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RESUMO

A mutagénese ambiental e a citogenotoxidade s&o areas que se preocupam com
agentes quimicos ou fisicos com potencial de induzir danos citoldgicos e genéticos.
Varios modelos biolégicos tém sido utilizados para estudos de monitoramento
ambiental, e Allium cepa L. € uma planta consagrada na avaliacédo de
citogenotixidade. O método carece de uma diretriz, € uma ampla variagcéo
metodoldgica existe nos artigos, entre elas variagbes em delineamento e
planejamento para analise estatistica. Estas s&o importantes na obtencé&o de dados
de qualidade essenciais para um bom teste de suas hipdteses. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma reviséo bibliografica, a fim de entender todas as varia¢des
encontradas no meétodo e analisar qual o impacto destas variagbes na qualidade dos
dados obtidos, e posteriormente, testar duas formas alternativas de analise estatistica
em um experimento de citogenotoxidade em A. cepa. Para cada tratamento utilizado
foram confeccionadas 9 laminas sendo elas arranjadas de maneiras diferentes nas
duas formas de analise. Na forma de analise A consideramos cada lamina como uma
repeticao (9 repeticdes) e na forma de analise B consideramos a média da analise de
cada 3 laminas como uma repeticéo, onde tinhamos, entéo, 3 repeticdes. As laminas
que constituiram cada repeticdo foram previamente definidas. Nossa hipétese foi que
a 22 maneira de analise obteria melhores resultados e uma analise estatistica mais
robusta. Realmente a forma de analise B mostrou-se mais robusta, com maior F
calculado na Analise de Variancia, menor estimativa de erro experimental e maior
detecgdo de diferengas entre médias nos testes de Tukey e Dunnett (todos os testes
realizados a p<0,05). No teste de Tukey a d.m.s. (diferenga minima significativa) foi
menor no uso de 3 repeticdes (2,02) em comparagao com o uso de 9 repetigdes (d.m.s
= 2,80). No teste de Dunnett a reducado de d.m.s. foi ainda maior (1,70 para o uso de
3 repeticbes em comparagdo com 2,33 no uso de 9 repeticbes). Em relacéo a
obtencdo das médias e desvios padrbes dos tratamentos também percebemos a
vantagem de se adotar a forma de analise B. Esta reduziu em 59,25% os valores
meédios entre tratamentos do desvio padrdo, diminuindo consequentemente a
estimativa de erro experimental. No entanto, as observagdes levantadas, ndo parecem
ser conclusivas e ndo parecem funcionar para qualquer numero de tratamentos, por
essa razdo continuamos investindo esforcos para melhor compreensdo destes
métodos de analise.

Palavras-chave: Planejamento experimental. Delineamento experimental. Impacto em
qualidade estatistica. Mutagénese ambiental. Genotoxidade em Allium. Teste em
Allium.



ABSTRACT

Environmental mutagenesis and cytogenotoxicity are areas that are concerned with
chemical or physical agents with the potential to induce cytological and genetic
damage. Several biological models have been used for environmental monitoring
studies, and Allium cepa L. is a consecrated plant in the evaluation of cytogenotoxicity.
The method lacks guidelines, and a wide methodological variation exists in the articles,
including variations in design and planning for statistical analysis. These are important
in obtaining quality data essential to a good test of your hypotheses. The objective of
this work was to perform a bibliographic review in order to understand all the variations
found in the method and analyze the impact of these variations on the quality of the
data obtained, and later to test two alternative forms of statistical analysis in a
cytogenotoxicity experiment in A. cepa. For each treatment used, 9 slides were made
and arranged in different ways in the two forms of analysis. In the form of analysis A
we considered each slide as a repetition (9 repetitions) and in the form of analysis B
we considered the mean analysis of each 3 slides as a repetition, where we had, then,
3 repetitions. The slides that constituted each repetition were previously defined. Our
hypothesis was that the 2nd way of analysis would obtain better results and a more
robust statistical analysis. Actually, the form of analysis B was more robust, with higher
F calculated in the Variance Analysis, lower estimate of experimental error and greater
detection of differences between means in the Tukey and Dunnett tests (all tests
performed at p<0.05). In the Tukey test, the d.m.s. (significant minimum difference)
was lower in the use of 3 repetitions (2.02) compared to the use of 9 repetitions (d.m.s
= 2.80). In Dunnett's test, the reduction of d.m.s. was even greater (1.70 for the use of
3 repetitions compared to 2.33 in the use of 9 repetitions). Regarding the achievement
of the means and standard deviations of the treatments, we also perceived the
advantage of adopting the form of analysis B. This reduced by 59.25% the mean values
between treatments of the standard deviation, consequently reducing the estimate of
experimental error. However, the observations raised do not seem to be conclusive
and do not seem to work for any number of treatments, so we continue to make efforts
to better understand these methods of analysis.

Keywords: Experimental planning. Experimental design. Impact on statistical quality.
Environmental mutagenesis. Allium genotoxicity. Allium test
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1 INTRODUGAO

1.1 Ecotoxicologia e Mutagénese ambiental (citogenotoxidade).

A ecotoxicologia € uma area da ciéncia que se atenta ao estudo da exposicéo,
acumulacao e o efeito negativo da presenca de agentes estressores no ambiente. A
analise destes efeitos pode ser realizada em diferentes escalas, desde o efeito sobre
moléculas e células até niveis maiores como o ecossistema (TLILI; MOUNEYRAC,
2021). A ecotoxicologia € uma area de estudo multidisciplinar e entre as suas sub-
areas estda a mutagénese ambiental, também chamada de citogenotoxidade. O
conceito de citogenotoxidade esta relacionado com a presenca de agentes quimicos
ou fisicos, capazes de induzir danos citolégicos ou genéticos (CHOUDHURI et al.,
2021). Varios modelos biologicos estdo disponiveis para o acesso a efeitos
citogenotéxicos de agentes quimicos ou fisicos, tais como: Salmonella (EL MZIBRI et
al., 1996), Drosophila (REYES-RODRIGUEZ et al., 2021), Danio rerio (CANEDO et
al., 2021), ratos ou camundongos (DE OLIVEIRA et al., 2021; GUO et al., 2022),
células humanas (BALAJEE; HADJIDEKOVA, 2021; JIRSOVA et al., 2021; MISIK et
al., 2021), entre outros.

As plantas superiores tambéem tém se apresentado como excelentes modelos
de avaliagado de citogenotoxidade, tais como Allium cepa (PANDEY; KUMAR, 2021),
Vicia faba (BASU; TRIPURA, 2021), Zea mays (HEMANTH KUMAR; JAGANNATH,
2020), Tradescantia (CAMPQOS et al., 2020), Nicotiana tabacum (GHOSH et al., 2016),
Crepis capilaris (GADEVA; DIMITROV, 2008) e Hordeum vulgare (YUN et al., 2019).

