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Bevezetés

Az gkoszisztémakra gyakorolt antropogén hatasok sokrétiiek
és kovetkezményeik nehezen értelmezheték a biodiverzitasra. Az
egyes tényezOk hatasat stresszfaktoron beliil lehetetlen elkiiloniteni
[Hilborn és Stearns, 1982; Underwood, 1997].

A globalis antropogén tevékenységek, mint példaul a
mezdgazdasag, az erdégazdalkodas €és az urbanizacié mind jelentds
valtozasokhoz vezetnek a kornyezetben [Kerr és Currie, 1995]. A
kornyezeti paraméterek megvaltozasa nyomast gyakorol az ott é16
szervezetekre, modositva viselkedési paramétereiket: aktivitast,
felfedezOkészséget, merészséget vagy akar fenologiat, kondiciot,
mindemellett a termékenységre is hatassal lehet [Wong, 2015; Cote és
mtsai., 2010]. Az okologiai vizsgalatoknal a terepi mintavételezés
mellett fontos szerepiik van a helyesen megvalasztott laboratoriumi
vizsgalatok, illetve a statisztikai modszereknek. A jol szamszerUsitett
laboratoriumi vizsgalatok alapvetd informaciot adhatnak az allatok
viselkedésérél az  Okologiai, etologiai és  Okotoxikologiai
kutatdsokban. Az ilyen tipusu vizsgalatok megkovetelik a
tanulmanyozott allatok ismeretét, megfigyelését és nyomon kdvetését
jol ellendrzott és meghatarozott szintereken [Panadeiro és mtsai.,
2021]. Szamos tudomanyagban, mint a viselkedés- és az evolucios
okologia, illetve az etologia a kulcskérdés az, hogyan lehet
szamszerUsiteni a vizsgalt organizmusok aktivitasat és/vagy
mozgasat. A mozgas is dontd paraméter, és gyakran hasznalnak
proxyt az emberrel Osszefiiggd stresszorok, vegyszerek és
gyogyszerek hatasanak értékelésére [Seehausen és mtsai., 1997]. Az
izeltlabliak mozgasa tanulmanyozasanak egyik elterjedt modja a
mesterséges laboratoriumi vizsgalati arénak, ahol rovid idén 4t tarto
videofelvételeket készitenek az egyedek mozgasarol, majd a videdk
segitségével torténik a kiértékelés [Zaller és mtsai., 2015]. Ma mar
tobb szoftver kinal megoldast az dkologiai problémak és feladatok
modellezésére és feldolgozasara. Az algoritmusok fejlédésével ezek a
szoftverek is fejlédnek és Gjak jelennek meg [Malik-Roffa és mtsai.,
2023].

A technika fejlddésének nemcsak kedvezd hatasait
érezhetjiilk, hanem kornyezeti terheléssel jaré folyamatokat is


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969707009941?casa_token=o44006BCcPYAAAAA:zMYk1Ot6XiBaiUDGZlEx8_USjGgFrYW5kaGqhBUM8N5vtA0y2r_hwH6xzzxQmdjk602rihgnSMw#bib16

tapasztalhatunk fdleg a varosi teriiletekre koncentralodva [Cachada és
mtsai., 2013]. A szarazfoldi él6lények életkoriillményeit stlyosan
befolyasolhatjak az ¢l6helyiikon bekovetkezo legkisebb valtozasok is.
Az egyik legelterjedtebb stressztényezd a talajban a tllzott toxikus
elemkoncentracié [Sharma és mtsai., 2018]. A talajban fellelhetd
elemek egy csoportja (pl. fémes elemek) potencidlis
koncentraciofiiggé kockazatot jelent a kornyezetre. A szakirodalom
gyakran potencidlisan mérgezoként emliti ezeket az elemeket
[Antoniadis és mtsai., 2019; Xiao és mtsai., 2022].

A kornyezeti stressztényezOok hatasai az egyedek mikroelem
Osszetételében és koncentracidiban jol lathatéak, valamint a
morfometriai paramétereikben és testi szimmetridjukban a valtozasok
vizsgalhatoak [Palmer és Strobeck, 1992; Jones és Hopkin, 1998;
Ribera és mtsai., 2001; Witzel, 2000; Weller és Ganzhorn, 2004;
Skalski és mtsai., 2010; Godet és mtsai., 2011; Simon és mtsai., 2016].
Ezért nagyon hatékonynak bizonyulnak az emberi tevékenységek
hatasainak monitorozasara. Nagy denzitasa és konnyl gytijthetdsége
miatt a csapdazott egyedekbdl kivalasztott Silpha tristis faj alkalmas
lehet hasonld vizsgalatokra. Ebben a kérdéskérben még igen kevés
irodalmi forras all rendelkezésiinkre.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412022004731#b0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412022004731#b0430

