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Osszefoglalas

A tégazdaséagi haltermelés kiillonosen fontos mozzanata a halak keltetohdzi szaporitdsa. A halak ikrdja
magas fehérje- és zsirtartalmu, ezért idedlis taplalékul szolgdlhatnak a vizben €16 mikroorganizmusok
szamdra. A korokozok felszaporodasahoz kiilondsen alkalmasak a termékenyitetlen ikraszemek, mert
képtelenek ellendllast tanusitani veliik szemben. Nagymértékii felszaporoddsukkal pedig a termékenyitett
ikraszemeket is veszélyeztetik. Ennek elkeriilésére az ikrakeltetés folyaman minden esetben
fertétlenitdszert alkalmaznak, melyek a vizben €16 mikroorganizmusokat valogatds nélkiil elpusztitjak.
Igy képesek az olyan kirok megel6zésére is, melyeket a Saprolegnia okozott korabban az ikratételekben.
A leggyakrabban alkalmazott fertOtlenitdszer a malachitzold. Ezt a vegyszert a haltermelés minden
tovabbi 1€pésébdl kizartdk, mert akkumulédlédik a halak szervezetében, €s igy az azt elfogyaszté emberre
is kdros hatdssal bir.

Az els6é vizsgélat sordn a zebraddnién, mint modelldlaton kivdntuk szemlélteni, hogy a keltet6bdl a
természetbe kijuté malachitzold milyen rombol6 hatdst fejhet ki. A gyakorlatban ugyan csak néhany
percig érintkezik ez a vegyszer a termékenyitett ikrdkkal, azonban a fertétlenités végén a keltetdviz a
természetbe kikeriilve folytathatja karosit6 hatdsat.

Kisérleteinkben kifejlett zebraddnié egyedekben (AB vonal), és embridkban vizsgéltuk a kiilonb6zd
toménységli malachitzold oldatok hatdsat. Az adult egyedeken a vizsgalatokat az OECD 203 nemzetkdzi

szabvany szerint végeztiikk el, aminek eredményeként megkaptunk a félhaldlos koncentracié (LC50)
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értékét. Ez az érték LC50 zebradani6=0,17857 mg/l malachitzéldre. Az embridkkal végzett kisérletet
pedig az OECD-FET teszt szerint végeztiik el.
Kisérleteink masodik részében az Effektiv Mikroorganizmus-keveréket (EM), mint lehetséges
helyettesitot probéltuk ki hdrom — gazdasagilag jelentds - halfaj szaporitdsa sordn. Ezen mikroorganizmus
keverék eldnye a malachitzolddel szemben, hogy a kérokozok életfeltételeit sziinteti meg a keltetévizben,
tehdt a hasznos szervezetek életben maradnak.

Kulesszavak: Effektiv Mikroorganizmusok (EM), malachitzold, halszaporités

Damaging effects of malachite green applied during incubation of eggs and its

alternative replacement potentials in fish production

Abstract

A most important part of pond fish production is hatchery reproduction of different species. Fish egg has
a high protein and fat content so it can serve as an ideal feed for microorganisms in water. Unfertilized
eggs are especially suitable for the proliferation of different causative agents since they are unable to
defend against them. A remarkable proliferation of these agents can then threaten fertilized eggs, too. To
avoid it disinfectants are used in all cases of incubation which then indiscriminately devastate
microorganisms in water. This way they are able to anticipate damages in egg batches formerly caused by
Saprolegnia. The most frequently used disinfectant is malachite green. This chemical was excluded from
all other steps of fish production since it accumulates in fish body and so it can have a damaging effect on
human consumers, too.

In the first experiment we wanted to examine on zebra fish as a model animal the destructive effects of
malachite green moving out from the hatchery into nature. Though in practice this chemical consorts with
fertilized eggs only for a few minutes but at the end of disinfection incubation water is moved out to
nature and so it is able to continue its damaging effects.

