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RESUMO - As diversas fontes de impacto ambiental tém causado grandes danos a flora
dos manguezais. Neste contexto, o estudo analisou a anatomia ¢ a composi¢do quimica
de laminas foliares de Laguncularia racemosa (L.) Gaertn, de manguezal impactado
(municipio de Santos) e ndo impactado (municipio de Peruibe) do litoral de Sdo Paulo.
Para a analise anatdmica, utilizou-se de microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para a analise quimica, utilizou-se de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Na biometria tecidual, as folhas do manguezal impactado apresentaram
menor espessura epidérmica nas duas faces foliares, no mesofilo e maior largura do feixe
vascular central. Ainda, foram observadas menores quantidades de estomatos e maiores
quantidades de drusas. Tais resultados foram confirmados pelo teste t-Student (o = 5%). Os
perfis cromatograficos revelaram maior volume de metabdlitos secundarios produzidos por
folhas do ambiente ndo impactado.

Palavras chaves: anatomia foliar, impacto ambiental, Santos, Peruibe

ABSTRACT - Anatomical characterization and chemical profile of Laguncularia
racemosa (L.) Gaertn leaf blades, from impacted and non-impacted mangroves of the
Sao Paulo Coast. Several sources of environmental impact have caused great damage to
the flora in mangroves. Therefore, this study aimed to analyze the anatomy and chemical
composition of Laguncularia racemosa (L.) Gaertn leaf blades, from impacted (Municipality
of Santos) and non-impacted mangroves (Municipality of Peruibe) of the Sdo Paulo Coast.
For the leaf anatomy studies, light microscopy and scanning electron microscopy (SEM)
were used. For chemical analysis, high performance liquid chromatography (HPLC) was
conducted. The biometry revealed leaf tissues of plants from impacted mangroves with a
less thick epidermis and mesophyll and higher width of the central vascular beam. A smaller
number of stomata and higher amounts of druses in these leaves were also observed. Results
were confirmed by the Student t-test (o = 5%). The chemical profiles revealed a higher
ammount of secondary metabolites in leaves from the impacted environment.
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INTRODUCAO Em plantas de mangue, a escleromorfia foliar esta
relacionada a elevada salinidade (Camilleri & Ribi,
Laguncularia racemosa (L.) Gaertn  1983). O sistema radicular ¢ menos desenvolvido

(Combretaceae), conhecida como mangue branco,
manso ou tinteira, € uma arvore relativamente
pequena, cujas folhas tém peciolo vermelho com
duas glandulas em sua parte superior, proximas
a lamina foliar. As folhas sdo espessas e variam

de eliptica a oblonga, apresentando margem lisa.

com relagdo as outras espécies de mangue, tanto em
nimero quanto em altura de pneumatoforos, quando
presentes. A planta adulta produz grande quantidade
de propagulos, que formam cachos (racemos)
pendentes nas partes terminais dos galhos (Sugyama,
1995).
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Este tipo de mangue esta tipicamente restrito as
franjas dos manguezais e ¢ conhecido por ser pioneiro
em areas com condigoes favoraveis, formando longas
porgdes (Tomlinson, 1986).

As folhas correspondem a maior parte da
producdo primaria no ecossistema de manguezal
e sdo as principais constituintes da serrapilheira
(Twilley et al., 1986; Clough et al., 2000), compondo
o recurso alimentar de insetos e caranguejos
arboricolas. Portanto, as plantas apresentam uma
série de defesas contra a herbivoria, destacando-se
a sintese de metabolitos secundarios. Dentre esses,
temos os polifendis, constituidos principalmente por
taninos condensados e outros feno6is com atividade
adstringente (Kandil ef al., 2004).