1.2 O ensaio de citogenotoxidade em Allium cepa L.

Allium cepa L. € um dos modelos mais consagrados na avaliagcéo de
citogenotoxidade (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Estes autores apresentam uma
excelente reviséo sobre o método em A. cepa. No ensaio, expomos 0s meristemas
radiculares obtidos de raizes coletadas a partir de sementes ou bulbos. As variaveis
analisadas sdo: variagdes no comportamento do ciclo celular, presenga de alteragdes
cromossOmicas/micronucleos e evidéncias de morte celular (LEME; MARIN-
MORALES, 2009).



O ensaio de A. cepa tem uma longa histéria na literatura cientifica. O método
foi introduzido por Albert Levan em 1938 (LEVAN, 1938). Levan estudou 0 mecanismo
de acéo da colchicina sobre o fuso mitético. Desde entdo, o método tem passado por
algumas modificacdes. Geirid Fiskesjo em 1985, sugeriu a primeira modificacédo no
ensaio em A. cepa (FISKESJO, 1985). O autor foi o pioneiro em propor o uso do ensaio
como uma metodologia para monitoramento ambiental. A planta de A. cepa apresenta
uma série de vantagens, tais como: facil armazenamento e manejo, boas condi¢des
cromossOmicas para analise (cromossomos grandes e em pequeno numero), baixo
custo e boa correlagdo com outros sistemas teste, mesmo em mamiferos. O autor
também fez a proposta de ajustes na avaliagdo de compostos insoluveis e misturas
complexas (FISKESJO, 1985). Jate Rank e Mette Hviid Nielsen em 1993, fizeram a
proposta de um protocolo modificado para a avaliacéo de alteragdes cromossdmicas,
apresentando um método de avaliagédo somente de anafases e telofases (100 por
bulbo), pontes cromossdmicas, fragmentos e cromossomos perdidos. A proposta
destes autores estava em contradicdo com a pratica comum nesta época, onde as
outras fases da divisdo celular também eram avaliadas e pontes, perdas
cromossOmicas, fragmentos, c-metafase e cromossomos aderentes eram
quantificados. De acordo com estes autores, era recomendado o uso deste ensaio
modificado para a avaliagdo de citogenotoxidade (RANK; NIELSEN, 1993). Em um
artigo publicado em 1995, os autores apresentaram uma posi¢ao contraria a proposta
publicada por Rank e Nielsen (1993) de avaliacdo de diversas alteragcbes
cromossOmicas. Estes autores fizeram a proposta de avaliacdo somente de um tipo
de alteragdo conhecida como micronucleo e em células F1 ao contrario das células
meristematicas geralmente avaliadas (MA et. al, 1995). De acordo com Ma et al.
(1995), entre todas as variaveis possivelmente avaliadas no ensaio, 0s micronucleos
seriam um indicador mais efetivo e simples para avaliar citogenotoxidade. Contudo,
Rank e Nielsen apresentaram uma opiniéo diferente, pois eles acreditavam que a
avaliagdo mais ampla de alteracdes cromossbémicas tornaria mais eficiente o
entendimento do mecanismo de acdo do agente poluente em analise (RANK;
NIELSEN, 1997).

Na historia de desenvolvimento do ensaio em A. cepa diversos outros trabalhos
contribuiram. Geirid Fiskesjo apresentou o ensaio como uma alternativa para
avaliacédo do efeito toxico de metais pesados. Grant, (1994) publicou um excelente

artigo de revisao intitulado “Present status of higher plant bioassays for the detection
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of environmental mutagens”. O trabalho “Evaluation of the Allium anaphase-telophase
test in relation to genotoxicity screening of industrial wastewater” foi publicado também
em 1994 (RANK; NIELSEN, 1994).

Nos 84 anos de histéria do ensaio, varios agentes mutagénicos foram
avaliados, tais como: metais pesados, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos,
corantes da industria téxtil, produtos de limpeza, misturas complexas (amostras de
aguas e solos, efluentes municipais e industriais, esgoto), poluicdo nuclear, radiagcéo
emitida por celular, dentre outros (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Mais
recentemente, o ensaio tem sido utilizado na avaliagdo de nanoparticulas (VIJEATA
et al., 2022), extratos de plantas medicinais (BASU; TRIPURA, 2021), extratos
liquénicos (PROKOPIEV; SLEPTSOV; FILIPPOVA, 2021), solo tratado com
vermicompostagem (DATTA et al., 2018), conservantes alimentares (PANDEY;
KUMAR, 2021), corantes alimentares (KHAN et al., 2020), corantes para cabelo
(MONDAL; DEBNATH, 2022), farmacos (HARINI et al., 2022); microplasticos
(MONDAL et al., 2022), compostos fendlicos (LIMAN; CIGERCI; GOKCE, 2018),
PBAT (SOUZA et al., 2020), residuos de minas (QUADRA et al., 2019) e diversos

outros contaminantes emergentes.

1.3 Variacdes metodologicas no ensaio de Allium cepa L.

Embora o ensaio em Allium cepa L. seja muito utilizado na literatura como um
método de pesquisa, ele carece de um guidelline. Com isso, a variagao metodoldgica
empregada no método é grande, o que dificulta muitas vezes o entendimento de
trabalhos e a comparacao de resultados entre estes diferentes estudos. Muito pouco
avanco foi alcangado neste sentido. Usando como exemplo 5 trabalhos publicados
recentemente (ALAGUPRATHANA et al., 2022; ANUSHA et al., 2023; DHAR et al.,
2023; SOUZA et al., 2023; ZEYAD; KHAN; MALIK, 2022) podemos perceber esta
variacdo (Tabela 1). Diversos aspectos metodolégicos variam, tais como:
planejamento e delineamento experimental (material de A. cepa, delineamento
experimental, n° de repeti¢des, especificagdo do representa a repeti¢cdo, n° de células
avaliadas por repeticdo e tratamento e planejamento para analise estatistica);
variaveis envolvidas na montagem do experimento (temperatura de germinacgéo,
fotoperiodo, pré-exposicédo de materiais de A. cepa e tempo de exposi¢céo, tamanho

das raizes coletadas para tratamento, tempo de exposi¢cdo aos agentes testados,
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tempos de recuperacéo e fixag&o); variaveis envolvidas na avaliacao experimental
(técnica de preparo das laminas, coloragéo da lamina, corante e tempo, variaveis
analisadas no ensaio, qualidade das figuras representativas das alteracbes
cromossOmicas e analise estatistica).



Tabela 1 — Variagbes metodoldgicas no ensaio de Allium cepa L. considerando 5 artigos publicados recentemente.

