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1. Bevezetés és célkitiizések

Az Okologiai sztochiometria elmélet szerint a heterotrof
szervezetek elemi Osszetétele genetikailag meghatdrozott
érték, és fajon beliil megkozelitdleg allando (Sterner €s Elser,
2002). Azonban, a kozelmultban napvilagot latott néhany
vizsgalat (Hendrixson et al., 2007; Pilati és Vanni, 2007;
Dickman et al., 2008), melyek eredményei szerint a test elemi
Osszetétele joval variabilisabb, mint azt korabban feltételezték,
megkérddjelezve ezzel az Okologiai sztochiometria elmélet
alapfeltételezését. Ezen tanulmanyok eredményeit szem el6tt
tartva, disszertaciom alapvetd célja volt a test elemi
Osszetételének fajon beliil megfigyelheté — populaciok kozotti
¢s populacion beliilli — valtozékonysdganak vizsgalata.
Tovabba elvégeztiink egy Osszehasonlito vizsgalatot annak
érdekében, hogy talaljunk egy hatékony ¢és egyszeriien
elvégezhetd modszert a vizi élolények testében tarolt foszfor
meghatarozasara.  Végiil,  teszteltik a  Fulton-féle
kondiciofaktor, mint a test 0sszetételének kozvetett becslésére
alkalmazott index megbizhatosagat. Ezek alapjan dolgozatom
6 célkitlizései:

- avizi élélények testében tarolt foszfor meghatarozasara

alkalmazott, hamvasztason alapul6 roncsolasi eljarasok
hatékonysaganak osszehasonlitasa;

- a halak testében raktarozott szén-, nitrogén-, és foszfor
populaciok kozotti variabilitasanak, valamint az ezt
kialakito tényezOk (él6helyként szolgald viztest
trofitasa, atlaghomérséklete, testméret, kondiciofaktor)
vizsgalata;



- a test elemi Osszetételében (szén, nitrogén ¢és
foszfortartalom) populacion beliil esetlegesen kialakulod
eltérések, illetve az ezek mogott huzodd tényezok
(lipidtartalom, a gonadok fejlettsége €s a testméret)
hatasanak elemzése;

- a Fulton-féle kondiciofaktor és a fobb testosszetevok
kozott fenndllo kapesolat szorossdganak vizsgélata a faji
hovatartozas, az ivar és a szezonalitas figyelembe vétele
mellett.

2. Anyag és modszer

2.1. Kiilonbdz6 vizi ¢él6lények  mintdinak  foszfor
meghatarozasara hasznalt modszerek Osszehasonlitasa

A foszforfeltarasi moédszerek hatékonysagat hat kiillonb6zo
mintatipuson  teszteltik:  hal  (két faj),  bentikus
makrogerinctelen larva, zooplankton (Cladocera), alameriilt
hinarnévény, és hitelesitett foszfortartalmi referenciaanyag
(poritott sertésizom).

A szaritott és homogenizalt mintakat 550°C-on
hamvasztottuk harom izzitasi id6tartamban (2, 4 és 8 ora),
majd a szobahémérsékletre hiilt hamura savat pipettaztunk.
Munkank soran harom savtipussal (HCI, HNO; H,SO,),
valamint azok kétféle toménységével (0,3N; 1N) dolgoztunk.
Kovetkezésképpen harom valtozénk (hamvasztasi ido,
savtipus és toménység) €s Osszesen mintegy 18 kezelésiink
volt.

A hamvasztas id6tartamanak, a sav tipusanak és
toménységének (mint faktorok) a feltdras hatékonysagara
gyakorolt hatasat harom-utas ANOVA modellel vizsgaltuk. A



szignifikdns hatdsu faktorok kezelései kozotti kiilonbségek
felderitése céljabol post hoc-teszteket (Tukey HSD) futattunk.

2.2. A test elemi Osszetételének populaciok kozotti
variabilitasa és az ezt kialakit6 kdrnyezeti tényezok hatdsa

A vizsgalathoz egy nagy elterjedési teriilettel rendelkezd
halfajt, a bodorkat (Rutilus rutilus) valasztottuk. Mintavételi
helyeinket 6t eurdpai allovizen jeloltik ki gy, hogy azok
atlaghomérséklete és trofitdisa minél szélesebb spektrumot
oleljen fel.