As areas naturais do estuario do municipio de
Peruibe, situado ao sul do litoral paulista, apresentam
um excelente estado de conservagdo. Isto porque na
cidade, esta localizada parte da Estacdo Ecologica
de Juréia-Itatins, uma unidade de conservacdo que
tem por objetivo promover o desenvolvimento
sustentavel através da preservagdo e exploracdo
dos recursos naturais, conforme normas especificas
previstas pelo Sistema Nacional de Unidades de
Conservagao - SNUC (SNUC, 2000).

Ja o estuario de Santos, localizado no centro
do litoral paulista, ¢ conhecido por abrigar o maior
porto da América Latina, bem como por fornecer
acesso ao maior polo industrial do pais, no municipio
de Cubatdo. O fendmeno do crescimento urbano,
acompanhado pelas ocupagdes irregulares e pelo
desenvolvimento do setor industrial a partir da década
de 1950, resultou na geracdo de multiplas fontes
de contaminagdo do estuario, dentre elas, o esgoto
doméstico dos bairros Cota, no Parque Estadual
da Serra do Mar e das palafitas sobre o manguezal
(areas protegidas por lei ambiental).

Segundo relatorio divulgado pela Companhia de
Saneamento Basicodo Estadode Sao Paulo-CETESB
(Lamparelli et al., 2001), os aterros sanitarios e
principalmente os lixdes sdo considerados fontes
de alto risco, contribuindo com a contaminagdo do
sistema estuarino. Ainda, a precipitacdo de poluentes
atmosféricos gerados nas industrias da Baixada
Santista e os passivos ambientais representados
pelos aterros irregulares, pelas antigas areas de
deposicao de sedimentos dragados do canal do porto
¢ pelos contaminantes originados do bombeamento
de 4gua para a usina de Henry Borden (municipio
de Cubatao), constituem grande fonte de impacto ao
meio ambiente (Perina, 2006).

Apesar do esforgo para o controle da polui¢do e
melhoria da qualidade ambiental, um levantamento
da contaminagdo dos rios Cubatdo, Perequé,
Piacaguera e Casqueiro (ambos pertencentes ao
estuario santista), realizado apos a implantacdo do
programa de controle da poluicdo, concluiu que a
regido permanecia impactada por concentracdes
elevadas de metais pesados e compostos
organoclorados na agua, nos sedimentos e nos
organismos aquaticos (Vargas - Boldrini et al,
1991). Levantamentos realizados em 1997 e 1998
revelaram a persisténcia de poluentes nos sedimentos
dragados dos canais portuarios, que coloca em risco
a saude publica e o equilibrio ecologico da regido
(Prosperi et al., 1999). Abessa (2002) demonstrou
que os niveis de alguns contaminantes em
sedimentos da area interna do estuario continuam
aumentando, a despeito da diminui¢do da descarga
industrial declarada, o que aponta para a emissdo
clandestina de poluentes.

Muitas espécies de plantas sdo conhecidas por
apresentarem alteracdes no desenvolvimento, quando
submetidas a concentragdes elevadas de poluentes
quimicos. Kurczynska et al. (1997) detectaram
diminuicdo no numero de células do cambio e do
floema, bem como o surgimento de falsos anéis nas
traqueides do caule de Pinus silvestres L., situadas
em areas com altas taxas de metais pesados na
atmosfera. Fortes (2003) avaliou teores de fitior
em folhas de milho (Zea mays L.), registrando
sintomas que evoluiam de descolora¢do do limbo
foliar a dessecamento marginal das folhas. Ortega-
Vilasante et al. (2005) descobriram danos celulares e
de crescimento induzidos por cadmio e mercuirio, em
plantas de alfafa (Medicago sativa L.).

