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1 INTRODUCAO

A contaminacéo do solo com produtos derivados de petroleo é um problema
geralmente causado por rompimento de oleodutos, vazamentos em poc¢os e tanques
de armazenamento subterraneo, acidentes rodoferroviarios ou em atividades néo
controladas em aterros. Combustiveis automotivos, como diesel e gasolina, sao
misturas toxicas, que quando entram em contato com o solo trazem um grande risco
ambiental, podendo contaminar outras areas, com a liberacdo de gases para a
atmosfera ou contaminacao de corpos hidricos (ROMERO; MONTERROSO, 2015).

Poluir o solo com substancias derivadas do petroleo traz um efeito negativo
tanto nas propriedades quimicas quanto nas propriedades fisicas e biolégicas do
mesmo. A poluicdo no solo também pode causar danos aos organismos que estdo
expostos indiretamente a esses poluentes (GOSPODAREK; RUSIN, 2020).

O solo é o ecossistema natural mais heterogéneo capaz de acumular
poluentes téxicos, com efeito direto e permanente nas plantas terrestres,
microorganismos do solo e invertebrados (CESNIENE et al., 2014). Acbes do
homem que mexam com a diversidade genética de organismos ou mudem a
microbiota do solo podem contribuir para a alteracdo da qualidade do solo
(PEREIRA et al., 2014).

O risco associado a um evento de contaminacdo do solo por algum tipo de
combustivel, geralmente € avaliado determinando a concentragdo de seus
compostos. Uma area que vem ganhando espaco na andlise de contaminagédo do
solo séo os bioensaios, que podem avaliar a toxicidade de misturas complexas. Para
isso plantas podem ser usadas como bioindicadores de contaminacdo do solo, ja
gue elas podem indicar mutacbes observaveis quando plantadas em solos
contaminados (ROMERO; MONTERROSO, 2015).

A qualidade do solo pode ser comprometida a partir de mudancas em suas
caracteristicas, para verificar essas mudancas sao usados indicadores, que sao
capazes de mostrar a condicdo ambiental do solo (SANTOS; MAIA, 2013). Entre os
indicadores existentes ha os bioindicadores, que sao propriedades ou processos
biolégicos que determinam a condi¢&o do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007), com a
capacidade de responder rapidamente as mudancas no solo (SANTOS; MAIA,

2013).



1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
O objetivo principal deste trabalho € avaliar a influéncia de cinco diferentes
concentracbes de diesel misturadas no solo, na toxicidade do bioindicador
Tradescantia clone 4430.
1.1.2 Objetivo especifico
Este trabalho tem como objetivo especifico criar um banco de dados de

imagens capturadas pelo microscépio Nikon Modelo Eclipse E200MV R, pelo
bioensaio Trad-SHM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Green et al. (1996) trazem um estudo sobre a fitotoxicidade versus a
mutagenicidade do diesel, para isso a Tradescantia clone foi escolhida para o teste,
devido a sua sensibilidade para detectar mutagénicos pelo teste de micronucleo. Os
experimentos de Yakovleva et al. (2011) e Cesniene et al. (2010), também séo
realizados com a Tradescantia.

O experimento de Green et al. (1996) foi realizado em estufa, onde as
plantas foram colocadas em vasos e regadas diariamente. Para 0 acompanhamento
dos efeitos relacionados a contaminacao, foram feitos 5 testes com 0, 0.1, 1.0, 10.0
e 100.0 microgramas de diesel por quilograma de solo.

Apbés a primeira semana do plantio foi observado que para todas as
concentragbes houve algum tipo de mudanca nas plantas, porém as plantas da
concentracdo de 100.0 pg/ kg nao apresentavam nenhuma flor ou botdo. Na
segunda semana para as concentracdes mais baixas havia quantidades
semelhantes de flores e botdes, exceto para concentracdo de 100.0 pg/ kg e
algumas plantas de concentragcdes menores ja demonstravam recuperacao. Apos a
terceira semana nas plantas para a concentracao de 100.0 pg/ kg comecaram a
surgir os primeiros botdes e na quarta semana surgiram novas mudas, flores e
botdes, demonstrando que esse grupo de plantas comecava a se recuperar.

No trabalho de Yakovleva et al. (2011) é visto as respostas da Tradescantia
(clone 02) a diferentes concentracdes de benzo(a)pireno no solo, mostrando a
frequéncia de mutacBes morfolégicas da flor e dos pelos estaminais e as mutacdes
fisiologicas nas células dos pelos estaminais. O benzo(a)pireno foi misturado ao solo
em quatro concentragdes diferentes, 10, 20 ,30 e 40 nanogramas por grama de solo,
além do vaso de controle que nao continha benzo(a)pireno. As flores brotaram do
dia 4 até o dia 50 depois da contaminagcdo e os pelos estaminais foram analisados
em microscopio diariamente.

Cesniene et al. (2010) usaram a Tradescantia clone 4430 para estudar a
genotocixidade em solos de territérios urbanos e militares da Lituénia, a partir do
teste de micronucleo e do teste de pelos estaminais, outro teste realizado foi o de
pelo estaminal ramificado. Em cada territério militar duas amostras de solos em
diferentes regides foram coletadas, para essas mesmas amostras de solo, em uma

publicacdo anterior, foi determinada a concentracdo de 28 metais.
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No experimento as plantas foram mantidas em estufa, elas ficaram de molho
em agua da torneira por 24 horas, depois foram tratadas por 6 horas nas amostras
de solo. O tempo de recuperacdo para as amostras foi de 24 horas, para que
ocorresse a formac&do de micronucleos e mutacdes rosa nos pelos estaminais. Apos
a exposicéao as inflorescéncias foram deixadas durante 24 horas em uma solucéo de
1:3 de Carnoy e depois transferidas para etanol 70%.

