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1. Bevezetés

A mintavételi folyamat az Okologiai kutatdsok leglényegesebb része, hiszen a
rendelkezésre all6 mintdkon alapulnak a mért valtozo(k)ra vonatkozoé becslések és ezaltal a
vizsgélt rendszer allapotar6l levont kovetkeztetések [1, 2]. Az ¢él6lénykodzosségek
szerkezetét leird valtozok (fajgazdagsag, fajosszetétel, abundancia) pontos becslése
esszencialis mind az alap, mind az alkalmazott kutatasok, példaul a tér, -€s idébeli valtozasok
monitorozasa [3] vagy kornyezetmindsitési rendszerek megbizhaté miikddtetése soran [4].
A mintavétel reprezentativitadsanak novelése azonban nagyobb id6, eszkdz, -és pénzbeli
befektetést kovetelhet meg, illetve logisztikai akadalyok gatolhatjak, mikozben az erre
fordithatd erdforrasok altalaban jelentosen korlatozottak. A minta reprezentativitasdnak
maximalizaldsa és az ezzel jard koltségek minimalizalasa tehat egy komoly és széleskori

optimalizalasi probléma [5].

A mintavétel reprezentativitasat befolyasolhatjak tobbek kozt kdrnyezeti tényezdk, a
kozosséget alkotd fajok jellemvonasai (viselkedés, morfoldgia), illetve a hasznalt
mintavételi eszkdz sajatossagai. E tekintetben a vizes él6helyek kiilondsen nagy kihivast
jelentenek, hiszen példaul a viz mélysége, aramlési sebessége és atlatszosaga lényegesen
korlatozhatjdk a ténylegesen alkalmazhaté mintavételi eszkoztarat [6]. Eurdpaban az
édesvizi rendszerek standardizalt moédszereken alapuld, kozOsségi szintli, nemzetkdzi
monitorozasa 2000-ig nyulik vissza a Viz Keretiranyelv (2000/60/EC) bevezetéséig, amely
az Okologiai allapot meghatirozasara irdnyul [7]. A viztestek oOkologiai allapotanak
meghatarozasdban kulcsszereppel bir a halkozdsségek szerkezetének jellemzése [8],
azonban ehhez reprezentativ mintavételre, valamint megfeleld elemzési modszerek

hasznalatara van sziikség.

Halak mintavételezésére szamos metddus létezik, de hatékonysaguk nagyban
kiilonbozhet €l6helytipustol fliggden. A leggyakrabban hasznalt eszk6zok a kopoltythalo és
az elektromos haldszgép [8]. A kopoltyuhald6 megfelel6 a mélyebb, pelagikus zdénak
mintavételezésére, de a sekélyebb és jellemzden strukturaltabb litoralis régioban nem
hasznalhat6. Ezzel szemben az elektromos haldszgép sekélyebb vizekben alkalmazhato
konnyedén, viszont a mélység novekedésével, valamint az atlatszosag csokkenésével a
mintavételezd személy egyre keveésbé tamaszkodhat a vizudlis ingerekre. Tovabbi problémat
hordoz magéban az egyes eszkdzok faj, -illetve méretszelektivitasa. Mivel a kopoltytthalok

passziv mintavételi eszk6zok, hatékonysdguk nagyban fiigg a halak aktivitasatol [9].



Meéretszelektivitasuk  bizonyos mértékben a megfeleld szembdség valasztasaval
szabalyozhato. Kiilonb6z6 szembdségii halok egyidejli hasznalata bdvitheti a gylijthetd fajok
korét, a mintavételezhetdé populaciot [10], de ez nagyobb mintavételi befektetést kovetel
meg. Az elektromos haldszgép, mint aktiv mintavételi eszkoz, nyilt vizen — illetve koriilbeliil
1,5 m mélységet meghaladd viztestben, ahol mar csénakbdl térténne a mintavétel —
kialakitasabol addddan igencsak szelektivvé valhat, a bentikus fajok jelenlétét ohatatlanul

alabecstli.

Tobbféle mintavételi eszkdz egylittes hasznélata tehat reprezentativabb eredménnyel
szolgalhat kvalitativ (jelenlét-hidny) adatokra nézve, azonban infrastrukturalis vagy
logisztikai szempontbdl joval nagyobb raforditast igényelhet. Emellett szamitasba kell venni
a kiilonb6z6 eszk6zok Osszehasonlithatosagat kvantitativ  gylijtésre  vonatkozodan.
Abundancia vagy biomassza felmérések soran a kiilonb6z6 eszkdzok nagyon eltérd becslést
adhatnak kiilonboz6 fajok esetén [11]. Kovetkezésképpen nagy igény mutatkozik egyetlen,
sz¢les korben is megbizhatéan hasznédlhaté mintavételi mod irdnt. Az optimalis mintavételi
eljaras meghatidrozasa ezért intenziven tanulmanyozott kérdéskor a halkozosségek
reprezentativ felmérésének, illetve a monitorozd programok fejlesztésének érdekében [8,

12-15].

A Balaton haldllomanyanak tradiciondlis halaszeszkdzokkel torténd (kopoltyuhalo,
elektromos halaszgép) tudomanyos igényli monitorozasa mar tobb évtizedes multra tekint
vissza [16-18], azonban a halk6zosség szerkezetét leird valtozok pontos értekének
meghatdrozasa tovabbra is problémat jelent a té6 hatalmas mérete és a gylijtési eszkozok
szelektivitdsa miatt. A gyQjtések 1ddigényességébdl fakaddan (példaul a kopoltythalokat
tobb oras idOtartamra kell kihelyezni és Orizni) a vizsgalhato helyek szama is erdsen

korlatozott.

A monitorozds modszertani fejlesztésében igéretes alternativanak bizonyulhat a
kozosségek kornyezeti DNS alapjan torténd leirdsa [19, 20]. A mddszer az ¢€l6lények
kozvetett detektaldsan alapul a kdrnyezeti matrixban (talajban, vizben, levegdben) jelenlévo
DNS fragmentumok kimutatdsa 4altal [21]. Eldnyei tobbek kozott az i1d6, -és
energiahatékonysag, az érzékenység €s a non-invaziv jelleg [22-25]. Kisebb rafordités
mellett tehdt azonos vagy nagyobb hatékonysagu mintavételt tesz lehetdveé, rdadasul
kikiiszobolhetd az élolények fizikai sériiléseinek kockazata (mely veszély fennall a nem

megfeleld szembdség, illetve dramerdsség alkalmazéasakor). Ebbdl kifolyolag kezdetektdl



fogva nagy népszeriiségnek drvend a tudomanyos kdzosségen beliil, hiszen alkalmazasa 1j
tavlatokat nyithat szdmos kutatési teriileten, igy az 6koldgiai vizsgalatokban is. Az els6 ilyen
jellegli felmérések alig tobb, mint egy évtizede lattak napvilagot és csupan néhany, eldre
meghatarozott célfaj detektalasara iranyultak [25, 26]. KésObb, az Gijgeneracios szekvenalasi
eljarasoknak [27] kdszonhetéen lehetévé valt a magasabb taxondmiai szintli csoportok
képviseldinek egyidejii kimutatdsa is, ami tovabbi lendiiletet adott a modszer
alkalmazaséanak ¢s fejlodésének [28-31]. Ennek ellenére a megbizhatd felhasznalast 6vezd
ismeretanyag még nagyon hianyos. Feltarasra var tobbek kozott a kiilonbozo €lohelytipusok
¢s ¢élolénycsoportok esetén mutatott teljesitménye, habar édesvizi kornyezetben kiegészitd
eszkozként mar bizonyitott a hatékonysaga [12]. Edesvizi halkozosségek felmérése soran a
detektalt fajszam jellemzden meghaladja a hagyomdnyos modszerekkel nyert értékeket [32],
bar a legtobb vizsgalatban a kdrnyezeti DNS és a hagyomanyos modszerek esetén is
eléfordultak olyan fajok, melyek jelenlétét kizarolag az egyik modszer mutatta ki [12, 33].
Ahhoz tehat, hogy 6nélloan a kornyezeti DNS adatokra tdmaszkodni lehessen a szélesebb
korli komparativ vizsgélatok és abundanciabecslés soran, sziikség volna egy standard

protokoll meglétére mind a terepi, mind a laboratériumi eljaras tekintetében.

A nyers adatok megszerzését kovetden kardinalis kérdést jelent a kielemzésiik maodja,
melynek elsd 1épése az adatok standardizalasa. A nem detektalt, de jelenlévd fajok ugyanis
allando problémat jelentenek: mivel a mintak feltételezhetden nem teljesek, de a nem
detektalt fajok szama ismeretlen, ezért az Osszehasonlitds csak valamilyen szempontbodl
egyenértékiivé tett mintakkal végezhetd el. Erre szamos lehetdség kinalkozik €s a valasztast
koriiltekintéen kell megtenni, mivel a végeredményt nagyban befolyasolhatja [34]. A
biologiai sokféleség tér, -és iddbeli valtozasait a kutatok legtobbszor azonos méretli
mintavételi terliletre standardizalt vagy azonos szamu egyedet tartalmaz6 mintdkon szoktak
Osszehasonlitani [35]. Viszonylag Gjabb megkdzelitési méd a minta teljességét mérd un.
lefedettség (,,sample coverage” [36]) alapjan torténd standardizalas. A lefedettség
voltaképpen becslést ad arra vonatkozodan, hogy a teljes kozdsség egyedeinek mekkora
aranya tartozik olyan fajhoz, mely jelen van a mintaban. Minél magasabb ez az érték, annal
kisebb a nem detektalt fajokat képviseld egyedek aranya. Azonos lefedettségli mintak
Osszehasonlitdsakor az egyes mintdkban jelen 1évd fajok a kdzosségek egyedeinek azonos

aranya altal képviseltetnek; ilyen modon tehat korrekt 6sszehasonlitas végezhetd el [34].

