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OSSZEFOGLALAS

Az Skotoxikologiai gyakorlatban elterjedten alkalmazott, Magyarorszagon jelenleg
elokésziiletben levo szabvanyként ismert teszt a Lemna minor (kis békalencse) reprodukcio
gatlasan alapszik (ISO/FDIS 20079: Water quality - Determination of the toxic effect of
water constituents and waste water on duckweed (Lemna minor) - Duckweed growth
inhibition test). A reprodukcio meérésére a rendelkezésre dllo protokollok a kovetkezo
mérhetd paramétereket emlitik: levélkeszam, szaraz ill. nedves tomeg, valamint feliilet. A
Pannon Egyetem Képfeldolgozds és Neuroszamitogépek Tanszékén kifejlesztett Duckweed
Detector a levélfeliilet automatizalt meéresét végzi el, megkiilonboztetve az él6 (egészséges),
ill. az elpusztult (valamilyen toxikus hatds miatt klorozist/nekrozist szenvedett) leveleket.
(Kulcsszavak: Lemna minor, reprodukcio-gatlas, feliiletmérés, vizualis értékelés)
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The Lemna minor growth inhibition test is widely used in ecotoxicology, the standard is
to be introduced in Hungary (ISO/FDIS 20079: Water quality - Determination of the
toxic effect of water constituents and waste water on duckweed (Lemna minor) -
Duckweed growth inhibition test. According to available test protocols, growth can be
assessed on the basis of frond number, wet weight and total frond surface. The
Duckweed Detector developed at the Department of Image Processing and
Neurocomputing of the University of Pannonia carries out surface measurements
automatically, distinguishing between healthy and dead (chlorotic/necrotic) fronds.
(Keywords: Lemna minor, growth inhibition, surface measurement, visual assessment)

BEVEZETES
Az okotoxikologiai gyakorlatban elterjedten alkalmazott, Magyarorszagon jelenleg

elokésziiletben levd szabvanyként ismert teszt a Lemna minor (kis békalencse)
reprodukcio gatlasan alapszik (ISO/FDIS 20079: Water quality - Determination of the
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toxic effect of water constituents and waste water on duckweed (Lemna minor) -
Duckweed growth inhibition test).

A kis békalencse gyakorlatilag az egész Foldon elterjedt, a viz felszinén uszo
edényes novény. Konnyli begylijteni, és konnyli a laboratoriumban tartani. Ennek
eredményeként a békalencsével végzett toxicitas-becslés gyakorlatilag a legolcsdbban
elvégezhetd Okotoxikologiai teszt. Nemcsak ebben rejlik a jelentésége: mivel az
okotoxikologidban nagyon kevés olyan tesztszervezetet alkalmazunk, amely a
magasabbrendil novények kozé tartozna, a békalencse egy fontos taxondmiai csoportot
reprezental (Suter, 1993).

Jellemzdje, hogy ivartalanul szaporodik: a ndvény 1j leveleket hoz, amelyeknek
sajat gyokere fejlodik (1. dbra). Az 10j levelek el6bb-utobb levalnak az anyandvényrdl és
6nallo  egyedként kezdenek el funkcionalni. A szaporodasi sebesség altalaban nagy,
néhany Lemna faj leveleinek duplazodasi ideje 0,35-2,8 nap kozott van (Wang, 1990).

1. abra
Uj levélke képzédése

1

Figure 1: Development of a new frond

A teszt soran a ndvénynek épp ezt a jellemzdjét hasznaljuk ki: azt mérjiik, hogy
valamilyen feltehet6leg toxikus kozegben a kontrollhoz képest hogyan csdkken a
novekedés mértéke, azaz a vizsgalt komponens milyen gatld hatassal bir a novekedésre.
Az alkalmazott expozicids id6 hét nap.

