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OSSZEFOGLALAS

Az Aeromonas hydrophila baktérium dltal okozott szeptikémia
betegség vilagszerte komoly gondot jelent a haltenyésztéknek.
Kisérletiinkben  kiilonbozé  genetikai  hatterii pontyvariansok
ellenallo-képességét  vizsgaltuk a  betegséggel szemben. 4
pontyfajta (2 vad és 2 tenyésztett) kiilonbozé egyedeinek
keresztezésével dsszesen 96-féle genetikai varidanst (,, csaladot”)
dllitottunk eld. A csaladokat 10 grammos méretig neveltiik, majd
csaladonként 100 halat egyedi elektronikus azonositoval lattunk el.
A jelolt halakat 5 csoportra osztottuk. Az egyik csoport halait A.
hydrophilaval fertoztiik, majd 2 héten at regisztraltuk az elhullast.
A mortalitasi adatok alapjan populdcicégenetikai modszerekkel
fertozéssel legellenallobb  és
legérzékenyebb csaladokat.

kivalasztiuk  a szemben

Kulcsszavak:  Aeromonas — hydrophila, ponty, genetika,
rezisztencia

SUMMARY

Septicemia disease caused by the bacterium Aeromonas
hydrophila is a major problem for fish farmers around the world.
In our experiment resistance to the disease was investigated on
carp variants with diferent genetical backgrounds. 96 different
genetic variants(, families”’) were created by crossing various
individuals of 4 carp strains (2 wild and 2 cultured ones). Families
were reared until reaching the size of 10 gramms and 100 fish of
each families were marked with an individual electronic identifier.
Marked fish were divided into 5 groups. Fish from one group were
infected with A. hydrophila and mortality were registered during 2
weeks. Based on mortality data, the most resistant and most
susceptible families will be selected using population genetics
methods.

Keywords: Aeromonas hydrophila, common carp, genetics,
resistance

BEVEZETES

Az Aeromonas hydrophila baktérium altal
okozott szeptikémia nevii halbetegség vilagszerte
komoly problémat jelent a haltenyésztdk szamara
(Plumb, 1999). Egyarant veszélyezteti a hideg- és
melegvizben tartott halfajokat, példaul a pontyot, az
angolnat, a tilapiat, a harcsa- ¢és lazacféléket
(Miyazaki és Yo, 1985; Rahman és mtsai, 1997). Ez

a baktérium a halak normal bélflorajanak része és
csak a halakat ért stressz hatasara képes egy magas
mortalitassal jard, az allomanyban gyorsan elterjedd
betegséget okozni (Trust és Sparrow, 1974). A
baktérium magas szervesanyag-tartalmu vizekben
gyakrabban el6fordul, mint a kevésbé szennyezett
vizben (Jeney G. ¢és Jeney Zs., 1995). Az
A. hydrophila altal okozott betegség legtobbszor
nyaron fordul el6, ami valdszinlileg a tobbszords
stresszhatassal (magas vizhomérséklet, alacsony
oldottoxigén-tartalom, stb.) magyarazhat6. A
baktérium elleni védekezést igen megneheziti, hogy
sokféle, egymastol jelentés mértékben eltérd torzse
l1étezik, és jelenleg nem kaphaté olyan oltéanyag,
amely valamennyi torzs ellen hatasos lenne.
Bakterialis eredetii halbetegségek megelézésére és
kezelésére gyakran hasznalnak antibiotikumokat és
kemoterapias szereket s, ezek  azonban
felhalmozddnak a halhusban €s a vizi kdrnyezetben,
tulzott mértékii hasznalatuk pedig magaban hordozza
a rezisztens baktériumok kialakulasanak lehetségét.
A védekezés egy masik lehet6sége a betegséggel
szemben ellenalld fajtdk, genetikai valtozatok
kitenyésztése az  ellenallo-képességre  torténd
szelekcido modszerével (Gjedrem, 2000). Gazdasagi
szempontbo6l legfontosabb halfajunk, a ponty
esetében azonban igen korlatozottak az ismereteink
az egyes fajtdk Aeromonas-fertézéssel szembeni
rezisztenciajar6l (Vandeputte, 2003).