A szaritott és poritott halmintakbol meghataroztuk a szén-,
nitrogén- és foszfortartalmat. Tovabba, a nedves tomeg ¢€s a
testhossz  Osszefiiggésébdl kiszamitottuk a  Fulton-féle
kondiciofaktort.

A kiilonb6zé mintavételi helyekrél gyujtott bodorkak
elemtartalmanak ¢€s kondiciofaktoranak Osszehasonlitasat
Kruskal-Wallis teszttel végeztiik el. A testméret (SL, W), a
kondiciofaktor (K), a kornyezeti valtozok (homérséklet,
klorofill-a tartalom) és a test elemtartalmi jellemz6i (C%, N%,
P%, C:N, C:P, N:P) kozotti osszefiiggéseket Spearman-féle
rang-korrelacioval  vizsgaltuk, a  teljes adathalmaz
felhasznalasaval.

3.3. A halak testére jellemzd szén- nitrogén- és foszfortartalom
szezondlis valtozasa

Vizsgalatainkat harom halfajon — Percottus glenii, Lepomis
gibbosus, Scardinius erythrophthalmus — végeztiik, melyeket
évszakosan gyljtottink egy eutroéf holtmederbdl. Lemértiik a
halak szén-, nitrogén-, foszfor-, és lipidtartalmat. A gonadok



fejlettségét a széles korben alkalmazott gonadoszomatikus
indexszel jellemeztiik.

A faji hovatartozas, a szezonalitas, a nem, a testméret, a
lipidtartalom és a gonad fejlettségének testdsszetételre
gyakorolt hatasat beagyazott elrendezésii, altalanos linearis
modellek segitségével vizsgaltuk. A magyarazo valtozok
hatasnagysagat az  eltérés-négyzetdsszeg  szdzalékok
segitségével jellemeztilk. Az egyes elemtartalmi jellemzokre
kiilon-kiilon modelleket épitettiink.

3.4. A Fulton-féle kondiciofaktor és a halak testének
Osszetétele kozotti kapcesolat

Munkank soran a Kkorabbi vizsgalat adathalmazaval
dolgoztunk, a  kovetkezd6  adatok  felhasznalasaval:
széntartalom, gonadoszomatikus index, viztartalom,
fehérjetartalom (a nitrogéntartalomb6l kifejezve; Pangle és
Sutton, 2005 munkaja alapjan), szén-nitrogén molaris arany,
valamint kiszamoltuk a Fulton-féle kondiciofaktort.

A K-faktor (mint fiiggé valtozo) kapcsolatat a
testosszetevokkel (V%, L%, F%, C%, C:N), a testmérettel
(TL) és a gonad fejlettségével (GSI) kovariancia analizissel
(ANCOVA) vizsgaltuk. Ennek soran az ivart és az évszakot
faktorként adtuk a modellekhez. Tovabbi modellek
segitségével teszteltiik a lipidtartalom (fiiggd valtozo) és a
testOsszetevok kapcsolatat.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1

Kiilonbozé  vizi  €l6lények  mintdinak  foszfor

meghatarozasara hasznalt modszerek dsszehasonlitasa

3.2.

A hamvasztison alapuld mintafeltardsi eljarasok
valtozatainak hatékonysaga jelent6s kiilonbségeket
mutat, melyet els6sorban a hamvasztds iddtartama
hataroz meg, a hamuban taldlhaté foszfor oldatba
viteléhez hasznalt savak tipusanak és toménységének
nincs szamottevo hatasa.

A test elemi Osszetételének populaciok kozotti

variabilitasa és az ezt kialakitd kornyezeti tényezok hatasa

Az él6helyként szolgald viztér trofitdsanak emelkedése
a test széntartalmanak megnovekedését és a
foszfortartalom csokkenését, mig az atlaghémérséklet
esése a  széntartalom  jelentds  csokkenését
eredményezheti. Ennek nyoman az eltérd kornyezeti
feltételek kozott €16 populaciok szén-, nitrogén- és
foszfortartalma kozott szignifikdns  kiilonbségeket
talalhatunk.

