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RESUMO

Manihot Mill pertence & Euphorbiaceae Juss. com mais de 100 espécies neotropicais, sendo 65
reportadas para o Cerrado brasileiro. O género apresenta uma taxonomia complexa, ainda pouco
estudada, com taxons diferenciados por caracteres sutis, constituindo assim, complexos de dificil
delimitacdo. Um desses complexos é representado por Manihot pentaphylla, uma espécie que
atualmente circunscreve quatro subespécies: M. pentaphylla subsp. pentaphylla; M. pentaphylla
subsp. tenuifolia; M. pentaphylla subsp. rigidula e M. pentaphylla subsp. graminifolia. Estas
foram descritas anteriormente como espécies distintas e posteriormente inseridas ao nivel de
subespécie, no entanto, estes taxons, além de crescerem em um bioma que tem sua flora pouco
conhecida e que sofre constante devastacdo, apresentam diferencas em caracteres morfoldgicos
conservados e Uteis na delimitacdo de taxons no género, tais como: habito e orientacdo de
crescimento, conformacdo das bracteas e bractéolas e inflorescéncia, o que significa que o
conhecimento dessas espécies se faz necessario. Uma vez que os estudos anatdmicos tém fornecido
informacdes Uteis na delimitagcdo taxondmica de espécies, este estudo teve por objetivo fornecer
dados anatémicos caulinares e foliares do complexo M. pentaphylla para subsidiar a delimitacao
de suas categorias infraespecificas, e apresentar uma abordagem morfolégica, onde os taxons sdo
descritos e relacionados. Para tanto, foram realizadas coletas botéanicas e descrigdes morfoldgicas
dos taxons, anélise anatbmica em microscopio dptico e em microscépio eletrénico de varredura e
testes histoquimicos. Foram obtidos cortes transversais do caule e da folha dos taxons e sec¢édo
longitudinais apenas do caule e do peciolo. Os taxons exibiram significativas diferencas
anatébmicas de valor taxondmico como: contorno e numero de feixes vasculares no peciolo,
contorno e nimero de feixes vasculares da nervura central, tipo de mesofilo, epiderme formada
por células papilosas, distribuicdo e tipo de estdmatos e padrdo de cera epicuticular. A forma da
lamina foliar (se arqueada ou reta) e do bordo (revoluto ou ndo revoluto), presenca de fibras
gelatinosas, presenca/auséncia de estrias cuticulares entre outros também forneceram informacées
valiosas para diferenciar as espécies. Morfologicamente os taxons apresentaram diferencas quanto
ao habito, aspecto de crescimento, tipo de inflorescéncia, forma e integridade das brécteas e
bractéolas entre outros. Por fim, com base nos caracteres morfoldgicos e anatdmicos aqui descritos
e comparados, acreditamos que os taxons estudados possuem diferencas satisfatorias para eleva-

los em nivel de espécie.

Palavras-chave: Anatomia. Complexo especifico. Delimitacdo de t&xons. Euphorbiaceae.

Orgéos vegetativos.
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ABSTRACT

Manihot Mill belongs to Euphorbiaceae Juss. With more than 100 neotropical species, of which
65 were reported for the Brazilian Cerrado. The genus presents a complex taxonomy, still little
studied, with taxa differentiated by subtle characters, constituting, therefore, complexes of difficult
delimitation. One of these complexes is represented by Manihot pentaphylla Pohl, a species that
currently circumscribes four subspecies: M. pentaphylla subsp. pentaphylla; M. pentaphylla
subsp. tenuifolia; M. pentaphylla subsp. rigidula and M. pentaphylla subsp. graminifolia. These
taxa were previously described as distinct species and later inserted at the subspecies level,
however, these taxa, besides growing in a biome that has little known flora and that suffers constant
devastation, present differences in morphological characters preserved and useful in the
delimitation of taxa in the genus, such as: habit and growth orientation, conformation of bracts and
bractolas and inflorescence, which means that knowledge of these species becomes necessary.
Since anatomical studies have provided useful information on the taxonomic delimitation of
species , the objective of this study was to provide anatomical data of the M. pentaphylla complex
to support the delimitation of its infraspecific categories, and present a morphological approach,
where the taxa are described and related. For this, botanical collections and morphological
descriptions of the taxa were carried out, anatomical analysis under optical microscope and
scanning electron microscope and histochemical tests. Transverse sections of the stem and leaf of
the longitudinal taxa and taxa were obtained only from the stem and the petiole. The taxa showed
significant anatomical differences of taxonomic value such as: contour and number of vascular
bundles on the petiole, contour and number of vascular bundles of the central vein, type of
mesophyll, epidermis formed by papillary cells, distribution and type of stomata and epicuticular
wax pattern. The shape of the leaf blade (whether arched or straight) and the edge (revolute or
non-revolute), presence of gelatinous fibers, presence/absence of cuticular streaks among others
also provided valuable information to differentiate species. Morphologically, the taxa showed
differences in habit and appearance, type of inflorescence, shape and integrity of bracts and
bractoles, among others. Finally, based on the morphological and anatomical characters described
and compared here, we believe that the studied taxa have satisfactory differences to raise them at

the species level.

Keywords: Anatomy. Specific Complex. Delimiting taxa. Euphorbiaceae. Vegetative organs.



1. INTRODUCAO GERAL

Euphorbiaceae Juss. € uma das familias mais diversificadas de angiospermas, com 222
géneros e 6100 espécies distribuidas ao redor do mundo (JUDD et al. 2009), sendo representada
no Brasil por 949 espécies inseridas em 64 géneros, ocorrendo em todos os biomas (CORDEIRO
et al. 2015). Compreende quatro subfamilias: Acalyphoideae Asch., Euphorbioideae L.,
Cheilosoideae (Miill. Arg.) K. Wurdack & Petra Hoffm e Crotonoideae Pax (WURDACK et al.
2005) e reune plantas reconhecidas principalmente pelas folhas simples e alternas, latescentes,
com flores unissexuais e frutos capsulares com sementes carunculadas (WEBSTER 1994).

A familia destaca-se pela importancia econdmica, como visto na seringueira (Hevea
brasiliensis Muell. Arg.), na mandioca (Manihot esculenta Crantz) e na mamona (Ricinus
communis L.), em espécies ornamentais como bico-de-papagaio (Euphorbia pulcherrima Willd.
ex Klotz.), coroa-de-cristo (Euphorbia millii Des Moulins) e croton (Codiaeum variegatum L.)
(SETH 2003; SOUZA & LORENZI 2008).

Devido a diversidade e a plasticidade fenotipica de muitos de seus taxons, a familia tem
sido negligenciada em estudos taxonémicos, sendo muito comum suas colecGes estar sem
identificacdo ou erroneamente determinadas em herbarios (LUCENA 2009; SECCO et al. 2012).

Entre as subfamilias de Euphorbiaceae, destaca-se Crotonoideae, que retne 2400 espécies
agrupadas em 67 géneros (WEBSTER 1994), dentre os quais se destacam Croton L. e Manihot
Mill pela dificil e intrigante taxonomia.

Manihot inclui mais de 100 espécies neotropicais, a maioria (ca. 80) presente no Brasil e,
particularmente, no Cerrado para onde sdo reportadas 65 espécies (SILVA et al. 2016b). O género
foi descrito por Miller (1754), mas revisado pormenorizadamente mais de dois séculos depois por
Rogers & Appan (1973) que reconheceram 98 espécies, uma das quais, M. esculenta que € a Unica
cultivada comercialmente para alimentacéo e reconhecida como a mais importante fonte de amido
nas regides tropicais (JOLY & LEITAO FILHO 1979).

Manihot € um género monofilético, possui taxonomia complexa, ainda pouco estudada,
com taxons que hibridizam naturalmente e consequentemente apresenta muita sobreposicdo em
suas morfologias, o que dificulta suas identidades e o torna promissor para estudos botanicos
(ROGERS & APPAN 1973; DUPUTIE et al. 2011; CARMO JUNIOR et al. 2013; SILVA &
SODRE 2014). Apesar disto, o género é facilmente reconhecido pela presenca de latex, folhas
usualmente lobadas, flores monoclamideas, as estaminadas com 10 estames em duas classes de
altura, as pistiladas com ramos estigmaticos ornamentados, além de frutos capsulares, costados ou
ndo e sementes carunculadas (CARMO JUNIOR et al. 2013; SILVA & SODRE 2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Des_Moulins

Dados obtidos a partir da anatomia de 6rgdos vegetativos tém sido utilizados para elucidar
as relagdes taxondmicas em plantas (ALVES et al. 2002; GOMES et al. 2005; RIO et al. 2005;
GOMES et al. 2009; PELEGRIN et al. 2009; HEFLER & LONGHI-WAGNER 2010;
FRANCINO et al. 2015). Entretanto, em Euphorbiaceae, a anatomia como subsidio a taxonomia
tem sido pouco explorada (SECCO 2012), mesmo assim tem se mostrado Gtil na delimitacdo de
taxons como revela os trabalhos de Lucena & Sales (2006), Sa-Haiad et al. (2009) e Cunha Neto
et al. (2014).

Se estudos anatébmicos em Euphorbiaceae sdo escassos, este agrave é maior ainda em
Manihot, onde poucos trabalhos considerando tal estudo foram realizados para espécies cultivadas
(NASSAR et al. 2008; GRACIANO-RIBEIRO et al. 2009; NASSAR et al. 2010a), e para espécies
nativas (VANNUCCI 1982; MENDONGCA 1992; CUNHA NETO et al. 2014; GRACIANO-
RIBEIRO et al. 2016; SILVA et al. 2016a, 2010b). Entretanto, estes estudos tém revelado que a
anatomia é importante na caracterizacdo e delimitacdo de espécies no género.

Em Manihot, conforme acima exposto, ha espécies de dificil delimitacdo, com
infracategorias (variedades e subespécies) que ora sdo diferenciadas por caracteres sutis, ora
mostram-se mais diferentes entre si do que determinadas espécies do género, constituindo assim,
complexos interessantes de serem elucidados.

Um desses complexos é representado por Manihot pentaphylla Pohl, uma espécie que
atualmente circunscreve quatro subespécies (M. pentaphylla subsp. graminifolia (Chodat &
Hassl.) Rogers & Appan; M. pentaphylla subsp. pentaphylla Pohl; M. pentaphylla subsp. rigidula
(Mull. Arg.) Rogers & Appan e M. pentaphylla subsp. tenuifolia (Pohl) Rogers & Appan),
diferenciadas pelo habito, largura dos lobos foliares, comprimento do peciolo e inflorescéncia
entre outros. Estas subespécies foram anteriormente descritas como espécies distintas (POHL
1827; MULLER 1874; CHODAT & HASSLER 1905) e com distribuicdo principal no Brasil
(Regido Centro-Oeste) com excecdo de M. pentaphylla subsp. graminifolia, que parece restrita ao
Paraguai.

Diante desta analise, o complexo M. pentaphylla é aqui contemplado para estudos
anatdmicos, uma vez que, estes Ultimos tém se mostrado Uteis na delimitacdo de espécies no género
propiciando uma classificagdo taxonémica mais segura. Segue-se também uma abordagem

morfoldgica, onde os taxons sdo descritos e relacionados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estudos anatdmicos em Manihot

2.1.1. Caule

Um dos primeiros estudos anatdbmicos para Manihot foi realizado por Vannucci (1982), o
qual analisou a anatomia dos Orgdos vegetativos de duas espécies nativas, sendo Manihot
caerulescens Pohl, espécie de cerrado, e Manihot pilosa Pohl, uma espécie de mata. Ambas
apresentaram contorno circular, epiderme unisseriada, periderme, parénquima cortical externo,
colénquima angular, parénquima cortical interno (quatro camadas de células), sendo a Gltima
camada diferenciada em bainha amilifera, esclerénquima formando um anel em volta do floema e
xilema interno ao floema e externo a medula. M. caerulescens apresentou cuticula espessa,
depress@es na epiderme e células com contetdo tanoide e cristais em maior quantidade no cortex,
ja M. pilosa, apresentou cuticula delgada, tricomas tectores unicelulares e auséncia de depressdes
na epiderme.

Nassar et al. (2008) analisaram o efeito da poliploidia na anatomia caulinar de M. esculenta
e o seu significado para a tolerancia a seca. Foram obtidos cortes transversais da regiao mediana
do entrend de plantas diploides e tetraploides. Ambos apresentaram caule circular, epiderme
interrompida pela periderme com presenca de lenticelas, parénquima cortical externo com drusas,
cristais prismaticos e laticiferos, colénquima angular (cinco camadas), parénquima cortical interno
com cristais e amido formando a bainha amilifera, externamente ao floema ocorréncia de fibras
periciclicas formando um anel. Constataram no tipo tetraploide caracteristicas que sugerem ser
este mais resistente a seca como: maior quantidade de cristais no parénquima cortical, fibras do
periciclo com paredes mais espessas e xilema secundario mais desenvolvido.

Graciano-Ribeiro et al. (2009) realizaram estudo comparativo da anatomia caulinar de
hibridos diploides e tetraploides entre M. esculenta e Manihot oligantha Pax & K. Hoffm. Os
autores constataram a mesma estrutura anatdmica observadas por Vannucci (1982) e Nassar et al.
(2008), no entanto, para os hibridos foram descritos feixes vasculares bicolaterais, estrutura que
segundo os autores esta intimamente associada a resisténcia a seca e que para o0 género, este € o
primeiro relato de floema interno.

Os laticiferos, na maioria das vezes, estdo associados ao floema, podendo ser encontrados
em outros tecidos vegetais. Nassar et al. (2010a), observaram laticiferos articulados apenas no
floema dos hibridos entre M. esculenta e M. oligantha, bem como em M. glaziovii Miill. Arg.

(Nassar et al. 2010b); j& Vannucci (1982), citou laticiferos no parénquima cortical externo e
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interno, floema e na medula de M. caerulescens e apenas no parénquima cortical interno, floema
e na medula de M. pilosa.

Nassar et al. (2010b), estudaram a anatomia caulinar de M. glaziovii e observaram que esta
espécie apresenta formato circular em vista frontal, epiderme unisseriada, abundantes cristais no
parénquima cortical (parénquima cortical externo, colénquima e parénquima cortical interno),
bainha amilifera, fibras gelatinosas com parede celular espessada e tilos nos elementos de vaso.

Nos estudos realizados por Nassar et al. (2008; 2010a, 2010b) e Graciano-Ribeiro & Nassar
(2012) com hibridos entre M. esculenta e espécies selvagens, percebe-se que fibras do periciclo
com parede mais espessa e tecido vascular com maior didmetro esta intimamente relacionado a
resisténcia a seca.

Franca et al. (2010) e Nassar et al. (2010b), observaram fibras gelatinosas no caule de M.
glaziovii e leve grau de lignificacdo na medula. Fibras libriformes formando um anel externamente
ao floema e interrompidas por células com conteldo tanoide foram observadas em M.
caerulescens; em M. pilosa, contetdo tanoide ndo foi constatado neste tecido (Vannucci 1982).
Ainda em M. caerulescens, o parénquima medular apresentou células com paredes lignificadas e
ndo lignificadas, e apenas parénquima medular com paredes néo lignificadas em M. pilosa.

A estrutura basica da anatomia interna do caule é semelhante entre as espécies do género,
podendo ocorrer pequenas variagdes quanto a espessura da cuticula, presenca de depressdes na
epiderme, tricomas, distribuicdo de idioblatos secretores e desenvolvimento do esclerénquima.
Percebe-se que estas caracteristicas, embora sutis, estdo intimamente relacionadas a adaptacdo da
planta ao ambiente em que vive.

Silva et al. (2016a), descreveram pela primeira vez a anatomia de Manihot pachycaulis M.
J. Silva; em seus estudos, notaram que o caule, na porcdo distal era mais estreito, e na porcao basal,
mais largo. Anatomicamente, ambas regides apresentaram contorno circular, epiderme
uniestratificada cobertas por cuticula espessa e compostos fendlicos em seu interior, cortex
composto por colénquima subepidérmico e parénquima interno, feixe vascular colateral e
laticiferos no floema. A regido distal apresentou periciclo formado por fibras gelatinosas e medula
com parénguima isodiamétrico, ja a regido basal, apresentou uma medula formada por parénquima
aquifero.

