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ABSTRACT

This paper deals with the preparation of cuticles of Paleozoic plants and has two main objectives:
1) Summarize the conventional techniques, responding to the increasing interest shown by South
American paleobotanists in the study of cuticles of fossil plants; 2) Present some unconventional
aspects of these techniques, according to our own experience in studying cuticles of Lower Permian
fossil plants of the Parand Basin. This is useful, as the preparation of cuticles, especially those found
in Paleozoic sediments, presents various particularities according to the diagenetic and postdiagenetic

conditions to which the cuticle was exposed.

INTRODUGAO

O método de preparagdo de material cuti-
cular praticamente se iniciou com o trabalho de
SCHULZE (1855), quando foi aplicado ao estu-
do de linhitos da Alemanha. Desde entdo, virios
autores sugeriram técnicas para a preparagdo e
estudo de materiais incarbonizados.

Além da aplicagdo de procedimentos mais
gerais, para cada material hd necessidade de uma
adaptagcdo metodologica, em fungdo de sua pro-
cedéncia e idade.

O presente trabalho tem por objetivo ex-
por alguns procedimentos simples, em parte
convencionais, que envolvem, porém, adapta-
¢oes e cuidados que utilizamos e desenvolvemos
durante alguns anos de trabalho com material
da Formagdo Rio Bonito (Permiano Inferior) da
Bacia do Parand.

Esta experiéncia acumulada na Bacia do
Parand poderd propiciar facilidades para estudos
futuros, principalmente levando em conta que,
em grande parte dos casos, os autores que tem
estudado as cuticulas ndo tem feito referéncia
a respeito das técnicas utilizadas.

OBTENCAO E PREPARACAO
DE CUTICULAS

Fundamentalmente, o método de obten-
¢do e preparagdo de cuticulas segue os passos
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abaixo relacionados:

Obtengado de cuticulas:
1. Retirada da pelicula carbonosa do sedi-
mento.

2. Maceragdo em solugdo de Schulze.
3. Lavagem em solugdo de KOH 10%.
4. Lavagem em dgua destilada.
5

. Separag¢do das cuticulas das faces supe-
rior e inferior.

Preparagdo de cuticulas:

1. Para microscépio optico
A. Aquecimento da gelatina ao *hot
plate™.
B. Colocagao da cuticula na gelatina
logo que esta se funde.

C. Colocagao da laminula, evitando-se
a formagdo de bolhas.

2. Para microscopio eletrénico de varre-
dura:
A. Secagem de cuticula ao aparelho de
ponto critico para CO,.

B. Montagem no “stub” sobre uma fita
adesiva de dupla face.
C. Metalizacdo pelo processo de “sput-
tering”.
Estas etapas exigem cuidados especiais,
cujos detalhes damos a seguir.
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OBTENCAO DE CUTICULAS

Como etapa inicial, fragmentos da peli-
cula carbonosa, correspondente @ compressdo
foliar, sdo cuidadosamente retirados do sedi-
mento, com o auxilio de um pincel fino. Em
geral esta operagdo é facilitada se a pelicula car-
bonosa ou o pincel forem ligeiramente umide-
cidos. Nos casos em que a pelicula esteja forte-
mente aderida, fragmentando-se excessivamente
ao ser retirada, pode ser usado, como recurso
extremo, um estilete, destacando-se, juntamen-
te com fragmentos, uma fina camada da matriz.
Este procedimento, entretanto, apresenta o
inconveniente de destruir a impressdo foliar,
dificultando uma posterior identificagio de
aspectos morfogrificos. Uma outra op¢do, nes-
tes casos em que a pelicula carbonosa estd mui-
to aderida e a impressdo ndo deve ser destruida,
¢ mergulhar toda a amostra na solu¢gdo mace-
rante, desde que a matriz apresente solidez sufi-
ciente. Os resultados obtidos com este procedi-
mento foram excelentes, com a impressdo
totalmente preservada.

Normalmente esta etapa inicial é realizada
em laboratério. Bons resultados, no entanto,
foram obtidos quando procedeu-se a retirada da
pelicula carbonosa em amostras recém coleta-
das no proprio afloramento, e conservando-se a
mesma em solugdo de Schulze 5% até a macera-
¢do. Este método foi aplicado diante da suposi-
¢do de que evitaria o ressecamento e conseqiien-
te fragmentagdo da pelicula, bem como os danos
causados pelo atrito mecdnico durante o trans-
porte, suposicdo esta amplamente confirmada.

