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O trabalho teve por objetivo o uso das técnicas por diafanizagdo e modelagem matematica em 3D como
métodos de contribuigdo e identificagdo foliar de Protium ovatum Engl. Folhas de P. ovatum foram coletadas
em uma drea de Cerrado no municipio de Rio Verde, GO, Brasil. As laminas foliares foram diafanizadas com
azul de toluidina, violeta de genciana, azul de metileno, safranina e fucsina fendlica. Foi realizado o
escaneamento e micrografias dpticas, e modelagem matematica em 3D, utilizando imagens no negativo,
invertidas e filtros XYZ. Foram obtidos resultados importantes para a identificacdo acurada da espécie P.
ovatum por diafanizagdo foliar e com artificios matematicos em 3D. Foram observados 3 pares de foliolos,
tricomas glandulares apenas na face adaxial e tectores na abaxial, estdbmatos paraciticos apenas na face
abaxial, nervuras de até 42 ordem, aréolas completas, F.E.V.s com 2-3 bifurcagdes, nervuras intersecundarias,
e padrdes morfoldgicos compartilhados entre as outras espécies de Protium. Este estudo proporcionou
importantes dados a respeito da espécie de P. ovatum através das técnicas de diafanizagdo foliar e por
modelagem em 3D.

The work aimed to use of techniques for diaphanization and 3D mathematical modeling as contribution
methods and leaf identification of Protium ovatum Engl. P. ovatum leaves were collected in a Cerrado area in
Rio Verde, GO, Brazil. Leaf blades were diaphanized with toluidine blue, gentian violet, methylene blue, safranin
and phenolic fuchsin. Scanning and optical micrographs, and 3D mathematical modeling were performed using
negative, inverted images and XYZ filters. Important results were obtained for the accurate identification of P.
ovatum by leaf diaphanization and with 3D mathematical devices. We observed 3 pairs of leaflets, glandular
trichomes only on the adaxial face and tectorals on the abaxial, paracitic stomata only on the abaxial face, ribs
of up to 4th order, complete areolas, F.E.V.s with 2-3 bifurcations, intersecondary ribs, and shared
morphological patterns between the other species of Protium. This study provided important data about P.
ovatum species through leaf diaphanization techniques and 3D modeling.

INTRODUCAO

espécies, sendo os quatro géneros em especial Bursera,
Commiphora, Protium e Canarium (ROSALEM et al., 2017;

O dominio Cerrado é o segundo maior em biodiversidade
vegetal do Brasil, estando atras somente do bioma
Amazobnico. Atualmente o Cerrado apresenta cerca de 2
milhGes de km2 ou 22% do territorio brasileiro (BUENO et al.,
2018). O Cerrado abrange os estados do TO, MT, GO, MG, BA,
MS, PI, RO, PR, SP, MA e DF, com encraves no AP, RR e AM
(BUENO et al., 2018; RIBEIRO; WALTER, 2008).

Devido a extensa area de cobertura vegetal, este dominio
é considerado de transicdo entre os demais biomas
brasileiros, além de apresentar numerosas familias botanicas
como a Burseraceae. A familia Burseraceae apresenta dois
centros de distribuicdo pantropical nos continentes
americano e africano (ROSALEM et al., 2017; JUDD et al.,
2009). Sendo composta por 18 géneros e cerca de 700

JUDD et al., 2009). Alguns géneros de Burseraceae produzem
seiva oleosa rica em compostos voldteis como os dleos
essenciais e triterpenos das séries oleano, ursano e eufano
(BANEIDERA et al., 2002), apresentam também uso na
produgdo de cosméticos, como cremes, hidratantes e na
perfumaria (RUDIGER et al., 2009). Algumas espécies de
Protium apresentam agdes fitoterapicas comprovadas agindo
em diferentes atividades como antitumoral, antineoplasica,
antinociceptiva, antinflamatdria, analgésica, expectorante,
cicatrizante, e estimuladora do sistema nervoso central
(CAMARGO et al., 2010; BANDEIRA et al., 2002).

