Hungarian Journal of
Aquaculture
and Fisheries

- >

& H=WANOTTO INT=

HALASZAT -

TUDOMANY

3. évfolyam | 1.szam | 2017

Alapitva: 2015

R e P
Y
e . ‘

> Széles karasz (Carassius
carassius L.) egynyaras
ivadék halastavi nevelése
monokultiraban
3. oldal

> Aeromonas spp. okozta
bérfekélyesedés kezelési
lehetGségei
a gyakorlatban
10. oldal

> A pikkelyalak ontogenetikus
fejl6dése eziistkarasz
esetén (Carassius gibelio)

18. oldal

> Triploidisation of pike perch
(Sander lucioperca L.)
may be associated with
apoptosis in larvae
23. oldal

www.agrarlapok.hu



HALASZAT - TUDOMANY

Foldmiivelésiigyi Minisztérium
tudomanyos folyéirata

A HALASZAT lap szerkesztébizottsaga

Fészerkesztd:
Dr. Varadi LaszI6

Fészerkeszt6-helyettes
Dr. Bercsényi Miklés

Szerkeszt6:
Bozanné Békefi Emese

A szerkeszt6bizottsag tagjai:
Dr. Béres Andras
Dr. Biré Péter
Dr. Hancz Csaba
Dr. Harka Akos
Hoitsy Gyorgy
Dr. Jeney Zsigmond
Dr. Molnar Kalman
Dr. Németh Istvan
Dr. Orban Laszlé
Dr. Szathmari Laszld
Dr. Székely Csaba
Dr. Sz(cs Istvan
Udvari Zsolt
Dr. Urbanyi Béla

A folyéirat megjelenését tamogatja:
Magyar Akvakultira és Halészati
Szakmakozi Szervezet

Kiadja:
Herman Ott6 Intézet Nonprofit Kit.
1223 Budapest, Park u. 2.
www.hermanottointezet.hu

Felel6s kiado:
BARANYNE ERDEI RITA

HALASZAT
Megijelenik félévente.

Szerkesztéség:
Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios
Kézpont
Halaszati Kutatointézet
5540 Szarvas, Anna-liget 8.
Telefon: 06 66 515 300
E-mail: info@haki.hu

HU ISSN 0133-1922
Index: 125 372

Cimlapkeép:
Tenyésztett Széles karasz telepitése
Fot6: Dr. Jézsa Vilmos

2 | HALASZAT-TUDOMANY

3. évfolyam | 1.szam | 2017

Tisztelt Olvaso!

A Halaszat lap elektronikus forméban megjelen6 Hal4dszat Tudomény tarslapjanak meg-
jelentetésére azért kertilt sor, hogy az elektronikus lap ,tdrhéza” legyen a halaszat tudo-
ményos miihelyei, halaszattal foglalkoz6 kutatok tudoményos alapnormaknak megfeleld,
lektoralt kozleményeinek. A szerkesztGbizottsag torekszik arra, hogy a Halaszat Tudomany
elektronikus lap minél hatékonyabban szolgélja a tudomanyos eredmények megismerését
és hasznositasat. Igy az olvasok és a potencialis szerzSk figyelmébe ajanlom Dr. Bercsényi
Miklos f@szerkesztG-helyettes alabbi tizenetét.
Véaradi Laszlo
fészerkeszt6

Kedves Kutatok, kutatasi eredményeket Hasznositok, Olvaséink!

Az elektronikus HALASZAT-TUDOMANY-ba a papir alapt tjsagba terjedelmi, vagy te-
matikai okokbol kevéssé beilleszthetd, magyar, vagy angol nyelv{i kéziratokat varunk. Az
elektronikus lap szélesebb, nemzetkozi olvasétaborhoz is eljut. A kéziratok kivalasztasat,
megfelel§ biralati rendszer segiti. Elvarjuk, hogy az itteni kozlemények alapvetéen ugyan-
olyan tudoméanyos kritériumoknak feleljenek meg, mint amit a vilag vezet6 tudomanyos
lapjai is megkovetelnek. Ezek egyszert dolgok. A kézirat téméja kapcsolédjon az olvasok
szakmai érdeklGdési teriiletéhez. Masutt nem kozolt Gj tudoméanyos eredményeket mutas-
son be (kivétel lehet egy-egy tematikus irodalmi attekintés, review). Roviden ismertesse a
tudomény/szakma allasat a vizsgalt tertileten. A kisérletek anyagat, modszerét és elrende-
zését gy irjale, hogy az egyértelm és barki altal megismételhetd legyen. Kiilon hangstlyt
fektessen a kontrollokra. Ha csak lehet, alkalmazzon ide ill§ statisztikai értékelés(eke)t.
Foglalja 6ssze, hogy milyen kovetkeztetés(ek) vonhatok le a kisérletekb6l. Biztosak vagyunk
abban, hogy az itt megjelend szinvonalas szaktudomanyos cikkek sokat segitenek a hazai
hal és halaszattudomany fejlédésében épp tigy, mint haldszati 4gazat eredményességében.
A tovabbiakban is 6rommel varjuk az értékes kéziratokat.
Bercsényi Miklos
fOszerkesztG-helyettes
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OSSZEFOGLALAS

Az él6helyek leromlasa és a terjedd invazios fajok
jelenlétének koszonhetéen Magyarorszagon sziikségessé
valt a széles karasz (Carassius carassius L.) természetes
populacitik egyedszamanak novelése. Ennek elGsegitésére
egy széles karasz fajmegorzési program indult, melynek
kozponti célja onfenntartd széles karasz allomanyok ki-
alakitasa.

Az eddigi ivadéknevelési kisérletek soran alacsony
testtomeget (1-1,5 g) értek el, ami nehezen éli tal a téli
id&szakot. Technologiai kisérletiink els6dleges célja
volt nagyobb, legalabb 25 grammos ivadék felnevelését
lehet6vé tevo optimalis népesitési stirtiség megtalalasa.

Az elnevelést kovetGen hét kiilonb6z6 méretii utonevel
toba (0,15 ha, 0,18 ha, 0,34 ha) helyeztiik ki a halakat
héarom allomany siirtiség (50.000, 60.000 és 75.000 db/
ha) mellett. Kihelyezésekor a halak egyedtémege ~1,5 g
volt.

Ahalak novekedésének intenzitasara elsGsorban nem a
tavak mérete és a népesitési stirtiség volt hatassal, hanem
azok egészségi dllapota. A legjobb takarmanyegytitthatot
(1,06 kg/kg) a legmagasabb népesitésnél (75.000 db/ha)
értiik el, ahol a lehalaszott ivadék atlagos egyedsulya
20,6 gramm volt. Ennél nagyobb ivadékot (30-33 g) az
alacsonyabb népesitésti (60.000 db/ha) tavakban sikertilt
felnevelni, nagyobb takarméanyfelhasznalas mellett (1.73-
2.47kg/kg). Ezt a stlyt és a kozel 120 mm-es testhosszt a
széles karasz természetes koriilmények kozott a harmadik
életévében éri csak el. A raforditott tobblettakarmany kolt-
ség ellenére, de a varhato jobb megmaradasi mutatok miatt
egy eredményes visszatelepitési program érdekében ezt az
utobbi technologiai megoldast lenne célszert alkalmazni.

REARING OF LARGE WEIGHT
CRUCIAN CARP (CARASSIUS
CARASSIUS L.) JUVENILES IN
MONOCULTURE

Vilmos Jozsa, Gydngyvér Fazekas, Attila Mozsar, Balazs
Kovéacs

SUMMARY

Due to the habitat degradation and presence and spread
of invasive fish species, the strengthening of natural cru-
cian carp populations become necessary in Hungary.
Within the frame of a crucian carp conservation program,
the establishment of self-sustaining populations of this
native fish species was aimed.

The formerly applied juvenile rearing methods pro-
duced small sized (average weight 1-1.5 g) crucian carp
specimens, which questioned the overwintering survival
of stocked specimens. The central aim of this study was
to reveal an optimal stocking density for rearing larger
(at least 25 g) specimens.

To assess the effect of stocking density on body size,
crucian carp juveniles (average weight 1.5 g) were stocked
in three different densities (50.000 ind./ha, 60.000 ind./
ha and 75.000 ind./ha). Three different pond size (0.15
ha, 0.18 ha, 0.34 ha) were applied in this study.

The growthrate was primarily influenced by the health
condition of fish, while the effect of stocking density and
size of rearing ponds proved to be marginal. The lowest
(1.06) food conversion ratio was observed in the high-
est stocking density treatment, where the average body
weight of crucian carps was 20.6 g. The average body
weight was higher in lower stocking treatments (30-33
g), but with higher food conversion ratio (1.73-2.47).
This body size can be observed only in the third year in
natural populations.

In spite of the higher food conversion ratio, and thus
higher rearing costs, the lower stocking density is recom-
mended for crucian carp rearing in order to increase the
overwintering survival.
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A széles karasz tdbb orszagban védettséget élvez, mivel
populaciéi sajnos erésen megfogyatkoztak. Az TUCN voros
listajan Least Concern = ,legkevésbé érintett” kategoriaban
szerepel, azonban populacioi vilagviszonylatban is csokkend
tendenciat mutatnak. A széles karasz hazai veszélyeztetett-
ségi statusza ,,R” azaz rare = ritka (Guti 1993). Sallai (1999)
javaslatot tett tobb hazai halfaj védettségi statuszanak at-
értékelésére. A biodiverzitas fenntartasa érdekében védett
kategoriaba javasolta a széles karaszt, mint ritkuld, mocsari
faunaelemet. 2014-ben hatalyba 1épett 11j halgazdalkodasi
torvény két fajt, a kecsegét és a széles karaszt ,nem foghat6”
kategoriaba helyezte. Ez aldl csak szakvélemény alapjan
adhato helyi felmentés, amennyiben igazolast nyer, hogy az
érintett faj helyi alloméanya elbirja a hasznositast.

A széles karasz novekedése nagyon eltérd, egyarant
fiigg a kornyezeti feltételektol és az allomany stirtisé-
gétdl (Berg, 1949, Ivlev, 1961, Nikolsky, 1963). Megal-
lapitast nyert, hogy kisebb allomanystiriiség mellett a
széles karasz gyorsabban né (Hamrin, 1979, Holopainen
Pitkanen, 1985). Viszonylag sok adat van a novekedésé-
rél (Heuschman, 1938, Schiperclaus, 1953, Zawisza és
Antosiak, 1961, Bialokoz, 1979, Brylinska és mtsai, 1991).
Ez alapjan megallapithato, hogy lasst novekedést halfaj.
Az els6 évben 2-3 cm-es nagysagot érnek el a farkukon
sotét foltot visel§ karaszok. Természetes vizekben csak
kivételesen kedvez6 koriilmények kozott érhetik el a ma-

sodik év végére 10 cm testhosszt. Taplalékszegény vizben,
illetve stirt allomanyokban lassan névekszik, alacsony
hatd, tgynevezett csokott format vesz fel (Berinkey. 1966,
Pintér. 2002). Nagymeértékben fiigg az egyes populaciok
novekedési iiteme az élGhely fajszerkezetétdl. Olyan &l-
lomanyokban, ahol egyediili fajként fordul el8, a halak
testmagassaga, az atlagos mérete joval kisebb, mint ahol
tobb halfaj populaciéi megtaldlhatok (Holopainen et al..
1997, Kottelat és Freyhof. 1997).