Amennyiben egy vizsgalt kozosség biodiverzitasdnak becslése a cél, tobb kiilonbozd

mérdszam is rendelkezésre all, melyek azonban eltérd részinformaciokat hordozhatnak. A



fajgazdagsag, illetve fajszdm az egyik legalapvetobb mutatoja a diverzitdsnak. A fajszam
Oonmagaban azonban nem feltétleniil ajanlatos moddja a diverzitas jellemzésének, hiszen
pontos becslése erdsen fligghet a gylijtott egyedek szamatodl és a kozosségben jelenlévo fajok
a diverzitds mértékének meghatirozdsa soran. Olyan Okoldgiai vizsgélatokkor, melyek
esetén szamit, hogy az egyes fajok milyen mértékben jarulnak hozza az Okoszisztéma
miikédéséhez (példaul mekkora biomasszaval vannak jelen), elengedhetetlen a fajok relativ
abundancia adatainak feltarasa. Jollehet, a ritka fajok nem feltétleniil elhanyagolhatoak, s6t
esetenként kulcsfontossdguak lehetnek (példaul a csucsragadozok), illetve a konzervacios
vagy gazdasagi torekvések fokuszaban allhatnak [37]. A relativ abundancia beépitésének
érdekében szdmos diverzitas index keriilt mar kidolgozésra, de a hagyomanyos indexek tobb
olyan tulajdonsaggal is birnak, melyek problémassd tehetik a hasznalatukat [34, 38].
Ellenben a Hill-szamok [39] matematikailag egységesitett indexcsaladja segitségével
athidalhatéak a hagyomanyos indexek korlatjai. A Hill-szamok folytonos moddon
szamszerlsitik a diverzitast: egyetlen paraméter, az egyenlet Gn. skdlaparaméterének
valtoztatasaval meghatarozhatd, hogy a szamitds soran milyen sullyal van figyelembe véve
a fajok tomegessége. Ez gyors és egyszerli modon teszi lehetové a sokféleség kiilonbozo
szempontu jellemzését, vagyis a kimutatott dsszes faj szamat és/vagy a tomegesebb fajok
jelentéségének megadasat. Az altalanosan valasztott harom skalaparaméter nevezetes Hill-
szamok értékét adja eredményiil, szemléletesen: a teljes fajszamot, valamint a tipikus és a
dominans fajok hozzajarulasat a kozosség diverzitasahoz. Raadasul az azonos eldnnyel biro
Rényi-entropidval szemben a Hill-szamok értékei linedrisan valtoznak. Az egység ugyanis,
amelyben kifejez0dnek, az un. effektiv fajszam. A vizsgalt kozosség effektiv fajszama
megfelel egy olyan hipotetikus kozdsség fajszamanak, amit a Hill-szdm értékével egyenld
szamu, azonos tomegességli faj alkot. Ez az effektiv fajszam adhaté meg a ritka fajok valtozo

sulyozasu figyelembevételével.

A kozosségre jellemzd diverzitas azért is nehezen mérhetd, mert nagyban fligghet a
mintamérettdl. A fajszdmot az egyedszam, illetve a mintavételek szamanak fiiggvényében
abrazolo gorbe jellemzden meredeken emelkedik a mintavétel kezdetén, de a mintaméret
novekedésével egyre inkabb ellaposodik [35]. Ez a tendencia abbdl adddik, hogy a jelenlévd
fajok egyre nagyobb hanyada lesz kimutatva és igy egyre kisebb az esélye 0j fajok
detektalasanak. Kovetkezésképpen kiilonbozé kozosségek észlelt fajszama nem csak a

tényleges fajszambeli eltérés vagy a fajok relativ abundancijanak eltéré mintazata, hanem



az eltéro lefedettséget eredményez6 mintaméret miatt is kiilonbozhet [40]. Ebbdl kifolydlag
az érvényes Osszehasonlitdsok érdekében meg kell gy6zédni az dsszehasonlitandd mintak
elégséges reprezentativitasarol, melynek kézenfekvé modja a telitddési (,,accumulation™),
illetve a ritkitasi (,,rarefaction”) gorbék szemrevételezése, kieclemzése [35]. Mig a telitddési
gorbék a ténylegesen detektalt fajok teljes (kumulalt) szamat mutatjdk, addig a ritkitasi
gorbék készitésekor randomizacids alapon szamitddik az adott mintavételi szdmhoz vagy
egyedszamhoz tartozo atlagos fajszdm. Adott k6zosség mintavételébdl felallitott ritkitasi
gorbe tehat tulajdonképpen a mintakbol adddo telitédési gorbére vonatkozd becslésnek
tekinthetd. A ritkitasi gorbék eldnye, hogy lefutdsuk fiiggetlen a mintak gytijtési sorrendjétol,
ezaltal a mintavételi eréfeszités fiiggvényében vérhatdé fajszamra altaldnosabb ¢és

megbizhatobb becslést adnak, mint a telitddési gorbék.

2. Célkituzés

Vizsgélatunk célja a Balaton haldlloményénak 0sszehasonlitd jellemzése kornyezeti
DNS mintavételekre ¢és hagyomanyos mintavételi eszkozokre tamaszkodva a té
monitorozasi modszertananak fejlesztése érdekében. FO célunk, hogy megallapitsuk az
egyes mintavételi modszerek egymdashoz viszonyitott hatékonysagat a kozosségszerkezet
jellemzéséhez. Ennek részét képezi egy Osszesitett fajlista felallitisa és a sokféleséget
jellemzé mérészamok szamszerlsitése a minta méretének fliggvényében teljes tora és a to
6 él6helytipusaira (nyilt viz, partmenti zona €s ezen beliil kiko6td, partvédd kovezés, nadas)
nézve egyarant. Célunk tovabba a fo élohelytipusok haldllomanyanak Osszehasonlitdsa az
alkalmazott mintavételi eljaras figyelembevételével. Kutatasunk irdnyad6 kérdései a

kovetkezok:

* Milyen mértékben tér el a hagyomanyos mintavétel és a kornyezeti DNS alapjan

kapott kozosségdsszetétel?

» Miként valtozik a fajszam és egyes diverzitasi mérdszdmok értéke a minta méretének
(mintavételi szam, illetve egyedszam) fliggvényében az egyes ¢ldhelytipusokban és

a teljes to szintjén?

= Milyen hasonlosagok és kiilonbségek vannak a haldllomany Osszetételében az egyes

¢l6helytipusok kozott?



3. Anyag és modszer

3.1 Mintavétel

A vizsgélat helyszine, a Balaton K6zép-Eurdpa legnagyobb sekély tava. A t6 feliilete
596 km?, atlagmélysége 3,3 m. Partvonaldnak nagy része beépitett, a természetes nadas mara
erésen tagolt és csupan 11 km? dsszteriiletii. A hagyomanyos eszkdzokkel torténd mintavétel
az elektromos halaszgép esetén 2022. julius 11. és julius 15. kozott, illetve a kopoltyuhald

esetén 2022. augusztus 29. és szeptember 12. kozott zajlott.

Elektromos halaszgéppel tortént a partmenti régio felmérése 18 telepiilés szerint
kijelolt helyszinen, a t6 minden medencéjét és északi és déli partjat is egyenletesen
reprezentaldan (1. dbra). Minden helyszinen dsszesen 3 felmérést végeztiink: a kikotd belsd,
hullamveréstdl védett részén, valamint a kiilsd kovezés mentén és a kornyezd nadas
belsejében — az ¢éldhely méretétdl fiiggden 100-300 m hosszi szakaszokon a Nemzeti
Biodiverzitds-monitoroz6 Rendszer és a Viz Keretirdnyelv mindsitési modszertananak

megfelelden [41, 42].

Akopoltythaloval torténd felmérés szintén a standard protokoll szerint zajlott [41, 42],
a to 4 medencéjének mindegyikében 4 mintavételi helyszinen [15, 43], a t6 halallomanyanak
monitorozasadnal alkalmazott allandd mintavételi helyszineken (1. &bra). A protokoll
eldirasainak megfelelden tobbpaneles kopoltytihdlokat alkalmaztunk a kovetkezOk szerint.
1,5 m vizmélységig a CEN (Comité Européen de Normalisation) 14757:2015 szabvanyban
szerepld, vizfenékre siillyedd bentikus halo (,,nordic gillnet”, NG) 1,5 m magas valtozatat,
mely 12 db, 5-55 mm kozotti szembdségli, egyenként 2,5 m hosszu panelt tartalmaz. A
nagyobb méretli (500 g folotti) halak kimutathatésaga érdekében tovabbi, nagyobb
szembdségli (65-80 mm) kiegészité halopanelokat is hasznaltunk. Minden mintavételi
ponton legaldbb 3 db szabvanyhalot (NG) és 2 db kiegészitd halot helyeztiink ki. 1,5-3 m
kozotti vizmeélységnél ezenfeliil kihelyeztiik a szabvanyhald 3 db 3 m magas, vizfenékre
siillyedd bentikus véltozatat. 3 m-t meghalado vizmeélységnél tovabbi 3 db, a szabvanyhald
1,5 magas, felszinhez igazodd valtozatat alkalmaztuk. Mivel a mintavételi erdfeszités
fajonként igen eltérének tekinthetd, az Osszehasonlithatosdg érdekében az elemzést
megeldzden standardizaltuk az egyedszam értékeket tekintettel arra is, hogy a mintavételek
a teljes vizoszlopra nézve reprezentativak legyenek [41]. Az 1,5 m-nél sekélyebb mintavételi
pontok esetén halopanelonként 2,5 m halohosszra és 1 6ra mintavételi idOtartamra vetitett

fogast (,,catch per unit effort”, CPUE) adtuk meg. 1,5-3 m kozti vizmélységnél az el6bb leirt

9



standardizalasi mod mellett a 3 m magas bentikus hald fogdsat vettiik alapul. 3 m-nél
nagyobb vizmélység esetén ezt kiegészitettilk a felszinhez igazodd halé eredményeinek
méterben kifejezett vizmélységgel (h) aranyos részével:

h—-3

CPUEteljes = CPUEpentikus + CPUEfelszini X 1—5

A kornyezeti DNS kimutatasdhoz sziikséges vizmintdkat 2022. jalius 11. és
szeptember 26. kozott gyljtottik atlagosan 11,65 1 (legalabb 8 1, legfeljebb 12 1)
mennyiségben, Osszesen 81 ponton. A partmenti mintdk az elektromos haldszgép
mintavételeivel megegyez0 pontokrol szarmaznak. A nyilt vizi mintdk gyljtése 9
keresztszelvény mentén zajlott, melyeket a té hosszadban egyenletesen elosztva jeldltiink ki.
A keresztszelvények egyenként 3 mintavételi pontot foglalnak magukba: az északi parttol
szamitott 200 m-es tavolsagnal, tokozépnél, valamint a déli parttél szamitott 200 m-es
tavolsagnal (1. abra). A mintavételt csonakbol végeztiik egy sziiréfejjel ellatott, tartoridhoz
rogzitett, eldobhatdo gumicsdvel, mely szlirdmembrant tartalmazé miianyag kapszuldhoz
csatlakozott (VigiDNA 0,45 um crossflow szirdkapszula SPYGEN). A szirdmembran
szolgalt a DNS kitapadasi feliileteként, igy a keresztiilszivattyizott viz a mintavételi
folyamattal egyiddben keriilt megszlirésre. A mintavétel befejezésekor a kapszuldban 1évo
maradék vizet leengedtiik, majd feltoltottik 80 ml CLI1 tartdsito puffer folyadékkal
(SPYGEN). A mintdkat a DNS kivonasig szobahdmérsékleten taroltuk. Minden egyes
mintavétel alkalmaval teljesen steril, j mintavételi eszkozt (sziirdfejet, gumicsovet,
membrant, tartorad bevono steril miianyag csovet) hasznaltunk a genetikai szennyezés

elkeriilése érdekében.
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1. abra — A mintavételi pontok elhelyezkedése. ®: partmenti mintavétel (elektromos haldszgép és kornyezeti
DNS); O: nyilt vizi mintavétel (kopoltythald); O: nyilt vizi mintavétel (kdrnyezeti DNS).

