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TECNICA DE REPLICA DE CARBONO PARA 0 ESTUDO DA SUPERFICIE
DE FOLHAS DE PLANTAS AO MICROSCOPIO ELETRONICO !

Helena de Souza Santos?
Otto J.Crocomo3
Andre M.Louis Neptune"

RESUMO

0 presente trabalho apresenta um metodo de replica de
superf1c1e para o estudo da estrutura das folhas de vegetals ao
m1crosc1p10 eletronico. O metodo permitiu a observagao do mes=
mo t1po de estrutura observada por outros autores na superficie
das folhas de couve (Brassica oleracea).

0 metodo permitiu observar que nas superf1c1es das fo
lhas de cafe (Coffea arabica) a ultraestrutura caracteristica e
pratlcamente desprovida do tipo de ornamentagao encontrado nas
folhas de couve.

INTRODUGAO

Na realizagao de trabalhos sobre a pulverizagao fo-
liar de fertilizantes em cafe (MALAVOLTA et al., 1957; CROCOMO
& NEPTUNE, 1961, 1965), surglu o interesse de se conhecer o mo-
do e a veloc1dade de penetragao de nutrientes nas folhas. Como
se sabe, os elementos sao absorvidos atraves dos estomatos ex1s
tentes na paglna inferior das folhas e pelas descontlnuldades
da cutlcula da pagina superlor. Portanto, a eficiencia da ap11
cagao de fertlllzantes por via foliar depende da adesao de go-
tas de 11qu1dos a superficie das folhas, a qual por sua vez es-
ta em relagao d1reta com a ultra estrutura ou com o relevo sub-
microscopico (!) dessa superficie. Existe uma gradagao conti -
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(1) 0s termos "ultra estrutura" e "sub-microscopico" sao utili-
zados no presente_trabalho para designar aquelas estruturas
dos 31stemas blologlcos que se acham abaixo do poder de re-
solugao do microscopio eletronico.
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nua entre a molhabllldade da superf1c1e de folhas, entre espe -
cies. Ao microscopio otico nao pode ser notada nenhuma dife -
renga de comportamento, mesmo entre 0s casos extremos., BRADLEY
& JUNIPER (1957) assinalaram a existencia de grande dlferenga
de morfologla estrutural entre a ultra estrutura das superf1c1es
de folhas molhaveis e as nao molhaveis. Aquelas que sao difi -
ceis de molhar, apresentam uma grande variedade de estruturas ,
enquanto que as facilmente molhaveis tem suas superficies lisas
e uniformes.

O objetivo do presente trabalho e descrever o desen -
volvimento de uma téecnica de replica da superficie de folhas
que permitisse a observagao das ultra estruturas descritas por
JUNIPER (BRADLEY & JUNIPER, 1957; JUNIPER & BRADLEY, 1958; JUNI
PER, 1959, a,b).

0 baixo poder de penetragao de um feixe de eletrons
nao permite que o mlcroscoplo eletronico seja utilizado na ob-
servagao direta de uma superf1c1e (SOUZA SANTOS & SOUZA SANTOS,
1953, 1957). O problema deve ser resolvido pela utlllzagao de
repllcas, ou moldes de _espessura adequada, da superf1c1e. As
tecnicas mais recomendaveis seriam aquelas que empregam carbono,
como a substancia que constltue a pelicula-molde, p01s nao en-
volvem o tratamento do especxmen com solventes organicos, uma
vez que muitas folhas tem suas superficies cobertas com uma ca-
mada de cera, que poderia ser afetada ou destruida por tal tra-
tamento. O carbono e uma substancia completamente inerte, nao
cristalina e pode replicar detalhes ate 1 milimicron.

O exame de replicas de carbono de superficie de fo-
lhas ao microsc5pio eletrsnico revelou a existencia de um micro
relevo ou micro ornamentagao, que foram 1nterpretadas por Jun1—
per como replicas de carbono de saliencias ou prOJegoes da cera
existente na superficie das folhas. Juniper pensa serem essas
estruturas peculiares da especie (JUNIPER, 1959, a).