Célkitiizés

A kutatasaim célja megismerni az antropogén eredetli
kornyezetterhelések hatdsat terepi vizsgdlatok és szakirodalmi adatok
elemzésével, figyelmet forditva a morfometriai valtozasokra és a
mikroelem-6sszetételre. Emellett kiemelten fontos cél volt egy olyan
konnyen kezelhetd, operacids rendszertdl fiiggetlen mozgéasdetektald
program létrehozasa, mely a legujabb algoritmusok altal alkalmas
lehet a viselkedéselemzéseknél hasznalt vizsgalatok
szamszerUsitésére, és segit csokkenteni az emberi tényez6k okozta
hibalehetdségeket. Igen fontos, hogy ez a program a gyakorlatban jol
hasznalhat6é és barki szamara konnyen hozzaférhet6 legyen. Célom
volt az is, hogy a program nyilt forraskédu legyen, amely akar
nagyfoku atprogramozasra vagy fejlesztésre egyarant lehetoséget ad
kiilsé programozok szdmara is, megnovelve igy a program tovabbi
fejlesztési lehetségét.

Kornyezetterhelés hatasainak tesztelése Silpha tristis egyedek
mikroelem-dsszetételére és morfometridjara

Kornyezetterhelés hatasainak vizsgélata volt az egyik
kiemelt cél, amelyet mikroelem-gsszetétel vizsgalattal és testi
szimmetria adatokkal elemeztiink és értékeltiink ki. Az aluminium,
bor, barium, kalcium, réz, vas, kalium, magnézium, mangan, natrium,
foszfor, kén, stroncium ¢és cink koncentraciok elemzése egyedenként
tortént. Ezen kiviil FA (fluktual6 aszimmetria) analizist is végeztiink
a bilateralis szervek paramétereinek mérésével.

Foldigilisztafajokban felhalmozodo fémes elemek metaanalizise

Hiteles attekintést szerettiink volna nyerni kiilonb6z6
kontroll és szennyezett mintavételi teriiletekrél gytijtott foldigiliszta
fajok fémakkumulaciojarol, mivel a foldigilisztak talzott talajelem-
koncentraciora adott valaszai kdnnyen tanulmanyozhatéak. Azonban
a publikalt eredmények a fémelemek egyedekben torténd
felhalmozddasarol ellentmondasosak. Szerettiikk volna, ha arzén,
kadmium, krom, réz, nikkel, 6lom és cink teljes testkoncentracidira



vonatkozo publikalt adatok, szennyezett és nem szennyezett (kontroll)
talajokbol  gyljtott egyedekben metaanalizisek segitségével
kiértékelésre keriilnek. Ezen kiviil felmértiik a talaj pH-értékének és
az expozicidos idének, mint a fémfelhalmozddast potencidlisan
befolyasold tényezdnek a szerepét is [TOzsér és mtsai., 2022].

Izeltlabuak mozgasdat nyomon kévetd szoftver tervezése és
megirdsa

Az etologiaban és az evolucios okologiaban kulcskérdés az,
hogyan lehet szamszeriisiteni a  vizsgalt organizmusok
aktivitisat/mozgasat, melyek fontos paraméterek. Gyakran
hasznalnak proxyt az emberrel 6sszefliggd stresszorok, vegyszerek és
gyogyszerek hatasanak értékelésére [Seehausen és mtsai., 1997].
Ezért ezek nagyon preciz és pontos moddszerek a mozgasmérésre
alkalmazott noninvaziv technikakkal [Dell és mtsai., 2014]. Az
izeltlabuak mozgasa tanulmanyozéasanak egyik elterjedt modja a
mesterséges laboratoriumi vizsgalati aréndk révid idén at felvett
videofelvételek segitségével [Zaller, 2015].

Az Osszetett, képkockankénti elemzésekre képes videdkészitd
termékek és nagy teljesitményli személyi szamitogépek elérhetésége
egyre inkabb megvalodsithatova teszi az allatok mozgasanak rogzitését
és mérését [Richard és Margaret, 1988]. A cél egy olyan szoftver
létrehozéasa volt, amely rendkiviill nagy pontossagl, konnyen
kezelheté még programozoi ismeretek nélkiil is, csokkentve ezaltal az
emberi er6forras igényt is. Fontos szempont volt, hogy a video
mindsége minél kisebb részben befolyasolja az elemzés kimenetelét,
igy a felvétel koriilményei és eszkozei igen valtozatosak is lehessenek.



