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RESUMO

A estimativa da &rea foliar € um componente fundamental para os modelos de desenvolvimento das plantas, pois permite compreender
as adaptacOes ecofisioldgicas perante estimulos do meio ambiente ou de praticas de manejo. Nesse sentido, objetivamos avaliar a
acurécia de trés softwares de anélise de imagem que mensuram a area (AF), comprimento (C) e largura (L) foliar, respectivamente,
suprindo a falta de direcionamento quanto a validacdo e comparagdo destes softwares em estudos biol6gicos alométricos. Foram
selecionadas aleatoriamente 176 folhas elipticas, as quais depois de digitalizadas, foram mensuradas com os softwares ImageJ, Image-
Pro® PLUS e AFSoft. A AF, C e L foliar mensurados por cada software foram submetidos aos testes de Kolmovorov-Smirnov e Bartlett
para confirmacéo da normalidade e homocedasticidade, respectivamente. A ANOVA foi realizada considerando os trés softwares para
a area foliar. Para o comprimento e largura foliar foi utilizado o teste t-Student entre ImageJ e Image-Pro® PLUS. Nestes Ultimos,
adicionalmente por meio de um modelo exponencial AF= Bo*(C*L) #*, foram comparados os residuos. Nossos resultados evidenciaram
que os softwares ImageJ, Image-Pro® PLUS e AFSoft ndo demonstraram diferencas significativas na mensuragio da area foliar na
ANOVA (F=1,581; p-valor=0,267). Comparando a mensuracdo da largura e comprimento foliar, os softwares ImageJ e Image-Pro®
PLUS ndo apresentaram diferencas significativas com o teste t-Student (t = -0,248; p-valor= 0,804 e t = -0,812; p-valor= 0,417,
respectivamente). Da mesma forma, os residuos do modelo exponencial tampouco apresentaram diferencas significativas entre si (t =
-0,027; p-valor= 0,979). Portanto, concluimos que é possivel determinar com a mesma exatiddo a area foliar e dimensdes foliares
fazendo uso de softwares livres como ImageJ e AFSoft, de modo que os estudantes e pesquisadores ndo deveriam se limitar a utilizacdo
de softwares pagos por receio de perder acurécia.

Palavras-Chaves: ImageJ, Image-Pro® PLUS, AFSoft, Modelo alométrico

ABSTRACT

Leaf area estimation is a fundamental component for plant development models, since it allows to understand the ecophysiological
adaptations to environmental stimulus or management practices. In this sense, we aimed to evaluate the accuracy of three image analysis
software that measures area (AF), length (C) and leaf width (L), respectively, supplying the lack of guidance regarding the validation
and comparison of these software in biological allometric studies. A total of 176 elliptical leaves were randomly selected, which, after
being scanned, were measured using ImageJ, Image-Pro® PLUS and AFSoft software. The AF, C and L foliar measured by each
software were submitted to the Kolmovorov-Smirnov and Bartlett tests for confirmation of normality and homoscedasticity,
respectively. The ANOVA was performed considering the three softwares for the leaf area. For the leaf length and width, the Student
t-test between ImageJ and Image-Pro® PLUS was used. In the latter, additionally by means of an exponential model AF = B0*(C*L)
B1, the residues were compared. Our results showed that the software ImageJ, Image-Pro® PLUS and AFSoft did not show significant
differences in the measurement of leaf area in ANOVA (F= 1,581; p-value = 0,267). Comparing the measurement of leaf width and
length, ImageJ and Image-Pro® PLUS software did not show significant differences with the Student t-test (t = -0,248; p-value = 0,804
et=-0,812; p-value= 0,417, respectively). Likewise, the residues of the exponential model did not show significant differences between
them (t = -0,027; p-value= 0,979). Therefore, we conclude that it is possible to determine leaf area and leaf dimensions with the same
accuracy using free software such as ImageJ and AFSoft, so that students and researchers should not limit themselves to using paid
software for fear of losing accuracy.
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1. Introducéo