Na Tabela 1 estéo listados os caracteres anatdmicos do caule que s&o comuns e diagndsticas

entre os taxons de Manihot aqui citados.
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2.1.2. Lamina foliar

Vannucci (1982) observou estruturas anatdmicas semelhantes na lamina foliar de M.
caerulescens e M. pilosa como: nervura central com contorno biconvexo, epiderme unisseriada,
anfiestomatica, estdbmatos paraciticos, epiderme abaxial papilosa, mesofilo dorsiventral, feixes
vasculares colaterais, nervura cnetral com dois feixes vasculares (um maior principal e outro
menor acessorio), colénquima angular em ambas as faces e idioblastos secretores e cristaliferos;
laticiferos também foram observados no mesofilo e no floema da nervura central. M. caerulescens,
ndo apresentou tricomas e a epiderme exibiu cuticula espessa, enquanto que M. pilosa revelou
tricomas em ambas as faces e cuticula delgada. Fibras esclerenquimaticas mais espessadas foram
observadas na regido do floema de M. caerulescens.

Ueno e Agarie (1997) analisaram a estrutura anatébmica da folha de M. esculenta e
descreveram as mesmas estruturas basicas relatadas para as espécies estudadas por Vannucci
(1982), sendo: epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral e epiderme abaxial papilhosa.
Cerqueira (1992) analisou quatro cultivares de mandioca (M. esculenta) e observou que estes eram
anfiestomaticos e que a densidade de estbmatos na epiderme adaxial era menor que na epiderme
abaxial e localizavam-se proximos a nervura central adaxial.

Estrutura “girder” (extensdo de células da bainha em dire¢do a epiderme) na lamina foliar
de M. glaziovii foi citada por Franga et al. (2010) como sendo um carater de valor taxonémico.
Ainda neste trabalho, descreve a presenca de estdmatos localizados em depressdes formadas pelas
papilas na face abaxial, mesofilo dorsiventral com parénquima pali¢adico formado por uma Unica
camada celular e parénquima lacunoso com 4-5 camadas e idioblastos contendo drusas de oxalato
de célcio localizados principalmente na regido da nervura central. Drusas compostas por oxalato
de calcio também foram relatadas nas espécies estudadas por Vannucci (1982).

Buscando avaliar caracteristicas importantes para adaptacdo em diferentes condicGes
ambientais, Ribeiro et al. (2012) estudaram a anatomia foliar de treze gendtipos de M. esculenta.
Em seus estudos, os genotipos apresentaram epiderme abaxial formada por papilas, sendo os
estdbmatos localizados em depressdes, assim como as espécies descritas por Vannucci (1982) e
Franca et al. (2010).

Cunha Neto et al. (2014), realizaram estudos anatdmicos para Manihot, visando subsidiar
a taxonomia do complexo Manihot violacea Pohl. Todos os tdxons apresentaram epiderme
uniestratificada, folha anfiestomatica (exceto Manihot violacea ssp. Jacobinensis (Miill. Arg.)
Allen, Manihot violacea var. divergens (Pohl) Mu’ll. Arg) e M. violacea), estdmatos do tipo
paracitico, mesofilo isobilateral (dorsiventral em M. violacea, Manihot caerulescens Pohl e

Manihot dichotoma var. dichotoma Ule), cristais do tipo drusa e idioblastos secretores encontrados



na nervura central (exeto idioblastos secretores em M. dichotoma var. dichotoma), laticiferos no
mesofilo e na nervura central, cértex formado por parénquima, colénquima (4-5 camadas), feixe
vascular colateral formado por um arco maior e pequenos feixes acessorios.

Na descricao realizada por Cunha Neto et al. (2014), M. violacea ssp. Jacobinensis, M.
violacea e M. caerulescens distinguem-se anatomicamente das demais espécies estudadas,
apresentando epiderme abaxial formada por papilas (as demais espécies apresentaram epiderme
com formato retangular ou redondo); ainda M. violacea ssp. Jacobinensis possui parénquima
lacunoso com maior espaco intercelular (assim como M. violacea), células epidérmicas contendo
drusas e células esclerenquiméticas formando uma bainha em volta do floema. Em Manihot
violacea var. cecropiifolia (Pohl) Mull. Arg, M. violacea var. divergens e M. caerulescens a
nervura central apresentou contorno bicovexo e nas demais nervura proeminente na regiao abaxial
(Cunha Neto et al. 2014).

Nota-se caracteres peculiares que distinguem as espécies do género, como o tipo de
mesofilo e o contorno da nervura central observasdos por Vannucci (1982) e Cunha Neto et al.
(2014). Esta caracteristica pode ser um fator importante na determinacdo de espécies dentro do
género, assim como epiderme formada por papilas, presenca de tricomas, estbmatos em ambas as
faces e estrutura “girder”.

A anatomia da lamina foliar de Manihot allemii M. J. Silva foi descrita por Silva et al.
(2016b). Esta espécie exibiu epiderme unisseriada com células epidérmicas comuns da face
adaxial com formato retangular cobertas por cuticula espessa, estdmatos em ambas as faces, sendo
mais frequentes na face abaxial abaixo do nivel das células papilosas, mesofilo isobilateral; o
parénquima do mesofilo interrompido na nervura central por colénquima lacunar em ambas as
faces; ala foliar com feixes vasculares colaterais rodeados por bainha parenquimatica e feixe
vascular bicolateral na nervura central.

Na Tabela 2 estdo listados os caracteres anatbmicos da lamina foliar que sdo comuns e

diagnosticas entre os tdxons de Manihot aqui citados.

2.1.3. Peciolo

Nos estudos realizados por Vannucci (1982), o peciolo de M. caerulescens e M. pilosa em
secdo transversal apresentou a seguinte organizacao: contorno circular, epiderme unisseriada,
parénquima cortical externo com mais ou menos quatro camadas, colénquima angular, parénquima
cortical interno com grdos de amido na camada mais interna, esclerénquima formando um anel na
periferia do floema e feixe vascular colateral em nimero de cinco a sete. Em M. caerulescens, o

parénquima medular apresentou células com paredes lignificadas e ndo lignificadas, e apenas



parénquima medular com paredes nao lignificadas em M. pilosa. Os laticiferos foram observados
em trés locais: no parénquima cortical externo proximo ao colénquima, na regido floemética e na
regido perimedular. Na espécie de cerrado (M. caerulescens), a epiderme apresentou cuticula
espessa, e na espécie de mata (M. pilosa), cuticula delgada, esclerénquima pouco diferenciado e
tricomas (Vannucci 1982).

Células esclerenquiméticas formando um anel continuo na periferia do floema, como
observado nas especies estudadas por Vannucci (1982) e Cunha Neto et al. (2014) é uma
caracteristica muito comum e vantajosa para plantas que crescem em solo com pouca retencao de
agua, protegendo os feixes e evitando a perda de agua (Boeger & Wisniewski 2003).

Os taxons estudos por Cunha Neto et al. (2014) exibiram em comum contorno circular
(achatado em M. violacea ssp. Jacobinensis), epiderme unisseriada revestida por cuticula espessa,
cortex composto por colénguima subepidérmico e parénquima interno (parénquima subepidérmico
e colénquima interno em M. violacea var. cecropiifolia) e feixe vascular colateral.

Dois tipos de idioblastos foram encontrados nas espécies estudadas por Cunha Neto et al.
(2014): idioblastos secretores com conteudo denso corado com safranina e idioblastos cristaliferos
com drusas, bem como nas espécies estudadas por Vannucci (1982).

Nos estudos reslizados por Cunha Neto et al. (2014) os idioblastos foram observados em
células epidérmicas (apenas drusas), regido cortical, proximo aos feixes vasculares e na medula.
O padréo de distribuicdo de idioblastos secretores nos estudos de Cunha Neto et al. contribuiu para
a distincdo de espécies dentro do género, além disso, nos estudos de Vannucci (1982) a espécie de
cerrado apresentou maior quantidade de idioblasto tanifero e cristalifero do que a espécie de mata.
Sabe-se que taninos em tecidos vegetais estdo intimamente relacionados com a interacdo entre
plantas e animais, além de manter a integridade dos tecidos de plantas sob estresse hidrico.

Um carater importante de valor taxonémico identificado por Cunha Neto et al. (2014) foi
a variacdo no numero de feixes vasculares entre as espécies estudadas, sendo M. violacea ssp.
jacobinensis com cinco e dez feixes vasculares, M. violacea var. cecropiifolia com dez, M.
violacea com sete e M. violacea var. divergens com seis feixes.

Em Euphorbiaceae, a presenca de laticiferos &€ um carater comumente observado (Rudall
1987). Laticiferos ndo articulados foram identificados em espécies descritas por Cunha Neto et al.
(2014).

Nas descricdes realizadas por Graciano-Ribeiro et al. (2016) Manihot fortalezensis Nassar,
Ribeiro, Bomfim & Gomes, Manihot pohlii Wawra e Manihot pseudoglaziovii Pax & K.Hoffm.
exibiram em seccdo transversal formato circular, estelo do tipo sifonostelo ectofloico, epiderme

uniestratificada com parede celular espessa e coberta por cuticula lisa e espessada; cortex formado



por células parenquimaticas subepidérmicas, colénquima angular, parénquima interno e uma
bainha de amido; periciclo formado por fibras gelatinosas; feixes vasculares colaterais que
variaram em numero entre as especies, sendo seis em M. pohlii, sete em M. caerulescens, oito em
M. pseudoglaziovii, dez em M. fortalezensis; o parénquima medular variou entre as especies,
apresentando células com paredes delgadas e células com paredes espessadas e lignificadas. Ainda
em seus estudos, observaram idioblastos secretores e cristaliferos em diferentes regides do peciolo.

No estudo de Silva et al. (2016b) o peciolo de M. allemii em seccao transversal exibiu
contorno circular, epiderme uniestratificada com cuticula espessa, cortex formado por parénquima
subepidérmico, colénquima lacunar e parénquima interno que forma uma bainha em volta do
cilindro vascular, este ultimo exibiu fibras periciclicas formando um anel entre os feixes colaterais
que variaram em numero de cinco a seis.

Na Tabela 3 estdo listados os caracteres anatbmicos do peciolo que sdo comuns e

diagnosticas entre os tdxons de Manihot aqui citados.
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Tabela 1. Caracteres anatdmicos do caule de taxons de Manihot estudados anteriormente

TABELAS

Caréater anatdémico MC MP MG MPA

Contorno Circular Circualar Circular Circular

Epiderme Unisseriada, Unisseriada Unisseriada, Unisseriada

Cuticula Espessa Delgada Né&o citado Espessa

Cortex Parénquima externo, colénquima  Parénquima externo, colénquima  Parénquima externo, colénquima  Colénquima subepidérmico e

Contetldo celular no
cortex

Fribras gelatinosas
Feixe vascular

Laticiferos

Medula

angular e parénquima interno

Conteldo tandide e cristais

Ausente
Colateral

Parénquima cortical externo e
interno, floema e medula

Parénquima medular com paredes
celulares lignificadas e ndo
lignificadas

angular e parénquima interno

Conteldo tandide e cristais

Ausente
Colateral

Parénquima cortical externo,
floema e medula

Parénquima medular com paredes
celulares ndo lignificadas

angular e parénquima interno

Cristais

Presentes

N&o citado

Floema

Parénquima medular com paredes

celulares lignificadas e ndo
lignificadas

parénquima interno

Nao citado

Presente
Colateral

Floema

Parénquima medular e aquifero

Manihot caerulescens Pohl (MC); Manihot pilosa Pohl (MP); Manihot glaziovii Mill. Arg. (MG). Manihot pachycaulis M. J. Silva (MPA).
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Tabela 2. Caracteres anatdmicos da lamina foliar de taxons de Manihot estudados anteriormente

Carater MC MP MVJ MVD MV MDD MVC MA ME MG
anatdémico
Contorno da Biconvexo Biconvexo Proeminente na Biconvexo Proeminente na Proeminente na  Biconvexo N&o citado Néo citado Néo citado
nervura central regido abaxial regido abaxial  regido abaxial
Epiderme Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada com  Unisseriada Néo citado
com cuticula com tricomas e cuticula espessa
espessa cuticula
delgada
Papilas na face Presente Presente Presente Ausente Presente Ausente Ausente Presente Presente Presente
abaxial

Distribuicdo de Anfiestomatica Anfiestoméatica Hipoestomatica Hipoestomatica Hipoestoméatica Anfiestoméatica  Anfiestomatica Anfiestomatica  Anfiestomatica N&o citado
estdbmatos

Mesofilo Dorsiventral Dorsiventral Isobilateral Isobilateral Dorsiventral Dorsiventral Isobilateral Isobilateral Dorsiventral Dorsiventral
Feixe vascular  Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Bicolateral/ Nao citado Né&o citado
colateral

Feixes Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Nao citado Nao citado Nao citado
vasculares
acessorios
Contetdo Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Nao citado Nao citado Cristais
celular secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e

cristais cristais cristais cristais cristais cristais cristais

Manihot caerulescens Pohl (MC); Manihot pilosa Pohl (MP); Manihot violacea ssp. Jacobinensis (MVJ); Manihot violacea var. divergens (Pohl) Mu’ll. Arg (MVD); Manihot violacea (MV);
Manihot dichotoma var. dichotoma Ule (MDD); Manihot violacea var. cecropiifolia (Pohl) Mull. Arg (MVC); Manihot allemii M. J. Silva (MA); Manihot esculenta Crantz (ME) Manihot glaziovii
Mill. Arg. (MG).
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Caréater MC MP MVJ MVC MV MVD MPO MPS MF MA

anatémico

Contorno Circular Circular Achatado Circular Circular Circular Circular Circular Circular Circular

Epiderme Unisseriadae  Unisseriada, Unisseriadae  Unisseriadae  Unisseriadae  Unisseriadae  Unisseriadae  Unisseriadae  Unisseriadae  Unisseriada e
cuticula cuticula cuticula cuticula cuticula cuticula cuticula cuticula cuticula cuticula
espessa delgada e espessa espessa espessa espessa espessa espessa espessa espessa

tricomas

Cortex Parénquima Parénquima Colénquima Parénquima Colénquima Colénquima Parénquima Parénquima Parénquima Parénquima
subepidermico, subepidermico, subepidérmico subepidermico subepidermico subepidermico subepidermico, subepidermico, subepidermico, subepidérmico,
colénquima colénquima e parénquima  ecolénquima e parénquima e parénquima  colénquima colénquima colénquima colénquima
angular e angular e interno interno interno interno angular e angular e angular e lacunar e
parénquima parénquima parénquima parénquima parénquima parénquima
interno interno interno interno interno interno

Feixe vascular Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral

Numero de Cinco a sete Cinco a sete Cinco adez Dez Sete Seis Seis Oito Dez Cinco a seis

feixes vasculares

Conteldo celular Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Idioblastos Nao citado
secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e secretores e
cristais cristais cristais cristais cristais cristais cristais cristais cristais

Manihot caerulescens Pohl (MC); Manihot pilosa Pohl (MP); Manihot violacea ssp. Jacobinensis (MVJ); Manihot violacea var. cecropiifolia (Pohl) Mull. Arg (MVC); Manihot violacea
(MV); Manihot violacea var. divergens (Pohl) Mull. Arg (MVD); Manihot pohlii Wawra (MPO); Manihot pseudoglaziovii Pax & K.Hoffm (MPS); Manihot fortalezensis Nassar, Ribeiro,
Bomfim & Gomes (MF), Manihot allemii M. J. Silva (MA).
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4. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacao serdo apresentados sob a forma de artigos os quais seguem

as normas dos periodicos para onde foram ou serdo enviados a publicacéo:

Artigo 1. Delimitacgéo de tdxons do complexo Manihot pentaphylla (Euphorbiaceae) com base
em anatomia caulinar e foliar. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (Qualis CAPES B2, na

Area da Biodiversidade).

Artigo 2. Delimitacgéo de tdxons do complexo Manihot pentaphylla (Euphorbiaceae) com base
em dados morfoldgicos. Botanical Journal of the Linnean Society (Qualis CAPES A2, na Area

da Biodiversidade).
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ARTIGO 1

Delimitacdo de taxons do complexo Manihot pentaphylla (Euphorbiaceae) com

base em anatomia caulinar e foliar

A SER SUBMETIDO AO PERIODICO

Anais da Academia Brasileira de Ciéncias
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Delimitacdo de taxons do complexo Manihot pentaphylla (Euphorbiaceae) com base em
anatomia caulinar e foliar

ELIFALETE S. AZEVEDO!, MARCOS J. DA SILVA®? e DALVA GRACIANO-
RIBEIRO!?2
!Programa de Pés-graduacdo em Biodiversidade Vegetal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia, Av. Esperanca, s/n, 74690-900 Goiania,
GO, Brasil.
?Departamento de Botanica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Goias,
Campus Samambaia, Av. Esperanga, s/n, 74690-900 Goiania, GO, Brasil.