Anyag és modszer

Terepi mintavétel

A mintdk Debrecen egyik kiilvarosi részér6l, a Lovasz-zugi
teriiletr8] — ahol korabban tavak voltak — szarmaznak. Az 1930-as
évektdl az 1950-es évekig a vizsgalt teriilet masodlagos biologiai
tisztitd egységként miikodott. A tisztitdmiivek fejlesztése a 2000-es
évek elejétdl a torendszer felszamolasat eredményezte. Ennek
kovetkeztében rekultivaciés 1épések indultak az elemekkel
(elsésorban fémmel) szennyezett szennyvizet célzoan. Kezdetben a
homokot egy tavoli homokbanyabol szallitottak. A két (iszap és
homok) komponens &sszekeverése nélkill valtozd vastagsagban
teritették a simitott iszapfeliiletre. A teriilet felszine enyhén
egyenetlen maradt a simitdsok ellenére is. Ennek kovetkeztében az
iddszakos vizboritas gyakorisaga €s idOtartama eltérd lett a vizsgalt
teriilet egyes részein; az északi résztol a déli rész felé csdkken. 2013
szeptemberében egy karmentesitési eljaras soran a Salix viminalis
(kosarkotofliz) 5800 egyedét iiltettik el 20 cm-es gydkeres
dugvanyként 5 x 8 m-es ecloszlasban, elsGsorban az elemek
stabilizaldsa céljabol [Tézsér és mtsai., 2018]. A vizsgalatban
résztvevdé egyedek ezen teriiletr6l szarmaznak. A teriilet 3 részre
kiilonithetd el. Az 1. teriilet a szennyezett, a 2. és a 3. szammal jelzett
tertiletek pedig mérsékelten és enyhén szennyezettek.

A Silpha tristis egyedeket élvefogd csapdaval gyt tottik
aprilisban €s oktoberben. Az egyedeket a gytijtést kdvetden zarhatd
polietilén tasakba helyeztiik, majd ezt kdvetben fagyasztva, -15 °C-on
taroltuk a vizsgalatok megkezdéséig. Minden mintavételi helyen 20
db csapdat hasznaltunk, amelyeket minden harmadik napon
dritettink. A begyQjtott egyedeket Silpha nemzetség szinten
kiilonitettiik el, majd a vizsgalatok megkezdése eldtt keriiltek faji
szintll meghatarozasra. A fajokat standard kulcsok segitségével
azonositottuk [Boros és mtsai., 1961].



A metaanalizishez sziikséges szakirodalmi attekintés és adatgyiijtés

A metaanalizishez a Web of Science 1975 és 2022 kdzotti
idészakra vonatkozd adatbazisaiban végzett szakirodalmi kereséssel
gyljtottiik ossze a sziikséges adatokat. A keresés soran a kdvetkezd
kifejezéseket hasznaltuk: TOPIC = (earthworm) AND TOPIC =
(metal) AND TOPIC = (accumulation). Az 6sszes érintett publikacid
megtalalasahoz attekintettik az eredményiil kapott kdzlemények
irodalomjegyzéke is. A publikdcidkat megfelelének itéltik a
metaanalizishez abban az esetben, ha azok tartalmaztdk az atlagos
koncentraciokat ~ (mg/kg™,  szdrazanyag)  szoOrasaikkal  és
mintanagysagukkal egy vagy tobb relevans fémelemre (arzén,
kadmium, krom, réz, nikkel, 6lom, cink) foldigilisztafajok egész
testében, szennyezett és a kontroll teriiletrél gytjtve, ez utdobbit nem
tekintettliink szennyezettnek [T6zsér és mtsai., 2022].

Morfometriai vizsgalati modszerek

A morfometriai vizsgalatok érdekében sziikség volt az egyed
részeinek digitalizalasara. Els6 1épésként fényképeket készitettiink,
erre Olympus C-7070 digitalis kamerat hasznaltunk, Olympus SZX7
sztereomikroszkopra szerelve. A fotddokumentacio soran kalibracios
targylemezt hasznaltunk. A boncolds soran a fém eszkozoket
mell6ztiik a kés6bbi toxikus elem vizsgalatok miatt. A miveletek
soran az egyedeket nedvesen tartottuk, hogy a szaradas miatt ne
valtozzanak az eredeti testi paraméterei. A metrikus bélyegek
fotodokumentacidja az egyedek testér6l levalasztva tortént, hogy
noveljik a mérési pontossagot. A méréseket haromszoros ismétléssel
végeztilk a Winimag 1.0 program alkalmazasaval.