A seguir, os fragmentos sdo colocados em
uma placa de Petri e cobertos por solug¢do de
Schulze (dcido nitrico concentrado e solucgdo
saturada de clorato de potdssio em partes iguais),
para oxidagdo e conseqiiente diafanizagdo da
fragdo organica incarbonizada. Esta solugdo
macerante, criada por Schulze (1855), é ampla-
mente empregada nos estudos cuticulares, sen-
do utilizada pela maioria dos autores. De acor-
do com o material, entretanto, é indicado o uso
de outros liquidos macerantes como dcido nitri-
co concentrado (OLDHAN, 1976), icido nitri-
co diluido (PANT & SINGH, 1974) e ilcali
diluido (ARCHANGELSKY, 1966). SOMMER
(1950), trabalhando com material tercidrio,
utilizou oxidantes como dgua de Javelle, hipo-
clorina e dgua sanitdria. A maceracdo processa-
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-se geralmente em 3 dias (temperatura ambien-
te), porém em alguns casos pode prolongar-se
até 7 dias. Nestes casos, é conveniente trocar
diariamente a solugdo macerante, para acelerar
o processo. Normalmente a maceracdo ¢é efetua-
da 4 temperatura ambiente. Pode, entretanto,
para acelerar o processo, ser efetuada a quente
(ARCHANGELSKY, 1976 e BALDONI, 1980).

Quando as peliculas apresentam-se sufi-
cientemente clareadas (ou seja, mostrando uma
coloragdo marrom), sdo retiradas da solugdo
macerante e tratadas durante alguns minutos
com solugdo de KOH 10% para completa solu-
bilizagdgo dos restos de substancias humicas,
responsdveis pela coloragio escura. Consta-
tou-se que para este tipo de material, a solugdo
de KOH ¢é a mais indicada. Grande parte dos
autores (ARCHANGELSKY, 1976; ASH, 1970;
BARNARD & MILLER, 1976; CHALONER et
al., 1979, MENSAH & CHALONER, 1971;
OLDHAN, 1976; PANT & SINGH, 1974; PANT
& CHOUDHURY, 1977 ¢ THOMAS, 1977),
entretanto, prefere usar NH; OH em concen-
tragOes varidveis. Os restos de substancias htimi-
cas, correspondendo principalmente a alteracGes
do mesofilo e células epidérmicas e, portanto,
acumulados entre as cuticulas das faces superior
e inferior, foram eliminados posteriormente
através de uma lavagem em dgua destilada. Esta
lavagem € caracterizada pelo aparecimento de
turvagdes que se desprendem do material, pro-
vocando um completo escurecimento da dgua.
Finalmente as cuticulas das faces superior e
inferior, ds vezes levemente aderidas, sdo separa-
das mecanicamente, sob lupa binocular. Esta
separagdo é efetuada em meio liquido com o
auxilio de um pincel fino, tendo-se o cuidado
de eliminar eventuais impurezas aderidas as
cuticulas. Se necessdrio, as cuticulas ja separa-
das s3o reconduzidas a solug@o de Schulze, para
um melhor clareamento.

Cabe lembrar, que um recurso que tem
sido utilizado por inimeros pesquisadores, para
eliminar as impurezas da cuticula, é a vibragdo
ultrasonica em meio liquido (ARCHAN-
GELSKY & BALDONI, 1972; BALDONI, 1980
e THOMAS, 1974).

As cuticulas podem ser mantidas em dgua
destilada por tempo indeterminado, desde que
dentro dos frascos esterilizados para evitar o
desenvolvimento de microorganismos.
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PREPARACAO DE CUTICULAS
PARA MICROSCOPIO OPTICO

O meio de montagem utilizado para ana-
lise a0 microscépio Optico ¢ a gelatina-glicerina.
Esta é composta de 7 gramas de gelatina branca
em folha, 19 cm® de dgua destilada, 33 gramas
de glicerina e 1 grama de fenol. este ultimo para
evitar a proliferagdo de fungos e de outros mi-
croorganismos. Embora a gelatina-glicerina seja
o meio de montagem mais utilizado nos estudos
cuticulares, as cuticulas podem também ser
montadas em produtos como bdlsamo do Cana-
dd (CHALONER, er al. 1974), “Euparal”
(CHALONER, er al., 1979), “Diaphane” (ED-
WARDS, 1968), “Piccolyte” (REIHMAN &
SCHABILION, 1976), “*Clearcol” e “DePeX”
(OLDHAN, 1976).

Para a montagem, uma ldmina com um
pequeno bloco de gelatina € levada a um “hot
plate” aquecido a uma temperatura de cerca de
300C. Por intermédio de um pincel fino, as
cuticulas sao mergulhadas na gelatina logo que
esta se funde. No caso de fragmentos diminu-
tos, ao inveés de pincel, aconselha-se utilizar um
conta-gotas para esta operacdo. A gelatina ndo
deve permanecer sobre o “hot plate” mais do
que O tempo estritamente necessdrio, para ndo
sofrer escurecimento. Antes da coloca¢do da
cuticula. as bolhas existentes na gelatina devem
ser eliminadas. Normalmente esta operacdo é
demorada. Para um bom resultado, deve-se
deslocd-las em dire¢do a margem. utilizando-se
uma pinga ou estilete. Finalmente, a gelatina
¢ coberta cuidadosamente por uma laminula,
procurando-se evitar a formagao de bolhas.

Para o estudo ao microscopio Optico
ndo houve necessidade de se corar as cuti-
culas. Contudo, corantes como a safranina tem
sido bastante utilizados em materiais de diferen-
tes idades (BARNARD & MILLER, 1976;
MENSAH & CHALONER, 1971; PANT &
SINGH, 1968; PANT & BASU, 1979 e TRA-
VERSO. 1966).