Resumo — Manihot Mill pertence a Euphorbiaceae Juss., possui mais de 100 espécies neotropicais
e tem no Brasil, particularmente no Cerrado, seu centro de diversidade com 65 espécies. Este
género possui espécies de dificil delimitacdo, que se diferenciam por caracteres sutis, constituindo
complexos especificos como M. pentaphylla que atualmente circunscreve quatro subespécies.
Apesar de pouco estudada, a anatomia de 6rgdos vegetativos tem se mostrado Util na delimitacéo
de taxons em Manihot. Neste trabalho € apresentada a caracteriza¢do da anatomia caulinar e foliar
dos tadxons do complexo M. pentaphylla, sendo: M. pentaphylla subsp. graminifolia, M.
pentaphylla subsp pentaphylla, M. pentaphylla subsp rigidula e M. pentaphylla subsp tenuifolia,
visando levantar caracteres que melhor subsidiem suas diferengas. Para tanto, sec¢des transversais
da regido mediana do caule e da folha e longitudinais do caule e peciolo foram analisadas
utilizando microscépio éptico. O padrdo de cera epicuticular da epiderme abaxial também foi
analisado por meio de microscopia eletronica de varredura e testes histoquimicos foram feitos em
secgOes transversais da lamina foliar. Os taxons estudados apresentaram significativas diferencas
de valor taxonémico como: contorno e numero de feixes vasculares no peciolo, contorno e numero
de feixes vasculares da nervura central, tipo de mesofilo, presenga/auséncia de epiderme papilosa,
distribuicdo e tipo de estbmatos e padrao de cera epicuticular.

Palavras-chave: Cerrado, caracterizacdo anatdbmica, complexo especifico, implicacbes
taxondmicas, micromorfologia, xeromorficas.

Abstract — Manihot Mill belongs to Euphorbiaceae Juss., has more than 100 Neotropical species
and has in Brazil, particularly in the Cerrado, its diversity center with 65 species. This genus has
species of difficult delimitation, which are distinguished by subtle characters, constituting specific
complexes such as M. pentaphylla that currently circumscribes four subspecies. Although not well
studied, the anatomy of vegetative organs has been shown to be useful in the delineation of taxa
in Manihot. In this work the characterization of the stem and leaf anatomy of the M. pentaphylla
complexes is presented, being: M. pentaphylla subsp graminifolia, M. pentaphylla subsp
pentaphylla, M. pentaphylla subsp rigidula and M. pentaphylla subsp tenuifolia, aiming at raising
characters that best subsidize their differentiation. For this purpose, cross sections of the medial
stem and leaf and longitudinal sections of stem and petiole were analyzed using an optical
microscope. The epicuticular wax pattern of the abaxial epidermis was also analyzed by scanning
electron microscopy and histochemical tests were done on cross sections of the leaf blade. The
studied taxa showed significant differences in taxonomic value such as: contour and number of
vascular bundles in the petiole, contour and number of vascular bundles of the central vein, type
of mesophyll, papillose epidermis, distribution and type of stomata, and epicuticular wax pattern.
Key words: Cerrado, anatomical characterization, specific complex, taxonomic implications,
micromorphology, xeromorphic.
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INTRODUCAO

Manihot Mill pertence a Euphorbiaceae Juss., € um género americano (Carmo Junior et al.
2013; Silva et al. 2016a) e tem no Brasil, particularmente no Cerrado, o seu centro de diversidade
com 65 espécies (Silva et al. 2016b). Neste Bioma, as espécies deste género costumeiramente
apresentam uma morfologia floral conservada e uma grande variedade de hébitos e aspectos de
crescimento e também em sua folhagem (Rogers e Appan 1973; Duputié et al. 2011, Silva e Sodré
2014), motivo pelo qual, torna-se promissor para estudos anatdbmicos e taxonémicos.

Rogers e Appan (1973) estabeleceram para o género 19 sec¢des, dentre elas, Manihot sect.
Graciles Rogers & Appan, um taxon que abriga espécies de dificil delimitac&o, que se diferenciam
por caracteres sutis, constituindo complexos especificos. Um desses complexos é Manihot
pentaphyla Pohl que atualmente circunscreve as subespécies: Manihot pentaphylla subsp.
graminifolia (Chodat e Hassl.) Rogers e Appan, Manihot. pentaphylla subsp. pentaphylla Pohl,
Manihot pentaphylla subsp. rigidula (Mull. Arg.) Rogers e Appan e Manihot pentaphylla subsp.
tenuifolia (Pohl) Rogers & Appan, as quais foram descritas anteriormente como espécies distintas
(Pohl 1827, Miiller 1874, Chodat e Hassler 1905), sendo que nos estudos realizados por Rogers e
Apan (1973) estas espécies estdo agrupadas em infracategorias. No entanto, estes taxons em seu
habitat natural se diferenciam pelo habito e aspecto de crescimento, comprimento e largura dos
lobos foliares, tipo de inflorescéncia e integridade das bracteas e bractéolas.

A anatomia interna dos 6rgdos vegetativos tem subsidiado a delimitacdo taxonémica de
alguns grupos de plantas (Reis et al. 2005; Gomes et al. 2005; Rio et al. 2005; Oliveira et al. 2008;
Gomes et al. 2009). Em Manihot, os estudos anatdmicos tém se mostrado Uteis na caracteriza¢do
das estruturas internas, como revelam os realizados por Vannucci (1982), Franca et al. (2010),
Nassar et al. (2010), Ribeiro et al. (2012), Cunha Neto et al. (2014), Graciano-Ribeiro et al. (2016)
e Silva et al. (2016a, b), os quais estudaram a anatomia dos Orgdos vegetativos de espécies
selvagens. Para estes autores, o nimero de feixes vasculares no peciolo, distribuicéo de idioblastos
secretores, extensdo de células da bainha em direcdo a epiderme, presenca de células papilosas e
tricomas, distribuigdo dos estbmatos na folha, contorno da nervura central e tipo de mesofilo, séo
caracteres importantes e mostraram-se Uteis na delimitacdo de tadxons. Apesar disto, estudos
anatdmicos no género ainda s@o escassos se considerada sua diversidade (mais de 100 espécies).

Anatomicamente, Manihot apresenta: folhas usualmente anfiestomatica, mesofilo
dorsiventral, as vezes isobilateral, epiderme uniestratificada coberta por cuticula espessa, epiderme
da face abaxial formada por papilas, podendo em alguns casos ndo ocorrer, nervura central com

feixe vascular colateral ou bicolateral, peciolo circular com cdrtex formado por parénquima
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subepidérmico, colénquima angular ou lacunar e parénquima interno, periciclo com fibras
gelatinosas, ainda no peciolo, sistema vascular disposto em um circulo interrompido por feixes
vasculares, 0s quais variam em namero entre as espécies.

Levando-se em consideracdo a importancia dos estudos anatébmicos na resolucdo de
problemas taxondmicos, o presente trabalho teve por objetivo descrever e comparar a anatomia
caulinar e foliar dos tdxons do complexo M. pentaphylla e selecionar caracteres de valor
taxonémico. Aléem disso, realizou-se analise do padrdo morfolégico das ceras epicuticulares

foliares, por meio da microscopia eletrénica de varredura e testes histoquimicos da lamina foliar.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, os taxons foram coletados no estado de Goias entre 0s meses de mar¢o de
2015 a maio de 2016 (com excecdo de M. pentaphylla subsp graminifolia, a qual foi analisada por
meio de material herborizado); sendo M. pentaphylla subsp. pentaphylla coletada no municipio de
Pirendpolis (Go), M. pentaphylla subsp. rigidula em Caiapdnia (Go) e M. pentaphylla subsp.
tenuifolia em Mossamedes (Go).

Material examinado: M. pentaphylla subsp. graminifolia. Paraguai. Distrito de Pedro
Juan Caballero, 08 marco 2002 (fl., fr.), A. Schinini, M. Domatteis, R. Duré & M. Quintana 36083
(PY; CTES). M. pentaphylla subsp. pentaphylla. Brasil. Goias: Serra dos Pireneus, 17 dezembro
2015 (fl., fr.), E. S. Azevedo & R. C. Teixeira 27 (UFG). M. pentaphylla subsp. rigidula. Brasil.
Goias: Caiaponia, 6 dezembro 2015 (fl., fr.), E. S. Azevedo et al. 16 (UFG). M. pentaphylla subsp.
tenuifolia. Brasil. Goiés: Parque Estadual da Serra Dourada (PESD) 31 outubro 2015, (fl., fr.), E.
S. Azevedo & T. H. S. Sampaio 14 (UFG). PY, CTES, UFG (acronimos segundo Thiers 2016).

Folhas completamente expandidas de cinco individuos da mesma populacdo de cada
subespécie foram analisadas. Folhas do terceiro e quarto né do apice para base e o entrend da
mesma regido foram fixados em FAA 70% (formaldeido 37-40%, acido acético glacial, alcool
etilico 70%; 1:1:18) por 24h e armazenados em etanol 70% (Johansen 1940). As amostras de
materiais de herbario foram reidratadas em série etilica e armazenadas em etanol 70% até o preparo
das laminas (Voster 1999 com adaptacdes).

Secc0es transversais da regido mediana do lobo central da lamina foliar, do peciolo e do
caule e sec¢des longitudinais apenas do caule e peciolo foram feitas a méo livre e posteriormente
clarificadas com hipoclorito de sédio (10% e 20%) e submetidas ao corante azul de astra aquoso

0,3% e safranina aquosa 0,1% (3:1 v/v) (Johansen 1940). Os cortes foram montados entre lamina
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e laminula utilizando resina sintética (Paiva et al. 2006). Analise anatdmica do caule foi realizada
em todas as subespécies, exeto M. pentaphylla subsp. graminifolia.

Para andlise da epiderme em vista frontal, destacou-se a epiderme adaxial e abaxial por
meio de solucdo de perdxido de hidrogénio e acido acético glacial (1:1) (Franklin 1945) e coradas
com safranina aquosa 1% (Johansen 1940). As laminas foram montadas de acordo com a
metodologia de Paiva et al. (2006). A classificacdo dos estdmatos se basearam em Metcalfe e
Chalk (1979).

O padrdo de cera epicuticular da face abaxial da lamina foliar foi analisado por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Fragmentos da regido mediana do lobo central de
folhas expandidas foram fixados em FAA 70% por 24h e em seguida transferidos para etanol 70%.
As amostras foram desidratados em série etilica crescente, submetidas ao sistema de secagem pelo
ponto critico de CO2 (Autosamdri®, 815 Séries A) (exceto M. pentaphylla subsp. pentaphylla, a
qual foi analisada por meio de material herborizado, seguindo direto para metalizacdo);
posteriormente, montadas em suportes de aluminio (stubs) e metalizadas com ouro no Denton
Vacuum, Desk V. A documentacdo fotografica foi realizada em microscépio eletrbnico de
varredura (Jeol, JSM-6610, equipado com ESD, Thermo Scientific NSS Spectral Imaging) do
Laboratdrio Multiusuério de Microscopia de Alta Resolu¢do — LABMIC/IF/UFG. O padrdo de
cera foi caracterizado com base na classificacdo e terminologia proposta por Barthlott et al. (1998).

Os testes histoquimicos foram realizados em materiais frescos de todas as subespécies,
exeto M. pentaphylla subsp. graminifolia. Os fragmentos da regido mediana do lobo central da
lamina foliar foram seccionados a mao livre e submetidos aos seguintes reagentes: lugol (Langeron
1949) para graos de amido; sudan IV (Sass 1951) para cutina, suberina, latex e outros compostos
lipofilicos; floroglucinol acidificado (Sass 1951) para elementos lignificados; cloreto férrico 10%
(Johansen 1940) para compostos fendlicos. Para verificar a natureza dos cristais na lamina foliar,
utilizou-se acido sulfurico 10% (Howarth e Warne 1959) e &cido acético glacial (Kraus e Arduin,
1997).

As fotomicrografias das sec¢des transversais e dissociacao paradérmica foram obtidas com
auxilio de microscépio 6ptico (Leica DM500) com camera digital acoplada (Leica ICC50), usando
a versdo 1.8.1 do software EZ LAD (Leica Alemanha).

Uma chave dicotdomica com os dados anatomicos foi elaborada utilizando uma matriz de

presenca/auséncia (Tab. 1) com todos os taxons analisados.
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RESULTADOS

O tipo de habito e comprimento das plantas variaram entre as subespécies analisadas. M.
pentaphylla subsp. pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula exibiram habito arbustivo, sendo
M. pentaphylla subsp. pentaphylla com 50-150 cm e M. pentaphylla subsp. rigidula com 40-90
cm; M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp. tenuifolia exibiram héabito
subarbustivo, onde M. pentaphylla subsp. graminifolia apresentou 40-50 cm de altura e M.

pentaphylla subsp. tenuifolia até 40 cm de altura aproximadamente (Fig. 1).

Caracteres anatdbmicos

Caule

Em seccdo transversal, o caule das subespécies estudadas possui contorno circulares (Fig.
2a-C), com epiderme uniestratificada, cortex formado por parénquima fundamental
subepidérmico, colénquima angular e parénquima fundamental interno (Fig. 2d-f) e feixe vascular
colateral (Fig. 2a—c).

A epiderme possui células epidérmicas comuns retangulares a circulares, com paredes
celulares delgadas revestidas externamente por cuticula espessa e lisa (Fig. 2d-f). Estdmatos foram
observados apenas em M. pentaphylla subsp. pentaphylla, estes sdo raros e ocorrem no mesmo
nivel das células epidérmicas comuns (Fig. 2d1).

O parénquima fundamental subepidérmico é composto por duas a trés camadas de células
isodiamétricas, de tamanho variado e parede celular levemente espessada; M. pentaphylla subsp.
pentaphylla apresentou de trés a quatro camadas (Fig. 2d-f). Idioblastos secretores ocorrem nesta
regido, exceto em M. pentaphylla subsp. pentaphylla. Laticiferos se distribuem entre o tecido e
exibem parede celular mais espessa que as demais células. Em sec¢do longitudinal, foi possivel
observar que estes sdo articulados anastomosado (Fig. 29).

O colénguima angular é composto por duas a trés camadas de células que formam um anel
continuo entre o parénquima subepidérmico e o parénquima de preenchimento externo ao
periciclo, M. pentaphylla subsp. pentaphylla exibiu trés a quatro camadas (Fig. 2d-f). Em M.
pentaphylla subsp. pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula o colénquima encontra-se
colapsado.

O parénguima fundamental interno exibe células isodiamétricas, com tamanho variado e
parede celular com espessura menor que as células do parénguima subepidérmico (Fig. 2d—f); M.

pentaphylla subsp. pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula apresentaram duas a trés camadas
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celulares e M. pentaphylla subsp. tenuifolia uma a duas. Idioblastos secretores ocorrem nesta
regido (Fig. 2e—f), exceto em M. pentaphylla subsp. pentaphylla (Fig. 2d). Idioblastos cristaliferos
foram observados apenas em M. pentaphylla subsp. rigidula. As células da camada mais interna,
em contato com as fibras do periciclo, sdo maiores e apresentam grdos de amido, configurando a
bainha amilifera.

O periciclo é composto por duas a trés camadas de fibras com formato pentagonal e que
forma um anel continuo em volta dos feixes vasculares; suas células exibem tamanho variado e
parede celular com diferentes espessuras (Fig. 2d-f). Em M. pentaphylla subsp. rigidula, o
espessamento da parede celular € maior e o lume celular é reduzido; fibras gelatinosas também
ocorrem nesta regido (Fig. 2el).

O floema primario €é de dificil observacao; o floema secundario exibiu elementos de tubo
crivado, células companheiras, parénquima floematico e laticiferos (Fig. 2d—f). Os laticiferos em
seccédo longitudinais sdo articulados anastomosados, semelhantes aos observados no parénquima
subepidérmico.

O cambio vascular estd completamente diferenciado, formando um anel entre o floema e
xilema. A zona cambial apresenta quatro a seis camadas de células retangulares, com paredes finas
e sem espacos intercelulares (Fig. 2d—f). O xilema primario esta organizado em proto e mataxilema
(Fig. 2d-f); o xilema secundério exibiu elementos de vaso, fibras e parénquima xilematico (Fig.
2d-f). M. pentaphylla subsp. tenuifolia exibiu crescimento secundario menos acentuado que as
demais subespécies (Fig. 2c).

A medula é formada por células parenquimaticas, com formato isodiamétrico, de tamanho
variado e pequenos espacos intercelulares (Fig. 2a—c). As células proximas ao xilema sdo menores
e grdos de amido ocorrem nesta regido. ldioblastos secretores ocorrem em M. pentaphylla subsp.
rigidula e M. pentaphylla subsp. tenuifolia. Observa-se dois padrdes celulares na medula de M.
pentaphylla subsp. pentaphylla, onde as células proximas aos elementos de vaso sdo menores e
possuem parede celular delgada e as células do centro sdo maiores e apresentam parede celular
ligeiramente espessada (Fig. 2a).