Silpha tristis egyedek morfometriai vizsgalata

A Silpha tristis egyedek metrikus paramétereit még a
mikroelem Osszetétel meghatarozasa elétt mértiik. E16szor a pronotum
szélességét és a test hosszat hataroztuk meg. Az egyedek stabilitasat
iveggyongyokkel értiik el. A testhossz és a pronotum mérése utan
eltavolitottuk a labakat a pontosabb mérés érdekében. A labakon
minden esetben a femur és a tibia keriilt mérésre. A ldbak utan az
antennak is eltavolitisra kerliltek. A jobb és bal oldali antenndkon



keriiltek mérésre az antennomerek bal oldalon és jobb oldalon. Ezeket
a méréseket kovetden az elytrumon keriiltek mérésre a kijelolt pontok
szintén jobb ¢és bal oldalon. Legvégiil a hartyads szarny keriilt
elvalasztasra, a szarnyakat kalibracios targylemezre helyeztiik és egy
csepp desztillaltviz segitségével szétteritettiik a fotd elkészitéséhez,
majd mértiik a radiuson és a subcostan felvett mérési pontokat.

Mikroelem ésszetétel analizis a Silpha tristis egyedek laboratoriumi
feltarasaval

A mintak feltdrasat Braun és mtsai. [2009, 2012], Simon és
mtsai. [2011, 2017], valamint Papp és mtsai. [2019] korabbi
publikacioi nyoman végeztik. A Silpha tristis egyedeket
szaritoszekrényben szaritottuk 105 °C-on 24 oran keresztiil
(tomegallandésagig). Ezutan atmoszférikus nyomason torténd
roncsolast alkalmaztunk 2 ml 65 % (m/m)-os salétromsav és 0,5 ml
hidrogén-peroxid hozzaadasaval 100 °C-on. Az egyedek esetében
egyedenkénti roncsolds tortént, mig a ledaralt, homogenizalt
avarmintakbol és talajmintakbol 0,2 g mennyiséget hasznaltunk fel. A
mikroelem koncentraciok meghatarozasat ICP-OES Agilent 5110
késziilékkel végeztiik el.

A bioakkumuldcios faktor (BAF) szamitasa Silpha tristis egyedeknél

A BAF értékek meghatarozasanak szamitasanak menete a
kovetkez6: BAF=Cegyed/Ctalaj, ahol Cegyed @ S. tristisben kimutatott
fémkoncentracio (mg/kg™?, szarazanyag), Crulyj pedig a talajbol
kimutatott fémkoncentracio (mg/kg, szarazanyag) [Li et mtsai., 2007,
Rezvani és Zaefarian, 2011; Arnot és Gobas, 2006; Avgin, 2010]. Ha
a szamitas eredményeként kapott érték nagyobb, mint 1 az é16
szervezetben az adott kornyezeti elembdl, akkor akkumulacio tortént,
ha pedig az az érték kisebb, mint 1, akkor nem beszélhetiink
akkumulaciorol.

Fluktualo aszimmetria (FA) analizis a Silpha tristis egyedek
morfometriai paraméterei alapjan

Az aszimmetria iranyitottsagat vizsgaltuk, amely az egyes
bélyegekre szamitott aszimmetria értékek (J-B) atlaganak a nullatél
valo eltérésével hatarozhat6 meg. A morfometriai valtozok


https://link.springer.com/article/10.1007/s10661-023-11422-3#ref-CR22
https://link.springer.com/article/10.1007/s10661-023-11422-3#ref-CR34

kiilonbségében nincs jelen a direkcionalis aszimmetria, az értékek
normal eloszlast kdvetnek (p<0,05). Az FA analizist Palmer [1994]
munkaja alapjan végeztiik. A Palmer-féle index értékét a jobb és bal
oldali bélyegek mintacsoportonkénti (mintavételi teriiletek és ivar)
atlagértékeivel szamitjuk ki FA=([J-B]) / ((J+B) / 2). A mintavételi
tertiletek, valamint a himek és a ndstények kozotti kiillonbségeket az
FA mértéke alapjan varianciaanalizissel teszteltiik.

A metaanalizisbe vont szakirodalmi adatok statisztikai ertékelése

A metaanalizishez a torzitatlan standardizalt
atlagkiilonbséget (Hedges'g) szamitottuk a szennyezett - nem
szennyezett 0sszehasonlitdsok kozos hatdsméreteként.

A foldigiliszta fajok hatasanak becslésére a véletlenszer(
hatasok modelljét hasznaltuk, amely kikiiszoboli a kozds hatas
méretének korlatait a kisérleti koriilmények, a tervezés és az egyedi
vizsgalatok soran alkalmazott modszerek nagy eltérései alapjan
[Borenstein és mtsai., 2009]. A véletlen hatasti modellek f6 elénye,
hogy valdsziniibb, mint a fix hatast modelleké; a hatasméretek
eloszlasat a tanulmanyok ko6zotti valds kiilonbségeknek mutatjak,
ahelyett, hogy a mintavételi hibat feltételeznék a hatdsméret-
valtozasok egyetlen okaként [Borenstein és mtsai., 2009]. Az egyes
vizsgalatokhoz tobb hatasméretet is szamoltunk, ezért a véletlen-hatas
modellekben egy véletlenszeri hatast alkalmaztunk bedgyazo
tényezoként. Az atlagos hatasméretet statisztikailag szignifikansnak
tekintettilk abban az esetben, ha a 95 %-0s bootstrap
konfidenciaintervallum (CI; 999 iteracio) nem tartalmazott nullat.

