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Abstract. The mangroves are characteristic coastal ecosystems of tropical and
subtropical regions, where adult trees require adaptations special for a bigger
resistance to the salinity, allowing its survival in this type ofrenment. With the
objective to study the leaf anatomy, studies of optic microscopy and scanning
electron microscopy had been carried through viticennia schaueriana Stapf &
Leechman (Avicenniaceae), evidencing the salt glands. The preparation of the
material for permanent histological blade methods constituted of usual precesse
such as: fixing FAA 50% for 24h, dehydration in alcoholic series (ethyl),
infiltration in synthetic resin, microtomy technique, spreading of theioseg
coloration and mounting on permanent slides. It was used the clearing technique
and coloration in blue toluidina. The used material for scanning electron
microscopy was fixed in a solution of modified Karnovsky, dehydrated, ding to t
critical point and metallized. The transversal cut of the leaf evidenlcat the
epidermis is composed for an only layer of cellsgcoeered for cuticle thick, and
followed of four the five layers of cells, that they constitute hypudeiPalisade
parenchyma is formed by two the three layers of cells and lacunary pameadhy
constituted of six the seven layers of small and uniforms celtsfewtintercellular
spaces. The venation is brachidodromous, presenting abundant enlarged tracheid
and characteristic intermarginal space. In the adaxial epidermis, spraying salt
glands had been observed, in small depressions, being the abaxial epidermis total
re-covered by these glands.

Keywords: anatomy;Avicennia schaueriana; salt gland; mangrove.

Resumo. Os manguezais sdo ecossistemas costeiros caracteristicos de regides
tropicais e subtropicais, onde arvores adultas requerem adaptacdes especiais para
uma maior resisténcia a salinidade, permitindo sua sobrevivéncia neste tipo de
ambiente. Com o objetivo de estudar a anatomia foliar, foram realizados estudos de
microscopia oOptica e de microscopia eletronica de varredura @omtennia
schaueriana Stapf & Leechman (Avicenniaceae), evidenciando as glandulas de sal.
O preparo do material para laminario histologico constituiu de processos usuais,
tais como: fixacdo em FAA 50% por 24h, desidratacdo em série alcooliieajeti
infiltracdo em resina sintética, emblocamento, seccionamento, coloracdo e
montagem de laminas permanentes. Utiligeua técnica de diafanizacdo e o
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corante azul de toluidina. O material usado para microscopia eletronica foi fixado
em uma solucdo de Karnovsky modificada, desidratado com acetona, sendo
posteriormente submetido a secagem até o ponto critico, fixado a um suporte
através de um adesivo condutor e metalizado. O corte transversal da folha
evidenciou que a epiderme é composta por uma Unica camada de células, recoberta
por cuticula espessa, seguida de quatro a cinco camadas de células, que constituem
a hipoderme. O parénquima palicadico € formado por duas a trés camadas de
células e o parénquima lacunoso € constituido de seis a sete camadas de células
pequenas e uniformes, com poucos espacos intercelulares. A venagdo €
braquidédroma, apresentando abundantes traqueideos enlarguecidos e espaco
intermarginal caracteristico. Na epiderme adaxial, foram observadas glandulas de
sal esparsas, situadas em pequenas depressdes, sendo a epiderme abaxial
totalmente recoberta por estas glandulas.

Palavras-Chave. anatomia;Avicennia schaueriana; glandula de sal; mangue.

1. Introducéo

Os manguezais sdo ecossistemas caracteristicos de regjiieaidre subtropicais
estando representados em quatro continentes e seis regides geadpgiieasta. As regides
de maior ocorréncia sdo América Central e Caribe, india, Penitsuledochina, Brasil e
Australia. S0 compostos por arvores e arbustos que crescem enpgtmiia @rotegida,
planicies e praias lodosas, desembocaduras de rios, pertencendoaa fienéspécies com
grande tolerancia a aguas salgadas ou salobras (MAFOINSECA & ROCHA, 2004).