Peciolo

Em seccdo transversal, o peciolo exibiu contorno concavo-convexo em M. pentaphylla
subsp. graminifolia (Fig. 3a) e circular em M. pentaphylla subsp. pentaphylla, M. pentaphylla
subsp. rigidula e M. pentaphylla subsp. tenuifolia (Fig. 3b—d). A epiderme é uniestratificada,

composta por células epidérmicas comuns retangulares a circulares e revestidas por cuticula
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espessa e lisa; as paredes periclinais sdo levemente convexas e anticlinais retas (Fig. 4a—d); em M.
pentaphylla subsp. graminifolia as paredes celulares periclinais e anticlinais séo espessadas.

O cortex em todas as subespéecies € constituido pelo parénquima fundamental
subepidérmico, colénquima angular e parénquima fundamental interno (Fig. 4a—d). O parénquima
fundamental subepidérmico é formado por duas a trés camadas de células isodiamétricas, com
paredes delgadas e tamanho variado, M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp.
tenuifolia exibiram uma a duas camadas. Nesta regido, laticiferos estdo presentes, bem como,
idioblastos secretores; idioblastos cristaliferos foram observados apenas em M. pentaphylla subsp.
rigidula. Em seccdo longitudinal foi possivel observar que os laticiferos sdo articulados
anastomosados, assim como os observados no caule. O colénquima angular é formado por trés a
quatro camadas celulares, exceto em M. pentaphylla subsp. pentaphylla subsp. tenuifolia que
exibiu duas a trés camadas. O parénquima fundamental interno possui duas a trés camadas de
células isodiamétricas em M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp. tenuifolia e
uma a duas camadas em M. pentaphylla subsp. pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula. Nesta
regido, cristais foram observados em M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp.
rigidula (Fig. 4c1). A bainha parenquimatica exibiu a mesma conformacéo da bainha do caule.

O periciclo é constituido por fibras que formam um anel continuo externamente ao tecido
floematico (Fig. 4a—d); M. pentaphylla subsp. graminifolia exibiu trés a quatro camadas celulares
e duas a trés camadas em M. pentaphylla subsp. pentaphylla, M. pentaphylla subsp. rigidula e M.
pentaphylla subsp. tenuifolia. Em M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp.
rigidula as fibras apresentam parede celular mais espessada e o lume celular reduzido, além de
exibirem fibras gelatinosas (Fig. 4al).

O sistema vascular em inicio de crescimento secundario apresentou quatro a seis feixes
vasculares do tipo colateral em M. pentaphylla subsp. graminifolia (Fig. 3a), seis em M.
pentaphylla subsp. pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula (Fig. 3b, c), e quatro feixes em
M. pentaphylla subsp. tenuifolia (Fig. 3d). O floema primario e secundério no peciolo assemelha-
se ao do caule (Fig. 4e-h); laticiferos articulados anastomosados também ocorrem. O cambio
vascular ndo estd completo e pode-se observar atividade apenas do cdmbio fascicular na formacéo
do floema e xilema secundario por meio de divisbes periclinais, com floema secundéario para a
periferia e xilema secundario para o interior. O xilema primério esta organizado em proto e
metaxilema (Fig. 4e—h).

A medula é formada por células parenquimaticas, com formato isodiamétrico, de parede
delgada, tamanho variado e pequenos espacos intercelulares triangulares (Fig. 3a—d); idioblastos

cristaliferos foram observados apenas em M. pentaphylla subsp. graminifolia.
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Lamina foliar

A ala foliar em seccdo transversal é arqueada (Fig. 5a—c), exceto em M. pentaphylla subsp.
rigidula com contorno plano (Fig. 5d). A margem foliar é revoluta em M. pentaphylla subsp.
pentaphylla, M. pentaphylla subsp. rigidula (Fig. 5b—d) e ndo revoluta em M. pentaphylla subsp.
graminifolia (Fig. 5a).

Em seccéo transversal, a epiderme adaxial é uniestratificada; as células sdo cobertas por
cuticula espessa; o formato € retangular a circular, sendo as paredes periclinais levemente
convexas e as anticlinais retas (Fig. 5e—h); M. pentaphylla subsp. graminifolia possui paredes
periclinais e anticlinais espessadas. Na regido das margens, as células epidérmicas comuns sdo
ligeiramente arredondadas, com paredes periclinais e anticlinais espessadas (Fig. 6a—d); ainda
nesta regido, idioblastos contendo cristais foram observados, estes possuem tamanho menor em
relacdo as demais células epidérmicas e sdo de dificil observacao.

Em seccdo transversal, a face abaxial é formada por uma Unica camada de células
epidérmicas comuns em M. pentaphylla subsp. graminifolia, semelhantes as células da face
adaxial (Fig. 5e); entretanto, em M. pentaphylla subsp. pentaphylla (Fig. 4f), M. pentaphylla
subsp. rigidula (Fig. 4g) e M. pentaphylla subsp. tenuifolia (Fig. 4h), as células epidérmicas se
diferenciam em papilas, estas sdo longas e se assemelham a dedos de luva, com base mais larga e
a extremidade estreita e arredondada. Os estdmatos sdo abundantes e localizam-se no mesmo nivel
das células epidérmicas em M. pentaphylla subsp. graminifolia (Fig. 6al) e em cavidades
delimitadas pelas papilas nas demais subespécies (Fig. 6b1-d1).

O mesofilo é isobilateral em M. pentaphylla subsp. graminifolia (Fig. 5e) e dorsiventral
nas demais subespécies (Fig. 5f-h). O parénquima palicadico em todas as subespécies é compacto,
composto por uma camada de células longas, estreitas e com parede celular delgada. O parénquima
lacunoso é constituido por trés a cinco camadas de células de tamanho e formato irregular, parede
celular delgada e espacos intercelulares de tamanho variado; M. pentaphylla subsp. graminifolia
exibiu trés a cinco camadas. Laticiferos articulados anastomosados foram observados entre as
celulas do mesofilo e nos feixes vasculares de M. pentaphylla subsp. pentaphylla, M. pentaphylla
subsp. rigidula e M. pentaphylla subsp. tenuifolia; estes sdo estreitos e as extremidades de suas
ramificagbes podem chegar a ambas as faces (Fig. 7a—c). Na regido das margens (Fig. 7a-d), o
parénquima palicadico e lacunoso é substituido por uma a duas camadas celulares de colénquima
anelar; M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp. pentaphylla exibiu duas a trés
camadas.

Feixes vasculares colaterais de grande, médio e pequeno calibre estdo distribuidos por toda

a extensdo da lamina foliar. Os feixes de grande calibre apresentam floema e xilema primario
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envolvidos por uma bainha parenquimatica, com extensdo de bainha para ambas as faces e
laticiferos em nimero de um a dois no floema (Fig. 5f—h). Os feixes de médio calibre exibem
elementos do floema e xilema primario e uma bainha parenquimatica com extensdo de bainha
apenas para a face abaxial (Fig. 5e, 6b—d), ja os de pequeno calibre apresentam apenas elementos

do xilema e bainha parenquimatica formada por cinco a sete células (Fig. 5e-h).

Nervura central

A nervura central em seccgdo transversal € levemente convexa na face adaxial e convexa na
face abaxial em M. pentaphylla subsp. graminifolia (Fig. 6e), biconvexo em M. pentaphylla subsp.
pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula (Fig. 6f, g) e reto-convexa em M. pentaphylla subsp.
tenuifolia (Fig. 6h). As células epidérmicas comuns da face adaxial e abaxial sdo ligeiramente
arredondadas e revestidas por uma cuticula espessa (Fig. 8a—d); a cuticula da face abaxial é
ornamentada (Fig. 8b1), exceto em M. pentaphylla subsp. rigidula e M. pentaphylla subsp.
tenuifolia, as quais possuem cuticula lisa (Fig. 8cl).

Abaixo da epiderme, ocorre colénquima angular em ambas as faces (Fig. 6e—g, 8a—c),
exceto em M. pentaphylla subsp. tenuifolia apenas na face abaxial (Fig. 6h, 8d). Apds o
colénquima, na face abaxial, ocorrem trés a quatro camadas de células de parénquima fundamental
em M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp. rigidula, cinco a seis em M.
pentaphylla subsp. pentaphylla e quatro a cinco em M. pentaphylla subsp. tenuifolia, estas
possuem forma isodiamétrica, paredes celulares delgadas e pequenos espacos intercelulares
triangulares (Fig. 8a—d); idioblastos secretores ocorrem nesta regido, bem como, cristais de oxalato
de célcio.

O sistema vascular é colateral, disposto em arco aberto (Fig. 6e-h); M. pentaphylla subsp.
pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula exibiram um feixe vascular principal e um feixe
vascular acessorio localizado proximo a face adaxial, ambos separados por células
parenquimaticas (Fig. 6f, g).

O sistema vascular possui apenas crescimento primario. O floema priméario exibiu
elementos celulares do floema primario e laticiferos que se distribuem por toda sua extenséo (Fig.
8b—h). Os elementos de vaso do metaxilema apresentam parede espessa e lignificada, os do

protoxilema s&o constituidos por elementos reduzidos e comprimidos (Fig. 8e—h).

Epiderme em vista frontal
A face adaxial exibiu células epidérmicas comuns com formato irregular, tamanho variado

e paredes celulares anticlinais delgadas com contorno reto a curvo (Fig. 9a—d), exceto em M.
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pentaphylla subsp. graminifolia onde as paredes anticlinais sdo espessas. Pequenas estruturas
semelhantes a fenda foram observadas no limbo foliar e nas nervuras, estas sao raras e possuem
forma e tamanho variado (Fig. 9e). Na regido das nervuras, as células epidérmicas séo retangulares
a quadradas com paredes celulares anticlinais espessadas (9f-i).

Os estdmatos se encontram no mesmo nivel das células epidérmicas comuns. Estes, em M.
pentaphylla subsp. graminifolia (Fig. 9a, f) e M. pentaphylla subsp. tenuifolia (Fig. 9d, i) se
distribuem por todo o limbo foliar; em M. pentaphylla subsp. pentaphylla (Fig. 9g) e M.
pentaphylla subsp. rigidula (Fig. 9h) estdo sempre proximos a nervura principal. Estdmatos
anomocitico (Fig. 9j, k) foram observados em M. pentaphylla subsp. graminifolia, M. pentaphylla
subsp. rigidula e M. pentaphylla subsp. tenuifolia. Estdmatos paraciticos (Fig. 91) e anisociticos
(Fig. 9m) ocorrem em todas as subespécies. Em M. pentaphylla subsp. graminifolia, as células
subsidiarias dos estdmatos apresentam estrias em suas paredes periclinais (Fig. 9a).

A face abaxial em M. pentaphylla subsp. graminifolia é formada por células epidérmicas
comuns semelhantes as da face adaxial (Fig. 9n, 10a); nas demais subespécies ocorrem células
papilosas que exibem extremidades arredondadas e formam um rosario que delimitam espacos
onde localizam-se o0s estbmatos, 0s quais se distribuem por todo o limbo foliar e se encontram
abaixo do nivel das demais células (Fig. 90, 10b—d). Na regido da nervura central as células ndo
se diferenciam em papilas e exibem forma retangular a quadrada com paredes anticlinais retas e

levemente espessadas, semelhantes as da face abaxial (Fig. 9p).

Analise micromorfolégica do padréo de cera epicuticular

A analise do padréao de cera epicuticular da superficie abaxial da Iamina foliar indicou um
padrdo de cera em forma de crosta em M. pentaphylla subsp. graminifolia (Fig. 10e), a qual se
mostra como um revestimento continuo; em M. pentaphylla subsp. pentaphylla e M. pentaphylla
subsp. rigidula (Fig. 10f, g) exibiu forma de plaquetas membranosas, com orientaces irregulares;
ja em M. pentaphylla subsp. tenuifolia apresenta-se em plaquetas irregulares com extremidades
sinuosas (Fig. 10h).

Testes histoquimicos

As analises revelaram graos de amido nas células do mesofilo e na bainha parenquimatica
dos feixes vasculares de todas as subespécies (Fig. 11a—c); apenas M. pentaphylla subsp. tenuifolia
exibiu grdos de amido nas células do colénquima e do parénquima da nervura central. Compostos
lipofilicos foram detectados na cuticula, nas células epidérmicas e no interior dos laticiferos de

todas as subespécies (Fig. 11d—f); M. pentaphylla subsp. pentaphylla e M. pentaphylla subsp.
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rigidula apresentaram também, compostos lipofilicos no mesofilo, na nervura central e nos feixes
vasculares. Compostos fendlicos foram identificados no interior dos laticiferos e dos idioblastos
secretores presentes no colénquima e parénquima da nervura central (Fig. 12a—c). Lignina foi
detectada apenas na parede celular dos elementos de vaso (Fig. 12d-f). Os testes comprovaram a
natureza dos cristais, todas as subespécies exibiram cristais de oxalato de calcio na nervura central.

A Figura 13 (a—d) traz as secc¢Bes-controle para os testes histoquimicos.

Chave dicotdmica
Com base nos caracteres anatomicos descritos, foi possivel elaborar uma chave dicotémica

para identificacdo das subespécies do complexo M. pentaphylla.

1. Contorno do peciolo concavo-convexo, auséncia de células papilosas na face abaxial e mesofilo
ISODIIALErAl........eeeiece M. pentaphylla subsp. graminifolia.
1’. Contorno do peciolo circular, presenca de células papilosas na face abaxial e mesofilo
(o[0T T AV 01| OSSOSO R PP PRPR 2
2. Peciolo com seis feixes vasculares e nervura central DICONVEXO...........cccvvvereienineninnne 3

3. Auséncia de estbmatos anomociticos, presenca de um feixe acessorio na nervura

central e ala foliar arqueada...........cccceoveverenencne i M. pentaphylla subsp. pentaphylla.

3’. Presenga de estdbmatos anomociticos, auséncia de um feixe acessorio na nervura
central e alafoliar plana............ccocooiiiiiiiice, M. pentaphylla subsp. rigidula.

2’. Peciolo com 4 feixes vasculares e nervura central reta-convexo... M. pentaphylla subsp.
tenuifolia.

DISCUSSAO
Abordagem taxonémica

Anatomicamente, 0s taxons aqui estudados apresentaram em comum epiderme
uniestratificada, fibras periciclicas, feixe vascular colateral, folha anfiestomatica e nervura central
com feixe vascular em forma de arco aberto.

Ainda em nossos estudos, foi possivel identificar caracteres anatdmicos de valor
taxondmico e relevantes na diferenciacdo dos taxons estudados como: contorno e numero de feixes
vasculares no peciolo, contorno e nimero de feixes vasculares na nervura central, tipo de mesofilo,
presenca de células papilosas na face abaxial, distribuicéo e tipo de estdmatos e padrdo de cera
epicuticular. A forma da lamina foliar (se arqueada ou reta) e do bordo (revoluto ou nao revoluto),

distribuicdo de tecido colenquimatico na nervura central (presente ou ausente na face adaxial),
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conformacdo da cuticula (se lisa ou ornamentada), presenca de fibras gelatinosas e presenca ou
auséncia de estrias cuticulares, somadas com os demais caracteres diagndsticos levantados,
também forneceram informacdes valiosas para diferencia-las.

Em todas os taxons analisados, a estrutura anatdmica exibida pelo caule assemelha-se a do
peciolo. Os tecidos celulares e seus arranjos no peciolo das dicotiledéneas sdo normalmente 0s
mesmos encontrados no caule (Esal 1974). Nossos resultados confirmam esta informacéo, uma
vez que, o caule e o peciolo em seccdo transversal exibiram contorno circular, exceto em M.
pentaphylla subsp. graminifolia; epiderme uniestratificada revestida por cuticula espessa; cortex
composto por parénquima fundamental subepidérmico, colénquima angular e parénquima
fundamental interno; fibras periciclicas e feixe vascular colateral. Esta organizacdo também se
repete entre as espécies do género, como observada em Manihot pilosa Pohl e Manihot
caerulescens Pohl (Vannucci 1982), Manihot pseudoglaziovii Pax e K. Hoffm., Manihot glaziovii
Muller Arg., Manihot esculenta Crantz, Manihot pohlii Wawra (Graciano-Ribeiro et al. 2016) e
Manihot alemii M. J. Silva (Silva et al. 2016b), bem como naquelas estudadas por Nassar et al.
(2008), Graciano-Ribeiro et al. (2009) e Nassar et al. (2010).