BugTracker fejlesztésének redményei

A BugTracker azért hoztuk létre, hogy a 1étez6 megoldasoknal
ujabb nyomkovetési algoritmust hasznalva, egy meghatarozott
viselkedési paraméter tesztelésére legyen optimalizalva, ezzel
megkonnyiteni a mérési és kiértékelési folyamatot, illetve megnovelni
az ismételhetdséget. A CSRT (diszkriminativ korrelacids sziird
csatornaval és térbeli megbizhatosaggal) algoritmust hasznalja a
program, amit igy kevésbé befolyasolja a fényero és a fényviszonyok
kozotti kiilonbségek a vizsgalni kivant teriileten [Malik-Roffa és
mtsai., 2023]. Hasznalata nem igényel programozasi ismereteket. A
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BugTracker a GNU General Public License v3.0 alatt érhetd el, a
GitHubon telepitési és hasznalati utmutatoval:

https://github.com/Roffagalaxis/Bugtracker (letdltve: 2023. marcius
29.).
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Uj tudomanyos eredmények

A Silpha tristis egyedek esetében végzett mikroelem-ésszetétel analizis
eredményei

1.

2.

3.

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a mintavételi teriiletek
szignifiknsan elkiiloniilnek egymastol (p<0,001).
Bebizonyitottuk, hogy az 1. teriileten valdoban a legnagyobb
meértékli a mikroelem-koncentracio. Jelentdsebb eltérést kizarolag
az 1. teriiletrél szarmazo him egyedek B, Ca és Sr mikroelemeinek
esetében tapasztaltunk.

A Cu-nél a 2. teriiletr6l szarmazé him egyedeknél talalhatd
szignifikansabb kiilonbség. A K, S és P elemek vizsgalata esetén a
3. teriilet him egyedeit kivéve minden mintavételi teriilet mindkét
ivaranal rendkiviili eltéréseket tapasztaltunk. A Mn és Zn elemek
esetén az 1. teriilet him és a 3. teriilet néstény példanyainal
tapasztaltunk eltéréseket.

A Mg-nal az 1. teriilet mindkét ivarhoz tartozo, illetve a 3. teriilet
ndstény egyedeinél talalhatok szignifikansabb kiilonbségek.
Szignifikans kiilonbség tapasztalhatdé Na elem esetén a 2.
tertilethez tartozo him és 3. teriilet néstény példanyainal. Az Al,
Ba és Fe elemek tekintetében nem talaltunk jelentdsebb eltérést az
egyedek kozt egyik teriileten sem.

A Silpha tristis egyedek esetében végzett morfometriai vizsgalatok
eredményei

4,

Az FA vizsgélatba vont bélyegek szimmetria-viszonyaban
szignifikans kiilonbségek figyelhetéek meg az 1. mintavételi
teriileten a tobbihez képest. A csapok, illetve az els6 és harmadik
tibia  (labszar)  paramétereinél  szignifikdns  eltérések
tapasztalhatbak a ndstény egyedek kozott az 1. teriilet
tekintetében. A tobbi paraméternél nem tapasztaltunk szignifikdns
valtozast.
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A metaanalizishez sziikséges szakirodalmi attekintés és adatgyiijtés
eredményei

5.

Az egyes fémes elemek (As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb és Zn)
felhalmozodasa szignifikdnsan magasabb volt a szennyezett
talajbol szarmazo foldigilisztakban, mint a kontroll teriiletrdl
szarmazokban. Az egyes fémes elemek felhalmozodasat értékelve
a talaj pH-janak szignifikans hatasat csak egy esetben tapasztaltuk.

Az elemzések eredményei azt mutattak, hogy a réz akkumulacios
intenzitasa jelent6sen nétt a talaj pH-értékeinek ndvekedésével. A
foldigilisztak Pb-felhalmozodasi sebessége az id6 elérehaladtaval
jelentdsen csokkent, szignifikansan alacsonyabb testkoncentraciot
mutatva az expozici6 idétartamaval.

A szoftver eredményei

7.

Uj, konnyen hasznalhatdo és operacios rendszer fiiggetlen
BugTracker nevii szoftver 1étrejotte.

A szoftverek nyomon kovetési 6sszehasonlitasaban kiemelkedden
teljesitett.

GitHubon elérhet6 a telepitési, valamint hasznalati Gitmutat6 angol
nyelven: https://github.com/Roffagalaxis/Bugtracker.
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Introduction

The anthropogenic impacts on the ecosystems are
multifaceted and their consequences on biodiversity are difficult to
interpret. It is impossible to separate the effects of individual factors
within a stress factor [Hilborn and Stearns, 1982; Underwood, 1997].