A Fulton-féle  kondiciofaktornak és a  test
széntartalmanak szignifikansan negativ viszonya alapjan
a kondiciofaktor ¢€s a test lipidtartalma kozott
feltételezett szoros, pozitiv Osszefiiggés nem altalanos
érvényll minden halfaj esetében.

3.3. A halak testére jellemz0 szén- nitrogén- és foszfortartalom
szezonalis valtozasa

A halak testének elemi Osszetételében, egy populacion
beliil, szignifikans szezonalis kiilonbségeket



figyelhetink meg, melyek kialakulasdban —
széntartalomra gyakorolt hatasa révén — jelentds
szerepet jatszhat a lipidtartalom.

A test szén- és nitrogéntartalmanak, valamint az elemek
molaris  aranyanak  alakitisiban a  szezonalitas
jelentésebb szerepet jatszik, mint a faji hovatartozas,
mig a test foszfortartalma elssorban a faji hovatartozas
altal meghatarozott. A test elemi Osszetételének fajon
beliili variabilitasa tehat esetenként képes meghaladni a
fajok kozotti kiilonbségek mértékét.

3.4. A Fulton-féle kondiciofaktor és a halak testének
Osszetétele kozotti kapesolat

A fobb testosszetevOk  (lipid-, fehérje-, viz-,
széntartalom) és a Fulton-féle kondiciofaktor kozotti
kapcsolat szamottevo faji és szezonalis
valtozékonysagot mutathat, ezért az csak
fenntartasokkal  alkalmazhaté ~a  halak  f6bb
testosszetevoiben bekovetkezd valtozasok kimutatasara.

A Fulton-féle kondiciofaktor a test lipidtartalmanak
becslésére csak azon halfajok esetében alkalmazhatd
megbizhatoan, melyek lipidtartalma kellden magas és
széles tartomanyban valtozik.



1. Introduction and aims

Ecological Stoichiometry Theory states that the elemental
composition of heterotrophic organisms is genetically
determined and relatively constant within species (Sterner and
Elser, 2002). However, several contemporary studies cast
doubt on this assumption and report that elemental
composition within individuals of a single species is more
variable than previously thought (Hendrixson et al., 2007;
Pilati and Vanni, 2007; Dickman et al., 2008). Considering
these findings, central aim of this thesis was to investigate the
rate of intraspecific variation in the elemental composition of
different fish species among and within populations. In
addition, we designed a comparative study to find an effective
method for phosphorus determination in aquatic organisms.
Finally, the reliability of Fulton’s condition factor as a proxy
of proximate body composition was tested. The following
main objectives were assigned:

- comparing the efficiencies of the most widely applied
combustion-based digestion methods for phosphorus
analysis of aquatic organisms;

- revealing any significant differences in elemental
composition (carbon, nitrogen and phosphorus content)
between populations and assessing whether any
observed differences could be related to variation in
temperature, trophic state of the lakes of fish condition;

- investigating the intrapopulation variation in elemental
composition and characterizing the influence of lipid
content, body size and gonadal development on the
carbon, nitrogen and phosphorus content;



- examining how the Fulton condition factor could be
related to the proximate composition of fish and to
what extent these relationship are influenced by species
identity, gender and seasonality.

2. Materials and methods

2.1. Comparison of different methods used for phosphorus
determination in aquatic organisms

To test the reliability and efficiency of different digestion
methods used prior to colorimetric P analyses, six different
sample types were studied, including fish, benthic insect
larvae, cladoceran zooplankton, submerged macrophyte and a
standard reference material (pork muscle homogenate) with
certified phosphorus content.

Dried and pulverised subsamples (10-15 mg) were ashed at
550°C for three different durations (2, 4 and 8 h) in 15 ml
glass vials. Subsequently, the produced ash was dissolved in
10 ml of 0.3 N or 1 N solution of HCI, HNO; or H,SO, and
pipetted directly into the glass vials after cooling.
Consequently, we had 3 different variables (duration of
combustion, acidity and acid type) and 18 different treatments.
Each treatment consisted of three replicates.

The effects of combustion duration, concentration of
hydrolysing solution, and acid type (included as factors in the
models) on the efficiency of phosphorus recovery were tested
with three-way ANOVA. Subsequently, Tukey’s honest
significant difference (HSD) post hoc tests were used to reveal
differences between treatments.