A cuticula espessa observada no caule, peciolo e na Idmina foliar foi relatada anteriormente
em outros taxons do género por Vannucci (1982), Silva et al. (2016a) e Silva et al. (2016 b).
Epiderme revestida por cutcula delgada também pode ocorrer entre as espécies do género como
observado por Vannucci (1982) em Manihot pilosa Pohl, espécie ocorrente em vegetacéo tipica
de mata.

Fibras gelatinosas aqui observadas no caule e peciolo também foram observadas no caule
de Manihot pachycaulis M. J. Silva (Silva et al. 2016a) e M. glaziovii (Nassar et al. 2010). Em
nossos estudos, este carater possiu valor diagndstico.

O maior espessamento das fibras periciclicas aqui observado, atua como fator diagnostico.
Dado que, considerou-se 0s mesmos critérios metodoldgicos entre os taxons estudados (folhas
completamente expandidas e entren6 da mesma regido) e as mesmas ocorrem em ambientes
similares (seco e com baixa disponibilidade hidrica).

Em M. pentaphylla subsp. tenuifolia, o crescimento secundario no caule é menos acentuado
gue nas demais subespécies com elementos de vasos e fibras xilematicas reduzidas. Uma das
funces das fibras € de sustentacdo dos 6rgdos dos vegetais (Menezes et al. 2006) e neste caso, 0
habito subarbustivo e prostrado de M. pentaphylla subsp. tenuifolia pode estar associado a menor
guantidade de fibras formadas durante o crescimento secundario. Rogers e Appan (1973)

atribuiram o habito subarbustivo as espécies de Manihot que possuem nenhuma ou pouca atividade
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cambial, caracter observado nessa subespéice. O crescimento secundario menos acentuado € aqui
considerado diagnostico entre os taxons estudados.

A variacdo no numero de feixes vasculares no peciolo é tida como um importante fator na
diferenciacdo das espécies de Manihot estudadas por Cunha Neto et al. (2014), os quais variaram
entre cinco a dez, enquanto Graciano-Ribeiro et al. (2016) constataram uma variagéo entre seis a
dez. A importéncia taxondmica da conformacdo do sistema vascular no peciolo, também foi
demostrada nos estudos de Dehgan (1982) com taxons de Jatropha L. (Euphorbiaceae). Para este
autor, a variacdo do numero de feixes vasculares entre 0s grupos taxonémicos estudados esta
relacionada aos avancos evolutivos, onde as folhas apresentavam uma reducdo no nimero de
feixes a0 mesmo tempo em que diminuia o tamanho da folha; e que esta redugdo de feixes esta
associada a adaptacédo aos climas seco e quente (Dehgan 1982). Desse modo, a varia¢do no numero
de feixes vasculares no peciolo € aqui interpretada como diagnaostico.

Outra caracteristica diagndstica é a presenca de dois tipos celulares na medula do caule de
M. pentaphylla subsp. pentaphylla. Em Euphorbiaceae, a ocorréncia de dois tipos de células foi
relatada na medula da nervura e do peciolo de Brasiliocroton mamoninha P. Berry e 1. Cordeiro
(Sa-Haiad et al. 2009), no caule de individuos diploide e tetraploide do cultivar M. esculenta
(Nassar et al. 2008) e em M. glaziovii (Franca et al. 2010; Nassar et al. 2010) e no peciolo de M.
esculenta e M. fortalezensis Nassar, Ribeiro, D. G., Bomfim & P.T.C. Gomes (Graciano-Ribeiro
et al. 2016). Acreditamos que este carater esta associado ao espessamento das paredes celulares
observado na medula do caule de M. pentaphylla subsp. pentaphylla, sendo as do centro mais
espessas que as paredes das células da periferia.

Laticiferos articulados anastomosados aqui observados formam um complexo sistema de
secrecdo que se repetem em taxons de Euphorbiaceae (Castro e Demarco 2008). Estes ja foram
relatados em Manihot formando uma rede complexa no cértex, floema e na medula do caule,
seguindo o curso dos feixes nas folhas e se ramificando por todo o mesofilo (Rudall 1987). Em
nossos estudos, estes foram observados apenas no cortex e floema do caule e peciolo e no mesofilo
da lamina foliar. Laticiferos ndo articulados também ocorreram no género como observados por
Rudall (1987) e Cunha Neto et al. (2014). Acreditamos que, tanto o tipo de laticifero, quanto sua
distribuicdo nos tecidos da planta podem contribuir na diferenciacdo de espécies do género.

A nervura central em vista frontal exibiu contorno levemente convexo-convexo em M.
pentaphylla subsp. graminifolia, biconvexo em M. pentaphylla subsp. pentaphylla e M.
pentaphylla subsp. rigidula e reto-convexo em M. pentaphylla subsp. tenuifolia. Cunha Neto et al.
(2014) estudando a anatomia do complexo Manihot violacea Pohl, também notaram diferengas no

contorno da nervura central, em algumas espécies era biconvexo e em outras levemente-convexo.
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Este carater € aqui utilizado como diagndstico entre as subespécies estudadas, haja vista que, tem
sido utilizado com sucesso para delimitar espécies em familias como Euphorbiaceae (Cunha Neto
et al. 2014), Myrtaceae (Gomes et al. 2009) e Leguminosae (Francino et al. 2015).

A epiderme abaxial do lobo foliar formada por papilas observada em M. pentaphylla subsp.
pentaphylla, M. pentaphylla subsp. rigidula e M. pentaphylla subsp. tenuifolia foram citadas para
espécies do género como aquelas estudadas por Silva et al. (2016b) e Vannucci (1982); entretanto,
este carater pode nao estar presente como observado em M. violacea var. cecropiifolia (Pohl) Mull.
Arg e M. violacea var. divergens (Pohl) Mull. Arg (Cunha Neto et al. 2014).

Todas as subespécies exibiram estdmatos em ambas as faces; folha anfiestomatica é
caracteristica comum em plantas que vivem em areas com alta incidéncia luminosa (Mott et al.
1982); em Manihot, folhas anfiestomaticas foram relatadas por Vannucci (1982), Cerqueira (1992)
e Cunha Neto et al. (2014). M. pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp. tenuifolia
exibiram estdmatos em todo o limbo foliar, diferente de M. pentaphylla subsp. rigidula e M.
pentaphylla subsp. pentaphylla, os quais se encontram apenas proximos a nervura central.
Estdbmatos préximos a nervura central também foram observados em M. esculenta (Cerqueira
1992). A distribuicdo dos estbmatos é aqui utilizada como um carater diagnéstico, de modo que
este fator tem contribuido para a delimitagdo de tdxons como observado nos estudos com
Tillandsia L. realizados por Scatena e Segecin (2005).

Os tipos de estbmatos, quanto as células subsidiarias na face adaxial, foi aqui um carater
diagnostico. Este tem sido um fator importante na caracterizacao e delimitacdo de tdxons entre as
angiospermas (Metcalfe e Chalk 1950). Estématos do tipo paracitico e anisociticos ocorreram em
todas as subespécies; os paraciticos sdo 0s mais comuns em Euphorbiaceae (Raju e Rao 1977), e
no género, foram relatados por Vannucci (1982) e Cunha Neto et al. (2014). Estdbmatos
anomocitico observados em M. pentaphylla subsp. graminifolia, M. pentaphylla subsp. rigidula e
M. pentaphylla subsp. tenuifolia sdo raros; na literatura ndo foram encontrados registros deste em
Manihot.

O tipo de mesofilo é aqui interpretado como diagndstico. Mesofilo dorsiventral observado
em M. pentaphylla subsp. pentaphylla, M. pentaphylla subsp. rigidula e M. pentaphylla subsp.
tenuifolia € comum em Euphorbiaceae (Senna 1984; Rogas et al. 1997; Mendonga et al. 2008; Sa-
Haiad et al. 2009; Brito et al. 2011); em Manihot foi observado nas espécies estudadas por
Vannucci (1982). Mesofilo isobilateral caracteristico de M. pentaphylla subsp. graminifolia,
também ocorre entre as espécies do género, como observado por Cunha Neto et al. (2014).

A variacdo no nimero de feixes vasculares na nervura central observada nas subespécies

estudadas também foi relatada por Vannucci (1982), o qual identificou dois feixes na nervura
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central; Cunha Neto et al. (2014) e Silva et al. (2016b) constataram um Gnico feixe vascular do
tipo bicolateral. Uma vez que, o nimero de feixes vasculares na nervura central pode variar entre
as espécies do género, este carater € aqui interpretado como diagnaostico.

O padréo de cera epicuticular se mostrou diferente entre as subespécies, sendo em forma
de crosta em M. pentaphylla subsp. graminifolia, plaquetas membranosas em M. pentaphylla
subsp. pentaphylla e M. pentaphylla subsp. rigidula e plaquetas irregulares em M. pentaphylla
subsp. tenuifolia. O padrdo de cera em forma de plaquetas membranosas também foi observado
por Filho (2011) em Manihot dichotoma Ule. Embora a morfologia das ceras seja determinada por
fatores genéticos (Jeffree 2006), sua producgdo pode ser influenciada pelas condigdes ambientais,
tais como a temperatura, escassez de 4gua e até mesmo ataque de patdgenos e herbivoros (Cameron
et al. 2002; Franchini et al. 2010). Para as subespécies aqui estudadas, apresenta valor taxonémico,
sabendo que seu padrdo morfoldgico pode variar entre os grupos taxonémicos (Barthlott e
Neinhuis 1997), além de atuar como um importante carater na delimitacéo de espécies em Manihot
(Rogers e Appan 1973).

Nos idioblastos secretores presentes na lamina foliar, observou-se reacédo ao cloreto férrico
evidenciando compostos fendlicos nas subespécies analisadas. ldioblastos secretores foram
anteriormente relatados em espécies do género por Vannucci (1982) e Cunha Neto et al. (2014);
estes podem ainda distribuir-se em diferentes tecidos da plata, nos estudos de Cunha Neto et al.
(2014), a distribuicdo dos idioblastos apresentou valor diagnostico. Cristais de oxalato de calcio
também foram observados nas subespécies analisadas, estes foram relatados anteriormente em
Euphorbiaceae (Ro6cas et al. 1997, Mendonca et al. 2008) e em espécies de Manihot (Vannucci
1982, Franca et al. 2010).

Por fim, com base nas descri¢cdes anatdmicas e comparac6es realizadas e o levantamento
de caracteres de valor taxondmico, acreditamos que o0s taxons aqui estudados possuem caracteres

satisfatorios para eleva-los ao nivel de espécie.

Abordagem ecoldgica

As plantas, ao longo de sua evolugéo, sofreram alteragdes estruturais para atender suas
necessidades especificas decorrentes das mudancas em seu habitat, como a disponibilidade ou
auséncia hidrica, favorecendo sua adaptacdo as condicdes adversas do ambiente (De Micco e
Aronne 2012).

A cuticula espessa aqui observada é um carater importante para as plantas que ocorrem em
ambientes quentes e aridos, pois pode evitar a perda excessiva de agua causada pela transpiracdo

em periodos de seca (Koch et al. 2009). Sabendo que as subespécies aqui estudadas ocorrem em
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ambiente seco e com alta radiagdo solar e que o Cerrado brasileiro é o centro de diversidade das
espécies do género (Silva et al. 2016b), acreditamos que este carater tem contribuido para sua
adaptacdo ao ambiente.

Fibras gelatinosas compondo o caule e peciolo foram identificadas por apresentar uma
camada externa da parede celular rica em lignina e uma camada mais interna com coloracéo
azulada e menos lignificada. Estas sdo comuns em plantas do Cerrado, sendo relatadas no caule
de diferentes espécies ocorrentes neste bioma (Mendes e Paviani 1997, Marcati et al. 2006). A
presenca de fibras gelatinosas aqui observadas pode estar associada ao processo de adaptacdo das
plantas ao ambiente seco, visto que, sdo atribuidas a elas a funcdo de reserva de agua (Paviani
1978) e oferece maior flexibilidade a planta (Marcati et al. 2006; Denardi et al. 2013).

O maior espessamento da parede celular das fibras periciclicas observadas em M.
pentaphylla subsp. graminifolia e M. pentaphylla subsp. rigidula pode estar relacionado a uma
estratégia adaptativa que permite sua sobrevivéncia em condi¢des adversas, como baixa
disponibilidade hidrica e alta radiacdo solar. Nassar et al. (2008), estudando o efeito da poliploidia
na tolerancia a seca, observaram maior espessamento das fibras periciclicas no caule de plantas
tetraploides de M. esculenta e destacaram que o maior espessamento da parede celular esta
intimamente relacionado a resisténcia da planta a seca.

Ribeiro et al. (2012) e Oliveira e Miglioranza (2014) em seus estudos, atribuiram as células
papilosas a funcdo de protecdo dos estbmatos por evitar a perda excessiva de dgua por transpiracao.
Desse modo, acreditamos que a presenca de células papilosas observadas nos taxons estudados
resulta em uma estratégia adaptativa das plantas, devido ao seu ambiente apresentar alta irradiacdo
luminosa.

Folha anfiestomatica é uma caracteristica comum em plantas que vivem em areas com alta
incidéncia luminosa (Mott et al. 1982). Este carater foi observado em todos os taxons aqui
analisados.

Hadacek (2002), Castro e Demarco (2008) e Franca et al. (2010), em seus estudos,
destacaram que os cristais estdo associados ao mecanismo de defesas das plantas contra herbivoros
e microrganismos patogénicos e assim como 0s compostos fendlicos, sdo idioblastos comuns em
plantas de clima tropical (Castro e Demarco 2008).

Desse modo, os taxons aqui estudados, estdo perfeitamente adaptadas a viverem em
condigdes de clima seco e com alta irradiacdo solar, visto que, apresentaram caracteristicas
xeromorficas como: cuticula espessa, estbmatos em ambas as faces e grandes quantidades de
tecido esclerenquimatico, como observado no caule e peciolo; em M. pentaphylla subsp.

graminifolia, nota-se ainda, células epidérmicas comuns com paredes espessadas e mesofilo
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isobilateral. Estas mesmas caracteristicas foram relatadas por Menezes et al. (2006) como carater

xeromorfico.
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Tabela 1. Matriz de presenca (1) e auséncia (0) dos caracteres morfoldgicos e anatdmicos dos tdxons do complexo

Manihot pentaphylla

Caracteristicas

GRA PEN RIG TEN

0L
02.
03.
04.
05.
06.
07.
08.
09.
10.
11.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
3L
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

Habito arbustivo

Habito subarbustivo

Orientacdo de crescimento ereto

Orientacédo de crescimento prostrado a decumbente

Caule com cristais no parénquima subepidérmico

Caule com cristais no parénquima interno

Caule com fibras gelatinosas no periciclo

Caule com fibras periciclicas com paredes espessadas
Crescimento secundério do caule menos acentuado

Presenca de idioblastos secretores no caule

Auséncia de idioblastos secretores no caule

Parénquima medular do caule com dois tipos celulares
Parénquima medular do caule com um tipo celular

Peciolo com contorno concavo-convexo

Peciolo com contorno circular

Células epidérmicas comuns do peciolo com paredes espessadas
Peciolo com cristais no parénquima subepidérmico

Peciolo com cristais no parénquima interno

Peciolo com fibras gelatinosas no periciclo

Peciolo com fibras periciclicas com paredes espessadas
Peciolo com 4-6 feixes vasculares

Peciolo com 6 feixes vasculares

Peciolo com 4 feixes de xilema

Idioblastos secretores na medula do peciolo

Cristais na medula do peciolo

Ala foliar com contorno arqueado

Ala foliar com contorno plano

Margem foliar revoluta

Margem foliar ndo revoluta

Células epidérmicas comuns da face adaxial com paredes espessadas
Células epidérmicas comuns da face adaxial com paredes delgadas
Lamina foliar com células epidérmicas comuns na face abaxial
Lamina foliar com epiderme abaxial papilosa

Mesofilo isobilateral

Mesofilo dorsiventral

Presenca de laticiferos articulados anatomosado no mesofilo
Nervura central levemente convexa-convexa

