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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a revisdo taxonOmica, o estudo quimico e
micromorfolégico das ceras epicuticulares, bem como estudados os processos de
polinizagcdo e os polinizadores de representantes sul-americanos do género Cleistes. Foi,
também, elaborada uma hipdtese filogenética da subtribo Pogoniinae com base em
caracteres morfoldgicos e moleculares, através do seqiienciamento das regides ITS
(ntDNA), e rpsi6 e trnL-F (cpDNA). O género Cleistes apresenta 17 espécies distribuidas
entre as Américas Central e do Sul, ocorrendo principalmente em regides de cerrado do
Brasil central. Trés dessas espécies foram descritas durante a elaboragdo do presente
trabalho e estdo aqui apresentadas. Através do estudo da hipdtese filogenética de
Pogoniinae foi verificado que essa subtribo apresenta dois clados bem sustentados. Um
clado é norte-americano-asiatico, e inclui os géneros Pogonia, Isotria e as espécies norte-
americanas de Cleistes. O outro € centro-sul-americano e inclui as espécies de Cleistes
distribuidas entre as Américas Central e do Sul. Com o desenvolvimento do presente
estudo, incluindo a maioria das espécies de Cleistes nas anélises, pode ser demonstrado que
esse género é parafilético, concordando com os dados publicados por Cameron & Chase
(1999). As espécies norte-americanas de Cleistes estdao mais relacionadas com os géneros
norte-americano-asiaticos Isotria e Pogonia do que com as espécies centro-sul-americanas
de Cleistes. A subtribo Pogoniinae também € parafilética. O saprofitico género Pogoniopsis
estd mais relacionado com representantes dos géneros Galeola e Cyrtosia (Galeolinae) do
que com os demais géneros pertencentes a subtribo Pogoniinae. Duckeella, um género
endémico da Amazonia e irmdo das Pogoniinae, ndo apresenta os caracteres sinapomorficos
que define essa subtribo, devendo ser transferido para a subtribo Duckeellinae. Espécies de
Cleistes apresentam micromorfologia das ceras epicuticulares existentes nas folhas
variando desde lisas, com granulos, ou até formando placas. As ceras epicuticulares de
Cleistes sao constituidas principalmente por dalcoois, dcidos e ésteres. A composi¢ao
quimica das ceras epicuticulares das folhas de espécies de Cleistes € muito varidvel entre
espécies, podendo ser usada na delimitagdo especifica dentro do gé€nero. Espécies de

Cleistes, assim como as demais Pogoniinae, sdo polinizadas principalmente por abelhas,



embora C. libonii apresente beija-flores do género Phaethornis como co-polinizadores.
Espécies sul-americanas de Cleistes apresentam picos de floragdo, em que todos os botdes
maduros de cada planta abrem simultaneamente no mesmo dia. As flores das espécies
estudadas sdo pouco durdveis (geralmente um dia), e oferecem néctar aos polinizadores. O
néctar é produzido em nectdrios glandulares da base do labelo das flores. Para os géneros
norte-americano-asiaticos esses nectarios estdo ausentes e as abelhas sdo atraidas as flores
por engano. Esse estudo sustenta a hipotese de evolucao de flores de engano para flores de

néctar.

Palavras-chave: ceras epicuticulares, Cleistes, filogenia, Orchidaceae, Pogoniinae,

polinizacao, taxonomia.



ABSTRACT

The taxonomic revision, the micromorphological and chemical study of the
epicuticular waxes, as well as the pollination processes and pollinators of the genus Cleistes
were reported. A phylogenetic inference within Cleistes and among genera of subtribe
Pogoniinae was also established, based on morphology and ntDNA (ITS) and cpDNA
(trnL-F and rpsl6) sequence data, and using maximum parsimony. The genus Cleistes
includes 17 species distributed among Central and South America, occurring mainly in
“cerrado” areas of Central Brazil. Three of these species are new and were described in the
present study. The phylogenetic study of Pogoniinae showed that this subtribe presents two
well-supported clades. One clade is North-American-Asiatic and includes the genera
Isotria, Pogonia and the North-American species of Cleistes. The other clade is Central-
South-American and includes the species of Cleistes occurring in Central and South
America. The genus Cleistes, in agreement to Cameron & Chase (1999), is paraphyletic.
The North American species of Cleistes are more related to the North American-Asiatic
genera Isotria and Pogonia than to the remaining species of Cleistes. The subtribe
Pogoniinae is also paraphyletic. The saprophytic genus Pogoniopsis is more related with
Galeola and Cyrtosia (Galeolinae) than to the remaining genera currently recognized
within subtribe Pogoniinae. The Amazonian genus Duckeella, sister of all remainder of
Pogoniinae, lacks the synapomorphic characters that define this subtribe, and should be
transferred to the subtribe Duckeellinae. Species of the genus Cleistes present
micromorphology of the epicuticular waxes of the leaves varying from a singular film to
forming granules or platelets. The epicuticular waxes in Cleistes are constituted mainly by
alcohols, acids and esters. The chemical compounds of epicuticular waxes of Cleistes were
very variable among species, and may be used for specific delimitation within the genus.
Species of Cleistes, as for remaining Pogoniinae, are pollinated mainly by bees, although C.
libonii is co-pollinated by hermit hummingbirds. The South American species of Cleistes
presents flowering peaks, in which all mature buds of each plant flowering simultaneously
on the same day. The studied species produced short-lived flowers (generally one day),

which offer nectar as reward produced by two nectariferous glands on the basis of the lip.



For the North American-Asiatic genera these nectariferous glands are absent and the floral
visitors are attracted by deceit. This study supports the evolution of deceptive flowers to

nectar flowers.

Key words: Cleistes, epicuticular waxes, Orchidaceae, phylogeny, Pogoniinae, pollination,

taxonomy.



INTRODUCAO GERAL

A familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae abrange cerca de 7% das angiospermas, sendo considerada uma
das maiores familias desse grupo (Atwood 1986). Orchidaceae apresenta cerca de 850
géneros e 20.000 espécies distribuidas por todo o mundo, mas apresenta sua maior
diversidade nas regides tropicais (Dressler 1993). No Brasil, ocorrem cerca de 2.300
espécies distribuidas em 191 géneros (Pabst & Dungs 1975).

A maioria das orquideas é epifita, porém, existem espécies rupicolas, terricolas,
palustres e saprofiticas (Dressler 1993). Essa diversidade de formas de vida possibilita a
ocupacdo de diferentes tipos de ambientes, uma vez que orquideas podem ser encontradas
em formacdes vegetais diversas (Hoehne 1949). A grande capacidade adaptativa das
orquideas pode ser explicada, em parte, pelas varias formas vegetativas presentes na
familia, as quais podem representar diferentes estratégias relacionadas, basicamente, com a
obtencdo e reserva de dgua e nutrientes. Caule intumescido formando pseudobulbo, folhas
carnosas e raizes velamenosas sdo algumas dessas estratégias. Apesar das estruturas
vegetativas serem bastante diversas na familia, a construcao floral das orquideas € mais ou
menos uniforme quanto ao nimero e arranjo de suas partes. Entretanto, hd variagdo em
detalhes estruturais, na forma e tamanho dos componentes basicos o que leva ao surgimento
de estruturas muito complexas (van der Pijl & Dodson 1966). As flores de Orchidaceae sdao
geralmente zigomorfas, possuindo trés sépalas e trés pétalas, sendo uma destas diferenciada
em labelo. Os 6rgdos reprodutivos sd@o fundidos em uma estrutura, a coluna, com uma ou
mais raramente duas ou trés anteras e uma regido estigmaética formada pela fusdao dos trés
estigmas (Dressler 1981). Na maioria das orquideas os graos de pdlen sdo reunidos em duas
ou mais polinias, e estas, em conjunto com o viscidio (e estipe, em alguns géneros), que € a
extremidade adesiva responsdvel pela fixacdo ao polinizador, formam o polindrio. Na
coluna, o polindrio é separado do estigma por uma regido denominada rostelo (Dressler
1993). Em orquideas vaniléides (Cameron & Chase 1999), e em algumas Epidendroideae
basais (Cameron et al. 1999), os graos de pdlen sdo liberados como mdnades ou tétrades

livres e estruturas como viscidio e estipe estdo ausentes.



A familia Orchidaceae esta dividida em 70 subtribos, 22 tribos e cinco subfamilias,
baseadas principalmente no nimero e na posicdo da antera (Dressler 1993). Essas
subfamilias, de acordo com a classificacio de Dressler (1993), sdo: Apostasioidae,
Cypripedioideae, Epidendroideae, Spiranthoideae e Orchidoideae. Em tratamentos mais
recentes, baseados na andlise de fragmentos de restricio de DNA (Cameron et al. 1999,
Cameron 2004, Freudenstein er al. 2004) e caracteres morfologicos (Freudenstein &
Rasmussen 1999), o numero de subfamilias é mantido, porém Spiranthoideae e
Orchidoideae foram consideradas como uma tnica subfamilia (Orchidoideae), e
Epidendroideae tem sido sub-dividida, com a criacdo da subfamilia Vanilloideae (Cameron
et al. 1999, Cameron 2004, Freudenstein et al. 2004). Epidendroideae forma um grupo
parafilético que, ultimamente, estd dividido em dois grandes clados. Um deles compreende
as Epidendroideae derivadas, que apresentam polinias revestidas por viscina, antera
incumbente, caule geralmente modificado em pseudobulbos e hdbito predominantemente
epifitico ou rupicola. Existem, no entanto, géneros (e.g. Psilochilus, Triphora, Epipactcs e
Neottia) que parecem pertencer as Epidendroideae, mas que ndo possuem o0s caracteres
sinapomorficos que definem esse grupo (Cameron et al. 1999, Freudenstein et al. 2004).
Esses géneros compreendem o clado das Epidendroideae basais, um grupo cujas polinias

possuem pdlen livre e anteras eretas ou suberetas (Cameron et al. 1999).

As orquideas vanildides

A posicdo das orquideas vanildides na familia Orchidaceae, ao longo da histéria da
classificagc@o, tem sido muito controversa. Em 1835, Lindley propds uma familia separada
para as orquideas vaniloides (Vanillaceae), mas esse mesmo autor retornou-as,
posteriormente, para a tribo Vanilleae, em Orchidaceae (Lindley 1836). Schlechter (1926)
inicialmente considerou a tribo Vanilleae com apenas uma subtribo, mas, posteriormente,
reconheceu duas subtribos distintas, Vanillinae e Pogoniinae (Schlechter 1970). Rasmussen
(1982) incluiu os taxons de orquideas vanildides na subfamilia Neottioideae, mas,
transferiu-as posteriormente, para as Epidendroideae (Rasmussen 1985). Garay (1986)
reconheceu a tribo Vanilleae como pertencendo a subfamilia Neottioideae e distinta das
Epidendroideae devido a sua morfologia considerada primitiva (Cameron & Chase 1999).

Burns-Balogh & Funk (1986), em uma andlise cladistica da familia Orchidaceae, seguiram



a recomendacdo de Dressler (1981) e reconheceram a tribo Vanilleae, incluindo as
subtribos Vanillinae, Pogoniinae, Lechanorchidinae e Palmorchidinae na subfamilia
Epidendroideae. Estudos posteriores (Dressler 1993 e Cameron et al. 1999), entretanto,
sustentaram a dissociacdo de Palmorchidinae das orquideas vaniléides. Em seu mais
recente tratamento sistemdatico da familia Orchidaceae, Dressler (1993) reconheceu os
géneros das orquideas vaniléides como membros da tribo Vanilleae. Esta tribo foi dividida
nas subtribos Vanillinae, Galeolinae e Lecanorchidinae, sendo interpretada como um grupo
de orquideas primitivas que formam uma “alianca” com as Epidendroideae (Dressler 1993).
A subtribo Pogoniinae foi considerada por esse autor como uma tribo de “status” incerto,
com base na assercao de Rasmussen (1985), de que o grupo nio teria sinapomorfias dbvias
que o ligasse a tribo Vanilleae. Atualmente é conhecido que a subtribo Pogoniinae pertence
ao grupo das orquideas vaniléides devido a presenca de algumas sinapomorfias, como
presenca de zona de abscisdo entre perianto e ovario, antera versdtil e pdlen livre, em
moénades (Cameron et al. 1999, Cameron & Chase 1999). Em espécies de Cleistes
(Pansarin 2003), assim como nos demais géneros em Pogoniinae os graos de pdlen sdo
depositados no escuto das abelhas. As orquideas vanildides, nos sistemas mais recentes de
classificagdo da familia, tém sido incluidas na subfamilia Vanilloideae (Cameron et al.
1999, Cameron & Chase 1999, Cameron 2004, Freudenstein et al. 2004).

As orquideas vaniléides sdo importantes na classificacao da familia Orchidaceae, pois
apresentam um conjunto de caracteristicas que nao estdo presentes em nenhum outro grupo
na familia (Cameron & Chase 1999). Esse grupo é também de interesse econdmico, pois
frutos de Vanilla planifolia Andrews sdo usados como fonte natural de vanilina (Correll
1953). As orquideas vanil6ides sdo mais diversas nos tropicos, mas podem ser encontradas
em todo o mundo. Essas orquideas compreendem aproximadamente 15 géneros, contendo
cerca de 175 espécies (Cameron 1999, Cameron et al. 1999). Vanilla é o género mais
numeroso, com cerca de 90 espécies (Cameron & Chase 1999), seguido de Cleistes com
cerca de 20 espécies. Os demais géneros sdo muito pequenos ou monotipicos (Cameron &

Chase 1999).



A subtribo Pogoniinae

Cameron & Chase (1999) em um estudo da filogenia para Pogoniinae, com base em
caracteres morfoldgicos e moleculares, revelaram que essa subtribo é monofilética. Esse
estudo revelou, ainda, que o género Duckeella, que ocorre na Amazonia, é o grupo irmao
do restante das Pogoniinae. No entanto, o saprofitico género Pogoniopsis, endémico do
Brasil, ndo foi incluido nessas andlises. As demais espécies incluidas em Pogoniinae estao
reunidas em dois grupos monofiléticos. Um deles é o clado norte-americano-asidtico que
contém os géneros Pogonia, Isotria e as espécies norte-americanas de Cleistes. Os géneros
do clado norte-americano apresentam ndmero igual de cromossomos, 2n=18. As espécies
sul-americanas do género Cleistes, por outro lado, formam outro grupo monofilético. Os
resultados obtidos por Cameron & Chase (1999) revelaram que o género Cleistes €
parafilético e que Cleistes divaricata € mais proximamente relacionada aos géneros
Pogonia e Isotria do que com as demais espécies de Cleistes. As espécies sul-americanas
do género Cleistes constituem o grupo irmao do clado norte-americano-asidtico. Cameron
& Chase (1999) defendem a necessidade de alteracdes taxondmicas na subtribo Pogoniinae
e propdem a criacdo de um novo género para Cleistes divaricata, uma vez que o género
Cleistes foi criado baseado na espécie sul-americana Cleistes lutea Lindl. Outra alternativa
proposta por esses autores seria a de combinar Pogonia, Isotria e Cleistes divaricata em um
unico género, Pogonia Juss., mas essas alteracOes s6 podem ser realizadas quando os
estudos com as demais espécies de Cleistes forem completados.

De acordo com Cameron & Chase (1999) a subtribo Pogoniinae € distribuida em trés
continentes, América do Norte, do Sul e oeste da Asia. Essa distribuicao nao € continua e
apresenta duas disjuncdes fitogeograficas significantes. O género Duckeella é endémico da
Amazonia. O género Cleistes apresenta seu centro de diversidade na América do Sul, com a
espécie Cleistes rosea ocorrendo até a América Central e C. costaricensis, endémica da
Costa Rica. Cleistes divaricata e os géneros Isotria € Pogonia distribuem-se na América do
Norte e oeste da Asia. Cameron & Chase (1999) interpretaram que a subtribo Pogoniinae
teria surgido na América do Sul, durante o Cretdceo. Provavelmente, o ancestral de Cleistes
divaricata teria migrado para o sudeste dos Estados Unidos durante o Paleoceno, via
dispersao a longa distancia das sementes. Com o ancestral das Pogoniinae norte-americanas

estabelecidas no sudeste dos Estados Unidos, teria ocorrido a migragdo e especia¢do do



grupo nesse continente, onde se estabeleceram os géneros Isotria, Pogonia e a espécie
Cleistes divaricata. Durante o mioceno, o género Pogonia pode ter se distribuido entre o
norte da América do Norte e nordeste da Asia. Com a glaciagdo, ocorreu uma disjuncio das
populacdes do género Pogonia.