O teste de micronucleo foi usado nos experimentos de Green et al. (1996) e
Cesniene et al. (2010). Para Green et al. (1996) o teste de microndcleo ndo mostrou
efeitos para nenhuma das concentracées. Como o estudo da fitotoxicidade foi o
anico que apresentou algum tipo de resultado, foi realizado um experimento
alternativo, colocando as plantas sob mais iluminacdo natural. Nove dias apos a
exposicao ao diesel, nas mesmas concentracbes do experimento anterior, 10 de 15
plantas morreram, devido ao estresse do transplante. O grupo de 100.0 pg/ kg foi o
Unico grupo que demostrou algum tipo de mudanca, como pontas murchas.

No estudo de Cesniene et al. (2010), para as amostras de solo mais
genotoxicas, vindas de uma base de aviacdo a qual era muito usada na época
soviética, o teste de microndcleo foi capaz de mostrar um alto efeito clastogénico.
Esse teste também mostrou efeito clastogénico em outras amostras de solo, como a
amostrada de um campo de tiro.

A alta genotoxicidade da amostra do campo de tiro também pode ser
observada através de mutacdes rosas nos pelos estaminais, o teste de pelo
estaminal ramificado também apresentou mutagenicidade nessa amostra. O teste
pelo estaminal ramificado foi bem sucedido para as amostras de solo da base
especial de Kazlu, uma maior frequéncia de pelos estaminais ramificados foi
encontrada em uma amostra de solo que foi tratada com um extrato aquoso vindo de
uma floresta localizada perto de um aeroporto. Para uma outra amostra tratada com
um extrato aguoso de um campo minado também foram identificados pelos
ramificados.

As amostras de solo vindas de areas urbanas, também apresentaram niveis
de genotoxicidade através dos testes de micronlcleo e de pelos estaminais. Em
uma amostra coletada onde havia casas construidas no final do século XVIII e sem
grandes empresas, 0s testes que avaliam o pelo estaminal e o microndcleo
mostraram uma genotoxicidade significativa, porém para o teste de pelo estaminal

ramificado houve uma baixa frequéncia de pelos ramificados. Uma amostra de solo
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foi retirada da avenida Savanoriu, uma avenida que tinha um intenso trafego de
veiculos, muitas fabricas e duas centrais hidrelétricas alimentadas a gas. Com o
teste de pelo estaminal foi descoberto que nessa amostra continham produtos
genotoxicos, a especificidade desses poluentes so6 foi descoberta depois com outros
tipos de testes.

Na amostra de controle, coletada no jardim botanico da Universidade de
Vilnius, os testes de pelo estaminal, micronucleo e pelo estaminal ramificado
demonstraram uma baixa frequéncia, indicando que havia uma contaminag&o por
metais pesados, mesmo que leve. Com outros testes realizados depois foi
confirmado a presenca de metais e vale ressaltar que essa amostra era considerada
sem contaminacao.

O teste de pelos estaminais usado por Cesniene et al. (2010), também foi
usado no experimento de Yakovleva et al. (2011). Durante as andlises de Yakovleva
et al. (2011) foram notadas mudancas de coloracdo de azul para rosa, que € um
indicador dos efeitos mutagénicos do benzo(a)pireno sobre a planta. A frequéncia
dessa mudanca de coloracéo é o indicador mais sensivel para observar a reacédo da
planta ao estresse sofrido e essa frequéncia foi maior nas concentracdes de 20 ng/ g
e 40 ng/ g. Ap6s um més e meio do cultivo, as plantas foram cortadas para que
fosse calculado a biomassa total da planta, das raizes e das folhas. A biomassa teve
0 pico de crescimento para as contaminagdes de 20 ng/ g e 30 ng/ g.

Outras muta¢cBes morfologicas também foram observadas, como o numero
de células gigantes e ands, a ramificacdo nos pelos estaminais, eventos de mutagéo
branca e inibicdo da divisdo celular. Durante o experimento foram observadas
mutacbes morfologicas nas plantas para as diferentes concentracbes de
benzo(a)pireno, notou-se que a frequéncia de mutagdes crescia com 0 aumento da
concentragcdo de benzo(a)pireno, assim como as mutacdes morfolégicas nos pelos
estaminais da Tradescantia (clone 02).

Os testes de micronucleo e de pelo estaminal sdo os mais recorrentes na
literatura. O teste de micronucleo examina os graos de poélen e analisa a formacéo
de microndcleos em alteracdo meidtica (MA, 1982 apud RODRIGUES, 2021), ele
observa a frequéncia da formacao de micronucleos a partir da quebra cromossdémica
em células-méae de grdos de pdlen em fase inicial de meiose, quando expostas a
contaminacdo. Esse teste também pode ser denominado como Trad-MCN (MA,
1979 apud RODRIGUES, 2021).
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O teste da mutacédo no estaminal (Trad — SHM), usado por Cesniene et al.
(2010) e Yakovleva et al. (2011), analisa as células mitoticas dos pelos estaminais
das flores da Tradescantia. O teste se baseia no fato de que essas células sao
heterozigotas para a cor da flor, com o marcador visivel sendo a alteragéo fenotipica
da cor azul (dominante) para a rosa (recessiva). Grande parte das mutacdes no alelo
azul produzira uma célula rosa recessiva entre as células azuis, uma mutacao rosa
gue acontece neste momento pode continuar a se dividir e gerar uma série continua
de células rosas (MA et al., 1994; RODRIGUES et al. 1997).