18

Variagdes Artigos
metodologicas Anusha et al., 2023 Dhar et al., 2023 Souza et al., 2023 Alaguprathana et al., Zeayd e Malik, 2022
2022
Material de Allium Bulbos Bulbos Sementes Bulbos Bulbos
cepa
Delineamento N&o descrito N&o descrito N&o descrito N&o descrito N&o descrito
experimental
Numero de 8 3 bulbos® 10 5 3
repeticoes
Especificacdo do que Laminas ?20) Laminas Laminas Laminas
€ a repeticéo
Numero de células 400 células para IM e N&o descrito 100 1000 células 2000 celulas para IM
avaliadas por IFases. 100 celulas 100 células para
repeticoes para anormalidades alteragbes
cromossOmicas cromossOmicas
Numero de células 3200 para IM e N&o descrito 1000 5000 células 6000 ceélulas para IM

avaliadas por
tratamento

IFases. 800 para
anormalidades
cromossémicas

300 células para
alteragbes
cromossdmicas

Analise estatistica

ANOVA-Tukey
Kruskal-Wallis-Duns

ANOVA-Tukey

Mann- Whitney

N&o descrito

ANOVA-Duncan

Outras variactes®

@ E comentado sobre a utilizacdo de 3 bulbos por tratamento, entretanto, n&o fica claro se estes 3 bulbos constituem 3 repeticdes.
Mesmo que os bulbos representassem as repeticdes, deveriamos ter a informacao do niumero de laminas confeccionadas a partir de

cada bulbo.

®  Como comentado acima, fica dificil a compreens&o do que é a repeticdo do ensaio.

© Material de A. cepa, delineamento experimental, nimero de repeticdes, especificacdo do que é a repeticdo, niumero de células
avaliadas por repeticdo, numero de celulas avaliadas por tratamento, planejamento para analise estatistica, temperatura de
germinacao, fotoperiodo, pré-exposicéo de materiais de A. cepa, tempo de exposigéo, tamanho das raizes coletadas para tratamento,
tempo de exposigéo aos agentes testados, tempos de recuperagao, fixagao, técnica de preparo das laminas, coloragéo da lamina,
corante e tempo, variaveis analisadas no ensaio, qualidade das figuras representativas das alteragbes cromossémicas e analise

estatistica.
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Embora as variagdes metodologicas sejam extensas, neste trabalho trataremos
apenas das varia¢des envolvidas no planejamento e delineamento experimental.

1.4 Consideracdes sobre delineamento e estatistica.

Na experimentacdo de qualidade é essencial lidar diariamente com fatores
importantes, tais como, planejamento e delineamento experimental e a analise dos
resultados com testes estatisticos robustos, que permitam um entendimento claro dos
efeitos avaliados (RAMALHO et. al., 2012).

Quando trabalhamos com o ensaio em Allium cepa L. na avaliagdo de impacto
ambiental, € necessario o conhecimento prévio do agente poluente a ser investigado,
quais concentracbes devem ser testadas (trabalhando com concentragdes
ambientalmente relevantes, como obter estas concentragdes (em que diluente,
temperatura, entre outros fatores) (FISKESJO, 1985; GRANT et al., 1994; LEME E
MARIN-MORALES, 2009; LEVAN, 1938; MA et al., 1995; RANK; NIELSEN, 1993;
RANK; NIELSEN, 1994; RANK; NIELSEN, 1997). E essencial o planejamento de
coletas (quando estas sdo necessarias), frascos para coleta, etiquetas, caixas de
acondicionamento, regides de acesso aos pontos de coleta, veiculos e detalhes do
transporte das amostras coletadas e o seu correto armazenamento (FILIZOLA et al.,
2006). Planejar a montagem do experimento no Laboratorio € também extremamente
importante. Poderiamos citar diversos outros fatores, mas o recado € que uma boa
leitura e o acumulo de conhecimento antes da bancada s&o elementos importantes no
sucesso de um experimento (BARKER, 2002).

Toda experimentacéo visa ao teste de uma hipodtese, teste este que s6 pode
ser realizado quando estimamos o que é chamado de erro experimental (RAMALHO
et al., 2012). O erro s6 pode ser medido se os tratamentos forem repetidos. Neste
contexto, temos um dos principios basicos da experimentacao, as repeticdes. E facil
entender que o teste das hipoteses sera tanto mais preciso quanto menor for a
estimativa do erro experimental que, em realidade, reflete a varidncia da média dentro
dos tratamentos. O uso de um numero adequado de repeticdes possibilita boa
estimativa do erro experimental, melhorando a precisdo da estimativa das médias,

além de melhorar o poder dos testes estatisticos (RAMALHO et. al., 2012).
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Ha varios fatores que interferem no numero de repeticdes de um experimento,
como o numero de tratamentos (experimentos com poucos tratamentos necessitam
de um maior numero de repeticbes); disponibilidade de material experimental,
disponibilidade de area experimental (RAMALHO et. al., 2012).

Aqui precisamos fazer uma consideracgao importante sobre as médias, que sao
medidas fortemente influenciadas pela existéncia de outliers. Outliers com valores
altos em comparagao com os demais podem jogar a sua media para cima e o contrario
também é verdadeiro. A inclusé&o destes outliers em sua analise estatistica, pode jogar
os seus valores de desvio padréo para o alto (em relagdo as médias dos tratamentos),
aumentando consideravelmente o seu erro experimental e, portanto, diminuindo a
eficiéncia do seu teste estatistico (FREEMAN, 1995).

Em trabalho realizado pelo Grupo de Citogenotoxidade e Mutagénese
ambiental da Universidade Federal de Juiz de Fora (OLIVEIRA-CARVALHO;
CAMPOQOS, submetido), tomamos como exemplo os dados de avaliagdo do percentual
total de alteragGes cromossOmicas, como exposto na Tabela 2. Para cada tratamento
investigado, nosso Grupo de Pesquisa costuma avaliar 9 laminas para estimacgéo dos
parametros no ensaio de A. cepa. Considere que utilizamos cada lamina no nosso
experimento como uma repeticdo, ou seja teriamos 9 repeticbes por tratamento
(vamos chamar essa forma de analise de A ou 91/9r). Note que os coeficientes de
variagdo (CV) dos tratamentos variam entre 13,33% a 21,65% (Tabela 2). E uma
medida util para perceber a variabilidade de observacbes entre as repeticbes. No
Grafico 1, percebemos estes mesmos dados onde demonstramos as médias com
seus respectivos desvios padrbes (DP). Note que os desvios padrbes (DP) sé&o
relativamente altos, juntamente com os coeficientes de variacdo (CV) de cada
tratamento. Ao realizarmos a analise estatistica isto tem um impacto negativamente
forte na estimativa do erro experimental.