Dados hoje disponiveis sobre polinizacdo em Pogoniinae restringem-se ao clado norte-
americano-asidtico. Pogonia ophioglossoides (L.) Jussieu € polinizada por abelhas
operéarias do género Megachile e rainhas e operdrias do género Bombus. O polinério dessa
espécie, que € farindceo como nos demais géneros em Pogoniinae (Cameron et al. 1999),
fica aderido a face frontal da cabeca das abelhas (Thien & Marcks 1972). Isotria
medeoloides (Pursh) Raf. reproduz-se através de autopolinizac¢do espontanea e I. verticillata
(Muhl. ex Willd.) Raf. é polinizada por pequenas abelhas pertencentes as familias
Halictidae, Anthophoridae e Adrenidae, nas quais os graos de pélen sao depositados na face
dorsal do térax (Mehrhoff 1983). Cleistes divaricata (L.) Ames, que ocorre no oeste da
Virginia, € polinizada por abelhas operarias dos géneros Megachile e Bombus, nas quais o
polen é depositado na face dorsal do torax (Gregg 1989). Nessa espécie, os polinizadores
sdo atraidos por engano, pois as flores ndo oferecem recursos (Gregg 1989). Assim como
em Cleistes divaricata, Dressler (1993) relata que em Pogonia e Isotria os polinizadores
sao atraidos por engano devido a presenca, no labelo, de tricomas que imitam pélen. Thien
& Marcks (1972), no entanto, observaram o acimulo de pequena quantidade de néctar na
base do labelo de P. ophioglossoides.

A identificagdo de caracteres micromorfolégicos, com auxilio de microscépio
eletronico de varredura (MEV), tem sido muito utilizada em estudos taxondmicos, podendo
contribuir com informagdes detalhadas das estruturas e fornecendo informacdes que podem
ser utilizadas em estudos de sistematica e filogenia. Tais estudos sdo relativamente simples
e rapidos de serem realizados, e os caracteres sdo geralmente faceis de serem interpretados.
O arranjo e a forma das células epidérmicas e da parede celular sdo alguns dos caracteres
micromorfolégicos que podem ser observados (Barthlott 1981). Em Orchidaceae,
caracteres, como a superficie de sementes, sdo os mais utilizados em microscopia eletronica
de varredura (Dressler 1993). Cameron & Chase (1998) indicam que a morfologia das
sementes € um caractere muito importante na delimitacdo dos géneros em Pogoniinae e

relatam que as sementes de espécies do género Cleistes sul-americanas diferem muito das
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sementes de espécies de Isotria, Pogonia e da espécie Cleistes divaricata, que formam o
clado norte-americano. Caracteristicas de sementes também podem ser muito importantes
na delimitacdo de espécies dentro de cada género em Pogoniinae (Cameron & Chase 1998).
Em Cleistes foram observadas diferencas da morfologia das sementes nas espécies

analisadas por Cameron & Chase (1998).

Relagoes filogenéticas

As primeiras hipéteses filogenéticas elaboradas para Orchidaceae foram baseadas em
caracteres morfolégicos (Burns-Balogh & Funk 1986, Dressler 1993, Szlachetko 1995). As
hipéteses propostas por esses autores foram refletidas nos sistemas de classificacdo da
familia, que atualmente vém sendo revisadas e modificadas, quando necessédrio. Desde a
ultima década, o uso de seqiiéncias de nucleotideos para estimar relacdes filogenéticas entre
tdxons tem atraido a atencdo de botanicos que estudam uma variedade de grupos de plantas
(Clegg & Zurawski 1992), inclusive Orchidaceae (para revisdo veja Cameron 2004 e
Freudenstein et al. 2004). Desde o primeiro trabalho envolvendo técnicas moleculares na
familia (Chase et al. 1994), vem sendo crescente o nimero de estudos realizados, que
abrangem tanto Orchidaceae como um todo (mas incluindo apenas alguns representantes de
cada género ou subtribos), como niveis hierdrquicos inferiores dentro do grupo (para
revisdo veja Cameron 2004 e Freudenstein ef al. 2004). Atualmente, numerosos estudos
(revisdo em Cameron 2004) t€ém demonstrado que flores de orquideas podem ser muito
susceptiveis a convergéncia morfoldgica causada por pressdo de selecdo por parte de seus
polinizadores, ainda que caracteres florais tenham sido tradicionalmente usados na
classificagdo da familia (Dodson 1962, Dressler & Dodson 1960). Nesses casos, seqiiéncias
de nucleotideos t€m a vantagem de, além de poderem ser rapidamente produzidas, serem
pouco homopldasicas (Palmer et al. 1988). Dressler (1993) aponta que dados moleculares
podem ser muito importantes em estudos de filogenia, sendo tteis nos casos em que 0s
dados obtidos em anélise de estruturas morfo-anatdomicas sao inadequados ou conflitantes.
Os dados moleculares podem ser de grande utilidade na tomada de decisdes entre idéias
conflitantes, podendo ser usados em conjunto com dados obtidos através da andlise de
outros caracteres. Geralmente a quantidade de caracteres que pode ser obtida através da

andlise do DNA € muito maior que a que pode ser obtida somente com caracteres morfo-
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anatomicos. Esses atributos sdo atrativos para orquidologistas, dada a complexidade das
estruturas florais e vegetativas das orquideas e pela importancia da existéncia de caracteres
que sejam pouco homoplasicos para gerar hipdteses sobre a estrutura filogenética do grupo.
Seqiiéncias génicas podem ser obtidas a partir do DNA presente no nicleo (nDNA),
cloroplastos (cpDNA) e mitocondrias (mDNA). As variagdes que ocorrem no DNA sdo os
estados de carater procurados, e estas incluem mutacdes pontuais e rearranjos, incluindo
inversoes, delecdes e insercoes de material genético. As mutacdes podem ser comparadas
entre diferentes tdxons e sdo analisadas através de métodos cladisticos, geralmente com
utilizacdo do principio de parcimdnia. Fragmentos de restricdo, como a regido nuclear de
DNA ribossdmico ITS, tém sido usados na delimitacdo de gé€neros e subtribos dentro do
grupo. O uso da regido ITS tem sido muito importante para estimar a posicao de orquideas
saprofiticas, quando fragmentos de regides de cloroplasto ndo sdo possiveis de serem
amplificados (Cameron 2004). Muitos dos estudos com niveis hierdrquicos inferiores tem
sido complementados com as regides de DNA de cloroplasto trnL-F e matK. O gene de
cloroplasto rbcL (Cameron et al. 1999, Cameron 2004), assim como psaB (Cameron 2004),

tem sido usado na delimitacdo de subfamilias, tribos e subtribos em Orchidaceae.

OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

1. Formular uma hipétese filogenética para género Cleistes e demais Pogoniinae com base
em caracteres morfoldgicos e macromoleculares;

2. Estudar as inter-relacdes filogenéticas entre o género Cleistes e os demais géneros da
subtribo Pogoniinae sul-americanos e verificar a posicao do género Pogoniopsis no grupo;
3. Estudar os mecanismos envolvidos no processo de polinizagdo e os polinizadores de
espécies sul-americanas de Cleistes, relacionando esses aspectos entre os clados sul-
americano e norte-americano-asiatico em Pogoniinae.

4. Realizar a revisdo taxondOmica do género Cleistes com elaboracdo de chave de

identificacdo, documentacdo fotogréfica, desenhos e descri¢des das espécies;
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5. Realizar o estudo micromorfolégico e quimico das ceras epicuticulares de espécies sul-

americanas de Cleistes;
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Capitulo 1

Formatado de acordo com as normas da American Journal of Botany

PHYLOGENY OF SOUTH AMERICAN POGONIINAE (ORCHIDACEAE) BASED ON
MORPHOLOGY AND DNA SEQUENCE DATA FROM NUCLEAR RIBOSOMAL
(ITS) AND CHLOROPLAST (TRNL-F AND RPS16) REGIONS

EMERSON R. PANSARIN, ANTONIO SALATINO, AND MARIA L. F. SALATINO

ABSTRACT

The subtribe Pogoniinae (Orchidaceae), as currently known, comprises five genera
distributed in South and Central America, and Eastern Asia. A phylogenetic inference
within Cleistes and among genera of subtribe Pogoniinae was established, based on
morphology and ntDNA (ITS) and cpDNA (trnL-F and rpsl6) sequence data, and using
maximum parsimony. Seventeen species of Cleistes and members of all other genera of
Pogoniinae and outgroups were sampled. Analyses based separately on morphology and
molecular data provided very similar topologies. Pogoniinae is supported as a paraphyletic
subtribe. The saprophytic genus Pogoniopsis is closer to the vanilloid subtribe Galeoliinae
than to the remainder Pogoniinae. The genus Cleistes is paraphyletic. The North American
Cleistes divaricata and C. bifaria have affinities closer to the temperate genera Isotria and
Pogonia than to the Central and South American species of Cleistes, the latter constituting
a monophyletic group characterized by the presence of glandular nectaria, tuberous roots
and Central and South American distribution. The Amazonian Duckeella is sister of all the
remainder Pogoniinae. Basally whorled leaves, lateral and multiflored inflorescences with
yellow flowers, lip poorly differentiated from petals and presence of appendages on both

column sides characterize this rare genus.
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Vanilloideae.

INTRODUCTION

The subtribe Pogoniinae includes five genera distributed in South and North America,
and Eastern Asia (Dressler, 1993; Cameron and Chase, 1999). Cleistes is the largest genus,
with about 20 species (Pansarin and Barros, in prep.). The remaining genera (Duckeella,
Isotria, Pogonia and Pogoniopsis) are much smaller or monotypic (Cameron, 1999). The
subtribe Pogoniinae, as well as other vanilloid orchids, are important for orchid systematics
because the suite of morphological characters that defines them is present in no other
members of Orchidaceae and may provide clues to the evolution of this large and diverse
family (Cameron and Chase, 1999). In fact, they have a considerable number of
plesiomorphic features that have lead orchidologists to classify them at various levels and
to disagree about their circumscription and phylogenetic position within Orchidaceae
(Cameron and Chase, 1999).

The position of vanilloid orchids in the Orchidaceae has been controversial and this
group has been assigned distinct taxonomic ranks within the family (see Cameron and
Chase, 1999 for a review). Dressler (1993), in his most recent treatment of the Orchidaceae,
placed the members of vanilloid orchids in the tribe Vanilleae, within the subfamily
Epidendroideae. This tribe was divided into subtribes Vanillinae, Galeolinae and
Lecanorchidinae. Pogoniinae, in Dressler’s (1993) treatment, was assumed as a subtribe of
uncertain status on the basis of assertion of Rassmussen (1985).

In his classification for the Orchidaceae, Slathetko (1995) promoted the vanilloid
orchids to the subfamily level. Within Vanilloideae he recognized the tribes Triphoreae,
Arethuseae, Nervileae, Gastroideae, Epipogieae and Vanilleae. Cleistes, Isotria, Pogonia
and Pogoniopsis were kept in subtribe Pogoniinae, while Duckeella was placed in subtribe
Duckeellinae. These two subtribes were positioned close to Sobraliinae and Arethusinae, in
tribe Arethusae.

In recent treatments based on morphological and DNA sequence data (Cameron et al.,

1999; Cameron and Chase, 1999; Chase et al., 2003; Cameron, 2004; Freudenstein et al.,
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2004), and in accordance with Slathetko (1995), the vanilloids orchids were ranked at the
subfamily hierarchy. Basically, the group corresponds to tribe Vanilleae sensu Dressler
(1993), but including Pogoniinae. Within Vanilloideae was recognized the subtribes
Vanillinae, Galeolinae and Pogoniinae (Cameron et al., 1999). In his most recent treatment
for the vanilloid orchids, Cameron (2003) elevated the subtribe Pogoniinae to the rank of
tribe (Pogoniieae) and combined Galeolinae and Vanillinae in a singular group (i.e., tribe
Vanilleae). According to Cameron et al. (1999) and Cameron and Chase (1999), based on
morphology and DNA sequence data of the nuclear ribosomal ITS and plastid rbcL, the
subtribe Pogoniinae (tribe Pogoniieae; sensu Cameron, 2003) is monophyletic. The South
American genus Duckeella is sister of all remaining genera of Pogoniinae. The genus
Cleistes is paraphyletic (Cameron and Chase, 1999). The North American C. divaricata and
C. bifaria are closer to the North American genus Isotria and the North American-Asiatic
Pogonia than to their South American congeneric species (Cameron and Chase, 1999). The
South American Cleistes constitute a monophyletic group (Cameron and Chase, 1999). The
rare saprophytic Pogoniopsis has not been included in these analyses, and thus its position
within the subtribe remains inconclusive (Cameron and Chase, 1999).

DNA sequence data have often been used for inference of the phylogeny of many
different groups of plants, including Orchidaceae (e.g., Cameron et al., 1999; Cameron,
2004; Freudenstein et al., 2004). The nuclear ntDNA internal transcribed spacers ITS and
the plastid regions rps!6 and trnL-F have been useful for the establishment of phylogenetic
relationships at low hierarchic levels in Orchidaceae (e.g., Cameron and Chase, 1999;
Clements et al., 2002; Koehler et al., 2002; Bateman et al., 2003; Smith et al., 2004).

The paper aims to (1) infer phylogenetic relationship among the species of Cleistes, (2)
test the monophyly of Pogoniinae with the inclusion of the South American genus
Pogoniopsis in the analyses, (3) establish phylogenetic relationships among South
American Pogoniinae and (4) reevaluate the synapomorphic characters and its consistency

delimiting the taxa within subtribe.



16

MATERIAL AND METHODS

Taxon sampling — A total of twenty-seven species were sampled on this study,
corresponding all five genera (Cleistes, Duckeella, Isotria, Pogonia and Pogoniopsis)
currently recognized as Pogoniinae (Dressler, 1993; Cameron et al., 1999; Cameron and
Chase, 1999) and here assumed as ingroup. Seventeen species of Central and South
American Cleistes were sampled. Two species of Vanilla were used as outgroup, based on
previous molecular and morphological phylogenetic studies of Orchidaceae (Cameron et
al., 1999; Cameron, 2004; Freudenstein et al., 2004), particularly of the subtribe Pogoniinae
(Cameron and Chase, 1999). The Pogoniinae species and outgroup used in this study,

voucher information and GenBank accession numbers are given in Table 1.

DNA extraction, amplification and sequencing — Total DNA was extracted from fresh
and silica gel-dried plant issues (Chase and Hills, 1991), following a modified CTAB
method of Doyle and Doyle (1987). The DNA was precipitated overnight at -20 C with 510
pL of 100% isopropanol and centrifuged. The pellet was washed twice or three times with
70% ethanol, and dried. The DNA was re-suspended in 75 uL of TE buffer (10 mM Tris-
HCL, 1 mM EDTA, ph 8.0) and stored at -20 C. Amplifications were carried out in a
thermocycler, using 50 uLL PCR reaction volumes and Tag DNA polymerase of Invitrogen.
For ITS amplifications betaine (Sigma) at 1.0 mL/L was added to the PCR mixture. Primers
of nuclear ribosomal internal transcribed spacers (ITS1, ITS2) and intervening 5.8 S (Sun et
al., 1994), and plastid trnL-F intergenic spacers (Taberlet et al., 1991) and rpsl6 intron
(Oxelman et al., 1997) were used in the amplifications and sequencing. For ITS, the
termocycler program was 99 °C, 10 min; 80 °C, 5-10 sec. for Taq polymerase addition; 35
cycles: 94 °C, 1 min; 65 °C, 45 sec; 72 °C, 1 min; the last cycle ended with an extension
period of 5 min at 72 °C. For trnL-F the program was 94 °C, 2 min; 33 cycles: 94 °C, 1 min;
56 °C, 45 seg; 72 °C, 1 min 20 sec; the last cycle ended with an extension period of 5 min at
72 °C. For rpsl6, the thermocycler program was similar to the one for trnL-F, with
annealing temperature of 50 °C. Successfully amplified PCR products were purified using a
GFX PCR cleaning column (Amersham Biosciences). The sequences were obtained with
Applied Biosystems automated sequencer models 3100 or 3700 with dye terminators (Big

Dye 3.0-3.1, ABI) according to manufacturer's protocols. Sequence editing and assembly of
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complementary and overlapping sequences were accomplished using the ABI softwares
Sequence Navigator and Autoassembler (Applied Biosystems), respectively. DNA
sequences were aligned using Clustal X version 1.83 (Thompson et al., 1997). Subsequent
manual corrections were carried out with BioEdit version 5.0.9. Indels were entered into the
matrices as missing values added as binary characters in end of matrix for phylogenetic
analysis. Matrix ends were trimmed to exclude sequence artifacts. Taxa used in the
analyses and GenBank accessions are listed in Table 1. Matrices are available upon request

from the corresponding author.