A mudanca fenotipica na coloracédo de azul para rosa, na pétala ou no pelo
estaminal, tem sido usada como um marcador genético, pressupondo que as células
das pétalas e dos pelos estaminais sdo heterozigotas para a cor azul, e que se o
alelo dominante para a cor azul sofrer mutacdo ou for perdido o alelo recessivo
determina que as células filhas serdo rosas (SPARROW et al., 1974; EMMERLING-
THOMPSON e NAWROCKY, 1980).

Emmerling-Thompson e Nawrocky (1980) estudaram a heranca da
pigmentacao rosa nas ceélulas das pétalas e dos pelos estaminais da Tradescantia
clone 4430 em cruzamentos do clone 4430 com o seu clone parente 2241, de flores
cor de rosa, e em cruzamento com plantas irmas. Os resultados desses
cruzamentos sdo condizentes com a hipotese de que a cor rosa € determinada por
um par de alelos, e que a cor azul € dominante ao rosa.

A base genética para as alteracdes fenotipicas da cor das células de azul
para rosa na Tradescantia clone 02 ja foi estabelecida, porém o0 seu mecanismo
ainda nao foi explicado adequadamente (MERICLE e MERICLE, 1971; SAPRROW
et al., 1971; UNDERBRINK et al.,, 1973 apud SPARROW et al., 1974). A base
genética para as alteracbes fenotipicas pode estar associada a quebra de
cromossomos, mutacdo de genes, ndo-disjungdo comomossomica ou cruzamento
somético (SPARROW et al., 1974).

Com o teste Trad-SHM, também podem ser observadas outros tipos de
alteracbes nos pelos estaminais, como células de tamanhos diferentes, células
duplas ou triplas, bifurcacéo e anomalias de crescimento (SPARROW e SCHAIRER,
1971; MAZIVIERO, 2011 apud RODRIGUES, 2021).

Neste trabalho é adotada a hipdétese de que a mudancga fenotipica da cor azul
para rosa, nas células dos pelos estaminais da Tradescantia clone 4430 é um

marcador genético.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESCRICAO DO EXPERIMENTO

O experimento teve inicio no dia 13 de outubro de 2022, neste dia foram
montados 0s recipientes com a plantas Tradescantia clone 4430 com diferentes
concentracbes de diesel. Foram usados 5 recipientes de 20 centimetros de
didmetro, que j& estavam com terra e a Tradescantia clone 4430 plantada, em cada
recipiente continha 1,6 kg de terra. Os valores escolhidos para as concentracfes de
diesel foram determinados com base nos valores usados no artigo de Green et al.
(1996). Os valores para as concentracdes de diesel adicionadas em cada recipiente

sdo mostrados na tabela 1.

TABELA 1 - CONCENTRACAO DE DIESEL POR VASO

Vaso Diesel (mg)
0 0
1 160
2 1600
3 16000
4 160000

FONTE: A autora (2022)

Para adicionar o diesel na terra, a planta foi retirada do recipiente e a terra foi
transferida para uma bacia, para entdo ser adicionado o diesel. Para as
concentragcdes de 160 mg de diesel e 1600 mg de diesel, o diesel foi adicionado a
terra com o auxilio de uma micropipeta de alta precisdo Peguepet, para a
concentracdo de 16000 mg de diesel, o diesel foi pesado em uma balanca digital
para massas de unidades menores e para concentracdo de 160000 mg de diesel, o
diesel foi pesado em uma balanga digital comercial, para a pesagem do diesel na

balanca foi usado um béquer, os materiais utilizados sdo mostrados na figura 1.



15

FIGURA 1 - EQUIPAMETOS USADOS PARA A CONTAMINAGAO DO SOLO COM DIESEL (a)
BACIA; (b) BALANCA DIGITAL; (c) BALANCA COMERCIAL; (d) BEQUER; (€) MICROPIPETA

Y B i = P L A =
' : . ah ~

-

1
J |

FONTE: A autora (2022)

Depois de adicionado o diesel a terra, esta foi misturada para que o diesel se
espalhasse da maneira mais uniforme possivel, em seguida a terra foi devolvida ao
recipiente e a Tradescantia clone 4430 plantada novamente. Apos isso, todos 0s
recipientes foram regados com agua e acondicionados em um balcdo em frente a
uma janela (FIGURA 2), no laboratério de Engenharia Ambiental no Centro

Politécnico, para terem a mesma incidéncia de radiacao solar.

FIGURA 2 - PLANTAS NO DIA 13 DE OUTUBRO DE 2022

T

[Fm o
) (@

! 4 ¢ 100 mg/kg M 1000 mg/kg \ 10000 mg/kg §< 100000 mg/kg

FONTE: A autora (2022)
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3.2 DISPOSICAO FINAL DOS RESIDUOS APOS A CONCLUSAO DO TRABALHO

Concluido o trabalho os residuos contaminados foram destinados para a
empresa Geoquimica, localizada na cidade de S&o José dos Pinhais. A Geoquimica
possui uma central de armazenamento e classificacdo que faz o preparo, trituracdo e

blendagem para coprocessamento dos residuos solidos.
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3.3 ANALISE DOS ESTAMES E CAPTURA DE IMAGEM

O teste escolhido para avaliar a reacéo das plantas de Tradescantia clone
4430 as diferentes concentracdes de diesel foi o bioensaio Trad-SHM, seguindo os
mesmos processos de Rodrigues (2021).