Akiilfoldi szakirodalom szintén lasst természetes vizi
novekedésrsl szamol be. Elhelyt6] fiiggden 2-5 cm-t érhet
el az els6 évben, a masodikban 3-8 cm-t, a harmadikban
pedig 4-12 cm-t (Copp et al.. 2008). Tégazdasaghan viszont
joval gyorsabban novekszik, kétnyaras korara elérheti az
50 grammos egyedi tomeget (Szczerbowski, 1996).

Vizsgalatainkat egy fajmegorzési program keretében
végeztiik el, melynek els6dleges célja, természetes vizeink
nagymérték( eziistkarasz dominanciaja miatt, els6sorban
lokéalis 6nfenntart6 torzsallomanyok kialakitasa volt.
Ennek érdekében az orszag eltérd régioiban felmérésre
keriiltek azok az él6helyek, ahol az invaziv eziistkarasz
jelenléte még nem veszélyezteti a torzsallomanyok kialaki-
tasat. A halfaj esetében az eredményes allomanymegorzés

1. tablazat: A tavak mérete és az alkalmazott népesitési siirtiség

41 25800 3400 75882 89
42 16500 3400 48529 90
55 9000 1800 50000 50
101 8400 1500 56000 91
102 9000 1500 60000 51
103 9000 1500 60000 52
104 9000 1500 60000 51
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csak togazdasagi termeléssel lehetséges. A telepitésekkel
kialakitott torzsalloméanyok a genetikai diverzitas fenn-
tartiasa mellett els6sorban az anyaallomany utanpotlasa-
ra alkalmasak. Az allomanypotlasi tevékenység soran a
legf6bb célkitiizés a genetikai valtozatossag olyan szinti
megorzése, amely a természetes koriilmények kozott biz-
tositja a faj talélését.

Az altalunk végzett mesterséges szaporitassal kap-

TUDOMANY

csolatban megjegyezendd, hogy a széles karasz szapori-
tasaval nem mi foglalkoztunk elGszor, annak modszerét
tobb hazai és kiilfoldi publikaciéban leirtak mar (Miiller
és mtsai, 2007, Demény és mtsai, 2009, Targonska et
al 2012). Ezért ennek részletes leirasaval itt nem kiva-
nunk foglalkozni. Azonban az akvakultiraban felnevelt
és természetes vizekbe kihelyezendd széles karasz iva-
dékok esetében, az eddigi kisérletek soran elért alacsony

2. tablazat: A probahalaszatoknal mért és az abbél szamitott atlag és szoras értékek

t6 szama L, mm W, g L, mm W, g L, mm W, g

41-es to 2015.08.05. 2015.08.19. 2015.09.09. 2015.11.10.

min. 71,0 5,9 73,0 7,2 79,0 8,0 91,0 12,7
max. 108,0 23,7 110,0 25,7 127,0 37,7 131,0 39,9
atlag 84,2 10,6 89,1 12,8 98,7 17,0 106,0 20,8
SD 6,2 3,0 8,2 4,0 11,5 6,7 9,7 6,7
42-esté 2015.08.05. 2015.08.19. 2015.09.09. 2015.10.07.

min. 71,0 5,9 73,0 7,2 79,0 8,0 91,0 12,7
max. 108,0 23,7 110,0 25,7 127,0 37,7 131,0 39,9
atlag 84,2 10,6 89,1 12,8 98,7 17,0 106,0 20,8
SD 6,2 3,0 8,2 4,0 11,5 6,7 9,7 6,7
55-0s t 2015.08.05. 2015.08.19. 2015.09.09. 2015.10.06.

min. 65,0 4,2 63,0 4,3 61,0 5,3 77,0 8,3
max. 94,0 15,1 96,0 14,7 104,0 17,8 109,0 25,0
atlag 76,1 7,9 82,7 9,5 83,5 10,2 90,9 14,1
SD 7,1 2,5 8,1 2,5 11,5 3,8 7,3 3,8
101-es t6 2015.07.31. 2015.08.19. 2015.09.09. 2015.11.04.

min. 70,0 5,6 85,0 11,6 90,0 12,6 95,0 14,6
max. 99,0 18,0 116,0 26,9 135,0 43,7 130,0 40,6
atlag 86,3 11,9 99,5 17,7 105,0 20,9 114,2 27,8
SD 6,7 25 7,4 3,9 8,6 5,8 8,0 6,1
102-estd 2015.07.31. 2015.08.19. 2015.09.09. 2015.11.04.

min. 70,0 6,9 88,0 11,5 92,0 14,4 107,0 21,1
max. 91,0 17,1 122,0 36,5 122,0 33,8 140,0 52,7
atlag 81,6 10,7 101,3 19,4 105,4 21,6 121,9 33,6
SD 5,0 2,0 7,6 4,8 7,4 51 8,7 7,7
103-as to 2015.07.31. 2015.08.19. 2015.09.09. 2015.11.04.

min. 64,0 5,6 88,0 11,8 95,0 15,8 100,0 17,3
max. 95,0 17,5 112,0 24,8 145,0 61,9 143,0 53,5
atlag 80,6 10,6 100,7 18,8 109,9 24,7 118,4 30,9
SD 6,3 2,5 6,1 3,2 7,9 7,0 9,0 7,8
104-es t6 2015.07.31. 2015.08.19. 2015.09.09. 2015.11.04.

min. 72,0 8,0 85,0 11,6 95,0 14,8 101,0 18,6
max. 105,0 24,8 120,0 34,5 132,0 43,9 137,0 49,4
atlag 86,1 12,3 100,6 18,5 109,8 25,2 120,0 32,7
SD 6,0 2,8 7,1 4,2 7,7 5,9 9,3 7,8
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testtomegbdl (1-1,5 g) ado6do-
an varhato alacsony megma- 45 1 4032
radasi mutatok veszélyeztetik 40 +~ 37,82
az ehhez hasonlé fajmegdrzé- 5 | I—’r:H?vH
si programok eredményessé- - 73
gét. Az Gsszel kihelyezett kis 30 - : |
egyedsulyu ivadékoknak csak 25 +¥21.8 2293 2027 2044
toredéke képes atvészelni a téli VY 6m -
idszakot. o I ’ 14.86 -
151 1020
Anyag és modszer 10+~ 60 26
7

A technologiai kisérletiink 0
elsédleges célja annak az opti- 41. 42. 55. 101. 102. 103. 104,
malis népesitési stirtiségnek a
megtalalasa volt, amely a nagy, Testhossz (mm) Sily (g) Tavak szima
legaldabb 25 grammos ivadék

felnevelését teszi lehet6vé az
utonevelés soran.

Az els6 leveg6vétel utan (kb.
1 héttel a szaporitast kovetSen) helyeztiik ki a zsenge
ivadékot az erre el§készitett eléneveld toba. Az elsé tap-
lalékukat a kerekesférgek alkottak, majd fokozatos atallas
mellett a tovabbiakban tappal tortént a takarmanyozas.

A mintegy egy hénapos el6nevelést kovetéen a ha-
lakat hét darab, harom kiilonb6z6 méretcsoportba
tartoz6 utonevel§ toba helyeztiik ki (0,15 ha, 0,18 ha,
0,34 ha). A népesitésnél az ésszehasonlitdé ndveke-
dési vizsgalathoz harom alloméany stirtiséget alkal-
maztunk: 50.000 db/ha, 60.000 db/ha és 75.000
db/ha Kihelyezésekor a halak témege ~150 mg volt.
AKkihelyezést kovetGen az ivadékot naponta egyszer etették
ponty és harcsatappal.

Minden téban havonta egyszer, 6sszesen négy alkalom-
mal végeztiink probahalaszatot, melynek soran mértiik a
kifogott egyedek teljes hosszat (mm) és tomegét (g). Min-
den alkalommal tavanként 50 halat mértiink, és az egyes
mérések utan minden egyedet visszaengedtiink a toba.

Az egyes tavakba kihelyezett halak szdmaét, az utonevel6
tavak méretét és a hektarra szamitott népesitési stirtiséget
az 1. tablazat tartalmazza.

A probahalaszatok eredményei alapjan minden mérési
id6szakra tavanként kiszamitottuk a mért testhossz és
testtomegek atlagértékét, a minimalis és maximalis
értékeket, valamint azok szérasat (SD).

6 | HALASZAT

1. abra: A kiilonb6z6 tavakban mért novekedési mutatok

A testhossz-testtomeg Osszefiliggés vizsgalataval kerestiik
az optimalis novekedést eredményezé kihelyezési stirtiséget.

Az értékelést a W = a + L ® hatvanyfiiggvény segitsé-
gével végeztiik el. A halak novekedését ,b” regresszios
koefficiens értéke alapjan lehet értékelni. Amennyiben a
képletben szerepl6 ,b” = 3, akkor a névekedés izometrikus.
Egyéb esetben allometrikus novekedésrdl beszéliink,
azaz ilyenkor a testtdomeg a tdrzshosszhoz viszonyitva
gyorsabban vagy lassabban fejlédik. A 3-nal kisebb
értéki allometrikus novekedés esetén a hal testhossz
novekedése meghaladja a testtomeg gyarapodasét, azaz a
hal sovanyabb az elméleti kondicigjanal. A 3-nal nagyobb
érték esetén viszont a kondicidja jobb. A «b» értékét
nagyon sok kiilsg és bels6 hatas befolyasolja. Ilyen a viz
minGsége, taplalkozasi viszonyok, egyedstirliség, éves
szezonalitas, napszakos valtozas, kor.

Eredmények és értékelés

A szezonalis prébahalaszatok eredményeit a 2. tabla-
zatban Osszesitettiik. Az Gsszel lehalaszott ivadék mért és
szamitott értékei alapjan az alabbi megallapitasok tehetdk.
A 75000 db/ha-os népesitésnél az atlagos testhossz 106
mm (91-131), az atlagos testtomeg 20,8 g (12,7-39,9) volt.
Az 50000 db/ha-os népesitésnél az atlagos testhossz 91
mm (77-109), az atlagos testtomeg 14,1 g (8,3-25) volt. Az
60000 db/ha-os népesitésii tavaknal az atlagos testhossz
114-122 mm (95-143), az atlagos testtomeg 27,8-33,6 g
(14,653,5) kozott valtakozott.