Non-molecular characters — Herbarium specimens from CEN, ESA, HB, HRCB,
HUEFS, INPA, MBML SP, SPF, R, RB, UEC, VEN and VIC, as well as collected in field
with voucher deposited at herbaria UEC and INPA, were used as sources of morphological
characters. Characters were also obtained from papers of Thien and Marcks (1972),
Mehrhoff (1983), Dressler (1993), Gregg (1989), Cameron and Chase (1998, 1999) and
Cameron (2003). A total of 37 non-molecular characters and character state coding are
given in Table 2. Polarization of morphologic characters was done following the outgroup
comparisons method (Nixon and Carpenter, 1993) using species of Vanilla. The Pogoniinae
species and outgroup used in this study and non-molecular data matrix are in Table 3.

The SEM study of the seeds of Pogoniopsis nidus-avis was carried out using mature
fruits collected in the field. The seeds were mounted on aluminum SEM stubs and direct
sputter-coated with a gold-palladium alloy, and observed and photographed under
accelerating voltage of 10kv. Seed characteristics of other taxa included in this study were

obtained from the study of Cameron and Chase (1998) and from Dressler (1993).

Data matrix composition and cladistic analysis — All cladistic analyses were run with
PAUP" version 4.0b (Swofford, 2001), using the criteria of Fitch parsimony (Fitch, 1971),
including autapomorphies, and ACCTRAN optimization with zero-length branches
collapsed. Heuristic searches were conduced with for 31 taxa for ITS, 33 taxa for trnL-F,
28 taxa for rpsl6, 18 taxa for the combination of data from the three DNA regions. The
search strategy for the molecular and combined data sets used 1000 replications of random

taxon entry additions, option MULTREES in effect, and tree bisection reconnection
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swapping, holding 10 trees/replicate and saving all shortest trees. Strength of clade support
was assessed using 1000 bootstrap replicates (Felsenstein, 1985).

The non-molecular phylogenetic analysis used a matrix with 37 characters, and the 25
taxa (Table 3) were analyzed with a branch-and-bound search. No bootstrap replicates were
performed for the morphological data set because of the low internal support of branches.
In order to reduce the effect of homoplasic characters on the tree topologies, successive
weighting (Farris, 1969) was applied to the morphological and combined data sets. The
partition Homogeneity Test of PAUP* 4.0b (Swofford, 2001) was used to assess
congruence among molecular and morphological data sets. This test is equivalent to the
ILD test of Farris et al. (1994), which has been employed as a method for determinating
whether separated data sets should be combined in a single parsimony analysis. In the
present study, this test was used as a way of validate or invalidate the combined analyses.
We performed the test under parsimony, using the following parameters: heuristic search,
TBR branch-swapping, with 100 random addition sequences, and 500 replicates to generate
the null hypothesis. Changes of morphological characters states were traced on the

combined molecular trees with MacClade version 4.0 (Madison and Madison, 2000).

RESULTS

Information of tree statistics for both individual and combined data set including tree
length, number of characters in data matrices, number of variable characters, number of
potentially phylogenetic informative characters, number of Fitch trees, Consistency Index
(CI) and Retention Index (RI) is given in Table 4. The ILD test results suggest that
partitions of data into cpDNA + nrDNA were not incongruent, although partition of data
into molecular and non-molecular characters was incongruent. Most analyses with
individual and combined data set produced well-supported trees with highly congruent
topologies (Figs. 1-5). The sole exception refers to the South and Central American Cleistes
clade in the analysis of non-molecular characters and trnL-F cpDNA data matrix (Figs. 3,
4).

The cpDNA regions of saprophytic Pogoniopsis could not be amplified and

consequently no phylogenetic analyses involving rps/6 and trnL-F were conducted for this
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taxon. Tests of rbcL amplification were successful for representatives of all genera
currently recognized as Pogoniinae (results not presented), except Pogoniopsis. It seems
that many chloroplast DNA regions can be absent from the plastid genome of Pogoniopsis,
which are saprophytic, non-photosynthesizing plants. On the other hand, it was not possible
to amplify the ITS1, ITS2 and 5.8 S region of C. castanoides and C. pluriflora, and thus the
phylogenetic analyses involving these species were restricted to rpsl6, trnL-F sequence

data and non-molecular characters.

Phylogenetic analysis of isolated ITS, rps16 and trnL-F regions — Individual analysis
of the ITS nrDNA, and rpsi6 and trnL-F of cpDNA resulted in well-supported strict
consensus trees (except for trnL-F cpDNA) with highly congruent topologies (Figs. 1-3).
The Vanillinae genus Epistephium, included only in trnL-F data matrix, is supported as
sister of Duckeella (Fig. 3). The genus Pogoniopsis, in ITS ntDNA bootstrap consensus
tree (Fig. 1), is sister of all genera currently recognized as Pogoniinae, with 96% of
bootstrap support (BS). The Amazonian Duckeella, in all isolated molecular analyses, is
supported as sister of all remainder of Pogoniinae. The North American Isotria, Cleistes
divaricata and C. bifaria, and the North American-Asiatic genus Pogonia form a
monophyletic temperate group (Figs. 1-3). According to isolated ITS analysis, the North
American Pogonia ophioglossoides is sister of the Eastern Asia clade, that includes P.
Jjaponica and P. minor, with BS = 90% (Fig. 1). The clade that includes Cleistes divaricata
and C. bifaria is sister of Isotria and Pogonia (Figs. 1, 2). The temperate clade ((Cleistes
divaricata + C. bifaria) (Isotria (Pogonia ophioglossoides (P. japonica + P. minor))) is
sister of all South and Central American Cleistes. The genus Cleistes, as currently known,
is paraphyletic. The North American C. bifaria and C. divaricata are more related to Isotria
and Pogonia than the remainder of South and Central American species of Cleistes. The
South-Central American Cleistes form a monophyletic group (Figs. 1-3). Within Central
and South American Cleistes, we identified some well-supported clades (C. aphylla + C.
pusilla, Figs. 1-3), (C. libonii + C. metallina, Figs. 1-3), (C. gracilis (C. ramboi + C.
uliginosa, Figs. 1, 2), (C. exilis + C. cipoana, Figs. 1, 2), although in isolated trnL-F
cpDNA analysis the tropical clade is poorly resolved. Cleistes tenuis, in ITS ntDNA tree, is

supported as sister of all remainder of taxa although, in rps/6 and trnL-F analyses, this
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specie is sister of C. castanoides. The clade (Cleistes metallina + C. libonii) is sister of C.
paranaensis. Cleistes pararaensis is supported as sister of all remaining Cleistes species
(Figs. 1-3). Cleistes pluriflora and C. itatiaie, as presented in rpsl6 matrix, are sisters of C.

gracilis and C. exilis, respectively (Fig. 2).

Non-molecular analysis — The analysis of morphological data resulted in a poorly
resolved strict consensus tree (Fig. 4). We did not perform bootstrap analyses for the
morphological matrix because of the low resolution within South and Central American
species of Cleistes and within temperate clade of Pogoniinae. According to non-molecular
data matrix, Pogoniinae is supported as a paraphyletic subtribe. The inclusion of
Pogoniopsis on the analysis reveal that this saprophytic genus is more related with the
genera included in Galeolinae (Galeola and Cyrtosia), than remainder of genera currently
recognized within Pogoniinae. Duckeella, as in all isolated, combined molecular, and total
evidence data set, is supported as sister of all remainder of Pogoniinae. The temperate clade
(Isotria + Pogonia + Cleistes divaricata + C. bifaria), although poorly resolved in
morphological analyses, form a monophyletic group sister of the tropical clade, that
includes the South and Central American Cleistes. The group formed by South and Central
American Cleistes, as in all isolated and combined analyses (Figs. 1-3, 5), are supported as

monophyletic, although the relationships within this clade are unresolved (Fig. 4).

Combined molecular data set — Analyses of combined molecular matrix from ITS,
rpsl6, trnL-F data set resulted in a single bootstrap consensus tree (Fig. 5). The combined
molecular data set resulted in a tree with topology highly congruent with individual
molecular analyses (Fig. 5). The Amazonian Duckeella, as in isolated molecular data (Fig.
1-3), is sister of all remainder of Pogoniinae (BS = 100%). Isotria, Pogonia and Cleistes
bifaria forms a North American-Asiatic group with BS = 100%. This temperate clade is
sister of remaining Central and South American Cleistes. The genus Cleistes 1is
paraphyletic. The North American C. bifaria is more related with the North American
Pogonia ophioglossoides and Isotria verticillata than remainder of Central and South
American Cleistes. The tropical species of Cleistes form a monophyletic group (BS =

100%). Cleistes tenuis, as reported in isolated molecular analyses, is sister of remaining
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tropical species. The clade (Cleistes metallina + C. libonii, BS = 100%) is the sister group
of C. paranaensis, and this species is supported as sister C. bella (BS = 100%). Following
Cleistes bella, other well-supported clades are presented (Cleistes pusilla + C. aphylla), (C.
itatiaie (C. cipoana + C. exilis), and (C. gracilis (C. ramboi + C. uliginosa), showing strong

bootstrap support (BS = 100%).

DISCUSSION

Phylogeny within subtribe Pogoniinae — The molecular ITS nrDNA and
morphological data do not support the monophyly of the subtribe Pogoniinae. Although
Cameron and Chase (1999) and Cameron et al. (1999) reports Pogoniinae as a
monophyletic group, the Amazonian genus Pogoniopsis was not included on their analyses.
In according to our molecular (ITS ntDNA) and morphological data matrix, the inclusion of
the saprophytic Pogoniopsis of the analyses makes the subtribe paraphyletic. Pogoniopsis,
in the nuclear ribosomal ITS data matrix, is supported as sister of Duckeella. The
morphological data set, although show a low resolution within South and Central American
Cleistes clade, reveal strong congruence with all isolated and combined molecular, and total
evidence data set. According to morphological data matrix, the genus Pogoniopsis is
closely related to the Galeolinae (tribe Vanilleae; sensu Cameron, 2003) Galeola and
Cyrtosia than the remainder of genera currently recognized within Pogoniinae. Pogoniopsis
presents two saprophytic species with simpodial habit, rudimentary leaves, terminal
inflorescences, absence of abscission layer between flower and ovary, fleshy and yellow
colored indehiscent fruits and sclerified and not tunicate seeds (Fig. 6), all characteristics in
common with species currently recognized within Galeolinae (Dressler, 1993). The
sclerified, not tunicate and ovoid seeds of Pogoniopsis (Fig. 4D), therefore, are similar to
reported for Vanilla species (Cameron and Chase, 1998). According to Cameron et al.
(1999) the subtribe Pogoniinae is sister of Galeolinae. These two subtribes, associated with
Vanillinae, form the subfamily Vanilloideae (Cameron et al., 1999; Chase et al., 2003;
Cameron, 2004; Freudenstein et al., 2004) (i.e., tribe Vanilleae, sensu Dressler, 1993).
These conclusions are corroborated with the ITS nrDNA and morphological data matrix

(Fig. 1). Actually, Vanillinae and Galeolinae are combined in a singular group (tribe
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Vanilleae) and Pogoniinae is ranked to the level of tribe (Pogoniieae) (Cameron, 2003).
Although Vanilla present sclerified and not tunicate ovoid seeds, as we observed in
Pogoniopsis, this Pantropical genus is composed by photosynthetic and monopodial plants
with climber habit, aerial roots, lateral inflorescences, presence of abscission layer between
flower and ovary, and green and dehiscent fruits (Dressler, 1993). Although abscission
layer between flower and ovary has been used as a sinapomorphic character in defining the
vanilloid orchid group (Cameron and Chase, 1999; Cameron et al., 1999), as well as we
demonstrated for Pogoniopsis, another genera currently recognized within Galeolinae may
present persistent perianth parts (Dressler, 1993).

The results of individual molecular and morphological, and combined data set support
Duckeella as sister of all remainder of Pogoniinae. This genus, although included in
Pogoniinae in recent morphological and molecular studies (Dressler, 1993; Cameron et al.,
1999; Cameron and Chase, 1999), lack the synapomorphic characters that define the
subtribe. Duckeella is characterized by densely fasciculate and numerous fibrous roots,
solid stems with basally whorled and linear leaves, lateral, ramified and multiflored
inflorescences, yellow flowers, lip poorly differenced from petals and column with
appendages on either side of the versatile anthers. Our molecular and morphological data,
and in accordance with the assertion of Slatchetko (1995), support Duckeella as distinct of
remaining genera currently recognized as Pogoniinae.

The genera of Pogoniinae (i.e., Isotria, Pogonia and Cleistes) form a monophyletic
unit characterized by the presence of few fibrous roots, hollow stems, generally elliptic,
lanceolate or ovate leaves, terminal and not ramified inflorescence with one to few white,
pink or violet colored flowers, generally with a tube-like lip and with a long and parallel
disposed column. Although Cameron and Chase (1999) and Cameron et al. (1999) reports
the North American-Asiatic species of Pogoniinae as the most derived within subtribe, all
individual and combined data set support the temperate clade as most basal and sister of the
tropical clade. The molecular and morphological data support Cleistes as a paraphyletic
genus. The North American Cleistes bifaria and C. divaricata, and in according to
Cameron and Chase (1999), and Cameron et al. (1999) molecular and morphological data,
are more related to the North American genus Isotria and the North-American-Asiatic

genus Pogonia than South and Central American Cleistes. The remainder of South and
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Central American Cleistes form a monophyletic unit supported by both morphological and
molecular sequence data. The genus Cleistes 1s characterized by tuberous roots (Cameron
and Chase, 1999), presence of nectariferous glands on the basis of the lip and South and/or
Central American distribution. Isotria verticillata is sister of the clade formed by North
American Cleistes and the North American-Asiatic monophyletic genus Pogonia. It shares
chromosome number of 2n = 18, sinuous epidermal cells, hypostomatous leaves and North

American - Western Asia distribution as synapomorphies (Cameron and Chase, 1999).

Phylogeny within South and Central American Cleistes clade — The morphological
data had little effect on the resolution within genus Cleistes probably because of the
restricted number of morphological characters used in the analysis. Even though, the
molecular individual and combined data set resulted in well-resolved trees (except for trnL-
F cpDNA) with congruent topologies. The data presented here is low congruent with the
species "alliances" proposed by Hoehne (1940) and Pabst and Dungs (1975) in its
treatments for the Brazilian Orchids. Traditionally, the species of Cleistes were artificially
defined, and the classification of the Brazilian Cleistes has been based mainly in differences
on the form and size of lip (Hoehne, 1940; Pabst and Dungs 1975). Recent studies
performed by Pansarin and Barros (in prep.), and in accordance with the data presented
here, reveal that these characters are not much consistent in species delimitation within
Cleistes.

The analyses revealed a most basal position for the marshy and largely distributed C.
tenuis (Figs. 1-3, 5) and C. castanoides (Figs. 2, 3, 5). Cleistes tenuis is characterized by
small plants, delicate and white flowers with 3-lobed lip, while C. castanoides presents
large plants, large and generally pink coloured flowers with 1-lobed lip. The clade A,
represented by Cleistes metallina and C. libonii (Fig. 5), presents as principal
synapomorphies the presence of large plants with evident leaves and large and pink
flowers. Cleistes libonii is distinguishable of C. metallina by presence of dark veins on the
lip and by its occurrence in Atlantic Forests regions, mainly on road margins (Pansarin,
2003), while C. metallina occurs in wet camps adjacent to “cerrado” vegetation in interior
Brazil. Cleistes paranaensis, that occurs mainly in dry soils, in “cerrado” vegetation, and

presents large pink flowers with long hairs on central crest, and discrete veins on the lip, is
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supported as sister of the foliose and vinaceous large flowered C. bella in both molecular
combined, and total evidence data set. Cleistes bella occurs in "campo sujo" vegetation
(grasslands with shrubs) in “cerrado” areas of central (Goids, Distrito Federal and Minas
Gerais states) Brazil. Cleistes bella is sister of the clade B formed by C. aphylla and C.
pusilla, both small plants with scale like leaves and 1-2 delicate flowers. Cleistes pusilla is
a rare species distributed in central Brazil, frequently misnamed as C. aphylla by several
authors (Pansarin, 2004). Cleistes pusilla is easily distinguishable from C. aphylla by its
largest and pink colored flowers, by presence purple veins on the lip and by its large central
crest made by white papillae and with yellow apices (Pansarin, 2004). The clade C includes
Cleistes itatiaie, which occurs in altitudinal camps of South and Southern Brazil, presents a
large lip without dark veins and small apical lobe, and the closely related C. cipoana and C.
exilis, which presents reduced leaves, evident dark veins on the lip, and occurs in wet
camps in central (Minas Gerais, Goids, and Bahia states) Brazil. The clade D includes
Cleistes gracilis, a largely distributed specie that occurs mainly in quartzite islands, in
montane regions of Brazil, and the closely related C. ramboi and C. uliginosa, both species
occurring in wet camps adjacent to gallery forests that present falcate lateral lobes, a long
prolongation between the lateral and apical lobe and lip with dark and evident veins.
Cleistes ramboi and C. uliginosa are distinguishable by the presence of hairs vs. papillae,

composing the apical portion of its central crest, respectively.