Por outro lado, Defew et al. (2005) encontraram
altos niveis de elementos metalicos (Mn, Cu, Zn,
Ni, Pb, Fe, Cr, Cd) no manguezal da baia de Punta
Mala, Panama, e observaram que o actimulo de
metais pesados no ambiente ndo causou impacto
aparente na planta de L. racemosa, sendo notavel
a presen¢a de grandes quantidades de propagulos e
mudas. Ramos e Silva et al. (2006) quantificaram
oito elementos metalicos (Fe, Zn, Cr, Cu, Cd, Pb, Ni
e Al) em floresta de mangue vermelho Rhizophora
mangle (L.) do estuario do rio Potengi, Natal, Brasil,
e encontraram as menores concentracoes nas folhas
desta espécie, levando-os a afirmar que florestas
de mangue sdo importantes filtros bioquimicos ao
transporte de metais pesados as areas costeiras, ja
que estes elementos estariam acumulados nos 6rgaos
perenes (ramos, trocos e raizes).
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Os compostos organoclorados, comumente
encontrados em pesticidas, sdo conhecidos por sua
alta resiliéncia no ambiente, principalmente quando
dispersos no sedimento e na agua. Segundo Marco &
Kishimba (20006), as partes verdes (folhas e peciolos)
deplantas superiores sdo cobertas por ceraepicuticular
hidrofobica e, portanto, absorvem componentes
hidrofobicos, como pesticidas organoclorados, da
atmosfera. Ja as raizes, o fazem através do solo.
Assim, a presenca destes compostos nas folhas de L.
racemosa pode representar um grande risco a fauna
envolvida, configurando também um problema de
saude publica (Prosperi et al. 1999).

Neste contexto, o presente estudo teve por
objetivos: caracterizar a anatomia e apresentar
perfis cromatograficos da lamina foliar adulta de L.
racemosa de manguezal impactado e ndo impactado;
comparar caracteristicas anatdmicas e quimicas,
investigando alteragdes possivelmente provocadas
por fontes de impacto ambiental.

MATERIAL E METODOS

Areas de Amostragem
A terceira folha adulta, do terceiro ramo e em seu
terceiro n6 (partindo do apice), foi coletada de cada

um dos vinte individuos de L. racemosa, a uma altura
de 1,50 m, em area de bosque completamente exposta
a incidéncia solar. As coletas foram realizadas no
més de maio. A amostragem da area impactada se
deu a margem direita do rio Piagaguera (estuario de
Santos/SP), sob as coordenadas: 23°54°24.22” S e
46°22°44.06” W (Fig. 1); e da area ndo impactada, a
margem direita do Rio Una (estuario de Peruibe/SP),
sob as coordenadas: 24°25°56.14”S e 47° 4°26.98”W

(Fig. 2).

Microscopia de luz

O material coletado foi fixado em solugdo de
FAA 70 (formalina, acido acético, alcool etilico
70%). Foram realizadas secgdes paradérmicas e
transversais, das laminas foliares, na por¢do mediana
e da nervura central. As sec¢des paradérmicas foram
clarificadas em solucdo de hipoclorito de s6dio 5 %, e
montadas com glicerina (Kaiser, 1880). Ja as secc¢des
transversais, passaram por processos usuais de
microtomia: desidrata¢do em série etilica, infiltragdo
em resina sintética Leica (hidroxietilmetacrilato),
emblocamento, seccionamento em micréotomo
rotativo (5 um de espessura), coloragdo com azul de
toluidina 1 % com borato de s6dio 1 % em 100 ml de
agua destilada (Gerrits, 1991) e montagem em resina
sintética “Entellan” (Id&minas permanentes).
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Fig. 1. Estuario municipio de Santos, Sao Paulo. * Ponto de coleta em manguezal impactado.
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Fig. 2. Estuario do municipio de Peruibe, Sao Paulo. * Ponto de coleta em manguezal ndo impactado.

Microscopia eletrénica de varredura

As folhas foram fixadas durante uma noite,
sob vacuo, em solugdo de Karnovsky modificada
(paraformaldeido 4 %, glutaraldeido 0,5 %, em
tampao cacodilato de sodio, pH 7,2, 0,1 M e agua
destilada) (Karnovsky, 1965). No dia seguinte, foram
realizadas lavagens com cacodilato 0,05 M e pos-
fixagdo com tetroxido de 6smio (OsO,), por uma
hora. O material foi desidratado com acetona, seco
até o ponto critico e entdo, metalizado (Danilatos,
1998). A analise foi realizada em Microscopio
Eletronico de Varredura ZEISS DSM 940A.