Global anthropogenic activities such as agriculture, forestry,
and urbanization all lead to significant changes in the environment
[Kerr and Currie, 1995]. Changes in environmental parameters exert
pressure on the organisms living there, modifying their behavioral
parameters: activity, exploratory behavior, boldness or even
phenology, condition, and can also affect fertility [Wong, 2015; Cote
et al., 2010]. In ecological studies, in addition to field sampling,
correctly chosen laboratory tests and statistical methods play an
important role. Well-quantified laboratory tests can provide basic
information about animal behavior in ecological, ethological, and
ecotoxicological research. These types of studies require knowledge
of the studied animals, observation and tracking in well-controlled and
defined scenes [Panadeiro et al., 2021]. In many disciplines such as
behavioral and evolutionary ecology and ethology, the key question is
how to quantify the activity and/or movement of the studied
organisms. Movement is a crucial parameter and is often used as a
proxy to evaluate the effects of human-related stressors, chemicals,
and drugs [Seehausen et al., 1997]. One common way to study
arthropod movement is through artificial laboratory test arenas where
short-term video recordings are made of individual movements,
followed by evaluation with the help of videos [Zaller et al., 2015].
Today, several software solutions offer solutions for modeling and
processing ecological problems and tasks. With the development of
algorithms, these software also evolve and new ones appear [Malik-
Roffa et al., 2023].

The development of technology not only has beneficial
effects, but we can also experience processes associated with
environmental stress, especially concentrated in urban areas [Cachada
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et al., 2013]. The smallest changes in their habitat can severely affect
the living conditions of terrestrial organisms. One of the most
common stress factors in the soil is excessive toxic element
concentration [Sharma et al., 2018]. A group of elements found in the
soil (e.g., metallic elements) represents a potential concentration-
dependent risk to the environment. These elements are often referred
to as potentially toxic in the literature [Antoniadis et al., 2019; Xiao et
al., 2022].

The effects of environmental stress factors are clearly visible
in the microelement composition and concentrations of individuals,
and changes in their morphometric parameters and body symmetry
can be examined [Palmer and Strobeck, 1992; Jones and Hopkin,
1998; Ribera et al., 2001; Witzel, 2000; Weller and Ganzhorn, 2004;
Skalski et al., 2010; Godet et al., 2011; Simon et al., 2016]. Therefore,
they prove to be very effective for monitoring the effects of human
activities. Due to its high density and easy collectability, the Silpha
tristis species selected from trapped individuals may be suitable for
similar studies. There is still very little literature available on this
topic.
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Objectives

The aim of my research is to understand the effects of
anthropogenic environmental stress through field studies and analysis
of scientific literature, with attention to morphometric changes and
microelement composition. In addition, a key goal was to create an
easy-to-use, operating system-independent motion detection program
that could be suitable for quantifying the tests used in behavior
analysis with the latest algorithms and help reduce the possibility of
human error. It is very important that this program to be practical and
easily accessible to everyone. It was also my goal for the program to
be open source, which allows for a high degree of reprogramming or
development by external programmers, thus increasing the further
development potential of the program.

Testing the effects of environmental stress on the microelement
composition and morphometry of Silpha tristis individuals

One of the highlighted goals was to study the effects of
environmental stress, which we analyzed and evaluated with
microelement composition testing and body symmetry data. The
analysis of aluminum, boron, barium, calcium, copper, iron,
potassium, magnesium, manganese, sodium, phosphorus, sulfur,
strontium and zinc concentrations was done individually. In addition,
we performed FA (fluctuating asymmetry) analysis by measuring the
parameters of bilateral organs.

Meta-analysis of metallic elements accumulated in earthworm species

We wanted to gain a credible overview of the metal
accumulation in different earthworm species collected from various
control and polluted sampling areas, as the responses of earthworms
to excessive soil element concentration are easy to study. However,
published results on metal element accumulation in individuals are
contradictory. We wanted published data on total body concentrations
of arsenic, cadmium, chromium, copper, nickel, lead and zinc in
individuals collected from polluted and non-polluted (control) soils to
be evaluated using meta-analyses. In addition, we assessed the role of
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soil pH value and exposure time as factors potentially influencing
metal accumulation [Tézsér et al., 2022].

Designing and writing software for tracking arthropod movement

In ethology and evolutionary ecology, a key question is how to
quantify the activity/movement of studied organisms, which are
important parameters. Proxies are often used to evaluate the effects of
human-related stressors, chemicals, and drugs [Seehausen et al.,
1997]. Therefore, these are very precise and accurate methods with
non-invasive techniques applied for movement measurement [Dell et
al., 2014]. One common way to study arthropod movement is through
artificial laboratory test arenas with short-term video recordings
[Zaller, 2015].