2.2. Between-population variability in the elemental
composition of fish and the affecting environmental
parameters

Roach (Rutilus rutilus L.), a widespread omnivorous
cyprinid fish species were collected from five European lakes
of widely different location and character. The sampling sites
were selected to represent wide range of mean water
temperature and trophic state in order to maximize our ability
to detect the effects of environmental conditions on elemental
composition.

Carbon, nitrogen and phosphorus content of dried and
pulverized roach samples were measured. Moreover, the
Fulton condition factor, a commonly used morphometric index
was calculated.

Multiple comparisons of whole fish chemistry (including
C, N, P contents) were performed using non-parametric
Kruskal-Wallis tests to assess any potential differences
between populations from different locations. Correlations
between the body size, condition, measured parameters,
temperature and chlorophyll-a content of the ambient water (as
a measure of trophic state) and body nutrients of roach were
analysed by Spearman’s rank correlations.

2.3. Seasonal variability in the organismal stoichiometry of
fish

Three different fish species — Percottus glenii, Lepomis
gibbosus, Scardinius erythrophthalmus — were sampled
seasonally (spring, summer and autumn) from a eutrophic
oxbow lake. We determined the carbon, nitrogen, phosphorus
and lipid content of fish. Gonadal development was expressed
by calculating gonadosomatic index.



General linear models with a nested design were fitted to
the data to test the effect of species identity, seasonality,
gender, body size, lipid content and gonadal development on
the organismal stoichiometry. The relative contributions of the
descriptor variables to the explained variance of a given
elemental component (response variable) were assessed by
comparing their sum of squares in the model. We constructed
individual models for each chemical component of fish.

2.4. Relationship between Fulton’s condition factor and
proximate body composition in three freshwater fish species

In this study we used the following data of the previous
study: carbon content, gonadosomatic index, lipid content,
water content, protein content (expressed from nitrogen
content according to Pangle and Sutton, 2005), carbon-
nitrogen molar ratio and we calculated the Fulton condition
factor of fish.

Relationship between K-factor (response variable) and
body composition (i.e. water content, lipid content, protein
content, carbon content and carbon : nitrogen molar ratio),
body size (total length) and gonadal development (gonado-
somatic index) was tested by analysis of covariance
(ANCOVA) with gender and season as factors (i.e. categorical
variables) in the models. Additional models were run to test
the relatedness of the lipid content (response variable) to the
other descriptor variables. Gender and season were added to
the models as factors.

10



3. New scientific results

3.1. Comparison of different methods used for phosphorus
determination in aquatic organisms

3.2.

The efficiencies of the widely used combustion based
digestion method for phosphorus analysis of aquatic
organisms shown significant differences. The duration
of combustion exerted the most important effect on
sample decomposition and thus on the efficiency of
phosphorus retrieval. In contrast, acid type and the
acidity of the hydrolysing solution did not influence the
efficiency of digestion considerably.

Between-population  variability in the elemental

composition of fish and the affecting environmental
parameters

Trophic state of the ambient water was positively
related with carbon content and negatively with
phosphorus content. Furthermore, higher mean water
temperature coupled with higher carbon content. Thus,
local environmental conditions can generate significant
differences in the carbon, nitrogen and phosphorus
content.

The positive relationship between lipid content and
Fulton condition factor proved not as common as
previously thought based on the negative relationship
between Fulton condition factor and carbon content.
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3.3. Seasonal variability in the organismal stoichiometry of

fish

Significant seasonal variability within a population can
occur in the elemental composition of fish as a
consequence of lipid content alternations.

Seasonality contributed more to carbon and nitrogen
content than species identity; on the other hand
phosphorus content was primarily influenced by species
identity. Accordingly the extent of intraspecific
variation can exceed the interspecific differences.

3.4. Relationship between Fulton’s condition factor and
proximate body composition in three freshwater fish species

The strength and direction of association between K-
factor and proximate body composition (i.e. lipid,
protein, water and carbon content) can vary markedly
among fish species and seasons. These findings draw
attention to the importance of species-, and season-
specific approaches using the K-factor as a proxy of
body components.

Condition factor can be a reliable measure of lipid
content; however, the relationship was stronger in
species with higher and more variable lipid contents.

12
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