3.2 Kornyezeti DNS kimutatasa

A DNS-kivonast, amplifikaciot, szekvenalast és bioinformatikai feldolgozast a

SPYGEN cég laboratoriumaban végezték el Pont és mtsai. [44] altal leirt eljaras szerint.

3.2.1 DNS-kivonas

A mintaelOkészités elsd Iépéseként a folyadéktartalmi kapszuldkat S50
razokésziilekbe (CAT Ingenieurbiiro™) helyezték 15 percre, 800 rpm (fordulat/perc)
sebesség beallitasaval. Ezt kdvetden a tartositofolyadékot 50 ml-es csdbe toltottek at és 15
percen keresztiil, 15 000xg erdvel centrifugaltak. A feliiluszo eltavolitasa utan visszamarado
15 ml folyadékhoz 33 ml etanolt és 1,5 ml natrium-acetat oldatot (3M) adtak hozza, majd -
20 °C-on taroltak el legaldbb egy éjszakara. Ezt kovetden ismét centrifugéltak, 6 °C-on,
szintén 15 perc hosszan és 15 000xg erdvel. A feliilisz6 eltavolitdsa utdn hozziadtak a
DNeasy Blood & Tissue Extraction Kit (Qiagen) ATL pufferét 360 pl mennyiségben. A
vortexelést kovetden keletkezd feliiliszot 2 ml-es csObe pipettaztak €s 20 pl proteinaz-K-t

adtak hozza. Végiil 2 oran keresztiil inkubaltak 56 °C-on.

A DNS-t a NucleoSpin® Soil kit MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.) segitségével
vontéak ki a leiras 6. 1épésétdl kezdve, a gyarto utasitdsainak megfelelden. A kimosast 100 pl

SE puffer kétszeri hozzdadasaval végezték.
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3.2.2 Amplifikdcio

A DNS mennyiségét hagyomdanyos PCR (,,polymerase chain reaction”) utjan
sokszoroztak fel. A reakcioelegyet 25 ul végtérfogatra egészitették ki, mely templatként 3 pl
DNS extraktumot tartalmazott, tovabba: 1 U AmpliTaqg Gold DNS-polimerazt (Applied
Biosystems), 10 mM-os Tris-HCI puffert, 50 mM-os KCl-ot, 2,5 mM-os MgCl>-ot, 0,2 mM-
os dNTP-t (dezoxi-nukleotid-trifoszfatokat), 0,2 pM-os ,teleo” primereket (csontoshalak
os human blokkol6 primert [23] és 0,2 pg/ul szarvasmarha szérumalbumint (BSA, Roche
Diagnostic). A ,teleo” primerek rendelkeztek egy nyolc nukleotidbol allo, adott PCR
replikdtumra egyedi (forward és reverse primerek esetén megegyezd) jeldléssel az 5' végen,

mely lehetéveé tette a szekvencidk megfeleld mintdhoz val6 hozzarendelését.

A kezdeti 10 perces, 95 °C-on zajlo denaturalast kovetd 50 ciklus az alabbi 1épésekbol
allt: 30 masodperc 95 °C-on, 30 masodperc 55 °C-on és 1 perc 72 °C-on. Végiil a befejezd
elongécids 1épés 72 °C-on 7 percen at tartott. Minden mintavételi helyszinhez tartozo

filtratum esetén 12 PCR futtatast végeztek el.

Az amplifikalt mintakat kapillaris elektroforézissel (QIAxcel; Qiagen GmbH) titraltak,
majd a MinElute PCR purifikalo kittel (Qiagen GmbH) tisztitottdk és egy ismételt kapillaris

elektroforézissel titraltak.

3.2.3 Szekvenadldas

A tisztitott PCR-termékeket egyenld mértékben egyesitették a mintanként 500 000
olvasat, mint elméleti szekvenalasi mélység elérés. A konyvtarkészitést a MetaFast protokoll
[45] alapjan, a parositott végli szekvenaldst (2x125 bazispar) az Illumina MiSeq
szekvenaldval (Illumina) a MiSeq Kit v3 (Illumina) segitségével, a gyartoi utasitasok szerint

végezték.

A leolvasasokat Valentini és mtsai. [31] altal ismertetett modon, az OBITools
szoftvercsomag [46] programjainak segitségével elemezték. A forward ¢és reverse
olvasatokat az illuminapairedend programmal illesztették, a megfeleld mintakhoz pedig az
ngsfilter programmal rendelték hozza Oket. A teljes adathalmazt az egyes mintdkhoz tartozé
kiilonalld adathalmazokra az obisplit programmal osztottak fel. A teljesen azonos
szekvenciakat az obiuniq program segitségével vontak Ossze. A 20 bazisparnal rovidebb,
mintanként 10-nél kevesebbszer el6forduld, illetve az obiclean program révén ,.internal”

jeloléssel ellatott (nagy valoszintiséggel PCR hibat hordozd) szekvencidkat elvetették. A
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MOTU-k (,,Molecular Operational Taxonomic Unit”) taxondmiai hozzarendelését az ecotag
programmal végezték. Az illesztésekhez sziikséges referenciaként a SPYGEN altal a Duna
vizgyljto tertiletére készitett ,, DANUBE 2022” és a Nyugat-Europabol szarmazoé mintak
felhasznalasaval 0Osszeallitott ,,SPYGEN” elnevezésti adatbazisok, illetve a GenBank
adatbazisa [47] szolgalt. 98%-nal kisebb hasonldsag esetén a MOTU-kat eltavolitottak.
Végiil az 0Osszes szekvenciat, amelynek el6fordulasi gyakorisdga taxononként &s
konyvtaranként 0,001 alatti volt, elvetették. Erre azért van sziikség, mert eléfordulhat, hogy
a szekvencidk az ugynevezett ,tag-jump” [48] miatt nem ahhoz a mintdhoz lesznek
hozzarendelve, melybdl ténylegesen szdrmaznak és igy akar mesterséges modon ndvelhetik
is a detektalt diverzitast a valodi diverzitashoz képest [49]. A nevezéktant Kottelat és Freyhof

munkéja [50], valamint a FishBase adatbazis [51] alapjéan allitottak Ossze.

3.3 Statisztikai adatelemzés

3.3.1 Diverzitds-becslések

Az adatokat az R 4.2.2 [52] statisztikai kdrnyezetben elemeztiik ki. Ritkitasi gorbéket
allitottunk fel az iNext csomag [53] felhasznalasaval a kovetkezOk szerint: a lefedettségre
standardizalt mintdkra [34] meghatiroztuk a vérhato diverzitds profilt, mely harom

nevezetes Hill-szamot [39] foglal magaban.

A standardizalas soran elsé 1épésként a Datalnfo funkcié hasznalataval becsléseket
adtunk a mintahalmazok (él8helytipusok szerint csoportositott mintdk) lefedettségére

vonatkozoan a kovetkezd képlet alapjan:

_ fi (n—1f
c=1% (n—l)f1+2le

Ahol C amintalefedettség, f; a singleton taxonok szadma (melyek a mintahalmazban egyetlen
egyeddel képviseltetnek), f, a doubleton taxonok szdma (melyek a mintahalmazban
pontosan kettd egyeddel képviseltetnek) és n a mintahalmaz teljes egyedszama az
egyedszamon alapuld szamitasok esetén. Mintavételi szamon alapul6 szamitasoknal f; az
unikalis taxonok szdma (melyek egyetlen mintavételi egységben fordultak eld), f, a
duplikum taxonok szdma (melyek pontosan ketté mintavételi egységben fordultak eld) és n

a detektalt jelenlétek teljes szdma.

Ezt kdvetden Osszehasonlitottuk az egyes mintahalmazok becsiilt lefedettség értékét

¢s meghataroztuk a legkisebb értékii, megfigyelt lefedettséget. Végiil az estimateD funkciod
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segitségével minden mintahalmazra lekértiik az el6z6 1épésben meghatarozott lefedettség
eléréséhez sziikséges legkisebb egyedszamot, illetve mintavételi szamot €s a hozza tartozo

varhato diverzitasértékeket.

A diverzitasértékek megadasara szolgald Hill-szamok kiszamitdsa az alabbi egyenlet

szerint tortént:

1/(1-q)

"D=<ip?>

i=1

Ahol S a vizsgalt kozosség taxonszama, p; az i-edik taxon relativ abundancidja a kozosséget
reprezentald 6sszes mintaban (p; = X;/n, ahol X; az i-edik taxon detektalt egyedszama és n
a mintahalmaz teljes egyedszama). Mintavételi szamon alapuld szamitasok esetén p; az i-
edik taxon relativ jelenléte a kozdsséget reprezentdld 0sszes mintdban (p; = Y;/U, ahol Y;
azon mintak Osszege, melyben az i-edik taxon jelen van és U a taxonok detektalt

jelenléteinek teljes szama a mintahalmazban). Tehat ¥'3_, p; = 1 mindkét esetben.

