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Este trabalho sera apresentado em dois capitulos, o primeiro intitulado “Variations in the
architecture and histochemistry of the gelatinous fibers of Eriosema (DC.) Desv.
(Leguminosae) species from Brazilian Cerrado” e o segundo “Detection in situ of lignin
and immunohistochemical study in Eriosema simplicifolium (Kunth) G.Don.
(Leguminosae): A suitable approach for improve our understanding on gelatinous fibers

constitution across the vegetative body”



RESUMO GERAL

Fibras gelatinosas sdo células especializadas de esclerénquima que possuem uma camada
interna altamente modificada de aparéncia gelatinosa e translicida, denominada camada-
G. Diversas fungbes sdo atribuidas as fibras gelatinosas sendo a principal e mais
conhecida a sua relagdo com o lenho de tracdo. Porém, outras fungdes de cunho
fisioldgico e adaptativo, tais como armazenamento de dgua e manutencdo da orientacédo
foliar foram descritas para as fibras gelatinosas. As fibras gelatinosas sdo reportadas em
diversas familias de angiospermas nos mais diversos ambientes, com isso outras fungdes
podem ser associadas a ocorréncia das fibras gelatinosas nos mais diferentes ambientes.
O objetivo desse estudo foi analisar as fibras gelatinosas em representantes de Eriosema
(DC.) Desv. um género de leguminosa comumente encontrado em Cerrado, visando a
acessar variacoes na distribuicdo e organizacao das fibras gelatinosas no eixo vegetativo
aereo e subterrdneo, caracterizar a estrutura bésica e a histoquimica das paredes celulares.
O estudo foi conduzido com 19 taxons coletados em diferentes areas de Cerrado, sendo
amostrados a folha, caule aéreo e 6rgao subterraneo. O material foi processado de acordo
com técnicas usuais em anatomia e histoquimica vegetal. Uma espécie foi considerada
como modelo e foram utilizados os anticorpos LM5 e LM10 marcadores para galactanos
e xilanos, respectivamente, nas paredes das fibras gelatinosas. As fibras gelatinosas
ocorreram por todo o corpo vegetativo dos taxons de Eriosema estudados, sendo
extraxilematicas em regides com crescimento primario e xilematicas em regifes com
crescimento secundario. Quanto a organizacao, na folha as fibras gelatinosas formaram
calotas ao redor do floema primario da nervura principal; no caule, se organizaram em
corddo cilindrico completo ao redor do floema em crescimento priméario ou em pequenos
grupos separados por parénguima em crescimento secundario; no 6rgao subterraneo, se
organizaram em faixas tangenciais separadas por raios de parénquima Xilematico. Em
todos os Orgaos analisados, as fibras gelatinosas exibiram trés camadas parietais distintas:
camada-P, incluindo a parede primaria e lamela média rica em pectina; a camada-S com
namero variavel de estratos (1-3) geralmente lignificados, e a camada-G, parede celular
terciaria, ndo lignificada ou com baixo teor de lignina. De um modo geral, a camada-G
foi mais espessa que as demais camadas parietais (P e S). A espécie modelo, apresentou
camada-G composta (G+L) formada por lamela néo-lignificada (G) e lamela interna
lignificada (L) ocorreu na folha (regido da nervura principal), regibes do caule em

crescimento secundario e 6rgdo subterraneo. A presenca de lignina e xilanos na lamela
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interna lignificada (L) da camada-G composta foi demonstrada neste estudo, por meio de
métodos histoquimico e imunohistoquimico, respectivamente. A auséncia de lignina na
camada-G, ao conferir propriedades hidrofilicas a esta camada parietal, pode favorecer o
armazenamento de agua a curto periodo. Porém, a presenca de lignina na camada-G
composta (camada-L), como observado no eixo vegetativo aéreo e subterrdneo, ao
conferir rigidez e resisténcia mecanica permitiria protecdo em condi¢bes ambientais
adversas e maior resisténcia ao fogo. Considerando a abundéancia de fibras gelatinosas no
eixo vegetativo dos taxons de Eriosema aqui analisados, tais fibras podem representar
uma adaptacdo estrutural associada as condi¢des do Cerrado, um ambiente sazonal com
temperaturas elevadas e alta incidéncia luminosa, periodos alternados de alta e baixa
disponibilidade de agua, solos pobres em nutrientes e aluminotéxicos e queimadas
recorrentes. Estudos experimentais com foco na ontogénese da camada-G composta nas
fibras gelatinosas de plantas sujeitas a diferentes condi¢fes edéficas e climaticas serdo
necessarios para um melhor entendimento sobre os fatores ambientais que favorecem a