A szo6réasi adatok alapjan megallapithato volt, hogy az
55-8s téban volt a leghomogénebb a halallomany, habar az
a100-as tavakhoz hasonl6 megmaradasi mutatok ellenére
is a leggyengébb ndvekedési mutatokkal birt.

A kiilonbo6z6 tavakban mért novekedési mutatokat az
1. abran Gsszesitve szemléltetjiik.
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3. tablazat: A testhossz-testtomeg 0sszefiiggés hatvany fiiggvény szamitas eredményei

»b” regresszios koefficiens értéke

41-es td 42-est6 55-6s td 101-es t6 102-es 6 103-as to 104-es t6
2015.08.05. | 2,74 2,74 2,74 2,74 2.47 2,60 2,81
2015.08.19. | 3,23 2,73 2,59 2,70 2,97 2,71 2,04
2015.09.09. | 2,04 2,84 2,41 2,09 3,20 2,09 3,05
2015.11.hé | 3,11 3,28 3,16 3,10 3,03 3,05 3,00
atlag 3,01 2,90 2,72 2,88 2,92 2,84 2,95
determinacios koefficiens (R?)értékek
2015.08.05. | 0,92 0,92 0,92 0,92 0,71 0,80 0,92
2015.08.19. | 0,97 0,82 0,98 0,90 0,93 0,88 0,92
2015.09.09. | 0,87 0,66 0,89 0,93 0,96 0,83 0,88
2015.11.hé | 0,95 0,97 0,94 0,90 0,90 0,91 0,92
atlag 0,93 0,84 0,93 0,91 0,88 0,86 0,91
4. tablazat: A takarmanyozas f6bb mutatéi és a szamitott takarmanyegyiitthaté
t6 szama megnevezés t6é szama megnevezés
41 ponty neveld, kg 143 42 ponty neveld, kg 143
harcsa roppantott, kg 343 harcsa roppantott, kg 304
0sszes takarmany, kg 486 Osszes takarmany, kg 447
lehalaszott 6ssztdmeg,kg 461 lehaldszott 6ssztdmeg,kg 372
takarmany egyiitthaté 1,06 takarmany egyiitthaté 1,2
tak. id6tartama, nap 105 tak. id6tartama, nap 90
55 ponty neveld, kg 90 101 ponty neveld, kg 16
harcsa roppantott, kg 331 harcsa roppantott, kg 163
Osszes takarmany, kg 421 Osszes takarmany, kg 179
lehalaszott 6ssztémeg,kg 64 lehalaszott 6ssztémeg,kg 103
takarmany egyiitthato 6,61 takarmany egyiitthato 1,73
tak. id6tartama, nap 105 tak. id6tartama, nap 65
102 ponty neveld, kg 16 103 ponty neveld, kg 16
harcsa roppantott, kg 163 harcsa roppantott, kg 163
Osszes takarmany, kg 179 Osszes takarmany, kg 179
lehaléaszott 6ssztomeg,kg 73 lehal&szott 6ssztomeg,kg 75
takarmany egyiitthaté 2,45 takarmany egyiitthaté 2,37
tak. id6tartama, nap 65 tak. id6tartama, nap 65
104 ponty neveld, kg 16 Osszesité | ponty neveld, kg 440
harcsa roppantott, kg 163 harcsa roppantott, kg 1630
0sszes takarmany, kg 179 Osszes takarmany, kg 2070
lehalaszott 6ssztomeg,kg 72 lehalaszott 6ssztomeg,kg 1220
takarmany egyiitthat6 2,47 atlag takarmany egytitthat6 2,6
tak. id6tartama, nap 65 atlag tak. id6tartama, nap 80
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A testhossz-testtomeg Osszefliggés vizsgalata soran
végzett hatvanyfliggvény szamitas eredményeit tablaza-
tosan Osszesitettiik (3. tablazat).

Az atlagolt eredmények alapjan a halak szezonalis no-
vekedésére vonatkozdan az alabbi megallapitasok tehetdk.
Egyediil a 42-es toba kihelyezett halak novekedése volt
izometrikus, azaz a testhossz és a testtdmeg egyenletesen
novekedett. Az elsG probahalaszat eredményei alapjan
megallapithatd, hogy habar a 41, 42, 55 és 101-es anyagba
homogén allomany kertilt kihelyezésre, szezonalisan az
csak a 41-es és 42-es t6 halallomanyanal maradt fenn. Az
55-8s toban a novekedési tempo azoktdl elmaradt, mig a
101-es toban azt meghaladta. Ez eltérd népesitési siirtiség
mellett kovetkezett be, ami alapjan arra lehet kovetkeztetni,
hogy a halak névekedése elsésorban takarmanyon alapult,
természetes hozam nem jatszott abban jelentds szerepet.
A 110-es tavak esetében megallapithato, hogy a gyengébb
kondiciéjt indulés ellenére a szezon végére azok noveke-
dése izometrikussa valt, tehat novekedésiik optimalis volt.

Alehalaszasi atlagtomeg alapjan megallapithat6, hogy
mind a négy téban (101-104) a ndvekedés mértéke meg-
haladta a 40-es tavakban mért értéket. Az 55-0s t6 gyen-
gébb novekedési mutatoit és kondicio-faktorat a nyari
id6szakban észlelt Lernaea fert6zésnek tulajdonitottuk.

A megfelel6 gyogykezelést kovetGen a halak novekedése
a szezon végeére itt is izometrikussa valt. Az elemzések
soran kapott, az egyenlet illeszkedésének pontossagat
kifejezo atlagos R? értékek minden esetben a testhossz
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és a testtomeg kozotti szoros Osszefliggést mutattak 0,89

(0,84 - 0,93).

A ndvekedési és a lehalaszasi adatokat értékelve meg-
allapithato, hogy az alkalmazott népesitési stirtiségek
mellett lehetséges 14 — 33,6 g atlagtomegl nagy ivadék
felnevelése.

A megmaradasi mutatok alapjan megallapithato6, hogy
az csak részben volt kihatéssal a halak névekedésére.
A novekedésben tapasztalhat6 eltérések pontosabb
elemzése céljabol a lehalaszasi adatokbdl és a feletetett
takarmany mennyiségébdl kiszamitottuk a takarmany

egyiitthatot (4. tablazat).
Kovetkeztetések és javaslatok

A kapott eredményeket 6sszegezve megallapithato,
hogy nagy egyedsulyu széles karasz ivadéknevelés ma-
gas népesitési slirtiség és tappal torténd takarmanyozas
mellett is eredményesen végezhetd.

A halak novekedésére elsGsorban nem a tavak mérete
és a népesitési stirtiség, hanem azok egészségi allapota
volt hatassal. Ezért fontos rendszeres probahalaszatokkal
annak folyamatos nyomon kovetése. A legjobb takarmany
egylitthatot (1,06) a legmagasabb népesitésiti 41-es tod
(75.000 db/ha) eredményezte, ahol a lehalaszott ivadék
atlag tomege 20,6 gramm volt. Ennél nagyobb egyedtome-
gliivadékot (30-33 g) az alacsonyabb népesitésii (60.000
db/ha) tin. 100-as tavakban sikeriilt felnevelni, magasabb
takarmany felhasznalas mellett.

A fentiek alapjan gazdasagossagi szempontbol széles
karasz ivadék nevelésére optimalis megoldasként a 75.000
db/ha-os népesités alkalmazasa javasolhato. Azonban,
ha az Gszi kihelyezést, vagy teleltetett allomany megma-
radasi esélyei tekintjiik elsédleges szempontnak, akkor
célszeriibb a 60.000 db/ha-os népesitést alkalmazni, ahol
magasabb takarmany felhasznalas (2,43,2,47) mellett
mar az els6 tenyésztési szezon végére elérheté a 30 g
atlagtémeg. Az ehhez tartoz6 120 mm-es testhosszat a
széles karasz természetes koriilmények kozott harmadik
életévében ériel.

A réaforditott tobblet takarmanykoltség ellenére, de a
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varhato6 jobb megmaradéasi mutatok miatt egy eredményes
visszatelepitési program érdekében ezt a technolégiai
megoldast lenne célszert alkalmazni.
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OSSZEFOGLALAS

A pisztrangfélék furunkulozisa, illetve a pontyfélék
borfekélyesedése a halgazdasagokban igen gyakran el6for-
duld, hasonl6 korképek, melyek jelent6s karokat okoznak
mind a termeléskiesés, mind a kezelési és mentesitési
koltségek miatt. A tlinetegyiittest Aeromonas spp. bakté-
riumtorzsek okozzak. Az Aeromonas okozta fekélyesedés
elleni vakcinazasi lehetGségek vizsgalata az antibiotiku-
mokra rezisztens baktériumtorzsek terjedésével egyre
inkabb el6térbe keriilt, azonban hazdnkban engedélyezett
vakcina nem elérhet6. Ezért a betegségek kezelésére bevett
eljaras kiilonféle antibiotikumok hasznalata. A jelentGs
koérnyezeti terheléshez, valamint a rezisztens baktéri-
umtorzsek mind fokoz6do terjedéséhez a nem megfeleld
antibiotikumos kezelés is hozzajarulhat. Ezért vizsgala-
tunk f6 célja a halgazdasagokban végzett antibiotikumos
kezelések hatékonyabba tétele. Aeromonas spp. torzseket
izolaltunk és azonositottunk furunkulézis tiineteit mutatod
pisztrangfélékbdl, illetve borfekélyesedésben szenvedd
pontyfélékbdl. Az izolalt baktérium torzsek rezisztogramja
alapjan a kezelési kisérletekhez a fluorokinolonok kozé
tartozo6 enrofloxacint illetve flumequine-t valasztottuk.
Egynyaras szivarvanyos pisztrangokon, illetve pontyokon
végzett 10 napos kezelési kisérletben az intraperitonealis
(hastiregbe torténd) oltassal, valamint kiilonféle gyogy-
szeres takarmanyokkal és antibiotikummal kevert tort
kukoricaval végzett, szajon at torténd kezelések hatékony-
sagat vizsgaltuk. A kisérlet végén a halak izomszovetébdl
mintat vettiink, antibiotikum-tartalmukat ELISA alapt
modszerrel hataroztuk meg. Eredményeink azt mutatjak,
hogy mig az intraperitonealis kezelés szignifikdnsan ma-
gasabb szdveti hatéanyag-koncentraciot eredményezett,
agyogytapokkal valé kezelési médok kozétt nem adodott
jelentds kiilonbség. A szoras értékekbdl latszik, hogy a ha-
téanyag bejuttatasanak pontossaga intraperitonealis be-
adas soran a legpontosabb. A hatéanyaggal homogenizalt,
Gjraformazott tappal valamint az antibiotikum-bevonatos
gyogytappal kdzepes pontossagu, a tért kukorica alapu
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eleséggel azonban meglehetGsen pontatlan az antibioti-
kum bejuttatas. Munkaszervezési és allatvédelmi okok
miatt tégazdasagi koriilmények kozott a hatéanyagot
homogenizaltan tartalmazo tap ajanlott. Tort kukorica
esetében nagy atuldozirozas veszélye, nem biztositott az
egyenletes hatéanyag bejuttatas, és nagy a kornyezetter-
helés kockazata.

