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RESUMO

GEANDERSON DOS SANTOS RODRIGUES, Universidade Vila Velha — ES, agosto
de 2019. MORFOANATOMIA CELULAR VEGETAL DO MILHO (Zea mays) SOB
IMPACTO DO GLIFOSATO ATRAVES DE CITOMETRIA DE IMAGEM
AUTOMATIZADA. Orientador: Dominik Lenz.

Premissa do estudo: A analise quantitativa de células vegetais foi limitada a Citometria
de Fluxo por um longo periodo de tempo. Uma possivel razdo para esta quantidade
limitada de estudos pode resultar da dificuldade em preparar amostras de tecido
celular para analise de citometria de fluxo. Métodos e Resultados: O objetivo deste
estudo foi, portanto, preparar se¢des de folhas de milho (Zea mays), a fim de permitir
uma identificacdo automatizada maquina de aprendizagem baseada, segmentacéo e
posterior analise de células. No presente estudo, o método desenvolvido foi preparar
tecidos vegetais para posterior analise quantitativa de imagens teciduais. Conclusoées:
Os resultados demonstram que a metodologia desenvolvida neste estudo é

reprodutivel e rentavel.

Palavras chaves: automatizado; cellprofiler; citometria de imagem; tecido vegetal.



ABSTRACT

GEANDERSON DOS SANTOS RODRIGUES, University of Vila Velha — ES, august
of 2019. MAIZE VEGETABLE CELL MORPHOANATOMY (Zea mays) UNDER
IMPACT OF GLYPHOSATE THROUGH AUTOMATED IMAGE CYTOMETRY.

Advisor: Dominik Lenz.

Premise of the study: Quantitative analysis of plant cells was limited to Flow Cytometry
for a long time. A possible reason for this limited amount of studies may result from the
difficulty to prepare cell tissue samples for Flow Cytometry analysis. Methods and
Results: The aim of this study was therefore to prepare root sections from corn (Zea
mays) in order to enable an automated based learning machine identification,
segmentation and subsequent analysis of cells. In the present study, the method
developed was to prepare plant tissues for subsequent quantitative analysis of tissue
images. Conclusions: The results demonstrate that the methodology developed in this

study is reproducible and cost effective.

Key words: automated; cellprofiler; image cytometry; plant tissue.



1 INTRODUCTION

The quantitative analysis of plant cells was limited to Flow Cytometry (FCM) for a long
time (Ochatt, 2008). Most plant studies reported briefly about DNA content (Bass et
al., 2014; Galbraith et al., 2014). A possible reason for a limited amount of studies
about quantitative analysis of plant cells may result from the difficulty to prepare tissue
samples for FCM (Thornthwaite et al., 1980; Heiden et al., 1998). Recent progress in
image cytometry using based learning machine software, such as CellProfiler (CP) not
only allows analysis of tissue samples (Buzin et al., 2017; Macedo et al., 2017) but
also cell fluorescence intensities (Nunes et al., 2017), morphological features and
classification of different cell types and subtypes (Hamilton et al. 2007; Tozetti et al.
2014; Buzin et al., 2015). Gerstner et al. (2006) stated Image Cytometry being an
“alternative approach to fill the gap between high throughput multiparametric cytometry
on the one hand and detailed morphological analysis and documentation on the other
hand”. In addition to tissue and cell morphological, frequency and classification
analysis, these software are reproducible, accessible, and requires a lower amount of
reagent and cell samples for the analysis to work with similar results in comparison
with FCM. (Lenz et al., 2005a; Lenz et al., 2005b; Laffers et al., 2006; Mittag et al.,

2006; Tozetti et al., 2014; Melzer et al., 2016; Nunes et al. 2017).

The present study shows the possibility of to prepare maize (Zea mays) root tissue to
enable and automated and cost-effective segmentation and analysis CP with
reproducible results. The experiments were conducted by using different sections of
leaves’ maize, the recording of the images was performed using a cam coupled to a
microscope electronic and the image. The authors also present an alternative for
sample preparation that allows an easy cell segmentation, even without a DNA or

cytoplasm marker in order to work more cost-effective. Segmentation and classification
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of entire cells with the lowest possible number of artifacts would allow a complete
morphological cell analysis. It should be noted that all specific markers could be used

in this study.
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2 MATERIALS AND METHODS

The experiments were conducted in the laboratory of Vila Velha University, Brazil. Corn

leaves were selected from plants without any type of chemical treatment.