sua formacéo.

Palavras-chave: Camada-G, Camada-G composta, Cerrado, Fibras gelatinosas, Parede

celular
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ABSTRACT

Gelatinous fibers (G-fibers) are specialized sclerenchyma cells that have a highly
modified, translucent, gelatinous appearance inner layer called the G-layer. Several
functions are attributed to the G-fibers being the main and best known its relation with
the tension wood. However, other physiological and adaptive functions, such as water
storage and maintenance of leaf orientation, have been described for G-fibers. G-fibers
are reported in several angiosperm families in the most diverse environments, so other
functions may be associated with the occurrence of G-fibers in the most different
environments. The purpose of this study was to analyze the G-fibers in representatives of
Eriosema (DC.) Desv. a genus of legumes commonly found in Cerrado, aiming to access
variations in the distribution and organization of G-fibers in the aerial and underground
vegetative axis, to characterize the basic structure and histochemistry of cell walls. The
study was conducted with 19 taxa collected in different areas of Cerrado, being sampled
the leaf, aerial stem and underground organ. The material was processed according to
usual techniques in plant anatomy and histochemistry. LM5 and LM10 antibodies that
mark galactans and xylans, respectively, were used on the G-fibers walls. G-fibers
occurred throughout the vegetative body of the studied Eriosema taxa, being extraxylary
in regions with primary growth and xylary in regions with secondary growth. As for the
organization, in the leaf the G-fibers formed caps along the primary phloem of the midrib;
in the stem, they were organized in complete cylindrical strands around the primary
growing phloem or in small groups separated by secondary growing parenchyma; in the
underground organ, organized into tangential bands separated by xylem parenchyma rays.
In all organs analyzed, the G-fibers exhibited three distinct parietal layers: P-layer,
including the primary wall and pectin-rich middle lamella; the S-layer with variable
number of strata (1-3) generally lignified, and the G-layer, non-lignified or low lignin
tertiary cell wall. In general, the G-layer has always been thicker than the other parietal
layers (P and S). Composite G-layer (G+L) formed by non-lignified lamella (G) and
lignified internal lamella (L) occurred in the leaf (midrib region), stem regions in
secondary growth and underground organ. The presence of lignin and xylans in the
lignified internal lamellae (L) of the composed G-layer was demonstrated in this study by

histochemical and immunohistochemical methods, respectively.
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The absence of lignin in the G-layer, by conferring hydrophilic properties to this parietal
layer, may favor short-term water storage. However, the presence of lignin in the
composed G-layer (L-layer), as observed in the aerial and underground vegetative axis,
by conferring rigidity and mechanical strength would allow protection in adverse
environmental conditions and greater fire resistance. Considering the abundance of G-
fibers in the vegetative axis of the Eriosema taxa analyzed here, such fibers may represent
a structural adaptation associated with Cerrado conditions, a seasonal environment with
high temperatures and high light incidence, alternating periods of high and low water
availability, nutrient-poor and aluminotoxic soils and recurrent burning. Experimental
studies focusing on the composite G-layer ontogenesis in G-fibers of plants subjected to
different edaphic and climatic conditions will be necessary for a better understanding of

the environmental factors that favor their formation.