O género Protium é o principal membro da familia,
apresentando cerca de 150 espécies distribuidas na América
do Sul. E dentre essa rica biodiversidade vegetal, algumas
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espécies do género Protium sdo citadas por Lima e Pirani
(2005) no estado de S3o Paulo, estando presentes no estudo
P. heptaphyllum (Aubl.) Marchand., P. kleinii Cuatrec., P.
ovatum Engl., P. spruceanum (Benth.) Engl., e P. widgrenii
Engl. No estado de Goias foram descritas em estudo, as
espécies de P. ovatum e P. heptaphyllum por Cabral et al.
(2018) e por Gama et al. (2017). No estado do Mato Grosso
do Sul sdo descritas as espécies de C. leptophloeos, P.
heptaphyllum, P. grandifolium e P. ovatum por Bueno et al.
(2018). A espécie P. icicariba é encontrada desde o Norte da
Amazobnia, regido Nordeste até a Argentina (SIANI et al.,
2004). De acordo com Bandeira et al. (2002) e Lorenzi (1972)
a espécie P. heptaphyllum é encontrada em todo o pais, e em
especial na regido amazOnica com area representativa com
80% da populagdo Burseraceae (MARQUES et al., 2010; SIANI
et al., 2004).

A espécie ovatum conhecida

Protium Engl. é

popularmente  por (vick-do-cerrado ou almecega)
pertencente a familia Burceraceae (PERIOTO et al.,, 2011).
Sendo nativas do Brasil, ocorrendo no dominio do Cerrado e
no bioma Amazonico. Possui porte arbustivo entre 0,4 a 4 m;
as folhas sdo ovais, glabras e coridceas; a inflorescéncia é do
tipo em panicula, os frutos quando verdes, apresentam
coloragdo esverdeada e vermelho quando maduros,
apresentando também aroma caracteristico (ESTEVAM et al.,
2017).

P. ovatum é considerada planta fitoterapica, sendo
amplamente utilizada pela populagdo

com agoes

comprovadas agindo como anti-inflamatoéria,

imunoestimulante, antinociceptiva e antinoeplasica. A
espécie também é utilizada como agente inseticida (ESTEVAM
et al., 2017; DIAS et al, 2011). As folhas apresentam
compostos metabdlicos secundarios importantes como o éleo
essencial que apresenta atividade tripanossomida e
antileishmanicida (ESTEVAM et al., 2017). A espécie P. ovatum
é facilmente confundida com P. heptaphyllum, entretanto,
algumas caracteristicas a diferem como a presenga de
folhetos ovais laterais com base truncada ou cordada
caracteristicas especificas para P. ovatum.

O uso de plantas com caracteristicas fitoterdpicas,
bioldgicas ou agricolas devem apresentar extenso estudo de
classificacdo e de identificagdo por chaves dicotémicas antes
de serem aplicadas no tratamento de enfermidades, ou com
acles inseticidas, moluscicidas, alelopaticas, larvicidas ou
como agente fungicida. Com isso, torna-se de grande
importancia a determinac¢do das caracteristicas botanicas de
um tdxon, partindo das andlises minuciosas por chave
dicotdmica, da anatomia e diafanizacdo da lamina foliar, por
analise quimica e genética.

Outro importante ponto no estudo acurado de um
espécimen vegetal aplicado na fitoterapia ou em outras areas
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bioldgicas ou agricolas é o estudo do material foliar que
apresenta importantes informagées sobre a qualidade, pureza
e na distingdo de um material vegetal puro ou que sofreram
adicdo de outras partes da planta ou mesmo de outras
espécies (AMARAL et al., 2003).

O estudo por diafanizacdo foliar fornecem importantes
dados para a sistematica vegetal, apresentando também
meios para correta identificacdo e circunscrigdo através da
arquitetura foliar das espécies dentro de uma familia ou
género botdnico. A diafanizagdo, evidencia estruturas
microscopicas de grande importancia, como a determinagdo
dos niveis da descricdo de nervuras, F.EV.S, descricdo do
padrdo das células epidérmicas, dos tipos de tricomas
(tectores e glandulares), da morfologia dos estdmatos dentre
outros (MENEZES FILHO, 2019; MENEZES FILHO; CASTRO,
2019).