TREATMENT POSSIBILITIES OF SKIN
ULCER CAUSED BY AEROMONAS SPP.
IN PRACTICE
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SUMMARY

Aeromonas spp. causing among others furunculosis
in salmonids and skin ulcer in cyprinids are responsible
for large-scale damages in fish farms, due to both the
treatment and decontamination expenses, and the loss
of production. Because of the spreading of antibiotic-
resistant strains, the vaccination methods against ulcer-
causing Aeromonads came into view increasingly, but in
Hungary, none of the commercial vaccines are available.
Thus, the most widespread treatment of the diseases is
the use of various antibiotics. The environmental impact
of the treatment and the risk of the emergence of resistant
strains are long-known problems, and one of the causes
may be the inadequate use of antibiotics. The main
purpose of our research was to elaborate an antibiotic
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1. 4bra: a) Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida okozta furunkuloézis sebes pisztrangban. b) A. salmonicida
subsp. achromogenes okozta bérfekélyesedés egynyaras pontyon.

treatment protocol, which is easily applicable in practice,
and besides the minimization of the environmental
impact, it guarantees the delivery of the necessary dose
of antibiotics. For this purpose, first we isolated bacteria
from fish suffering from furunculosis or ulcer disease,
and identified the strains. Based on the resistogram of the
isolated bacteria, we chose enrofloxacin and flumequine
to accomplish the treatment experiments. In 10-day
experiments, the following administration methods were
compared: intraperitoneal (IP) injection, a medicated
diet with antibiotic-coated pellet, a medicated diet
with homogenized and re-formatted pellet containing
antibiotics, and cracked corn seed soaked with antibiotic
solution. At the end of the experiment, skin and muscle
tissues were sampled, and antibiotic concentration was
measured with ELISA-based technique. Our results show
that whereas the intraperitoneal treatment eventuated
a significantly higher drug concentration in the fish
tissue, we could not detect significant difference between
the medicated diets. But it appears from the standard
deviation values that the IP method grants a more accurate
delivery of the drug, while the cracked corn method was
the least precise. The administration efficiency of the
medicated diets was admissible, and because of the
simple applicability in a fish farm, it is more prevalent in
practice. Based on our results, we suggest the use of the
homogenized medicated food, instead of the other two
types of diets, since the fish often denied the ingestion of
the antibiotic-coated one, and the feeding with cracked
corn seed is not accurate enough.

BEVEZETES

Az Aeromonas genus tagjai Gram-negativ, fakultativ
anaerob, palca alakt baktériumok, koztiik mozgaskép-
telen és mozgasra képes, mezofil és psychrofil fajokkal
(Aravena-Roman et al., 2013). Az A. salmonicida egy
mozgasképtelen, psychrofil faj, ot alfajjal (A. s. subsp.

salmonicida, A. s. subsp. achromogenes, A. s. subsp.
masoucida, A. s. subsp. pectinolytica, és A. s. subsp.
smithia) (Garrity et al., 2004). A ,,salmonicida” alfajba
(A. salmonicida subsp. salmonicida) tartozé torzseket
tartjak a leggyakoribbnak, és ezeket hozzak kapcsolatba
a pisztrangfélék furunkulozis jellegli szisztémas megbe-
tegedéseivel (Burr and Frey, 2005). A masik négy alfajt,
illetve a nem besorolhat6 torzseket altalaban ,atipikus”
A. salmonicida-ként emlitik. Ezen térzsek hozhatok
osszefliggésbe egyes fekélyképzd fert6zésekkel, melyek
tobbek kodzott pontyokat is érintenek (Burr and Frey,
2005; Gan et al., 2015; Hunt, 2006; Kodama et al., 2011).
A furunkulézis” név a betegség altal okozott bér 1ézidkra
utal, melyek karakteres, kidudorodo fekélyekként jelent-
keznek. A kérokoz6 behatol a mélyebb szovetekbe, és a bel-
sé szervekbe, ahol nagyobb elhaldsok is kialakulhatnak,
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2. abra: Aeromonas spp. izolatum rezisztenciateszt-
je (enrofloxacin, florfenicol, neomycin, flumequine,
szulfametoxazol-trimetoprim és oxytetracyclin antibioti-
kumokra) és API 20 NE kittel (bioMérieux, Franciaorszag)
végzett biokémiai tesztje.
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mas antibiotikum alkalmazésa.
o -— o = Bragg és Todd (1988), valamint
= I— —_— =] Williams et al.(1997), és Barnes
o = — ] - et al. (1991) kutatasai igazoltak,
E . iii - - hogy ezen betegségek kezelé-
E’ ® — C !:! i sére a kmol.onok, koziilik 1§ az
@ = == enrofloxacin és a flumequine
g = hasznalata kecsegtethet a
w & | legbiztatobb eredményekkel.
A terjedé antibiotikum-rezisz-
™ tencia miatt pedig egyre novek-
szik az érdekl6dés a flumequine

o —— .
I T T T T T T I I T és az enrofloxacin halgazdasa-
BEV1 BEV2 BEV3 HOM1 HOM2 HOM3 IP1 P2  IP3 K gokban torténd felhasznalasa
Cooport irant (Lucchetti et al., 2004;
Xu et al., 2016; McIntosh et al.,

3. abra: 1. kisérlet Enrofloxacin (ENR) koncentracio az egyes szivarvanyos pisztrang
csoportok szoveteiben (ng ENR/mg halszovet). BEV: gyogyszerbevonatos tappal ke-
zelt csoport; HOM: homogenizalt gyogytappal kezelt csoport; IP: intraperitonealisan

oltott csoport; K: kontroll csoport

s 7

melyek késGbb talyogra emlékeztetnek. Egy populéacion
beliil az elvaltozasok akut és kronikus formaban is je-
lentkezhetnek (Munro and Hastings, 1993). Akut esetben
hamar bekovetkezik az elhullas, és a hal kevés kiilsg elval-
tozast mutat, azonban a kronikus forma esetén a b6r be-
sotétedik, letargia, étvagytalansag, petecsszeri vérzések
jelentkeznek az tisz6toveknél, valamint nagyméretd duz-
zanatok a b6ron. A kopoltytk rendkiviil sapadtak. Belséleg
a vékonybél és a pylorus-fiiggelék koriili erek gyulladasos
elvaltozast mutatnak. A belekben a normal béltartalom
helyett véres, nyalkas folyadékgyiilem és szovettormelék
jelenhet meg. A 1ép duzzadt és cseresznyepiros, a méj
sziirkészold. A savoshartyak feliiletén gyakran petecsek
talalhaték. Az Gszéhdlyag duzzadt lehet és homalyos.
Avese szintén megduzzadhat. A hematokrit-mérés soran
altalaban extrém alacsony vorosvérsejtszam tapasztalhato
(Bergh, 2008). A pontyok bérfekélyesedése esetén a tii-
netek rendkiviil hasonl6ak a pontyok erythrodermatitise
esetén tapasztalhatokkal (Roberts, 2012). A boron és az
Uszok tovén vérzések figyelhet6k meg, majd koromnyi
— maximum 3cm atmérdji, mély fekélyek alakulnak ki.
A fekélyek egészen a testiireg megnyilasaig mélyiilhetnek.
A fekélyek alapjaban granulacios szovet btijik meg a fedo-
réteget képezd elhalt szovettormelékek, vérsejtalakok és
masodlagos baktériumok, valamint vizipenész gombak
szovedéke alatt. A fekély szélét 6vezGen élénkvoros perem
figyelhetd meg (Baska, 2014).

Ezen betegségek antibiotikumos kezelési lehet6ségei-
nek kutatésa régre tekint vissza. Els6ként Gutsell (1946)
tett emlitést a szulfonamidokkal valo sikeres kezelésrol.
Emellett gyakori az oxytetracyclin (Snieszko et al., 1951),
a flumequin (Michel et al., 1980), az oxolinsav (Giraud
et al., 2004), a florfenicol (de Ocenda et al., 2017), és
az enrofloxacin (Bragg and Todd, 1988), valamint tobb
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2008). Ezt igazolja Kyuchukova
et al. (2014) is, akik kimutat-
tak, hogy egyszeri, 10 mg/
ttkg dézisban per os beadott
enrofloxacin 10 nappal a beadas
utan is terapias koncentracidoban volt jelen a szérumban
és a szOvetekben. Az antibiotikumos kezelés esetében a
hatb6anyag mellett fontos kérdés a beadasi mod. A gyogy-
szeres takarmannyal val6 kezelés sikerességének érde-
kében Austin és Austin (2007) szerint 3 feltételnek kell
teljesiilni: a hal képes legyen elfogyasztani a takarmanyt;
a hatéanyag legyen izletes a hal szamara; a hatéanyag
szivodjon fel a bélnyalkahartyan.

Altalanossagban azonban elmondhat6, hogy a kezelés
helyett kivanatos lenne a megel6zésre fektetni a hang-
sulyt. Az Aeromonas-okozta korképek esetében példaul
kielégit6 eredményeket lehet elérni a helyes tartastech-
nologiaval, fert6tlenitési eljarasokkal, illetve a rezisztens
tenyészvonalak célzott szelekcidjaval (Austin and Austin,
2007). Ezek mellett azonban tovabbi modszerek is rendel-
kezésre allnak. A rezisztens Aeromonas torzsek terjedésé-
vel egyre inkabb el6térbe keriilt a vakcinazasi lehetségek
vizsgalata. Villumsen et al. (2014) tesztelte egy atlanti
lazacra torzskonyvezett, skandinav orszagokban keres-
kedelmi forgalomban 1évé vakcina (AlphaJect 3000®,
Pharmagq, Norvégia) valamint egy kisérleti autovakcina
hatékonysagat szivarvanyos pisztrangon. Mindkét esetben
a kisérletes fert6zés utan a vakcinazott egyedek ttlélési
aranya szignifikdnsan magasabb volt. Jelenleg azonban
hazankban nincs kereskedelmi forgalomban vakcina
egyetlen Aeromonas ellen sem, igy az antibiotikumos
kezelés jelenleg nem kivalthaté a gyakorlatban (Zsig-
mond, 2015). Az antibiotikumok rendkiviil széleskort
felhasznalasanak tekintetében régota ismert tény a fellépd
kornyezeti terhelés. Az elmult évek soran azonban a vizi
él6helyek szennyezettségének kiemelt figyelmet szen-
telnek (Pouliquen et al., 2009). Tobb kutatas kimutatta,
hogy az antibiotikumok a halgazdasagok kornyezeté-
ben talalhat6 iszapban akar hénapokig perzisztalhatnak
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(Herwig and Gray, 1997; Jacobsen

and Berglind, 1988; Pouliquen et
al., 2009; Smith, 1996). Tovabba, a
halgazdasagokat 6vez6 vizekben él6
halak belében egyiittesen talalhato
meg a szubterapias mennyiségi anti-
biotikum és a baktérium, ami ideélis
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10

helyzetet teremt a rezisztens torzsek
kialakulaséara (Samuelsen et al., 1992).
Ennek megel6zésére egy lehetséges
mod lenne a létesitett vizes élGhely
(constructed wetland) technolégia, © -
melynek pozitiv hatasair6l Butic et
al. (2015) szamolt be.