Keywords: Cerrado, cell wall, composed G-layer, G-fibers and G-layer.
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INTRODUCAO GERAL

Fibras gelatinosas, um tipo especializado de célula do esclerénquima, sdo assim
chamadas devido a presenca de uma camada parietal interna altamente modificada, de
aparéncia gelatinosa e translicida, localizada mais internamente na parede celular
secundaria, distinguindo-se das demais camadas (Metcalfe & Chalk 1950; Dickison,
2000; Clair et al. 2008; Scatena & Scremin-Dias 2012; Evert 2013; Pace & Soffiatti 2013;
Ruelle 2014). Esta camada parietal peculiar, comparada a favo de mel quando
intumescida (Sachsse 1962, 1964, 1965), foi descrita pela primeira vez em 1860 por
Theodor Hartig, sendo denominada “camada mucilaginosa”, “camada cartilaginosa” ou
“camada gelatinosa” devido ao seu conteudo de aspecto gelatinoso (Ruelle 2014). Em
1964, o comité da Associacdo Internacional de Anatomia de Madeira homeou essa

camada de “Camada-G” no “Glossario Multilingue de termos usados em madeira”

(IAWA-Committee 1964).

A camada-G se caracteriza pela aparéncia semelhante a uma gelatina com menor
angulo de microfibrila (Washusen & Evans 2001; Ruelle et al. 2007), alta mesoposidade
(Chang et al. 2009), alto teor de celulose cristalina (Chernova & Gorshkova 2007), baixo
teor de lignina (Fahn 1990; Evert 2006; Mellerowicz & Gorshkova 2012) e alta
concentracdo de galactanos (Gorshkova & Morvan 2006). A camada-G se contrai durante
0 dessecamento, frequentemente resultando em fibras com aspecto convoluto (Dickison
2000; Evert 2006).

Ultraestruturalmente, fibras gelatinosas maduras s&o caracterizadas pela presenca
de trés camadas parietais distintas: camada-P, que compreende a parede primaria
incluindo a regido mais externa da lamela média rica em pectina; a camada-S, com
namero variavel de estratos (1-3) geralmente lignificados, e a camada-G, terciéria,
mesoporosa, ndo lignificada ou com baixo teor de lignina (Wardrop & Dadswell 1948;
Ruelle et al. 2007; Chang et al. 2009).

Estudos sobre o desenvolvimento de fibras gelatinosas relataram que a camada-G
composta que pode exibir multicamadas, ou seja, apresenta subcamadas distintas
(Gorshkova et al. 2004, 2010; Ghislain et al. 2016). Tanto a espessura quanto o aspecto

dessas duas camadas se modificam durante a formacdo da camada-G, indicando que a
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parede das fibras gelatinosas é remodelada durante o desenvolvimento (Gorshkova et al.
2004, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que as camadas P, S e G das fibras gelatinosas
diferem substancialmente entre si. De modo geral, os conjuntos de polimeros nas camadas
P e S sdo semelhantes e representam, respectivamente, a composicao geral das paredes
celulares primarias e secundarias de muitas células vegetais. Em contraste, a camada-G é
muito distinta das demais camadas de parede celular em trés aspectos principais: i)
orientacdo, conteldo e estrutura das fibrilas de celulose; ii) conjunto de polissacarideos

da matriz e iii) conteudo de lignina (Mellerowicz & Gorshkova 2012).

A arquitetura das paredes celulares das fibras gelatinosas e das fibras de
esclerénquima tipicas parece representar dois extremos do mesmo continuo - a primeira
com baixos teores ou auséncia de lignina e baixo angulo de microfibrilas de celulose, e a
segunda com altos teores de lignina e elevado angulo de celulose (Mellerowicz &
Gorshkova 2012). Estudos tém demonstrado que existem diferencas nos tipos de polimero
da matriz e sua organizacao que resultam em diferencas significativas na arquitetura da
parede celular das fibras gelatinosas (Snegireva et al. 2010; Gorshkova et al. 2012;
Mellerowicz & Gorshkova 2012).