O trabalho objetivou avaliar através de uma descri¢do por
diafanizacdo em diferentes corantes, evidenciar as
caracteristicas da lamina foliar em P. ovatum acrescentando

assim, nos estudos anatémicos desta espécie.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas folhas sadias, sem ataque por insetos ou
herbivoros de Protium ovatum, a coleta foi realizada nas
primeiras horas da manha entre 6 a 8 horas. A area de coleta
estd localizada em area de preservacdo permanente
localizada na unidade rural da Universidade de Rio Verde,
Goias, Brasil, com as seguintes coordenadas geograficas:
17°47°15.9”S 50°57’59.8""W.

A espécie foi identificada pelo Bidlogo MSc2. Antonio
Carlos Pereira de Menezes Filho, uma exsicata foi herborizada
e depositada no Herbario do IF Goiano, com o seguinte
registro: HRV 1427. A técnica de diafanizagao foliar adotada
neste estudo seguiu conforme descrito por Fonséca, Proenca
e Gongalves (2007) adaptado. As folhas foram estocadas em
uma solugdo hidroetandlica 70% com 10 mL de detergente
liqguido, até que os pigmentos fossem completamente ou
parcialmente extraidos. Em seguida, o material foi lavado em
agua corrente até completa remogao do fixador.

As folhas foram depositadas em bandeja de polietileno de
alta densidade PEAD, e uma solugdo de hidréxido de sddio a
5% (m/v) foi acrescida lentamente até completa imersio do
material. O tempo neste processo foi de 12 horas. Em seguida,
o material foi lavado em agua corrente até completa remogao
da solugdo de NaOH (5%). O material foi novamente
depositado na bandeja, e uma solugdo de hipoclorito de sédio
a 5% (v/v) foi acrescida até completa imersdo das folhas. Este
processo ficou sob descanso por 12 horas. Logo apds, as
folhas foram lavadas em 4gua corrente até completa remocdo
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da solugdo de NaClO (5%). Uma série etandlica foi preparada
nas seguintes concentrag¢des 10, 30, 50, 70, 90 e 100% (v/v).
O material foliar ficou sob imersdo por 1 hora em cada
concentragao.

ApOs a série etandlica, o material foi imerso em solugdo
contendo acetato de etila (P.A — ACS) por 2 horas. Em seguida,
o material foliar foi corado em diferentes corantes, solugdo de
safranina 1% (m/v), solucdo de azul de toluidina (1%), solugdo
de azul de metileno (1%), solugdo de fucsina fendlica e
solugdo de violeta de genciana por 45 minutos para cada
corante. O excesso de corante foi retirado com solugdo
hidroetandlica 70% e em seguida diferenciada em acetato de
etila por 24 horas sob resfriamento em geladeira a 4 °C.

Cada folha foi montada entre placas finas de vidro
utilizando glicerina. As ldminas foram escaneadas em
impressora HP Photosmart (Mod. C4480). Em seguida, as
laminas foram avaliadas em estereomicroscépio com camera
acoplada (Mod. DI-106T), camera Digilab (Mod. DI-5.0HD) e
microscépio dptico com camera acoplada Nikon (Mod. DI-
136B), camera Digilab (Mod. DI-5.0HD).
detalhes, foi empregado o uso de modelagem matematica em

Para maiores

3D a partir das imagens originais com processamento no
software ImagelJ (versao livre 1.8.0_112). Para classificacdo e
descricdo dos padrdes de nervacdo, foi utilizado Manual of
Leaf Arquitecture (Leaf Architecture 1999), Hickey (1973;
1974) e Gongalves e Lorenzi (2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 observa-se um individuo de P. ovatum em
ambiente de Cerrado stricto sensu no estado de Goias, Brasil,
em 2019.

Neste estudo foram observados individuos de P. ovatum
que apresentaram tamanho médio entre 0,50 a 1,25 m de
altura. Lima e Pirani (2005) encontraram em estudo, arvores
de P. ovatum entre 0,4 a 4 m de altura. Hiura e Watanabe
(2017) avaliaram o género Protium nas cangas da Serra dos
Carajas, Para, Brasil, onde observaram para P. pilosissimum
arvores de até 6 metros de altura. Ja Lima et al. (2014)
estudaram a espécie P. spruceanum (Benth.) Engl. onde
descreveram arvores com aproximadamente 20 m de altura.