A skalaparaméter, q hatdrozza meg a mintahalmazban val6 relativ relativ abundancia
értékek (illetve relativ jelenlét értékek) figyelembevételének mértékét. Amikor g = 0, akkor
az egyes taxonok relativ abundancigja (illetve relativ jelenléte) nem befolyasolja az 6sszeget
— ekkor a szamitds tulajdonképpen a teljes taxonszamot adja eredményiil. g = 1 esetén
hatarértéke van, amely a Shannon-index exponencidlisanak feleltethetd meg és melyre
Shannon diverzitasként fogunk hivatkozni — ekkor az egyes taxonok a relativ
abundanciajukkal (relativ jelenlétiikkel) aranyosan stlyozottak, ennek megfeleléen jarulnak
hozza a kozosség diverzitasértékéhez. Ha q = 2, akkor az eredmény a Simpson-index
inverzét adja, melyre Simpson diverzitasként fogunk hivatkozni. Ebben az esetben a gyakori
taxonok aranylag nagyobb sullyal, mig a ritka taxonok aranylag kisebb sullyal vannak
figyelembe véve. A relativ abundancidk (relativ jelenlétek) kozti kiilonbségek tehat annal
jobban szamitanak, minél nagyobb értékii a g paraméter. Altalanossagban az 6sszefiiggés a
kovetkezoképpen értelmezhetd: ha 1D = x, akkor a vizsgalt g-ad rendii diverzitast kozosség
diverzitdsa megegyezik egy olyan hipotetikus vagy idealizalt kozosségével, melyet x
egyforman tomeges faj alkot. A Hill-szdmok éppen ezért effektiv fajszamokként vagy
fajszam-ekvivalensekként is felfoghatdak. Elemzéseink soran olyan diverzitas profilt
allitottunk 6ssze az egyes €l6helytipusokra, illetve a teljes tora nézve, melyek az elobbiekben

folsorolt nevezetes Hill-szamok mindegyikével jellemzik a halkdzosségek diverzitasat. Ily
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modon megadtuk a kozosségeket alkotd 0sszes taxon szamat (g = 0), valamint a Shannon

diverzitast (g = 1) és a Simpson diverzitast (g = 2) kifejezo effektiv taxonszdmokat.

A kozosségeket leird diverzitasértékeket a minta méretének fliggvényében is
megadtuk. Az INEXT funkciéval kinyerhet6 minden egyedszam, illetve mintavételi szam
mellett a varhato Hill-szdm érték. Ezen értékeket ritkitasi gorbék formajaban abrazoltuk, ami
lehetdvé teszi az eredmény mintavételi befektetéstdl valo fliggésének megfigyelését,

tovabba a minta reprezentativitdsanak becslését.

3.3.2 Kozosségszerkezet-elemzések

Az egyes ¢lohelyeken megfigyelt, illetve a kiilonb6zé mintavételi modszerekkel
kimutathat6 kozosségszerkezetet, a fellelheté hasonlosagokat és kiilonbozoségeket a nem-
metrikus tobbdimenzids skaldzas (,,non-metric multidimensional scaling”, NMDS)
modszerével [54] jellemeztik. A kozOsségek Osszehasonlitdsdhoz a kompozicios
(jelenlét/hiany) adatoknal a Jaccard indexet, mig a relativ abundancia adatoknal a Bray-
Curtis indexet alkalmaztuk [8]. A relativ abundancia adatokat az elemzések megkezdése elott
Hellinger-transzformaltuk az értékek (egyedszam, ill. szekvenciaszdm) Iéptékeinek
kiegyenlitésé¢hez. Az NMDS eredménye annal jobb, minél kisebb az elemzés un.
stresszértéke (mely az eredeti matrixban és a redukalt ordinacids térben 1évo tavolsagok
kapcsolatanak tokéletes monotonitastol vald eltérésének mértékét fejezi ki). A 0,2 alatti

stressz érték altaldban mar elfogadhat6 [1].

Az ¢léhelytipusok, illetve mintavételi modszerek szerint alkotott mintahalmazok
csoportjai kozti, kozosségszerkezetben fellelhetd eltéréseket az ANOSIM statisztikai
probaval [54] teszteltiik. A proba tesztstatisztikdja, az R érték -1 és 1 kozotti lehet; ha 0,
akkor a tesztelt csoportok kozotti hasonlosag és a csoportokon beliili hasonlosag
megegyezik. 0-tdl tavolabbi érték arra utal, hogy a csoportok kozti €s a csoportokon beliili
hasonlosag kiilonbozik. A negativ értékek azt jelzik, hogy a hasonldsag kisebb a csoportokon
beliil, mint a csoportok kozott. Pozitiv értékek esetén a csoportokon beliili hasonldsag
nagyobb, vagyis a csoportositott mintak valoban elkiiloniilnek a csoportosito tényezd szerint.
Az R érték szignifikanciaszintjét permutdcion alapuld teszttel hatdroztuk meg (9999

futtatas).

Az NMDS ¢és az ANOSIM elemzéseket is a vegan csomag [55] felhasznaldsaval

végeztiik el.
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4. Eredmények

4.1 Kimutatott taxonok

Felméréseink sordn Osszesen 20 763 egyedet és 41 265 506 szekvenciaolvasatot
gyljtottiink a hagyomanyos, illetve a kornyezeti DNS mintavételekkel. A teljes tobol a
kiilonb6zé moédszerek eredményeit dsszesitve 32 taxont mutattunk ki: 29 taxont faji szinten

meghatarozva, 2 taxont genus szinten meghatarozva, illetve 1 hibridet.

Modszerek szerinti bontasban 30 taxont mutattunk ki kornyezeti DNS
mintavételekkel, 24 taxont elektromos haldszgéppel és 17 taxont kopoltyuhaléval (1.
tablazat). A genus szinten meghatarozott taxonok a kornyezeti DNS mintavételek
eredményei. A Sander genus esetén a faji szintli elkiilonités a szekvenciaadatok alapjan nem
volt lehetséges. A Hypophthalmichthys genus esetén jellemzd a fajok kozti hibridizacio,
azonban mivel a mitokondridlis szekvenciaadatok alapjan a hibridek azonositdsa nem

lehetséges, az eredményeket dsszevontuk.

Az egyes taxonok kimutatasanak gyakorisdga (vagyis, hogy atlagosan hanyszor
fordultak el a mintavételek soran) is eltéronek adodott az alkalmazott modszerek, valamint
az ¢l6helytipusok kozott. A kozos taxonjegyzék (Sander fajok egybevonasa a hagyomanyos
modszerek esetén is) adatainak hétérkép jellegli abrazolasabol (2. abra) kiolvashatd az
altalanos 0sszefiiggés, miszerint barmely él6hely esetén jellemzden nagyobb volt a taxonok
eléfordulasi gyakorisdga a kdrnyezeti DNS mintavételek soran. A nyilt vizi mintdkra voltak
jellemzdek a legnagyobb relativ eléfordulési gyakorisag értékek, szemben a partmenti zona
¢léhelytipusaival, melyek esetén atlagosan kisebbnek bizonyultak a taxononkénti relativ
eléfordulasi gyakorisag értékek mindkét mintavételi eszkoz hasznélatakor. Ezt az
¢l6helytipusok kozotti konturos eltérést a kornyezeti DNS mintavételek eredményei adjak.
Ha csupan a hagyomanyos eszk6zok adatait vetjiik 6ssze, mar nem mutathaté ki jelentds

eltérés.
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1. tdblazat — A kimutatott taxonok és abundancidjuk a mintavételi modszerek szerint: kornyezeti DNS
(szekvenciaolvasatok szdma), elektromos halaszgép €s kopoltythalé (egyedszam).

Abramis brama (dévérkeszeg)
Abramis brama x Rutilus rutilus
Alburnus alburnus (szélhajto kiisz)
Ameiurus melas (fekete
torpeharcsa)

Anguilla anguilla (angolna)
Barbus barbus (marna)

Blicca bjoerkna (karikakeszeg)
Carassius gibelio (eziistkarasz)
Cyprinus carpio (ponty)

Esox lucius (csuka)
Gymnocephalus cernua (vago
durbincs)

Hypophthalmichthys sp. (busa
fajok)

Lepomis gibbosus (naphal)
Leuciscus aspius (balin)

Lota lota (menyhal)

Misgurnus fossilis (réti csik)
Neogobius fluviatilis (folyami géb)
Neogobius melanostomus
(feketeszaju géb)

Pelecus cultratus (garda)

Perca fluviatilis (siigér)
Proterorhinus semilunaris (tarka
geb)

Pseudorasbora parva (razbora)
Rhodeus amarus (szivarvanyos
okle)

Romanogobio vladykovi
(halvanyfoltu kiill6)

Rutilus rutilus (bodorka)

Salmo trutta (sebes pisztrang)
Sander sp.

Sander lucioperca (siill6)
Sander volgensis (késiill6)
Scardinius erythrophthalmus
(vorosszarnyu keszeg)

Silurus glanis (harcsa)

Squalius cephalus (fejes domolyko)
Tinca tinca (compo)

Umbra krameri (1api poc)

Kornyezeti Elektromos oy ooz
DNS halaszgép  ePoltyuhalo
11 190 730 57 591
0 0 1
12 864 619 8221 7142
2 065 866 1688 9
1489 2 0
1080 0 0
221 729 5 79
42 997 41 9
306 559 84 23
83 357 6 0
442 554 0 69
222712 0 0
1 658 566 161 0
239 027 20 14
0 2 0
87 0 0
3612072 108 8
3085 0 0
123 916 0 116
1168 022 418 0
653 571 36 0
14 822 13 0
201 234 63 0
97 607 6 5
2249 167 1226 113
65 433 0 0
929 646 - -
- 62 109
- 2 57
1774955 175 2
877 959 8 1
28 720 1 0
123 101 10 0
824 0 0

17



| Nyiltviz | Kikétd | Koévezés | Nadas |

Umbra krameri

Tinca tinca

Squalius cephalus

Silurus glanis

Scardinius erythrophthalmus
Sander sp.

Salmo trutta

Rutilus rutilus

Romanogobio viadykovi
Rhodeus amarus

El6fordulasi gsetudorﬁsbora pa(lva .
‘o roterorhinus semilunaris
gyakorisag Perca fluviatilis
100 Pelecus cultratus
) Neogobius melanostomus
075 Neogobius fluviatilis
; Misgurnus fossilis
Lota lota
0,50 Leuciscus aspius
Lepomis gibbosus
0,25 Hypophthalmichthys sp.
Gymnocephalus cernua
0,00 Esox lucius
| Cyprinus carpio

Carassius gibelio
Blicca bjoerkna
Barbus barbus
Anguilla anguilla
Ameiurus melas
Alburnus alburnus
A. brama % R. rutilus
Abramis brama

k6|:ny. halgy. k6|lfny. halgy. k6|lfny. halgy. ké;ny. halgy.
DNS DNS DNS DNS

2. abra — A kimutatott taxonok él6helytipusokon beliili relativ eléfordulasi gyakorisaga mintavételi modszerek
(kornyezeti DNS, illetve hagyomanyos eszkdzok) szerint.
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4.2 Diverzitas-becslések

4.2.1 Egyedszam alapu becslések

Egyedszamon alapuld diverzitas-becsléseket a hagyoméanyos mintavételi eszkdzok
eredményein végeztiink. A legkisebb megfigyelt lefedettség érték a nyilt vizen gyiijtott
egyedekhez tartozott és 99,76%-nak adddott. A standard lefedettség értekét ez alapjan
99,5%-nak hataroztuk meg.

