmistir. Deneme boyunca
implant uygulanan bireylerin deneme siiresince
agirlik degisimleri Tablo 1'de verilmistir.

Denemenin diisiik doz (5 mg/kg MT)
uygulanan baliklarda ve yiiksek dozda (10
mg/kg MT) yapilan ilk 3 implant sonrasinda
herhangi bir 6liim ger¢eklesmemistir. Ancak, 4
iincli implant uygulamasindan sonra yiiksek
dozda (10 mg/kg MT) 2 adet balik Slmiistiir.
Deneme siiresince tanklardaki ortalama su
sicaklig1 sabah ve aksam yapilan 6l¢iimlerde
sirasiyla 28.0+0.2°C ve 29.0+0.2°C olarak
belirlenmistir.

Tablo 1. Anaglarauygulanan MT implant stiresince baliklardan alinana bireysel agirlik degerleri

Diisiik Doz
(5 mg MT/kg balik)
Balik sayis1 1 2 3 4 5
L. implant 150,7 220,1 1559 2174 1826
II. implant 149,7 222,1 162,1 215,5 185,6
1. implant 154,5 228,5 1724 220,6 1876
IV. implant 156,0 222,0 182,0 207,0 188,0
V. implant 153,0 226,0 173,0 213,0 187,0

Yiiksek Doz
(10 mg MT/kg bahk)

1 2 3 4 5
181,0 168,6 210,3 122,3 2332
194,0 1821 220,3 113,3 246,3
196,4 1884 251,2 115.9 260,5
208,0 190,0 Oliibirey 118,0  Olii birey
1954 180,0 Oliibirey 117,8  Olii birey
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Deneme siiresince 5 inci implant uygula-
masindan sonra erkeklestirme bekledigimiz
bireylerde sperm olusumu etkin bir sekilde
ger¢ceklesmezken, sperm kanallarinda gozle
goriiliir bir farklilik meydana geldigi tespit
edilmistir. Ozellikle 4 {incii implantin ardindan
Olen bireylerde yapilan diseksiyon sonrasinda
sperm kanalarinin belirginlestigi belirlenmistir.
Bu baliklardan 6rnekler alinarak sperm kanal-
lar1 ve spermlerin gelisim asamalar1 yapilacak
olan kesitler ile belirlenmistir.

Histolojik incelemeye iliskin sonuglar: Post-
mortem incelemede implantlarin yerlestirildigi
dokularda normal nedbe olusumu sonrasi
rejenerasyon normal olarak izlenmis ve
degerlendirilmistir.

Nekroskopide periton, havakesesi, sin-
dirim kanali, karaciger, safra kesesi, bobrek,
dalak ve kalp gibi internal dokular normal
olarak izlenmistir. Gonad ve karaciger 6rnekleri
histolojik takibe alinmis ve sonuglar asagidaki
gibi detaylandirilarak, mikrofotograflar
degerlendirilmistir (Sekil 1).

10 haftalik diisik doz (5 mg/kg MT)
uygulamasi sonrast yapilan mikroskop ince-
lemesinde bes Epinephelus costae'den 4'tinde
gonadlarin disi bireyden erkek cinsiyet
karakteristigi olan testis dokuya doniigiimiiniin
tam olarak gerceklesemedigi, birinde (213,0 g)
ise cinsiyet donilistimiiniin gergeklestigi saptan-
mistir. Histolojik kesitlerde gonad diginda
vitalitesi yiiksek organ olarak karaciger dokuda
yapilan baki sonucunda karacigerin yetisti-
ricilik kosullarindaki baliklar icin tipik sayila-
bilecek lipit vakualizasyonu normal bulun-
mustur.