ENR (ng/mg)

ANYAG ES MODSZER

A baktérium izolalasa, azono-
sitasa, és rezisztencia tesztje

Furunkulézis tliineteit mutat6

BEV HOM IP K

Kezelés

pisztrangfélékbdl (szivarvanyos piszt-
rang, sebes pisztrang, pénzes pér),
illetve bérfekélyes pontyfélékbol
(els6sorban pontybol) szelektiv tap-
talajokon izolaltuk a kérokozé bak-
tériumokat (1. abra), majd biokémiai
tesztekkel (API 20 NE, bioMérieux, Franciaorszag; 2.
abra) és molekularis biologiai modszerekkel elvégeztiik
az izolalt torzsek azonositasat. Utébbiak tobbféle PCR
rendszert foglaltak magukba. Az A. salmonicida subsp.
salmonicida esetében az egyik rendszer a baktérium DNS-
giraz enzim béta-alegységének (gyrB) kb. 960 bp hosszu
szakaszat erésiti fel (Yanez et al., 2003). A masodik PCR
proba kizarolag az A. salmonicida subsp. salmonicida
alfaj DNS-ét képes felerGsiteni egy kb. 510 bp hosszu
PCR terméket létrehozva (Faisal et al., 2007). A pontyfé-
1ékbdl izolalt korokozok esetében kétféle specifikus PCR
rendszert alkalmaztunk. A gyrB gén egy szakaszat, és a
RNS-polimeraz gén D-alegységének (rpoD) 900 bp hossza
szakaszat sokszoroztuk fel. Az azonositast kovetGen elvé-
geztiik a korokozok rezisztenciavizsgalatat enrofloxacin,
florfenicol, flumequine, szulfametoxazol+trimetoprim,
neomycin és tetracyclin antibiotikumokra (2. 4bra). Al-
latvédelmi szempontokat figyelembe véve, a halak mes-
terséges fert6zésétol eltekintettiink, mivel a kezeléshez
hasznalt antibiotikumok hatékonysagat a baktérium
izolatumokon végzett rezisztencia tesztekkel az etetési

27

kisérleteket megel6z&en sikeresen igazoltuk.
Kezelési kisérlet 1.
A 10 napos kezelési kisérletet egynyaras szivarvanyos

pisztrangokon végeztiik a Lillafiiredi Pisztrangtelepen.
Harom kezelési tipust vizsgalatunk, mindharmat harom

4. abra: 1. kisérlet A kisérleti szivarvanyos pisztrangok szoveteiben kimu-
tatott enrofloxacin (ENR) koncentracié kezelési tipusonként. Szignifikans
kiillonbség: Tukey-féle post hoc teszt *: szignifikans eltérés a kezelési tipusok
kozott (p<0,05). BEV: gyogyszerbevonatos tappal kezelt csoport; HOM: homo-
genizalt gyogytappal kezelt csoport; IP: intraperitonealisan oltott csoport;
K: kontroll csoport.

parhuzamos csoportban. A csoportok elhelyezése haléval
rekeszekre bontott nevel6kadakban tortént. Kontroll-
ként a kezelt csoportokkal egy kddban elhelyezett kezelés
nélkiili csoport szolgalt. Az intraperitonealisan oltott
kezelési tipust (IP) csoportok enrofloxacin (ENR) tartal-
mu 10%-os Baytril A.U.V. oldatot (Bayer, Németorszag)
kaptak haromnaponta, 10 mg ENR/testtdmeg kg (ttkg)
dozisban. A méasodik tipust (BEV) csoportok kezelését
bevonatos gyogyszeres takarmannyal végeztiik. Ennek
elkészitése soran a telep altal hasznalt AllerAqua piszt-
rang nevelGtapra megfelel6 mennyiségii Baytril oldatot
permeteztiink, majd kiszaritottuk. A harmadik kezelési
tipusu un. homogenizalt (HOM) csoportokat, antibioti-
kumot tartalmazo6 Gjraformazott gyogytappal etettiik. Ez
esetben a tipot porra 6roltiik, a Baytril oldatot agargéllel
keverve egyenletesen eloszlattuk, majd Gjraformaztuk és
megszaritottuk. Mindkét gyogyszeres tappal kezelt cso-
port etetése napi haromszor toértént, 20 mg ENR/ttkg-os
napi adagolassal. A halak testsilya alapjan kiszamitott
tapanyagfelvételbdl kiindulva (1,5% ttkg/nap) ez 1,33 mg/g
ENR-koncentraciot jelentett a tapban.

Kezelési kisérlet 2.
A masodik, szintén 10 napos kezelési kisérletet egy-
nyaras pontyokon végeztiik a Czikkhalas Kft. varsadi

gazdasagaban. Osszesen 11 csoportot alakitottunk ki,
kezelési tipusonként 3 parhuzamos csoporttal. A HOM és
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5. abra: 2. kisérlet Flumequine (FLM) koncentracié az egyes pontycsoportok
szoveteiben (ng FLM/mg halszévet). Szignifikans kiilonbség: Tukey-féle post
hoc teszt **p<0,01; ***p<0,001. ‘p= 0,0551. BEV: gyégyszerbevonatos tappal
kezelt csoport; HOM: homogenizalt gyogytappal kezelt csoport; TK: antibio-
tikum tartalmu tort kukoricaval kezelt csoport; KOK: gyégyszermentes tort
kukoricaval etetett kontroll csoport, KOT: gy6gyszermentes tappal etetett
kontroll csoport.

4

FLM (ng/mg)

T

BEV HOM TK KOK KOT
Kezelés

6. abra: 2. kisérlet A kisérleti pontyok szoveteiben kimutatott flumequine
(FLM) koncentracio kezelési tipusonként (ng FLM/mg halszovet). Szignifikans
kiilonbség: Tukey-féle post hoc teszt ***p<0,001. ‘p= 0,057. BEV: gydégyszer-
bevonatos tappal kezelt csoport; HOM: homogenizalt gyégytappal kezelt
csoport; TK: antibiotikum tartalmu tort kukoricaval kezelt csoport; KOK:
gyogyszermentes kukoricaval etetett kontroll csoport, KOT: gy6gyszermentes
tappal etetett kontroll csoport.

ttkg/nap tapadagolassal hasznaltuk.
IP csoportot ezen kisérletben nem
alakitottunk ki. Tovabba két tipusu
kontrollcsoportot allitottunk fel: a
KOK csoport etetése tort kukorica-
val, a KOT csoporté tappal tortént,
mindketté antibiotikum nélkiil.

Mintafeldolgozas és elemzés

Akisérlet végén a halak izomzatabél
mintat vettiink, és a mintakat -80°C-
on taroltuk feldolgozasig. Az izomzat-
ban 1év6 antibiotikum koncentracigjat
kompetitiv kolorimetrias ELISA vizs-
galattal allapitottuk meg a MaxSignal
Enrofloxacin és Flumequine ELISA
Test Kit (BiooScientific, USA) Rapid
Method protokollja szerint. Az egyes
csoportokban mért antibiotikum
koncentraciok kozotti kiilonbségeket
ANOVA és Tukey-féle post hoc teszt
segitségével elemeztiik.

EREDMENYEK ES
MEGBESZELES

A baktérium izolalasa és azo-
nositasa, rezisztenciateszt

A furunkulézis tiineteit (test-
feliileten kerek, akar 6-7 cm-es,
izomzatba hatol6 fekélyek; 1a. dbra)
mutaté halakbdl tobb esetben sike-
resen izolaltuk és azonositottuk az
A. salmonicida subsp. salmonicida
kérokozét. Emellett gyakran izo-
laltunk egyéb kérokozo6 baktérium
torzseket is pl: A. hydrophila-t és A.
veronii-t. A rezisztogram alapjan az
1. kezelési kisérletben, a pisztrang-
félék furunkulézis korokozodja ellen
az enrofloxacin hasznalata mellett
dontottiink, mivel a tobbi vizsgalt an-
tibiotikumra (neomycin, tetracyclin
stb.) az izolatumok koziil tobb re-
zisztens volt. A valasztast segitette,
hogy az enrofloxacin hatékonysagat
furunkulézis ellen szakirodalmi ada-

BEYV tipusu csoportok mellett egy harmadik, TK kezelési  tok igazoljak (Williams et al., 1997).
tipust is létrehoztunk, mely esetében a halak kezelését A pontyok bérfekélyesedése (1b. abra) elleni, 2. kezelési

s

antibiotikum-oldatba aztatott tortkukoricaval végeztiik. A kisérletet megel6z6 rezisztenciateszt alapjan kimutattuk,
kezelGszert (a flumequine (FLM) tartalmt Flumiquil 50% hogy fluorokinolonokra (enrofloxacin, flumequine) és
por belséleges oldathoz, Ceva Santé Animale, Franciaor- florfenicolra érzékenyek leginkabb az izolalt Aeromonas
szag) 12 mg FLM/ttkg/nap doézisban, napi egyszeri, 2%  spp. torzsek. A szakirodalomban a pontyok bérfekélyéért
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felel6s A. salmonicida subsp. achromogenes mellett, a
legtdbb mintaban az A. veronii és A. veronii biovar sobria
torzseket is izolaltunk. Az oxytetracyclin antibiotikumra
vald rezisztencia aranya jelentds volt az izolatumok kozott.
Az etetési kisérletben a flumequine (FLM), illetve az ezt
tartalmazo6, Magyarorszagon étkezési halak kezelésére
egyediiliként forgalomban 1év6 Flumiquil 50% por belsé-
leges oldathoz (Ceva Santé Animale, Franciaorszag) nevi
kezelGszer hasznalata mellett dontottiink.

Kezelési kisérlet 1.