Paradermic sections were applied in the middle thirds of the leaves, in adaxial
surface. The cuts were made free handed using commercial razor blades. After the
cut, the material in vivo was fixed in the slide with water and protected with a coverslip.
The slides were analyzed under the microscope (Olympus CX23LEDRFS1). Some
of the samples were stained (Safranina P.A. PM 350,86). Images from the slides with
the leaf samples were taken with a digital camera (Motorola 5S Full HD 1080p)
connected to the microscope with a 10x objective lens selected. The images were

saved and stored individually in the *.tiff format.

The images were analyzed using free image analysis softwares CellProfiler (CP)
(version 2.1.1) and CellProfiler Analyst (CPA) (version 2.0 r11710). CP is capable of
cytometric analysis based on an algorithm created by the user that allows sets of
images to identify, segment, filter and analyze objects. (Carpenter et al., 2006;
Lamprecht et al., 2007; Mittag et al., 2011). CPA, created by the same group (Jones
et al., 2008), complements the data extracted from CP allowing objects classification
throughout a machine-based learning process and figures (e.g. scatter plots,
histograms and tables) based on the results from the experiment. CPA can strongly be

used to calculate sensitivity (Melzer et al, 2016).

Three images were analyzed using the same pipeline algorithm (table 1) in CP. Five
key modules were employed in the analysis of these images this study. After
processing the images in CP, the data of interest were exported to CPA using a SQlite

format, in order to try to differentiate cells of the different samples via supervised
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machine learning. The reproducibility of manual preparation was verified by analyzing
various sections of the same plant. The classifier function of CPA could not differentiate

cells of different samples from the same plant.

The paradermic section was efficient in the preparation of images and samples. It was
evidenced a delineation of the cellular contour at the epidermal level on the adaxial
side of the leaf (Figure 1). There was slight overlap of other tissues and presence of
chloroplasts. The shear thickness was not a limiting factor in this section. The use of
dyes and stains was tested. There was no expressivity in the application of dye and
stain (Figure 2). The contrast presented on the cell profile from the in vivo material
without dye was similar the analysis from the same material when added the stain
safranin, demonstrating that the methodology does not necessarily require the use
dyes in the preparation of samples, which reduces possible costs with reagents. The
images from the paradermics sections of leaf epidermis were submitted to be analyzed
in CP and CPA. CPA was not able to differentiate tissues from the epidermis of leaves
from the same plant. Three different preparations were tested under the same

algorithms applied to CP and classified with CPA (Figures 3 and 4).

It was described that the preparation of plant tissue for FCM is complex, tedious and
time-consuming (Thornthwaite et al., 1980; Heiden et al., 1998). Therefore, the present
study aimed to develop an easy, reproducible and cost-effective method to prepare
plant tissue for cellular analysis via image analysis of light microscopic using machine-
learning based programs, in order to avoid the obstacle of tissue preparation for FCM.
Another advantage of image cytometry at this point is the substantial decrease of the
expenses for both, equipment and reagents (Lenz et al., 2005a; Lenz et al., 2005b;
Laffers et al., 2006; Mittag et al., 2006; Mittag et al., 2011; Tozetti et al., 2014; Nunes

et al., 2016; Melzer et al., 2016; Jacob et al., 2018). In a high throughput inhibition
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assay to study the interactions of MERS-CoV antibodies using image cytometry,
Rosen et al. (2018) also found advantages of using this technique, where parameters
could be optimized faster in ELISA compared to flow cytometry, such as seed density,
cell type, protein selection and staining methods. Consequently, the proposed method
of image cytometry can reduce experimental costs by allowing multiple repetitions and

multiple comparisons on a single plate.

In a high throughput inhibition assay to study the interactions of MERS-CoV antibodies
using image cytometry, Rosen et al. (2019) also found advantages of using this
technique, where parameters could be optimized faster in ELISA compared to flow
cytometry, such as seed density, cell type, protein selection and staining methods.
Consequently, the proposed method of image cytometry can reduce experimental

costs by allowing multiple repetitions and multiple comparisons on a single plate.