TECNICA DE REPLICA

As tecnicas de obtengao de replica de carbono descri-
tas na literatura (BRADLEY & JUNIPER, 1957 JUNIPER & BRADLEY ,
19Y58) para o estudo da superficie de folhas envolvem materiais
de que a Secgao de Microscopia Eletronica da Escola Polltecnlca
da Universidade de Sao Paulo nao dlspoe usualmente. Foi entao
tentada uma modlflcagao dessas tecnicas; o metodo desenvolvido
emprega tambem carbono vaporizado em alto vacuo e e o seguinte:
a) corta-se a folha a ser repllcada, en pedagos de tamanho con-
veniente e coloca-se sobre uma lamina de mxcroscoplo, presos
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por meio de fita adesiva; b) a lamina e colocada em uma camara
de alto vacuo, e e feito um vacuo melhor do que 10~ 3 m de mer-
curlo, c) vaporiza-se ¢ carbono pela passagem de uma corrente
eletrica alternada atraves das pontas de d01s eletrodos de gra-
fite; o carbono vaporlzado pela falsca eletrica deposxta—se co-
mo uma pe11cu1a sobre o especlmen, uma espessura de cerca de
200 angstrons e satlsfatorla, d) a lamina e retirada da camara
de alto vacuo; sobre a folha, e portanto sobre o filme de car-
vao, e colocada uma camada mais ou menos espessa de um plastlco
(Acquanite "A" lacquer), denominado comercialmente "Zapon'"; e)
depois de evaporado o solvente do "Zapon", a pelicula composta
carbono-zapon pode ser destacada com a maxima facilidade (JNI -
PER & BRADLEY 1958) da superfIcie das folhas; nos casos onde o
deslocamento e dificil e 1nteressante congelar o conjunto antes
de se tentar destacar mecanlcamente, f) o fllme composto e re-
colocado na camara de alto vacuo, agora porem, com a repllca de
carbono para o lado de cima e voltada para o filamento de onde
sera evaporado o metal; sobre a repllca e evaporada, obliquamen
te, uma pelicula metalica (usualmente de cromo) de algumas cen—
tenas de angstrons de espessura para dar contraste e ideia do
relevo; g) a pelicula composta e assim "sombreada" com cromo, e
cortada em pedacinhos que sao colocados nas telas suportes pro-
prias para microscopia eletronica; o "Zapon'" e entao dissolvido
por meio de vapores condensados de acetato de amila por ele ab-
aorv1do, ficando sobre as telas a serem_ examinadas no microsco-
plO eletronlco apenas a replica de carvao sombreada, esta oper-
ragao e feita em placas de Petri fechadas em cujo fundo se colo
ca acetato de am11a e apoiando-se as telas suportes para micros
cop1a eletronlca sobre uma grade metalica perfurada cuja super-
ficie esta pouco acima do acetato de amila.

Desejando-se uma replica positiva pode-se inverter os
itens c¢) e d) colocando-se o "Zapon diretamente sobre o pedago
de folha, destacando-se 3021nho mecanicamente e em seguida vapo
rizando carbono sobre a replica negativa de "Zapon". Procede-
se entao ao sombreamento da mesma forma ja descrita.

Foi observada uma correlagao entre a maior facilidade
de destaque da pellcula e a existencia da mlcro-ornamentagao na
superf1c1e das folhas, tal fato poderla ser atribuido a presen-
¢a da camada de cera recobrindo a cuticula da folha e portanto
estaria de acordo com a ideia de Juniper que as mlcro—ornamenta
goes sao devido a cera.