A novekedés mértékének szamszerlsitésére a leggyakoribb mért paraméter a
levélkeszam, de gyakran meghatarozzak a biomasszara, levél-atmérére, gyokérhosszra
és a klorofill-a-ra gyakorolt hatasokat is. A kalkulalt paraméterek az Skotoxikologiai
gyakorlatnak megfeleléen ECsy, NOEC vagy LOEC formajaban adhatok meg. (ECs,: Gn.
félletalis koncentracio, amely 50%-os hatést, jelen esetben 50%-o0s novekedésgatlast valt
ki. NOEC: No Observed Effect Concentration, azaz az a koncentraci6, amely még nem
valt ki észlelhetd hatast. LOEC: Lowest Observed Effect Concentration, azaz az a
legkisebb koncentracio, ahol mar megfigyelhetd/mérhetd hatas 1ép fel.)
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Az OECD szabvany (OECD, 2002), ill. a jelenleg hazankban el6késziiletben levé ISO
szabvany (ISO/FDIS 20079) a kovetkez6 mérhetd paramétercket emliti: levélkeszam,
szaraz ill. nedves tomeg, valamint feliilet. A szaraz tomeg mérése soran sériilhetnek a
levélkék. A nedves tomeg mérése azért nehézkes, mert nagyfoki mérési hibat rejt
magaban, hiszen a viz tdmegét is hozzaszamitjuk a levélkék tomegéhez. A levélkeszam
megszamlalasa bar nem igényel kiilon képzettséget, de itt is jelentkezhet egyfajta mérési
hiba: olykor nem is olyan egyszeri eldonteni, pontosan mit is tekintiink 0j levélkének,
hiszen egy frissen képz6do levélke kezdetben csak egy dudorként jelenik meg. Ezek a
mérési hibak az eredmények esetleges pontatlansaga mellett azt is eredményezik, hogy
az dkotoxikologiai teszteknek egy fontos mindségbiztositasi komponense, nevezetesen a
reprodukalhatosag (USEPA, 1997), nem teljesiil. A nedves sily mérését ill. a képzodott
uj levélkék szamanak értékelését ugyanazon személy kell hogy végezze, kikiiszobolve
az eltéré manualis technikabol vagy rutinbdl eredd eltéréseket. (A nedves suly mérése
tapasztalatunk szerint raadasul azért sem megfeleld technika, mert esetenként
sériilhetnek maguk a tesztorganizmusok, vagy fertézést vihetiink a tesztpopulacioba.)

Harmadik lehetéség a feliilet mérése, erre a szabvany “manualis” valamint digitalis
technikakat javasol.

Elsédleges célunk olyan vizualis modszer kidolgozasa volt, amelynek segitségével
a reprodukcid mérése konnyen kivitelezhet, automatizalhaté és a mérési hibak
kikiiszobdlhetdk. Kiindulasi pontunk a feliilet volt, azaz a békalencse Osszfeliiletének a
mérése. Ehhez fontos tudnunk, hogy az egyes levélkék mindig a viz felszinén
helyezkednek el, nem fordulnak el, és egymast nem takarjak.

A NOVEKEDES-GATLAS SZOFTVERREL SEGITETT VIZUALIS ERTEKELESE

Ismertek olyan képelemzd szoftverek, amelyek a novekedés-gatlast a feliillet mérésén
keresztiil szamitjak és igy a Lemna teszt szabvany szerinti kiértékelésére alkalmasak
(Eberius, 2001). A Pannon Egyetem Képfeldolgozas és Neuroszamitogépek Tanszékén
kertilt kifejlesztésre a Duckweed Detector (DwD) v0.1/v.02 szoftver, amely a feliilet
vizualis becslését végzi. A program megadja mind az €16, mind a halott levélkék altal
fedett tertilet teljes vizsgalati teriilethez viszonyitott szazalékos aranyat (2. abra).