14

CONCLUSIONS

The present study suggests the replacement of MHR by light microscopy using free
software for cellular and tissue analysis. Still, the cytometry image demonstrated the

possibility of morphological cellular analysis of cells and tissues in plants.

The method used materials common in laboratory and the pigment can be dispensed.
Moreover, the results of the images allowed for the reproducibility of the analyses in
CP and CPA software. These points show that is makes possible analysis of plant
tissue without a difficult preparation process and without cost-effective equipment,

proving to be reproducible, simple and not time consuming.
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APENDICE — TABLES, FIGURES AND LEGENDS

Table 1. Algorithms used for the image analysis with CellProfiler.

Module

Operation

1 — Loadlmages

2 — ColorToGray

3 — ApplyThreshold

4 — IdentifyPrimaryObjects

5 —
MeasureObjectSizeShape

Identify and load the *.tiff images

Name the load objects: il

Select the input image: il
Conversion method: Combine
Name the output image: i2

Image type: RGB

Select the input image: i2
Name the output image: i3

Select the output image type: Binary (black and
White)

Threshold strategy: Automatic

Select the input image: i3
Name the primary objects to the identify: i4

Typical diameter of objects, in pixel units (Min,
Max): 40 to 100

Threshold strategy: Adaptive
Theshould Method: MoG

Method: Shape

Select objects to measure: i4

18
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Figure 1. Paradermic section from maize in epidermal. The manual cut was sufficient

to expose tissues of the sample in a regular manner with the possibility of the register

of image being analyzed in the CellProfiler.
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Figure 2. Comparison of cuts in vivo with and without dye: (A) Without dye; and (B)

Dyed safranin. The contrast visualized in figure 2-A (without dye) was sufficient to

generate sample analyzes in the CellProfiler.
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Original image: i1 Grayscale image: i2
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Figure 3. Analysis in CellProfiler with a sample. The image describe the sequence of
analysis according Table 1. Steps: ‘Loadlmages’ for Original Image: i1; ‘ColorToGray’
for Grayscale i2; ‘ApplyThreshold” for Thesholded image i3; and

‘|dentifyPrimaryObjects’ for i4. The three samples were analyzed following this same.
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A

& CPA/Classifier - DefaultDB_MyExpt.properties - 0 X
File View Rules il

Fetch |50 | random | cels from image v| image:[ 3 Fetch!
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585165184, -0.95833422585165184], [-0.92156916261267185, -0.039215709047347738, -0.039215709047347733]) -~
2415398, 0.40226566892310966], [-0.4073717267727035, 0.8838818593600134,
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Figure 4. Results of analysis in CellProfiler Analyst (CPA): (A) Graphical visualization
of the CPA for classification of the objects identified in the CellProfiler; and (B) Graphic
result generated by the CellProfiler Analyst (CPA) after identifying, analyzing and

classifying the objects.
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Andlises comparativas por aprendizagem da maquina em software
livre em tecidos vegetais afetados pelo glifosato

RESUMO

A citometria de imagem € uma técnica microscopica que permitem a identificacéo e
caracterizacao e analises bioldgicas quantitativas das células. Com o aperfeicoamento
de softwares e hardwares surgem novas técnicas para analise celular com abordagem
automatizada para quantificacdo de células conforme andlise padronizadas de
imagens. A aprendizagem da maquina na quantificacdo de elementos celulares
permite repetir as avaliages na regido de interesse observando resultados confiaveis
e reprodutiveis. Com base nisto, adotou-se o uso do glifosato, um agrotoxico de acéo
herbicida de maior aplicacdo em todo mundo, para analises comparativas. O presente
estudo analisou dados de imagens através de aprendizagem da maquina, em software
livre, originados de tecidos foliares de milho (Zea mays) com tratamentos
diferenciados na exposicao ao glifosato. Foram utilizados trés grupos tratamento com
glifosato e doses diferenciadas (0,31, 0,62 e 0,93 ml de glifosato) aplicadas no em
cinco recipientes de 10 cm3. Um grupo controle foi adotado. As imagens foram geradas
através de cortes manuais e miscroscopia Optica e analisadas nos programas
CellProfiler (CP) e CellProfiler Analyst (CPA). Observou-se a fitotoxidade do glifosato,
0 grupo de tratamento que recebeu a maior dosagem do produto tornou-se inviavel
para analise. Analise pelos softwares CP e CPA demonstrou atender satisfatoriamente
requisitos técnicos de leitura com base em baixo investimento econbémico e
preparacdo de amostras com métodos simples e tradicionais, embora ndo tenha
havido identificacdo de variacdes na estrutura celular entre grupos de tratamento
através da analise automatizada de imagem no CP e no CPA. Os softwares foram
capazes de realizar a andlise das imagens automaticamente a partir dos algoritmos
definidos no estudo, entretanto ndo houve diferenciacdo nas analises entre 0s grupos.