O tempo de extragdo dos pigmentos clorofilianos foi de 22
dias para este estudo. A variagdo da extracdo de pigmentos
variam de acordo com a camada densa ou ndo de lignina que
recobre as folhas, principalmente espécies da flora do
dominio Cerrado. Essa caracteristica apresenta meios de
sobrevivéncia do vegetal em ambientes com baixa
pluviosidade e altas temperaturas, bem como queimadas
(BARROS; SOARES, 2013).

As folhas de P ovatum

sdo do tipo concolor,

pinaticomposta com raque apresentando média de 7 laminas
foliares por segmento e 3 pares de foliolos (Figura 1), sdo
ovais, glabras e coridceas, com base truncada ou cordada,
diferenciando de P. heptaphyllum (LIMA; PIRANI, 2005).
Corroborando com o estudo propostos por Rosalem et al.
(2017). Entretanto, os pesquisadores encontraram plantas de
P. ovatum com 3 a 5 folhetos. Hiura e Watanabe (2017)
descreveram para P. pilosissimum folhas trifoliadas
(raramente simples) e alternas, com lamina foliar cartdcea,
estreito-eliptica a eliptica, com apice acuminado, acumen
mucronado ou cuspidado com base cuneada a obtusa,
margem inteira.

Figura 1. Individuo de Protium ovatum no periodo de
frutificacdo em Cerrado stricto sensu, estado de Goids, Brasil.

Fonte: Autor

Ja P. heptaphyllum as folhas sdo opostas e imparipinadas
(CITO et al., 2006). Lima et al. (2014) descreveram para P.
spruceanum folhas compostas com 2-3 pares de foliolos,

elipticos e membranaceos, com margem sempre inteira.
Rosado e Mattos (2007) observaram que a maior produgdo de
folhas em P. icicariba ocorre no periodo chuvoso. Os botdes
florais surgem da intersec¢do dos galhos com raques
observados neste estudo nos meses de agosto a outubro.
Lima et al. (2014) observaram floragdo em P. spruceanum no
periodo entre setembro a fevereiro e frutificagdo de
novembro a maio. Os frutos de P. ovatum neste estudo
apresentou frutificagdo entre outubro a janeiro de 2020. Os
frutos de P. ovatum apresentam coloracdo externa verde
durante o seu desenvolvimento, e quando maduros estando
com coloragdo avermelhada apresentando grande
quantidade de dleo essencial com comprimidos, liberando
aroma forte, o mesmo é observado em P. heptaphyllum, onde
os frutos sdo drupas de coloragdo avermelhada externamente

e coloragdo branca recobrindo as sementes.

Revista Arquivos Cientificos (IMMES). Macapd, AP, Ano 2020, v. 3, n. 1, p. 78-87 - ISSN 2595-4407



Uso das técnicas por diafanizacdo e modelagem matematica em 3D como métodos de contribuicéo e identificagdo foliar de Protium

P. ovatum apresenta margem foliar do tipo lisa, com
venacdo foliar cladédroma. Em P. pilosissimum a nervagao é
do tipo broquidédroma (HIURA; WATANABE, 2017). Na Figura
1 é possivel observar grupamento em cacho de frutos do tipo
drupoide onde o epicarpo se abre entre 2 a 4 valvas, o
mesocarpo é de cor branca, aromatica, o endocarpo é
lenhoso, encerrando as sementes P. ovatum, P. heptaphyllum.
Na Figura 2 estdo apresentadas laminas foliares de P. ovatum
diafanizadas coradas com safranina e fucsina fendlica. O
corante safranina apresenta maior qualidade para analise
visual de estruturas maiores para nervura primaria sendo
apenas (1), média de (32) nervuras secundarias por limbo
foliar. E possivel observar nervuras intersecunddrias. O
corante fucsina fendlica apresentou baixa qualidade visual
para andlise de estruturas maiores no limbo foliar, ndo
apresentando ser uma alternativa eficiente para coloragdo em
P. ovatum.

Siani et al. (2004) e Corréa (1984) descrevem a especie P.
icicariba com limbo foliar entre 3 a 5 foliolos coridceos
oblongas, pecioladas acuminada. Na Figura 2 estdo
apresentados limbos foliares de P. ovatum diafanizados com
safranina e fucsina fendlica.