E se tivéssemos planejado o0 nosso experimento de uma outra maneira?
Considere que antes da realizacdo do experimento o planejamento tivesse sido
também a confeccao de 9 laminas por tratamento, mas com a diferenca que estas
fossem divididas em apenas 3 repeti¢cdes, sendo cada uma delas obtida da meédia de
3 laminas analisadas (vamos chamar esta forma de analise de B ou 91/3r).
Considere que a lamina 1, 2 e 3 representasse a repeticdo 1, as laminas 4, 5e 6 a
repeticdo 2 e as laminas 7, 8 e 9 a repeticdo 3. A Tabela 3 demonstra como ficaria a
nossa analise em conjunto com o Grafico 2.
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E possivel perceber que os desvios padrdes (DP) (entre 0,09 e 0,41) e os
coeficientes de variagéo (CV) (entre 1,58 e 12,00) diminuem substancialmente quando
adotamos a forma B de analise dos dados (9 laminas, divididas em 3 repeticdes, sendo
cada repeticédo obtida da média da observacéo de 3 laminas) (Tabela 3). No entanto,
as médias dos tratamentos ndo se alteram. Esta estratégia de montagem do
experimento demonstra que conseguimos diluir o efeito prejudicial de outliers. A
consequéncia é que a estimativa de erro experimental do seu experimento ira cair,
aumentando o poder de detecgéo de significancia do teste estatistico empregado por

VOCé.
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Tabela 2 — Percentual de alteragbes cromossdmicas nos diferentes tratamentos avaliados no ensaio de Allium cepa L. por Oliveira-
Carvalho e Campos, (submetido) apds exposigcédo a concentragdes de NaCl.

Repeticdes (laminas)

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média DP Ccv
500 mM 8,70 9,30 6,20 6,90 9,10 8,60 9,11 9,02 7,00 8,21 1,18 14,31
250 mM 7,31 6,12 5,93 7,67 5,13 8,01 7,15 7,45 7,03 6,87 0,94 13,66
125 mM 5,67 5,34 5,87 4,21 6,02 6,87 6,31 5,12 5,99 5,71 0,76 13,33
62,5 mM 1,99 3,23 3,78 3,21 3,24 3,89 4,78 3,45 3,23 3,42 0,74 21,65
Controle 2,23 1,77 3,02 1,66 2,78 2,65 2,89 2,97 2,13 2,46 0,52 21,23

DP — Desvio padréo; CV — Coeficiente de variacao.

10,00
9,00
8,00

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00 Grafico 1 — Percentual total de alteragcbes
2,00 cromossOmicas em Allium cepa L. apos
1.00 exposicdo a concentracbes de NaCl.
o'oo Dados de Oliveira-Carvalho e Campos,

(submetido).
500 mM 250 mM 125 mM 62,5mM Controle
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Tabela 3 — Percentual de alteragdes cromossdmicas nos diferentes tratamentos avaliados no ensaio de Allium cepa L. por Oliveira-
Carvalho e Campos, (submetido) apds exposicéo a concentragdes de NaCl.

Laminas
Tratamentos _ 4 5 6 7 8 9 Média  DP CcV
Repeticdes
R2 R3 Média  DP CcV
500 mM 6,90 9,10 8,60 9,11 9,02 7,00
Média 8,20 8,38 8,21 0,16 1,89
250 mM 7,67 5,13 8,01 7,15 7,45 7,03
Média 6,94 7,21 6,87 0,38 5,58
125 mM 4,21 6,02 6,87 6,31 5,12 5,99
Média 5,70 5,81 5,71 0,09 1,58
62,5 mM 3,21 3,24 389 478 3,45 3,23
Média 3,45 3,82 3,42 0,41 12,00
Controle 166 278 265 2,89 2,97 2,13
Média 2,36 2,66 2,46 0,18 7,34

DP — Desvio Padrao; CV — Coeficiente de variagcéo
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9,00
8,00

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

500 mM 250 mM 125 mM 62,5mM Controle

Grafico 2 — Percentual total de alteragcdes cromossdémicas em Allium cepa L. apos
exposicdo a concentragdes de NaCl. Dados de Oliveira-Carvalno e Campos,
(submetido).

Quando comparamos os dados do tratamento de 500mM de NaCl nas duas
situacdes de analise estatistica (A e B), podemos verificar a contribuicdo da situacéo
B em diminuir (ou diluir) o efeito de outiliers (Grafico 3). Na forma de analise A (com 9
laminas, considerando 9 repeti¢cdes) os dados se dispersam muito mais em relagéo a
média de 8,21 (Grafico 3a). Na forma de analise B (com 9 laminas, divididas em trés
repeticbes, sendo cada repeticdo obtida da meédia da observagéo de 3 Iaminas) os
dados se dispersam muito menos em relagcdo a média de 8,21 (Grafico 3b). O mesmo
comportamento demonstrado no Grafico 3 para o tratamento de 500mM de NaCl, vale

para qualquer outro tratamento.

FORMA DE 10 10 FORMA DE
ANALISE A . ANALISE B
(91/9r) 9 4 9 (91/3r)
Valores s . Valores

6,20; 6,90; 8 4 8 o 8,07;
7,00; 8,60; 8,20;
8,70; 9,02; 7 e 7 8,38.
9,10; 9,11;
9,30. 6 |° 6

(@ 6 7 8 9 10 () 6 7 8 9 10

Grafico 3 — Percentual total de altera¢cdes cromossémicas (dados do tratamento de
500mM com NaCl observados no trabalho Carvalho-Oliveira e Campos,
(submetido). Formas diferentes de dispersdo dos dados nas duas formas de analise
alternativas, A (9 laminas considerando 9 repeticdes) (a) e B (9 laminas, divididas
em trés repetigcbes, sendo cada repeticdo obtida da média da observagao de 3
laminas) (b). Média (8,21%) demonstrada pelo tridangulo vermelho.
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram:

a) Realizar uma revisao bibliografica entre os anos de 2019 a 2022 e entender todas
as variagcbes metodologicas descritas na Tabela 1 (legenda ©)) e analisar o impacto
destas varia¢des na qualidade dos dados obtidos no ensaio de Allium cepa L. Embora
as variagdes metodoldgicas sejam extensas, neste trabalho trataremos apenas das
variagdes envolvidas no planejamento e delineamento experimental.

b) Testar duas diferentes formas de analise estatistica (A — 9 laminas considerando 9
repeticdes; B — 9 laminas, divididas em 3 repeticbes, sendo cada repeticdo obtida da
média da observagao de 3 laminas) em um trabalho publicado pelo GCM-UFJF (Grupo
de Citogenotoxidade e Mutagénese Ambiental da Universidade Federal de Juiz de
Fora).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Revisao bibliografica

A revisdo bibliografica foi realizada no bando de dados da Science Direct
(Elsevier), onde se encontra as melhores revistas para publicacdo de artigos
relacionados ao ensaio de Allium cepa L..

As seguintes palavras-chave foram utilizadas: Allium test, Allium genotoxicity,
Allium cytogenotoxicity, Allium cytotoxicity, Allium chromosomal abnormalities, Allium
chromosomal aberrations, Allium assay, Allium mutagenicity, Allium cepa model,
Allium comet assay, Allium micronuclei, Allium DNA damage, Allium mitotic index,
genotoxicity in plants, cytogenotoxicity in plants, cytotoxicity in plants, chromosomal
abnormalities in plants, chromosomal aberrations in plants, mutagenicity in plants,
comet assay in plants, micronuclei in plants, DNA damage in plants, mitotic index in
plants.