Taxonomic implications — Both molecular and morphological data support C.
divaricata and C. bifaria as more related to Isotria and Pogonia than Central and South
American Cleistes and, in according the present data, is necessary taxonomic changes on
the group, since the name Cleistes is based in C. grandiflora (Aubl.) Schltr., a specie
distributed over South and Central America. These modifications were previously
suggested by Cameron and Chase (1999), who proposed two alternatives: (1) the creation
of a new genus for North American Cleistes, or (2) the combination of Cleistes divaricata,
C. bifaria, Isotria and Pogonia in a singular genus, Pogonia Juss. Cameron and Chase
(1999), therefore, report that these changes can't be made until studies of additional Cleistes
species were completed. Now, after the inclusion of the majority of South and Central

American Cleistes in the analyses, is possible to conclude that the South and Central
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American Cleistes form a monophyletic tropical group, as previously suggested by
Cameron and Chase (1999) and Cameron et al. (1999). We propose the creation of a new
genus for Cleistes divaricata and C. bifaria, because Isotria with its whorled disposed
leaves and Pogonia with its long hairs on the lip are well supported as distinct genera on
both individual morphological and molecular, and combined molecular and total evidence
data set. The molecular and morphological data also support the dissociation of the
Amazonian Duckeella from the Pogoniinae, and in accordance with the assertion of
Szlatchetko (1995) this genus can be placed in a distinct subribe (i.e., Duckeellinae).
Although Pogoniopsis has been currently included in Pogoniinae (Cameron and Chase,
1999; Cameron et al., 1999), according our data, this genus is more related to the genera
including in the vanilloid Galeolinae (tribe Vanilleae; sensu Cameron 2003) than remaining
Pogoniinae, and can be transferred for this subtribe. Within South and Central American
Cleistes, as presented in all individual and combined molecular data matrices, C. cipoana is
closely to C. exilis. Morphologically, this species are similar and probably are treated as
synonyms in taxonomic revision for the genus Cleistes (Pansarin and Barros, in prep).
Similarly, C. ramboi is closely related with C. uliginosa. However, these species differ in
relation to their central crest. In C. ramboi the central crest is made by hairs, while C.

uliginosa is made by papillae.

Phylogenetic utility of the molecular and morphological characters in Pogoniinae —
Our molecular dada provided a largest number of phylogeneticaly informative characters,
being very important for establishing the relationships within South and Central American
Cleistes. Among genera, these characters are also important and highly congruent with
morphological data matrix, as well as reported in others groups in Orchidaceae (e.g.,
Koehler et al., 2002), including Pogoniinae (Cameron and Chase, 1999), being important in
determinating synapomorphies that allow the recognition of clades and phylogenetic
position within vanilloid orchids. In saprophytic orchids, as occurs with several genera of
basal Epidendroideae and vanilloid orchids (Dressler, 1993), and as well as we reported for
the South American Pogoniopsis, all cpDNA regions actually used in systematic studies
appear to be absent in its plastid genome, but see Cameron, (2004) for the saprophytic

genus Cyrtosia (Galeolinae). Thus, the use of nuclear markers (e.g., ITS nrDNA) and
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accurate morphological and anatomical studies can be important in the establishment of the
phylogenetic and taxonomic position of achlorophyllous orchids in the family. Although
the use of ITS nr DNA has been questionable because of paralogy in some plant groups
(Bailey et. al., 2003) and the use of morphology has been conflicting in several orchid
studies (e.g., van den Berg et al., 2000; Kores et al., 2001; Pridgeon et al., 2001), in
Pogoniinae, and in according to Cameron and Chase (1999), the use of these non-plastid
markers appears to be adequate, producing trees with topology strongly congruent with
both plastid and combined (molecular and morphological) data set, and offering
information by the comprehension of this primitive orchid group, and providing clues to the

evolution of the large and diverse family Orchidaceae.
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Taxon Voucher Data collected GenBank accessions
Cleistes aphylla (Barb. Rodr.) Hoehne Pansarin and Mickeliunas 899 (UEC)  ITS, trnL-F

Cleistes aphylla (Barb. Rodr.) Hoehne Pansarin and Mickeliunas 933 (UEC)  rpsl6

Cleistes aphylla (Barb. Rodr.) Hoehne Mickeliunas and Pansarin 14 (UEC) ITS, rpsi6

Cleistes bella Rchb. f & Warm. Pansarin and Mickeliunas 921 (UEC)  trnL-F

Cleistes bella Rchb. f & Warm. Mickeliunas and Pansarin s.n. (UEC)  ITS, rpsl6

Cleistes bifaria (Fernald) Catling & Gregg
Cleistes castanoides Hoehne

Cleistes castanoides Hoehne

Cleistes castanoides Hoehne

Cleistes cipoana Hoehne

Cleistes exilis Hoehne

Cleistes exilis Hoehne

Cleistes exilis Hoehne

Cleistes exilis Hoehne

Rothacker 60 (UEC)

Pansarin and Mickeliunas 873 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 932(UEC)
Pansarin et. al. s.n. (UEC)

Pansarin and Mickeliunas 915 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 898 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 923 (UEC)
Mickeliunas and Pansarin 40 (UEC)

Pansarin and Simées 783 (UEC)

ITS, rpsli6, trnl-F
rpsl6

trnL-F

trnL-F

ITS, rpsli6, trnL-F
ITS, trnlL-F

rpsl6, trnl-F
ITS, rpsi6

ITS, rpsi6
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Taxon Voucher Data collected GenBank accessions
Cleistes divaricata (L.) Ames Goldman and Brzuszek 2287 (UEC) ITS, trnL-F

Cleistes gracilis (Barb. Rodr.) Schitr. Pansarin and Mickeliunas 908 (UEC)  trnL-F

Cleistes gracilis (Barb. Rodr.) Schltr. Pansarin and Mickeliunas 1123 (UEC) ITS, rpsi6

Cleistes gracilis (Barb. Rodr.) Schitr.
Cleistes itatiaie Pabst

Cleistes itatiaie Pabst

Cleistes itatiaie Pabst

Cleistes libonii (Rchb. f.) Schltr.
Cleistes libonii (Rchb. f.) Schltr.
Cleistes metallina (Barb. Rodr.) Schltr.
Cleistes metallina (Barb. Rodr.) Schltr.

Cleistes metallina (Barb. Rodr.) Schltr.

Cleistes paranaensis (Barb. Rodr.) Schltr.

Cleistes paranaensis (Barb. Rodr.) Schltr.

Mickeliunas and Pansarin 46 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 1019 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 1007 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 1129 (UEC)
Pansarin 857 (UEC)

Pansarin and Mickeliunas 972 (UEC)
Pansarin et al. 776 (UEC)

Pansarin and Mickeliunas 1145 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 909 (UEC)
Mickeliunas and Pansarin 31 (UEC)

Pansarin and Mickeliunas 920 (UEC)

ITS, rpsi6, trnL-F
ITS, rpsi6, trnL-F
trnL-F

ITS, rpsi6

ITS, rpsi6, trnL-F
ITS, rpsi6, trnL-F
trnL-F

rpsl6, trnL-F

ITS

ITS

rpsl6, trnL-F
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Taxon Voucher Data collected GenBank accessions
Cleistes paranaensis (Barb. Rodr.) Schltr.  Pansarin and Batista 759 (UEC) rpsl6
Cleistes paranaensis (Barb. Rodr.) Schltr.  Simées et al. s.n. (UEC) trnL-F

Cleistes pluriflora (Barb. Rodr.) Schltr.

Cleistes pusilla Pansarin

Cleistes pusilla Pansarin

Cleistes ramboi Pabst

Cleistes ramboi Pabst

Cleistes tenuis Rchb. f.

Cleistes tenuis Rchb. f.

Cleistes uliginosa Pabst

Cleistes uliginosa Pabst

Cleistes uliginosa Pabst
Duckeella adolphii Porto & Brade

Epistephium sclerophyllum Lindl.

Pansarin et al. 782 (UEC)

Pansarin and Mickeliunas 901 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 922 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas s.n. (UEC)
Pansarin et al. s.n. (UEC)
Mickeliunas and Pansarin 13 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 940 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 872 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 937 (UEC)
Pansarin and Mickeliunas 984 (UEC)
Pansarin 1165 (INPA)

Mickeliunas and Pansarin 4 (UEC)

rpsl6, trnL-F
rpsl6

ITS, trnL-F

ITS, trnL-F

rpsl6, trnL-F
ITS, trnL-F

ITS, rpsi6, trnL-F
ITS, trnL-F

rpsl6

ITS, rpsi6

ITS, rpsi6, trnL-F

trnL-F
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Taxon

Voucher

Data collected GenBank accessions

Epistephium sclerophyllum Lindl.

Isotria verticillata (Muhl. Ex Willd.) Raf.

Pogonia japonica Rchb. f.

Pogonia minor (Makino) Makino
Pogonia ophioglossoides (L.) Jussieu
Pogoniopsis nidus-avis Rchb. f.
Vanilla bahiana Hoehne

Vanilla edwallii Hoehne

Vanilla pompona Schiede

Mickeliunas and Pansarin 953 (UEC)
Rothacker 69 (UEC)

Cameron 1034 (NY)

Cameron 1033 (NY)

Rothacker 70 (UEC)

Mickeliunas and Pansarin 45 (UEC)
Pansarin 727 (UEC)

Pansarin 840 (UEC)

Pansarin 1167 (UEC)

trnL-F

ITS, rpsi6, trnL-F

ITS AF151011
ITS AF151010
ITS, rpsi6, trnL-F

ITS

ITS, trnL-F

rpsl6

ITS, trnL-F
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TABLE 2. Non-molecular characters and character polarization.

Character

Character polarization

1. Distribution

2. Habit

3. Grow habit

4. Aerial roots

5. Tuberous roots

6. Tuberous roots center

7. Stem

8. Leaves

Ne)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

. Leaf disposition

Petiole

Leaf shape

Apical leave

Leaf margin ornamentation
Epicuticular wax ornamentation
Raphides in leaves

Stomata distribution
Inflorescence

Inflorescence type

Abscission layer between flower and ovary
Calyculus

Lip

Lip-column adnation

Central crest made by

(0) Pantropical, (1) South America, (2) North America/Asia
(0) photosynthesizing herbs, (1) saprophytic herbs
(0) monopodial, (1) simpodial

(0) absent, (1) present

(0) absent, (1) present

(0) solid, (1) hollow

(0) solid, (1) hollow

(0) evident, (1) reduced to scales

(0) whorled, (1) alternate

(0) absent, (1) present

(0) linear or oblong, (1) ovate elliptic or acute

(0) less developed than median (1) most developed than median
(0) absent, (1) present

(0) absent (flat), (1) present (as platelets)

(0) absent, (1) present

(0) amphistomatous, (1) hypostomatous

(0) lateral, (1) terminal

(0) raceme, (1) solitary escape

(0) absent, (1) present

(0) absent or not prominent, (1) present

(0) 1-lobate, (1) 3-lobate

(0) free, (1) fused margins

(0) hairs, (1) papillae
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Character Character polarization

24. Glandular nectaries (0) absent, (1) present

25. Veins on the lip (0) absent, (1) present

26. Prolongation in the apical lobe (0) absent or not prominent, (1) present
27. Form of column (0) straight, (1) arched

28. Stigma shape (0) concave, (1) flat

29. Versatile anther (0) absent, (1) present

30. Form of the anther apices (0) not emarginated, (1) emarginated
31. Pollen shed as (0) monads, (1) tetrads

32. Pollen coloration (0) white, (1) yellow

33. Fruit type (0) indehiscent, (1) dehiscent

34. Fruit coloration (0) green, (1) yellow or red colored
35. Seed type (0) not tunicate, (1) tunicate

36. Seed form (0) fusiform, (1) ovoid, (2) polyhedral
37. Seed coat sclerification (0) absent, (1) present
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TABLE 3. Taxa used in the study and non-molecular data matrix.

Taxon

7

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Cleistes aphylla
Cleistes batistana
Cleistes bella
Cleistes bifaria
Cleistes castanoides
Cleistes caloptera
Cleistes cipoana
Cleistes divaricata
Cleistes exilis
Cleistes gracilis
Cleistes itatiaie
Cleistes libonii
Cleistes paranaensis

Cleistes pluriflora
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Taxon

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

34 35 36 37

Cleistes pusilla
Cleistes ramboi
Cleistes tenuis
Cleistes uliginosa
Cyrtosia septetrionalis
Duckeella adolphii
Epistephium
sclerophyllum

Galeola hydra

Isotria verticillata
Pogonia
ophioglossoides
Pogoniopsis nidus-avis
Vanilla bahiana

Vanilla edwallii

na

na

na

na

na

na

na

na

na

? = missing data, na = not applicable
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TABLE 4. Summary of tree statistics, including tree length, number of characters in data matrices, number of variable characters,

number of potentially phylogenetic informative characters, number of Fitch trees, number of excluded characters, Consistency

Index (CI) and Retention Index (RI) for individual and combined data set.

Parameter ITS rpsl6 trnL-F Molecular combined  Morphology
Characters in matrix 768 936 478 2180 37

Variable characters 514 (66.9%) 585 (62.5%) 201 (42%) 1147 (52.6%) 36 (97.2%)
Phylogeneticaly informative characters 399 (51.9%) 244 (26%) 145 (30.3%) 528 (24.2%) 34 (91.8%)
Fitch trees 6 30 30 1 78

Steps 1285 982 345 2025 59

CI 0.71 0.79 0.80 0.79 0.64

RI 0.79 0.71 0.86 0.67 0.85
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Vanilla bahiana (SP)

Fig. 1. Bootstrap consensus tree from individual ITS nrDNA. Characters between parenthesis = abbreviation
of Brazilian states; AM: Amazonas, BA: Bahia, GO: Goids, MG: Minas Gerais, PR: Parand, RJ: Rio de
Janeiro, SC: Santa Catarina, and SP: Sdo Paulo; country: USA; or continent: ASTA. Bootstrap values >50%

are reported above the branches.
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Fig. 2. Bootstrap consensus tree from individual rpsi6 cpDNA. Characters between parenthesis
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abbreviation of Brazilian states; AM: Amazonas, BA: Bahia, DF: Distrito Federal, GO: Goids, MG: Minas
Gerais, PR: Parand, RJ: Rio de Janeiro, SC: Santa Catarina, and SP: Sdo Paulo; and country: USA. Bootstrap
values >50% are reported above the branches.
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Vanilla bahiana (SP)

Fig. 3

Fig. 3. Strict consensus tree from individual trnL-F cpDNA. Characters between parenthesis = abbreviation of
Brazilian states; AM: Amazonas, BA: Bahia, DF: Distrito Federal, GO: Goias, MG: Minas Gerais, PR:
Paran4, RJ: Rio de Janeiro, SC: Santa Catarina, and SP: Sao Paulo; and country: USA. Bootstrap values >50%
are reported above the branches.
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Cleistes aphyliia
Cleistes exilis
Cleistes pusiila
Cleistes batistana
Cleistes bella
Cleistes castanoides
Cleistes metallina
Cleistes itatiale
Cleistes ramboi
Cleistes wiiginosa
Cleistes plurifiora
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Cleistes gracilis
Cleistes libonii
Cleistes paranaensis
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Cleistes bifaria
Cleistes divaricata
Isotria verticillata

Pogonia ophioglossoides

Duckeelia adolphii
Cyrtosia septetrionalis « ||
Galeola hydra -
Pogoniopsis nidus-avis « | |