A Kkisérlet kezdetén észleltiik, hogy az antibiotikumos
tapot a szivarvanyos pisztrangok kevéssé hajlandoéak fel-
venni. Ezt okozhatta a kérnyezetvaltozas okozta stressz,
illetve az antibiotikum kesert ize, amit ezért a kisérlet
tovabbi részében a tap tengeri halolajjal val6 bevonatoza-
saval csokkentettiink. A taplalékfelvétel csokkenését ered-
ményezhette tovabba a relative alacsony vizhémérséklet.
A koréabban kiszamitott fejadagokat ezért a maradék tap
felhalmozdodasanak elkeriilése végett csokkentettiik. A ta-
pasztalt takarmény-visszautasitas kovetkeztében ajanlhatod
amagasabb hatéanyag-tartalmu tappal, vagy hosszabb ide-
ig tart6 kezelés. Ezzel elkeriilhet6 az alacsonyabb tapfelvétel
miatti csokkent hatbanyag-bejutas. Tovabbi tanulsag, hogy
érdemes az egyedeket az eredeti tartasi helyiikon kezelni,
a kornyezetvaltozassal jaré stressz elkeriilése érdekében.
A halak kezelésére tehat legjobb az olyan homogenizalt
gyogyszeres takarmany valasztasa, melyet izletessége miatt
az egyedek azonnal felvesznek. igy mind a tervezett dézis
pontos bejuttatasa, mind a kornyezeti terhelés minimali-
zalasa sikerrel megoldhat6 (Zsigmond, 2015).

Az antibiotikum-koncentraciok mérése soran az IP
csoport esetében kaptuk a legmagasabb értékeket és a
legalacsonyabb szorast (3. dbra). Az injekcios beadas
magasabb hatékonysaga a sz4jon at alkalmazott gyogysze-
rekkel szemben szivarvanyos pisztrangok enrofloxacinnal
torténd kezelése soran mar igazolt (Bowser et al., 1992).
A homogenizalt tapos, HOM csoportban magasabb ENR
koncentraciok voltak mérheték a bevonatos, BEV csoport-
hoz viszonyitva, viszont magasabb szoérassal. Szignifikans
eltérés ugyan nem mutatkozott a HOM és a BEV csopor-
tok kozott, azonban a mért ENR koncentraciok atlagait
tekintve lathato eltérés volt a HOM csoportok javara (3.
abra). Azonban a HOM csoportok kozotti szoras miatt
szignifikans kiilonbség nem volt kimutathat6 a HOM és
BEV kezelés kdzott (4. abra). A kezelt csoportokkal egy
kadban, elkiilonitve tartott kontroll csoportban mért
ENR koncentraciok szignifikdnsan alacsonyabbak voltak
a tobbi csoporténdl, a kimutathatosag hatarat jelz6, nul-
lahoz kozeli értékekkel (4. abra). Bar az IP kezelés joval
eredményesebb volt, a gyégyszeres takarmannyal valé
kezelési médot nem tekinthetjiik elvetendének. Mind a
sajat, mind szakirodalmi eredmények is igazoljak, hogy
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bar a gyégytappal bevihetd antibiotikum mennyisége
alacsonyabb, a kezelés sikerrel kivitelezhetd (Zsigmond,
2015; Kyuchukova et al., 2014; Lucchetti et al., 2004).
Ez a kezelési méd tovdbba mind munkaszervezési, mind
allatvédelmi szempontbol elényosebb.

Eredményeink megerdsitik egyes korabbi kutatasokéit,
melyek szerint a kezelésre hasznalt antibiotikum egy része
beoldddik a vizbe, ugyanis a kontroll csoport szoveteiben
mérhetd mennyiségben volt jelen a szer. Ezaltal kulcsfon-
tossagunak tartjuk, hogy a gyogytap hasznalata soran
azt a halak rovid id6n beliil, maradék nélkiil fogyasszak
el. Amennyiben ugyanis a takarmany sokaig azik a viz-
ben, jelent6sen fokozodik a kornyezeti terhelés veszélye
(Zsigmond, 2015; Bebak-Williams et al., 2002; Capone et
al., 1996; Pouliquen et al., 2009; Samuelsen et al., 1992;
Smith, 1996). A két ismertetett gyogytap hasznalata soran
keletkezett kornyezeti terhelés feltételezhet? eltéréseinek
igazolasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Kezelési kisérlet 2.

Ez esetben a pontyok izomzataban a legkisebb anti-
biotikum koncentraciét a bevonatos (BEV) tappal etetett
csoportokban mértiik vissza (5. abra). A HOM és TK
csoportok atlagos hatéanyag koncentracioja hasonlé volt,
azonban a tort kukoricaval (TK) etetett csoportokban igen
nagy szorast mutattak, ami mar szignifikans kiilonbséget
adott a TK csoportok kozott (P<0,01 és P<0,001; 6. dbra).
A negativ kontroll KOK és KOT csoportokban az antibio-
tikum koncentracié a mérési hatar alatt maradt, a kapott
minimalis koncentracio6 értékek az ELISA ,hattérzajanak”
tekinthet6k (5-6. abra).

Az elvégzett vizsgalatok alapjan kovetkeztetésként levon-
hatjuk, hogy a gyakori antibiotikum rezisztencia miatt (kii-
I6ndsen oxytetracyclinre) az antibiotikumos kezelést minden
esetben meg kell el6zze a korokozo6 baktériumtorzs izolalasa
és antibiotikum rezisztenciajanak vizsgalata. Az antibioti-
kumos kezelés soran a hatéanyag pontos adagolasara kell
torekedni (Isd. kezelési kisérletben leirtak). Aluldozirozas
rezisztens baktériumtorzsek kialakulasahoz vezethet, mig
a taldozirozas a karos kornyezeti hatas miatt keriilendé.
Antibiotikumos kezeléshez az etetéssel elérhet6 legpontosabb
adagolas miatt a homogenizalt tap ajanlott, kiilonésen, hogy
a kdrnyezetterhelés is ily médon a legkisebb.
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A pikkelyalak ontogenetikus fejlddése eziistkarasz

esetén (Carassius gibelio)

Staszny Adam?', Paulovits Gaborz, Urbanyi Béla', Ferincz Arpéd‘

' Szent Istvan Egyetem, MKK-Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Halgazdalkodasi Tanszék, G6dollé
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OSSZEFOGLALAS

A halak pikkelyének vizsgalata szamos kérdésre adhat
valaszt. A mérsékelt égovon alkalmas a korbecslésre,
az egyedi- és populacios novekedési iitem szadmolasa-
ra, alakja alapjan a fajok és populaciok elkiilonitésére.
Arrdl azonban egyel6re nem sziiletett vizsgalat, hogy az
egyes korcsoportok pikkelyalakja eltér-e egymastol és
amennyiben igen, akkor ennek a korral jaro valtozasnak
van-e valamilyen trendje? Ezért a Kis-Balaton Vizvédelmi
Rendszer 2. litemérdl szarmazo eziistkaraszok (Carassius
gibelio) pikkelyeit soroltuk korcsoportokba (0+-6+-ig) és
vizsgaltuk meg geometriai morfometriai moédszerrel. Az
elemzés kimutatta, hogy szignifikans kiilonbség van az
egyes korcsoportok kozott és az alakvaltozas egy iranyban
torténik az els§ négy korcsoportban (0+-3+), majd a 4+
korcsoporttol kezdve a valtozas ellentétes iranyt vesz.
Vizsgalatunkbdl kideriilt, hogy a pikkelyalak vizsgalatakor
nagyon fontos, hogy az allometrikus novekedés hatasanak
kiszlirésére sziikséges standardizacio6 elengedhetetlen a
kevert korcsoportu egyedek vizsgalata esetén.

Ontogenetic development of scale shape
of gibel carp (Carassius Gibelio Bloch,
1782)

SUMMARY

The investigation of fish scales can give answer to
several questions. On the temperate zone it is suitable
for age determination, for the calculation of individual- or
population-level growth, for the classification of species
and populations based on its shape. But there are no
experiences about the differences among the different-
aged specimens’ scale shape, and about the trends of these
differences. Therefore on seven age groups (0+-6+) of
gibel carp (Carassius gibelio) specimens from the second
stage of Kis-Balaton Water Protection System (KBWPS)
were investigated by geometric morphometric methods.
The results show that there are significant differences
between the age groups. The shape change has a one way
trend in the first four age groups (0+-3+), then the changes
take differentdirection. Our results show the importance
of removing allometric effects with standardization in
experiments with mixed age groups.
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BEVEZETES

Halak esetén is szamos tanulmany alkalmazza a
morfometria legjabb iranyanak (mérépont alapi geo-
metriai morfometria) modszereit, legtbb esetben — ahogy
a tradicionalis morfometria esetén is — a hal testalakjanak
elemzésére. Ez azonban olyan mértéki stresszt okoz az
egyed szamara, amit6l az a legtobb esetben elpusztul.
Ezért fordultak a kutatok, nagyjabol 20 évvel ezel6tt,
olyan struktdrak iranyaba, amelyek eléggé variabilisak
a populaci6-szintd elkiilonitéshez és gyijtésiik nem okoz
maradand6 karosodast az egyed szamara. Halak esetén
ezeknek a kritériumoknak a pikkely felel meg leginkabb,
mivel eltavolitasa nem okoz sokkal nagyobb stresszt az
allat szamara, mint maga a megfogas, ezenkiviil ez a struk-
tdra kdnnyen és gyorsan képes regeneralddni (Bereiter-
Hahn és Zylberberg, 1993). Mivel a pikkelyt mas popu-
lacié-dinamikai vizsgalatokra mar régéta, széles kérben
alkalmazzak (korbecslés, novekedés-vizsgalatok), igy min-
tavételére sok esetben egyébként is sor keriil. Tébb tanul-
many is foglalkozott a pikkelyalak vizsgalataval. Sikeresen
kiilonitettek el a tengeripér-félék (Mugilidae) csaladjaba
tartozo négy fajt, valamint ezek populécioit (Ibafiez és
mtsai., 2007). Korvonal-analizis segitségével el tudtak
kiloniteni az északi sullg (Sander vitreus MITCHILL
1818) ivasi csoportjait a Winnipeg-toban (Watkinson és
Gillis, 2005) és a nytldomolyké egy francia alfajanak
(Leuciscus leuciscus burdigalensis VALENCIENNES
1844) alloméanyait (Poulet és mtsai., 2005), valamint
hagyomanyos (hossz- és szogméréseken alapulo) és mé-
répont-alapti modszerekkel kiilonitettek el populaciokat
a Hudson-folyoban €16 csikos siigerek (Morone saxatilis
WALBAUM 1792) kozott pikkelyalakjuk alapjan (Richards
és Esteves, 1997). Ezek a vizsgalatok azonban sziik loka-
litdson és kevés hattérvaltozot vizsgalva késziiltek. Jelen
vizsgalatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy a vizsgalt
egyed kora, illetve a vizsgalt csoportok koreloszlasa befo-
lyasolhatja-e a csoportok elkiiloniilését? Tetten érhetG-e
az egyedfejlédés a pikkelyalakban?

ANYAG ES MODSZER

A pikkelymintak csoportonként 20 eziistkarasz (Carassius
gibelio) egyedrdl szarmaztak (minden korcsoportbol 0+-t6l
6+-ig). A korcsoport meghatarozasat a pikkelyen talalhato
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Packard ScanJet 5300C), 2400 dpi
felbontassal digitalizaltuk.