Captura de Imagens, Biometria e Analises
Estatisticas

Apbés a confecgdo das laminas, obtiveram-
se as imagens por meio de captador acoplado a
microscopio de luz LEICA DMLB. As imagens foram
digitalizadas através do programa IM50 (LEICA) e
utilizadas na composicdo das pranchas ilustrativas.
Para a afericdo das espessuras teciduais e contagem
de estruturas foliares, utilizou-se do programa KS
100, versdo 3.0 (ZEISS). Foram aferidas as alturas da
epiderme nas faces adaxial e abaxial, do parénquima
palicadico, parénquima esponjoso, largura do feixe
vascular central e altura do mesofilo. Quanto as
analises quantitativas, foi registrada a quantidade de

drusas (no mesofilo), de estomatos e de glandulas de
sal por mm?.

Foram realizadas entre dezoito e vinte medi¢oes
e contagens totais para cada ambiente, valor
proximo ao encontrado em literatura relacionada a
morfometria foliar (Martins, 1989; Aranda et al.,
2004). O teste “W”, de Shapiro-Wilkes, confirmou a
normalidade das médias, que foram entao submetidas
as comparacgdes através do teste de hipdtese t-Student,
com 5% de significancia. Pacote estatistico utilizado:
STATISTICA 7.0 (STATSOEFT).

Perfis cromatograficos

Foram adicionados 2 mL de metanol a cerca de
100 mg de material vegetal seco e moido, pesado
em balanga analitica. A extragdo foi realizada
por sonica¢do, em banho de ultra-som da Elma
Transsonic 700. Em seguida, a amostra foi submetida
a centrifuga de bancada Celm Combatea, a 500 G,
para sedimentag@o do residuo so6lido. Uma aliquota
de 1 mL do sobrenadante foi filtrada em membrana
0,22 um e acondicionada em frascos apropriados.

As amostras foram analisadas em CLAE-DAD
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Varian
ProStar), com sistema de bombeamento mod. 230,
amostrador automatico mod. 410 e detector UV/VIS,
com arranjo de diodos mod. 330), utilizando-se de
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coluna Phenomenex Luna (C18 250 x 4,6 mm, 5 um,
volume de inje¢do de 20 pL), acetonitrila (ACN) e
agua com 0,1 % de acido acético, como fases moveis.
As condigdes de eluicdo estdo indicadas na tabela 1.

TABELA 1 — Condigdes de ecluigdo utilizadas em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Tempo (min.)  Agua (%)  ACN (%) (mlzlxiion )
0 5 95 1.0
40 0 100 1.0
40 0 100 2.0
60 0 100 2.0

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia e Anatomia

A folha ¢é dorsiventral e anfiestomatica, com
estomatos anomociticos e tricomas tectores (Fig.
3), como observado por Silva & Valente (1980). O
deposito de granulos de cera epicuticular ¢ abundante
sobre a epiderme de folhas de L. racemosa de ambos
0s manguezais.

Glandulas de sal estdo distribuidas em ambas as
faces da folha (Fig. 4, 5. C, E, F). Estas glandulas foram
descritas por Tomlinson (1986) como “um grupo de

Fig. 3. Vista frontal da epiderme na face abaxial da folha de
L. racemosa, de manguezal ndo impactado (es. estomato; tr.
tricoma). Barra =30 um.

células com citoplasma denso, na base de uma profunda
e irregular depressao epidermal” e possuem fungao de
secregdo de sal (Scholander et al., 1962; Sobrado, 2004).
Nao foram observadas diferencas nas quantidades de
glandulas em folhas dos dois ambientes estudados (Fig.
6). Segundo Tomlinson (1986), as quantidades destas

estruturas podem variar, principalmente em funcao da
salinidade do sedimento onde se encontram as plantas.
A quantidade de glandulas de sal provavelmente esta
relacionada ao estresse salino sofrido pela planta,
porém, ainda ndo ha correlagdes evidentes entre estresse
salino e seus efeitos na superficie foliar (Munns, 2002).
Embora ndo se tenha analisado o teor de sais nos solos,
acreditamos que as concentragdes sejam semelhantes
nos ambientes do estudo.