Vanilla bahiana +

Vanilla edwallii » Ll

Fig. 4. Strict consensus of most parsimonious trees generated by the morphological data matrix. The letters a-
g denotes key morphological synapomorphies diagnostic for Galeolinae and are taken in Table 2; a: habit
simpodial; b: leaves reduced to scales; c: inflorescence terminal; d: perianth parts persistent; e: fruits yellow-
colored; f: fruits fleshy and indehiscent; g: seeds sclerified and not tunicate. Dots indicate species recognized

within Vanilleae (Cameron, 2003).
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Fig. 5. Bootstrap consensus tree from combined molecular data set. Only bootstrap values >50% are reported.
Numbers above branches = bootstrap values from combined molecular data set. The letters a-k denotes key
morphological synapomorphies diagnostic for Pogoniinae and defining both temperate and tropical clades
within subtribe and are taken in Table 2; a: few roots; b: stem center hollow; d: inflorescence terminal; e: few
flowers with white, pink or violet colored perianth parts; f: cromossome number of 2n = 18; g: epidermal cells
sinuous; h: North American-Eastern Asia distribution; i: roots tuberous; j: basis of the lip with nectariferous
glands; k: Central and/or South America distribution. A-D corresponds to clades cited in the discussion.
Characters between parenthesis = abbreviation of Brazilian states; AM: Amazonas, BA: Bahia, GO: Goiés,
MG: Minas Gerais, and SP: Sdo Paulo; and country: USA. Dots indicate species currently recognized as
Cleistes. Full generic names are given in Table 1.
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Fig. 6

Fig. 6. Pogoniopsis nidus-avis. (A) Habit; (B) Flower; (C) Infructescence. Note the persistent perianth parts.
(D) Sclerified seed. Scale bars A-C =1 cm; D = 100 pm.
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Capitulo 2

Publicado na Revista Brasileira de Botanica (2003) 26: 73-80 como: Biologia floral de

Cleistes macrantha (Barb. Rodr.) Schitr. (Orchidaceae: Vanilloideae: Pogoniinae)

Biologia floral de Cleistes libonii (Rchb. f.) Schitr. (Orchidaceae: Vanilloideae:

Pogoniinae)

Emerson R. Pansarin

Resumo — (Biologia floral de Cleistes libonii (Rchb. f.) Schltr. (Orchidaceae: Vanilloideae:
Pogoniinae)). Cleistes libonii (Rchb. f.) Schltr. se encontra amplamente distribuida em
regides de Mata Atlantica do sul e sudeste brasileiros, onde ocorre em dreas perturbadas e
em restinga. Aspectos da biologia floral de C. [ibonii foram investigados na regido de
Intervales, no interior do Estado de Sao Paulo. Esta espécie oferece néctar como
recompensa e € polinizada principalmente por espécies de abelhas do género Bombus. O
néctar € secretado antes da antese, nao havendo secre¢do apds a abertura das flores. Beija-
flores do gé€nero Phaethornis também podem atuar como polinizadores. No entanto, €
necessdria uma prévia visita de Bombus spp. para que possa ocorrer a deposi¢do de pdlen
no bico dos beija-flores. Abelhas Bombus sdao responséveis pela realizacdo da maioria das
polinizacdes cruzadas. Os beija-flores realizam, principalmente, autopolinizagao.
Tratamentos preliminares revelam que C. [ibonii € auto-compativel, mas dependente de um
agente polinizador. Apesar da auto-compatibilidade, fatores ecoldgicos favorecem a
polinizacdo cruzada para a espécie. Este estudo faz, ainda, uma comparacdo da biologia
floral de C. libonii com o que é conhecido sobre os géneros pertencentes ao clado norte-

americano-asidtico em Pogoniinae.

Palavras-chave - Biologia Floral, Cleistes, Orchidaceae, Pogoniinae, polinizagcdao
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Introducao

A subtribo Pogoniinae (Orchidaceae: Vanilloideae), um grupo monofilético segundo
Cameron et al. (1999), compreende cinco géneros distribuidos entre as Américas do Norte
e do Sul, e oeste da Asia (Cameron & Chase 1999). Dentre esses géneros, inclui-se Cleistes
Rich. ex Lindl., o maior dentro da subtribo, com 70 espécies descritas. O género Cleistes
apresenta seu centro de diversidade na América do Sul, com apenas uma espécie, C. rosea
Lindl., ocorrendo até a América Central (Cameron & Chase 1999). As espécies sul e
centro-americanas de Cleistes formam um grupo monofilético. A inclusdo de C. divaricata,
que ocorre na América do Norte, na andlise torna o género parafilético (Cameron & Chase
1999). C. divaricata é mais proximamente relacionada com os géneros norte-americanos
Isotria e Pogonia do que com os demais representantes sul-americanos do género Cleistes
(Cameron & Chase 1999).

Dados sobre polinizacio em Pogoniinae restringem-se ao clado norte-americano-
asidtico. Pogonia ophioglossoides (L.) Juss. € polinizada por abelhas operarias do género
Megachile e rainhas e operdrias do género Bombus. Nessa espécie, o polindrio, que é
farinidceo como nos demais géneros em Pogoniinae (Cameron et al. 1999), fica aderido a
face frontal da cabeca das abelhas (Thien & Marcks 1972). Isotria medeoloides (Pursh)
Raf. reproduz-se através de autopoliniza¢do espontanea e I. verticillata (Muhl. ex Willd.)
Raf. € polinizada por pequenas abelhas pertencentes as familias Halictidae, Anthophoridae

e Adrenidae, nas quais os grdos de pdlen ficam depositados na face dorsal do térax

(¢N

(Mehrhoff 1983). Cleistes divaricata (L.) Ames, que ocorre no oeste da Virginia,
polinizada por abelhas operdrias dos géneros Megachile € Bombus, nas quais o pélen é
depositado na face dorsal do térax (Gregg 1989). Nessa espécie, os polinizadores sdao
atraidos por engano, pois as flores ndo oferecem recompensa alguma (Gregg 1989). Assim
como em Cleistes divaricata, Dressler (1993) relata que em Pogonia e Isotria os
polinizadores sdo atraidos por engano devido a presenca, no labelo, de tricomas que imitam
polen. Thien & Marcks (1972), no entanto, observaram o acumulo de uma pequena
quantidade de néctar na base do labelo de P. ophioglossoides.

Dentre os representantes sul-americanos do género Cleistes encontra-se C. libonii,
incluida na secdo (como ‘“centro de espécie”) Cleistes speciosa, por Hoehne (1940). C.

libonii € uma espécie amplamente distribuida entre os Estados de Santa Catarina e Rio de
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Janeiro, ocorrendo principalmente em regides de Mata Atlantica. A espécie é comumente
encontrada em regides de restinga e dreas perturbadas, principalmente ao longo de estradas
e rodovias, em barrancos Umidos na Serra do Mar. Em locais perturbados, ocorre
principalmente em associacdo com Gleichenia sp. No Estado de Sao Paulo, C. libonii pode
ser encontrada também no interior, mas sempre estd associada com regides perturbadas,
ocorrendo em barrancos umidos.

A importancia dos polinizadores na evolucdo da familia Orchidaceae € refletida na
complexidade das caracteristicas dos mecanismos de polinizagdo (Garay 1960, Van der Pijl
& Dodson 1966). Muitas espécies em Orchidaceae sdo auto-compativeis, no entanto, a
polinizacdo cruzada parece ser a regra (Van der Pijl & Dodson 1966). Algumas
caracteristicas podem favorecer a polinizacio cruzada em Orchidaceae. Essas
caracteristicas podem ser ecoldgicas como, por exemplo, a sincronia de floragdo com a
emergéncia dos polinizadores (Ackerman 1981, Boyden 1982), ou o sincronismo de
floracdo entre populacdes, no caso de plantas que produzem poucas flores por
inflorescéncia (Medley 1979, Pansarin 2000). A produgdo de flores em seqii€ncia na
inflorescéncia e alguns tipos de mecanismos florais sdo muito difundidos em orquideas e
também podem favorecer a polinizagao cruzada de muitas espécies (revisdo em Catling &
Catling 1991).

Pouco € conhecido sobre a biologia reprodutiva em Pogoniinae (Luer 1975). Dados
sobre polinizagdo e biologia floral para esta subtribo estdo restritos as espécies norte-
americanas, ndo existindo, até o momento, estudos com espécies que ocorrem nas Américas
do Sul e Central. O presente trabalho € o primeiro sendo realizado com um representante
sul-americano em Pogoniinae. No presente trabalho foram investigados aspectos da
biologia floral de Cleistes libonii, identificados os fatores que previnem a autopoliniza¢do
na espécie e realizados tratamentos preliminares para verificacdo do sistema reprodutivo.
Os resultados obtidos neste estudo foram discutidos a partir das informacdes existentes para

as espécies norte-americano-asiaticas.
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Material e métodos

O estudo foi realizado em uma &rea de mata primdria, localizada no Parque Estadual
Intervales (24°16°09” S e 48°24°56” W), sul do Estado de Sdo Paulo. O parque possui
49.000 ha de Mata Atlantica e estd localizado entre os municipios de Guapiara, Ribeirdo
Grande, Sete Barras, Eldorado e Iporanga. O presente trabalho foi desenvolvido na area
localizada no municipio de Ribeirdo Grande.

O Parque Estadual Intervales localiza-se na Serra de Paranapiacaba. Nessa regido as
escarpas serranas estdo recuadas até cerca de 100 km da orla litoranea, abrindo em um
amplo fronte erosivo de aspecto montanhoso (Almeida 1974). A planicie entre a Serra de
Paranapiacaba e o litoral é formada pelo Vale do Rio Ribeira. A altitude do Parque varia de
60 a 1.100 m, sendo que o presente estudo foi realizado em uma altitude de 900 m. A
precipitacdo anual € de cerca de 1.800 mm, apresentando baixa sazonalidade. A
temperatura média anual oscila entre 17 e 19 °C. A regido sofre influéncia do clima
mesotérmico brando, com estacdo subseca. As chuvas ocorrem durante o ano todo, mas €
possivel determinar uma estacdo mais chuvosa, de outubro a marco e outra, subseca, de
abril a setembro (Nimer 1989).

Em Intervales foram realizadas observagdes e o registro fotografico do processo de
polinizacdo de Cleistes libonii. As observagdes foram realizadas entre os dias 03 e 06 de
marco de 2001, periodo em que ocorreu o pico de florada mais significativo dentro da
populacdo. As observacoes estenderam-se das 06:30 h as 17:30 h, totalizando 33 horas. No
decorrer das observagdes, visitantes florais foram capturados para posterior identificagao.
Nao foram realizadas observagdes noturnas. A eventual ocorréncia de visitas noturnas foi
investigada através da conferéncia, pela manha, de flores marcadas na tarde anterior.
Observacdes adicionais foram realizadas nos anos de 1999 e 2000, nos municipios de
Caraguatatuba e Ubatuba. Durante as visitas ao campo, flores frescas foram fixadas em
alcool 70% para investigacao da morfologia floral. As pecas florais foram desenhadas com
auxilio de um estereomicroscopio acoplado a camera clara. O material testemunho esta
depositado no herbario da Universidade Estadual de Campinas (UEC) - E.R. Pansarin 857.
Os beija-flores observados e fotografados, e o material entomoldgico coletado foram
identificados através da comparacdo com espécimes depositados no Museu de Histdria

Natural da Universidade Estadual de Campinas (ZUEC).
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Os tratamentos para verificacdo do sistema reprodutivo foram realizados em casa de
vegetacdo, na Universidade Estadual de Campinas. Devido a escassez de flores produzidas
pelos individuos foram utilizadas apenas quatro flores por tratamento no dia em que
ocorreu a antese, e outras quatro flores por tratamento no segundo dia apds a antese. Os
tratamentos realizados foram: polinizagao cruzada, autopolinizacdo manual, emasculagdo e

autopoliniza¢do espontanea.

Resultados e Discussao

Na reserva de Intervales, Cleistes libonii ocorre em barrancos ao longo das estradas,
em locais perturbados com predominancia de Gleichenia sp. As plantas sdo eretas, com 40-
80 cm de altura e produzem até cinco flores ressupinadas por inflorescéncia (Fig. 1A). A
inflorescéncia € folhosa e representa um continuo do caule aéreo (Fig. 1A). As flores
medem cerca de 6-8 cm de comprimento (Fig. 1A-B) e apresentam diversos tons de rosa
(Fig. 2A). As sépalas sdo linear-lanceoladas e de consisténcia carnosa. As pétalas sdo
espatuladas e membrandceas (Fig. 1C). O labelo € trilobado, réseo-esbranquicado com
estrias e dpice vindceos (Fig.s 1C, 2B). O lobo apical do labelo varia desde arredondado até
agudo. A forma dos lobos laterais também ¢é muito varidvel, podendo ser desde
arredondados até truncados. A crista do labelo € formada por estrias brancas com &pice
amarelo. Na base do labelo existem duas glandulas esféricas, que secretam néctar. O néctar
fica acumulado na camara nectarifera, um espago delimitado por uma elevagdo da base da
crista do labelo (Fig. 1F). A coluna mede cerca de 5 cm de comprimento (Fig. 1D-E), é
branca e paralela ao labelo. No dpice da coluna localiza-se a antera, que € versatil (Fig. 1D-
E), com duas polinias amarelas, de consisténcia farindcea. A superficie estigmatica
apresenta papilas hialinas e uma fenda em forma de “U” na por¢do basal (Fig. 1E).

As flores de Cleistes libonii apresentam antese diurna, desabrochando ao amanhecer.
Trés dias apos a antese, ocorre o processo de fenecimento das flores. Antes da antese, o
néctar ja estd totalmente secretado, ndo havendo secrecio posterior. A antese das flores é
sincronica dentro da mesma populagdo, com a maioria dos individuos florescendo em um
mesmo dia. Existe um pico principal de floragdo, quando ocorre a antese da maioria das

flores na populacdo. Outros picos menos intensos podem ocorrer. Poucos botdes,
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entretanto, ainda permanecem fechados apds o primeiro pico de floragdo. Nao foi possivel
correlacionar a ocorréncia do pico de floragdo com nenhum fator ambiental, tal como
chuva, jd que podem ser observados picos de floracdo tanto em dias ensolarados como
chuvosos. A ocorréncia do préximo pico de florada também é imprevisivel e pode ocorrer
em um intervalo de uma semana até cerca de 20 dias. Outras orquideas podem apresentar
um padrdo semelhante de ocorréncia de picos de floracdo. Em Psilochilus modestus Barb.
Rodr., foi observado que toda a populagdo floresce e as flores duram apenas um dia. Como
em C. libonii, o sincronismo de floragdo em P. modestus ndo pode ser relacionado com
nenhum fator ambiental (Pansarin 2000). Medley (1979) observou sincronismo de floragao
em Triphora trianthophora (Sw.) Rydb., na qual centenas de plantas florescem no mesmo
dia e as flores fenescem no dia posterior a antese. Em 7. trianthophora o sincronismo de
floracao parece ser mediado pela chuva (Medley 1979).

Flores de Cleistes libonii sdo visitadas por espécies de abelhas operdrias do género
Bombus, por borboletas da familia Hesperiidae e por duas espécies de beija-flores do
género Phaethornis (Trochilidae: Phaethorniinae). Através da conferéncia das flores
marcadas, ndo foram detectados visitantes noturnos para C. libonii.

Os principais agentes polinizadores de Cleistes libonii sdo abelhas do género Bombus.
Foram observadas duas espécies de Bombus como polinizadores: Bombus (Fervidobombus)
atratus Franklin 1913, a espécie mais freqiiente como polinizador de C. libonii na area
estudada (Fig. 2B-C) e Bombus (Fervidobombus) brasiliensis Lepeletier 1835. Ambas
visitam a maioria dos individuos com flores disponiveis ao longo das margens das estradas.
A atividade das abelhas inicia-se por volta das 7:30 h e se estende até cerca de 13:00 h.
Cada abelha visita de uma a duas flores por inflorescéncia, e cada uma delas com duragdo
de cerca de 10 segundos. A visita inicia-se com o animal pousando no dpice do labelo da
flor. Em seguida, a abelha dirige-se para a base do labelo, para acessar o néctar (Fig. 2B).
Como a antera € versitil, a abelha ndo toca o pdlen ao entrar no estreito tubo formado pelo
labelo. Apenas quando ela se afasta, para abandonar a flor, esbarra com a regido dorsal do
térax na antera, desarticulando-a. Nesse momento o pélen é depositado no escuto do animal
(Fig. 2C). Ap6s a abelha abandonar a flor a antera permanece desarticulada, pois o espago
que a separa da crista do labelo € muito pequeno e ela fica apoiada sobre a crista. A figura

1D mostra, ordenadamente, a seqiiéncia de desarticulagdo da antera. No momento em que
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ocorre outra visita por Bombus spp., a antera volta a posi¢do inicial, de modo que a abelha
apenas consegue depositar polen nas papilas do estigma. A abelha somente receberd o
polen quando abandonar a flor, ao desarticular novamente a antera. Esse procedimento
evita que, durante uma Unica visita, a abelha leve ao estigma, pdlen da mesma flor,
favorecendo, portanto, a polinizagdo cruzada. Algumas vezes, as abelhas que saem das
flores com o escuto impregnado com pdlen iniciam um processo de limpeza, coletando o
polen residual aderido aos seus corpos e transferindo-o para as corbiculas. Processo
semelhante de coleta indireta de pélen como conseqiiéncia da limpeza do pdlen que fica
aderido ao corpo dos polinizadores, foi observado em C. divaricata (Gregg 1991b).