E lnteressante assinalar que com essa tecnlca a folha
nao sofre distorgao aprec1ave1 pela desgaseflcagao no alto va—
cuo desde que o tempo de vacuo seja mantido o mais breve possi-
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vel, nem desgasefica o suf1c1ente para impedir a dep031gao do
carbono, que requer uma pressao de menos de 10-3 mm de mercu -
rio. Dependendo da fragllldade do relevo da superficie da fo-
lha, a tecnica produz ou uma rep11ca verdadeira ou o que e cha
mado uma pseudo-replica: no ultimo caso, partes da superf1c1e
original permanecem embebidas na camada de carbono; no primei-
ro, forma-se uma replica consistindo somente de carbono, mos -
trando o relevo superficial como parte mais clara da figura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 1 e 2 apresentam micrografias eletronicas
de superfIcie abaxial de uma folha de couve_ (Brassica oleracea).
As replicas das mlcrograf1as apresentadas sao provavelmente
parcialmente pseudo-rep11cas. As Figs. 3 e 4 apresentam micro
grafias eletronlcas de superficie abaxial de folha de cafe; am
bas sao rep11cas verdadeiras. Deve-se notar quao mais unifor-
me e lisas sao as estruturas da superficie da folha do cafe
comparada com a da couve.

As partes claras das Figs. 1 e 2 representam salien-
cias na superficie da folha, de perfil arredondado (S), em con
traste com a superficie da cuticula (C) que e rugosa sendo a
rugosidade constltulda por pequenas saliencias arredondadas.
Em outras regioes aparecem saliencias maiores (PS) que foram
arrancadas no processo de repllcagem e nao mantem mais o per -
fil arredondado, mas possivelmente se enrolam, o que da o as-
pecto tubular das partes mais escurms da figura.

Nas Flguras 3 e 4 sao apresentadas replicas da supexr
f1c1e de uma folha de cafe (Coffea arabica). Essas superficies
nao apresentam saliencias do tipo apresentado pela couve, de mo
do que se tem uma superficie relativamente lisa com um ret111cu
lado de sulcos (R) completamente irregular. As manchas escuras
da micrografia sao particulas de forma irregular que foram re-
tiradas da superficie no processo de replicagem. A dlstrlbul -
gao desigual, a forma 1rregular e as dimensoes dessas partlcu -
las levam a supor que elas sejam antes particulas de poeira do
que constituintes essenciais da superficie das folhas.

A natureza e o mecanismo dessas estruturas nao E co—-
nhecido; a comp031gao qu1m1ca e pos31ve1mente a de uma cera ’
uma vez que e soluvel sob a acao de solventes organlcos (JUNI -
PER & BRADLEY, 1958).

Existem d1ferensas entre as replicas das superficies
abaxiais e adaxiais das folhas; contudo, parece tratar-se au-
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Figuras 3 e 4 - Micrografias eletronicas de replicas de superficie
abaxial de folha de cafe. Essas superficies nao
apresentam saliencias do tipo da couve, mas sao re
lativamente lisas apresentando um reticulado de
sulcos (R) sobre a cuticula (C). O trago marcado
corresponde a um micron,
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tes de uma diferenga na quantidade de relevo do que diferengas
morfologicas nas estruturas. JUNIPER & BRADLEY (1958) assina -
lam tambem que as superficies das folhas apresentam alteracgoes
de suas ultraestruturas quando ocorrem mudangas de condigoes am
bientais tais como, por exemplo, diferencas de iluminagao.

SUMMARY

A technique is described for the production of carbon
negative replicas for electron microscopy, which has revealed
the same type of ultraestructure observed by other authors, on
leaf surfaces of the Brassica oleracea. The procedure follows:
1) deposition of a carbon film over the surface of the leaf to
be studied; 2) the carbon film is then backed with Zapon
Acquanite "A" lacquer as intermediate replica, whichmis applied
full strenght over the specimen surface and dried before a heat
lamp; 3) the carbon-zapon composite film can be stripped from
the leaf with no dificulty whatsoever, and is them metal
shadowed; 4) the composite film is placed, carbon side down, on
a specimen screen and this placed upon a course wiremesh back
in a petri-dish. Amyl acetate as solvent for the zapon is
added until it just wets the support screen and the dish is

covered. Thus the zapon is dissolved by the condensed amyl
acetate vapors.

The method has, also, allowed to observe that in the
Coffea arabica leaf surfaces the characteristics ultrastructure
does not present the microprojections found on the Brassica
oleracea.
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