Os manguezais sao ecossistemas costeiros onde o ambienteetegasicontra em
transicdo com o ambiente marinho e estdo sujeitos ao regime s Mastes ambientes, a
velocidade das correntes é reduzida, resultando em uma intensa dejlesigédritos
organicos e sedimentos que séo trazidos principalmente pelos riog @robém a juncao
das aguas doce e salgada, formando a agua salobra. Desta maneitdagalei argila e
matéria organica se depositam sobre as margens, formando um solo lodoso, cotedraixos
de oxigénio, ou seja, anaerobico (SCHAEFHREBVELLI, 1995; BRUNO, 1999). As
arvores adultas requerem adaptacdes, tais como mecanismos quenoferea maior
resisténcia a salinidade, permitindo a sua sobrevivéncia neste apthiEnte (OSBORNE &
BERJAK, 1997).

A flora dos manguezais é composta por uma intensa vegetacao de hajoktaao
espécies proprias para ambientes salinos, com pouco oxigénio e freqaémteBmedado
pelas marés. As principais espécies de mangue sao plantas deljgoge, alentre as quais se
destacam: o mangue preto ou sirilB&i¢ennia schaueriadao mangue vermelho ou bravo
(Rhizophora mang)e e o mangue branco ou tinteitaaguncularia racemogaAlém de uma
variedade de vegetais como bromélias, samambaias do mangue, gramimeasSparting
liquens e algas.

O géneroAvicennial., foi incluido inicialmente na familia Verbenaceae, mas se
difere desta em relacdo a anatomia foliar, placentacéo, viviparidadenteipimorfologia da
semente (TONLINSOM, 1986). Contudo, hoje sua segregacdo como uma féistilita
(Familia Avicenniaceae) é largamente aceita. Este géneractaméncia restrita as areas mais
afastadas da influéncia das marés (menor energia), locaislestgsografia geralmente mais
elevada, com sedimento mais seco e mais arenoso, consequentememenoorinieqiéncia
de inundagfes. Os seus propagulos sdo pequenos, leves e sempre flutuaitandecgssim
periodo maior, livre da influéncia das oscilagbes das marés, ptmrefua fixacdo ao
substrato, podendo permanecer meses flutuando no mar. Isto permite gueegstais
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percorram grandes distancias e colonizem novos ambientes. As folessnéa@m coloracao
verde clara, sdo brilhantes e com apice arredondado, as quais possukhaggue expelem
sal (BRUNO, 1999; SOARES, 1995). Glandulas de sal, sdo tricomas peesantolhas de
plantas que ocupam ambiente salino. Tais estruturas evitam um niwe decacumulo de
ions minerais nos tecidos de algumas espécies de haldfitas, queseswoblem em
manguezais, secretando o excesso de sal na forma de solucbes (€ASARO &
MACHADO, 2003).

Segundo BALL (1988), SCHOLANDERt al (1962) e MUNNS (1988), espécies de
mangue que apresentam folhas com glandulas secretoras, transp@ti@anrehte mais sal
no xilema, sendo que a salinidade causa mudancas na composicao dos fluielnsnio
SOBRADO & GREAVES (2000) mostraram que o0 générgcennia esta largamente
adaptado para excluir ions de Sédio e Cloro através de suas glandahodepando areas
intertidais de média a alta, onde a salinidade é elevada entscidderecendo uma maior
tolerancia ao género a ocupacao desses ambientes altamente Galiwdo, a excrecédo do
sal ndo permite somente o desenvolvimento em habitats salinos, Miaémtafornece
protecdo contra herbivoria (MAUSETH, 2003).

As espécied\. germinansL. e A. schauerianaStapf & Leechman (Avicenniaceae)
sao as duas unicas espécies do gé@renniaque ocorrem nos manguezais do Brasil.

Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo histologica t@idvicennia
schauerianaevidenciando as glandulas de sal, através de estudos de microscopia dptic
microscopia eletronica de varredura.

2. Materiais e Métodos

Os exemplares da espédievicennia schaueriandoram coletadas, na regido de
Protecdo Ambiental Iguape, Cananéia, Peruibe (IBAMA/APA/CIP)réalizado o preparo
de exsicatas, para se obter uma precisa identificagdo em bedodfirmando desta maneira
a espécie em estudo.

2.1 Microscopia Optica

Venacédo: O estudo do sistema de venacao de orgaos de plantas jovdokhasde
adultas tem sido executado usais@dondo somente métodos anatdbmicos e citoldégicos, mas
também técnicas de clarificacédo e coloracao, tais como a diafanizacao.