De um modo geral, a composi¢do da camada-G contrasta fortemente com a
composicdo das camadas S das fibras gelatinosas, que contém cerca de 50% de celulose,
30% de hemiceluloses (incluindo 25% xilano e 5% de glucomanano) e 20% de lignina
(Timell 1967; Mellerowicz et al. 2001; Awano et al. 2002). Embora a lignina seja um
componente comum das camadas S das fibras gelatinosas, a auséncia total de lignina na
camada-G tem sido reportada em varias espécies (Love et al. 1994; Gorshkova et al. 2000;
Plomion et al. 2001; Pilate et al. 2004; Meloche et al. 2007; Bond et al. 2008; Kaku et al.
2009; Schreiber et al. 2010). No entanto, existem varios relatos sobre a presenca de alguns
compostos aromaticos por toda a extensdo da camada-G (Joseleau et al. 2004; Lehringer
et al. 2008) ou em sua por¢do mais interna (Gierlinger & Schwanninger 2006). Assim, a
presenca/auséncia de lignina na camada-G é controversa e questionavel e constitui objeto

de estudos.

Gorshkova et al. (2018) consideram a camada-G como uma camada interna
adicional, constituindo a parede celular terciaria uma vez que se desenvolve apos a parede

celular primaria e secundaria; possui composicdo, arquitetura e propriedades fisicas
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distintas das demais camadas e sua formac&o € regulada por um conjunto de fatores na
transcrigcdo celular que diferem dos fatores presentes nas paredes celulares primaria e
secundaria. Para outros autores, a camada-G pode constituir uma parede adicional ou
substituir uma ou mais camadas da parede celular secundaria (Singh & Donaldson 1999;
Donaldson & Turner 2001). Em fungéo desta organizagdo, trés tipos de arranjo foram
descritos nas paredes das fibras gelatinosas: P+ S1+S2+S3+G;P+S1+S2+G; P +
S1+ G. No entanto, em espécies tropicais ha relados de fibras gelatinosas com estrutura
de camada-G composta, pode ser organizadaem S1 + S2 +n (G + L), onde n é o numero
de repeticdes na camada-G né&o lignificada (G) e a camada fina lignificada (L) (Clair et
al. 2006; Ruelle et al. 2007; Nakagawa et al. 2012; Nakagawa et al. 2014).

As fibras gelatinosas séo tradicionalmente estudadas em lenho de tracéo,
recebendo o nome de “fibras de reacao”, sendo sua presenca interpretada como uma
resposta ao estresse tensional dentro de 6rgdos desenvolvidos e permitindo a sua
movimentacdo (Wardrop 1964; Yoshida et al. 2002; Clair et al. 2003; Fang et al. 2008;
Abasolo et al. 2009); porém nem sempre é possivel verificar a camada-G quando a
madeira estd sob tracdo (Clair et al. 2006). Entretanto, fibras gelatinosas tém sido
encontradas também em 0Orgaos que estdo sujeitos a esta tracdo como em crescimento
primario ou secundario, associadas ou nao aos tecidos vasculares (Tomlinson 2003;
Gorshkova & Morvan 2006; Toghraie et al. 2006) tais como gavinhas, espinhos, caules e
pedunculos (Mellerowicz & Gorshkova 2012), raizes normais ou contréateis (Fisher 2008;
Schreiber et al. 2010; Tomlinson et al. 2014; Bonacorsi & Seago 2016; Magellan et al.
2018), orgdos subterraneos espessados (Paviani 1974; Fisher 2008; Silva 2011; Yule
2012) e folhas (Barros et al. 2014; Graciano-Ribeiro et al. 2016; Guerra & Scremin-Dias
2018).