As folhas sdo as principais estruturas das plantas que participam do processo fotossintético
(SEVERINO; CARDOSO; SANTOS, 2005). Estudos relacionados as dimensBes foliares, como a
determinacgdo da &rea foliar (AF) tornam-se (teis para estimar as necessidades fisiologicas e nutricionais de
uma cultura, que consequentemente influenciam no desenvolvimento e produtividade das plantas (ALLEN et
al., 1997; TERUEL, 1995). Em estudos ecoldgicos, o interesse pela AF é amplamente difundido para investigar
processos de adaptacio, evolucdo, competicio e composicao de tracos em assembleias de plantas (PEREZ-
HARGUINDEGUY et al., 2013; WRIGHT et al., 2004). Adicionalmente, a AF é importante pelo excelente
papel em estudos que consideram desde a relagdo planta-ambiente (TRAISER et al., 2005; XU et al., 2009),
diversidade funcional em gradientes locais e biogeograficos (DIAZ et al., 2015; MUSCARELLA; URIARTE,
2016; SFAIR; ROSADO; TABARELLLI, 2016), bem como para a reconstrucdo de paisagens paleobotéanicas
(ROYER et al., 2005). Em estudos agrondmicos a folha é considerada uma variavel-chave, devido a alta
susceptibilidade as altera¢Ges climaticas (WRIGHT et al., 2004) e pela relevancia em fungdes vitais das plantas
como, evapotranspiragdo, interceptacdo e absorcdo de luz. Além disso a AF, é considerada um parametro
indispensavel para o célculo da area foliar especifica (razdo entre a proporcdo de massa seca de folha e sua
area), reconhecido globalmente como uma “caracteristica hotspot” na ecologia de plantas (DIAZ et al., 2015).

A determinacdo da AF pode ser realizada por meio de métodos diretos ou indiretos. Em campo, as
medigdes diretas ou destrutivas demandam tempo e geralmente exigem o uso de equipamentos de alto custo,
como por exemplo os medidores portateis (MALDANER et al., 2009). Além disso, as folhas sdo retiradas da
planta e mensuradas por meio de aparelhos digitais que demandam custo elevado. Por exemplo, 0 método
gravimétrico e de pesagem dos discos foliares, podem representar desvantagens quanto ao limite de tempo de
mensuracdo, que podem induzir a erros experimentais relacionados aos efeitos destrutivos das folhas
(NASCIMENTO et al., 2002; TAVARES-JUNIOR et al., 2002). Por outro lado, os métodos indiretos ou n&o-
destrutivos, i.e. baseados na mensuracao linear das folhas das plantas, estdo associados ao uso de modelos
alométricos que, quando disponiveis, permitem a determinacédo da area foliar em condicdes in situ, facilitando
0 acompanhamento do crescimento foliar, sem a necessidade de excisfes constantes das folhas (ANTUNES et
al., 2008; POMPELLI et al., 2012). Este ultimo, tem se tornado uma alternativa para pesquisadores
interessados em prever a AF em diversos grupos de plantas.

Os modelos alométricos estdo associados a elaboragdo de equagGes matematicas confidveis para
estimacgdo da &rea foliar, reduzindo os custos no uso de equipamentos e recursos humanos (KHAN; ZAKI;
ABBAS, 2015). No entanto, para a sua elaboracdo, é realizada uma amostragem de folhas de diferentes
tamanhos, as quais sao digitalizadas e por ultimo mensuradas com softwares de analise de imagem (ANTUNES
et al., 2008; POMPELLLI et al., 2012; SANTOS, 2016). Dentre os diversos softwares de analise de imagem,
Image-Pro® PLUS se destaca por ser um software de referéncia comumente utilizado em estudos relacionados
a determinacdo de dimensdes celulares, assim como da anatomia foliar das plantas (MANTUANO; BARROS;
SCARANO, 2006; PITA-BARBOSA et al., 2009). No entanto, por ser um software com licenca original paga,
torna-se de dificil acesso a estudantes e pesquisadores interessados em propor modelos alométricos em plantas.
Contudo, existem softwares que sdo disponibilizados gratuitamente, como ImageJ (FERREIRA; RASBAND,
2012) e AFSoft (JORGE; SILVA, 2009), que poderiam suprir essa necessidade, mas devido a falta de estudos
que comparem a acuracia desses softwares, ainda existe certa resisténcia por parte dos pesquisadores quanto
ao uso por receio da perda de precisdo. Nesse sentido, o presente trabalho objetivou comparar estatisticamente
a acurécia do uso de trés softwares de analise de imagem: ImageJ, Image-Pro® PLUS e AFSoft, para
mensuragdo da éarea foliar assim como do comprimento e largura.
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2. Material e Métodos

Para determinacdo da area foliar (AF), foram coletadas aleatoriamente 176 folhas elipticas, em bom
estado de conservacdo, sem indicios de contaminacao por fungos ou insetos, na cidade de Recife, estado de
Pernambuco-PE. Apos a coleta, as folhas foram digitalizadas a uma resolucéo de 300 dpi com scanner comum,
considerando as exigéncias de cada software. Para os softwares ImageJ e Image-Pro® PLUS, as folhas foram
digitalizadas em conjunto, dispostas de forma paralela & nervura principal, de modo que os softwares
reconhecam o comprimento e a largura foliar de forma direta (Figura 1).

Figura 1 Conjunto de folhas digitalizadas para a mensuracéo das dimensdes foliares com ImageJ e Image-
Pro® PLUS. Barra: 3 cm.