Palavras-chave: CellProfiler; Aprendizagem da maquina; Milho; Glifosato.
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ABSTRACT

Image cytometry is a microscopic technique that allows the identification and
characterization and quantitative biological analyzes of the cells. With the improvement
of softwares and hardware new techniques for cellular analysis with automated
approach for quantification of cells appear according to standardized analysis of
images. The learning of the machine in the quantification of cellular elements allows to
repeat the evaluations in the region of interest observing reliable and reproducible
results. Based on this, the use of glyphosate, a pesticide of herbicide action of greater
application worldwide, was adopted for comparative analyzes. The present study
analyzed image data through machine learning, in free software, originated from corn
leaf tissues (Zea mays) with differentiated treatments in glyphosate exposure. Three
glyphosate treatment groups and different doses (0.31, 0.62 and 0.93 ml glyphosate)
were used in five 10 cm?3 containers. A control group was adopted. The images were
generated through manual cuts and optical miscroscopy and analyzed in the programs
CellProfiler (CP) and CellProfiler Analyst (CPA). The phytotoxicity of glyphosate was
observed, the treatment group receiving the highest dosage of the product became
unviable for analysis. Analysis by CP and CPA software demonstrated satisfactory
technical reading requirements based on low economic investment and preparation of
samples with simple and traditional methods, although there was no identification of
variations in the cellular structure between treatment groups through automated image
analysis in the CP and in the CPA. The software was able to perform the analysis of
the images automatically from the algorithms defined in the study, however there was
no differentiation in the analyzes between the groups.

Key-words: CellProfiler; Learning machine; Maize; Glyphosate.
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1 INTRODUCAO

A citometria de imagem é uma técnica microscOpica que permitem a
identificag8o e caracterizac@o e analises biologicas quantitativas das células. Esta
técnica tem evoluido a medida que recursos tecnoldgicos e estudos aprofundam seu
método de analise (TARNOK, 2012).

O aperfeicoamento de softwares e hardwares ainda surgem e conduzem a
novas técnicas para analise celular (TARNOK, 2012). Macedo et al. (2017) apresenta
abordagem automatizada para quantificacdo de células conforme andlise
padronizadas de imagens. A aprendizagem da magquina na quantificacdo de
elementos celulares permite repetir as avaliacdes na regido de interesse observando

resultados confiaveis e reprodutiveis (REXHEPAJ et al., 2013).

Este estudo prop6s realizar andlises com base no programa CellProfiler (CP) e
CellProfiler Analyst (CPA), através de aprendizagem da maquina, para identificacao
de dados em morfoanatomia celular vegetal do milho, como metodologia de

contribuicdo para avangcos em biotecnologia vegetal.

Avancos biotecnologicos na producdo vegetal tém promovido impactos
econdmicos, estendendo-se em diversos campos, sendo um elo de ligacdo entre a
matéria prima e economia (CLARKE; ZHANG, 2013). Na agricultura, a crescente
demanda global por alimentos tem justificado o uso de estratégias biotecnolégica para
producdo alimenticia (VENKATESH et al., 2014) de forma segura e com qualidade
nutricional (CLARKE; ZHANG, 2013).