Fig. 4. Superficie foliar abaxial de L. racemosa, de manguezal
impactado (gl. glandula de sal). Barra =10 um

A quantidade de estomatos foi relativamente
menor, em ambas as faces foliares de L. racemosa
oriundas do manguezal impactado (Fig. 7). Aidar
et al. (2002) registraram diminuicdo no numero
de estomatos em folhas de Hymenaea courbaril
L. (Leguminosae — Caesalpinioideae) expostas a
elevados niveis de didxido de carbono, afirmando
se tratar de uma estratégia para diminuir a passagem
deste gas para o interior da planta. Alves et al. (2001)
observaram reducdo no tamanho dos estomatos
em folhas de Tradescantia L. (Commelinaceae)
cultivada em centros urbanos. O estuario de Santos
(area impactada) se encontra proximo ao maior polo
industrial do pais (municipio de Cubatio) e € cercado
pelos centros urbanos das cidades adjacentes (Santos,
Cubatdo ¢ Sao Vicente), desta maneira, embora sem
a coleta de dados, pode-se inferir que o nivel de
CO2 nesta regido ¢ significativamente mais elevado
que no estudrio de Peruibe (area ndo impactada).
Consequentemente, acredita-se que a redugdo no
numero de estdmatos segue a mesma tendéncia para
diminuigdo da entrada do CO, na folha.
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Fig. 5. A-F. Estrutura da folha adulta de Laguncularia racemosa,

; gl. glandula de sal; fv. feixe vascular; xi. xilema; fl. floema; dr. drusa).

; pe. parénquima esponjoso

cuticula; pp. parénquima paligadico;

Barras = 10 pm.
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A epiderme ¢ unisseriada e coberta por cuticula
espessada (Fig. 5. A). A espessura deste tecido foi
menor em plantas do ambiente impactado, em
ambas as superficies foliares. Laakso & Huttunen
(1998), registraram aumento da espessura epidermal
em folhas de coniferas submetidas a intensidades
gradativamente maiores de radiacdo ultravioleta-B
(UVB). A regido metropolitana do municipio de
Cubatdo, area proxima ao manguezal impactado,
apresentou indices de particulas totais em suspensao
e de ozonio muito acima do Padrdo Diario de
Qualidade do Ar (PQAr), estabelecido pela CETESB
(CETESB, 2007), o que pode ter diminuido a
quantidade de radiacdo incidente nas folhas e
consequentemente, a espessura da epiderme.

O mesofilo ¢ constituido pelo parénquima
paligadico, com uma ou duas camadas de células,
e pelo parénquima esponjoso, com dez a quatorze
camadas de células, onde ocorrem drusas e
cloroplastos, localizados na regido subjacente a face
abaxial (Fig. 5. A, B). O parénquima palicadico e
0 parénquima esponjoso Sa0 Mmenos espessos, nas
folhas do manguezal impactado (Fig. 8). Alves et
al. (2001) observaram a diminui¢ao da espessura do
parénquima palicadico em folhas de T7radescantia
sp sujeitas a poluicdo aérea em centros urbanos, e
sugeriram que esta redugdo resulta da diminuicdo
dos espagos intercelulares, com a finalidade de
dificultar deslocamento dos poluentes no interior da
folha. Isto ¢ o que possivelmente também ocorre no
clorénquima de L. racemosa. O mesofilo de folhas do

espesso, refletindo a diminui¢do do clorénquima
(Fig. 8).