Os artigos levantados foram codificados por numeros inteiros crescentes (1, 2,
3..., n). Mantemos neste trabalho o sigilo sobre estes artigos.
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3.2 Analise estatistica de dados em trabalho previamente publicado pelo GCM-
UFJF (Grupo de Citogenotoxidade e Mutagénese Ambiental da Universidade

Federal de Juiz de Fora), utilizando o modelo de Allium cepa L.

Um trabalho previamente publicado pelo GCM-UFJF (Grupo de
Citogenotoxidade e Mutagénese Ambiental da Universidade Federal de Juiz de Fora)
com o emprego do ensaio em Allium cepa L. foi utilizado na avaliacéo das duas formas
de analise estatistica dos dados (A — 9 laminas/9 repeticbes e B — 9 laminas/3
repeticdes obtidas da média da analise de 3 laminas).

Neste trabalho, Souza et al., (2023) avaliaram o efeito ecogenotoxico de
concentracbes ambientalmente relevantes de atrazina. A citometria de fluxo em
nucleos meristematicos de A. cepa foi realizada por nosso Grupo de Pesquisa e os
dados de particulas sub-G1 foram avaliados nas duas formas de analise estatistica (A
e B).
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4 RESULTADOS
4.1 Revisao bibliografica
4.1.1 Dados gerais relacionados a distribuicao dos artigos.
Na reviséo bibliografica realizada entre os anos de 2019 e 2022, foram

levantados 117 artigos (codificados pelos numeros entre 1 e 117). A distribuicéo

destes artigos por periodicos cientificos € demonstrada no Grafico 4.
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Periddicos cientificos

Grafico 4 — Distribuicéo dos artigos por periddicos cientificos e fatores de impacto dos
mesmos. No eixo da esquerda (dados observados pelas barras), os percentuais de
artigos por cada periédico cientifico. No eixo da direita (dados observados pela linha
em vermelho), os fatores de impacto de cada periddico cientifico. Periddicos
cientificos: CHE — Chemosphere; STE — Science of the Total Environment; EES —
Ecotoxicology and Environmental Science; FCT — Food and Chemical Toxicology;
EPO — Environmental Pollution; JHM — Journal of Hazardous Materials; JET — Journal
of Ethnopharmacology; ERE — Environmental Research; SAB — South African Journal
of Botany; HEL — Helyon; MRE - Mutation Research (Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis); TOR — Toxicology Reports; TOX — Toxicon.

A partir destes dados, podemos perceber a distribuicdo dos artigos nas
seguintes faixas de fatores de impacto (Faixa 1 —de 3,0 a 5,0; Faixa2 —-de 5,1a 7,1;
Faixa 3 —7,2a9,2; Faixa 4 — 9,3 a 11,3; Faixa 5 — acima de 11,4). Os resultados sao
demonstrados no Grafico 5.

Percebemos que mais da metade dos artigos (58%) estdo em revistas com

fator de impacto acima de 7,2, sendo o fator de impacto médio destas publicacdes de
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10,2. Todos os artigos incluidos nesta categoria sao classificados no extrato A1 nas
areas de avaliagcéo Ciéncias Ambientais e Ciéncias Biologicas |.

Notamos ent&o a possibilidade de publicagdes de alto nivel utilizando o ensaio
de Allium cepa L.

Fl — superior a 11,4

vV Fl-3a5
1%
FI-9,3-11,3 i

FI-51-71

FI-7,2-9,2

Grafico 5 — Distribuicéo dos artigos por categorias de fator de impacto (Fl).
4.1.2 Variagdes metodologicas

Dos 117 artigos avaliados, apenas 3 artigos (2,56%) citaram em sua
metodologia o delineamento experimental utilizado, todos eles empregando o
delineamento inteiramente ao acaso (DIC). Quanto ao numero de repeticdes
empregadas no experimento, encontramos nos artigos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 15 laminas
usadas como repeticdes (Grafico 6). Apenas dois artigos usaram um planejamento
diferente, onde a repeti¢do foi obtida a partir da média da observacéo de diferentes
laminas (artigo 11 — 3 repeticbes composta cada uma de 2 Iaminas; artigo 60 — 3
repeticdes composta cada uma de 10 laminas). Os dados s&o demonstrados no
Grafico 6. O maior numero de artigos (38,16% deles) ndo fornece nenhuma
informacdo ou informacdes insuficientes para a compreensdo do numero de
repeticbes utilizadas no experimento. Entre os numeros de laminas utilizadas como
repeticdes, a maioria dos artigos (23,68%) utilizam 5 laminas como repeticéo. O uso
de 10 (15,79%) ou 3 (11,84%) laminas como repeticdes também é relativamente
frequente entre os trabalhos avaliados.

O numero de células avaliadas em cada repeticdo nos artigos analisados é

demonstrado no Grafico 7. Notamos, novamente, que o maior numero de artigos
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(35,23%) né&o fornece nenhuma informac&o ou informacdes insuficientes para a
compreensao do numero de células avaliadas por repeticdo. A maioria dos artigos
avaliam 1000 células por repeticao (19,32%), seguido da avaliacdo de 500 células
(17,05% dos artigos).

SIC
3 laminas/repeticdes *

2,63%

A

\/

1,32%

4 laminas
5 laminas
6 laminas
7 laminas
8 laminas

10 Iaminas

15 laminas

Grafico 6 — Numero de repeticdes empregadas na montagem do experimento nos
diferentes artigos levantados na revisdo bibliografica sobre o ensaio em Allium cepa
L. entre 2019 e 2022. Dados demonstrados em percentual. * Dos artigos que utilizaram
3 repeticbes, 2 utilizaram 3 repeticbes obtidas da média de anadlises de diferentes
ldminas (artigo 11 e 60); SIC — Sem informacgdes claras sobre repetigdes.

M sic B 500 células

1100 celulas @ 800 células
200 células B 1000 células

~ 300 celulas I 2000 células

/ M 200 células I 5000 células
— W 450 células
5%

4,5

1,14%

Grafico 7 — Numero de células avaliadas por repeticdo nos diferentes artigos
levantados na revis&o bibliografica sobre o ensaio em Allium cepa L. entre 2019 e
2022. SIC — Sem informagdes claras sobre o numero de células avaliadas.
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4.2 Analise estatistica de dados em trabalho previamente publicado pelo GCM-
UFJF (Grupo de Citogenotoxidade e Mutagénese Ambiental da Universidade

Federal de Juiz de Fora), utilizando o modelo de Allium cepa L.

A variavel sub-G1 foi avaliada em um trabalho publicado recentemente com a
participacdo do GCM-UFJF (SOUZA et al., 2023).