Neste caso foram utilizadas apenas folhas adultas, sendo o processguutde
forma: as folhas inteiras foram colocadas no Hidroxido de Sodio (NaC#¥) até ficarem
amareladas, logo foram lavadas com agua e imersas no Hipocloriéaide(I$aClO) a 20%
por aproximadamente 20 minutos para clarificarem, lavadas, e em segjoicidas no Azul
de Toluidina aquoso para coloracdo. (O’'BRIENaL 1964). Apés todos estes procedimentos
as folhas foram submetidas a uma desidratacéo alcodlica, passaslalpebis 30%, 50%,
60%, 70%, 80% e 96%, ficando aproximadamente 10 minutos em cada um deles, e
finalizando com xilol, para montagem das laminas permanentes (FELRENCASTRO,
1966).

Laminario Histoldgico: Foram coletadas folhas adultas, sendo efetuzmttes
transversais na regiao mediana da nervura central, mesofilo e bordo.

O preparo do material constituge basicamente de processos usuais em microtomia,
pelos quais se obteve um laminario histolégico para a microscopia. #pticatodologia foi
realizada da seguinte forma: fixacdo do material em FAA 50% naowharante 24 horas,
desidratagdo em série alcoodlica etilica, infiltracdo eminaessintética GMA
(glicolmetacrilato), emblocamento, seccionamento por microtomo, cotoiag@ Azul de
Toluidina (GERRITS, 1964), até a montagem das laminas permanentpscdss incluidas
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em resina sintética foram seccionadas em micrétomo rotativo, oktersicdes transversais
da folha com gm de espessura.

As imagens foram obtidas através de um microscépio Axiolab® Zeisgjgato a
um Sistema de Analise de Imagens por Computador (SAIC), utilizandmgafa KS100®
3.0 Zeiss ou ligado a um estereomicroscopio Stemi® §¥eiss), que permitiu o registro
dos cortes histologicos.

2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

O material foi fixado em uma solucdo de Karnovsky modificado, composta por
paraformoldeido 4%, glutaraldeido 0,5%, em tampao cacodilato de sédio, pH 7, 2, 0,1M e
agua destilada, por uma noite no vacuo. No dia seguinte foram feitdavagens com
cacodilato 0,05M, com duracdo de 10 minutos cada e uméixpddo com tetroxido de
o0smio (OsO4) overnight. Logo apds, o material foi desidratado com acetyuiado a série
de concentracdes: 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. O material entédo foi levadgensaté o
ponto critico, estando fixado a um suporte através de um adesivo condutoseggda
metalizado com ouro (DANILATOS, 1988).

A analise foi realizada no Microscépio Eletrénico de Varredura,litackp no
NAP/MEPA, ESALQ — USP, Piracicaba/SP.

3. Resultados & Discussao

3.1 Microscopia Optica

Morfologia e Venacéao FoliaAvicennia schauerianpossui folhas opostas cruzadas,
simétricas, obovadas, inteiras, unilobadas, com base cuneada, apiceaet@smulo obtuso
e insercdo de peciolo marginal. A venagdo é braquidédroma, apresentando abundante
traqueideos enlarguecidos e espaco intermarginal caracteristico (FIGURAB).— A

Anatomia Foliar: O corte transversal da folha evidenciou que a pgd&rcomposta
por uma Unica camada de células, recoberta por cuticula espessia siegguatro a cinco
camadas de células, que constituem a hipoderme. O parénquima claradilfarmado por
duas a trés camadas de células palicadicas e o parénquima la&wwstituido de seis a
sete camadas de células pequenas e uniformes, com poucos espacekilaméey. A
epiderme abaxial possui estbmatos com pequenas camarast@midticas. A nervura
principal apresenta feixe vascular central compacto (FIGURA 2 — A, B).

Na epiderme adaxial, foram observadas glandulas de sal espansadassiem
pequenas depressdes (FIGURA 2 B), sendo a epiderme abaxial totaksebtsta por estas
glandulas (FIGURA 3 A; FIGURA 5 C). A glandula de sal é formadaupma célula coletora
(CC), onde se visualizam o nucleo e o nucléolo, uma célula pedunculae (&) células
secretoras (CS), revestidas por cuticula (FIGURA 3 B).