As flores da Tradescantia sp. clone 4430 comecaram a ser coletadas para
analise a partir do dia 03 de novembro de 2022, trés semanas apos o inicio do
experimento, as coletas realizadas sdo mostradas na tabela 2. No dia 31 de outubro
de 2022 a planta no vaso de concentracdo de 100000 mg/ kg comegou a murchar e
apresentar folhas e caules amarelados (FIGURA 3), no dia 17 de novembro de 2022
a planta ja estava completamente murcha predominantemente da cor marrom e com
as folhas um pouco oleosas (FIGURA 4 e FIGURA 5), no dia 03 de dezembro de
2022 a planta ja estava seca (FIGURA 6). Logo para a concentracdo de 100000 mg/
kg néo foi possivel coletar nenhuma flor.

Para retirar as flores foi cortado o pedunculo e, logo apés, as flores eram
acondicionadas em recipientes plasticos devidamente identificados com a
concentracdo de diesel do vaso onde a planta se encontrava. ApOs esse processo

as flores eram levadas para o Laboratério de Ecologia e Conservacéo - LEC.



TABELA 2 — DATA DE COLETA E ANALISES REALIZADAS

Data da analise Concentragdo
Controle 100 mg/ kg 1000 mg/kg 10000 mg/Kg 100000 mg/ kg

03/11/2022 1 1 1
11/11/2022 1

17/11/2022 2
18/11/2022 1 2
29/11/2022 1

01/12/2022 1 1 1

02/12/2022 1 1 1

08/12/2022 1 1
09/12/2022 2 1

13/12/2022 1 1
20/12/2022 1
05/01/2023 2

10/01/2023 1 1

12/01/2023 1

17/01/2023 1

02/02/2023 1

06/02/2023 1

10/02/2023 1

17/03/2023 1

27/04/2023 1
02/05/2023 1
11/05/2023 1

TOTAL 7 7 13 10 0

FONTE: A autora (2023)

FIGURA 3 — PLANTA NO VASO DE

CONCENTRAGAO 100000 MG/KG, DIA
31/10/2022 FIGURA 4 - PLANTA NO VASO DE

CONCENTRACAO 100000 MG/KG DIA
17/11/2022 |

Fonte: A autora (2022) 7

Fonte: A autora (2022)
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FIGURA 5 — PLANTA NO VASO DE FIGURA 6 — PLANTA NO VASO DE
CONCENTRAGCAO 100000 MG/KG, DIA CONCENTRAGCAO 100000 MG/KG, DIA

17/11/2022 11 . 03/12/2022

o5

Fonte: A autora (2022) ‘ onte: A auto"(222)

No laboratorio foi realizado o processo de anélise dos estames e captura de
imagens, primeiro foram montadas as laminas para andlises, para isso foram
retirados os estames da flor com o auxilio de uma pin¢a, o estame entdo era
colocado sobre a lamina e pingado uma solucédo de 1:1 de alcool 70% e glicerina.
Com o auxilio da lupa, de uma agulha e de uma pinca, os pelos estaminais foram
separados para melhor visualizagdo no microscopio.

Em seguida, as laminas foram analisadas no microscopio optico e realizada
as capturas de imagens com o auxilio do software ToupView. As capturas de
imagens foram feitas em quadrantes, como mostrado na figura 7, e para
identificacdo das imagens foi usado o padrdo de nomeacdo F-
EAAAAMMDDCCCCCCCQQ. O digito F é numero da flor coletada, pois em um
mesmo dia ocorreu a analise de duas flores da mesma concentracao, E é o estame
analisado, jA que em cada flor contém seis estames. Os quatro digitos AAAA sao
para o ano, MM os dois digitos para o més, DD os dois digitos para o dia, formando
a data de analise. Os digitos CCCCCCC sao referentes a concentracdo de diesel no

vaso e QQ refere-se ao quadrante da imagem.
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FIGURA 7 - QUADRANTES DE CAPTURA DE IMAGEM

FONTE: Adaptado de odrigues (2021)

No dia 08 de dezembro de 2022 foi observado que as plantas estavam com
uma infestacdo de pulgdes, em algumas plantas foi observado folhas amareladas,
murchas e com pontas secas, alguns botdes das flores também secaram. Como
processo de eliminacéo da praga, no dia seguinte, foi borrifado em todas as plantas
uma mistura de agua com sabd&o em po, na propor¢do de 10 gramas de sabdo em
po para 1 litro de agua. No dia 13 de dezembro de 2022 a quantidade de pulgdes
nas plantas era bem menor do que a observada nos dias anteriores, novamente foi
borrifada a mistura, apenas nas folhas que ainda estavam com pulgdes. No dia 15
de dezembro de 2022 ja ndo havia mais pulgdes. Dia 05 de janeiro de 2023 houve
novamente o aparecimento de pulgdes, onde foi utilizada a mesma mistura para a

eliminacao do inseto.

3.4 IMAGENS PARA O BANCO DE DADOS

O banco de dados esta sendo formado em uma pasta na plataforma de
armazenamento em nuvem Google Drive. As imagens sao capturadas com o
software ToupView, nomeadas conforme descrito na se¢édo 3.3 e em seguida é feito
0 upload na pasta do Google Drive. A seguir (FIGURA 8) um exemplo de captura de
imagens de um estame retirado da flor do vaso com concentracdo de 1000 mg/ kg
no dia 03 de novembro de 2022. Cada imagens mostra como foram feitas as

imagens por quadrantes do item 3.3.



FIGURA 8 - QUADRANTES (a) 1a; (b) 1b; (c) 2a; (d) 2b: (e) 3a; (f) 31%; (g) 4a; (h) 4b

FONTE: A autora (2023)
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3.5 CONTAGEM DAS CELULAS

A contagem das células foi feita de forma visual, onde foram contadas cada
célula que continha presente a pigmentacdo azul e cada célula com pigmentagéo
rosa, como na figura 9 que tem 3 células rosas e 367 células azuis. Esta forma de
contagem foi feita para todas as imagens que visualmente apresentaram células

com a cor rosa.