Souza et al., (2023) utilizaram diversas estratégias experimentais e modelos
biologicos para investigar a ecogenotoxidade de concentragbes ambientalmente
relevantes de atrazina. Um dos modelos utilizados foi Allium cepa L. e uma das
técnicas empregadas neste modelo foi a citometria de fluxo. Dentre as variaveis
analisadas, temos o percentual de particulas sub-G1 e os dados de médias dos
diferentes tratamentos sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Médias de subparticulas G1 apds exposicao a diferentes concentragdes

de atrazina. Dados de Souza et al., (2023)

Tratamentos Percentual de subparticulas G1

CN 1,81
CP 45,11

1 ug/L 3,45

2 ug/L 4,11

5 ug/L 6,21

10 pg/L 10,21

15 ug/L 13,45

20 pg/L 15,61

No planejamento do trabalho foram avaliadas 9 amostras de citometria de fluxo
em cada tratamento. Os dados comparativos de médias e desvios padrbes quando
utilizamos as duas formas de anélise estatistica sdo demonstrados no Gréafico 8. E
possivel perceber que os desvios padrdes reduzem quando utilizamos a forma B de
analise estatistica, aumentando teoricamente a robustez de analise do teste
estatistico que iremos utilizar (Grafico 8). Em média, os desvios padrbes da forma de
analise A (Grafico 8a) foi de 1,38. Ja quando utilizamos a forma de analise B (Grafico
8b) este desvio padrao médio foi de 0,56, representando uma reducéo de 59,52%.
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Grafico 8 — Percentual (+DP) de subparticulas-G1 apds exposicao a concentracdes
de atrazina avaliadas por citometria de fluxo no ensaio de Allium cepa L. Em (a) dados
coletados de 9 amostras considerando cada uma delas como uma repeticéo; em (b)
dados coletados de 9 amostras, distribuidas em 3 repeticbes, cada uma delas obtidas
da média da analise de 3 amostras. DP = Desvio padrao das médias. Dados de Souza
et al., 2023.

Com os dados ajustados aos pressupostos de analise de variancia, podemos
proceder a analise estatistica através deste método. Os dados da Tabela 5
demonstram os resultados de Analise de Varidncia nas duas formas de analise

testadas neste trabalho, 9 ou 3 repeticoes.

Tabela 5 — Resultados da Analise de Varidncia nas duas formas testadas de

repeticdes no experimento de Souza et al., (2023).

ANOVA 9 laminas/9 repeticdes 9 laminas/3 repeticdes
FORMA A FORMA B

F.V. GL SQ QM F GL SQ QM F

Tratamentos 7 12468,29 1781,18 4947 | 7 4156,19 593,74 1164,20

Erro 64 230,73 3,60 16 8,18 0,51

Total 71 12699,02 23 4164,37

F.V. - Fontes de variagédo; GL — Graus de liberdade; SQ — Soma de quadrados; QM —
Quadrado médio e F — Estatistica F.

Quando utilizamos o preparo de 9 laminas e consideramos cada uma delas
como sendo uma repeticdo, temos um valor de soma de quadrados do erro (230,73)
que representa 1,81% da soma de quadrados total (12699,02). Dizendo de outro
modo, podemos afirmar que o erro representa 1,81% das fontes de variagdo no seu
experimento. Neste caso a ANOVA encontrou um F calculado de 494,07. Quando

utilizamos o preparo de 9 laminas, mas previamente distribuimos as mesmas em 3
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repeticdes obtidas da meédia da analise de 3 laminas, temos um valor de soma de
quadrados do erro (8,18) que representa 0,20% da soma de quadrados total
(4164,37). Entdo, o método de analise B reduz em 9,05 vezes o efeito do erro
experimental na sua analise estatistica.

Nesta situacdo, os valores de F tabelados s&o respectivamente 4,43 para a
forma de analise A e 4,90 para a forma de analise B. Em ambos os casos os valores
de F calculados sé&o superiores aos valores de F tabelados. Interpretamos entéo, que
tanto pela forma A ou B, existe pelo menos duas médias estatisticamente diferentes
entre os tratamentos de atrazina.

O uso do teste de Tukey ou Dunnett sdo comuns em nossos trabalhos. Quando
testamos o uso de Tukey (p<0,05) como teste de comparagéo entre médias temos
uma diferenca minima significativa (d.m.s.) de 2,80 quando utilizamos a forma de
analise A (com 9 laminas/9 repeticdes). Alternativamente, a forma de analise B (9
laminas/3 repeticdes) chega a uma diferenga minima significativa de 2,02. Das 28
comparagdes entre médias possiveis entre os tratamentos, a forma A detecta 22
significancias entre médias (Tukey; p<0,05). Ja a forma de analise B, detecta 26

significancias entre médias. Esta comparacao é demonstrada pelas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 — Diferencas entre médias dos tratamentos de concentracdes de atrazina.

Dados de Souza et al., 2023. Analise pela forma A (9 Iaminas/9 repeticdes)

Tratamentos CN CcP 1* 2 ok 10* 15* 20"

Médias | 1,81 | 4511 | 345 | 411 | 6,21 | 10,21 | 13,45 | 15,61
CN 1,81 43,30 | 1,64 | 2,30 | 4,40 8,40 | 11,64 | 13,8
CP | 45,11 41,66 | 41,00 | 38,90 | 34,90 | 31,66 | 29,5
1* 3,45 0,66 | 2,76 6,76 | 10,00 | 12,16
2* 4,11 2,10 6,10 9,34 | 11,50
5* 6,21 4,00 7,24 9,40
10* 10,21 3,24 5,40
15* 13,45 2,16
20* | 15,61

* Concentragbes em pg/L; nas células marcadas em verde estdo as comparagdes
entre médias que séo consideradas estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey
(p<0,05; diferenca minima significativa (d.m.s = 2,80) (Tukey, p<0,05).



33

Tabela 7 — Diferencas entre médias dos tratamentos de concentracdes de atrazina.

Dados de Souza et al., 2023. Analise pela forma B (9 Iaminas/3 repeticdes)

Tratamentos CN CP 1* 2 5* 10* 165+ 20*
Médias | 1,81 | 4511 | 345 | 411 | 6,21 | 10,21 | 13,45 | 15,61
CN 1,81 43,30 | 1,64 | 2,30 | 4,40 8,40 | 11,64 | 13,8
CP | 4511 41,66 | 41,00 | 38,90 | 34,90 | 31,66 | 29,5
1* 3,45 0,66 | 2,76 | 6,76 | 10,00 | 12,16
2" 4,11 2,10 6,10 9,34 | 11,50
5* 6,21 4,00 7,24 9,40
10* 10,21 3,24 5,40
15* 13,45
20* | 15,61

* Concentragdes em pg/L; nas células marcadas em verde estdo as comparacgdes
entre médias que s&o consideradas estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey
(p<0,05; diferenca minima significativa (d.m.s = 2,02) (Tukey, p<0,05).