Observam-se na Figura 2 maior detalhes das estruturas
maiores (nerva¢des) nos limbos foliares corados com
safranina. J4 para fucsina fendlica a coloragdo foi intensa
prejudicando a acuidade das estruturas. Na Figura 3 estdo
apresentadas laminas foliares de P. ovatum coradas com azul
de toluidina, violeta de genciana e azul de metileno. O azul de
toluidina apresentou melhor qualidade na analise visual das
estruturas maiores, seguido do corante violeta de genciana.

O corante azul de metileno apresentou varios grumos em
todos os limbos foliares corados, ndo sendo uma eficiente
alternativa de corante para esta espécie Figura 3, pranchas (A
e B) terceira lamina foliar da esquerda para direita. Os
corantes azuis contrastaram com melhor observac¢do tanto
para estruturas maiores (Figura 3), quanto para estruturas
menores microscopicas (Figuras 9 e 10), exceto para o corante
azul de metileno. Na Figura 4 estdo apresentadas imagens de
laminas foliares de P. ovatum coradas e tratadas por
imageamento na forma negativa.

Na Figura 4 observam-se limbos foliares corados com
safranina e fucsina fendlica da esquerda para a direita em
ambas as pranchas (A e B), tratados por imagem negativa.
Pode ser observado que ao contrario da safranina que
apresentou os melhores resultados para ambos os corantes
vermelhos para analise visual, quando se aplica tratamento
por imagem negativa o corante fucsina fendlica apresenta
melhor resultado, podendo ser observado as nervuras
primaria, secundarias e intersecundarias e os relevos mais
acentuados na face abaxial. A técnica de imagem negativa

apresenta pontos positivos para andlise acurada no processo
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de identificacdo foliar. Na Figura 5 podem ser observados no
modo Grayscale e Fire Lut na drea mediana da lamina foliar
detalhes ricos sobre a area superficial foliar.

O uso da técnica de modelagem matematica em 3D
apresenta importantes resultados como observados neste
estudo. O uso dos pixels na formac¢do da imagem fornece em
diferentes planos ricos detalhes, como observado nas
pranchas (A e B) em diferentes tratamentos utilizando o modo
Grayscale e Fire Lut. Em (A) no modo Grayscale em imagem
mediana do limbo foliar pode ser observado detalhes
importantes das maiores estruturas, como nervagao primaria
(np) e nervagdo secundaria (ns). Ja na prancha (B) usando o
modo Fire Lut os detalhes sdo ainda melhores, onde pode ser
observada a profundidade das nervuras e as nervuras
intersecunddrias (nis) em P. ovatum. Na Figura 6 foi utilizada
a técnica de imagem invertida e com filtros XYZ.

Na Figura 6 prancha (A) observa-se uma area seccionada
da lamina foliar mostrando uma aréola e entre as vénulas
numerosos grupamentos de estdmatos abertos (seta branca)
e um tricoma glandular (seta preta) préxima a uma nervura
tercidria (nt). Os estdbmatos apresentaram dificil observagdo
na técnica de diafaniza¢do. Entretanto, quando se aplica a
técnica de imagem invertida e com o auxilio de filtros XYZ
prancha (B), é possivel observar com maior riqueza de
detalhes os estdbmatos e a sinuosidade da superficie foliar face
abaxial. As folhas de P. ovatum sdo do tipo hipoestomitica,
apresentando estdmatos apenas na face abaxial. O mesmo foi
relatado em um estudo desenvolvido por Santos et al. (2015)
que também observaram essa caracteristica da familia
Burseraceae avaliando as laminas foliares de P. pilosum. Na
Figura 7 observa-se um fragmento da lamina foliar corada
com azul de toluidina utilizando também a técnica de imagem
invertida com filtros-XYZ.