Nervura central biconvexo

Nervura central reta-convexo

1

* O P O

*

*
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40. Nervura central com cuticula epidérmica ornamentada na face abaxial 1
41. Nervura central com cuticula epidérmica lisa na face abaxial 0
42. Nervura central com extratos de colénquima angular na face adaxial 1
43. Nervura central com auséncia de colénquima angular na face adaxial 0
44. Nervura central com feixe vascular principal e acessorio 0
45. Nervura central com apenas feixe vascular principal 1
46. Células subsidiarias dos estbmatos com estrias 1
47. Células subsidiarias dos estdbmatos sem estrias 0
48. Epiderme adaxial com estdmatos distribuem por todo o limbo foliar 1
49. Epiderme adaxial com estdmatos proximos a nervura central 0
50. Estdmatos anomocitico 1
51. Cera epicuticular da face abaxial em forma de crosta 1
52. Cera epicuticular da face abaxial em forma de plaquetas membranosas 0
53. Cera epicuticular da face abaxial em forma de plaquetas irregulares 0
54, Gréos de amida na nervura central 0 0 0 1

O r OO RFrPrP ORFr oo kFr OkFr O R
o roOoOkFrRPr P OPFPr OO kFr O Fr Bk o
P OO Fr O Fr kP OF O F, O Fr O

Manihot pentaphylla subsp. graminifolia (GRA), Manihot pentaphylla subsp. pentaphylla (PEN), Manihot
pentaphylla subsp. rigidula (RIG) e Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (TEN). (*) Caracteristica ndo
observada.
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Figura 1 - Habito dos tdxons estudados. Habito arbustivo em Manihot pentaphylla subsp. graminifolia (a), Manihot
pentaphylla subsp. pentaphylla (b) e Manihot pentaphylla subsp. rigidula (c). Habito subarbustivo em Manihot
pentaphylla subsp. tenuifolia (d).
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Figura 2 - Seccdo transversal do caule de Manihot pentaphylla subsp. pentaphylla (a, d), Manihot pentaphylla subsp.
rigidula (b, e, g) e Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (c, f). a—c, visdo geral do contorno circular; note o feixe
vascular colateral. a, note que a medula apresenta dois tipos celulares. b, medula com apenas um tipo celular. c,
observa que o crescimento secundario € menos acentuado. Detalhe do estdmato na epiderme (d1) e das fibras
gelatinosas no periciclo (el). d-f, detalhe do caule evidenciando epiderme (Ep), parénquima subepidérmico (Ps),
colénquima angular (Cg), parénquima interno (Pi), periciclo (Pr), floema secundario (circulo), zona cambial (Zc),
xilema secundario (Xs), metaxilema (Mx), protoxilema (Px) e medula (M). g, laticiferos articulados anastomosado
(L) no parénquima subepidérmico. Asterisco, idioblasto secretor. Barra = 1000 pm em a—c; 500 pm em d-f; 100 um
em g, el; 50 um em d1.
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Figura 3 - Secédo transversal do peciolo de Manihot pentaphylla subsp. graminifolia (a), Manihot pentaphylla subsp.
pentaphylla (b), Manihot pentaphylla subsp. rigidula (c) e Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (d) evidenciando o
contorno concavo-convexo (a) e circular (b-d) e o nimero de feixes vasculares. M, medula. Barra: 1000 um.
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Figura 4 - Secdo transversal do peciolo de Manihot pentaphylla subsp. graminifolia (a, e), Manihot pentaphylla subsp.
pentaphylla (b, f), Manihot pentaphylla subsp. rigidula (c, g) e Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (d, h). a-d,
visdo detalhada da epiderme (Ep), do cortex evidenciando parénquima subepidérmico (Ps), colénquima angular (Cg),
parénquima interno (Pi) e periciclo (Pr). al, fibras gelatinosa do periciclo. Cristal do tipo drusa (c1). e-h, detalhe do
feixe vascular evidenciando floema (F), xilema secundario (Xs), metaxilema (Mx) e protoxilema (Px). is, idioblasto
secretor; b, bainha parenquimatica; ¢, cimbio vascular; L, laticifero. Barra: 100 pm em a-h e al; 50 um em c1.
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Figura 5 - Sec¢éo transversal da Iamina foliar de Manihot pentaphylla subsp. graminifolia (a, €), Manihot pentaphylla
subsp. pentaphylla (b, f), Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (c, h) e Manihot pentaphylla subsp. rigidula (d, g).
Ala foliar arqueada (a-c) e plano (d). a, margem da ala foliar ndo revoluta (Mn). b-d, margem da ala foliar revoluta
(Mr). e, mesofilo isobilateral. f, h, mesofilo dorsiventral. CEC, células epidémicas comuns; PP, parénquima
palicadico; PE parénquima lacunoso; Fvg, feixe vascular de grande calibre; Fvm, feixe vascular de médio calibre;
Fvp, feixe vascular de pequeno calibre; P, papilas; eb, extensdo da bainha; Cg, colénquima angular. Barra: 1000 um

em a-d; 100 um em e-h.
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Figura 6 - Seccdo transversal da lamina foliar de Manihot pentaphylla subsp. graminifolia (a, e), Manihot pentaphylla
subsp. pentaphylla (b, f), Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (c, g) e Manihot pentaphylla subsp. rigidula (d, h).
a-d, margem foliar; note que as células epidérmicas comuns sdo ligeiramente arredondadas nesta regido. al, estdbmato
no mesmo nivel das células epidémicas comuns; b1-d1, estdmatos abaixo do nivel das células papilosas. e-h, nervura
central com feixe vascular em forma de arco aberto. Nervura central levemente convexa-convexa (e), biconvexa (f, g)
e reto-convexo (h). e, h, nervura com apenas um feixe vascular principal (Fp); f, g, e feixe vascular acessorio (circulo).
CEC, células epidémicas comuns; PP, parénquima pali¢adico; PE parénquima lacunoso; Fvm, feixe vascular de médio
calibre; Ca colénquima anular; Cg, colénquima angular. Barra: Barra = 100 pum em a-d; 50 pm em al-d1; 500 um em

e-h.



Figura 7 - Secg¢do transversal da lamina foliar de Manihot pentaphylla subsp. pentaphylla (a), Manihot pentaphylla
subsp. tenuifolia (b) e Manihot pentaphylla subsp. rigidula (c) evidenciando laticifero articulado anastomosado.
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Figura 8 - Seccdo transversal da nervura central de Manihot pentaphylla subsp. graminifolia (a, €), Manihot
pentaphylla subsp. pentaphylla (b, f), Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (¢, g) e Manihot pentaphylla subsp.
rigidula (d, h). a-d, detalhe da face abaxial evidenciando as células epidérmicas comuns (Cec), colénquima angular
(Cqg), parénquima fundamental (P). b1, cuticula com ornamentacgdo. c1, cuticula lisa. e-h, detalhe do feixe vascular
em forma de arco aberto. Fp, floema primério; Px, protoxilema; Mx, metaxilema; Fva, feixe vascular acessorio; c,
cristais; L, laticifero; is, idioblasto secretor. Barra = 100 ym em a-h; 50 pm em b1 e c2.
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Figura 9 - Vista frontal da epiderme adaxial e abaxial da lamina foliar de Manihot pentaphylla subsp. graminifolia
(a, f, n); Manihot pentaphylla subsp. pentaphylla (b, g); Manihot pentaphylla subsp. rigidula (c, h, o, p) e Manihot
pentaphylla subsp. tenuifolia (d, i). Vis&o geral do formato das células epidérmicas comuns da face adaxial (a-d). e,
fenda na epideme (c). f-i, note que as células epidérmicas da nervura cnetral sdo retangulares a quadradas com paredes
celulares anticlinais espessadas. Na face adaxial, 0s estdmatos se distribuem por todo o limbo foliar (a, d, f, i). g, h,
note que os estdmatos se localizam nas proximidades da nervura central (nc). Estdmato anomocitico (j, K), paracitico
() e anisocitico (m). Face abaxial com células epidérmicas comuns (n) e células papilosas (0). p, detalhe da nervura
central da face abaxial. es, estrias; ns, nervura secundéria. Barra = 100 pum em a-d; 500 um em f-i; 50 pm em e, j-m.
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Figura 10 - Microscopia eletronica de varredura da face abaxial da Idamina foliar de Manihot pentaphylla subsp.
graminifolia (a, ), Manihot pentaphylla subsp. pentaphylla (b, f), Manihot pentaphylla subsp. rigidula (c, g) e
Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (d, h). Face abaxial com células epidérmicas comuns (a). Presenca de células
papilosas; nota-se que os estdmatos estdo abaixo do nivel das demais células (b-d). Cera epicuticular em forma de
crosta (e), plaquetas membranosas (f, g) e plaquetas irregulares (h). es, estrias. Barra = 50 um em a-d; 2 um em e-h.
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Figura 11 - Testes histoquimicos realizados em secc¢des transversais da lamina foliar de Manihot pentaphylla subsp.
pentaphylla (a, d); Manihot pentaphylla subsp. rigidula (b, €) e Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (c, f). a-c, lugol
para amido. d-f, sudan IV para compostos lipofilicos. pp, parénquima pali¢adico; pe, parénquima lacunoso; b, bainha
parenquimatica; L, laticifero; c, cuticula epidérmica; g, goticulas de lipidios. Barra = 100 pum.
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Figura 12 - Testes histoquimicos realizados em seccdes transversais da nervura central de Manihot pentaphylla subsp.
pentaphylla (a, d); Manihot pentaphylla subsp. rigidula (b, e) e Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (c, f). a-c,
cloreto férrico para compostos fendlicos (asterisco). d-f, floroglucinol acidificado para lignina evidenciado na parede
celular dos elementos de vaso (x). P, parénquima fundamental; cl, colénquima; L, laticifero. Barra = 100 um.
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Figura 13 - Seccoes-controle transversais da ala foliar e da nervura central. Manihot pentaphylla subsp. rigidula (a,
¢); Manihot pentaphylla subsp. tenuifolia (b) e Manihot pentaphylla subsp. pentaphylla (d). pp, parénquima
palicadico; pe, parénquima lacunoso; b, bahinha parenquimatica; nc, nervura central; al, ala foliar; cl, colénquima; x,
xilema. Barra =100 ym em a, b, d; 500 um em c.
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ABSTRACT: Manihot pentaphylla comprises four subspecies (M. pentaphylla subsp.
graminifolia, M. pentaphylla subsp. pentaphylla, M. pentaphylla subsp. rigidula, and M.
pentaphylla subsp. tenuifolia) with peculiar geographical distribution and interesting macro and
micromorphological differences. After morphological studies of our own collections and voucher
specimens, and the analysis of the peculiar geographical distribution of these taxa, we concluded
they are distinct species, herein described and illustrated. Their environmental distribution and
preferences, morphological relationships, flowering and fruiting periods, and conservation status

are also discussed.

ADDITIONAL KEYWORDS: geographical distribution — speciation — specific complex —

taxonomic circumscription.

INTRODUCTION
A specific complex is characterized by gathering species that share similar morphological
characters to the point of hindering their recognition (Carcavallo et al., 2001; Longo, 2005). This
fact may be related to the morphological variations of the species that compose the complex, which
are sometimes referred to as diagnostic criteria by some taxonomists, but are not accepted by
others. The use of morphological (Leite et al., 2005), anatomical (Hefler & Longhi-Wagner, 2010;
Cunha Neto et al., 2014), molecular (Longo, 2005), and/or ecological (Rabelo, 2016) data in an
integrated way has been useful for the delimitation of taxa of specific complexes, providing

information to differentiate them and understand how they relate.
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Manihot Mill. (Euphorbiaceae) comprises over 100 American species (Carmo Junior et al.,
2013; Silva et al., 2016a; Silva et al., 2016b). Brazil is the main center of diversity of these taxa,
with more than 80 species (Silva & Sodre, 2014), 65 of which are distributed in the Cerrado area,
located in the Midwest region of the country (Silva et al., 2016b). The genus is taxonomically
complex, since it exhibits considerable morphological plasticity of vegetative traits, mainly of
leaves, whereas the floral morphology varies very little, and includes species capable of forming
natural hybrids (Rogers & Appan, 1973; Duputié et al., 2011; Silva & Sodré¢, 2014). However, it
is easily recognized by the presence of latex, commonly lobed leaves, monochlamydeous flowers,
the staminate ones with 10 stamens in two length classes, the pistillate ones with fringed stigmas,
capsular fruits, costate, and carunculate seeds (Carmo Junior et al., 2013; Silva & Sodré, 2014).

The taxonomy of Manihot was reviewed by Rogers & Appan (1973), who classified 98 species
into 19 sections. Among them, M. sect. Graciles Rogers & Appan, a taxon with 10 species, is
recognized by having thick habit with slender stems, long petiolate leaves, regularly spaced along
the branches, deciduous stipules, deeply lobed lamina, with lobes normally lanceolate and not
overlapping basally, typical or subspicate racemes or panicles, with foliaceous and entire or serrate
bracts and bracteoles (Rogers & Appan, 1973). However, in this section, some species, such as M.
pentaphylla Pohl, have delimitation problems.

Rogers & Appan (1973) recognized four subspecies for M. pentaphylla [M. pentaphylla subsp.
graminifolia (Chodat & Hassl.) Rogers & Appan, M. pentaphylla subsp. pentaphylla Pohl, M.
pentaphylla subsp. rigidula (Mill. Arg.) Rogers & Appan, and M. pentaphylla subsp. tenuifolia
(Pohl) Rogers & Appan], which are differentiated by habit and aspects of growth, leaf lobe length
and width, type of inflorescence, shape and integrity of bracts and bracteoles, among other
features. These subspecies had been previously recognized as distinct species by Pohl (1827),
Miller Argoviensis (1874), and Chodat & Hassler (1905). They have peculiar geographical
distribution, with M. pentaphylla subsp. Pentaphylla, M. pentaphylla subsp. rigidula and M.
pentaphylla subsp. tenuifolia distributed in the Brazilian Central Plateau, and M. pentaphylla
subsp. graminifolia endemic to Paraguay.

Based on the taxonomic uncertainty of the aforementioned authors to recognize M. pentaphylla
as a single species with subspecies, the similarities in their external morphology, the particular
biogeography, and the interesting differences in characters conserved, useful in the differentiation
of the species in the genus, such as shape and integrity of bracts and bracteoles, type of
inflorescence, and habit, M. pentaphylla can be considered a specific complex (Rogers & Appan,
1973; Allem, 1989). Due to the same reasons, these taxa are commonly confused in the field and,

consequently, mistakenly identified in herbaria collections. Therefore, they are promising
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candidates for macro and micromorphological studies, especially on anatomical features, already
proven to be useful for the determination of species of Manihot (Vannucci, 1982; Cunha Neto et
al., 2014; Graciano-Ribeiro et al., 2016).

After macro and micromorphological studies, including anatomical examination, as well as
observations of field populations and biogeographical data, we herein consider the subspecies of
M. pentaphylla as distinct species. The descriptions and illustrations of M. graminifolia, M.
pentaphylla, M. rigidula, and M. tenuifolia are provided. Additionally, their environmental
distribution and preferences, morphological relationships, flowering and fruiting periods, and

conservation status are discussed.

MATERIAL AND METHODS

The collections were carried out in the state of Goias between March 2015 and May 2016, in the
localities listed in Table 1, except for M. graminifolia, a species endemic to Paraguay, described
based on voucher specimens and type collections. For the identification of the taxa, a review of
specific literature (Pohl, 1827; Miller Argoviensis, 1874; Chodat & Hassler, 1905; Rogers &
Appan, 1973; Carmo Janior et al., 2013), observations of the populations in the field, and analyses
of voucher specimens of herbaria BM, CTES, F, G, K, M, MO, P, SCP, and UFG (acronyms follow
Thiers, continuously updated), including type collections, were performed.

The morphological descriptions of the studied taxa resulted from the analyses of our own
collections and voucher specimens of the aforementioned herbaria. The photographs were taken
using a digital camera Canon DS126251 (Canon Inc., Tokyo, Japan). The map showing the
geographical distribution of the studied taxa was created using the software Quantum Geographic
Information System (QGIS) version 2.8.2. Their conservation status was based on field
observations applying the criteria established by the IJUCN (2016). The preparation of voucher
specimens followed the traditional methods used in plant taxonomy, and these materials were
deposited in the UFG herbarium.

To complement the studies, the anatomical analysis of the studied species was carried out,
assessing the stem, petiole, and central lobe regions of five individuals of each species. For the
analysis, the plant material was fixed in 70% FAA (37-40% formaldehyde, glacial acetic acid,
70% ethanol, 1:1:18) for 24 h and preserved in 70% ethanol (Johansen, 1940), except for M.
graminifolia, because voucher specimens were analyzed. The herborized material was rehydrated
in a decreasing ethanol series and conserved in 70% ethanol (Voster, 1990, with adaptations).
Hand-made cross sections were treated with 10% and 20% sodium hypochlorite, double stained

(0.3% aqueous astra blue and 0.1% aqueous safranin) (Johansen, 1940), mounted between slides,
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and covered with synthetic resin (Paiva et al., 2006). The photomicrographs were taken using an
optical light microscope Leica DM500 coupled to a Leica ICC50 HD microscope digital camera,
using the Leica LAS EZ imaging software version 1.8.1 for Windows Operating Systems (Leica
Microsystems, Heerbrugg, Switzerland).