A standard lefedettség eléréséhez sziikséges egyedszamok (2. tdblazat) a legtobb
esetben viszonylag kis részét jelentik a teljes rendelkezésre all6 mintanak, ugyanakkor a
ritkitasi gorbék (3. abra) lefutasa alapjan a tovabbi nagymértékii mintavételi befektetés

aranylag jelentds szamu 0j taxon kimutatasat eredményezi.

A standard lefedettség mellett varhato diverzitds a teljes taxonszam (q = 0)
tekintetében a partmenti él6helyek mindegyikében nagyobb, mint nyilt vizben. A teljes
taxonszam ritkitasi gorbéje a legtobb ¢lohely esetén megkozeliti az aszimptotat, azonban a
nyilt vizhez tartozd gorbe meredeksége még a teljes megfigyelt egyedszam mellett is
viszonylag nagy. Ez arra utal, hogy a becslés szerint tovabbi egyedek begytijtése nyilt vizben

nagy eséllyel eredményezte volna ujabb fajok kimutatdsat.

A Shannon (g = 1) és Simpson (g = 1) diverzitasok értékei nyilt vizen a legkisebbek.
Ezen az él6helyen csupan egyetlen faj, a szélhajté kiisz dominans, amelynek relativ
abundancidja magasan feliilmualta mas taxonokét. A legnagyobb értékekkel a kikoto bir, de
ezen az él0helyen is joval a teljes taxonszam alatt maradnak, ami szintén a taxonok kisebb

részének jelentds dominancidjat fejezi ki.

Az egyes mintahalmazokban a kiilonbozd diverzitasértékek (¢ = 0, 1, 2) azonos

lefedettségli eléréséhez sziikséges legkisebb egyedszdmokban nem volt eltérés.
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2. tablazat — A standard lefedettség érték elérése melletti diverzitasértékek (D) varhaté értékei a nevezetes
skalaparaméterek (g = 0, 1, 2) szerint 95%-o0s konfidenciaintervallummal és az eléréshez sziikséges legkisebb
egyedszam az egyes ¢l6helytipusok szerint.

Lefedettség  Egyedszam q ap 9D (95% K. 1.)

Teljes to, 0 17,4112 166700-18 1524
hagyomanyos 0,995 782.3045 1 30693  2,9956-3.1429
eszkozok 2 18867 1,8512-1,9222
o 0 92558 7,1145-11.3970
Nyiltviz, ~ 0,995 5278863 1 14506  1,3923-15088
kopoltyuhalo
2 11551  11329-11773
" 0 15,6053 14.7324-164783
FEIL, GBI 0,995 652,5287 1 33870 3.3107-3,4634
halaszgép
2 21312  2.0875-2,1749
o 0 152459 14.0130-16,4789
Kikoto, elektromos —, g7 602.7606 1 46807 4,5382-4,8232
halaszgép
2 30876 2983531918
Kivezés, 0 112169 10,1755-12,2583
elektromos 0,995 613,7209 1 2,4430 2,3689-2,5172
halaszgép 2  1,7203  1,6791-1,7614
, 0 165635 14.9582-18,1688
Nadas, elektromos 0,995 566,2569 1 31724  2,9336-34111
halaszgép
2 18584  1,7479-19689
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3. abra — Az egyedszamok fiiggvényében a varhato diverzitasértékeket (g = 0, 1, 2) mutatd ritkitasi gorbék
¢él6helytipusok szerint, a hagyomanyos eszkozokkel gylijtott abundancia adatok alapjan. A fiiggbleges piros
vonalak és a ritkitasi gorbék metszéspontjanal olvashatoak le a standard (99,5%-0s) lefedettség eléréséhez
sziikséges legkisebb egyedszamok és a hozzajuk tartozo varhato diverzitasértékek.
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4.2.2 Mintavételi szam alapu becslések

A legkisebb megfigyelt lefedettség érték a partvédé kovezések mentén elektromos
halaszgéppel gylijtott mintdkhoz tartozott és 97,68%-nak adodott. A standard lefedettség
értekét ez alapjan 97,5%-nak hatdroztuk meg.

A kornyezeti DNS-el gyiijtott mintdk esetén kisebb volt az azonos lefedettség
eléréséhez sziikséges mintavételi szdm, mint a hagyomanyos modszerekkel gyljtotteknél,
barmely ¢l6helytipus eredményeinek mintavételi moddszerek szerinti Gsszevetésekor,
ugyanakkor nagyobbak voltak a varhato diverzitasértékek (3. tablazat). A teljes to 1éptékében
példaul varhatéan mar 7-8 kornyezeti DNS minta is elegendd 25 taxon kimutatasdhoz, mig
hagyomanyos eszk6zOk esetén legalabb 20 mintara volna sziikség 22-23 taxon
kimutatdsdhoz. Az egyes mintahalmazokban a kiilonb6zd diverzitasértékek (g = 0, 1, 2)
azonos lefedettségli eléréséhez sziikséges legkisebb mintavételi szamokban azonban nem

volt eltérés.

A kimutathatdo diverzitasértékekben vald eltérések, tovabba a mintavételi
reprezentativitads alakuldsa a mintavételi szamok fiiggvényében attekinthetd formaban az
egyes mintahalmazokra felallitott ritkitasi gorbéken lathato (4. és 5. abra). Megfigyelhet6 a
fentiekben leirt tendencia, miszerint a kornyezeti DNS mintavételekkel detektalhato
diverzitas nagyobb értékii a teljes mintavételi folyamat sordn. A kimutathatd taxonszdmban
vald eltérés a partmenti zona ¢€l6helyeinek esetében (Osszevontan és a 3 partmenti
¢léhelytipust 6nalldan szemlélve is) 5 koriilinek adodott, nyilt vizen ez az eltérés nagyobb
volt, 9 taxon. A teljes to tekintetében volt a legkisebb az eltérés: kornyezeti DNS
mintavétellel a becslések szerint varhatéan 4 taxonnal tobbet lehet kimutatni. A Shannon (g
= 1) és Simpson (q = 2) diverzitast dbrazold gorbék minden esetben a taxonszamot (g = 0)
mutatd gorbékhez viszonylag kozel futnak, hasonld ivvel. Ez abbol adodhat, hogy nem
jellemzd olyan taxonok megléte, melyek relativ jelenlét értéke kiemelked6en magas.
Hasonloképpen a teljes taxonszdmhoz, a Shannon és a Simpson diverzitasok gorbéi
magasabb értékeket mutatnak a kornyezeti DNS, mint a hagyomanyos modszerek esetében

barmely mintaszamnal, minden €l6helyen és léptéken.
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3. tablazat — A standard lefedettség érték elérése melletti diverzitasértékek (9D) varhato értékei a nevezetes
skalaparaméterek (g = 0, 1, 2) szerint 95%-o0s konfidenciaintervallummal és az eléréshez sziikséges legkisebb
mintavételi szam az egyes él6helytipusok és mintavételi modszerek szerint.

Lefedettség ' orr ! ap D (B%K. 1)

o 0 250309 24205258568

[T)‘I’\}g’s RUSOTRYE 0,975 7,3654 1 21,9872 21,4492-225252
2 202503 19,7633-20,7374

Teljes t6, 0 22523 207443243018
hagyoményos 0,975 20,0534 1 16,8329 15,8119-17,854
eszkozok 2 13,9747 13,0468-14,9026
o 0 223126 207755238497

gﬁgm, ST 0,975 8,7995 1 184904 17,4178-19,5631
2 16,6056 15,6589-17,5524

o 0 15714  12,0579-19,37

Eg;'ﬁl:;f,lhélé 0,975 13,9375 1 12,3363 10,8548-13,8178
2 10,6001 9,3636-11,8365

0 247417 237676-257158

Part, korny. DNS 0,975 6,9896 1 22,0544 21,4123-22,6965
2 205882 20,0215-21,1549

0 20,3597 18,9968-21,7226

E:{;;Ze;é‘;”omos 0,975 17,5099 1 153042 14,4324-161761
2 128014 11,9536-13,6493

o 0 240521 216748-26,4294
gﬁ‘gt"’ AT 0,975 6,3227 1 21,8211 20,6013-23,041
2 20,767 19,8111-21,7228

o 0 19,0722 17,1569-20,9876
f;lké‘;tz‘;é‘;ekt“’m”s 0,975 10,818 1 152558 14,147-16,3646
2 132008 12,2363-14,3454

- 0 26173  22.729-29,617
I;Klvsezes’ T 0,975 9,683 1 22,1557 20,4806-23,8309
2 19,0478 18,5531-21,3425

Kovezés, 0 17824 10,1032-25,5449
elektromos 0,973 16,9517 1 132122 11,2824-15142
halaszgép 2 11,2072 9,8898-12,5246
0 241936 21,499-26,8881

Nédas, kérny. DNS 0,975 5,9781 1 21,8657 20,4269-23,3044
2 204806 19,3984-215627

, 0 17,8728 13,3065-22,439
E;‘;;‘;’gzifkt"’m"s 0,979 16,8826 1 134355 11,9169-14,9541
2 11,0368 9,8608-12,2128
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Diverzitasérték

4. dbra — A mintavételi szamok fiiggvényében a varhato diverzitasértékeket (g =0, 1, 2) mutato ritkitasi gérbék
a partmenti él6helytipusokban jelenlét/hiany adatok alapjan. A fiiggdleges piros vonalak és a ritkitasi gorbék
metszéspontjanal olvashatoak le a standard (97,5%-0s) lefedettség eléréséhez sziikséges legkisebb mintavételi
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szamok ¢és a hozzajuk tartoz6 varhat6 diverzitasértékek.
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5. abra — A mintavételi szamok fiiggvényében a varhat6 diverzitasértékeket (q =0, 1, 2) mutato ritkitasi gérbék
a partmenti és a nyilt vizi él6helytipusban, valamint a teljes toban jelenlét/hiany adatok alapjan. A fliggéleges
piros vonalak és a ritkitasi gorbék metszéspontjanal olvashatoak le a standard (97,5%-os) lefedettség eléréséhez
sziikséges legkisebb mintavételi szamok és a hozzajuk tartozo varhato diverzitasértékek. A 3. és 4. abra
skalazasa eltérd.
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4.3 Kozosségszerkezet-elemzések

Az NMDS elemzések minden esetben mutattak bizonyos szintii eltérést a mintavételi
modszerek, illetve az él6helytipusok szerint alkotott mintahalmazok kozott. A mintak kozti
tavolsadg altalaban a hagyomdnyos mintavételi eszkdzok esetén volt nagyobb. Azaz a
kornyezeti DNS mintak a kimutatott taxonok ¢és a relativ abundancia értékek tekintetében
homogénebbnek bizonyultak, mert ritkdbban fordult eld, hogy egy taxon viszonylag kevés

helyen fordult eld, illetve, hogy nagyon nagy kiilonbségek adddtak a szekvenciaszamokban.