As visitas por Bombus spp. ocorrem apenas nos dois primeiros dias apds a antese,
enquanto as flores ainda possuem néctar. Nem todas as flores tém seu néctar esgotado logo
no primeiro dia. Em algumas flores, no segundo dia apds a antese, um pouco de néctar
ainda permanece, sendo aproveitado pelas abelhas. Mesmo que apenas algumas flores
apresentem néctar, a maioria delas € visitada. As abelhas permanecem apenas cerca de 2
segundos nas flores que ndo apresentam néctar. Apesar de Bombus spp. visitarem as flores
de C. libonii no segundo dia apds a antese, transferindo pélen entre os individuos, ndo
acarreta na formacao de frutos, pois o estigma permanece receptivo apenas no primeiro dia.

Duas espécies de beija-flores do género Phaethornis, Phaethornis eurynome Lesson
1832 (Fig. 2D) e Phaethornis squalidus Temminck 1822, foram observadas como visitantes
florais de Cleistes libonii. Ambas as espécies geralmente visitam apenas uma ou duas flores
disponiveis na populacdo e nunca foram observadas visitando os individuos com flores
disponiveis ao longo da estrada, como ocorre com as espécies de Bombus. Na ocasido, foi
observado que ambas as espécies de Phaethornis apresentaram comportamento “trapliner”
na reserva Intervales. P. eurynome foi observado retornando aos mesmos individuos de
Vriesea sp. (Bromeliaceae) e Justicia sp. (Acanthaceae) em intervalos de aproximadamente
1 h e 10 min. e P. squalidus retornando apenas em Vriesea sp., em intervalos de 30-40 min.
As flores de C. libonii sdao visitadas somente quando um beija-flor ja visitou flores de
Vriesea sp. ou Justicia sp. que estdo proximas a populacdo. Espécies do género Phaethornis
sdo conhecidas por serem polinizadores eficientes e “trapliners”, geralmente visitando
flores em intervalos regulares (Feinsinger & Colwell 1978, Stiles 1985, Sazima et al. 1995,

1996). Claramente a morfologia de C. libonii, principalmente o didmetro e comprimento
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formado pelo tubo do labelo, esta adaptada para a polinizagdo por Bombus spp. (Fig. 2B).
Ambas as espécies de Phaethornis, entretanto, podem atuar como polinizadores de C.
libonii, em condi¢Oes especiais. Os beija-flores, por possuirem bicos muito estreitos em
relacdo ao espaco formado pela antera e a crista do labelo, ndo conseguem desarticular a
antera das flores de C. libonii, como as espécies de Bombus observadas. Entretanto, se a
flor foi previamente visitada por um individuo de Bombus, a antera permanece
desarticulada. Quando um beija-flor visita a flor, apés a prévia visita de uma abelha
Bombus, ele pode empurrar, com o bico, o pdlen da prépria flor até o estigma e promover a
autopolinizacdo. No momento em que remove o bico da flor, também pode receber pdlen,
que, posteriormente, serd levado a outra flor, em uma préxima visita. Se o beija-flor,
portando pdlen em seu bico, visitar uma flor com antera intacta, ele poderd realizar
polinizac¢do cruzada.

Virias espécies de borboletas da familia Hesperiidae visitam flores de Cleistes libonii.
As visitas ocorrem principalmente nas horas mais quentes do dia, quando os raios de sol
atingem as flores. Lepidopteros com probdscides mais longas conseguem acessar o néctar
apenas pousando no dpice do labelo, sem entrar na flor (Fig. 2E). Entretanto, espécies com
probdscides mais curtas que o comprimento do labelo, precisam entrar parcialmente na flor
para obter o néctar (Fig. 2F). Em nenhum dos casos foram observados lepidopteros tocando
os orgaos reprodutivos das flores. Em C. libonii, aparentemente, os lepidopteros atuam
apenas como pilhadores de néctar.

Os tratamentos, embora preliminares, realizados em casa de vegetacdo, revelam que
Cleistes libonii € auto-compativel, mas dependente de um agente polinizador. Todas as
quatro flores utilizadas nas autopolinizagdes manuais e poliniza¢des cruzadas promoveram
a formagdo de frutos. Nenhuma das quatro flores intactas ou emasculadas chegou a
promover frutificacio. Somente as flores que recebem pdlen no primeiro dia da antese
chegam a formar frutos. Assim como C. libonii, os demais representantes norte-americanos
de Pogoniinae sdo auto-compativeis. Do mesmo modo, como observado em C. libonii,
todas as espécies norte-americanas, com excecdo da autégama Isotria medeoloides, sao
dependentes de um agente polinizador (Thien & Marcks 1972, Mehrhoff 1983, Gregg
1989).
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Apesar de Cleistes libonii ser auto-compativel, alguns fatores podem favorecer a
ocorréncia de polinizagdo cruzada nessa espécie. Cada individuo de C. libonii produz
poucas flores por inflorescéncia, existe um preciso sincronismo de floracdo dentro da
populacdo e o estigma permanece receptivo por um tnico dia. A combinacao desses fatores
pode favorecer enormemente a polinizagao cruzada na populacdo. Assim como observado
para C. libonii, em Triphora trianthophora (Medley 1979) e Psilochilus modestus (Pansarin
2000), a polinizacdo cruzada é favorecida pela escassez de flores produzidas por
inflorescéncia e pelo sincronismo de floragdo.

Em Cleistes libonii, como o polindrio tem consisténcia farinidcea e ndo € removido em
pacotes, como acontece na maioria das Orchidaceae (Dressler 1981, 1993), apenas uma
pequena quantidade de pdlen € depositada sobre o polinizador em cada visita. Em Cleistes
divaricata, a antera, que € versatil como em C. libonii, pode depositar polen por diversas
vezes ao corpo dos polinizadores. A quantidade de pdlen depositada, entretanto, decresce
com as visitas subseqiientes (Gregg 1991a). A deposicio de pdlen em pequenas
quantidades nos polinizadores permite que mais de um animal possa receber pdlen de uma
unica flor, o que pode reduzir a perda de pdélen se a flor for visitada por um polinizador
ineficiente. Na maioria das Orchidaceae, nas quais as polinias s3o removidas em uma dnica
visita, a remog¢ao do polindrio por um polinizador ineficiente pode resultar em uma grande
perda de pdlen (Tremblay 1992).

Dressler (1993) relata que as espécies pertencentes aos géneros Cleistes, Isotria e
Pogonia atraem polinizadores por engano, para os quais os tricomas existentes no labelo
simulam polen. Curiosamente, em Cleistes divaricata, Isotria verticillata e Pogonia
ophioglossoides, assim como em todos os representantes sul-americanos do género
Cleistes, esses tricomas estdo concentrados na por¢cdo mais apical do labelo, enquanto na
altura da antera, essas estruturas estdo ausentes. Dessa forma, se as abelhas coletassem os
tricomas como se fossem graos de pdlen, elas ndo precisariam se dirigir a base do labelo
para obterem alimento e, conseqiientemente, ndo contactariam os 6rgaos reprodutivos da
flor. Thien & Marcks (1972) observaram que os tricomas branco-amarelados existentes no
labelo de P. ophioglossoides sdo as estruturas que mais absorvem luz ultravioleta na flor,
sendo a regido mais visivel para as abelhas. Esses mesmos autores indicam que P.

ophioglossoides, além dos tricomas no labelo, também oferece pequenas quantidades de
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néctar aos insetos. Do mesmo modo, Guignard (1879 apud Thien & Marcks 1972) relata
que apods rasparem a crista do labelo, as abelhas se dirigem a base dessa estrutura, na qual
uma pequena quantidade de néctar fica acumulada. Em P. ophioglossoides, como em C.
libonii, e outras espécies sul-americanas como C. aphylla (Barb. Rodr.) Schitr., C.
castanoides Hoehne, C. exilis Hoehne e C. gracilis (Barb. Rodr.) Schltr., os tricomas do
labelo podem, simplesmente, estar atuando como guias de néctar e ndo como fontes de
alimento como proposto por Dressler (1993). Assim, a natureza das recompensas florais das
espécies norte-americanas de Pogoniinae deve ser melhor investigada, pois € provivel que
os tricomas do labelo dessas espécies sdo apenas guias de néctar, como observado em
espécies sul-americanas de Cleistes. O fato de que, em Cleistes, o néctar ja estar totalmente
secretado antes da antese, pode trazer interpretacdes errOneas se a biologia floral de uma
determinada espécie ndo for minuciosamente investigada. Fagnani (2001) relata que C.
libonii ndo oferece néctar, sendo polinizada por engano, por abelhas que procuram
alimento. Muito provavelmente, pelo menos no que se refere as espécies sul-americanas de
Cleistes, a estratégia de engano dos polinizadores ndo se aplica e as consideracdes erroneas,
até agora realizadas, podem ser conseqiiéncia de observacdes em flores abertas hd mais de
um dia, cujo néctar, provavelmente, ja havia sido esgotado pelos visitantes florais.

Todas as espécies de Cleistes que ocorrem nas Américas do Sul e Central apresentam
nectarios glandulares na base do labelo e a presenga dessas estruturas, provavelmente,
representa uma sinapomorfia para o clado sul-centro-americano do género (Pansarin, dados
ndo publicados). Nas espécies norte-americanas de Isotria (Mehrhoff 1983), em Cleistes
divaricata (Gregg 1989) e em Pogonia ophioglossoides, entretanto, esses nectarios
glandulares estdo ausentes. A presenca de nectdrios nos géneros norte-americanos precisa
ser melhor investigada através de estudos anatdmicos, uma vez que foi observada a
presenca de néctar em P. ophioglossoides (Thien & Marcks 1972), mas nectdrios
glandulares estdo ausentes nesta espécie.

Assim como observado para Cleistes libonii, C. divaricata (Gregg 1989), Isotria
verticillata (Mehrhoff 1983) e Pogonia ophioglossoides (Thien & Marcks 1972), outras
espécies sul-americanas de Cleistes, como C. aphylla, C. castanoides, C. exilis e C. gracilis
também sdo polinizadas por abelhas (Pansarin, dados nao publicados). Assim, com exce¢ao

da autégama I. medeoloides (Mehrhoff 1983), abelhas parecem ser os principais vetores de
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pélen em Pogoniinae, estando presentes em todos os géneros até agora investigados.
Duckeella, no entanto, um género endémico da regido amazonica e irmao do restante da
subtribo Pogoniinae (Cameron & Chase 1999), ¢ completamente desconhecido com relagdo
aos aspectos de sua biologia reprodutiva e polinizagdo. O avanco das pesquisas com
Duckeella e representantes das demais se¢des do género Cleistes poderdo propiciar um
maior entendimento sobre aspectos da hipotese filogenética de Pogoniinae e,

conseqiientemente, sobre a evolucao da polinizacio da subtribo.
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Figura 1. Cleisfes liborii. A& Hébito. B. Flor. C. Perianto. D, Coluna em wista lateral mostrando a seqiéncia
de desarticulagio da antera. E. Coluna em vista ventral F. Base do labelo em corte transversal, mostrando as
duas glandulas (gl & as cimaras nectariferas (o).
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Figura 2. Cleistes Itbowii. & Flor. B. Bombus afrafus contactando a antera da flor com o escuto enguanto
obtém néctar nia base do labelo. C. B afrafes saindo daflor com o escuto coberto por pélen. D, Fhaethornis
curpnome obtendo néctar na base do labelo. E. Hesperiidae obtendo néctar apenas cotn a probdscide dentro da
flor. F. Hesperiidae obtendo néctar com o corpo parcialmente dentro da flor. Barras de escala= 2 em,
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Capitulo 3

Formatado de acordo com as normas da Plant Biology

Pollination in the genus Cleistes and a comparison on floral biology within Pogoniinae
(Orchidaceae: Vanilloideae): an evidence of evolution from deceptive to reward

pollination systems

E. R. Pansarin and M. Sazima

Abstract: Pollination of seven species of Cleistes occurring in Central-Western and
Southeastern Brazil were studied and comparisons about the floral biology of South-Central
American and North American-Asiatic clade of Pogoniinae were realized. The Cleistes
species are terrestrial and occur mainly in “cerrado” vegetation, growing on dry, sandy and
marshy soils, or on rocks and among mosses. Each plant produces one terminal raceme not
much differentiated from the aerial stem, with one to five ressupinate flowers. The
disposition of the petals and the labellum results in tubular flowers. The lip presents a
central crest with clusters of hairs or papillae, yellow or white coloured in the upper third,
which acts as a nectar guide. The flowering period occurs in summer. The species presents
a precise flowering synchronism, in which all mature buds open simultaneously in the early
morning of a same day. The flowering synchronism added to production of short-lived
flowers favors cross-pollination within populations. The flowers offer nectar as reward,
produced by two nectariferous glands at the basis of the lip. The studied species, as is
known for North American Pogoniinae genera, are pollinated by several groups of solitary
or social bees. The pollinaria of the Pogoniinae are composed of soft pollinia, and the free
monads are released on the scutum of the bees by the hinged terminal anther. The size of
the bees is proportional to flower dimensions, being a crucial factor to perform pollination
in Pogoniinae species. The presence of nectariferous glands in Central and South American
species of Cleistes is the most derived condition in the subtribe. The absence of
nectariferous glands, which promotes deceptive pollination, is the basal condition in

Pogoniinae, being related with the North American-Asiatic clade. This study does not
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support the classical view point of evolution from reward to deceptive pollination

mechanisms as occurs in most derived subfamilies in Orchidaceae.

Key words: Cleistes, floral biology, melittophily, mimicry, Orchidaceae, Pogoniinae,

pollination.

Introduction

The subtribe Pogoniinae (tribe Pogoniieae sensu Cameron, 2003), according to
Dressler (1993) and Cameron et al. (1999), presents five genera (Cleistes, Duckeella,
Isotria, Pogonia and Pogoniopsis) distributed among North and South America, and
Eastern Asia (Cameron and Chase, 1999). According to Cameron and Chase (1999)
Pogoniinae is monophyletic, although the rare saprophytic genus Pogoniopsis and the
majority of South American species of Cleistes, have been unavailable in their analyses.
The Amazonian Duckeella is sister of all remainder of Pogoniinae (Cameron et al., 1999).
The genus Cleistes, as currently known, is paraphyletic. The North American C. divaricata
(L.) Ames and C. bifaria (Fernald) Gregg are closer to Isotria and Pogonia than the Central
and South American species (Cameron and Chase, 1999; Pansarin et al., in prep.).
According to Cameron and Chase (1999) Pogoniinae originated in South America during
the late Cretaceous, its ancestral dispersed to North American southeast during the early
Tertiary, diversified and migrated northward during the Oligocene and subsequently moved
westward across northern North America and into Asia via Bering land bridges during the
Miocene.