Na micrografia da Figura 7 apds o processo de modelagem
matematica e uso de filtros XYZ podem-se observar com
maior nitidez as estruturas menores como os estdmatos que
para a simples andlise micrografica por diafanizagdo, ndo
apresentou boa eficiéncia em todos os corantes empregados,
tanto usuais como atipicos (azul de metileno, violeta de
genciana e fucsina fendlica). E possivel observar as células
sinuosas e inumeros estdbmatos paraciticos abertos que
permaneceram apds a inclusdo na solugdo extratora de
pigmentos clorofilianos. Ainda na Figura 7 observa-se a jun¢do
da nervura quaterndria fortemente corada. Na Figura 8
observam-se as intensidades dos filtros RGB aplicados nas
laminas foliares coradas com safranina em (A) e em azul de
toluidina em (B).

Na Figura 8 observam-se em (A) maior intensidade de (R),
seguido de (B) e por (G) nos filtros RGB para as laminas
foliares coradas com safranina. Resultados bem préximos
foram obtidos também para fucsina fendlica, optando-se




Antonio Carlos Pereira de Menezes Filho

Figura 2. Laminas foliares de P. ovatum diafanizadas. Em (A) face abaxial da esquerda para direita, corada com safranina e
fucsina fendlica. Em (B) face adaxial da esquerda para direita, corada com fucsina fendlica e safranina. Fonte: Autor.

A

Y

B

Figura 3. Laminas foliares de P. ovatum diafanizadas. Em (A) face abaxial da esquerda para direita, corada com azul de
toluidina, violeta de genciana e azul de metileno. Em (B) face adaxial da esquerda para direita, corada com azul de toluidina,

violeta de genciana e azul de metileno. Fonte: Autor.

apenas pelo grafico de intensidades dos filtros RGB para o
corante habitual (safranina). Ainda na Figura 8 prancha (B)
observa-se a inversdo dos canais, onde a maior intensidade é
observada em (B), e menores para (R e G) para laminas
coradas com azul de toluidina. O limiar em intensidade de 250
equivale a margem foliar. Neste modelo matemdtico com
ajustes de intensidades do vermelho, verde e azul sdo dados
importantes para a analise do corante e como o limbo foliar
se comporta absorvendo e transmitindo a cor visual.

Este é o primeiro estudo que avalia os modelos
matematicos de cor para observagdo das trés cores primarias
do corante com a lamina foliar. Comparando (A) e (B),
podemos predizer que, o corante safranina apresenta maior
fixagdo nos tecidos tanto internos quanto externos das

ye

B

laminas foliares, quando comparado a menor intensidade de
absorgdo do azul de toluidina com o tecido foliar vegetal para
P. ovatum. Esta é uma nova ferramenta para taxonomistas e
botanicos que avaliam diferentes tipos de corantes que
podem ser utilizados para o processo de diafanizagdo foliar.

Na Figura 9 estdao apresentadas micrografias dpticas da
lamina foliar corada com azul de toluidina, azul de metileno e
safranina, mostrando tricomas glandulares cheios e os
padrdes de nervuras para P. ovatum.

Na Figura 9 estdo apresentadas micrografias de P. ovatum
onde s3do observadas nervuras até quarta ordem pranchas (A
e B), e tricomas gandulares sobre nervuras intersecundarias e
tercidrias em (A). As auréolas sdo completas, na margem
foliar apresentam arcos a partir da nervura secundaria com
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Figura 4. Laminas foliares diafanizadas de P. ovatum sob a forma negativa. Em (A) face adaxial e em (B) abaxial, onde se
observada as nervuras primaria, secundarias e intersecundarias. Barra: 10 cm. Fonte: Autor.

Figura 5. Perfil em darea superficial de I[dminas foliares de P. ovatum. Em (A) modo Grayscale e em (B) modo Fire Lut. np =

nervura primdria, ns = nervura secundaria e nis = nervura intersecundaria. Fonte: Autor

respectivas ramificagGes interligando as secundarias ao longo
de toda lamina foliar (B e C); os F.EV.s apresentam 2-3
bifurcacbes e um tricoma glandular cheio de substancia
oleifera aromatica na face adaxial (C). Ambos os corantes azul
de toluidina e safranina coram intensamente tricomas
glandulares, possivelmente os corantes possuem afinidade
com as substancias oleiferas produzidas.