ElShelytipusok szempontjabol a partmenti tipusok bontasaban a heterogenitas a
kikotd, nadas, partvédo kovezés sorrendjében nétt mindkettd mintavételi eszkdz eredményei
szerint. Az Osszefiiggés a jelenlét/hidny adatok alapjan (6. ébra) végzett elemzésben
szembetlindbb, mint az abundancia alapjan (7. abra) végzettben (elobbinél az alkalmazott
modszerek szerinti elkiiloniilés is egyértelmiibb). A kikotdi minték tehat egyméshoz nagyon
hasonlonak bizonyultak, féleg jelenlét/hidny adatok alapjan. Nyilt vizi mintdk esetén a
jelenlét/hiany alapjan végzett elemzésben (8.a) abra) kiilondsen szembedtld a csoportok
heterogenitasbeli eltérése, viszont éppen az abundancia adatokbdl (8.b) abra) kapott

eredményekben kiiloniilnek el jobban a modszerek.
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3. abra — Partmenti k6z6sségek jelenlét/hiany alapi NMDS elemzése.

A partmenti kozdsségek jelenlét/hiany alapa NMDS elemzéséhez tartoz6 stressz érték
0,2006. A kornyezeti DNS mintdk a kimutatott fajokra nézve rendre homogénebbnek
bizonyultak, valamint a kizarolag (illetve joval gyakrabban) ezzel a modszerrel kimutatott
fajok miatt, mint pl. a dévérkeszeg ¢€s a tarka géb, jol elkiiloniiltek az elektromos halaszgép

eredményeitdl.

Az ANOSIM proba R értéke az ¢éldhelyek szerint képzett csoportokra 0,1087 (p <
0,0001), az eszkdzdk szerint képzett csoportokra 0,3240 (p <0,0001). A csoportok kdzott

tehat mindkét esetben nagyobb az eltérés, mint a csoportokon beliil.
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4. dbra — Partmenti k6zdsségek abundancia alapt NMDS elemzése.

A partmenti kozosségek abundancia alapa NMDS elemzéséhez tartozo stressz érték
0,1835. Hasonl6 mintdzat figyelhetd meg a mintak hasonlosagaban, de a homogenitasbeli
eltérések kisebb mértékiiek. A kiilonboz6 eszkozokkel végzett mintavételek eredményei is
jobban atfednek, bar a meglévd elkiiloniilésért elsdsorban itt is a kornyezeti DNS

mintavételekkel kizadrolagosan, illetve gyakrabban kimutatott fajok feleldsek.

Az ANOSIM proba R értéke az éldhelyek szerint képzett csoportokra 0,1704 (p <
0,0001), az eszkdzdk szerint képzett csoportokra 0,1979 (p <0,0001). A csoportok kdzott

tehat mindkét esetben nagyobb az eltérés, mint a csoportokon beliil.
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5. abra — Nyilt vizi kozosségek a) jelenlét/hiany és b) abundancia alapia NMDS elemzése.

A nyilt vizi kozdsségek jelenlét/hidny alaptt NMDS elemzéséhez tartozo stressz érték
0,1713. A kopoltyuhaloval gyijtott mintakban nem voltak megtaldlhatok csak erre a
mobdszerre jellemzd, altalanosan eléforduld fajok, mig a kornyezeti DNS mintdkban a
legtobb faj altalanosan eléforduld volt. Az ANOSIM proba R értéke 0, 5364 (p < 0,0001),

ami a tesztelt csoportok kozotti nagymértéki eltérésre utal.

A nyilt vizi kozdsségek abundancia alapt NMDS elemzéséhez tartozo stressz érték
0,0731. A kopoltytihaloval gytijtott mintak haldlloméanyaban a kiisz volt dominans faj, mig
a kornyezeti DNS mintdkban a tobbi kozosségalkotd faj szerepelt nagyobb relativ
abundancia értékekkel (pl. vagd durbincs, busa fajok hibridje). Az ANOSIM proba R értéke
0,9853 (p <0,0001), ami a tesztelt csoportok kdzotti kozel teljesmértékii eltérésre utal.
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5. Diszkusszio

A mintareprezentativitds kozponti kérdéskor mind az alap, mind az alkalmazott
okologiai kutatasok terén, hiszen a cél minden esetben a kozosséget leginkabb reprezentald
minta gyljtése. Vizsgalatunkbol kivilaglik az €l61énykozosségek szerkezeti leirdsa soran
kapott eredmény mintavételi eszkoztartol valo fiiggése. Hagyomanyos mintavételi eszkdzok
alkalmazasakor minden esetben — €l6helytipusok €s a teljes td szintjén is — alacsonyabb volt
a kimutatott, illetve a varhatd diverzitasérték, mint a kornyezeti DNS hasznalatakor. A
kornyezeti DNS mintavételek 0sszességében tobb halfaj jelenlétét mutattak ki a Balatonbol,
mint akéar az elektromos halaszgép €s a kopoltytihdlo egyiittesen. Ez megerdsiti korabbi
kutatasok eredményeit, melyek a kdrnyezeti DNS mintavétel hatékonysagarol tanuskodnak

[56-58].

Az azonos lefedettség elérés¢hez sziikséges becsiilt egyedszam, illetve mintavételi
szam a harom kiillonbozo q skalaparaméterrel végzett szamitasok soran megegyezo az 0sszes
mintahalmazra nézve. Ez szemléletesen azt jelenti, hogy a kozosségek teljes
taxonkészletének (q = 0), tipikus taxonjainak (g = 1) és dominans taxonjainak (q = 2)
azonos lefedettségli kimutatdsdhoz is ugyanakkora a legkisebb sziikséges mintavételi
befektetés. A teljes taxonszam becsiilt értékei nagysagrendileg hasonloak az egyedszam és a
mintavételi szdm alapjan végzett elemzésekben. Ezzel szemben a Shannon és Simpson
diverzitdsok nagyban eltérnek még a megfigyelések végpontjain is: a relativ abundanciat
felhasznald egyedszam alapu becslések sokkal kisebb értékeket eredményeznek, mint a
relativ jelenlétet felhasznaldé mintavételi szam alapu becslések. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a taxonok jelentds része ugyan a mintavételi pontok hasonldéan nagy
hanyadaban fordul eld, de a taxonok relativ abundancia értékeiben szdmottevd kiilonbségek

vannak (néhany taxon jelentds mértékben dominalja a kdzosségeket).

A kimutatott és varhato diverzitasértékek az alkalmazott mddszerek Osszevetésében
minden esetben a kornyezeti DNS mintavételekre tdmaszkodod felmérések altal adodtak
nagyobbnak. A teljes tobol minden mddszer eredményét Osszesitve 32 taxont mutattunk ki,
melyek koziil csupan 2 olyan, amelyeket kizarolag hagyoméanyos modszerekkel sikertilt
kimutatnunk. A dévérkeszeg és a bodorka hibridjének egyetlen példanya kopoltytihaldval
végzett mintavétel sordn keriilt kimutatisra, mig a menyhalnak Osszesen 2 egyedét
gyujtottilk a partvédd kovezések elektromos halaszgéppel végzett felmérése soran. A

kizarolag hagyomanyos modszerekkel gytijtott taxonok szama tehat elmarad a kizardlag

30



kornyezeti DNS mintavétellel kimutatott 6 taxontdl. Igaz, ezen taxonok koziil a marna, a réti
csik, a feketeszaju géb, a sebes pisztrang, és a lapi poc eléforduldsa a Balatonban a 20 évre
visszamend adatsorok alapjan csak elvétve jellemzd [18]. Ezzel szemben a busa fajok
jelenléte a toban szamottevd [18], viszont hagyomanyos modszerekkel viszonylag kis
eséllyel foghatoak foltos eloszldsmintazatuk és egyedeik jellemzden nagy testmérete miatt.
A fajok/taxonok jelenlétének igazolasaban ezért a kornyezeti DNS egy igen hatékony
eszkoznek mutatkozott, ami vélhetéen sokat hozzdad a mintavételi reprezentativitas

noveléséhez.

A fobb éldhelytipusokra, jelen esetben nyilt vizre és partmenti zonara bontva az
eredményeket kitlinik a varhato diverzitasértékekben mutatkozo kiillonbség. A fajgazdagabb
¢l6helyként szamontartott partmenti zona 6nmagéban csaknem teljesen lefedi a teljes tora
varhat6 diverzitasértékeket, mig a nyilt vizi mintavételektdl a teljes tohoz képest kozel 10
taxonnal kevesebb varhat6 barmely gyiijtési modszer esetében. Ez a megallapitas azt
sugallja, hogy a partmenti z6nabol kimutathaté a Balaton haldllomanyanak szinte 0sszes
taxonja, illetve, hogy a nyilt vizbdl kevesebb és feltételezhetden nem csak erre az éldhelyre
specifikus taxon mutathatd ki. Azonban példaul a tipikusan nyilt vizi garda a partmenti
z6nabol hagyomanyos modszerrel nem lett kimutatva. Kornyezeti DNS mintavételekkel is
joval kevesebb alkalommal és nagysagrendekkel kevesebb szekvenciaolvasattal tudtuk
kimutatni, mint nyilt vizbdl. Ennek ténye érzékelteti a modszer érdemeit: érzékeny, mivel a
kis abundanciaval jelenlévd taxonokat is kimutatja, de az eloszldsmintazatot is vélhetden jol

tukrozi.