Isotria and Pogonia are small genera, with two and three species, respectively
(Cameron, 1999). Cleistes is the largest genus within Pogoniinae, comprising about 20
species distributed within Central and South America (Pansarin and Barros, in prep.). The
pollination biology of Pogoniinae is poorly known (van der Pijl and Dodson, 1966; Luer,
1975), but the North American-Eastern Asia clade has been studied and conclusive data on
pollination are available for Pogonia (Thien and Marcks, 1972), Isotria (Mehrhoff, 1983),
and Cleistes divaricata and C. bifaria (Gregg, 1989, 1991a, 1991b). Pollination data on

South American species are restricted to Cleistes libonii (Rchb. f.) Schltr. (as C. macrantha
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(Barb. Rodr.) Schitr.), that occurs in disturbed areas in the Atlantic rain forests of
Southeastern Brazil (Pansarin, 2003). The subtribe Pogoniinae, as in about 60% of the
species of Orchidaceae (van der Pijl and Dodson, 1966; Dressler, 1981), is adapted to
pollination by Hymenoptera (Thien and Marcks, 1972; Mehrhoff, 1983; Gregg, 1989,
1991a; Pansarin, 2003). Cleistes bifaria (Gregg, 1989) and C. divaricata (Gregg, 1991a)
are pollinated by workers of Bombus and Megachile. Isotria verticillata (Muhl. ex Willd.)
Raf. is pollinated by small Halictidae, Anthophoridae and Andrenidae bees, while L
medeoloides (Pursh) Raf. is self-pollinated (Mehrhoff, 1983). According to Thien and
Marcks (1972), Pogonia ophioglossoides (L.) Ker Gawl. is pollinated by queens and
workers of bumblebees. Cleistes libonii (as C. macrantha) is pollinated by queens or more
rarely by workers of Bombus, and co-pollinated by hermit hummingbirds (Pansarin, 2003).
According to Dressler (1993) Pogonia, Isotria and Cleistes, as in about one third or more of
the Orchidaceae (van der Pijl and Dodson, 1966; Dafni, 1984; Ackerman, 1986), attract
their pollinators by deceit. Non-rewarding orchids attract their pollinators by a variety of
manners, including food-frauds (Dafni, 1984; Ackerman, 1986; Nilsson, 1992). The
majority of the food deceptive orchids are pollinated by nectar-seeking insects (Dafni,
1984; Ackerman, 1986). Shifts between rewarding and deceptive pollination systems have
occurred many times in the evolution of the Orchidaceae (Dressler, 1981), and these
deceptive systems seem to be derived from rewarding species in the family (Ackerman,
1986). Mimicry is unlikely to explain the evolution of rewardlessness in orchids, and has
occurred comparatively rarely in the evolution of the Orchidaceae (Dafni, 1984, 1987;
Johnson, 2000). Among the orchids that produce some type of reward, the principal and
more common is floral nectar (van der Pijl and Dodson, 1966; Arditti, 1992; Dressler,
1993). Nectar in orchids is produced by several types of structures (see Dressler, 1993 for a
review). In Cleistes libonii (as C. macrantha), nectar is produced by two glands at the base
of the lip (Pansarin, 2003). Pogonia ophioglossoides produces small quantities of nectar
(Thien and Marcks, 1972; apud Guignard, 1879) but nectariferous glands are lacking
(Thien and Marcks, 1972). The report on nectar production in Pogonia is controversial and,
according to Dressler (1993) and Ackerman (1986), the hair cluster on the lip of Pogonia
simulates pollen clusters and the species attract pollinators by deceit, in a similar way as

reported for the North American Cleistes bifaria (Gregg, 1989). The North American
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Cleistes and the genus Isotria are pollinated by deceit, although nectar guides are present
(Mehrhoff, 1983; Gregg, 1991a).

This paper reports on pollination biology of seven species of Cleistes, namely: C.
aphylla (Barb. Rodr.) Hoehne, C. bella Rchb. f. & Warm., C. castanoides Hoehne, C. exilis
Hoehne, C. gracilis (Barb. Rodr.) Schltr., C. paranaensis (Barb. Rodr.) Schitr. and C.
pusilla Pansarin, occurring in Central-Western and Southeastern Brazil, and compares with
the North American-Asiatic clade of Pogoniinae. Besides it is discussed, in a phylogenetic
context, the pollination biology between the reward-producing South-Central American and

the deceptive North American-Asiatic clade of Pogoniinae.

Material and methods
Study sites

3

Fieldwork was carried out in “vereda” vegetation (wet camps) in the Chapada dos
Veadeiros, Central-Western, in “campos de altitude” (high mountain grasslands),
Southeastern, in “campo limpo” (open grasslands) and "campo sujo" (grasslands with
shrubs) adjacent to “cerrado” vegetation (wooded savannas), Southeastern Brazil. The sites
and observation periods of the studied species are summarized in table 1.

The phenological data were recorded on several populations of Cleistes, during the
flowering periods of the years 2000-2004. Morphological features of fresh or in FAA 70%
conserved plants of all studied species were recorded. Flower details of Cleistes
castanoides were drawn under a binocular stereomicroscope equipped with camera lucida.

Flowers of Cleistes castanoides conserved in FAA 70% were also used for anatomical
studies. The basal portion of the lip was dehydrated in ethanol series and embedded in
glycol methacrylate. Cross sections (9-12 um) were stained with toluidin blue (Sakai,
1973).

Observations on pollination were carried out in the first day of anthesis, between 0630
and 1800 h (from dawn to nightfall), and in the second day of flower opening, from 0630 to
about 1400 h. To check the occurrence of nocturnal pollination, intact flowers were marked
in the afternoon and examined at dawn on the next day. The insects collected during the

observations were identified and are deposited at the Museu de Historia Natural of the
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Universidade Estadual de Campinas (ZUEC). Plant vouchers (numbers given in table 1) are
deposited at the herbarium of the Universidade Estadual de Campinas (UEC).

Data about floral biology of North American Pogoniinae genera were obtained from
literature for Pogonia (Thien and Marcks, 1972), Isotria (Mehrhoff, 1983), and Cleistes
divaricata (Gregg, 1991a) and C. bifaria (Gregg, 1989).

Results and discussion

Phenology and flowering strategies

Phenological and flowering strategies were similar for all studied Cleistes species.
After the first rainy period, each tuberous root produces one not ramified aerial stem, with
an erect and terminal inflorescence. Flowering occurs one or two months later, during the
major wet season. The studied taxa, as other species of the genus (Pansarin et al., in prep.),
present an accurate flowering synchronism, in which every mature buds of the majority of
individuals within a population open simultaneously in the early morning (0700 to 0730 h)
of a same day. Similar flowering synchronism in Pogoniinae has been reported for Cleistes
libonii (Pansarin, 2003) as well as for the basal Epidendroids Triphora trianthophora (Sw.)
Rydb. (Medley, 1979) and Psilochilus modestus Barb. Rodr. (Pansarin, 2000). During a
flowering period occurred three or four flowering peaks, which seem to be related with the
rainy period in the studied Cleistes species, as well as reported for T. trianthophora from
North America (Medley, 1979), however, such relation was not recorded for P. modestus
and in C. libonii, from the mesophytic semidecidual and the Atlantic rain forests (Pansarin,

2000, 2003), respectively.

General plant features

The species of Cleistes are terrestrial herbs growing on sandy, dry or marshy soils, or
on rocks and among mosses. The aerial stem presents leaves which may be evident or
reduced to scale-like. The inflorescence is a raceme not much differentiated from the aerial
stem. Each plant produces one—two or up to five ressupinate, axillary flowers, but one per

knot. The floral bracts are mostly undistinguishable from leaves but, sometimes, are more
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attenuated on the basis. The flowers of these Cleistes species are morphologically very
similar. The sepals are linear to elliptic-lanceolate and fleshy (Fig. 1B). The elliptic to
spatulate petals are membranaceous and parallel disposed with the lateral parts of the lip,
resulting in a tubular-shaped flower (Figs. 1 A, 3 B, F, G). The lip is 1-3 lobed, tubular,
presents two nectariferous glands at the basis (Fig. 1B, D), and a longitudinal central crest
with clusters of yellow or white coloured hairs or papillae (Fig. 1C) on the upper third (Fig.
3 B, E, G) which may act as a nectar guide (Pansarin 2003). The column is parallel
disposed with the lip and presents a versatile anther (Fig. 1C, E), which has two yellow and
bipartite pollinia made up by free monads. The stigmatic surface (Fig. 1E) is plane or more
rarely concave, and generally presents small hyaline tricomes. Many of the general floral
characteristics of the studied Cleistes are common for other genera in Pogoniinae (Thien
and Marcks, 1972; Mehrhoff, 1983; Gregg, 1989, 1991a, 1991b).

Every Cleistes species offer nectar as reward produced by globular-ovate glands,
whose secretory surface is composed of several cell layers (Fig. 2), and the total nectar
amount is secreted before flower opening, as reported for C. libonii (Pansarin, 2003). The

specific plant features are summarized in table 2.

Floral visitors and pollination mechanisms

The studied Cleistes species were pollinated exclusively by bees, as has been reported
for the North American Pogoniinae (Thien and Marcks, 1972; Mehrhoff, 1983; Gregg,
1989, 1991a) and for the South American C. [libonii (Pansarin, 2003). The pollinator
species and visit frequencies are summarized in table 2. Visits occurred only in the first day
of anthesis, even in the species whose flowers lasts more than one day, which probably is
related with the production of the total nectar amount before flower opening. Still, C.
libonii flowers were visited by queens of Bombus atratus in the second day of anthesis
(Pansarin, 2003). Visits to the Cleistes species occurred only during daytime, mainly from
08:00 h up to 14:00 h, being visitation frequency significantly higher in days with sunshine
than in rainy days. The visitation frequencies in C. exilis and C. aphylla were higher than in
the other species (Table 2), probably because the flowering peaks occurred in sunny days.
According to Mehrhoff (1983) the frequency to flowers of the Pogoniinae Isotria

verticillata was most dependent upon the availability of flowers and its stage, as most of the
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visits were to fully open fresh flowers. Besides, time of the day, air temperature, solar
radiation, and relative humidity may also have affected pollinator activity (Mehrhoff,
1983).

The pollination mechanism was similar in all the studied species. The bee lands on the
apex of the lip (Fig. 3 A, C, D) and probes for nectar at its base (details in Figs. 3 A, C, D).
When the insect leaves the flower it disarticulates the anther with the scutellum and the free
pollen monads are placed on their scutum (Fig. 3 C). After this, the anther turns to the
original position. Each bee may stay about 5-12 s visiting a flower. This mechanism is
common for Pogoniinae species, and was reported in details for Pogonia (Thien and
Marcks, 1972), Isotria (Mehrhoff, 1983), Cleistes divaricata (Gregg, 1991a), C. bifaria
(Gregg, 1989) and C. libonii (Pansarin, 2003). In Cleistes aphylla and C. exilis, after
leaving the flower with pollen loads, sometimes the bee cleans itself placing the free
monads in the curbiculae. Such behavior was reported for the visitors of the South
American C. libonii (Pansarin, 2003) and the North American C. divaricata (Gregg,
1991b). The deposition of pollen on the stigma occurs when a bee with their scutum
impregnated with pollen visits another flower. The small papillae recovering the stigmatic
surface are responsible for the retention of the free monads.

The size of the bees is proportional to the flower dimensions of each studied Cleistes
species, a condition that may prevent pollen transfer between syncronopatric species such
as Cleistes aphylla and C. exilis, occurring in wet camps at Chapada dos Veadeiros, in
Central-Western Brazil. Differences in size of flowers can avoid pollen transference
between sympatric species, being an important isolating mechanism in several orchid
groups (van der Pijl and Dodson, 1966; Dressler, 1968; Catling and Catling, 1991;
Pansarin, 2000). According to Thien and Marcks (1972) flowers of the Pogoniinae Pogonia
ophioglossoides attracts a wide variety of bees as visitors, but only those whose size and
weight appropriate are effective pollinators. Differences in flower size are an important
factor avoiding hybridization between Pogonia ophioglossoides and its sympatric species
(Aretusa bulbosa L. and Calopogon tuberosus (L.) Britton, Sterns & Poggenb.), occurring
in North America.

In all studied Cleistes species, the precise flowering synchronism in addition to the

production of short-lived flowers, may favor cross-pollinations within a population, as
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recorded for C. libonii (Pansarin, 2003) and some basal Epidendroids, like Triphora
trianthophora (Medley, 1979) and Psilochilus modestus (Pansarin, 2000). According to
Catling and Catling (1991) this kind of synchrony is an important strategy favoring cross-
pollination in plants with one- to few-flowered inflorescences. In fact, when all flowers in a
population open together the floral display to attract pollinator attention is maximized. Of
course synchronous flowering is most valuable when pollinators can learn a rewarding
flower (Catling and Catling, 1991).

According to Dressler (1993), flowers of Cleistes, Isotria and Pogonia attract
pollinators by deceit since the tricomes in the central crest simulate pollen clusters, as is
known for other orchid groups (Heinrich, 1975; Boyden, 1982). In Pogoniinae, as reported
for C. libonii (Pansarin, 2003), these tricomes occur only on the upper third of the lip, being
absent from that part on. If the bees try to collect these tricomes, it is very likely that they
do not touch the anther, and in turn do not pollinate. Thus, the central crest, in the studied
Cleistes species, more likely acts as a nectar guide, as reported for C. libonii (Pansarin,

2003) and Pogonia ophioglossoides (Thien and Marcks, 1972).

Evolutionary considerations

The subtribe Pogoniinae is predominantly pollinated by nectar-seeking bees, while C.
libonii is co-pollinated by hermit hummingbirds (Pansarin, 2003) and Isotria medeoloides
is automatic self-pollinated (Mehrhoff, 1983). Despite several authors (see Dressler, 1993;
Szlachetko, 1995; Cameron and Chase, 1999; Cameron et al., 1999) include Pogoniopsis in
Pogoniinae (tribe Pogoniieae sensu Cameron, 2003), recent morphological and molecular
studies reveal that its inclusion in the analyses makes the subtribe paraphyletic (Pansarin et
al., in prep.). The saprophytic Pogoniopsis is an automatic self-pollinating orchid that
presents characteristics of life form, roots, stem, leaves, flowers, fruits and seeds closely
related to Galeola and Cyrtosia, being its placement in the subtribe Galeolinae (tribe
Vanilleae sensu Cameron, 2003) more adequate (Pansarin et al., in prep.). The Amazonian
Duckeella, has also been placed in Pogoniinae by several authors (see Dressler, 1993;
Cameron and Chase, 1999; and Cameron et al., 1999). However, the synapomorphic
characters that define Pogoniinae are absent in Duckeella, and this rare genus with basally

whorled linear leaves, lateral and multiflored inflorescences with yellow flowers and lip
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poorly differentiated from petals, in accordance to the classification proposed by
Szlachetko (1995), belongs to the subtribe Duckeellinae (Pansarin et al., in prep.). The
presence of glandular nectaria at the lip basis represents a sinapomorphy for the tropical
clade of Pogoniinae, which includes the South and Central American species of Cleistes
(Pansarin et al., in prep.). In the North American-Asiatic clade, which includes Isotria,
Pogonia and Cleistes divaricata and C. bifaria, these glandular nectaria are absent (Thien
and Marcks, 1972; Mehrhoff, 1983; Gregg, 1989, 1991b). Although Thien and Marcks
(1972) apud Guignard (1879) recorded small quantities of nectar at the lip basis of flowers
of Pogonia ophioglossoides, this species attracts pollinators by deceit (Thien and Marcks,
1972; Ackerman, 1986; Catling and Catling, 1991). Furthermore, nectariferous glands are
absent in Pogonia ophioglossoides (Pansarin et al., in prep.). Species of Isotria, and North
American Cleistes also attract pollinators by deceit, operating as general bee-food mimics
(Mehrhoff, 1983; Gregg, 1989). The presence of glandular nectaria in the South-Central
American Cleistes is the most derived condition in Pogoniinae, confirmed by studies based
on both morphological and molecular (ITS nrDNA, and rpsi/6 and trnL-F cpDNA)
sequence data (Pansarin et al., in prep.). Although Cameron and Chase (1999) reported a
South American species as ancestral of the Pogoniinae and a most derived condition for the
temperate clade, recent analyses (Pansarin et al., in prep.) support the tropical clade as more
derived within Pogoniinae.

In Orchidaceae, although several authors have suggested that deceptive mechanisms
probably evolved from reward pollination systems (Dafni, 1984; Ackerman, 1986; Nilsson,
1992), which appears to be correct in many isolated cases (e.g., Ackerman, 1986; Johnson
and Nilsson, 1999; Johnson, 2000), only a few of these studies have been based on
phylogenetic analyses. According to Dressler (1981) shifts between rewarding to deceptive
pollination systems may have occurred many times in the evolution of Orchidaceae. Based
on phylogenetic analyses, Johnson et al. (1998) recorded three evolutionary transitions
between nectar-producing and non-rewarding flowers in the South African genus Disa.
Nectar production can be energetically expensive and resources used to produce this reward
could be better expended in other functions which may ultimately increase the fitness of
those individuals lacking pollinator rewards (Boyden, 1982; Ackerman, 1986). The main

problem with this hypothesis is that the lifetime fitness of many orchids is pollination
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limited, rather than resource limited (Calvo and Horvitz, 1990; Calvo, 1983). Furthermore,
there are few reliable estimates of the cost of nectar (Pyke, 1991). The cost of nectar
production in short-lived flowers tends to be lower than in long-lived flowers (Johnson and
Nilsson, 1999). In fact, flowers of nectar-producing tropical Cleistes are less durable than
those of deceptive Isotria, Pogonia, Cleistes divaricata and C. bifaria (Thien and Marcks,
1972; Mehrhoff, 1983; Gregg, 1989, 1991b).