Os inumeros vegetais produtores de compostos volateis
apresentam  estruturas tanto internamente quanto
externamente como os tricomas secretores, idioblastos,
canais e bolsas em todas as partes capazes de acumularem
esses compostos (MARQUES, 2010). Em outras espécies como
em P. heptaphyllum Bieras (2006) encontrou a presenga de
tricomas glandulares e tectores simples. Ainda na Figura 9,
pode ser observado que a melhor reagdo de diafanizagdo foi
obtida pelo corante azul de toluidina para estruturas
menores, ndo sendo o mesmo, observado nas laminas foliares
coradas com safranina. Na Figura 10 observam-se diversos

cortes da drea superficial do limbo foliar de P. ovatum.
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Na Figura 10 estdo apresentadas micrografias em grande
e pequeno planos. Em (A) observa-se aréolas completas,
nervuras tercidrias, tricomas glandulares e células
epidérmicas sinuosas e irregulares na face adaxial. Santos et
al. (2015) observaram que em ambas as faces dos foliolos de
P. pilosum apresentam células epidérmicas sinuosas e
irregulares. A sinuosidade e irregularidade sdo caracteristicas
do género Protium, como também observado por Varanda
(1990) para P. widgrenii, e por Rodrigues (2018) para P.
paniculatum. Os tricomas glandulares sdo observados apenas
na face adaxial, enquanto os tectores apenas na face abaxial
em P. ovatum. Em (B) tricoma tector pluricelular com média
de 3 células por tricoma e numerosos pontos em azul devido
a metacromasia e deposicao irregular do corante violeta de
genciana. Em (C) numerosos estOmatos paraciticos sendo
Rodrigues (2018)

descreve para as folhas de P paniculatum estébmatos

observados apenas na face abaxial.

paraciticos apenas na face abaxial. Suniga et al. (2015)
encontraram para P. aracouchini estbmatos paraciticos
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Figura 6. Micrografias dpticas em fragmento foliar abaxial de P. ovatum. Em (A) técnica de imagem invertida em limbo foliar
corado com fucsina fendlica. Em (B) técnica de imagem invertida em filtro XYZ. ns = nervura secunddria, nt = nervura terciaria,
ng = nervura quaternaria, seta (branca) estdmatos anomociticos e seta (preta) tricoma glandular. Barras: (A) 65 um e em (B)

100 pm. Fonte: Autor

Figura 7. Fragmento de lamina foliar de P. ovatum corada com azul de toluidina, sob a técnica de imagem invertida com filtro
XYZ. Em (A) imagens de células epidérmicas sinuosas circundando numerosos estdmatos paraciticos abertos. jnq = juncdo da

nervura quaternaria. Barra: 150 um. Fonte: Autor.

apenas na face abaxial. Ja Santos et al. (2015) descreveram
para P. pilosum a presenca de estdmatos do tipo paracitico e
folhas hipoestomdticas com a presenca desse tipo de
estbmatos na epiderme da face adaxial. Camargo (2009)
observou a presenca de estbmatos anomociticos nas espécies
de P. apiculatum e P. decandrum, enquanto que para P.
hebetalum verificou um tipo diferente de estdomato
classificado como braquiparacitico. Folhas hipoestomatica
também sdo descritas por Rodrigues (2018) para P
paniculatum.

Uma densa camada de tricomas tectores foi observada
por Hiura e Watanabe (2017) em P. pilosissimum na face
abaxial em especial na base da nervura primaria. Lima et al.
(2014) observaram que os tricomas tectores finos e eretos em
P. spruceanum apresentaram maior densidade na nervura

principal (primaria) na face abaxial. Santos et al. (2015)
descreveram para P. pilosum apenas tricomas tectores
unicelulares. Os pesquisadores ainda observaram um terceiro
tipo de tricomas em P pilosum classificando como
multicelular ndo ramificado composto por uma Unica fileira de
células sendo denominada por unisseriado caracteristica
especifica desta espécie.