Quando testamos o uso de Dunnett (p<0,05) como teste de comparacao entre

médias temos uma diferengca minima significativa (d.m.s.) de 2,33 quando utilizamos

a forma de analise A (com 9 laminas/9 repeticdes). Alternativamente, a forma de

analise B (9 laminas/3 repeticbes) chega a uma diferengca minima significativa de 1,70.

Das 7 comparacdes entre médias possiveis (do controle com os demais tratamentos)

a forma A detecta 5 médias com significancias em relagcdo ao controle (Dunnett;

p<0,05). Ja a forma de andlise B, detecta 6 significancias entre meédias. Esta

comparacgao € demonstrada pela Tabela 8.
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Tabela 8 - Diferengas entre médias dos tratamentos em relagéo ao controle de
concentragdes de atrazina. Dados de Souza et al., 2023.

Tratamentos Percentual de Tratamentos Percentual de
(91/9r) sub-g1 (91/3r) sub-g1
CN 1,81 CN 1,81
CP 45,11* CP 45,11*

1 ug/L 3,45 1 ug/L 3,45

2 ug/L 4,11 2 ug/L 4,11*
5 ug/L 6,21* 5 ug/L 6,21*
10 pg/L 10,21* 10 pg/L 10,21*
15 ug/L 13,45* 15 pg/L 13,45*
20 ug/L 15,61* 20 ug/L 15,61*

* Médias estatisticamente diferentes em relagcédo ao controle (Dunnett (p<0,05);
diferenca minima significativa (d.m.s = 2,33) e (d.m.s = 1,70) respectivamente para as
formas de analise A e B). | — laminas; r — repeticdes.

5 DISCUSSAO

O ensaio em células meristematicas de Allium cepa L. para deteccéo de
alteracbes no comportamento do ciclo celular e alteragbes geneéticas com
consequéncia para eventos de morte celular vem sendo utilizado desde a sua
implementacdo em 1938 por Levan et al., (1938), constituindo um ensaio
extensivamente utilizado na area de mutagénese ambiental até os dias atuais (LEME;
MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al., 2023). Diversos agentes ambientais
potencialmente mutagénicos ja foram avaliados, tais como, metais pesados,
pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos, corantes de industria téxtil, produtos de
limpeza, misturas complexas, poluicdo nuclear, radiacdo emitida por celular,
nanoparticulas, extratos de plantas medicinais e liquénicos, solo tratado com
vermicompostagem, conservantes alimentares, corantes para cabelo, farmacos,
microplasticos, compostos fendlicos, PBAT, residuos de minas e diversos outros
contaminantes emergentes (BASU; TRIPURA, 2021; DATTA et al.,, 2018; HARINI et
al.,, 2022; KHAN et al., 2020; MONDAL et al., 2022; MONDAL; DEBNATH, 2022;
PANDEY; KUMAR, 2021; PROKOPIEV; SLEPTSOV; FILIPPOVA, 2021; QUADRA et
al., 2019; SOUZA et al., 2020; VIJEATA et al., 2022).
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No entanto, o ensaio em A. cepa carece de um guideline que normatize o
método. Esta caréncia conduz a uma grande variabilidade de metodologias
empregadas e diversas variaveis envolvidas no ensaio s&o coletadas por diversas
maneiras. Variagdes no planejamento e delineamento experimental, nas variaveis
envolvidas na montagem do experimento e na avaliacdo dos dados experimentais séo
observadas (ALAGUPRATHANA et al., 2022; ANUSHA et al., 2023; DHAR et al,,
2023; SOUZA et al., 2023; ZEYAD; KHAN; MALIK, 2022).

Embora as variagbes sejam extensas, neste trabalho concentramos em
variaveis envolvidas no planejamento e delineamento experimental, como
delineamento empregado, numero de repeti¢cdes utilizadas no ensaio e especificagao
do que representam estas repeticdes, numero de células avaliadas por repeticdo e
tratamento. Estas variagcdes impactam diretamente na qualidade dos dados obtidos e
na robustez da analise estatistica empregada no teste (RAMALHO et al., 2012).

Na reviséo bibliografica realizada no presente trabalho, foram encontrados 117
artigos que foram numerados entre 1 e 117.

Com relacgéo a definigdo do delineamento experimental utilizado, apenas 2,56%
dos trabalhos citaram o delineamento inteiramente ao acaso (DIC) como sendo o
delineamento utilizado. Embora fique subentendido que os trabalhos com A. cepa
sempre utilizam o DIC como delineamento, nossa opinido € que esta informacéo
deveria constar em todos os trabalhos cientificos. O delineamento € caracterizado
como o plano de distribuicdo dos seus tratamentos, que no caso do DIC deve ser ao
acaso. Nesta situacdo, quando utilizamos a Analise de Varidncia como método
estatistico, teremos apenas duas fontes de variacdo, os tratamentos e o erro
experimental (RAMALHO et al., 2012).

No quesito de numero de repeti¢cdes realizadas no ensaio, os trabalhos utilizam
uma ampla variagéo, desde a analise de apenas 3 laminas (o minimo possivel) até a
analise de 15 laminas. O uso de repeticbes € um dos principios basicos de
experimentacdo. Com o emprego de diferentes repeticdes dentro de um tratamento é
possivel determinar o que chamamos de variancia dentro dos tratamentos. Essa
medida esta diretamente relacionada com a estimativa do erro experimental, que em
ultima analise impacta nas suas conclusdes experimentais (RAMALHO et al., 2012).
Entre os artigos investigados neste trabalho, diversos utilizaram apenas 3 laminas,
considerando cada lamina uma repeticdo. Estes artigos representaram 11,84% dos

artigos avaliados. Com a utilizagdo de apenas 3 laminas temos um risco critico para a
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analise estatistica que € a presencga de outiliers entre os valores estimados para uma
variavel. A presenca destes outliers impacta nos valores de desvio padrao (variancia
dentro de tratamentos), prejudicando sua analise estatistica, devido ao aumento do
erro experimental. Podemos citar como exemplo, o artigo 32, onde os autores
utilizaram 3 laminas como repeticdo. O coeficiente de variagdo meédio para os
tratamentos quando olhamos para a variavel “percentual total de alteracbes
cromossbémicas” foi de 10,12%. Se comparamos estes dados com o artigo 55, onde
os autores utilizaram 5 laminas, neste caso o coeficiente de variagcdo médio para
“percentual total de alteragdes cromossémicas” foi de 6,32% (uma redugao de 1,61
X). Entretanto, nem sempre a utilizagdo de numeros maiores de repeticbes minimizam
o efeito de outliers, diminuindo o coeficiente de variag&o. O artigo 108, onde os autores
utilizaram 10 laminas como repeticdes obteve um coeficiente de variagdo médio de
17,55%, sendo este um valor que impacta negativamente na robustez e detecgéo de
significancia na Analise de Variancia (dados também obtidos do percentual total de
alteracdes). Essa néo relagéo entre o numero de laminas utilizadas como repetigcdes
e o coeficiente de variacédo dos dados esta relacionada com o fato da utilizagéo de
uma unica lamina como repeticdo, o que parece ter um impacto negativo na analise
estatistica (discutiremos essa questéo adiante). Curiosamente, a maioria dos artigos
investigados, 38,16% deles, ndo possuem informagdes suficientes para o leitor
entender o numero de repeticbes utilizadas na técnica. Acreditamos que esta
observacéo é fortemente negativa para a qualificacao de um artigo cientifico.