FIGURA 9 - CONTAGEM VISUAL DAS CELULAS

Fonte: A autora (2023)

3.6 CORRELACAO DE PEARSON

Em seu artigo Schober et al. (2018) explicam que a correlacdo é um teste
estatistico que associa duas variaveis de forma monotbnica, onde a medida que o
valor de uma variavel aumenta 0 mesmo ocorre com a outra ou a medida que o valor
de uma aumenta o da outra diminui. Quando os dados estdo correlacionados a
mudanca na magnitude de uma variavel esta associada a mudanca da magnitude da

outra, sendo ela positiva, associada a valores maiores, ou negativa, associada a
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7

valores menores. O coeficiente de correlacdo de Pearson é uma medida
adimensional que varia de —1 a +1.

Para a interpretacéo do valor do coeficiente, eles sugerem que o valor deve
ser visto como uma medida de forca relacionado ao contexto em que esta inserido, a
guantidade de valores avaliados também deve ser considerada, jA que uma
guantidade maior de valores tera uma correlacdo mais elevada do que uma
guantidade menor. A tabela 3 traz os valores de uma interpretacdo convencional do
coeficiente de correlacéo, esta tabela serviu como base para interpretacbes de
coeficientes de correlagéo de Pearson encontrados neste trabalho.

TABELA 3 - VALORES DE INTERPRETACAO PARA COEFICIENTE DE CORRELACAO

Table. Example of a Conventional Approach to

Interpreting a Correlation Coefficient
Absolute Magnitude of the Observed

Correlation Coefficient Interpretation
0.00-0.10 Negligible correlation
0.10-0.39 Weak correlation
0.40-0.69 Moderate correlation
0.70-0.89 Strong correlation
0.90-1.00 Very strong correlation

FONTE: Schober et al (2018)
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4 RESULTADOS E ANALISES DE DADOS

4.1 QUANTIDADE DE MUTACOES

A coleta das flores foi feita a medida que as mesmas iam nascendo, logo a
guantidade de analise dos pelos estaminais ndo € igual para as diferentes
concentracdes de diesel. A tabela 4 mostra a data das andlises e a quantidade de
mutacdo para cada concentragdo de diesel. As andlises tiveram inicio no dia 03 de
novembro de 2022 e a ultima analise feita foi no dia 11 de maio de 2023.

TABELA 4 - DATA DE COLETA E QUANTIDADE DE MUTACOES OBSERVADAS
Concentragao
Controle 100 mg/ kg 1000 mg/kg 10000 mg/Kg 100000 mg/ kg
03/11/2022 10 6
11/11/2022 4
17/11/2022 9
18/11/2022 3
29/11/2022 10
01/12/2022 3 4
02/12/2022 2 12
08/12/2022 1
09/12/2022
13/12/2022
20/12/2022 8
05/01/2023 7
10/01/2023 5
12/01/2023 1
17/01/2023
02/02/2023
06/02/2023
10/02/2023
17/03/2023
27/04/2023 1
02/05/2023
11/05/2023
TOTAL 2 24 33 27 0
Fonte: A autora (2023)

Data da analise

Observando os dados da tabela 4 nota-se que a quantidade de mutacdes em
cada concentracdo foi préxima. A maior quantidade de mutacdes para as 3

concentracdes foi no primeiro més de analise, cerca de 70 % do total de mutacdes.
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A partir da metade de janeiro de 2023 quase ndao houve a ocorréncia de
mutacdes, apesar de ainda nascerem flores nas plantas. Isso pode acontecer pelo
fato das plantas terem comecado a se recuperar da contaminacao, foi observado
durante as andlises que em marco de 2023 as plantas que foram contaminadas
comecaram a morrer e novas mudas comegaram a surgir, um sinal de que elas
possam ter se recuperado como em Green et al. (1996).

Em dezembro de 2022 as células dos pelos estaminais das flores da planta
de controle apresentaram duas mutacdes, o que pode ser considerado uma
excecdo. Essas mutacdes podem ser consideradas resultado de uma mutacgéo
espontanea que acontece mesmo que o0 ambiente de estudo ndo esteja
contaminado (XIAO et al, 1998; CHRISTIANSON, 1975).

Além da mudanca de cor das células dos pelos estaminais outras alteracdes
nos pelos estaminais foram observadas durante as analises. Segundo Underbrink,
Schairer e Sparrow (1973) existem alteracdes morfolégicas que podem ser
reconhecidas e classificadas séo elas, células de tamanho normal, células gigantes
e células anas, células atrofiadas e pelos curvados e ramificados, outra alteracéo
sdo as células incolores. A natureza dessas outras alteracfes ainda nao é clara.

A figura 10 mostra algumas dessas alteragbes encontradas durantes as

analises, estas alteracdes nao foram contabilizadas.
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FIGURA 10 - ALTERACOES NOS PELOS ESTAMINAIS (A) E (B) CELULAS ANAS; (C), (D) E (E)
PELOS RAMIFICADOS; (F) CELULA ATROFIADA,; (G), (H) E (I) CELULAS GIGANTES; (H) E (I)
CELULAS INCOLORES

\‘ : /\\IL“;

4.2 RELACAO ENTRE MUTAGOES E CONCENTRACOES DE DIESEL

Tt

FONTE: A autora (2023)

Para verificar se existem relacdo entre o numero de mutacfes e a
concentracdo de diesel, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), com o0s
resultados do p-valor com nivel de significancia de 5%.