A partmenti zona él6helytipusainak diverzitdsaban nem éllapithatd meg figyelemre
mélto eltérés. A kornyezeti DNS mintavételek és a hagyomanyos modszerek is kdzel azonos
varhat6 diverzitasértékeket eredményeztek. A modszerek kozott azonban itt 1s fellelheto a
teljesitménybeli kiilonbség: kornyezeti DNS mintavételekkel mindharom esetben legalabb 5
taxonnal tobb a varhato diverzitasérték. Az eltérés a jellemzden zart, hullamzastol
viszonylag védett €s 6kologiai értelemben egyoldalu kikotok esetén a legkisebb. Ennek oka
lehet tehat esetleg a viz kisebb mértékii felkavarodasa €és/vagy az egyes taxonok kisebb
eséllyel valo eléforduldsa. A mddszerek hatékonysagaban érzékelt legnagyobb eltérés a
partvédd kovezésnél teljesiil, amelyet magyarazhat a jelentdsebb kitettség — erdsebb
hullamzas, illetve a nadasfoltokkal valo kdzvetlenebb 6sszekottetés. Osszességében azonban
elmondhat6, hogy nincs nagy kiilonbség a kimutathatd taxonok tekintetében ezen

¢l6helytipusok kozott; a partmenti zondra jellemzd taxonok Iényegében barmelyik
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¢l6helytipusban (kikotd, nadas, partmenti kovezés) detektalhatoak. Eltérések sokkal inkabb
a relativ abundancia viszonyokbol adodhatnak, melyet a kozosségszerkezet-elemzések

eredményei is sejtetnek.

Az NMDS elemzéssel torténd kiértékelés szintén egyértelmii kiillonbséget mutat a
jelenlét/hiany adatokra nézve a hagyomanyos és a kornyezeti DNS modszerrel nyert mintak
kozott. Utobbiak sokkal kevésbé kiillonboztek egymastol, mivel egyenként is atlagosan
nagyobb szamu fajt mutattak ki és kevésbé volt jellemzd, hogy egy faj aranylag kevés
mintaban fordult volna el6. Ezzel szemben a hagyomanyos eszkdzokre — kiilondsen a
kopoltyuhalora — az egyes mintakkal kimutatott fajosszetétel heterogenitasa teljestilt.
Részben ebbdl is kdvetkezhet, hogy azonos értékli lefedettség eléréséhez a hagyomanyos
eszkozok alkalmazasakor jelentdsen nagyobb mintavételi szdmra van szilikség az adataink
alapjan. Az eltérések még hangstlyosabbd vélnak, ha az abundancia alapu elemzéseket
szemléljiik: a vizsgalt csoportok jobban elkiiloniilnek egymastol, kivaltképp a nyilt vizi
mintak elemzésekor. Az abundancia adatok ugyanis széles skalan mozognak, kiilondsen a
sz¢€lhajté kiisz tilnyomd tomegessége miatt, amelynek mennyiségét a kopoltyihdlo

feliilbecsli mas modszerekhez képest [8, 15].

Jelen vizsgalatnak nem része a két hagyomanyos mintavételi modszer egymassal valo
Osszehasonlitdsa, mivel foképp kornyezeti tulajdonsagokbol kifolyolag korlatozott az egyes
¢l6helyeken vald alkalmazhatosaguk. Egymassal valo kivaltasuk altalaban nem oldhaté meg
[8, 59]. Fajszelektiv jelleglikre mutat ra példaul Czeglédi és mtsai. munkaja [12].
Eredményeik szerint a kimutatott fajkészlet erdsebb korrelacioban 4llt barmely
hagyomanyos eszkoz és a kornyezeti DNS metabarkddolds kozott, mint az elektromos
halaszgép €s a kopoltyuhal6 6sszehasonlitasakor. Ez egybecseng a mostani eredményeinkbdl
levonhatd kovetkeztetéssel, miszerint 0Onalld alkalmazis esetén a halkozosségek
jellemzésében a kornyezeti DNS altalanosabban alkalmazhato és e tekintetben hatékonyabb

modszer a hagyomanyos mintavételi eljarasoknal.

Megfontolandé azonban a kornyezeti DNS szolgéltatta eredmények maradéktalan
elfogadédsa. A mddszer ugyanis tobb hibalehetdséget is magaban hordoz a kimutatas terén
[60]. A mintdba keriild fragmentumok pontos eredete nem kovethetd vissza, amibdl
kovetkezik egyrészt a kontaminacié fennallasanak veszélye (a begylijtéstol kezdve a
laboratoriumi feldolgozas végéig) [61], masrészt a kdrnyezeti hatdsokbdl eredd torzitasok

[62-64].
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Szarmazasat tekintve a begylijtheté DNS maésodlagos forrasbdl is a kdrnyezetbe
keriilhet fogyaszto szervezetek altal [63]. Az elfogyasztott préda molekuldris médszerekkel
bélsarbol is kimutathato, akar még napokkal a taplalékfelvételt kovetden is [65]. A nagy
tavolsagok megtételére képes fogyasztok €lettani folyamataik révén tehat lehetévé tehetik a
genetikai anyag ¢lohelyek kozotti transzportjat. Az emésztési folyamaton atesett DNS
perzisztencidja kevésbé ismert, de példaul Merkes és mtsai. fehérfejii rétisasok esetén 30
nappal az iiritést kovetden is kimutattak a taplalékul kinalt fehér busat [66]. Mivel a Balaton
vizgyljto teriiletének haldlloménya olyan fajokat is magaban foglal, melyek a tora nem
jellemzdek [67], a halakat fogyasztd és a viztestek kozott mozgo szarazfoldi allatok hatasa
elméletileg akar alpozitiv (,,false positive”) eredmények formajaban is megmutatkozhat a
kornyezeti DNS mintavételek soran. Ennek mértéke nehezen becsiilhetd, azonban vélhetden

szorvanyosak az olyan esetek, melyek ténylegesen befolyasolndk az eredményeket.

Erdemes lehet figyelembe venni tovabba az emberi tevékenység torzitd hatasait. Ide
sorolhaté a horgaszat soran csaliként mas €él6helyrdl szarmazé hal felhasznélésa, illetve a
kozlekedési, -és szallitoeszk6zok vektorfunkcidja. Az eszkozok feliiletére tapadva, majd
késobb leoldodva ugyanis a genetikai anyag viszonylag nagy tavolsagot tehet meg és kelld
perzisztencia esetén detektalhatdo marad, bar erre vonatkozoan szintén kevés informacio all

rendelkezésre [66].

Mindemellett az egyszerii viz altali transzport is befolyasolhatja a DNS eloszlasat,
példaul okozhat alpozitiv eredményt, ha nyilt vizi faj egyedébdl szarmazo fragmentum a
partvonalig sodrodik. Ugyanakkor degradacidja feltételezhetéen mar ezt megelézden
bekovetkezik olyan mértékben, ami ellehetetleniti a genetikai azonositast. Eichmiller és
mtsai. [68] a Balatonhoz hasonlo, turbid és sekély allovizi kornyezetben igazoltdk, hogy a
DNS koncentracidja foltszerlien valtozik, a célfaj elterjedésének megfeleléen, mivel
transzportja 100 méteres tavolsdgon til nem szdmottevd. Az altalunk végzett felmérések
soran viszont legalabb 500 m volt a mintdk kozotti tavolsag. A partmenti zona mintavételi
pontjai kozti tavolsagok ugyan jellemzden kisebbek voltak, de a nadas, illetve a mesterséges
épitmények erdsen korlatozzédk a partvonal mentén 1évd viztomeg mozgasat. Tovabba, a
mikrobidlis lebontd folyamatok feltételezhetden jelentdsebb érvényesiilése miatt a DNS
degradacioja is gyorsabb lehet, mint a kisebb biomasszaval jellemezhetd nyilt vizi

kornyezetben [69].
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Az altalanos megfigyelés szerint a degradaciobol adodéan a DNS fragmentumok
koncentracidja néhany nap-hét tavlataban exponencidlisan csokken [63]. A csokkenés
mértékét szamos tényezd befolyasolhatja, melyek koziil a hdmérséklet hatasa kiilonosen
jelentds és tanulméanyozott: magasabb homérséklet mellett gyorsabb a degradacid [64]. A
kornyezeti DNS iddbeli detektalhatosagat mesterségesen kialakitott tavakban vizsgélva,
Iénai tokok jelenléte az eltavolitdsukat kdvetd 14. napon csak 5%-os valdszinliséggel volt
kimutathatd, mely a 21. napon mar 1%-ra csokkent, pedig a viz hdmérseklete viszonylag
alacsony: 8-11 °C kozotti volt [70]. Akvariumi kisérletek soran a detektalhatd kornyezeti
DNS koncentracidja mar 3 nap elteltével is nagyfok csokkenést mutatott (legalabb 70%-
kal csokkent 20 °C-on és 80%-kal 30 °C-on [71]). Pontyokkal végzett kisérletekben a kezdeti
koncentracid 1%-ra vald csokkenése 5 °C-on 14 nap alatt bekdvetkezett, mig 15 °C-on tul
kevesebb, mint 3 nap alatt [72]. Vizsgélataink idején a té6 vizhémérséklete 20 °C f616tti volt,

igy a DNS fragmentumok igen gyors iitemii degradacidja feltételezhetd.

A Balaton vize ugyan — sekély t6 1évén — erdsen felkavarodo, de az él6helyek kozotti
horizontdlis transzport inkdbb a gyors folyasu viztestek esetén okozhat félrevezetd
eredményt. Ugyanakkor jelentds figyelembe veendd tényezé a vertikalis transzport, az
nagy mértékben lassithatjdk az tiledékkel torténd fizikokémiai kolcsonhatasok: az
iiledékszemcsék védelmet nytjthatnak a fizikai behatdsokkal szemben, emellett kotéseket
alakithatnak ki a DNS molekulakkal, illetve a DNS-t bonté enzimekkel [62]. Ezzel
magyarazhatod, hogy az iiledék felszini rétegében a DNS degradacioja lassabb [73],
koncentracioja pedig magasabb [74], mint a vizoszlopban. A retencidé miatt az adszorbealt
DNS akar honapokon keresztiil is detektalhatdé maradhat és reszuszpenzid esetén
befolyasolhatja a vizbdl nyert mintak eredményeit. Jollehet, a retenciod €s a reszuszpenzid is
nagyban fligg tobbek kozott az aljzat osszetételétdl [75] és biotikus tényezOktdl [76], sekély
tavak esetén az utobbi folyamatnak jelentds mértéke lehet. Sekélyebb viztestekre a
gyakoribb reszuszpenzié jellemzdé, mivel konnyebben -eldidéz6dhet az akar teljes

vizoszlopot érint6 felkavarodast.