Az eljaras algoritmusa a kovetkezo:

1. A Dbékalencse-tenyészetet alulrol fehér fénnyel megvilagitjuk, majd feliilrél
lefényképezziik.

2. A képet szinekre bontjuk. A kiértékeléshez célszerlien a piros vagy a kék savot
vizsgaljuk. (A hattérfény fehér, tehat tartalmaz kék, zold, és vorés komponenst is. Ez
azért fontos, mert a kamera CCD-je ezt a harom savot méri a szines kép
eléallitasahoz. Ahol a fény (majdnem) akadaly nélkil jut a kameraba (iivegen, a
folyadékon vagy az elpusztult levélen keresztiil), ott mindegyik savbol jut at
valamennyi fénymennyiség. A sotétzold részeken viszont csak némi zo6ld fény jut at.)

3. Az elkésziilt képet Load paranccsal toltjiik be. JPEG, BMP, TIF és még par jol ismert
formatumot olvas.

4. Kijeloljik a vizsgalati teriiletet. A DwD modot ad arra, hogy egy célkereszt
mozgatasaval mi jeloljik ki a vizsgalt teriilet kozepét, majd ehhez a kor sugarat a
pixelek szdmanak megadasaval hatarozhatjuk meg.

5. Beadllitjuk az érzékenységet, tehat definidljuk az él6 és az elpusztult levélkékhez
tartozd vagasi kiiszobot. Ezzel azt adjuk meg, melyek azok a képpontok, amelyek
elég sotétek (a kék csatornaban), ezeket tekintjiik élének (Algorithm parameters).
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6. Megkapjuk az €10, illetve az elpusztult levélkék altal boritott teriilet nagysagat a
vizsgalati teriilet szazalékaban.

2. abra

A DwD v.02 képernyéképe
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Figure 2: Screen view of Duckweed Detector v.02

A kalibralas soran arra torekedtiink, hogy azt a szinintenzitast beéllitsuk, amely mellett a
levélkék egyértelmilen megkiilonbdztethetok a hattértdl (¢16 levélkékhez tartozo vagasi
kiiszob), ill. amely mellett az ¢él6 és elpusztult (klorotikus/nekrotikus) levelek
megkiilonboztethetdk (elpusztult levelekhez tartozod vagasi kiiszob). Az é16 levelekhez
tartozo vagasi kiiszob bedllitdsa soran a kdvetkezOképpen jartunk el: az egyes intenzitas
értékekhez hozzarendeltiik az adott intenzitas mellett él6nek szamitott teriiletaranyt. Az
intenzitds megndvelése 15-r6l 30-ra a kirajzolt teriilet 9,7%-os ndvekedését
eredményezte. A kovetkez6 ugras soran (az intenzitast 30-r6l 40-re noveltik) a
kiilonbség mar csak 4,88% volt, amely alatta maradt a célul kitlizott 5%-os hibahatarnak.
Ennek eredményeképpen a beallitott vagasi kiiszob értéke 30. Hasonld6 mechanizmust
kovettiink az elpusztult levelekhez tartozo vagasi kiiszob (intenzitas) beallitasa soran.

KOVETKEZTETESEK
A szabvany Lemna teszt kiértékelésén kiviil az eljaras/szoftver alkalmazhato (a

beallitasok modositasaval) altaldban ndvényfeliiletek/novényboritottsag értékelésére.
Masik jelentds alkalmazasi teriilet egy gyakori bioindikacids vizsgalat, a levélnekrozis

24



Acta Agr. Kapos. Vol 11 No 2

értékelése. A nekrotikus foltok a szovet elhalasaval jonnek létre, sziniik adott
ndvénytaxontol fiigg, de mindenképpen jelentdsen eltér a levél eredeti szinétdl.

Az automatizalt mérési modszerek az Okotoxikoldgiai vizsgalatokban nemcsak
megkonnyitik a munkat, de az emberi hiba kikiiszobolésével a tesztek
mindségbiztosithatosagat is javitjak.
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