Um exemplo presenciado nas ultimas décadas, € o desenvolvimento de
producBes mais eficientes e com maior toleréncia ao glifosato (VENKATESH et al.,
2014), o agrotoxico de acdo herbicida de maior aplicacdo em todo mundo
(D’AVIGNON; GE, 2018). Relativamente, apresenta baixo custo comercial e alta
eficAcia no controle de ervas daninhas mais comuns (D’AVIGNON; GE, 2018). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), através do IARC (International Agency for
Research on Cancer) reclassificou a substancia como de provavel efeito cancerigeno
para seres humanos, em 2015 (IARC, 2015).
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Entre as pesquisas desenvolvidas para estudos do glifosato, destacam-se:
estudos de engenharia genética com sementes tolerantes ao produto (D’AVIGNON,;
GE, 2018); efeitos secundarios na fisiologia da planta (GOMES et al.,, 2014);
alteracdes no desenvolvimento vegetal (DAMGAARD et al., 2014; FENG et al., 2018;
VILA-AIUB; CASAS; GUNDEL, 2018); e fitotoxicidade do glifosato com danos a

estrutura celular e alteracdes morfologicas (FENG et al., 2018).

A proposta de se analisar os efeitos do glifosato no cultivo do milho conduz o
estudo por vantagens da técnica citadas por outros pesquisadores, como:
possibilidade de realizar uma variedade de analises de dados celulares (HEDVAT,
2010); potencial de reprodutibilidade das analises (REXHEPAJ et al., 2013) e, ainda,
preservacdo do material de estudo em imagem, o que possibilita refazer as analises
(MITTAG et al., 2005).

O presente estudo analisou dados de imagens através de aprendizagem da
maquina, em software livre, originados da folha de milho (Zea mays) com tratamentos
diferenciados na exposicdo ao glifosato. Justifica-se pela necessidade de avancar
com novas metodologias no campo da biotecnologia vegetal propondo métodos de
baixo custo e reprodutiveis de forma automatizada com impacto econémico, social e

cientifico.
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2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e laboratérios
localizada no Campus Biopréticas da UVV, localizado no municipio de Vila Velha, no
Estado do Espirito Santo (Brasil), nas coordenadas: 20°21'02.7"S 40°18'01.5"W.

2.1 Cultivo do milho e tratamentos com glifosato

Foram adotadas sementes orgéanicas doadas pelo INCAPER com certificacao
EMCAPA-201 (SOUZA, 2015). As sementes passaram por processo de desinfestacao
superficial, adaptado de SANTOS et al (2011), sendo tratadas com: imersdo em alcool
etilico a 70% (v/v) por 30 segundos, seguido de trés lavagens exaustivas com agua
deionizada; e imersdo em solucéo de hipoclorito de sddio a 2,5% (v/v) obtida de uma
solugdo a 10%, acrescida de uma gota de detergente comercial, por 20 minutos,

seguida de trés lavagens exaustivas com agua deionizada.

O substrato foi composto por terra vegetal e graos de quartzo na proporcao
(3:1). Previamente, foi reservado o material em recipiente apropriado, com todo o
volume a ser utilizado nos experimentos. O substrato passou por tratamento em
autoclave (1 atm; 121°C; 60 minutos). Apoés resfriar até temperatura ambiente, o
substrato foi fracionado em quatro porcdes, destinando-as aos tratamentos

especificos a serem adotados para cada grupo experimental.

O glifosato foi adquirido em comércio local, preparado e aplicado diretamente
sobre o substrato. Foi utilizado o Glifosato Dipil de composicdo: sal de
monoisopropilamina (glifosato) 48,0% - 4809/l — p/v; e ingredientes inerentes 52,0% -
684g/l — plv; disponibilizado em comércio local em fracos de 20ml do produto
concentrado dentro dos critérios técnicos para uso e descarte, conforme bula do
produto, doravante denominado de glifosato (MANZKE, 2017). Foram preparadas trés
solugcdes com o produto em 100ml de agua deionizada para cada grupo, levando-se
em conta o volume de 5 litros de substrato por grupo, respectivamente: 0,31, 0,62 e
0,93 ml. A aplicacéo foi homogénea em todo substrato adotando-se procedimento de

pulverizacdo e mistura.
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Cada porcao de substrato tratado foi distribuido em 5 recipientes de 1 litro de
capacidade totalizando trés grupos com tratamento. Um quarto grupo foi constituido
sem tratamento como controle. Os recipientes foram cobertos internamente com papel

aluminio com face reflexiva para o sentido externo ao centro do recipiente.