A Halaszati és Ontozési Kutatointézet (HAKI)
tobb mint 40 éve hozta 1étre 18 hazai és 13 kiilfoldi
fajtabol allé ponty génbankjat, amelyet azota is
folyamatosan fenntart (Bakos és Gorda, 2001). A
génbank létrehozasanak eredeti célja az aruhal-
termelésre hasznalhato, nagy novekedési
teljesitményti hibridek eléallitasa volt (Bakos, 1979).
Az utdobbi években azonban egyre inkabb el6térbe
keriilt a génbankban fenntartott fajtak kutatasa. Az
allomanyon tobb stresszbiologiai, immunoldgiai és
molekularis genetikai vizsgalatot is elvégeztiink
(Jeney és mtsai, 1995; Csizmadia ¢és mtsai, 1995;
Lehoczky ¢s mtsai, 2005). Ezekre a kisérleti

elézményekre  alapozva 2006  elején  egy
kisérletsorozatba  kezdtiink, = amelynek  célja
kiilonb6z6  genetikai  hatteri  pontyvariansok

(,,csaladok™) eldallitasa, novekedési teljesitményiik,
A. hydrophilaval és Koi herpeszvirussal szembeni
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ellenallo-képességiik vizsgalata, illetve az ezekhez a
tulajdonsagokhoz kdthetd immunologiai, molekularis
genetikai és proteomikai markerek azonositasa volt.
A munkidt az FEurépai Unidé Aaltal tamogatott
EUROCARP nevii kutatdsi projekt keretében
végeztilk, amelyben a HAKI-n kivil 6 kiilfoldi
intézet (3 brit, 2 orosz, 1 norvég) vett részt.

A kisérlethez olyan pontyfajtakat valasztottunk ki
a génbankbol, amelyek genetikai hattere ismert,
tenyésztési torténete dokumentalt volt, eléggé eltérd
volt a genetikai hatterik ¢és immunoldgiai
potencialjuk, tovabba a korabbi kisérletekbdl
rendelkezésiinkre alltak a genetikai és immunoldgiai
paraméterekre vonatkoz6 eldzetes adatok.

1. tablazat

A Kkisérlethez kivalasztott pontyfajtik keresztezései és a létrehozott genetikai variansok (,,csaladok™)

Tejes(1)
Dunai Amuri Tatai 15
Ikras(2)
N° 1 2 | 3 | 4 5 1 2 3 5 1 2 3 4 5 1 2 | 3 | 4 5
1 X X X
2 X X X
3 X X X
Dunai 4 X X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X
10 X X
1 X X X
2 X X X
3 X X X
4 X X X
Amuri 5 X X
6 X X
7 X
8 X
9 X X
10 X X
1 X X
2 X X
3 X X X
4 X X X
Tatai > X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X
10 X X
1 X X X
2 X X X
3 X X X
4 X X X
15 > X
6 X
7 X | X
8 X | X
9 X X X
10 X X X

X: Két kivalasztott egyed keresztezése(3)

Table 1: Crosses of carp strains selected for the experiment and the created genetically different variants (,,families”)

Columns: males(1), rows: females(2), x: cross of two selected individuals(3)
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Valasztasunk igy 4 pontyfajtdra esett: amuri
pikkelyes (vadponty), dunai pikkelyes (vadponty),
tatai pikkelyes (tenyésztett tajfajta) és szarvasi 15-0s
tilkkros (beltenyésztett vonal). A kivalasztott fajtak
tejeseit és ikrasait minden lehetséges (4x4=16-féle)
kombinacioban egymashoz kereszteztiik. A kisérlet
soran torekedtiink a lehetdé legnagyobb genetikai
valtozatossag biztositasara, ezért minden fajtabol 5
tejest és 10 ikrast hasznaltunk a keresztezésekhez és
miden keresztezésbol 6 csaladot allitottunk eld
kiilonbozo tejesek és ikrasok felhaszndldsaval, ami
Osszesen 96 (16x6) csaladot jelentett (/. tablazat).

Az utédokat 10 grammos méretig felneveltiik,
majd minden csaladbdl 100 (6sszesen 9600) halat
egyedi elektronikus azonositoval (PIT-taggel) lattunk
el. A jelolt halakat 5 csoportra osztottuk. Az elsd
csoporttal ~ togazdasagi  teljesitményvizsgalatot
végeztiink, a masodikon fert6zési  kisérletet
végeztiink A. hydrophilaval, a harmadikat a CEFAS
(Central for Environmental, Fisheries and
Aquaculture Sciences) inézetbe (Weymouth, Nagy-
Britannia) kiildtiik a Koi herpeszvirussal elvégzendd
fertdzési kisérletre, a maradék két csoportot kés6bbi
immunoloégiai, molekularis genetikai és proteomikai
kisérletekre tartalékoltuk. Ebben a publikacioban a
masodik csoporttal elvégzett kisérletet és annak
eredményeit ismertetjiik.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A halak szaporitasa és az ikrak keltetése