Microscopic scanning was performed to verify the epicuticular wax pattern of the abaxial face
of the leaf blade. The plant material was dehydrated in an ethanol series, critical-point dried in
carbon dioxide, coated with gold, and analyzed under a scanning electron microscope Jeol JSM-
6610 (Jeol Inc., Peabody, MA, USA), equipped with an Energy Dispersive Spectrometer (EDS)
device (NSS Thermo Scientific Spectral Imaging Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) in the Laboratério Multiusurio de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic) of the
Universidade Federal de Goias (UFG). For the characterization and classification of the wax

pattern, the terminology proposed by Barthlott et al. (1998) was adopted.

RESULTS AND DISCUSSION
TAXANOMIC TREATMENT
Manihot graminifolia Chodat & Hassl., Bull. Herb. Boissier, ser. 2, 5: 671. 1905. (Fig. 1).

Shrubs 40-50 cm tall, prostrate to erect; latex not seen; brown branches, discreetly exfoliating and
glabrous when adult, green and not exfoliating when young. Stipules 4-11 x 0.5-1 mm, linear,
laciniate, persistent; petiole 6-15 cm long, concave-convex in cross section, green; leaf blade 5-
lobed, membranaceous, lobes 6-10 x 0.3-0.5 cm, not overlapping at the base, dark green on the
adaxial surface and opaque green on the abaxial surface, linear, margin not revolute, apex acute to
acuminate; venation camptodromous, midribs yellowish and prominent on the abaxial surface.
Typical racemes 4-12 cm long, bisexual, erect to pendant, lax, terminal or in the dichotomy of the
branches. Staminate flowers 1.3-2 cm long; buds 0.5-1 x 0.4-0.8 cm, conical to ovoid, color not
seen, apex acute; pedicel 5-10 mm long, cylindrical; bracts 1.1-1.5 x 0.3-0.4 cm, linear, laciniate,
apex acute, glabrous, color not seen, persistent; bracteoles 3—4 x 1-2 mm, linear, entire, apex acute,
glabrous, color not seen, persistent; calyx 0.8-1.5 x 1.3-1.4 cm, campanulate, color not seen,
glabrous, lobes 3-5 x 2-5 mm, triangular, apex acute to obtuse, margin discreetly involute;
stamens 10, 5 larger (0.7-0.8 mm long), 5 shorter (0.5-0.6 mm long), filaments glabrous, anthers
oblong, disk 10-lobed, yellowish. Pistillate flowers not seen; buds not seen; pedicel 3-5.5 cm long,
cylindrical; bracts not seen; bracteoles not seen; sepals not seen; ovary not seen; disc discreetly
lobed, yellowish. Capsules 1-5 x 4-9 mm, globose, light green, rugose, not winged. Seeds not

seen.
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MATERIAL EXAMINED

Paraguay. Sierra de Maracayu, 1898, Hassler, E. 5172 (K, P, BM); Asuncién: municipality of
Amambay, Sierra de Amambay, Sept 1933 (fr.), Rojas 6356 (SCP); municipality of Puerto Aurora,
16 Nov 1916 (fl., fr.), Moises & Bertoni 7452 (SCP); District of Pedro Juan Caballero, Route 5,
Cerrado sensu stricto, 22°34'00"S, 55°44'00"W, 23 Oct 1994 (fl., fr.), A. Krapovickas, R. M.
Harley, C. L. Cristobal & A. Schinini 45925 (CTES, MO); District of Pedro Juan Caballero, Route
5, on the way to Sierra do Cord, Cerrado arbustivo, 22°34'90"S, 55°43'03"W, 8 Mar 2002 (fl.,
fr.), A. Schinini, M. Domatteis, R. Duré & M. Quintana 36083 (CTES).

DISTRIBUITION AND HABITAT
Manihot graminifolia is endemic to Paraguay (Fig. 2), with records for the municipalities of
Amambay and Puerto Aurora and District of Pedro Juan Caballero. In the latter, it occurs in
Cerrado vegetation, similar to the Brazilian Cerrado sensu stricto, on clayey soil. The species has

flowers and fruits from September to March.

CONSERVATION STATUS
This species grows in Cerrado vegetation, in an area with anthropic intervention, forming small

populations of up to 10 individuals. Since the last collection was in 2002 and its real distribution
is not known, we do not have accurate information to establish its conservation status. Therefore,
we propose to classify it as data deficient (DD) (IUCN, 2016).

MORPHOLOGICAL RELATIONSHIPS
Manihot graminifolia shares with M. tenuifolia the prostrate habit, linear and narrow leaf lobes

(0.2-0.5 mm), laciniate stipules, laciniate staminate bracts, staminate flowers, and campanulate
calyx. However, M. graminifolia can be distinguished by the persistent stipule (vs. caduceus in M.
tenuifolia), long petiole, 6-15 cm long (vs. short petiole, 1-6 cm long), concave-convex in cross-
section (vs. cylindrical), long leaf lobes, 6-10 cm long, [vs. short, up to 2.5-6 (8) cm long], typical
racemes (vs. subspicate), long racemes (4-12 cm long) [vs. short (up to 2.5 cm long)], laxly
distributed flowers (vs. congested), conic to ovoid staminate flower buds (vs. fusiform), and rough
capsules (vs. waxy).

Anatomically, M. graminifolia shares with M. tenuifolia the midrib with a single vascular
bundle (Fig. 3A, 3B). However, it differs from M. tenuifolia in having concave-convex contiguous
petiole with five to six vascular bundles (Fig. 3C), pericyclic fibers with thick cell walls (Fig. 3C1),

slightly convex to convex midrib, with angular collenchyma on the adaxial and abaxial surfaces
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(Fig. 3A), isobilateral mesophyll, and abaxial epidermis of leaf composed of common epidermal
cells (Fig. 3D). In contrast, M. tenuifolia has circular petiole in cross-section with four vascular
bundles (Fig. 3E), pericyclic fibers with thin cell walls (Fig. 3E1), straight to convex midrib with
angular collenchyma only on the abaxial surface (Fig. 3B), dorsiventral mesophyll, and abaxial

epidermis of leaf composed of papillose cells (Fig. 3F).

Manihot pentaphylla Pohl, Plant. Bras. Icon et Descr, 1: 53, pl. 46. 1827. (Fig. 4, 5).

Shrubs 50-150 cm tall, erect; latex clear; brown or green-vinaceous branches when young,
discreetly exfoliating, glabrous. Stipules 4-1.1 x 0.5-1 mm, linear, entire, vinaceous, caduceus;
petiole 2-7.5 cm long, cylindrical, green-vinaceous; leaf blade 5 (6-7) lobed, membranaceous,
lobes 5-14.5 x 0.5-1 cm, not overlapping at the base, dark green on the adaxial surface and light
green on the abaxial surface, linear, margin revolute, apex acuminate; venation camptodromous,
midribs yellowish and prominent on the abaxial surface. Typical racemes 3-8.5 cm long, bisexual,
pendant, lax, terminal or in the dichotomy of the branches. Staminate flowers 1.8-2.3 cm long;
buds 0.5-1.2 x 0.3-0.7 cm, conical to ovoid, yellowish, without vinaceous streaks and spots, apex
obtuse or acute; pedicel 2-5 mm long, cylindrical; bracts 0.9-1.7 x 0.4-1 cm, oval to lanceolate,
entire, apex acuminate, glabrous, green-vinaceous, persistent; bracteoles 4-8 x 1-3 mm,
lanceolate, entire, apex acute, similar to bracts; calyx 11-15 x 6-9 mm, campanulate, yellowish
or cream, glabrous externally and pubescent internally, lobes 6—7 x 4-5 mm, triangular, apex acute
and margin discreetly involute; stamens 10, 5 longer (10.8-11 mm long), 5 shorter (4.9-5 mm
long), both with glabrous filaments and anthers, the latter oblong, 1.9—2 mm long; disc 10-lobed,
yellowish. Pistillate flowers 0.9-1.5 cm long; buds 0.5-0.7 x 0.3-0.5 cm, ovoid, glabrous, green-
yellowish, apex obtuse to acute; pedicel 1-1.5 mm long, cylindrical; bract 10-11 x 4-5 mm, oval
to lanceolate, entire, apex acuminate, glabrous, green-vinaceous, persistent; bracteoles 7-9 x 1—
1.5 mm, similar to bracts, apex acute; sepals 9.8-10 x 4.5-5 mm, oval to oval-lanceolate or oblong,
green, glabrous externally and pubescent internally, margin discreetly involute; ovary 2-2.5 x 1—
1.5 mm, globose, light green, styles free at the base, with fringed stigmatic surface; disc discreetly
lobed, yellow. Capsules 7-9 x 7-9 mm, subglobose, light green, waxy, not winged. Seeds 7-8 x
4-4.5 mm, oblong, light gray with discreet brown to black spots; caruncle triangular, sessile,

visible only ventrally.
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MATERIAL EXAMINED

Brazil. Goias: Corumba de Goias, road to the Serra dos Pireneus State Park, 18 Nov 2011, J. E. C.
Janior et al. 99 (UFG); Pirendpolis, Serra dos Pireneus, towards the park, ca. 500 m before the
belvedere, Cerrado sensu stricto, 15°50'1.2"'S, 48°54'40.2"W, 1,061 m elev., 24 Mar 2015 (fl., ft.),
E.S. Azevedo et al. 1, 2, 3, and 4 (UFG); Serra dos Pireneus, road to the Abade waterfall, ca. 1 km
after the gate, Cerrado sensu stricto, 15°49'56.98"S, 48°52'56.762"W, 1,092 m elev., 17 Dec 2015
(fl., fr.), E. S. Azevedo & R. C. Teixeira 23, 24, and 25 (UFG). Serra dos Pireneus, 500 m after the
belvedere, by the roadside, on rocky sediments, 15°49'29.501"S, 48°54'24.030"W, 1,159 m elev.,
17 Dec 2015 (fl., fr.), E. S. Azevedo & R. C. Teixeira 26 and 27 (UFG).

DISTRIBUITION AND HABITAT
This species seems to be endemic to the state of Goias (Fig. 6), where it occurs in the municipalities
of Pirendpolis, Corumba de Goias, and Mossamedes, the first two located in a mountain range
locally named Serra dos Pireneus and the third in the Serra Dourada. Manihot pentaphylla always
grows erect and forms expressive populations in Cerrado sensu stricto, Cerrado rupestre, and dry
forest clearings, on clayey, sandy-clayey, or stony soils, between 1,061 m and 1,159 m elev. The
flowers and fruits are observed between November and March, and the most intense fruiting occurs

in December.

CONSERVATION STATUS
We propose to classify M. pentaphylla as least concern (LC) (IUCN, 2016) because its populations

are separated from each other by over 300 km and are usually abundant where they occur.

MORPHOLOGICAL RELATIONSHIPS
Manihot pentaphylla is most similar morphologically to M. rigidula due to the shrubby and erect

habit, leaves with large and long lobes (5-14.5 cm long), entire stipules, typical racemes, entire
bracts and bracteoles of flowers of both sexes, and calyx of the staminate and pistillate flowers
pubescent internally. However, M. pentaphylla has lax inflorescences (vs. congested in M.
rigidula), broad staminate bracts (4-10 mm wide) involving almost all the floral bud (vs. narrow,
1-2 mm), yellowish staminate calyx, 1.1-1.5 x 0.6-0.9 cm, with vinaceous streaks, glabrous
filaments and anthers (vs. 0.7-0.8 x 1.3-1.4 cm, pubescent filaments and anthers), greenish
pistillate sepals (vs. whitish), and seeds with triangular caruncle, sessile, and visible only ventrally

(vs. reniform, apical, and visible on both sides).
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Anatomically, M. pentaphylla and M. rigidula share the circular petiole in cross-section (Fig.
3G, 3H), biconvex midrib with a main vascular bundle and an accessory vascular bundle (Fig. 31,
3J), dorsiventral mesophyll (Fig. 3K, 3L), epicuticular wax pattern on the abaxial surface of the
leaf blade composed of membranous plates (Fig. 51, 81), and petiole with six vascular bundles (Fig.
3G, 3H). However, M. pentaphylla differs from M. rigidula in having arched leaf wing in cross-
section (Fig. 3M) and pericyclic fibers with discreetly thickened cell walls (Fig. 3F, detail),
whereas M. rigidula has flat leaf wing in cross-section (Fig. 3N) and pericyclic fibers with

conspicuously thickened cell walls (Fig. 3C1).

Manihot rigidula Mll. Arg. Fl. Bras. (Martius) 11(2): 474. 1874. (Fig. 7, 8).

Shrubs 40-90 cm tall, erect; latex clear; brownish to green-vinaceous branches when young,
discreetly exfoliating, glabrous. Stipules 3-4 x 0.5-1 mm, linear, entire, vinaceous, caduceus;
petiole 2-9 cm long, cylindrical, green-vinaceous to pinkish; leaf blade 5 (3—4) lobed, chartaceous,
lobes 5-12 x 0.5-1 cm, not overlapping at the base, dark green on the adaxial surface and light
green on the abaxial surface, linear, revolute margin, apex acuminate; venation camptodromous,
midrib yellowish and prominent on the abaxial surface. Typical racemes 1.5-3.9 cm long, bisexual,
pendant, congested, terminal or in the dichotomy of the branches. Staminate flowers 1.1-2.3 cm
long; buds 0.8-0.9 x 0.4-0.5 cm, conical to ovoid, green with purplish streaks, apex acute; pedicel
3-5 mm long, cylindrical; bracts 2-8.5 x 1-5 mm, lanceolate, entire, apex acute, glabrous, green-
vinaceous, persistent; bracteoles 5-7 x 1-2 mm, lanceolate, entire, apex acute, similar to bracts;
calyx 0.7-0.8 x 1.3-1.4 cm, campanulate, yellowish to cream, with vinaceous streaks, glabrous
externally and pubescent internally, lobes 4.9-5 x 3.4-3.5 mm, triangular, apex obtuse and margin
discreetly involute; stamens 10, 5 longer (5.5-7 mm long), 5 shorter (1.5-3 mm long), both with
pubescent filaments and anthers, the latter oblong, 1.9-2 mm long; disc 10-lobed, yellowish.
Pistillate flowers 1.5-2.2 cm long; buds 0.5-0.6 x 0.2-0.4 cm, conical to ovoid, glabrous, yellow-
greenish, apex obtuse to acute; pedicel 5-7 mm long, cylindrical; bracts 5-7 x 3-3.5 mm,
lanceolate, entire, apex acute, glabrous, green-vinaceous, persistent; bracteoles 1-2 x 0.5-1 mm,
similar to bracts, apex acute; sepals 0.7-0.9 x 0.3-0.4 cm, oval to oval-lanceolate or oblong, white,
glabrous externally and pubescent internally, margin discreetly convolute; ovary 3 x 2 mm,
oblong, light green, styles free at the base, with fringed stigmatic surface; disc discreetly lobed,
yellowish. Capsules 1.2-1.3 x 0.7-0.8 cm, oblong, light green, waxy, not winged. Seeds 6—7 x 4—
5 mm, oblong, light gray with discreet brown to black spots; caruncle reniform, apical, visible on
both sides.
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MATERIAL EXAMINED
Brazil. Goiés: Caiap0nia, ca. 40 km after Jatai, Cerrado sensu stricto, 17°18'19.2"S, 51°53'14.7"W,
862 m elev., 17 Nov 2015 (fl., fr.), T. M. S. Melo & P. S. Pereira 475 and 479 (UFG); ib., on the
road BR-158, km 199, Cerrado rupestre, 17°18'15.436"S, 51°53'12.250"W, 812 m elev., 6 Dec
2015 (fl., fr.), E. S. Azevedo et al. 15 and 16 (UFG).

DISTRIBUITION AND HABITAT
Manihot rigidula is distributed in the states of Goiés and Minas Gerais (Fig. 9) (Rogers & Appan,
1973). In the state of Goias, it occurs between the municipalities of Jatai and Caiap6nia and forms
small populations in Cerrado sensu stricto and Cerrado rupestre. It always grows erect on sandy
and stony soils, between 812 m and 862 m elev. It was collected with flowers from November to

March, and with more abundant fruits in December.

CONSERVATION STATUS
Although M. rigidula forms small populations (up to 20 individuals), it occurs in the state of Goiés,
in the Midwest region of Brazil, and in the state of Minas Gerais, in the Southeast region, and
usually has abundant flowers and fruits. Therefore, we propose to classify it as least concern (LC)
(IUCN, 2016).