Tartisma

Denemde kullanilan anag¢ baliklarin
bulunduklar1 tanklarda 6lgiilen su sicakliginin
ziber tiirii i¢in en uygun sicaklikta olmasindan

dolay1 baliklarda meydana gelen oOliimiin
uygulanan hormon miktari ile ilgili olmadig:
ancak baliklara uygulanan implantlarin sik
araliklarla yapilmasinin stres yaratmis olabi-
lecegi diisiinilmiistiir. Hali hazirda mevcut
erkeklestirilmis bireyler de sperm alimi su
sicakliginin diismesinden dolay1r gercekles-
memistir. Yapilan sagimlar sonucunda sperm
tespiti gozlenmemistir. Ayrica bireylerde gonad
olusumuna rastlanmamistir

Gonad doku gelisimine ait bulgularimiz
baska epinephelidlerin dokular tizerine benzer
calismalar1 yapmis aragtirmacilarin (Bruslé vd.,
1989; Tanaka vd., 1990a; Tanaka vd., 1990b;
Bruslé vd., 1992; Tan-Fermin, 1992; Tan-
Fermin vd., 1994; Johnson ve Thomas, 1995;
Lee vd., 1995; Lee, 1995; Johnson vd., 1998;
Mandich, 1998; Mackie, 2000) bulgular ile
uyum igerisindedir. Bes baligin dordiinde
cinsiyet donilisiimiiniin beklenen diizeyde
gergeklesememesinin bir nedeni olarak histo-
lojik inceleme aydinlatict olmustur. Buna gore,
gonad dokularindan yapilan kesitler, doku
icerisinde bir histozoik parazit olan Philometra
lateolabricis'in normal ve amorf kalintilarini
ortaya ¢ikartmigtir. Philometrid patojen varligi
ve doku hasarma iliskin bulgularimiz da
literatiir (Geng, 2002; Moravec ve Geng, 2004;
Geng vd., 2005; Geng, 2011; Geng vd., 2012;
Geng¢ ve Keskin, 2013)
gostermektedir. Philometrid nematodlar birgok

ile uygunluk

balikta ovaryum dokuya 6zgili patojenlerden
biridir. Bu makroskobik nematod tiirii 6zellikle
ziberlerin de ic¢inde bulundugu kayabaligi-
gillerde iireme donemi olan Haziran-Agustos
aylarinda etkinlik gostermektedir. Baliklarda
yarattig1 patojeniteleri arasinda; ovaryum hasari
basta olmak lizere, atrofik yumurta sekillenmesi
ve ovaryum kanallarinin tikanmasi sayilabilir.
Yumurtalarin disariya atilmalarini engelleyen
fiziksel hasarlar bilindigi lizere tiiriin devam-
liligin1 tehdit eden 6nemli bir kusurdur.
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Sekil 1. E. costae 6rneklerine ait gonad (A, B, C ve D) ve karaciger kesitlerinin mikrofotograflari.

A, B ve C kesitlerinde leyding katman ve spermatogonia evresi izlenmektedir. 170 metil
testosterone implanti uygulanan disilerin ovaryum dokularinin testikiilar formasyon
sekillendirdigi gorilmektedir. C ve D kesitlerinde ovaryum dokularda histozoik parazitin varlig
belirlenmistir. Parazitik nematodun normal ve amorf rezidiilerinin baslangi¢ta ovaryum olan
dokuda ovulasyon vitellogenik asamalari engellendigi, normal striiktiirii bozulan dokunun
sakkular testis dokuya doniisiimiinde sinirlayici bir etken olabilecegi ileri siiriilmiistiir. E ve F
kesitlerinde hepatik dokunun normal vaskular yapida oldugu, minimal lipit vakuolizasyonunun da
normal seviyede oldugu belirlenmistir. L: lamella, CL: merkezi Liimen, PO: Primer oosit, AO:
Atretik oosit, SPD: spermatid, P: parazit, BD: safra kanali, HC: hepatik hiicre, FV: yag vakuolii, V:
vena (H&E, Bars: A, B, D, F: 100 um, C: 200um, E: 50 um).
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Sonug olarak, bu ¢aligmamizda, ovaryum
dokularda tespit edilen histozoik parazitik
nematodun ziber tiiriiniin cinsiyet degisimini
engelledigi goriilmiistiir.
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