Ja quando olhamos para o numero de células avaliadas por repeticéo,
observamos trabalhos que avaliaram desde 100 células por laminas até 2000 células,
sendo a maioria utilizando 1000 células (19,32%). O tamanho amostral influencia
muito na deteccéo das variaveis analisadas no ensaio. Muitas delas acontecem com
baixa frequéncia, como o indice mitotico, percentuais de cada alteragédo
cromossOmica, tanto no controle e até mesmo em concentragbes altas dos agentes
mutagénicos avaliados. Em uma amostra de 100, 200 celulas avaliadas é
simplesmente uma questao de probabilidade para ndo estimarmos o valor proximo ao
real de uma determinada variavel. Se tomarmos como exemplo, o artigo 86 onde
foram avaliadas apenas 100 células dentro de cada repeticdo, os autores
simplesmente n&o conseguiram estimar os percentuais de cada alteragcao
cromossOmica e apenas descreveram 0s numeros brutos. Se olharmos para a

alterac&o ponte cromossémica, como exemplo, os autores detectaram 1,0, 5, 5e 10
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alteracdes nos diferentes tratamentos, ndo conduzindo a uma interpretagdo sobre o
efeito ou ndo mutagénico do agente testado neste trabalho. No proprio trabalho em
que 0 nosso grupo de pesquisa participou como parceiro (SOUZA et al., 2023), os
autores avaliaram somente 100 células por repeticédo (10 laminas analisadas) e os
resultados da analise citogenética néo ficaram bons.

Nosso grupo de pesquisa acredita que pelo menos 1000 células devem ser
analisadas em cada lamina.

No presente trabalho, também utilizamos os dados de percentuais de sub-
particulas G1 para avaliar a eficiéncia e robustez da analise estatistica nas duas
formas de analise, A (9 laminas/9 repeti¢cdes) e B (9 laminas/3 repeti¢cdes). Os valores
de sub-G1 foram obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (GCM-UFJF) através de
analise por citometria de fluxo. Essa variavel é um indicador da ocorréncia de morte
celular como efeito téxico do agente mutagénico que esta sendo testado no trabalho
(ANDRADE-VIEIRA; DE CAMPOS; DAVIDE, 2012).

Souza et al., (2023) avaliaram 8 tratamentos, um controle negativo (CN), um
controle positivo (CP) e 6 concentragbes crescentes de atrazina. Na hipdtese
alternativa (H1) levantada pelo nosso trabalho, as formas de analise A e B conduziriam
a diferentes interpretacdes dos resultados. A analise realizada no trabalho de Souza
et al., (2023) corrobora esta hipétese. Portanto, rejeitamos a HO.

Ja na obtencéo das médias e desvios padrdes dos tratamentos, percebemos a
vantagem de se adotar a forma de analise B. Esta reduz em 59,25% os valores médios
entre tratamentos do desvio padrdo. Como apontado por Freeman (1995), a existéncia
de outliers pode aumentar as estimativas de desvios padrbes das suas meédias.
Quando consideramos a analise estatistica com 9 repeti¢cdes (9 laminas), o efeito
destes outliers nos desvios padrées € maior. Como os desvios padrdes refletem a
variancia da média dos tratamentos e esta impacta diretamente na estimativa do erro
experimental (RAMALHO et al., 2012), podemos esperar que a estimativa de erro
experimental na forma de analise A (9 laminas/9 repeti¢cdes) seja proporcionalmente
maior.

Quando analisamos os dados por Analise de Variancia, € exatamente este
esperado que observamos. Comparando a forma de analise A com a B, a influéncia
da Soma de Quadrados do Erro (SQE) nas fontes de variagdo reduz 9,05X na forma
de analise B (a que considera a distribuicdo das 9 laminas em 3 repeticdes). Este
resultado observado na forma de analise B, se deve a diluigdo do efeito dos outliers
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nas médias. Isso é corroborado por Freeman (1995). Ao mesmo tempo, o teste de
hipdteses sera tanto mais preciso quanto menor for a estimativa do erro experimental
(RAMALHO et al, 2012). No caso do trabalho desenvolvido por Souza et al., (2023)
essa maior precisdo seria alcancada na forma de andlise B. A estimativa de F
(estatistica F) na Analise de Varidncia corrobora ainda mais essa hipotese. O F
calculado para a forma de analise A foi de 494,7 e para a forma de analise B foi de
1164,20. Embora ambos os F sejam maiores do que os valores tabelados e a
interpretacéo seja a mesma (existem pelo menos duas médias estatisticamente
diferentes) a precisdo maior da Analise de Variancia é alcangada por um F cada vez
maior, como no caso da forma de analise B (F 2,35X maior do que a forma de analise
A). Neste caso, a adoc¢ao de forma de analise B seria mais precisa como apontado
por Ramalho et al., (2012).

Procedemos entao, a utilizacdo de testes de comparagdes entre médias apos
o resultado significativo da Analise de Variancia. Foram testados o teste de Tukey e
Dunnett, ambos com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Quando utilizamos o teste de Tukey, das 28 comparacdes possiveis entre
médias, a forma de analise A detectou 22 diferengas e a forma de analise B, 26
diferencas estatisticas entre médias. Novamente concluimos a favor da forma de
analise B. A maior detecgdo de diferengas na forma de analise B ocorreu devido a
menor estimativa de diferenca minima significativa neste caso (d.m.s). O mesmo efeito
foi observado a favor da forma de analise B quando utilizamos o teste de Dunnett.

No levantamento bibliografico que realizamos, dois artigos utilizaram a
estratégia B de analise. O artigo 11 trabalhou com 3 repeticdes, obtidas cada uma da
analise de duas laminas. O artigo 60 também trabalhou com 3 repeti¢cdes, obtidas
cada uma da analise de 10 laminas. Estes trabalhos demonstram desvios padrbes
relativamente baixos, o que pode corroborar a hipétese por nés levantada aqui.

No entanto as observagdes levantadas neste trabalho, ndo parecem ser
conclusivas e nédo parecem funcionar para qualquer niumero de tratamentos. Nosso
grupo tem investido esforgcos para compreender melhor essa questdo de analise
estatistica.
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