In our experiments the effect of different doses of malachite green solutions were examined on adult (AB
line) and embryonic zebra fish. In adult fish experiments were made in accordance with OECD 203
international standards and as a result we gained a value for semi-lethal concentration (LC50): LC50
zebra fish=0,17857 mg/l for malachite green. Research on embryos was done in accordance with OECD-
FET test.

In the second part of our experiments a mixture of Effective Microorganisms (EM) as a possible

alternative was applied in the propagation of three economically important fish species. An advantage of
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this mixture of microorganisms contrary to malachite green is that it abolishes the living conditions of
causative agents in the incubation water so that beneficial organisms are able to survive.

Keywords: Effective Microorganisms (EM), malachite green, fish breeding

Bevezetés

A haltenyésztok az ikrainkubdcié sordn midnen esetben fertotlenitdszereket alkalmaznak, aminek
segitségével a vizi korokozok kartételét képesek megakaddlyozni. A leggyakrabban alkalmazott
fertétlenitészer a malachitzold (Horvdth és Urbdnyi, 2000), amely az elfolydvizzel a természetbe is
kikeriilhet, €s ott folytathatja rombol6 hatdsat. A FAO/WHO-bizottsag ez a vegyszert a ,,feltételezhetéen
veszélyes" szerek kozé sorolta, és megindult a kutatds abban a vonatkozdsban, hogy a szer
bekeriilhet-e a fiirdetést kovetden az élelmiszerekbe. A Német Szovetségi Koztarsasdgban 1984-ben
ennek a lehetdségét megallapitottdk, és 1985-ben pl. véletlenszerlien vett 68 drupusztrang-minta koziil
17-ben a malachitzold-maradékot ki is mutattak (Szakolezai és Csaba, 1989).

Az els6 célkitlizésiink az volt, hogy nemzetkézi szabvéany szerint vizsgdljuk a malachitzold

Célul thztik ki tovdbbd, hogy a veszélyes malachitzold helyett Teruo Higa, Japan
kutatéprofesszor altal kifejlesztett Effektiv Mikroorganizmus-keveréket (EM) haszndljuk az ikrakeltetés
sordn. Az EM tartalmaz fotoszintetizal6 baktériumokat, tejsavbaktériumokat, élesztot, Actinomycetes
gombat, valamint fermentdlé gombdkat nagy fajgazdagsagban és megfelel6 aranyban (Higa, 2007).

A mikroorganizmusok kedvezd hatdsai 3 alapelven nyugszanak: a kiszoritds - a kedvezdtlen vagy
kérokozé hatdsi mikroorganizmus kiszoritdsa, a dominancia - mikrofléra mitkodésének athangoldsaval
rothadds helyett erjedés megy végbe a bioaktiv anyagok termelése - antioxiddnsok, vitaminok termelése,
amely segiti a hasznos szervezetek miitkodését (Higa, 2007).

Ennek elénye a malachitzélddel szemben, hogy nem kiirtja a vizben €16 mikroorganizmusokat,
hanem a koérokozok életfeltételeit sziinteti meg, a hasznos szervezetek azonban megmaradnak (Higa,
2007). Vizsgalataink elsddleges célja annak kideritése volt, hogy az EM bir-e barmilyen negativ hatdssal

az ikrdkra az inkub4ci6 folyamén.
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Anyag és modszer

A zebraddnioban végzett vizsgdlatok
A adult zebradanié egyedek vizsgdlatit az OECD 203 nemzetkozi szabvany szerint végeztiik el,
az embridk vizsgélatakor pedig az OECD — FET teszt utmutatdsa alapjan jartunk el. Ezen szabvanyok

szerint a tesztek érvényesek voltak.

Az afrikai harcsa szaporitdsa

A szaporitdsra 9 db ikrds afrikai harcsa egyedet haszndltunk fel. A termékenyités utdn a
homogenizalt ikratételbol mindegyik 7 literes keltetd laddba 100 g-ot helyeztiink. A kelteto ladak vizében
légpumpaval biztositottuk a megfeleld oxigén mennyiséget és az ikrdk mozgatdsat. A keltetd ladakba az
EM mikrébakeveréket harom kiillonbozé koncentraciéban adagoltuk: 1.000X, 10.000X, 100.000X-es

higitasban. A vizsgélatokat harom ismétlésben végeztiik.