Foram depositadas quatro sementes em cada recipiente a uma profundidade
de 1,0cm garantindo que o embrido estivesse em oposicdo a superficie (na regiao
mais profunda) e as sementes a uma distancia de 5 cm, aproximadamente, umas das
outras. Apos germinacao das sementes foi realizado o desbaste, mantendo-se apenas

uma planta por recipiente.
2.2 Preparo das amostras

O cultivo foi mantido até se obter folhas ao 4° e 5° nivel foliares, de onde serao
extraidas as folhas para o estudo. Seccdes paradérmicas foram aplicadas nos tercos
meédios das folhas nas superficies adaxiais extraindo-se as amostras. Os cortes foram
feitos de maos livres usando laminas de barbear comerciais. Apés o corte, 0 material
in vivo foi fixado na lamina com agua deionizada e protegido com laminula. As laminas
foram analisadas sob o microscopio (Olympus CX23LEDRFS1). Cada amostra foi

identificada conforme grupo de origem no cultivo.
2.3 Registro de imagem

As imagens das laminas com as amostras de folhas do milho foram registradas
com uma camera digital (Motorola 5S Full HD 1080p) conectada ao microscopio com
uma lente objetiva de 10x selecionada. As imagens foram salvas e armazenadas
individualmente no formato * .tiff, mantendo-se a identificagdo do grupo ao qual

pertenciam.
2.4 Andlise de imagens

As imagens foram analisadas utilizando os softwares livres de analise automatizada
de imagens CellProfiler (CP) (versao 2.1.1) e CellProfiler Analyst (CPA) (versao 2.0
r11710).

Todas as imagens do estudo foram analisadas usando o mesmo conjunto de

algoritmos (Tabela 2) em CP. Para esta parte do estudo, foram definidos nove
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modulos-chave. Depois de processar as imagens no CP, os dados de interesse foram

exportados para o CPA usando um formato SQlite.

As informacfes estatisticas foram fornecidas pelo préprio CPA através da

identificacdo, analise e classificacdo dos objetos estudados através das imagens.

Tabela 2. Algoritmos usados por imagem analisada com o CellProfiler.

Moédulos

Operacodes

1 - Loadimages

2 - ColorToGray

3 - ApplyThreshold

4 - ldentifyPrimaryObjects

5 - MeasureObjectSizeShape
6 - FilterObjects

7 — Measurelmagelntensivy
8 — MeasureObjectintensivy

9 - MeasureObjectSizeShape

Identify and load the *.tiff images
Name the load objects: il
Select the input image: il
Conversion method: Combine
Name the output image: i2
Image type: RGB
Red channel: 1.0
Green channel: 1.0
Blue channel: 1.0
Select the input image: i2
Name the output image: i3
Select the output image type: Binary (black and
White)
Threshold strategy: Automatic
Select the input image: i3
Name the primary objects to the identify: cells
Typical diameter of objects, in pixel units (Min,
Max): 55 to 75
Threshold strategy: Adaptive
Theshould Method: MoG
Method: Shape
Select objects to measure: cells
Name the output objects: cells2
Select object to filter: cells
Filtering mode: Measurements
Filterin method: Limits
Category: AreaShape
Measurement: FormFactor
Filter using minimum value: Yes;
value: 0.2
Filter using maximum value: Yes;
value: 0.8
Select the image: i3
Select na image to measure: i3
Select object measure: cells2
Select objects to measure: cells2

Depois de processadas as imagens, cada imagem gerou um arquivo

sequencial denominado: “DEFAULT*.mat com os dados das analises. Ainda no CP,
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estes arquivos foram agrupados, aos pares, e preparados para serem exportados

(Tabela 3) e classificados no CPA em formato SQLite.