Na lamina foliar foram observados na face adaxial
tricomas tectores, e apenas na face abaxial tricomas
glandulares que possuem a funcdo de secretarem compostos
principalmente com caracteristicas de volateis (dleo
essencial) para P. ovatum, sendo uma caracteristica especifica
para a espécie. Santos et al. (2015) avaliando a anatomia foliar
de P pilosum observaram que em ambas as faces

apresentaram tricomas tectores e glandulares. O dleo
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Figura 8. Intensidades dos filtros em RGB (Red = vermelho), (Blue = azul) e (Green = verde). Em (A) lamina foliar de P. ovatum
corada com safranina. Em (B) lamina foliar corada com azul de toluidina. Fonte: Autor
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Figura 9. Laminas foliares de P. ovatum diafanizadas. Em (A) corada com azul de toluidina, em (B) corada com azul de metileno,
e em (C) safranina. np = nervura primaria, ns = nervura secunddria, nt = nervura terciaria, nq = nervura quaternaria, arc = arco,
r cheio. Fonte: Autor.

are = aréola, F.E.V.s, setas (branca) tricoma glandula

Figura 10. Laminas foliares de P. ovatum. Em (A) corada com azul de toluidina, em (B) corada com vileta de genciana e em (C)
corada com azul de metileno. np = nervura primaria, nsr = nervura secunddria ramificada, nt = nervura terciaria, are = aréola,
setas (branca) tricoma glandular em (A) e em (B) tricoma tector pluricelular. Barras: (A) 65 um, (B) 100 um, (C) 150 um. Fonte:

Autor.
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realizado por Estevam et al. (2017), 18 compostos, sendo um
6leo rico em compostos sesquiterpénicos. Os pesquisadores
ainda avaliaram as atividades leishmanicida, citotéxica e
tripanossomida onde apresentaram importantes resultados
de atividade bioldgica. Outra espécie semelhante é a P.
heptaphyllum que apresenta compostos voldteis e aromaticos
na lamina foliar (BIERAS; SAJO, 2009). Cabral et al. (2018)
encontraram eficiente atividade antibacteriana para o dleo
essencial das folhas de P. heptaphyllum extraidos a partir dos
tricomas glandulares e de outras estruturas internas.

Neste estudo observam-se células da epiderme adaxial
plana e na face abaxial levemente plana com ondulagGes leves
como se observa no imageamento em 3D, Figuras 6 e 7, e por
micrografia dptica Figura 10. Rosalem et al. (2017) também
observaram estas caracteristicas em um estudo anatémico
foliar em P. ovatum, onde também descreveram diversas hifas
de fungos desconhecidos sobre a cuticula em ambas as faces.
Ja Bieras e Sajo (2009) observaram em P. heptaphyllum células
epidérmicas sinuosas e paredes anticlinais.

Tricomas tectores sdo observados, sendo, entretanto
esparsos na superficie da epiderme abaxial Figura 10.
Tricomas tectores unicelulares e unisseriados foram
observados por Rosalem et al. (2017) na face adaxial em P.
ovatum, o mesmo nao foi observado neste estudo. Rodrigues
(2018) observou esse tipo de tricoma em ambas as faces
foliares de P. paniculatum. Estudos realizados por Suniga et al.
(2015) e Bieras (2006) avaliando P. heptaphyllum e P
aracouchini também encontraram a presenga de tricomas

tectores unicelulares.
CONSIDERACC)ES FINAIS

Entre os corantes utilizados, a safranina foi o corante que
apresentou os melhores resultados para estruturas maiores,
entretanto, para estruturas menores os corantes azul de
toluidina, fucsina fendlica e o azul de metileno apresentaram
resultados satisfatérios nesta ordem. O uso das técnicas de
modelagem matematica permitiu avaliar com maior acuidade
as estruturas maiores e menores a partir das imagens por
scanner e por micrografias dpticas, sendo uma nova técnica
para estudos de macro e micro estruturas morfolégicos
aliados a diafanizagdo, como observado neste primeiro
estudo para P. ovatum e como segundo estudo dos autores.

O estudo da diafanizagdo foliar aliada a modelos
matematicos a partir de imagens permite o fornecimento de
imagens por pixels com excelente qualidade permitindo
também a observagdo de estruturas opacas. P. ovatum
caracteristicas semelhantes as

apresentou espécies

pertencentes ao mesmo género, porém pode ser diferenciada

pela presenca de tricomas tectores pluricelulares, pois é

comum encontrar tricomas glandulares e tricomas tectores
unicelulares em espécies do mesmo género.
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