SHIMONY et al (1973), descreveram através de microscopia 6ptica a glandula de sal
da Avicennia marinasendo constituida por duas a quatro células coletoras, uma célula
peduncular e oito células secretoras.

FITZGERALD et al (1992) evidenciaram a glandula de sal na epiderme abaxial em
Avicennia marinaatravés de rai®, mostrando a célula coletora, a célula peduncular e as
células secretoras.

Segundo DSCHIDAet al (1992), as glandulas de sal Aeicennia germinansao
microscopicas e ocorrem em depressdes na superficie adaxidlalaCratla glandula contém
de 8 a 12 células secretoras, uma célula peduncular e duas a quatrdadhitasendo que a
glandula esta recoberta pela cuticula. Ha evidéncias que estas agaddusal possuam
processos metabdlicos funcionais, pois estas células possuem elevadm rdene
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mitocondrias, ribossomos, e outras organelas (TOMLINSON, 1986). Segundo $UBRA
(1999), o sal que € excretado por estas glandulas, é acumulado por vacluosisetpde
retranslocado pelo floema.

Estas glandulas podem ser impedidas por inibidores metabdlicos, implassidg
em uma dependéncia por fontes de energia, como o0 ATP (DSCétlalA1992).

BALSAMO & THOMSON (1993) em estudo comAvicennia germinans
(Avicenniaceae), observaram que as glandulas de sal situadas nanepatkxial sdo
constituidas por onze células, sendo duas células coletoras, umapeélutecular e oito
células secretoras.

3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Através de estudos de microscopia eletronica de varredura, obsesesratimeras
glandulas de sal na epiderme abaxial (FIGURA 5 A, B e C). A epaladaxial é constituida
de glandulas de sal dispostas de maneira esparsa, obseseaadcelula coletora, célula
peduncular e a cuticula recobrindo as células secretoras (FIGURA 4 A e B).

BALSAMO & THOMSON (1995), utilizaram a microscopia eletrénpuar criofatura
para investigar a densidade e distribuicdo de particulas intrammsasana membrana
plasmatica e tonoplasto de células secretoras e ndo secré¢orimshas deAvicennia
germinangL.) Steam. Os resultados sustentam a hipétese de que a sestacé@acionada
com mudancas ultraestruturais na membrana, e a possibilidade p@gisede sal € um
processo ativo dirigido por proteinas integrais da membrana tais cotAdPase. Assim, as
células hipodérmicas da folha podem funcionar como reservas de estgzagesal e para
agua, sugerindo uma funcao reguladora na secrecao de sal.

Figura 1: Diafanizagdo. A e B —Venacao da Folha davicennia schaueriana.
EIM -Espaco Intermarginal,TE - Tragueideos Terminais Enlarguecidos.
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Figura 2: Microscopia Optica da folha deAvicennia schaueriana. A — Seccéo Transversal
da Nervura CentraB — Seccédo Transversal do Mesofi®T = Cuticula;E AD = Epiderme
adaxial;HP = Hipoderme;PP = Parénquima Palicadic®L = Parénquima Lacunosg; AB

Figura 3: Microscopia Optica da folha deAvicennia schaueriana. A — Seccéo
Transversal do BorddB — Glandula de SalCT = Cuticula;E AD = Epiderme
adaxial; HP = Hipoderme; PP = Parénquima Palicadicd?L = Parénquima
LacunosofE AB = Epiderme abaxiaFV = Feixe VascularGS = Glandula de Sal;
CS = Célula Secretor&;P = Célula Peduncula€C = Célula Coletora.

W " TSRS & { N (s B [ T NI a0
Figura 4: Microscopia Eletrénica de Varredura de folhas adultas dé\vicennia
schaueriana na epiderme adaxial. A e B — Glandulas de salCE = Cera
Epicuticular;CT = Cuticula;,CP = Célula PeduncularGC = Célula Coletora.
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Flgura 5: Microscopia Eletronica de Varredura de folhas adultas d Avicennia
schaueriana na epiderme abaxial. A e B — Glandulas de salC — Detalhe da
espessura do limbo, visualizando a epiderme abaxial recoberta com glalelséd.
GS = Glandula de Sal.
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