A felkavarodas kisebb Iéptékben vett (éldhelyeken beliili) eloszlast homogenizald
hatdsa viszont akar eldényt is jelenthet. A mintavétel pontszerliségébdl ugyanis szintén
szarmazhatnak torzitasok — alnegativ (,,false negative”) eredmények. Habar természetes

viztestekre jellemzd a detektalast lehetdveé tevé megfeleld mértéki elkeveredés, mély tavak
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esetén felszini mintdkbol mar nehézséget okozhat a vizoszlop mélyebb rétegeiben

tartozkodo fajok észlelése [77].

Hasonl6 korlatot szab a modszernek az ¢€l6lények DNS emittalasanak szezonalis
aktivitasukat kovetd valtozasa. Hibernald éldlények esetén jelentdsen lecsokken a
detektalhatdsag [78]. Fontos azonban azt is hangsulyozni, hogy az élettani aktivitds a
hagyomanyos mintavételi eszkozok hatékonysagat is befolyasolja, tehat a jelenség nem
azonositandd a kornyezeti DNS-en alapulé mintavétel gyengeségeként. Eredményeink
szerint azonban az alnegativ eredmény jelentésége minden bizonnyal rendkiviil kicsi volt a
sekély Balaton esetében, hiszen a kdrnyezeti DNS segitségével a rendkiviil ritka fajokat és
a bentikus fajokat is ki lehetett mutatni. Valojaban a bentikus fajok kimutatasanak
tekintetében is jobban teljesitett a kornyezeti DNS a hagyomanyos modszerekhez képest.
Emellett a mintavételek az idealis monitorozasi iddszakban torténtek (nyaron-kora Osszel),
amikor a halak aktivak, de nem jellemz0 kifejezett funkcionalis vandorlasuk (példaul ivasi

vagy teleld teriiletekre torténd vandorlas).

A kornyezeti DNS modszer hatranya lehet, hogy viszonylag ujkeletii moédszer révén,
a genetikai alapon torténd fajszintli azonositas jelenleg nem valdsithaté meg minden taxon
esetében. A fajok kimutathatosdga tobbek kozott fiigghet a valasztott markertdl, az
alkalmazott primer(ek) specificitasatol, a rendelkezésre alld referencia adatbazisban téarolt
szekvenciaadatoktol és a bioinformatikai analizist6l is [60, 79]. Ha a vizsgalt kozosség egy
fajanak referencia szekvencidja egy genetikai értelemben tulsagosan eltérd alloméanybol
kertilt meghatarozasra, akkor a mintaban jelenlevd szekvencia-olvasatok a bioinformatikai
feldolgozas soran elvetésre keriilhetnek. Bizonyos taxonok esetén a fajok kozotti
nagymeértékii hasonlosag a fajszintii elkiilonitést neheziti meg. Adatsorunkbdl erre jo példa
a siilld €s a kosiillo egybevondsa. Ezen fajok genetikai alapti megkiilonboztetése a mintdink
feldolgozdsa soran nem volt lehetséges, mert a referencia adatbazisban szerepld
haplotipusaik 100%-0s egyezést mutatnak. A probléma egyik lehetséges oka a
mitokondrialis DNS marker hasznélata, mivel a hibridizacios, illetve introgresszios
folyamatok ebben az esetben kiilonosen nagy eséllyel moshatjak el a fajok kozti hatarokat
(szemben a nukledris markerekkel [80, 81]). Ezen fajazonositasi nehézségek azonban a
jovoben lekiizdhetéek lehetnek a laboratdriumi eljardsok finomitdsaval, valamint a

referencia adatbazisok bovitésével.
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A folsorolt korlatok ellenére a kdrnyezeti DNS gytijtésén alapuld mintavételi modszer
igéretes modja lehet az €161énykozosségek reprezentativ leirdsanak, jellemzésének, ahogy
eredményeink is bizonyitjak. Megemlitendd eldnyei kozé tartozik emellett a gytijtések
konnyt kivitelezhetdsége, ennek elsajatitdsa, ami alkalmassa teszi akar a kozosségi
tudomanyban (citizen science) vald felhasznalasra is [82]. A felméréseink soran alkalmazott
hagyoményos eszkdzok ezzel szemben komolyabb tapasztalatot kdvetelnek meg. Az
elektromos haldszgép hasznalata engedélyhez, valamint halaszgép-kezeldi bizonyitvanyhoz
kotott. A kopoltyuhalok megfeleld alkalmazasa elsdsorban gyakorlottsagot, szakértelmet
igényel, ami a felmérés elvégzésének tervezésekor okozhat logisztikai problémat. A
kornyezeti DNS mintavétele az el6bb kiemelt elonyén tul raadasul a fizikai kdrnyezet tadgabb
hatarain beliil valdsithatd meg. Végrehajthatd ndvényzettel siirlin boritott viztestekben,
valamint a hagyoményos eszk6z6khoz viszonyitva sokkal alacsonyabb vizallds mellett is.
Erzékenysége pedig a korlatjai ellenére is kimagasl6 [83], mely az itt kozolt eredményeinkre

tamaszkodva is kijelenthetd.

Adataink és szamitdsaink alapjan nagyjabol 20 kornyezeti DNS mintavétel mar
kell6en reprezentativ eredményekkel szolgalna a Balaton halfaunajanak jellemzésére nézve,
hiszen 97-98%-o0s lefedettség érték eléréséhez sziikséges legkisebb, becsiilt mintavételi szam
egyik mintavételezett kozosség esetén sem haladta meg a 10-et. A térben megfeleléen
elosztott, viszonylag kis szdml minta mar alkalmas lenne akar a halallomany hosszu tavl
valtozasainak nyomon kdvetésére, az évek kozotti valtozasok jellemzésére mind a partmenti
zonaban, mind nyilt vizen. A modszer tehat koltséghatékony (viszonylag olcso €és gyorsan
kivitelezhetd), robusztus, valamint reprezentativ modja lehet a balatoni haldlloméany hosszt

tdvi monitorozasanak, igy javasoljuk ezen célbdl torténd hasznalatanak bevezetését.

A moddszerben rejlé potencial altaldnos értelemben oOriasi és bar a monitorozasi
rendszerekben valé alkalmazasara vonatkozd, nemzetkozileg is egységes, standard eljarasi
protokoll kidolgozdsa még nem tortént meg, az erre iranyulo térekvések abszolut indokoltak.
Vizsgalati eredményeink is ezen cél elérésének Utjdn mozditjdk eldére a kapcsolodo

kutatasokat.
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6. Osszefoglalas

Okologiai vizsgalatok soran az élélénykozosségek szerkezetét jol tiikrozé minta
sziikséges a kozoOsségi diverzitas nyomon kovetéséhez, valamint kdrnyezetmindsitési
rendszerek megfelelé mukodtetéséhez és kornyezetgazdalkodasi tervek kidolgozasahoz. A
reprezentativ mintavétel megvaldsitdsa azonban nem egyszerii feladat, mert a mintavételek
megbizhatosagat szamos tényez6 befolyasolja. Edesvizi halkozosségek monitorozasakor az
eredmény jelentdsen fiigghet az abiotikus és biotikus jellemzOkon tul az alkalmazott
mintavételi eszk0zok szelektivitasatol. A hagyomanyos eszk6zok igéretes kiegészitoje,
illetve a jovoben akar alternativaja lehet a kornyezeti DNS mintavételeken alapul6 felmérés.
Felhasznalhatosagat illetden azonban egyelére hianyos a rendelkezésre 4ll6 ismeretanyag,
igy példaul hatékonysidga nincs meghatarozva kiilonbozé  él6helytipusok  és
¢lélénycsoportok esetén. Munkank soran Osszehasonlitottuk a Balaton halallomanyanak
kozosségszerkezetérdl informald hagyomanyos és kdrnyezeti DNS mintavételeken alapuld
felmérések eredményeit. Osszevetettiik az egyes modszerek altal kimutathatd diverzitasi
mutatok értékét és a kozosségek Osszetételét (jelenlét/hiany és relativ abundancia adatok
alapjan) a teljes to szintjén és €él6helytipusonként. A kornyezeti DNS mintavételi modszer
minden hagyomanyos modszerrel szemben és minden €l6helytipusban jobban teljesitett.
Alkalmazéasa soran gyorsabban és 0Osszességében tobb taxont mutattunk ki, mint a
hagyomanyos eszkozok segitségével. Eredményeink szerint a kornyezeti DNS mintavételén
alapulo felmérés igen hatékony, mivel kis mintavételi szdmok mellett is lehetdvé teszi a
kozosség reprezentativ jellemzését. A modszer tehat kifejezetten javasolt a Balaton és mas
tavak haladllomanyanak monitorozasédhoz, a kzosségosszetétel tér, -€s idobeli valtozasainak

leirasahoz.
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7. Abstract

In ecological studies, a sample that reflects the structure of communities is needed in
order to monitor community diversity, properly operate environmental assessment systems,
and develop environmental management plans. However, achieving a representative sample
is not a simple task, as it is affected by a number of factors. When monitoring freshwater
fish communities, the results can depend significantly on the selectivity of the sampling
methods used, in addition to abiotic and biotic characteristics of the environment.
Assessments based on environmental DNA sampling may be a promising complement or in
the future, even an alternative to traditional methods. However, there is still a lack of
knowledge on its applicability, for example, its effectiveness in different habitat types and
organism groups has not been determined. In our work, we compared the results of
traditional and environmental DNA sampling surveys to characterize the fish community
structure of Lake Balaton. We compared the values of species diversity measures and
community structure (based on incidence and abundance data) detectable by each method at
the level of the whole lake and at the level of the main habitat types. The environmental
DNA sampling method outperformed all traditional methods in all habitat types. It detected
overall more taxa than traditional methods. Our results show that the environmental DNA
sampling survey is highly efficient because it allows representative community
characterisation even using only a small number of sampling units. Therefore, the method is
highly recommended for monitoring fish communities in Lake Balaton and other lakes, and

for characterizing spatial and temporal changes in community composition.
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