PREPARACAO DE CUTICULAS PARA
MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARREDURA

A técnica de prepara¢do de material cuti-
cular para o exame ao microscépio eletronico
de varredura foi obtida ap6s uma série de expe-
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rimentos, onde se variou as formas de secagem,
de montagem e de metalizagio do material.
Estes experimentos foram efetuados no Labo-
ratério de Microscopia Eletronica do Instituto
de Fisica da USP.

A primeira etapa € a eliminagdo de toda
a matéria voldtil contida nos espécimes em es-
tudo. A secagem deste material, obtido pelo
processo de macera¢do e mantido em dgua des-
tilada € efetuada ao Aparelho de Ponto Critico
para CO, (KIYOHARA er al., 1978). Este
método se mostrou o mais simples e o mais
seguro para secar amostras finas e delicadas sem
as distor¢gbes e enrugamentos causados pelas
for¢as de tensdo superficial (quando o espéci-
me é seco ao ar). No Aparelho de Ponto Critico,
o material é seco na auséncia de uma interface
liquido-vapor, preservando, portanto, inaltera-
da sua geometria, particularmente no que se
refere as estruturas tridimensionais.

Apds a secagem, as cuticulas sio mon-
tadas no suporte metdlico do microscépio de
varredura (*‘stub”). O material é montado
com o auxilio de um pincel fino e seco sobre
uma fita adesiva de dupla face. O uso desta
representa vantagem sobre a utilizacao de cola
de prata (“silver conducting paint™) pelo fato
de ndo haver extravasamento ou preenchimen-
to de cavidades, o que poderia dificultar a inter-
pretagdo das estruturas cuticulares. Outro ade-
sivo que tem sido usado é o “Durofix™ (OL-
DHAN, 1976 e CHALONER et al., 1974).
Dependendo dos aspectos a serem observados,
as cuticulas das faces superior e inferior sdo
montadas preferencialmente com a superficie
interna voltada para cima, ja que a superficie
externa, sendo lisa, apresenta poucos detalhes.
O material deve estar bem aderido para evitar
que se rompa ao alto vacuo.

As cuticulas ndo devem ser colocadas
diretamente sobre o *‘stub” e sim sobre uma
laminula de cantos arredondados afixada
sobre ele. Este procedimento permite que o
“stub™ seja reaproveitado sem a destrui¢do das
amostras,

Imediatamente ap6s a montagem, as cuti-
culas sdo metalizadas pelo processo de “‘sput-
tering” (ARRUDA, er al, 1978), onde sdo
bombardeadas por particulas de ouro, rece-
bendo uma delgada camada daquele metal. E
conveniente metalizar as cuticulas logo apés
sua montagem no “‘stub’, para impedir que elas
absorvam umidade do ar.
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Este tipo de metalizagdo se mostrou bas-
tante eficiente, Normalmente, porém, a metali-
zagdo ¢ feita com ouro-palidio (ARCHAN-
GELSKY & BALDONI, 1972; BALDONI,
1977; BALDONI, 1980; BARNARD & MIL-
LER, 1976; CHALONER, et al., 1974); OL-
DHAN, 1976 e THOMAS, 1977).

Finalmente, as cuticulas, j& metalizadas,
podem ser examinadas ao alto vicuo do micros-
copio eletronico de varredura.

AMOSTRAS PROPICIAS PARA A
OBTENCAO DE CUTICULAS

De uma maneira geral, as amostras pro-
picias para a obtengdo de cuticulas sdo aquelas
em que a pelicula carbonosa, resultante do pro-
cesso de incarbonizag¢do, estd preservada e pou-
co fragmentada.

Mesmo as amostras com um certo grau de
oxidagdo podem oferecer boas cuticulas. Neste
caso, entretanto, por ja ter sofrido um processo
de macerag¢do natural, a pelicula carbonosa deve
ser submetida a um tempo menor de maceragdo.

PRINCIPAIS CAUSAS DE INSUCESSOS

O fato da cuticula apresentar-se muito
fragmentada ap6s o processo de macera¢do po-
de ser devido a fatores diversos. A cuticula po-
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esteja suficientemente clareada.

A presen¢a de bolhas sobre a cuticula,
ap6s a montagem da limina, é devida certa-
mente a inabilidade na colocag¢do da laminula.
Em alguns casos, a bolha pode ser eliminada,
reconduzindo-se a ldmina ao ‘‘hot plate” e
pressionando-se a laminula com uma pinga ou
estilete. Noutros casos, porém, ¢ aconselhdvel
desfazer a lamina, levando-se a mesma ao “hot
plate” e adicionando-se algumas gotas de dgua
destilada para que a gelatina se dilua, liberando
a cuticula.
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condigBes geoquimicas durante a diagénese, as
cuticulas permanecem demasiadamente escuras
para exame com microscopio Optico. Nestes
casos, pode-se tentar o uso de luz infraverme-
lha, tal como exposto para palinomorfos (AR-
CHANGELSKY & GAMERRO, 1980, GAMER-
RO & ARCHANGELSKY, 1981).
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