Fibras gelatinosas tém sido observadas em diversos taxons, incluindo
gimnospermas (Jourez 1997; Lev-Yadun 1999; Tomlinson 2003), pteridéfitas (Gierlinger
et al. 2008); contudo, sdo encontradas principalmente em angiospermas lenhosas onde a
abundancia de fibras gelatinosas pode variar consideravelmente, mesmo em espécies
relacionadas (Mellerowicz & Gorshkova 2012; Ghislain & Clair 2017). Apesar da ampla
ocorréncia de fibras gelatinosas em diferentes grupos de plantas, faltam estudos
detalhados sobre a arquitetura de suas paredes e composi¢do da camada gelatinosa nos

diferentes taxons.
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Em razdo das caracteristicas da camada-G, diversas funcdes tém sido atribuidas
as fibras gelatinosas, além daquela tradicionalmente atribuida as fibras de reacdo que €
gerar forca tensional sob estresse (Mellerowicz & Gorshkova 2012 e literatura citada).
Fibras gelatinosas podem armazenar agua, sendo importantes na fisiologia das plantas de
ambientes com temperaturas extremas, sofrendo déficit hidrico (Lyshede 1978; Paviani
1974, 1978; Marcati et al. 2001; Luchi 2004) e solos aluminotdxicos, atuando na
compartimentalizacdo deste elemento em plantas acumuladoras de aluminio (Milanez et
al. 2017). As fibras gelatinosas também podem atuar na manutencdo da posicao ereta de
caules em desenvolvimento (Fisher & Stevenson 1981), na orientacédo foliar em relagéo
a gravidade e a posicdo do sol (Sperry 1982) e na protecdo as gemas laterais e cotilédones
em ambientes sujeitos ao fogo, na contracdo ou flexdo do hipocétilo e/ou érgédo
subterraneo (Fisher 2008). A funcdo de contrcdo e flexdo, é similar aquela descrita por
Bell e Bryan (1991) para as raizes contrateis, que sdo capazes de contragdes periddicas,
permitindo o aprofundamento de bulbos, cormos e rizomas, quando em condig¢des

adversas ocasionando a protecdo dos meristemas caulinares.

Recentemente as fibras gelatinosas tém sido alvo de estudos por diferentes razdes.
A composicdo quimica de suas paredes (baixo teor ou auséncia de lignina, baixo
pentosano e altos teores de celulose cristalina), facilita a decomposicédo dessas fibras por
enzimas microbianas tornando-as apropriadas para uso como matéria prima para a
producdo de biocombustiveis (Engels & Jung 1998), além de fornecer matéria-prima para
sacarificacdo (conversdo do amido em acUcar industrial) (Mellorowicz & Gorshkova
2012), podendo levar um melhor rendimento de glicose (Brereton et al. 2011, 2012).
Além disso, estudos que visam a compreender 0os mecanismos celulares e moleculares
responsaveis pela geracao de estresse tensional nessas fibras poderiam potencialmente
conduzir ao desenvolvimento de novos materiais com propriedades similares

(biomiméticos) (Mellerowicz & Gorshkova 2012).

A ampla ocorréncia de fibras gelatinosas em diferentes grupos de plantas
vasculares indica que essa especializagdo do esclerénquima surgiu em um estagio inicial
da evolucéo das plantas terrestres (Mellerowicz & Gorshkova 2012) e sua ocorréncia
possibilitaria a sobrevivéncia das plantas em condi¢fes ambientais adversas (Béchek &
Lyshede 1972; Schreiber et al. 2010). Contudo, a comprovacdo dos provaveis papéis
atribuidos as fibras gelatinosas exige estudos detalhados em niveis inter e

intraespecificos, que comparem a sua distribuicdo e abundancia, bem como, a estrutura e
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a composicdo da parede celular nos diferentes 6rgdos da planta. Estudos com esta
abordagem permitem acessar possiveis variagdes na distribuicdo e caracteristicas
estruturais e histoquimicas das paredes das fibras gelatinosas, e associar tais aspectos com

0s possiveis papéis desempenhados.