A hét jol meghatarozhaté mérépont
felvételéhez tpsUtil (Rohlf, 2004), il-
letve tpsDig2 (Rohlf, 2005) progra-
mokat alkalmaztunk (2. abra). Az 1.
és 3. méropontok a pikkely kranialis
szélén a ventralis és dorzalis sarka-
ba keriiltek, a 2. mérépont az 1. és
3. mérépontok felezGjéhez keriilt.
A 4. és 6. mérGpontokat a szomszédos
pikkelyek altal fedett és szabadon all6
terlilet hataranak ventralis és dorzalis
szélén vettiik fel. Az 5. mérépont a
pikkelyek fokuszaba keriilt, mig a 7.

" mérdpontot a pikkely kaudalis szé-
—*— 1én a 4. és 6. mérépont felezGjéhez
helyeztiik el.

A tovabbi elemzéseket a morphoJ

1. dbra. A mintavételi terulet atnézeti térképe

évgyliriik szama alapjan végeztiik. A pikkelyeket minden
altatva vettiik le az egyedekrol. A pikkelyek horizontalisan a
hatisz6 els6 tszdsugaranak vonalabdl, vertikalisan pedig a
hatvonal és oldalvonal kozatti felezd teriiletérdl szarmaznak.
Minden pikkely az egyedek bal oldalardl keriilt levételre,
elkeriilve ezzel az esetleges fluktual6 aszimmetria (Bellaagh
és mtsai., 2007; Szab6 és mtsai., 2000) okozta eltéréseket.
Minden egyedrdl 4-5 pikkely keriilt levételre, annak érdeké-
ben, hogy minden egyedrdl legyen nem regeneralodott, ép
pikkely. Az elemzésekbe minden esetben 1 egyedrol 1 pikkely
keriilt bevonasra. A mintavétel a Kis-Balaton Vizvédelmi
Rendszer 2. iitemének (KBVR) sekély, litoralis zonajaban
tortént (1. abra).

A pikkelyeket sajat nyalkajukkal papirlapok kozé
ragasztva taroltuk feldolgozasig. A feldolgozas soran a
nyalka csapvizes lemosasat kovetGen a pikkelyeket két
targylemez kdzé ragasztottuk. Az igy preparalt pikkelye-
ket fels6 megvilagitasa (XPA feltét) szkennerrel (Hewlett

programmal (Klingenberg, 2011)
végeztiik. Els6 1épésként teljes Prok-

kranialis szél

kaudalis szél

2. abra. A pikkelyalakleirasara alkalmazott mérépontok.
A pikkely teruleteinek leirasat a hal poziciéjahoz viszo-
nyitva adtuk meg.

1. tablazat. Hét eziistkarasz (Carassius gibelio) korcsoport pikkelyalakjan végzett geometriai morfometriai elemzés eredménye. Bal
félmatrix: T? értékek, jobb félmatrix: p-értékek, atlo: a csoportok atlagos hasonloséga. A nem szignifikdnsan elkiiloniil§ csoportparok

értékei félkovérrel szedve.

o+ 1+ 2+ 3+ 4+ 5+ 6+
O+ 0,645 0,027 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
1+ 32,72 0,636 0,006 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2+ 147,29 42,81 0,498 0,002 0,02 0,022 <0,001
3+ 616,94 135,57 49,56 0,498 0,049 0,207 0,008
4+ 357,96 147,64 34,81 28,57 0,373 0,145 <0,001
5+ 340,58 97,12 33,92 19,06 21,47 0,458 0,004
6+ 761.58 214.29 115.26 40.92 75.64 46.15 0.484
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rusztész-illesztést végeztiink a mérépont készleteken,
ezaltal egymasra illesztve, méretezve és forgatva a
mérépontokat (Dryden és Mardia, 1998). Ezutan az
egyes egyedekhez hozzarendeltiik a csoportazonosi-
tojat, majd pedig egy tobbszoros linearis regressziot
végeztiink (fliggd valtozok: Prokrusztész-koordinatak,
fliggetlen valtozo: a centroid méretek logaritmusa).
Minden regresszié eredményének megbizhatésagat
permutacios teszttel (10 000 permutacio) vizsgaltuk
(Good, 2000). Amennyiben a méretnek (logCS) szigni-
fikans hatéasa volt az alakra, abban az esetben a tovabbi
elemzéseket a regresszio rezidualisaval (a méret altal
nem magyarazott rész) folytattuk. A csoportok elkiil6-
niilésének vizsgalatara kanonikus variancia analizist
(CVA) és diszkriminancia fliggvény-elemzést (DFA)
végeztiink (Dytham, 2011). A két modszer alapvet§

kiillonbsége, hogy mig a CVA a teljes mintat elemzi,
ezaltal a csoportok mintazatarél kaphatunk informa-
ciot, addig a DFA a teljes mintan beliil csoportparo-
kat vet 6ssze, ezaltal a két vizsgalt csoport egymastol
val6 tavolsiagat pontosabban adja meg. A DFA esetén
minden esetben végeztiink egy leave-one-out kereszt-
validaciot (Lachenbruch, 1967), a besorolasi megbizha-
tosagok ellendrzésére, valamint Hotelling-féle t-probat
is (Hotelling, 1931).

EREDMENYEK

A pikkely mérete minden esetben szignifikansan be-
folyasolta az alakjat (p = 0,001), a teljes alakvariancia
3,47%-aért volt felelGs a méret. A csoportok két esetet
kivéve (3+-5+ és 4+-5+) szignifikansan eltértek egymas-

2,5
2
1,3

t6l 95%-os szignifikancia
szint mellett (1. tablazat).

A 3. abran jol megfi-
gyelhetG, hogy a 0+-ostol
a 3+-0s csoportig az els6
tengely mentén — némi

CV1 (83,83%)

1 00+ | 4ifedéssel — helyezked-
X 05 Wi+ nek el a csoportok, majd
i a 4+-0s korosztalytol a
T o @2+ kettes tengely mentén,
‘; 0.5 A3+ pozitiv iranyban rende-
Q z6dnek a csoportok, ami
-1 B4+ mar lényegesen kisebb

_ varianciat hordoz (7,3%).

e O5+ A besorolasi megbiz-

-2 @6+ hatésagok magasnak

35 bizonyultak, atlagosan

-4 5 2 £ 0 I 2 3 4 5 (a nem szignifikdnsan

elkiiloniil§ csoportok
besorolasi megbizhato-
sagait nem beleszamit-

3. abra. Hét eziistkarasz korcsoport pikkelyalakja alapjan torténd elkiiloniilése (CVA
plot), a szimbélumok a csoportatlagot, mig a szalkeresztek a csoportok szorasat mutatjak.

va) 91,6%-nak adodtak
(2. tablazat). A kereszt-
validaciébdél szarmazé
besorolasi megbizhato-

2. tablazat. Klasszifikacios ardnyok a hét eziistkarasz (Carassius gibelio) korcsoport pikkelyalakjanak diszkriminancia fiiggvény-elem-
zésével. Bal félmatrix: kereszt-validacios értékek, jobb félmatrix: validacios értékek. A nem szignifikansan elkiiloniilé csoportparok

értékei félkovérrel szedve.

o+ 1+ 2+ 3+ 4+ 5+ 6+

O+ 85% 100% 100% 100% 100% 100%
1+ 57,5% 87,5% 95% 95% 95% 97,5%
2+ 92,5% 72,5% 87,5% 80% 85% 90%
3+ 97,5% 85% 77,5% 77,5% 77,5% 85%
4+ 95% 95% 67,5% 60% 80% 95%
5+ 97,5% 85% 62,5% 55% 55% 85%
6+ 97,5% 97,5% 87,5% 67,5% 87,5% 70%
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nak, mint a hét csoport
elemzésekor, atlagosan
89,9%-ban sikeriilt a
megfelel6 csoportba so-
rolni a pikkelyeket (4.

tablazat), és a kereszt-

. validaciés besorolasi

megbizhatésagok sem

maradnak el sokkal (at-
lagosan 84,8%).

EREDMENYEK

ERTEKELESE

A kor hatasanak

vizsgalati eredményei

farok

alatamasztjak azt a

megfigyelést, hogy bar

D

a pikkelyek mar igen
hamar megjelenhetnek
az egyes fajok larvain
(zebradani6 esetén 8

4.abra. Az ezlistkarasz (Carassius gibelio) korcsoportok pikkelyalakjanak eltérései thin-plate
spline médszerrel dbrazolva (A — 0+-1+, B — 1+-2+, C — 2+-3+, D — 3+-4+, E — 4+-5+, F — 5+-6+).

sagok is atlagosan csupan 10%-al maradtak el, 81,7%-nak
adodtak (2. tablazat).

Az egyes korosztalyok atlagos pikkelyalakjanak 6sszeha-
sonlitasakor azt lathatjuk, hogy 3+-os korig az alak-valtozas
iranya nagyon hasonl6 (4. abra). 3+-t6l 4+-o0s korig a pikkely
szélesedni kezd, majd a kaudalis szél elkezd keskenyedni, és
a szomszédos pikkelyek altal nem fedett rész aranya csokken.

Az egyedeket harom korosztaly-csoportba soroltuk
(juvenilis: 0+, 1+; subadult: 2+; adult: 3+, 4+, 5+, 6+)
(Harka és Sallai, 2004), majd a korosztalyokon egy
Gjabb elemzést végeztiink el. A regresszi6 eredménye
alapjan ebben az esetben is nagyon hasonlé mértékben
(4,59%) és szignifikans mo6don (p<0,001) befolyasolta a
méret az alakot. Mindharom korcsoport szignifikansan
elkiilonilt egymastol (p<0,001) (3. tablazat).

Alapvetden az elsé tengely mentén kiiloniilnek el egy-
mastodl a csoportok (5. abra), ami nem meglepd, hiszen az
Osszvariancia 98%-at ez a tengely hordozza.