MORPHOLOGICAL RELATIONSHIPS
Manihot rigidula is similar to M. pentaphylla mainly due to the habit and foliar characters (size
and shape of leaf lobes), but it is distinguished from it by floral and anatomical characters. Manihot
rigidula is easily recognized by the following combination of characters: shrub with erect habit,
leaves with pinkish petioles and rigid chartaceous lobes, staminate buds with conspicuous
vinaceous or purplish streaks, calix short and widely campanulate, and seeds with prominent
caruncle conspicuously visible on both faces.

Despite the anatomical characters common to M. rigidula and M. pentaphylla as already
discussed, M. rigidula also presents a medullary parenchyma of the stem formed by one cell type,
while M. pentaphylla has medullary parenchyma of the stem formed by two cell types (Fig. 30,
3P).
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Manihot tenuifolia Pohl, PI. Bras. Icon. Descr., 1: 38. 1827. (Fig. 10, 11).

Subshrubs 40 cm tall, prostrate to decumbent; latex clear; brown or vinaceous branches, discreetly
exfoliating when adult, brown or green-vinaceous and not exfoliating when young, glabrous.
Stipules 1-6 x 0.5-1 mm, linear, laciniate, vinaceous, caduceus; petiole 1-6 cm long, cylindrical,
green-vinaceous; leaf blade 5(6)-lobed, membranaceous, lobes 2.5-6 (8) x 0.2-0.5 cm, linear, not
overlapping at the base, dark green on the adaxial surface and light green on the abaxial surface,
margin not revolute, apex acuminate; venation camptodromous, midrib yellowish and prominent
on the abaxial surface. Subspicate racemes, 1-2.5 cm long, bisexual, erect, congested, terminal or
in the dichotomy of the branches. Staminate flowers 10-11 mm long; buds 0.4-1.0 x 0.4-0.6 cm,
fusiform, green-yellowish with vinaceous streaks, apex acute to obtuse; pedicel 0.5-0.8 mm long,
cylindrical; bracts 4-9 x 1-2 mm, lanceolate, laciniate or serrate, apex acuminate, glabrous, green-
vinaceous, persistent; bracteoles 2-5 x 0.5-1 mm, lanceolate, laciniate to serrate, apex acute,
similar to bracts; calyx 10-12 x 3—4 mm, campanulate, whitish to greenish, glabrous, lobes 7 x 3
mm, triangular, apex obtuse, and margin discreetly involute; stamens 10, 5 longer (3 mm long), 5
shorter (1.5 mm long), both with glabrous filaments and anthers, the latter oblong, 1.5 mm long;
disc 10-lobed, yellowish. Pistillate flowers 10 mm long, buds 0.4-0.9 x 0.3-0.6 cm, fusiform,
glabrous, cream-greenish, apex obtuse to acute; pedicel 0.5-1 mm long, cylindrical; bracts 6 x 2
mm, lanceolate, laciniate to serrate, apex acuminate, glabrous, green-vinaceous, persistent;
bracteoles 2-3 x 0.5-1 mm, similar to bracts, apex acute; calyx tubular, cream-greenish, with
vinaceous streaks, glabrous, lobes 6 x 2 mm, triangular, apex acute, and margin discreetly involute;
ovary 1-1.5 x 1-1.5 mm, globose, light green, styles free at the base, with fringed stigmatic
surface; disc discreetly lobed, yellowish. Capsules 8-9 x 8-9 mm, globose or oblong, light green,
waxy, not winged. Seeds 4.9-5 x 3.9-4 mm, ovoid to oblong, light gray, with discreet brown to

black spots; caruncle reniform, apical, visible on both sides.

MATERIAL EXAMINED
Brazil. Goias: road GO-070, 29.3 km from Itaberai, towards the municipality of Goias, Cerrado
rupestre, 15°55'00”S, 50°10'00”"W, 790 m elev., 8 Nov 1996 (fl., fr.), A. C. Allem et al. 4595
(UFG); Mossamedes, Serra Dourada State Park, between the semideciduous forest and the
Cerrado, in a stony area, 28 Jan 2011 (fl., fr.), M. J. Silva 3338 (UFG); Serra Dourada State Park,
near the transmission antenna, in Cerrado rupestre, 29 Jan 2011 (fl., fr.), M. J. Silva 3376, 3377,
and 3378 (UFG); Serra Dourada State Park, in a sandy field, 29 Oct 2011 (fl., fr.), M. J. Silva 3930

(UFG); Serra Dourada State Park, after the dried woods near the Pigarréo stream, in Cerrado sensu
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stricto, 30 Oct 2011 (fl., fr.), J. E. C. Junior et al. 65, 66, and 70 (UFG); Serra Dourada State Park,
in the hill of the telephone antenna, ca. 500 m before the gate towards the headquarters of the park,
in Cerrado sensu stricto, 16°04'4.5"S, 50°11'13.8”"W, 929 m ¢lev., 14 Mar 2015 (fl., fr.), E. S.
Azevedo & T. M. S. Melo 7 (UFG); 16°04'46.7"'S, 50°11'20.8"W, 1,009 m elev., 31 Oct 2015 (fl.,
fr.), E. S. Azevedo & T. H. S. Sampaio 9, 10, 11, 12, 13, and 14 (UFG).

DISTRIBUITION AND HABITAT
Manihot tenuifolia is endemic to the state of Goias (Fig. 12), with records for the municipalities
of Caiapbnia and Mossamedes. In the latter, it occurs in the Serra Dourada in Cerrado sensu stricto,
Cerrado rupestre, and Campo sujo, on sandy, clayey-rocky, and stony soils, between 929 m and
1,009 m elev. In Cerrado sensu stricto, it grows commonly prostrate, with several branches from
a xylopodiferous base, while in Cerrado rupestre, it is little branched and decumbent. Flowering

and fruiting occur between October and March.

CONSERVATION STATUS
Although M. tenuifolia is endemic only to the state of Goiés, it grows in mountainous areas with

preserved vegetation, forming expressive populations (more than 60 individuals) over 400 km
distant from each other. Therefore, its conservation status herein proposed is least concern (LC)
(IUCN, 2016).

MORPHOLOGICAL RELATIONSHIPS
Manihot tenuifolia shares with M. pentaphylla and M. rigidula the 5-lobed leaves, linear and

caduceua stipules, terminal inflorescences or in the dichotomy of the branches, campanulate
staminate calyx, and waxy and not winged capsules. However, it is different from both species by
the predominantly prostrate, cespitose, and subshrubby habit, or if decumbent, the branches up to
40 cm (vs. shrub 50-150 cm tall in M. pentaphylla and 40-90 cm tall in M. rigidula), stipules
laciniate and serreate (vs. entire), leaf lobes short and narrow [2.5-6 (8) x 0.2-0.5 cm] (vs. 5-14.5
x 0.5-1 cm in M. pentaphylla and 5-12 x 0.5-1 cm in M. rigidula), flowers of both sexes with
calyx internally glabrous (vs. pubescent), and gamosepalous pistillate calyx (vs. polysepalous).
Anatomically, M. tenuifolia differs from M. pentaphylla and M. rigidula by having convex
midrib with only one collateral vascular bundle, absence of angular collenchyma on the adaxial
side of the midrib (Fig. 3B), petiole with four vascular bundles (Fig. 3E), and epicuticular wax
pattern on the abaxial surface of the leaf blade composed of irregular plates (Fig. 11J). Manihot

pentaphylla and M. rigidula have biconvex midrib with two collateral vascular bundles, adaxial
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surface of the midrib with angular collenchyma (Fig. 3I, 3J), petiole with six vascular bundles
(Fig. 3G, 3H), and epicuticular wax pattern on the abaxial surface of the leaf blade composed of
membranous plates (Fig. 51, 81). Table 2 shows the anatomical characters diagnosed in the species
studied.

KEY IDENTIFICATION
1. Persistent stipules and pedicel of pistillate flowers 3-5.5cm long...................... M. graminifolia.

1°. Caduceus stipules and pedicel of pistillate flowers 0,1-1,5cm lONg........ccceeviriiiiinieiiieiiiieen, 2
2. Shrubs, entire stipules, typical racemes, entire bracts, pistillate flowers dialyssalas and
internal surface of staminate flowers and pistillate pubesCent............cccccovvevvericie i 3
3. Lax racemo, glabrou stamens and caruncle triangular, sessile and visible only

VEINETAITY ... bbbttt bbb M. pentaphylla.
3. Congested racemo, pubescent stamens and caruncle reniform, apical and visible

(o] 0T oo 1 IS [0 =TT PSS M. rigidula
2’. Subshrubs, laciniate stipules, subspicate racemes, laciniate bracts, pistillate flowers
gamosepalous  and  internal  surface of staminate  flowers and  pistillate

GlADIOUL ... s M. tenuifolia
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Manihot specimens studied

Species Habitat Collection site Voucher no. Herbarium

M. graminifolia Cerrado sensu Paraguay A. Schinini et al. CTES
stricto 36083

M. pentaphylla Cerrado sensu Serra dos Pireneus State Park,  E. S. Azevedo & R. UFG
stricto Pirendpolis (GO) C. Teixeira 27"

M. rigidula Cerrado sensu Caiapbnia (GO) E. S. Azevedo et al. UFG
stricto 16"

M. tenuifolia Cerrado rupestre Serra Dourada State Park, E. S. Azevedo & T. UFG

Mossamedes (GO) H. S. Sampaio 14~

*Material collected in the field and deposited at the Universidade Federal de Goias (UFG) herbarium.



Table 2. Anatomical features of the species studied

Anatomical features M. graminifolia M. pentaphylla M. rigidula M. tenuifolia

Leaf midrib Slightly convex to Biconvex Biconvex Straight on the adaxial
convex surface and convex on
the abaxial surface

Angular collenchyma on the adaxial side of the midrib Present Present Present Absent
Accessory vascular bundles in the midrib Absent Present Present Absent
Leaf wing NS Arched Flat NS
Papillae on the abaxial surface of the leaf blade Absent Present Present Present
Epicuticular wax pattern on the abaxial surface of the leaf NS Membranous plates Membranous plates Irregular plates
blade
Type of mesophyll Isobilateral Dorsiventral Dorsiventral Dorsiventral

Petiole outline

Pericyclic fibers

Number of vascular bundles in the petiole

Two types of cell in the stem medulla

Concave-convex

Thickened

Five

NS

Cylindrical
Thin
Six

Present

Cylindrical
Thickened
Six

Absent

Cylindrical
Thin
Four

NS

“NS: character not seen.

65



66

Figure 1. Fertile branch of Manihot graminifolia.
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Figure 2. Map showing the geographical distribution of Manihot graminifolia.



68

Figure 3. Cross-section of the stem, petiole, and leaf blade. A, C, C1, D, Manihot graminifolia. B, E, E1, F, Manihot
tenuifolia. G, I, K, M, P, Manihot pentaphylla. H, J, L, N, O, Manihot rigidula. A, slightly convex to convex midrib,
with one vascular bundle and angular collenchyma (Cg) on the adaxial surface. B, midrib straight on the adaxial
surface and convex on the abaxial surface, with one vascular bundle. C, petiole with concave-convex outline and six
vascular bundles. C1, pericyclic fibers with thick cell walls. D, abaxial epidermis of leaf composed of epidermal cells
(ep) and isobilateral mesophyll. E, cylindrical petiole with five vascular bundles. E1, pericyclic fibers with thin cell
walls. F, abaxial epidermis of leaf composed of papillose cells and dorsiventral mesophyll. G, H, cylindrical petiole
with six vascular bundles. I, J, biconvex midrib, angular collenchyma on the adaxial surface, a main vascular bundle
(Fp) and an accessory vascular bundle (circle). K, L, abaxial epidermis of leaf with papillose cells and dorsiventral
mesophyll. M, arched leaf wing. N, flat leaf wing. O, medullary parenchyma of the stem formed by two cell types. P,
medullary parenchyma of the stem formed by one cell type. Palisade parenchyma (PP); spongy parenchyma (PE);
medulla (M). Scale bars: 500 um (A, B, C, E, G-J); 100 um (C1, D, E1, F, K, L); 1000 pm (M-P).
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Figure 4. Manihot pentaphylla. A, fertile branch. B, inflorescence. C, staminate bract. D, staminate bracteole. E,
staminate bud. F, staminate flower. G, staminate flower with calyx split and open. H, pistillate bract. I, pistillate
bracteole. J, pistillate bud. K, pistillate flower. L, fruit. M, seed, dorsal side. N, seed, ventral side.
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Figure 5. Manihot pentaphylla. A, habit. B, aspect of foliage. C, detail of inflorescence. D, staminate flower, front
view. E, staminate flower, side view. F, pistillate flower. G, fruit. H, seeds. I, scanning electron microscopy of the
abaxial face of the leaf lobe showing the epicuticular wax pattern. J, habitat. Scale bar = 5 um. Photographs taken by

Elifalete Serafim Azevedo.
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Figure 6. Map showing the geographical distribution of Manihot pentaphylla.
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inflorescence. C, staminate bract. D, staminate bracteole. E, staminate

fertile branch. B
staminate flower with calyx split and open. H, stamen. I,

Figure 7. Manihot rigidula. A
bud. F, staminate flower. G,

pistillate bract. J, pistillate

seed, ventral

side.

bracteole. K, pistillate bud. L, pistillate flower. M, fruit. N, seed, dorsal side. O



73

Figure 8. Manihot rigidula. A, habit. B, aspect of foliage. C, detail of inflorescence. D, staminate flower, front view.
E, staminate flower, side view. F, pistillate flower. G, fruit. H, seeds. I, scanning electron microscopy of the abaxial
face of the leaf lobe showing the epicuticular wax pattern. J, habitat. Scale bar = 5 pum. Photographs taken by Elifalete

Serafim Azevedo.
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Figure 9. Map showing the geographical distribution of Manihot rigidula.
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Figure 10. Manihot tenuifolia. A, fertile branch. B, inflorescence. C, staminate bract. D, staminate bracteole. E,
staminate bud. F, staminate flower. G, staminate flower with calyx split and open. H, pistillate bract. I, pistillate

bracteole. J, pistillate bud. K, pistillate flower. L, pistillate flower with calyx split and open. M, fruit. N, seed, ventral
side. O, seed, dorsal side.



Figure 11. Manihot tenuifolia. A, habit. B, aspect of foliage. C, detail of inflorescence. D, staminate flower, front
view. E, staminate flower, front view. F, pistillate flower, side view. G, pistillate flower, front view. H, fruit. I, seed.
J, scanning electron microscopy of the abaxial face of the leaf lobe showing the epicuticular wax pattern. J, habitat.

Scale bar = 5 um. Photographs taken by Elifalete Serafim Azevedo.
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Figure 12. Map showing the geographical distribution of Manihot tenuifolia.



78

5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo confirmou caracteres anatdmicos com valor taxonémico ja citados na literatura:
no peciolo (contorno e nimero de feixes vasculares), nervura central (contorno e nimero de feixes
vasculares) e lamina foliar (tipo de mesofilo, células papilosas na face abaxial, distribuicéo e tipo
de estdmatos e padréo de cera epicuticular).

Além destes caracteres, a forma da lamina foliar (se arqueada ou reta) e do bordo (revoluto
ou ndo revoluto), distribuicéo de tecido colenquimatico na nervura central (presente ou ausente na
face adaxial), conformacdo da cuticula (se lisa ou ornamentada), fibras gelatinosas e presenca ou
auséncia de estrias cuticulares aqui observadas, também forneceram informagdes importantes para
diferenciar os taxons.

Morfologicamente, os tdxons revelaram diferencas em caracteres conservados e Uteis na
diferenciacdo de taxons no género, tais como: forma e integridade das bracteas e bractéolas, tipo
de inflorescéncia, habito e orientacdo de crescimento.

Apds analise dos dados morfogicos e anatdmicos, concluimos que os taxons aqui estudados
sdo espécies distintas. Dessa forma, acreditamos gque a anatomia de 6rgdos vegetativos sdo fontes
de dados adicionais, que aliados aos estudos botanicos possibilitam uma classifica¢do taxonémica
mais segura, até mesmo, de taxons de dificil delimitac&o.

Contudo, nota-se, que o0s estudos anatdmicos em Manihot ainda sdo escassos, se
considerarmos sua diversidade. Desse modo, uma vez que, este estudo se mostrou importante na
caracterizacdo e delimitacdo das espécies e devido o género possuir plasticidade fenotipica,
acreditamos que os estudos anatdmicos devem ser utilizados, permitindo o levantamento de

caracteres diagnasticos Uteis na delimitacdo taxondmica das espécies.