A largura do feixe vascular central, da folha da
area impactada, foi maior (Fig. 8). Castro et al. (2007)
avaliaram a largura do feixe central de folhas de
Mikania glomerata Springel (Asteraceae) expostas
a diferentes niveis de sombreamento, e registraram
variagdes correlacionadas com as diferentes taxas
de radiagdo solar incidente. Visto que as folhas de L.
racemosa do estudo foram coletadas em areas com
condi¢Oes de luminosidade aparentemente idénticas,
podemos atribuir de maneira indireta, como no caso
da epiderme, o enlarguecimento dos feixes da regido
impactada a uma reducdo da incidéncia de radiacao
solar, provavelmente bloqueada pelos poluentes
acumulados na atmosfera local.

A quantidade de drusas por milimetro quadrado
foi maior em folhas do manguezal impactado (Fig.
6). A maioria das plantas vasculares estoca algum
tipo de material mineralizado, sendo a cristalizacdo
de oxalato de calcio (drusa) a forma mais comum
(Baran, 1995). Monje & Baran (2002) reviram as
varias funcdes ja atribuidas as drusas e observaram
que estas vao desde regulacdo de pH intracelular e
controle de ions de calcio a percepgao de gravidade,
suporte mecanico e defesa contra herbivoria. Ruiz
& Mansfield (1994) apresentaram evidéncias de que
a deposigao de oxalato de calcio nas células da folha
seria necessaria para manter uma baixa concentracao
de calcio nas adjacéncias das células-guarda dos
estomatos, uma vez que este elemento ¢ fundamental

manguezal impactado também foi, portanto, menos  nos varios processos relacionados a abertura
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Fig. 6. Comparacao entre médias e desvios padrdo das espessuras teciduais de folhas de L. racemosa, provenientes de manguezal ndo
impactado e impactado. Diferengas significativas estio representadas por letras diferentes (p < 0,05; t-Student).
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Fig. 7. Comparacgao entre médias e desvios padrdo das quantidades de estomatos em folhas de L. racemosa, provenientes de manguezal
ndo impactado e impactado. Diferengas significativas estdo representadas por letras diferentes (p < 0,05; t-Student).

120,00
100,00
80,00

60,00

Espessura (um)

40,00
20,00

0,00

Epiderme
Adaxial

Epiderme
Abaxial

Parénquima
Paligadico

Parénquima  Feixe Central Mesofilo

Esponjoso

Tecido Vegetal

Fig. 8. Comparagao entre médias e desvios padrao das quantidades de glandulas de sal e drusas nas folhas de L. racemosa provenientes
de manguezal impactado e ndo impactado. Diferencas significativas estdo representadas por letras diferentes (p < 0,05; t-Student).

estomatica. Desta maneira, a maior quantidade de
drusas observada em plantas impactadas pode estar
relacionada a variagdes metabolicas diversas, nao
necessariamente relacionadas a poluigdo.

Perfis Cromatograficos

Os perfis cromatograficos das amostras do
manguezal impactado e ndo impactado mostraram-se
bastante semelhantes. Porém, o volume dos compostos
¢ maior em folhas do manguezal ndo impactado (Fig.

9). Este tipo de analise fornece um retrato do estado
metabolico das folhas analisadas, através dos grupos e
volumes de metabolitos secundarios produzidos que,
segundo Mithdfer ef al. (2004), compdem o principal
mecanismo de resisténcia a herbivoria. Assim, € de se
esperar que este processo esteja ocorrendo em maior
intensidade em um ambiente mais preservado, com
fauna herbivora abundante e ativa, justificando a maior
quantidade de metabolitos secundarios encontrada nas
folhas.
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Fig. 9. Cromatogramas registrados em 380 nm, obtidos dos extratos metandlicos de folhas de L. racemosa, provenientes de manguezal

impactado (acima) e ndo impactado (abaixo).
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