A besorolasi megbizhatésagok hasonlé szinten mozog-

3. tablazat. Az eziistkarasz (Carassius gibelio) harom korosz-
taly-csoportjanak pikkelyalak vizsgalata. Bal félmatrix: T?
értékek, jobb félmatrix: p-értékek, atlo: a csoportok atlagos
hasonlésaga.

mme-es standard hossz-
nal (Le Guellec és mtsai.,
2004)), azonban a fajra
jellemz6 pikkelyalak
eléréséhez évekre van
sziikség. Eziistkarasz esetén ez a fajra jellemz6 alak a
3+-os kor elérésekor alakul ki. Elmondhato tehat, hogy a
pikkelyalak esetén megfigyelheté egyfajta ontogenetikus
fejlédés. Ez a megfigyelés azért is fontos, mert ameny-
nyiben kiilonb6z6 korosztalyt csoportokat hasonlitunk
Ossze (nagyon fiatal csoport és adult csoport), akkor a
csoportok koreloszldsa 6nmagaban okozhat szignifikans
elkiiloniilést a pikkelyalakok alapjan, mindenféle kor-
nyezeti vagy genetikai kiilonbség nélkiil. A 3. 4bran egy
kiilonos mintazat figyelhet6 meg: az egyes korcsopor-
tok kozott ellentétes ,iranya” alakvaltozasok lathatok.
A fiatal korosztalyok esetén (0+-3+) az elsé tengely men-
tén negativiranyba ,lépegethetiink” a csoportok kozott.
Ezutan azonban a 4+-0s csoport a kettes tengely mentén
negativ iranyba mozdul el, majd az 5+-o0s Qjra pozitiv
iranyba, ami azt eredményezi, hogy a 3+-0s és az 5+-0s
csoport igen kozel keriil egyméashoz. A 3+-o0s csoport
pikkelyalakjahoz képest a 4+-os csoport pikkelyei kiszé-

4. tablazat. Klasszifikacios aranyok a harom eziistkarasz (Carassius
gibelio) korosztaly-csoport pikkelyalakjanak diszkriminancia fiigg-
vény-elemzésével. Bal félmatrix: kereszt-validacios értékek, jobb
félmatrix: validacios értékek.

juvenile subadult adult
juvenile 0,79 <0,001 <0,001
subadult 72,2 0,368 <0,001
adult 509,37 76,92 0,241

juvenile subadult adult
juvenile 88,75% 93,75%
subadult 81,25% 86,90%
adult 96,90% 76,25%
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mutatjak.

lesednek hat-hasi irdnyban, majd Gjra elkeskenyednek
az 5+-0s csoportban (4. dbra). Ez a jelenség valoszini-
sithet6en a testalak ontogenetikus fejlédésével lehet
Osszefliggésben, amire tobb példat is talalunk a szak-
irodalomban. Voroshasu piraja (Pygocentrus natterei
KNER 1858) esetén kimutattak, hogy az egyedfejlédés
soran a test kozépsé része, a fej szemiireg mogotti ré-
sze (postorbitalis), valamint a tarko teriilet megnylik,
valamint az egész feji rész magasabba valik (Zelditch és
Fink, 1995). Szintén a test megnyulasaroél, valamint a
postorbitalis régié megnyulasarél szamoltak be a pan-
célosharcsa-félék csaladjaba (Callichthydae) tartozé
Callichthys callichthys L. 1758 esetén az egyedfejlodés
soran, valamint, a faroknyél elvékonyodasarol és a hasi
régié magassaganak novekedésérdl (Reis és mtsai., 1998).
Mindezt alatamasztjak az altalunk kapott eredmények
is: mivel a pikkelysorok szama allando a hal testén, és
3+-o0s kor utan az eziistkaraszok testmagassaga megnott
(hasi régié magassaganak névekedése) a testhosszukhoz
képest, ez magaval hozta a pikkelyek kiszélesedését. Ez
a ,magasodas” azonban késébb lelassult és nagyobb
aranyban nétt a hal teste és pikkelye is fej-farki irdnyban
hetGen pedig a pikkely keskenyedett hat-hasi iranyban.

Altalanossagban elmondhatd, hogy pikkely-
morfometriai vizsgalatok esetén feltétleniil figyelni kell
a mintédkban szerepl6 egyedek koreloszlasara. Esetlege-
sen érdemes kiegésziteni kor-becsléssel is a pikkelyalak
vizsgalatot, vagy kizarni azon egyedeket, amelyek nem
érik el a megfelel$ testméretet. Az altalunk is elvégzett
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Triploidisation of pike perch (Sander lucioperca L.) may
be associated with apoptosis in larvae.
A flow cytometric observation.
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Abstract

The present study aimed to observe the success in
triploidisation of pike perch (Sander luciopercaL.) larvae
by flow cytometry and propidium iodide (PI) staining.
Triploid larvae contained larger percentage of cells
showing lower fluorescence intensity than the main peak
as compared to the diploid larvae. The interpretation of
such sub-main peak events in DNA histograms is usually
a sign of apoptosis.

Key words: pike perch, triploid, aquaculture,
apoptosis, flow cytometry, DNA quantity

The use of triploids in aquaculture goes back for decades.
They are applied mostly in cases when reproduction of the
stock is not preferred or stocking of fertile individuals are
simply banned. The effect of triploidisation on growth,
sexual maturation, etc. varies depending on the species

(Allen & Wattendorf, 1987; Bonnet et al., 1999; Bonar
et al., 2002; O’Flynn et al., 1997; Pradeep et al., 2012).
Ploidy status of fish can be quickly assessed by flow
cytometry (Ewing et al., 1991; Lecommandeur et al.,
1994; Zhang & Arai, 1996; Bonnet et al., 1999; Lamatsch
et al., 2000) using DNA-specific fluorochromes and
the fluorescence intensity (indicating DNA quantity)
of thousands of cells can be quickly and automatically
evaluated.

In a series of experiments aimed at producing triploid pike
perch and walleye (Sander vitreus M. and S. lucioperca,
L.) Malison et al., 2001; Blecha et al., 2016; Fetherman
et al., 2015) the triploidisation was induced by pressure
or temperature shocks. In our experiment eggs of two
females (150-150 g) were mixed and fertilized by mixture
of sperm of two males. Two minutes after fertilization
(AF) the eggs were treated by clay powder solution (100
g clay/litre water) against stickiness according to the
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Figure 1. PI fluorescence intensity histograms of a representative diploid (A.) and triploid (B.) pike perch embryo.
Fluorescence intensity is expressed on a linear 1024-channel scale. Events showing lower intensity than the main
peak are identified with the “sub-diploid” and “sub-triploid” markers.

farm method in Hungary. The temperature of the ambient
water was 16.5 °C. Four minutes AF half of the eggs were
subjected to heat shock of 36°C with 2 minutes duration.
The non-shocked eggs served as control. Both shocked
and control eggs were slowly stirred in the clay suspension
for 40 minutes at 16.5°C until eggs lost their stickiness and
were put into Zuger jars for incubation. Hatching rates of
control and treated fish were very close to each other (74%
control and 68% of treated; calculated by hatchlings from
200-200 eggs). After hatching fry was kept in through
flow aquaria for 5 days at 17°C until yolk sack was fully
absorbed and fish started horizontal swimming. At this
time fish were subjected to ploidy evaluation.

The ploidy status of fish was assessed by flow cytometry.
The protocol followed Ewing et al. (1991) with
modifications. Briefly, whole larvae (five diploid and
15 presumably triploid individuals) were dissociated in
0.7% NaCl solution at the age of 4 days after hatching,
when the yolk absorbed. Dissociated larvae were fixed in
70% ethanol and transferred to the laboratory for ploidy
measurements. Cell suspensions were kept on ice until
sample preparation. DNA labelling was done with FXCycle
PI/RNase kit (F10797, Molecular Probes) containing
propidium iodide (PI) as DNA-specific fluorochrome,
according to the protocol provided by the manufacturer.
Cells were washed from the fixative by centrifugation at
400 x g for 10 min, then 500 uL of the FXCycle solution was
added to the pellet containing approximately 1 x 106 mL™*
cells. Samples were immediately vortexed and incubated
for 30 min at room temperature in the dark. DNA quantity
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as indicated by PI fluorescence intensity was measured
by a Beckman Coulter FC-500 flow cytometer, equipped
with a 488 nm, 20 mW argon ion laser. PI fluorescence was
detected on FL3 detector (655 nm LP) in linear mode. The
flow cytometer was aligned with FlowCheck fluorospheres
(6605359, Beckman Coulter) before acquisition. Doublet
discrimination was done following to the suggestions of
the manufacturer of the instrument. Data acquisition was
stopped either when 5000 events per sample were recorded
or after five min acquisition time and light scatter and PI
fluorescence intensities were stored in list mode (LMD)
files. LMD files were analysed with the free Flowing 2.5.1.
software (www.flowing.com). PI fluorescence intensities
were drawn as one parameter histograms (Figure 1.)
and median fluorescence intensities of the main peaks
were recorded. As visual inspection revealed events with
lower fluorescence than the main peak, such events were
classified as subdiploid or subtriploid and the percentage
of such events were recorded as well (Figure 1.). Statistical
analyses were done with R Commander (version 2.2-5).

Diploid larvae had a main (xSD) Pl histogram peak at
183.2 + 13.6 (larva no. 2. did not yield enough cells for
analysis therefore this sample was not included in the
evaluation) while main (£SD) PI histogram peak of the
presumably triploid larvae was 270.5 + 10.6, indicating
that these larvae were actually triploid (theoretically
3N would be 1.5 x 2N, in this case 1.5 x 183.2 = 274.8).
Triploid larvae however, contained larger percentage of
cells showing lower fluorescence intensity than the main
peak as compared to the diploid larvae (Fig. 1.): the median
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values of the subdiploid and subtriploid events were 1.55%
and 15.25%, respectively. The difference was significant
at p<0.001 (Wilcoxon rank sum test).

The interpretation of such sub-main peak events in DNA
histograms is usually a sign of apoptosis: as endonucleases
are activated during apoptosis and cleave the DNA,
fragmented DNA will leak out from the cells during sample
preparation and resulting in lower fluorescence intensity
due to the lower amount of DNA remaining in the cell
nucleus (Darzynkiewicz et al., 2010).

The appearance of apoptosis in aneuploid embryos is
not surprising; any type of DNA damage or genetic
imbalance would have serious consequences on the
developing embryo. Extrinsic factors like hypoxia can
affect the genomic integrity of the embryo. The rapid cell
divisions of the developing early embryo do not allow
time for DNA repair, and damaged cells are eliminated
viaapoptosis instead (Desmarais et al., 2012). Damaged
cells can be eliminated from the pluripotent cells via
the p53-dependent pathway which induces cell cycle
arrest or apoptosis (Tichy, 2011). However, studies with
zebrafish embryos indicate that prior to midblastula
transition defective cells can continue dividing as S-phase
checkpoints are not active at this stage (Verduzco &
Amatruda, 2011).

The presence of significantly higher quantity of sub-main
peak cells in the triploid fish comparing to the normal
diploids is an indication of apoptosis which is rather due to
the aneuploidy of the cells than directly to the heat shock.
A study on haploid and diploid porcine parthenogenetic
preimplantation embryos indicated higher occurrence of
apoptosis in haploids while diploids had similar ratios to
normal IVF embryos (Hao et al., 2004) which may indicate
that genetic imbalance, not the parthenogenetic treatment
was responsible for the activation of apoptotic pathways.
The original aim of this study was not to investigate this
event; however, the observation presented in this brief
communication will be useful for subsequent studies
on the apoptotic events in the developing aneuploid fish
embryo.
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