Com o resultado do valor de p = 0,75 > 0,05, é possivel estimar que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre a quantidade de mutacbes para as
diferentes concentracdes de diesel, ou seja, ndo houve mais muta¢cées em um grupo
do que no outro. Isso também pode ser visto na figura 11, onde os intervalos de
confianca englobam as médias das outras concentracdes, trazendo uma tendéncia
de que ndo houve uma diferenca significativa de mutacdes entre as diferentes

concentragoes.
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FIGURA 11 — GRAFICOS DAS MEDIAS DE MUTACOES POR CONCENTRAGCAO COM INTERVALO
DE CONFIANCA DE 95%

Média (95% IC)

10.0

Mutacoes

I
h
Il

=
o
1

100 1000 10 000

Concentracao (mg/ Kg)
FONTE: A autora (2023)

Para verificar se os residuos seguem uma distribuicdo normal foi realizado o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, tendo como resultado p = 0,13 > 0,05, entéo a
distribuicdo ndo se difere significativamente de uma distribuicdo normal, o que

também pode ser visto na figura 12.

FIGURA 12 - VERIFICACAO DE NORMALIDADE DOS RESIDUOS
2.0 A

1.5

1.0 - °

0.5 4

0.0 A

Residuos normalizados

_1.5 -

—i.S —ll.D —6.5 O.IO O.IS 1.0 1.5 2.0
Quantis tedricos
FONTE: A autora (2023)
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A verificacdo da homogeneidade entre as variancias foi feita pelo teste de
Levene resultando o valor de p = 0,49 > 0,05 confirmando que houve
homogeneidade das variancias.

Como complemento & ANOVA foi feito o teste de Tukey (TABELA 5), que
também mostrou que ndo houve diferenca significativa entre as mutacfes por cada

concentracéo, tendo p > 0,05.

TABELA 5 - TESTE DE TUKEY
Concentragbes Diferenga

(mg/ Kg) média p-valor
100 1000 1,8 0,73
100 10 000 0,6 0,9

1000 10 000 1,2 0,87

Fonte: A autora (2023)

4.3 DESENVOLVIMENTO DE UM PROGRAMA PARA IDENTIFICACAO
AUTOMATICA DAS CELULAS ROSAS

Como alternativa para a identificacdo das células rosas nas imagens, foi
desenvolvido um codigo em linguagem Python no Google Colaboratory, que
identifica a coloracdo rosa das imagens de forma automatica e mais rapida. Este é
um caminho que pode ser desenvolvido e aplicado em sua melhor forma para
trabalhos futuros.

O cddigo conta o numero de pixels da cor rosa e da cor azul de cada
imagem. Para isso o codigo importa as imagens em formato RGB, apés a
importacdo é feita uma mascara para a remocdo do fundo da imagem, assim
somente os pixels dos pelos estaminais serdo contados. Para cada imagem, apos a
aplicacdo da mascara, o codigo identifica quais sdo os pixels rosas e azuis, a partir
de uma escala RGB previamente estabelecida para ambos.

ApéOs o tratamento das imagens e contagem dos pixels, é calculada a

proporcao de pixels rosas sobre azuis para cada imagem (fr’ja), conforme a equacao
(1).

p _ numero de pixels rosas 1)

T - ; . .
/a  numero de pixels azuis
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E a proporcdo de células rosas sobre azuis (frc/a) conforme a equagéo (2),

com os resultados obtidos da contagem visual, importados através de um arquivo
CSV.
namero de células rosas

£ = 2)

namero de células azuis

4.3.1 DESENVOLVIMENTO DO CODIGO PARA CONTAGEM DAS CELULAS

Primeiro foram importadas todas a bibliotecas necessarias para o

processamento e leitura dos dados (FIGURA 13).

FIGURA 13 - BIBLIOTECAS IMPORTADAS
# importando bibliotecas

from matplotlib import pyplot as plt
from urllib.request import urlretrieve
from PIL import Image

import os

import cv2

import pandas as pd

import numpy as np

import numpy

from collections import Counter

from skimage.color import rgb2lab, deltak cie76
from matplotlib import pyplot

Fonte: A autora (2023)
Em seguida foi importado o arquivo CSV que contém o nome, a quantidade

de células rosas e azuis somente das imagens que apresentaram células rosas na
contagem visual, e feito o acesso até a pasta que armazena todas as imagens
(FIGURA 14).

FIGURA 14 - IMPORTACAO ARQUIVO CSV

from google.colab import drive
drive.mount("'/content/drive")

contagem_manual = pd.read_csv('/content/drive/MyDrive/TCC 2/Teste/todas_rosas.csv',sep=";")
contagem_manual

%#cd /content/drive/MyDrive/Imagens Tradescantia /TODAS

Fonte: A autora (2023)
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As imagens usadas sao no padrao RGB, assim foram definidos valores RGB
da cor rosa e da cor azul e também a tolerancia para cada um deles. Entdo foram
criadas cinco listas que armazenam o erro, a quantidade de células azuis da
contagem visual, a quantidade de células azuis da contagem automatica, a
guantidade de células rosas da contagem visual e a quantidade de células rosas da
contagem automatica, isso para cada imagem.

Um looping é criado para comparar o nome das imagens do arquivo CSV
com a pasta que contém todas as imagens. Para cada nome que esta na tabela é
identificado qual é a imagem correspondente na pasta, € associado o nimero de
células rosas e azuis da contagem visual, também ¢é definido o comando que ira

imprimir a imagem correspondente ao nome na tabela (FIGURA 15).