2006 majusaban minden kivalasztott fajtabol
6 tejest és 12 ikrast a HAKI iskolafoldi telepérdl a
recirkulacios halneveld rendszerbe szallitottunk. A
rendszertben a viz hoémérsékletét fokozatosan
22-23 °C-ra emeltiik. A tejeseket és ikrasokat a
szaporitasig kiilon medencékben tartottuk. A
hormonkezelések és az ivartermékek gytjtése elott a
halakat literenként 40g norcaicumot ¢és 10 ml
adrenalint (Tonogént) tartalmazé altatoval (Matuk és
Gulyas, 1987) elaltattuk. A szaporitds eldtti napon az
1,8-3,0 kg testtomegii tejeseket 2 mg/kg, az 1,3-4,2
kg testtomegli ikrasokat pedig 0,5 mg/kg
pontyhipofizissel kezeltiik. 12 oraval késébb a
tejesektdl egyenként spermat gyujtottiink, amelyet
szamozott mianyag poharakban 1-3 °C-on tartottunk
masnap reggelig. Az ikrasokat ezzel egy iddben
4,0 mg/kg pontyhipofizissel kezeltiik, ivarnyilasukat
a kezelés elott bevarrtuk. A hipofizist minden esetben
0,65%-0s konyhasooldatban homogenizaltuk és
oldottuk. 11-15 éraval a masodik hormonkezelés utan
az ikrasoktol ikrat gydjtottiink, amelyet milanyag
talakban kevertiink 0ssze az el6z6 nap gyujtott tejjel,
majd 2-3 percig folyamatos keverés mellett
termékenyitéoldatot (4 g NaCl + 3 g karbamid 1 liter
vizben) adtunk az ivartermékekhez. A
pontytenyésztésben altalanosan alkalmazott
gyakorlattol eltéréen az ikrdk ragadossagat nem
vettiik el, mivel ez az idéigényes miivelet 96 csalad
esetében kivitelezhetetlen lett volna. Csaladonként
kb. 2000 megtermékenyitett ikrat fiiggonyanyagra
ragasztottunk, amelyet 40 literes, vizzel feltoltott
mianyag kadakba helyeztiink. Minden csaladot

kiillon kadban keltettiink. A kadakban az allando
2-3 liter/perces vizatfolyast és 21-23 °C-os
vizhémérseékletet tartottunk fenn. Az inkubécios id6
alatt naponta egyszer 15 percig 100 ppm formalinnal
kezeltiikk az ikrakat a gombas fertdézések ellen. Az
ikrak a megtermékenyitést6l szamitott harmadik-
negyedik napon kikeltek. A kelési arany minden
esetben meghaladta a 90%-ot.

Ivadéknevelés

A kelést6l szamitott 3. naptél kezdve az
ivadékokat naponta négyszer frissen kelt Artemia
naupliusszal etettiik. Az iiriiléket és mas hulladékot
naponta egyszer, az elsd etetés eldtt eltavolitottuk a
kadakbol. A masodik hétt]l az ivadékokat naponta
egyszer 20 percig 100 ppm formalinnal kezeltik a
parazitas fertdzések megel6zésére. A harmadik héten
az ivadékokat fokozatosan 0,3-0,5 mm
szemcseméretii ,,Nutra 4.0” lazac starter tapra
(Skretting, Hendrix SpA, Olaszorszag) szoktattuk.

A keléstdl szamitott egy honap mulva
csaladonként kb. 1000 ivadékot helyeztiink at 250
literes milanyag kadakba. Az eddig alkalmazott ad
libitum mennyiség helyett a napi takarmanyadagot
minden csaladnal az 6ssztomeg 8%-aban hataroztuk
meg, és fokozatosan nagyobb szemcseméretii tapokra
tértlink at. A parazitds fertézések ellen a halakat
alkalmanként 30 percig 0,5 ppm formalinnal
kezeltiik.

A halak jelolése egyedi elektronikus azonositoval
(PIT-tag)

2006 augusztusaban a kb. 10 grammos egyéni
tomegli halakbol csalddonként 100 darabot egyedi
elektronikus azonositoval (PIT-taggel) lattunk el. A
beiiltetés el6tt a halakat a kordbban ismertetett
Osszetételli altatoval (Matuk és Gulyas, 1987)
elaltattuk. Ezutan a halak hasfalan, a hasuszok
mogott szikével egy 2-3 mm-es bemetszést ejtettiik,
amelyen keresztiil boncolocsipesszel helyeztik a
PIT-taget a hasiiregbe. A jelolés utan a jeleket egy
hordozhaté szamitégéphez kapcsolt AEG ARE HS5
tipusi  leolvasd-késziilékkel — beolvastuk  egy
Microsoft Excel adatbazisba, amelyben a jelekhez
tartozo tizjegyi kodokat csaladok szerint rendeztiik.
Késobb a halakkal kapcsolatos Osszes informaciot
(testtomeg, testhossz, csoport, elhullds ideje, stb.)
ebben az adatbazisban rogzitettiik. A jelolt halakat a
bevezetdben ismertetett 5 csoportra osztottuk és
csoportonként elkiilonitve, 4000 literes miianyag
kadakban tartottuk.