The availability of video-making products capable of complex
frame-by-frame analysis and high-performance personal computers
increasingly makes it possible to record and measure animal
movements [Richard and Margaret, 1988]. The goal was to create
software that is extremely accurate, easy to use even without
programming knowledge thereby reducing human resource
requirements as well. An important consideration was that the quality
of the video should minimally influence the outcome of the analysis
so that recording conditions and equipment can be very diverse.
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Materials and Methods

Field Sampling

The samples come from a suburban area of Debrecen, the
Lovasz-zugi area, where there were lakes before. From the 1930s to
the 1950s, the examined area functioned as a secondary biological
treatment unit. The development of sewage treatment plants from the
early 2000s resulted in the elimination of the lake system. As a result,
reclamation steps were initiated targeting the elements (mainly metal)
contaminated wastewater. Initially, sand was transported from a
distant sand mine. The two components (sludge and sand) were spread
on the smoothed sludge surface without mixing at varying thicknesses.
Despite the smoothing, the surface of the area remained slightly
uneven. As a result, the frequency and duration of periodic water
coverage varied in different parts of the examined area; decreasing
from north to south. In September 2013, during a remediation
procedure, 5800 individuals of Salix viminalis (basket willow) were
planted as 20 cm rooted cuttings in a 5 x 8 m distribution, primarily
for the stabilization of elements [Tézsér et al., 2018].

The individuals participating in the study come from this
area. The area can be divided into three parts. Area 1 is polluted, areas
2 and 3 are moderately and mildly polluted. Silpha tristis individuals
were collected with live traps in April and October. After collection,
individuals were placed in sealable polyethylene bags and then stored
frozen at -15 °C until the start of the tests. We used 20 traps at each
sampling site, which we emptied every third day. The collected
individuals were separated at the genus Silpha level and were
determined at species level before starting the tests. Species were
identified using standard keys [Boros et al., 1961].

Literature Review and Data Collection for Meta-analysis

The necessary data for the meta-analysis were collected
through a literature search in the Web of Science databases for the
period between 1975 and 2022. During the search, we used the
following expressions: TOPIC = (earthworm) AND TOPIC = (metal)
AND TOPIC = (accumulation). To find all relevant publications, we
also reviewed the bibliographies of the resulting publications.
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Publications were considered suitable for meta-analysis if they
contained average concentrations (mg/kg™, dry matter) with their
variances and sample sizes for one or more relevant metal elements
(arsenic, cadmium, chromium, copper, nickel, lead, zinc) in whole
bodies of earthworm species collected from polluted and control areas,
the latter not considered polluted [T6zsér et al., 2022].

Morphometric Examination Methods

For the morphometric examinations, it was necessary to
digitize parts of the individual. As a first step, we took photographs
using an Olympus C-7070 digital camera mounted on an Olympus
SZX7 stereomicroscope. During photo documentation, we used a
calibration slide. During dissection, we avoided metal tools due to
later toxic element examinations. During operations, individuals were
kept wet to prevent changes in their original body parameters due to
drying. Photo documentation of metric stamps was done separately
from the individuals’ bodies to increase measurement accuracy.
Measurements were performed with triple repetition using the
Winimag 1.0 program.

Morphometric Examination of Silpha tristis Individuals

The metric parameters of Silpha tristis individuals were
measured before determining the microelement composition. First, we
determined the width of the pronotum and the length of the body. The
stability of individuals was achieved with glass beads. After
measuring body length and pronotum, we removed the legs for more
accurate measurement. On the legs, in all cases, femur and tibia were
measured. After the legs, the antennae were also removed. On both
right and left antennae, antennomeres were measured on both sides.
After these measurements, points were measured on the elytrum also
on both sides. Finally, the membranous wing was separated; wings
were placed on a calibration slide and spread with a drop of distilled
water for photo taking, then measurement points were taken on radius
and subcosta.
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Microelement Composition Analysis of Silpha tristis Individuals in
Laboratory

The digestion of the samples was carried out based on the
previous publications of Braun et al. [2009, 2012], Simon et al. [2011,
2017], and Papp et al. [2019]. Silpha tristis individuals were dried in
a drying cabinet at 105 °C for 24 hours (until constant weight). Then
we applied digestion at atmospheric pressure with the addition of 2 ml
of 65% (m/m) nitric acid and 0.5 ml of hydrogen peroxide at 100 °C.
In the case of individuals, digestion was carried out individually, while
for ground, homogenized litter samples and soil samples, we used a
quantity of 0.2 g. The determination of microelement concentrations
was performed with an ICP-OES Agilent 5110 device.