FIGURA 15 - ENCONTRANDO IMAGENS DO ARQUIVO CSV
rosa_range = (134,76,184)
tolerancia_rosa = 27

azul_range = (70,75,163)
tolerancia_azul = 35

lista_azuis_m
lista azuis_a
lista_rosas_m
lista_rosas_a

lista erros = []
=[]
=]
]
(]

for file in contagem_manual['Imagem']:
file2=file+'.bmp’
print(file2)

rosas = contagem_manual[contagem_manual[ 'Imagem']==file][ 'Nrosas’].values
#print('Numero de células rosas: ', rosas[0])

azuis = contagem_manual[contagem_manual[ 'Imagem']==file][ 'Nazuis’'].values
#print('Ndamero de células azuis: ', azuis[0])

imagem = Image.open(file2)
pixels = imagem.load()

imagem2 = cv2.imread(file2)[:, :, ::-1]

plt.imshow(imagem2)
plt.show()

Fonte: A autora (2023)

Na figura 16 para a criacdo da mascara que ird remover o fundo das
imagens, sao definidos os limites inferior e superior da mascara que ira identificar
gual o fundo da imagem (FIGURA 17), entdo aplicam-se opera¢des morfologicas na
imagem para que sejam removidos os ruidos, para melhor separar o fundo das

células, é possivel ver a remogéo dos ruidos comparando as figuras 17 e 18. Como
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a imagem retornada (FIGURA 18) tem o fundo branco, as cores séo invertidas para
gue o fundo fique preto, com valores nulos para os trés canais RGB, assim os pixels
do fundo da imagem né&o serdo contados. Entdo a mascara (FIGURA 19) é aplicada

nas imagens, como mostra a figura 20.

FIGURA 16 - CRIACAO DA MASCARA

rgb = imagem2
a, b = rgb.shape[:2]

# Definindo os limites para a mascara
superior = numpy.array([150, 150, 150])
inferior = numpy.array([255, 255, 255])

# Criando a mascara
thresh = cv2.inRange(rgb, superior, inferior)

# Aplicando a morfologia
kernel = cv2.getStructuringElement(cv2.MORPH_ELLIPSE, (15, 15))
morfo = cv2.morphologyEx(thresh, cv2.MORPH CLOSE, kernel)

# Invertendo
mascara = 255 - morfo

# Aplicando a mascara na imagem
resultado = cv2.bitwise_and(rgb, rgb, mask=mascara)

Fonte: A autora (2023)
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FIGURA 17 - IDENTIFICACAO DO FUNDO
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Fonte: A autora (2023)

FIGURA 18 - REMOCAO DE RUIDOS
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Fonte: A autora (2023)
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FIGURA 19 - MASCARA
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Fonte: A autora (2023)

FIGURA 20 - IMAGEM RGB SEM O FUNDO
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Fonte: A autora (2023)
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Na figura 21 séo criadas duas variaveis que irdo armazenar a quantidade de
pixels rosas e azuis de cada imagem. Séo criados dois loopings, um dentro do outro,
gue irdo percorrer todos os pixels da imagem, sdo feitas duas condi¢des, uma para
se o pixel for da cor rosa e outra para se for da cor azul. Se para cada canal RGB o
valor absoluto da diferenca entre o valor RGB do pixel e o valor RGB de referéncia
for menor ou igual do que a tolerancia, o pixel é contado na variavel de
armazenamento, ao terminar o looping se tem a quantidade de pixels azuis e rosas

de cada imagem.

FIGURA 21 - CONTAGEM DE PIXELS

cont_rosa = @
cont_azul = @

pixel_color = resultado

for x in ra imagem.width):

for y in ra
pixel_colo

imagem.height) :
pixels[x, y]

if (abs(pixel_color[@] - rosa_range[@]) <= tolerancia_rosa) and (abs(pixel_color[1] - rosa_range[1]) <= tolerancia_rosa) and (abs(pixel_color[2] - resa_range[2]) <= tolerancia_reosa):
cont_rosa += 1

if (abs(pixel_color[@] - azul_range[@]) <= tolerancia_azul) and (abs(pixel_color[1] - azul_range[1]) <= tolerancia_azul) and (abs(pixel_color[2] - azul_range[2]) <= tolerancia_azul):
cont_azul += 1

Fonte: A autora (2023)
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O programa entado calcula o erro absoluto e imprime para cada imagem que
contém células rosas, a prépria imagem, a imagem sem o fundo, a contagem visual
e automatica, as propor¢cdes para a contagem visual e automatica e o erro absoluto

entre as proporcoes (FIGURA 22).

FIGURA 22 - IMPRESSAO DOS RESULTADOS
erro = abs(cont_rosa/cont _azul - rosas[0]/azuis[©])
lista _erros.append(erro)
lista rosas_a.append(cont_rosa)
lista azuis_a.append(cont_azul)
lista rosas_m.append(rosas[9])
lista_azuis_m.append(azuis[9])

print('Contagem manual (rosa, azul): ', rosas[@], azuis[@])
print('Contagem automatica (rosa, azul): ', cont_rosa, cont_azul)
print('")

print('Proporcao contagem manual (rosa/azul): ', rosas[@]/azuis[0])
print('Proporcao Contagem automatica (rosa/azul): ', cont_rosa/cont_azul)
print('")

print('Erro absoluto entre as propor¢oes: ', erro)

Fonte: A autora (2023)

4.3.2 ESPACO DE CORES RGB

O espaco de cores RGB considera trés cores primarias, vermelho (red),
verde (green) e azul (blue), a mistura dessas trés cores permite a obtencédo das
demais cores (BARELLI, 2018). Cada cor obtida esta dentro de uma escala que
varia de 0 a 255, quando a combinacéo das trés cores esta no valor minimo (0, 0, 0)
resulta a cor preta, quando esta no valor maximo (255, 255, 255) resulta na cor
branca (FERREIRA; RODRIGUES, 2021). As imagens em RGB sao
matematicamente retratadas como matrizes tridimensionais, uma para cada canal.
Cada elemento da matriz € um numero inteiro que varia de 0 a 255, expressando a
intensidade de cor de um pixel relativo a um canal (BARELLI, 2018).