Alguns estudos reportam a ocorréncia de fibras gelatinosas em espécies da familia
de Leguminosae em Grgdo subterraneos (Fisher 2008; Schreiber et al. 2010; Silva 2011;
Yule 2012), caules em crescimentos primérios e secundarios (Marcati et al. 2001; Piva et
al. 2019) e folhas (Paviani 1974; Barros et al. 2014; Guerra e Scremin-Dias 2018; Seixas
et al. 2019; Piva et al. 2019), porém poucos desses estudos trazem de forma detalhada
informacgdes sobre as fibras gelatinosas. Com base nisto, foi selecionado na familia
Leguminosae, 0 género Eriosema (DC.) Desv. para desenvolver um estudo mais
detalhado sobre as fibras gelatinosas uma vez que ja existia um conhecimento prévio

destas fibras em algumas espécies (Piva et al., 2019).

Eriosema € um género atualmente incluido na tribo Phaseoleae, subtribo
Cajaninae, Leguminosae (Schrire 2005; Candido et al. 2014), e possui cerca de 150
espécies com distribuicdo pantropical (Grear 1970). Nas Ameéricas, foram registradas 40
espécies (Lewis et al. 2005), das quais 35 ocorrem no Brasil (Fortuna-Perez et al. 2013,
2017, 2018; Candido et al. 2014, 2016, 2018, 2019), habitando ambientes com padrdes
sazonais de inundacdo e fogo, bem como areas perturbadas de solos pobres, entre areas
florestadas e campos abertos (Grear 1970). Esta espécie € comumente encontrada em
areas de cerrado, onde podem apresentar 6rgao subterraneo espessado, uma adaptacdo

xerofitica tipica de ambientes savanicos.

Algumas espécies de Eriosema apresentam propriedades medicinais e séo
utilizadas na medicina popular para tratamento de disfuncéo erétil e/ou impoténcia sexual
(Ojewole 2007), tosse (Kokwaro 2009), doencas de pele (Awouafack et al. 2013a), no
combate a infecgdes microbianas (Awouafack et al. 2008, 2013Db), infertilidade e doencas
ginecologicas como menopausa (Burkill 1985), para diarreia, desintoxicacéo e hidrofobia
(Ma et al. 1998), laxante e anti-inflamatorio (Hirschmann & De Arias 1990; Rodrigues
& Carvalho 2001; Santos et al. 2016).

Considerando a importancia e ampla distribuicdo de Eriosema, avaliamos que este
género de plantas representa um bom modelo para investigar em detalhe as fibras

gelatinosas e verificar possiveis variagcdes na estrutura da parede celular e na abundancia
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dessas células especializadas nos diferentes 6rgdos, da mesma espécie e entre espécies do
género, contribuindo para o entendimento do papel adaptativo dessas células. Neste
estudo investigamos comparativamente as fibras gelatinosas no eixo vegetativo aéreo e
subterraneo de tdxons de Eriosema com o objetivo de i) acessar variacdes na distribuicdo
e organizacdo das fibras gelatinosas, na estrutura anatbmica e na histoquimica da parede
celular, dentro e entre tdxons, buscando associar tais variagdes com possiveis fungdes; ii)
estudar o desenvolvimento das fibras gelatinosas focando nos processos celulares de
sintese e composicdo das camadas parietais visando a compreender as variacdes na

arquitetura das paredes celulares.
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CONSIDERACOES FINAIS

e As condi¢Ges ambientais do Cerrado parecem atuar na diferenciacdo de fibras
gelatinosas no eixo vegetativo de Eriosema, e a alta frequéncia de fibras
gelatinosas nessas plantas pode ser um mecanismo adaptativo associado com
armazenamento temporario de agua, além de suporte mecanico.

e A presenca de lignificacdo da camada-G, caracterizando a ocorréncia de uma
camada-G composta, possibilita novas interpretacdes para o papel fisiologico das
fibras gelatinosas.

e A combinacdo de métodos histoquimico e imunohistoquimico abre novas
perspectivas na compreensdo da arquitetura e composicdo das paredes das fibras
gelatinosas.

e Andlises ultraestruturais das paredes das fibras gelatinosas sob o ponto de vista
ontogenético sao necessarias para compreender 0s processos de sintese, deposicao
e formacéo da camada-G composta.

e Estudos futuros com abordagem experimental podem elucidar os fatores que

atuam na formacdo da camada-G composta nas fibras gelatinosas.
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