Tabela 3. Procedimentos para exportar dados do CP para o CPA

Procedimento

Sequéncias de Operacdes

Agrupar Arquivos

Exportar para CPA

Data Tools

MergedOutputFiles

Destination Files

Name File: “merged_**.mat”

Type: Matlab CellProfiler data (*.mat)
Add: Select de Files (two files)
Select: OK

Data Tools

ExportToDatabase

Select file to export: “merged_**.mat
Database type: SQLite

Experiment Name: MyExpt**

Name the SQLite: DefaultDB**.db
Table Prefix: MyExp**

Create a CellProfiler Analyst properties file: Yes
Wich objects used for locations: cells2

Export to measurements for alls objects: cells2
Select: Run

No CPA foram selecionados 250 objetos (fetchs, nome no CPA) referente a

cada imagem para andlise e classificacdo. Os objetos foram analisados e

classificados, individualmente, distribuidos em trés grupos: o primeiro e segundo

grupo referiram a imagem de origem, denominados “1” e “2”; o terceiro formado por

objetos que nao atendiam a classificacdo da célula, denominados “artefatos”. Tal

distribuicdo permitiu a analise comparativa apés identificacéo, andlise e classificacdo

de ambas as imagens.
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3 RESULTADOS

O grupo tratado com a maior dose de glifosato (0,93 ml) tornou-se inviavel para analise
devido: atraso de crescimento e desenvolvimento; folhas amareladas; e, somente,
duas plantas ndo morreram apos trinta dias de cultivo. Quanto aos demais grupos,
observou-se grandes limita¢cdes no desenvolvimento das folhas e das raizes dos dois
grupos tratados com glifosato em relagdo ao grupo controle. O grupo controle
apresentou raizes e folhas longas e coradas, com preservacdo morfoanatémica. Os
dois grupos com tratamento apresentaram caracteristicas semelhantes ao grupo

controle, entretanto possuiam raizes curtas e sem feixes secundarios.

A figura 6 apresenta a sequéncia de analise no CP.

Original image: it Grayscale image: 12

Figura 6. Analise de uma amostra no CP. A imagem
descreve a sequéncia de analise de acordo com a Tabela
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2. Etapas: ‘Loadlmages’ para imagem original: i1;
‘ColorToGray’ para escala cinza: i2; ‘ApplyThreshold’
para limites de imagem: i3; "ldentifyPrimaryObjects" para:
cells; e “FilterObjects” para: cells2 . Todas as amostras
utilizadas no estudo foram analisadas seguindo este
mesmo processo.

A figura 7 apresenta a estrutura de andlise no CPA onde os objetos sao

identificados, analisados e classificados.

¥

Fetch [ 250 | [random | cells from |image | image:[ 1 Fetcht

Max # of rules: 99 | | yrain Classifier | | Check Progress
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Figura 7. Estrutura de analise grafica do CPA aplicada. Para cada imagem foram
obtidos 250 fecths da imagem para serem analisados e classificados. Artefatos foram
separados em um grupo especifico. Todas as andlises obedeceram a estes critérios.

A figura 8 apresenta os resultados das analises através de graficos gerados

pelo CPA.
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Figura 8. Resultados da andlise em CPA. Resultado grafico gerado pelo CPA ap6s
identificar, analisar e classificar os objetos: (A) graficos gerados pelo CPA na
comparacao das imagens por grupo; e (B) graficos gerados pelo CPA na comparacao
das imagens entre 0s grupos.

Através das andlises ndo foi possivel diferenciar os tratamentos aplicados.
Apenas a relacéo entre imagens originadas do tratamento 1 em relacdo ao tratamento
2 apresentaram significancia estatistica. Entretanto, tal significAncia representa
similaridade entre os tecidos. Todos os tecidos analisados foram identificados pelo
CPA como amostras similares, ndo apresentando diferenciacdo do impacto do
glifosato através da leitura de dados pelo programa. Com isto, ndo foi possivel

diferenciar as imagens analisadas entre os diferentes tratamentos e o grupo controle.
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4 DISCUSSAO

Ha evidéncias de que o glifosato seja responsavel pela fitotoxidade vegetal
(CARDOSO-GUSTAVSON et al., 2018; FENG et al., 2018; FLORENCIA et al., 2017;
TONG etal., 2017) e alteracdes no desenvolvimento vegetal (FENG et al., 2018; VILA-
AlUB; CASAS; GUNDEL, 2018). Residuos livres do composto no solo podem ser
absorvidos, metabolizados e transportados por vegetais distantes da cultura principal
(FLORENCIA etal., 2017; TONG et al., 2017). Ainda, Cardoso-Gustavson et al. (2018)
relatam que, apesar das evidéncias do impacto fenotipico do glifosato, a alteracao na
anatomia da planta precisam ser melhor esclarecidas. Este estudo evidenciou a
interferéncia do glifosato nos vegetais onde foi aplicado, mesmo em doses subletais,
reforcando o interesse no estabelecimento de um método préatico sugerindo uma

analise automatizada de imagens.