Para definir os valore RGB da cor rosa (134, 76, 184) e da cor azul (70, 75,
163), usados para identificar os pixels rosas e azuis em cada imagem, foram
recortadas seis amostras de tons de rosa e seis amostras de tons de azul (FIGURA
23). Entéo foi feita a média de cada canal RGB dos pixels de todas as amostras de

cor, resultando nos valores usados. Foi calculado também o desvio padréo para
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cada canal RGB, os valores encontrados foram usados para se chegar aos valores

27 e 35, usados na tolerancia para a cor rosa e azul.

FI'GURA 23 - AMOSTRAS COR ROSA E AZUL

Fonte: A autora (2023)

4.3.3 BIBLIOTECA OPENCV

A OpenCV é uma biblioteca multiplataforma, feita para o desenvolvimento de
aplicativos na area de visdo computacional, processamento de imagens, estrutura
de dados e élgebra linear (BARELLI, 2018). Ela foi a principal biblioteca usada para
fazer o tratamento das imagens, retirando o fundo a partir da mascara para
posteriormente ser feita a contagem de pixels.

Na criacdo da mascara foi usada a funcdo cv2.inRange, que recebe a
imagem como uma matriz e os limites inferior e superior que definem a faixa de

valores RGB para a cor do fundo das imagens. O limite inferior € dado pelo valor
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(150,150,150), cor da figura 24, e o superior é (255,255,255) que é a cor branca,
todas as cores que estiverem entre essas duas tonalidades sera identificada como
sendo o fundo das imagens. A funcéo retorna uma imagem com o fundo da imagem

em branco, e o resto em preto.

FIGURA 24 -COR DO LIMITE INFERIOR DA MASCARA

Fonte: Converting Colors (2023)

Em seguida a fung&o cv2.getStructuringElement define a vizinhanga que
serd analisada em torno de cada pixel, como o que se quer realcar sdo as células
dos pelos estaminais que tem formatos circulares ou elipticos, a funcdo tem como
argumento o componente de estruturacao eliptico. Entdo para a remocéao dos ruidos
da imagem € usada a funcdo cv2.morphologyEx, essa funcdo recebe como
argumentos a imagem para remocdo dos ruidos, a operagdo morfologica e o

componente de estrutu ra(;éo.

4.3.4 ANALISE CONTAGEM AUTOMATICA

Com os valores das fragfes de células rosas sobre azuis e das fragbes de
pixels rosas sobre azuis foi feito o gréafico de dispersao da figura 25. O gréfico exibe
uma nuvem de pontos mostrando que ndo ha correlacdo entre os valores das
fracdes de células rosas sobre azuis e das fracdes de pixels rosas sobre azuis. O
célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson para as fragdes, com o valor de

0,39, mostra uma correlacédo fraca.
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FIGURA 25 -GRAFICO FRACAO DE CELULAS ROSAS POR AZUIS E FRACAO DE PIXELS
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Fonte: A autora (2023)

Nas imagens feitas é possivel notar que dentro das células azuis ha pixels
da cor rosa, assim como dentro das células rosas ha alguns pixels de cor azul. Esse
€ um fator que pode ter elevado o niumero de pixels rosas além das células rosas
contadas de maneira visual, trazendo um numero elevado de pixels rosas por

imagem.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O trabalho analisou a frequéncia de mutacdes nos pelos estaminais da
Tradescantia clone 4430 usando o bioensaio Trad-SHM. As mutagdes ocorreram de
forma mais intensa no primeiro més de analise, a partir do quarto més as plantas ja
demostravam sinais de estarem se recuperando da contaminacdo. Ndo ha uma
diferenca significativa no nimero de mutacdo para cada concentracdo de diesel.
Pela analise de variancia (ANOVA) foi possivel confirmar esta informacao.

Em trabalhos futuros poderiam ser feitos mais recipientes para as concentragdes
de diesel, para se ter mais flores amostradas ja que a recuperacdo das plantas
acontece em poucos meses. Poderia também ser realizado um estudo sobre qual a
concentracdo méaxima de diesel que a Tradescantia clone 4430 consegue suportar,
usando valores de concentracdo de diesel entre 10 000 mg/ Kg, maior concentragao
analisada neste trabalho, e 100 000 mg/ Kg, concentracdo que a Tradescantia clone
4430 nédo suportou no comeco das analises. Outra sugestdo seria realizar uma
analise quimica do solo para verificar o comportamento do poluente ao longo do
tempo, e comparar com os resultados obtidos do bioindicador.

O programa em Python desenvolvido para contar os 0 nimero de pixels da cor
rosa e da cor azul de cada imagem funcionou de maneira satisfatoria para a
identificacdo da coloracao rosa nas ceélulas, quando seu resultado é comparado com
o da contagem visual ndo é demonstrada correlacdo. Algumas sugestdes para que o
programa obtenha resultados melhores seriam mudar a forma como séo definidos os
tons de rosa e azul a serem identificados, podem ser testados formatos diferentes
para as imagens de entrada e também as imagens podem receber tratamentos
diferentes, o uso de redes neurais também pode facilitar melhorar o processamento
das imagens assim como os resultados obtidos.

O bioensaio Trad-SHM é um teste pratico e de resposta rapida, com ele foi
possivel determinar as mutacfes e observar as alteracoes morfolégicas nos pelos
estaminais da Tadescantia clone 4430, que como o esperado demonstrou ser
sensivel ao teste com diferentes concentracdes de contaminacao por diesel e, apés

alguns meses demonstrou ter se recuperado.
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