A ponty és a lesoharcsa szaporitdsa

Az Aranykérdsz Bt. 6rdongoési keltetdjében a termelési szerkezetbe illesztett alkalméval 24 ponty,
€s 7 lesOharcsa ikrds egyedet haszndltunk. Termékenyités és duzzasztis utdn a homogenizalt
ikratételekbdl ponty esetén 400-400 ml, lesOharcsa esetén pedig 100-100 ml termékenyitett ikrat
helyeztiink el egy-egy egyenként 7 literes Zuger-iivegbe. A vizsgdlatban 4 db Zugert hasznéltunk, melyek
koziil egy kontroll volt, a tobbi iivegben pedig kiilonb6z6 koncentracidban —hasonléan az afrikai
harcsdndl- alkalmaztuk a keveréket. Mivel a célunk az volt, hogy az EM folyékony fazisa mindvégig a
keltetdvizben maradjon, ezért nem alkalmaztunk vizétfolyast, és az ikrdk szdmara az oxigénellatdst

porlasztokkal biztositottuk, amelyek biztositottdk az ikrdk mozgatdsat is.

Alkalmazott matematikai és statisztikai modszerek
A statisztikai értékelést GraphPad Prism 4.0 for Windows programmal végeztiik. A kiilonb6z0
higitasi csoportok kozotti kiilonbségeket egyszempontos variancia-analizissel vizsgaltuk (ANOVA) P <

0,05 szignifikancia-szint mellett.
Eredmények és értékelés
A malahitzold hatdsa zebrdddnio halfajban

Az elOkisérletben az 1000 mg/l-es dozistdl a 0,4 mg/l-es dbézisig valamennyi allat elpusztult a

malachitzold hatdsara. A 0,2 mg/l-es koncentraciéondl maradt €16 egyed, a legkisebb alkalmazott dézis
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esetén az dllomany 100%-a megmaradt. A kontroll egyedekhez hasonléan a hdrom legkisebb dézisban
(0,125 mg/1, 0,1 mg/l, 0,05 mg/l) 96 6ra elteltével nem volt pusztulds. A 0,15 mg/l-es dézisndl 71 %, a
0,175 mg/l-es koncentraciondl pedig 57 %-os volt a megmaradés. A két legnagyobb dézisban alkalmazott
malachit esetén 7 %-os megmaraddast tapasztaltunk. A malachitzold félhaldlos koncentrdcidja zebraddni6
halfajban 0,17857 mg/1 volt.

A malachitzold hatdsat zebradanié ikrakban is vizsgaltuk, melyet a /. dbrdn mutatunk be.

Malachitzold hatasa a zebradanio ikrakra
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1. abra: Malachitzold hatasa a zebradanio ikrakra

Figure 1. Effect of malachite green on the eggs of zebrafish

Az életképes valamint az elpusztult ikraszemek szdzalékos ardnydnak vizsgélatakor a legkisebb
(0,1 mg/l) koncentraciéndl pusztult el a legkevesebb ikraszem, és érdekes, hogy nem a legnagyobb dozis
alkalmazdsakor kaptuk a legtobb életképtelen embridt. A kelési szdzalék vizsgdlatinak eredménye: a
kontroll csoportot kivéve csak a 0,1 mg/l-es doézisban taldltunk keld ivadékokat (8,33 %), a tobbi
koncentracioban a kelés 0 %-os volt. A harmadik vizsgdlt paraméter a fenotipusos tulajdonsdg volt. A
torz larvdk ardnya minden egyes kezelés alkalmaval 80 % felett alakult, a harom legnagyobb ddézist
tekintve pedig a 90 %-ot is meghaladta. A fenotipusosan torz larvak altalanosan szikodémasok voltak és a

legtobb esetben a pigmentacié sem indult meg.