Para o software AFSoft, as folhas foram digitalizadas individualmente, uma vez que o processamento
das imagens esta baseado em inteligéncia artificial do software para classificar os padres encontrados nas
folhas completas por meio de contrastes de cores (Figura 2). Este software, mesmo analisando individualmente
as folhas, pode realizar este mesmo processo em lotes garantindo rapidez ao procedimento.
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Figura 2 Folha individual digitalizada antes (A) e depois (B) de analisada pelo software AFSoft.

A

Depois de digitalizadas, as areas foliares foram mensuradas pelos trés softwares de imagem, isto é,
ImageJ, Image-Pro® PLUS e AFSoft. No entanto, para a mensuragdo do comprimento (C) e a largura maxima
(L), respetivamente (Figura 3), foram utilizados apenas ImageJ e Image-Pro® PLUS. Os dados das dimensodes
foliares foram submetidos aos testes de Kolmovorov-Smirnov e Bartlett para confirmagdo da normalidade e
homocedasticidade, respectivamente. A ANOVA foi realizada para determinar diferencas significativas entre
medidas das areas foliares das folhas pelos trés softwares. Ja o teste t-Student foi utilizado para comparar o
comprimento e largura foliar, assim como os residuos calculados do modelo exponencial AF= Bo*(C*L) P
(ANTUNES et al., 2008) para os softwares Imagel e Imagem-Pro® PLUS. As andlises estatisticas foram
desenvolvidas utilizando Software R v. 3.5.0 (R CORE TEAM, 2018).

Figura 3 Esquema das medicGes na lamina da folha, sendo "C" o0 comprimento e "L" a largura maxima,
respectivamente.

mmmcnny

I cm

Adicionalmente, agrupamos as principais caracteristicas dos softwares e consultamos em sites de busca
académica a frequéncia de uso em trabalhos cientificos.
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3. Resultados

3.1 Comparacéo dos softwares

As dimensdes foliares mensuradas pelos trés softwares em estudo estdo agrupadas na Tabela 1. O
AFSoft foi o Uinico software que néo foi possivel mensurar a largura e o comprimento das folhas. Nesse sentido,
a comparacao estatistica dos trés softwares se realizou apenas para a area foliar, e do comprimento e largura
foliar para ImageJ e Image-Pro® PLUS.

Tabela 1 Resumo estatistico das dimensoes foliares mensuradas pelos softwares. Média + SD, n=176.

Dimensao foliar ImageJ Image-Pro® PLUS AFSoft
Area (cm?) 14,03 £ 3,25 14.64 + 3.38 14.21 £3.29
Largura (cm) 2,50+0,32 2,51+0,30 -
Comprimento (cm) 742 +1,17 7,53 + 3,38 -

Por meio da anélise de varidncia (ANOVA), area foliar ndo apresentou diferengas significativas entre
os softwares Image-Pro® PLUS, ImageJ e AFSoft (P>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 Analise de Variancia (ANOVA) para a area foliar mensurada pelos trés softwares de imagem.

FV GL SQ QM F Ip-valor
Softwares 2 34,6 17,29 15,811 0,2067
Erro 525 5741,3 10,936

1t Se p-valor > 0,05, entdo ndo existem diferencas significativas.

Por outro lado, quando comparadas as dimensdes foliares do comprimento e largura, assim como 0s
residuos obtidos do modelo exponencial AF= Bo*(C*L) P! também n&o apresentaram diferencas significativas
(P>0,05) para os softwares ImageJ e Image-Pro® PLUS (Tabela 3).

Tabela 3 Teste t-Student para a largura e comprimento foliar, assim como para os residuos obtidos das
dimensdes foliares no modelo exponencial AF= Bo*(C*L) #*, mensurada pelos softwares ImageJ e Image-

Pro® PLUS.
Dimenséo/parametro Estatistico (t) 'p-valor
Largura -0,248 0,804
Comprimento -0,804 0,417
Residuos obtidos do modelo alométrico AF= Bo*(C*L) P -0,027 0,979

L se p-valor> 0,05, entdo ndo existem diferengas significativas.

3.2. Caracteristicas principais dos softwares

Segundo o levantamento informativo realizado (Tabela 4), identificamos que Image-Pro® PLUS
representa 0 94% das referéncias e buscas reportadas, o que confirma o alto grau de reputacdo do software
associado aos seus diversos usos em trabalhos cientificos.
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Tabela 4 Comparacéo dos aspectos gerais dos softwares de analises de imagem, ImageJ, Image-Pro® PLUS

e AFSoft para a mensuragdes basicas das dimensdes foliares.