A halak fertézése Aeromonas
baktériummal

A 2. csoport halain 2007 februarjaban és
aprilisaban két fertdzési kisérletet végeztink A.
hydrophilaval. Az els6ben (eldkisérlet) csaladonként
5 halat fert6ztiink. Ez a kisérlet elsdsorban a kisérleti
modszer tesztelésére és begyakorlasara szolgalt. A
masodik kisérlet (fokisérlet) soran csaladonként 15
halat fert6ztiink, és ezzel a kisérlettel hataroztuk meg
az egyes csaladok A. hydrophila fert6zéssel szembeni
ellenallo-képességét. A fertdézéshez az 4. hydrophila

hydrophila
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B2/12 jelti torzsét hasznaltuk, amelyet eredetileg
Bangladesben izolaltak. Elézetes kisérleteinkben ez a
torzs bizonyult a leginkdbb virulensnek. A
baktériumokat felhasznalasig 4 °C-on, 15 ml-es
milanyag csovekben, szilard TSA (Tryptic Soy Agar,
Sigma) taptalajon tartottuk. A fertdzés eldtti napon a
baktériumot 10 ml folyékony TSB (Tryptic Soy
Broth, Sigma) tapoldatba oltottuk és 24 oraig
inkubaltuk 28 °C-on. A  folyadékkulturat
lecentrifugaltuk, a  kiillepedett  baktériumokat
felszuszpendaltuk 10 ml PBS (Phosphate Buffered
Saline) oldatban, majd centrifugalassal mostuk. A
hullamhosszon mutatott fényelnyelése alapjan az
LD50 koncentraciora allitottuk be. Ez az a dozis,
amely a kisérleti allatok 50%-anak elhullasat okozza.
Ertékét  elbzetes  kisérletek  alapjan  5x107
baktérium/ml-nek hataroztuk meg, amely 0,35
optikai denzitdsnak felel meg 610 nm-en. A
szuszpenziobol 0,1 ml-t oltottunk a halak hasiiregébe.

A mortalitas regisztralasa és a fertozéssel szemben
legérzékenyebb és  legellenallébb  csaladok
kivalasztasa

Mindkét fertézési kisérletben a fertézést kovetden
két héten at regisztraltuk az elhullast, az els6 harom
napon Oranként, a tobbi napon kétéoranként. Az
elhullott halak jelét beolvastuk az adatbazisba,
amelyben rogzitettiik az egyes halak elhullasanak
idejét. A nappal elhullott halak hasiiregébdl szilard
taptalajra baktériumokat oltottunk annak igazolasara,
hogy a halak valéban a fertdzés kovetkeztében
pusztultak el.

A mortalitdsi adatok alapjan a projekt norvég
résztvevije, az AKVAFORSK intézet valasztja ki a
10 legellenallobb és a 10 legérzékenyebb csaladot a
Gianola és Foulley (1983) altal leirt kiiszob-modell
(threshold model) alapjan. Az adatok elemzéséhez az
ASREML statisztikai programcsomagot hasznaljak.

EREDMENYEK ES ERTEKELES

A kisérlet soran sikeriilt mesterséges szaporitassal
létrehoznunk 96  kiilonb6z6  genetikai  hatter(
pontyvarianst, amelyek 2 vad ¢és 2 tenyésztett

pontyfajta kiilonb6zé egyedeinek keresztezéseibol
szarmaztak. A halakat a 10 grammos egyedi tomeg
eléréséig  recirkulacios  halneveld  rendszerben
neveltiik. A jelolhetd méretet elért halak koziil
csaladonként 100 példanyt lattunk el egyedi
elektronikus azonositoval. A jelolt halak koziil

csaladonként 20-at fertéztink A. hydrophila
baktériummal.

Az A. hydrophila fertézést kovetd kumulativ
mortalitdas az el6kisérletben kb. 57%-0s, a

fokisérletben pedig kb. 68%-os volt (1. dbra).

1. dbra: Kumulativ mortalitas Aeromonas hydrophila fertézés
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Szaggatott vonal: kumulativ mortalitas az elokisérletben(3)
Folytonos vonal: kumulativ mortalitas a fokisérletben(4)

Figure 1: Cumulative mortality following infection with
Aeromonas hydrophila
Time after infection (hours)(1), mortality (percents)(2), dashed
line: cumulative mortality in the preliminary experiment(3),
continuous line: cumulative mortality in the main experiment(4)

Az elhullas 90%-a mindkét kisérletben a fertdzést
kovetd 48 oran beliil bekovetkezett. A mortalitasi
adatok feldolgozasa ¢és ezek alapjan a 10
legellenallobb és 10  legérzékenyebb  csalad
kivalasztasa jelenleg is folyamatban van.
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