Estudos recentes tém aplicado tecnologias a desenvolver métodos para a
melhor identificacdo histologica e anatdbmica em vegetais (BRICHET et al., 2017,
HECKWOLF et al., 2015; LEGLAND et al., 2017; MAKANZA et al., 2018; PACE et al.,
2014; ZHANG et al., 2018). O uso de novas metodologias com base em analises de
imagens tem favorecido: caracterizacdes genotipicas (BRICHET et al.,, 2017;
HECKWOLF et al., 2015; LEGLAND et al., 2017), fenotipicas (PACE et al., 2014) e
fisiol6gicas (HECKWOLF et al., 2015), identificacdo do impacto de fatores ambientais
na composi¢cao quimica e histologia da planta (LEGLAND et al., 2017), caracterizacao
biomecanica das estruturas (ZHANG et al., 2018) e reducgéo de custos (MAKANZA et
al., 2018). O presente estudo contribui com evidéncias de um modelo aplicado ao
software CellProfiler e CellProfiler Analitys para andlises automatizadas de
caracteristicas morfoanatdbmicas de vegetais de baixo custo e com ampla

aplicabilidade.

Métodos séo estudados visando a possibilidade de obter dados com qualidade
e valor econdmico agregado, considerando restricdes nos recursos para estudos
(MAKANZA et al., 2018), melhor desempenho de cultivos (HECKWOLF et al., 2015),
possibilidade de aplicacdo de técnicas simples e disponiveis para novos estudos
(LEGLAND et al., 2017). A analise pelos softwares CP e CPA demonstrou atender
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satisfatoriamente requisitos técnicos de leitura com base em baixo investimento

econdmico e preparacao de amostras com métodos simples e tradicionais.

Processos automatizados tém sido utilizados através de procedimentos
técnicos de digitalizacdo e criacdo de softwares em busca de maior aproveitamento
das analises (CARPENTER et al., 2006; MARIE et al., 2014). Entretanto, a escolha
precisa do processo de digitalizacdo e construcao e aplicacdo dos softwares tém sido
fator limitante para algumas analises (MARIE et al., 2014). Os CP e CPA possibilitaram
as analises dos tecidos vegetais estudados, sendo uma contribuicdo para analises

cientificas em estudos de plantas.

Estudos apontam para a mudanca de morfologia diante de fatores ambientais
(HECKWOLF et al., 2015; LEGLAND et al., 2017) com variagdes multiplas para
caracteristicas genotipicas em feixes vasculares de milho, por exemplo (HECKWOLF
et al., 2015). Aplicacao de técnicas simples e com uso tecnolégico de softwares tem
demonstrado til para entendimento de impacto ambiental sobre a histologia das
plantas (LEGLAND et al.,, 2017). As analises possibilitadas pelos CP e CPA néo
puderam ser conclusivas quanto ao impacto do glifosato na morfoanatomia da folha
do milho, mas apontam caminhos para desenvolvimento de novos métodos de cultivos

em busca de novas descobertas.
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5 CONCLUSAO

O atual estudo propicia um caminho de evolu¢cdo metodolégica. Embora néao
tenha havido identificacdo de variagdes na estrutura celular entre grupos de
tratamento através da andlise automatizada de imagem no CP e no CPA, os
resultados evidenciam um valor cientifico plausivel para analises teciduais em plantas,
ou seja, os CP e CPA foram capazes de realizar a analise das imagens

automaticamente a partir dos algoritmos definidos no estudo.

Sugere-se desenvolvimento de novos estudos considerando a possibilidade de
metodologias diferenciadas para cultivo, mantendo-se o preparo de laminas conforme
modelo adotado neste estudo, tendo em vista a relevancia econdmica e acessibilidade
aos recursos. Quanto a aplicacdo dos programas livres, CP e CPA, as andlises
automatizadas apresentaram-se promissoras e sugere-se implementacédo do método

em novos estudos.
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