Aspectos ImageJ Image-Pro® PLUS AFSoft

Google académico 171,000 2,040,000 46

Crossref 646 585,310 0

Custo Gratis Prévio orcamento Gratis

Licenca Livre Institucional Livre

Soporte técnico Sim Sim Sim

Manipulacao Auto e semiautomatico Auto e semiautomatico Automatico

Dimensdes foliares Area, I_argura, . Area, largura e comprimento  Area
comprimento e perimetro

Exportacdo em Excel Sim Sim Sim

Dificuldade de uso Baixa Alta Intermediéria

Formatos de arquivo

Sites

Sistema operacional

*.gif, *.jpg, *.bomp, *.png,
*.pgm, *.fits
imagej.nih.gov/ij/

Windows®, Mac OS X,
Linux

*fIf |.fts, *.fit, *.fits, *.jpg,
*Jpg, *.jpf, *.raw *.tif, *.tiff

www.mediacy.com/imagepr
oplus

Windows®

*jpg

www.cnpdia.e
mbrapa.br/dow
nloads/afsoft/

Windows®

4. Discussao

A partir dos resultados apresentados sobre comparagdo dos softwares para anélise de imagem, verificou-
se que existe possibilidade de escolha de um software intuitivo e simples que evite proporcionar, no estudante
ou pesquisador, detalhes desnecessarios que o levem a incidir em erros de manipulagdo (SALAS, 2008). A
escolha de um determinado software muitas vezes depende da formag&o do usuério, assim como também da
finalidade, seja para docéncia ou investigagdo (SOUSA; SILVA, 2000). Nesse sentido, do ponto de vista
estatistico com os resultados deste trabalho, os usuarios teriam a opcdo de escolher qualquer um desses
softwares gratuitos, uma vez que ndo foram evidenciadas diferencas estatisticas entre si, ndo apenas pelas
dimensdes foliares mensuradas ,sendo porque quando estas dimensGes foram submetidas ao modelo
exponencial AF= Bo*(C*L)P! (ANTUNES et al., 2008), com enfoque nos residuos matematicos, tampouco
apresentaram diferencas.

Dos softwares em estudo apenas dois, ImageJ e Image-Pro® PLUS, demostraram ser mais completos ao
momento de mensurar todas as dimensdes foliares. AFSoft somente foi capaz de mensurar a area foliar devido
a seu sistema de inteligéncia artificial que contrasta os padrdes de cores de imagem determinadas pelo usuério
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(JORGE; SILVA, 2009). Ademais, para esse software, € necessario que as folhas sejam digitalizadas
individualmente, o que prolonga o tempo de execugdo do procedimento.

Considerando a praticidade e a compatibilidade com o usuério, 0 ImageJ destaca-se por uma vez
apresentar facil instalacdo e manuseio. Por ser um software gratuito, facilita o acesso a qualquer usuério,
permitindo a estudantes ou pesquisadores a geracdo de informacdo sem restricbes. ImageJ inclusive permite
integracdo com o ambiente do software R (KATABUCHI, 2015), que forneceria ainda mais controle e avali¢do
dos dados.

O uso de softwares livres € um tendéncia que continua, que vem avangando ao passar dos anos, pois
permite que o usuario execute, copie, compartilhe, modifique e até consiga aprimorar os softwares segundo as
necessidades e expectativas dele (SILVEIRA, 2003). Por outro lado, também permite reduzir as praticas ilegais
de uso de softwares que precisam licenca. Considerando que o controle do uso de softwares com licencas legais
(i.e., copias permitidas) na América Latina é limitado, o uso de softwares sem licenca é uma pratica comumente
aceita, com incidéncia média do 55% na América do Sul, sendo 47% somente no Brasil (BUSINNES
SOFTWARE ALLIANCE, 2016).

Devido a justificativa dos pregos altos dos programas usados, inclusive a nivel universitario, existe
incentivo ao uso de softwares sem licenga, que séo distribuidos aos estudantes para uso individual. No entanto,
desta maneira, é dificil diminuir a pirataria, ainda considerando que é por meio da docéncia se fornece
conhecimento e principios éticos-morais no uso de softwares. Nesse sentido o uso de programas sem licenga
no deveria acontecer em centros académicos (FERES, MARCOS VINICIO CHEIN OLIVEIRA, JORDAN
VINICIUS DE e GONCALVES, 2017; SALAS, 2008).

5. Concluséao

O uso de softwares livres para a avaliacdo das areas foliares das plantas como ImageJ e AFSoft, tendem
a ser rapidos e faceis e ndo apresentam diminuigdo da acuracia em comparagdo ao software Image-Pro® PLUS.
Com esses softwares gratuitos é possivel realizar trabalhos ou pesquisas de qualidade, com menor custo e
acuracia equivalente ao Image-Pro® PLUS. ImageJ é um software gratuito, completo e de facil uso, que permite
automatizar a mensuracdo das dimensdes foliares auxiliando a elaboragdo de modelos alométricos.
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