Calculation of Bioaccumulation Factor (BAF) in Silpha tristis
Individuals

The calculation of BAF wvalues is as follows:
BAF=Cingividual/Csoil, Where Cingiviavat 1S the metal concentration
detected in S. tristis (mg/kg™?, dry matter), and Csoil is the metal
concentration detected from the soil (mg/kg™, dry matter) [Li et al.,
2007; Rezvani and Zaefarian, 2011; Arnot and Gobas, 2006; Avgin,
2010]. If the value obtained from the calculation is greater than 1 for
a given environmental element in the organism, then accumulation has
occurred, if the value is less than 1, we cannot speak of accumulation.

Fluctuating Asymmetry (FA) Analysis Based on Morphometric
Parameters of Silpha tristis Individuals

We examined the directionality of asymmetry, which can be
determined by the deviation from zero of the average asymmetry
values (J-B) calculated for each stamp. There is no directional
asymmetry present in the difference of morphometric variables, the
values follow a normal distribution (p<0.05). The FA analysis was
performed based on the work of Palmer [1994]. The value of the
Palmer index is calculated with the average values of the right and left
stamps for each sample group (sampling areas and sex) using the
formula FA=([J-B]) / (J+B) / 2). We tested the differences between
sampling areas, as well as between males and females, based on the
degree of FA using variance analysis.
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Statistical evaluation of the literature data included in the meta-
analysis

For the meta-analysis, we calculated the unbiased
standardized mean difference (Hedges’ g) as a common effect size for
the comparisons between contaminated and non-contaminated. To
estimate the effect of earthworm species, we used a random effects
model, which eliminates the limitations of the common effect size
based on large variations in experimental conditions, design, and
methods used in individual studies [Borenstein et al., 2009]. The main
advantage of random effects models is that they are more likely than
fixed effects models; they show the distribution of effect sizes as real
differences between studies, rather than assuming sampling error as
the only cause of effect size changes [Borenstein et al., 2009]. We
calculated multiple effect sizes for each study, so in random-effects
models we applied a random effect as an embedding factor. The
average effect size was considered statistically significant if the 95%
bootstrap confidence interval (Cl; 999 iterations) did not contain zero.

Results of BugTracker development

BugTracker was developed to use a newer tracking algorithm
than existing solutions, and to be optimized for testing a specific
behavioral parameter, which can simplify the measurement and
evaluation process and increase repeatability. It uses the CSRT
(Discriminative Correlation Filter with Channel and Spatial
Reliability) algorithm; thus, it is less influenced by the differences in
brightness and lighting conditions in the studied area [Malik-Roffa et
al.,, 2023]. Its use does not require programming knowledge.
BugTracker is available under the GNU General Public License v3.0,
with installation and wusage guide available on GitHub:
[https://github.com/Roffagalaxis/Bugtracker] (downloaded: March
29, 2023).
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New scientific results

Results of the microelement composition analysis for Silpha tristis
individuals

1. Based on the results, it can be said that the sampling areas
significantly differ from each other (p<0.001). We have proven
that the highest level of microelement concentration is indeed on
area 1. Significant differences were only observed for the B, Ca,
and Sr microelements of male individuals from area 1.

2. For Cu, a more significant difference was found in male
individuals from area 2. In the case of K, S, and P elements, we
observed extreme differences in both sexes of all sampling areas
except for male individuals from area 3. For Mn and Zn elements,
differences were observed in male individuals from area 1 and
female individuals from area 3.

3. For Mg, more significant differences can be found in individuals
of both sexes from area 1 and female individuals from area 3. A
significant difference can be observed for Na element in male
individuals belonging to area 2 and female individuals from area
3. For Al, Ba, and Fe elements, no significant differences were
found among individuals in any of the areas.

Results of morphometric examinations for Silpha tristis individuals

4. Significant differences can be observed in the symmetry relations
of the stamps included in the FA examination on area 1 compared
to others. Significant differences can be observed in the parameters
of antennae and first and third tibia (shank) among female
individuals in area 1. No significant changes were observed for
other parameters.

24



Results of literature review and data collection necessary for meta-
analysis

5.

The accumulation of individual metal elements (As, Cd, Cr, Cu,
Ni, Pb, and Zn) was significantly higher in earthworms from
contaminated soil than those from control areas. Evaluating the
accumulation of individual metal elements, we only observed a
significant effect of soil pH in one case.

The results of the analyses showed that the intensity of copper
accumulation significantly increased with increasing soil pH
values. The Pb accumulation rate of earthworms significantly
decreased over time, showing significantly lower body
concentration with the duration of exposure.

Software results

7.

8.

9.

The creation of a new, easy-to-use software called BugTracker that
is independent of the operating system.

It performed outstandingly in software tracking comparisons.

Installation and usage guide is available in English on GitHub:
[https://github.com/Roffagalaxis/Bugtracker].
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