Az afrikai harcsa szaporitdsa sordn elért eredmények
Az ismétlések atlaganak vizsgélatakor a kovetkezd eredményeket kaptuk (2. dbra). A kontroll, az

1.000X-es valamint a 100.000X-es higitidsban haszndlt EM mikrébakeverék esetén az életképtelen
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embridk ardnya volt nagyobb, de ezek szignifikdnsan nem tértek el egymadstél (P>0,05). A 10.000X-es
higitds alkalmazdsakor az életképes embridk aranya (56,06 %) volt nagyobb. Az 0Osszes csoportot
figyelembe véve itt taldltuk a legnagyobb kiilonbséget a kelési dtlagokat tekintve. Ez a pozitiv hatds sem

volt statisztikailag igazolhato kiilonbség az el6zdekhez hasonléan (P>0,05).
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2. dbra: Az életképtelen és az életképes embriok aranyanak atlagai afrikai harcsa esetén

Figure 2. Mean of the rate of the capable and incapable of living embryo in african catfish

A ponty szaporitdsa sordn elért eredmények

A ponty szaporitasakor a termékenyiilés 94 %-os volt. Az extrém keltetési mod hatasara csokkent
az életképes ikraszemek ardnya. Keléskor, 48 ordval az ikrak Zuger-iivegbe helyezése utdn (amikor mar a
gerinc kialakult) az életképtelen és az életképes ikraszemek %-os ardnyat vizsgaltuk. Minden egyes
koncentracioban haszndlt EM elérte a kontroll csoport eredményeit (77,29 %) €s egy esetben jelentds
mértékben meghaladta azt. Abban a Zuger-iivegben, amelyben 10.000X-es higitdsban hasznaltuk a

mikrébds készitményt, kiemelkedd eredményt kaptunk, hiszen az ép ikraszemek ardnya tobb mint 85 %

volt.

A lesoharcsa szaporitdsa sordn elért eredmények

A lesoOharcsa szaporitasakor a termékenyiilés 97 %-os volt. Az 1.000X-es valamint a 100.000X-es
higitdsban hasonlé eredményeket (76 % €s 73 %) kaptunk a kontrollhoz viszonyitva (75 %) az életképes
embridkat tekintve. Valamelyest magasabb kelési eredményeket kaptunk a 10.000X-es higitas

alkalmazasakor (83 %).
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Kovetkeztetések és javaslatok

A malachitzolddel végzett kisérleteink végén megallapitottuk a félhaldlos koncentracié értékét
zebradanié halfajon (LCsogebradanic= 0,17857 mg/liter). Ez a koncentracié jol mutatja, hogy mennyire
veszélyes vegyszerrel dolgoznak a szakemberek az ikrainkubécié folyamén, és hogy nagy koriiltekintésre
van sziikség a haszndlata sordan. Tovabba megallapitist nyert a malachitzold torz fejlédést okozé hatdsa is.
Az Effektiv Mikroorganizmusokkal végzett vizsgdlataink srodn a legtobb életképes embriét a 10.000X-es
higitasi Effektiv Mikroorganizmus-keverék eredményezte. A 10.000X-es higitds sordan kapott tobb
életképes embrid statisztikailag kimutathat6 kiillonbséget nem mutatott a kontroll vagy a tobbi higitashoz
viszonyitva, de elmondhatd, hogy az afrikai harcsdnal 9 %, pontynal 7 % a les6harcsdnal 8 %-kal tobb
larva maradt életben a kontrollhoz képest.

Az afrikai harcsa esetében harom ismétlés atlagabdl tudtunk eredményeket levonni, a ponty és
les6harcsa tekintetében csak egy-egy vizsgélatot tudtunk elvégezni. Kovetkezésképp elmondhatjuk, hogy
afrikai harcsdndl ez a moddszer bizonyitottan hatdsos a keltetésben, amit érdemes lenne nagyobb,

gazdasagi méretekben is megvizsgalni.
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