Some rewardless species can cause reduced visitation and consequently a low
reproductive success in relation to nectar-producing orchids (e.g., Ackerman, 1981; Dafni,
1984; Ackerman, 1986; Johnson and Nilsson, 1999; Salguero-Faria and Ackerman, 1999;
Johnson, 2000; Smithson, 2002), but also reduced fruit set by geitonogamy (Ackerman,
1986; Johnson and Nilsson, 1999; Johnson, 2000; Smithson, 2002), since there is no
extensive pollen carryover in plants with loose pollen (Johnson and Nilsson, 1999), and
floral mechanisms preventing immediate self-pollination (Dressler, 1981; Johnson and
Nilsson, 1999). These facts can be supported by comparing both reward-producing and
deceptive clade of Pogoniinae. The North-American Pogoniinae presents a low
reproductive success (Thien and Marcks, 1972; Mehrhoff, 1983; Gregg, 1989, 1991b) when
compared with Brazilian species of Cleistes (Pansarin, pers. obs.). In certain years the fruit
set of some Cleistes species (e.g., C. castanoides, C. libonii and C. ramboi) was about
100% (Pansarin, pers. obs.). Furthermore, as reported for the Central and South American
Cleistes, the production of a few short-lived flowers by each inflorescence in addition to the
precise flowering synchronism tends to prevent the occurrence of self-pollination and
geitonogamy. Orchids with soft pollinaria, as reported for Pogoniinae, do not appear to be
especially prone to geitonogamy (Johnson and Nilsson, 1999). Structural differences
between pollinaria may have important implications for evolution of deception as
consequence of pollen carryover and bending mechanisms (Johnson and Nilsson, 1999).
Self-pollination resulting from geitonogamy can reduce fitness by causing inbreeding
depression and pollen loss. Thus, although several authors argue that selection might favor
less or no nectar, if this encourages pollinators to leave the plant rather than to visit a long
sequence of flowers (Ackerman, 1986; Johnson and Nilsson, 1999), this hypothesis may be
plausible, since do not exist any floral or ecological barriers avoiding self-pollination, as

proposed by Dressler (1981) and Johnson and Nilsson (1999). Despite its plausibility, and
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although Peakall and Beattle (1996) present data showing extensive outcrossing and long
distance pollen flow in a sexually deceptive orchid species (Johnson and Nilsson, 1999), we
are not aware of any test of the hypothesis that food deception in orchids enhances

outcrossing.
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Table 1 Study sites, coordinates, observation periods and voucher numbers of the studied Cleistes species.

Observation period Voucher

Species Location Coordinate
Cleistes aphylla (Barb. Rodr.) Schltr. Teresina de Goids - GO 13°36°S 47°13'W
Cleistes bella Rchb. f. & Warm. Serra do Cip6 - MG 19°17°S, 43°35"'W
Cleistes castanoides Hoehne Teresina de Goids - GO 13°36°S 47°13'W
Cleistes exilis Hoehne Teresina de Goids - GO 13°36°S 47°13'W
Cleistes gracilis (Barb. Rodr.) Schltr. Atibaia - SP 23°13'S, 46°35'W
Cleistes paranaensis (Barb. Rodr.) Schltr. Diamantina - MG 18°14°S, 43°38°W
Cleistes pusilla Pansarin Diamantina - MG 18°14°S, 43°38°W

5-6 Jan. 2002
13-14 Feb. 2002
3-4 Jan. 2002
5-6 Jan. 2002
14-15 Jan. 2003
16-17 Jan. 2004
16-17 Jan. 2004

E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 899
E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 921
E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 889
E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 898
E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 963
L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 31

L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 12

Vouchers are deposited at the herbarium of the Universidade Estadual de Campinas (UEC)



Table 2 Specific floral features of the studied Cleistes species, their pollinators and respective visit frequencies
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. Number between

parenthesis = number of visits. “q” = queen; “w” = worker. Full plant species names are given in table 1.

Species Perianth Lip dimension Column Stigma Pollinia Pollinators/ number of visits Pollinator

coloration (cm) length (cm) length (mm) length (mm) dimension (cm)
C. aphylla cream-whitish 1.2-1.8x0.5-0.7 0.8-1.1 2-2.5 1.5 Dialictus sp. (21) 0.65-0.67x0.2
C. bella vinaceous 6.5-8.5x1,8-2,7 3.8-4.2 11-13 5-5.5 Bombus atratus (Franklin 1913) “q” (3) 1.8-2x0.8-0.9
C. castanoides white, rose or 4.2-6.4x2,8-3,5 2.5-5 4-5 3.54 Bombus atratus (Franklin 1913) “q” (5) 1.8-2x0.8-0.9

vinaceous Eulaema nigrita (Lepeletier, 1841) (1) 2x0.8-0.9

Xylocopa (1) 2-2.2x1-1.1

C. exilis rose to lilac 2-4.5x0,6-1 1.4-3 2.8-3.5 1.5-2 Augochlora sp. (23) 1-1.1x0.3
C. gracilis vinaceous, pink  2.3-3x0,8-1,4 2.6-4 2.6-4 2-2.4 Augochlora sp. (6) 1-1.1x0.3

or rose Bombus morio (Swederus, 1787) “w” (3) 1-1.2x0.6-0.7
C. paranaensis lilac or white 4.5-6x2,3-3 3.3-3.8 3.5-45 3-35 Bombus atratus (Franklin 1913) “q” (2) 1.8-2x0.8-0.9
C. pusilla rose to pink 1.5-2x0,5-1 1-1.5 2.3-2.6 1.5 Dialictus sp. (3) 0.65-0.7x0.25




Fig. 1 Cleisfes casfancides. Flower (A), periant parts (B), frontal view of the lip and column (), lip (D,
columt ity lateral wiew with articulated anther, disarticulated anther, and in ventral wiew (E). Scale bars =
lem.
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Fig. 2 Longitudinal section of the nectariferous gland of Cleisfes casfaroides. Note the several layers of secretory

cells with very large and stained nucleus. Arrows show the secretory suface x5, Detail x10.



Fig.2 Bee pollinated Cleisfes species. Dialichus sp. leaving the flower of Cleisfes aphylla Hote some pollen on its
scutut (A), Flower of O bella in diagonal wiew showing the white hairs on the central crest (B), Xrlocopa sp. with
its seutun covered with a pollen load, leaving the flower of O casfanoides (C), Augochlora sp. leaving a flower of
" exilis. Hote the pollen deposited on its scutum (D), Flower of O gracilis in frontal swiew showing the wery
cotspicuous yellow papillae on the central crest (E), flower of C paranaensis (F), Flower of O pusilla (G).
Detailsin Figs A, C and D are the respective pollinators probing for nectar at the lip basis. Seale bars = 1 om.
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Capitulo 4

Revisao taxonémica do género Cleistes Rich. ex Lindl.

Emerson R. Pansarin & Fabio de Barros

Cleistes Rich. ex Lindl.

Etimologia: O nome Cleistes € derivado do grego “cleistos” que significa fechado e faz

referéncia ao labelo que, na maioria das espécies, se apresenta sob a forma de um tubo.

Historico

A criagdo do género Cleistes foi sugerida por Richard (1818), mas o nome foi
validamente publicado por Lindley (1840). Até entdo, Cleistes foi considerado por muitos
autores como uma secao dentro do género Pogonia Juss. Jodo Barbosa Rodrigues foi um
dos primeiros estudiosos das espécies sul-americanas, apresentando, em sua iconografia,
que foi posteriormente reproduzida por Sprunger et al. (1996), onze novas espécies para o
Brasil. Jodo Barbosa Rodrigues tratou as espécies brasileiras como pertencendo ao género
Pogonia (Sprunger et al. 1996). Os dois tnicos tratamentos envolvendo o género como um
todo foram os realizados por Cogniaux (1893) e Hoehne (1940). No tratamento realizado
por Cogniaux (1893), o género Cleistes foi tratado como uma sec@o dentro de Pogonia. Em
seu trabalho, Cogniaux (1893) apresentou a descri¢do de 30 espécies para a se¢do Cleistes.
Schlechter (1926) transferiu as espécies brasileiras, até entdo consideradas como uma sec¢ao
dentro de Pogonia, para o género Cleistes. Hoehne (1940) apresentou a descricdo de 42
espécies de Cleistes para o Brasil. Algumas delas, segundo o préprio autor, com limites
muito mal definidos. Baseando-se neste fato, Hoehne (1940), em seu tratamento para o
género, sugeriu a existéncia de nove secdes (como centros de espécies) e relatou que as
espécies incluidas em cada uma dessas se¢des poderiam ser simples variedades ou formas
de uma tnica espécie. Pabst & Dungs (1975) apresentaram, para o Brasil, uma listagem de
47 espécies com ilustracdes. Pabst & Dungs (1975) seguiram, basicamente, o tratamento

realizado por Hoehne (1940) e também aceitaram essencialmente as mesmas secoes,
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porém, com algumas modificacdes. A partir de entdo, o género Cleistes tem sido tratado em
floras locais e descri¢cdes de novas espécies. O estudo mais especifico neste sentido foi a
dissertacao recentemente apresentada por Silva (2002), que fez o levantamento das espécies
de Cleistes na Chapada Diamantina (Bahia), sendo identificadas nove espécies para a

regiao.

Material e métodos

O estudo morfolégico das espécies de Cleistes foi baseado em espécimes de diversos
herbarios: CEN, ESA, HB, HRCB, HUEFS, INPA, MBML SP, SPF, R, RB, UEC, VEN e
VIC, e a partir de material fresco, coletado no campo ou fixado em FAA 50%. Para
elaboracdo das micrografias obtidas em MEV, superficies de folhas, estruturas florais e
sementes foram montadas em “stubs” de aluminio e cobertos com ouro-palddio. Os
espécimes foram observados e fotografados sob uma tensao de 10 kv e a uma distancia de
trabalho de 10 a 15 mm. As descri¢cdes e as medidas das micro-estruturas foram baseadas
nas micrografias realizadas, utilizando para isso as barras de escalas correspondentes para
cada espécime analisado.

Para realizacdo dos estudos anatdmicos foi utilizada a por¢do basal do labelo de
Cleistes libonii (Rchb. f.) Schitr. e raizes tuberosas de C. gracilis (Barb. Rodr.) Schitr. e C.
rosea Lindl. As raizes tuberosas de C. rosea e C. gracilis, e as flores e de Cleistes libonii
foram coletadas no campo, fixadas em FAA 50% e transferidas para dlcool 70%.
Posteriormente foi realizada a série de desidratacao alcodlica em alcool etilico 70%, 80%,
96% e 100% e por¢des das raizes tuberosas e da regido basal dos labelos foram emblocados
em historresina, em moldes de polietileno. Para isso, foram realizadas as etapas de pré-
infiltragdo, infiltracdo e polimerizagdo. Apds a polimerizagdo, os moldes foram levados a
estufa. Posteriormente, os blocos foram colados em retdngulos de madeira e cortados em
micrétomo rotativo.

Os cortes foram montados em laminas com dgua destilada e secos em estufa.
Posteriormente foram corados com Azul de Toluidina 1% (solugdo alcodlica) em cubetas
de vidro e novamente secos em estufa. Apds secos os cortes, as laminulas foram montadas

com “Permount”.
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Cleistes Rich. ex Lindl.

Cleistes Rich., Orch. Eur. 9. Mem. Mus. Paris, 4: 31. 1818; Lindl., Gen. Sp. Orchid. Pl.
409. 1840. Tipo: Trinidad, Purdie, 1940, Hooker s.n. (hol6tipo K!).

= Pogonia Juss. pro parte., Gen. Pl. 65. 1789. = Pogonia grandiflora (Aubl.) Lindl. =
Limodorum grandiflorum Aubl., Pl. Guian. 2: 818. 1775. Tipo: Trinidad, Purdie, 1940,
Hooker s.n. (holétipo K!).

Ervas terricolas, palustres ou rupicolas. Raizes geralmente em numero de 3 a poucas
por individuo, esparsa ou densamente revestidas por tricomas; raiz tuberosa macica ou oca,
densa ou esparsamente revestida por tricomas. Rizoma subterraneo, cilindrico, revestido
por tricomas. Caule aéreo ereto, glauco, piloso na base, glabro em direcdo ao 4pice,
produzido apenas na época reprodutiva, desaparecendo apds a deiscéncia dos frutos. Folhas
sésseis, evidentes ou ndo, linear-lanceoladas a ovais, glaucas, dpice agudo a acuminado,
base aguda a atenuada, as superiores maiores ou menores que as medianas, as inferiores
reduzidas, geralmente amplectivas na base. Inflorescéncia racemosa, terminal, com 1-6
flores. Flores axilares, ressupinadas; sépalas linear-lanceoladas a eliptico-lanceoladas,
carnosas; pétalas lanceoladas a espatuladas, algumas vezes falcadas, membrandceas; labelo
1-3-lobado, com crista central disposta longitudinalmente na por¢do central; crista central
geralmente de coloracdo diferenciada das demais partes da flor; base do labelo com duas
glandulas nectariferas esféricas, ovais ou piriformes; lobos laterais arredondados a falcados;
lobo apical em geral ungiiiculado; istmo retangular ou trapezoidal. Coluna claviforme,
delgada na base, dilatada para o dpice; antera terminal, versatil, com duas polinias; polinias
de consisténcia farindcea, bipartidas, amarelas; grios de pdlen em monades; superficie
estigmatica plana ou cdncava, em geral com diminutas papilas hialinas; zona de abscisao
entre perianto e ovdario presente; ovario geralmente indistinto do pedicelo. Fruto cépsula,
oblongo a oval, em geral glauco, mesmo quando deiscente. Sementes numerosas, tunicadas,

sem endosperma. (Figuras 1-3).
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Género com 18 espécies distribuidas entre as Américas Central e do Sul. Estudos
cladisticos realizados por Cameron & Chase (1999) e Pansarin et al. (em preparagdo)
revelaram que as espécies C. divaricata (L) Ames e C. bifaria (Fernald) Catling & Gregg,
que ocorrem nos Estados Unidos, estdo mais relacionadas com o clado norte-americano-
asidtico, que inclui os gé€neros Isotria € Pogonia, devendo ser excluidas do género Cleistes.

O Brasil Central constitui o centro de diversidade para o género (Hoehne 1940).

Chave para as espécies de Cleistes

1. Plantas com folhas reduzidas
2. Flores esbranquicadas; vénulas do labelo ausentes
3. Inflorescéncia com 1-3(-4) flores; labelo 3-lobado ............ccccuvenneee. 1. C. aphylla
3. Inflorescéncia com mais de 4 flores; labelo inteiro ..........cceevvvvveeeee.. 17. C. stricta
2. Flores réseas ou vindceas; vénulas do labelo presentes
4. Crista central do labelo esbranquicada ...........ccccevvveeeviiennieennieennnee. 14. C. pusilla
4. Crista central do labelo amarelada
5. Flores réseo-escuras; crista central larga, amarelo-intensa .. 4. C. elongata
5. Flores rdseas, réseo-esbranquicadas, roseo-amareladas ou lilds-azuladas;
crista central do labelo estreita, amarelo-pélida ...........ccccceeeeuneenne. 5. C. exilis
1. Plantas com folhas evidentes
6. Folha apical maior que as medianas ..........cccceceevveeeenersienieneeneeneneenn 16. C. rosea
6. Folha apical menor ou igual as medianas
7. Flores brancas ou branco-esverdeadas
8. Labelo com lobo apical ungiiiculado; istmo ca. 5 mm .....................
...................................................................................... 2. C. batistana
8. Labelo com lobo apical nao ungiiiculado; istmo ausente ou pouco
EVIABINLE et 18. C. tenuis

7. Flores em tons de rosa ou vinaceas

9. Por¢do apical da crista central do labelo formada por fimbrias
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10. Plantas robustas, folhosas; caule com entrends muito curtos;
folhas freqiientemente ovais ou elipticas; flores réseo-vindceas ......
............................................................................................. 3. C. bella
10. Plantas esguias, com folhas escassas, caule com entrends
alongados, folhas freqiientemente agudas ou lanceoladas; flores
roseas
11. Istmo entre os lobos laterais e o apical muito evidente;
lobos laterais falcados; por¢do apical pouco diferenciada do
ISEMIO it 15. C. ramboi
11. Istmo entre os lobos laterais e o apical pouco evidente ou
ausente; lobos laterais arredondados; lobo apical evidente ......
.................................................................... 13. C. paranaensis
9. Por¢do apical da crista central do labelo formada por papilas
12. Vénulas do labelo evidentes
13. Plantas desenvolvendo-se em locais de Mata Atlantica,
em barrancos imidos ou em restinga; ovdrio + pedicelo 4,6-
5,8 cm compr.; labelo 6,5-7,6x3,3-4,3 cm ........... 8. C. libonii
13. Plantas desenvolvendo-se em campos de altitude; ovario
+ pedicelo 1,2-2,6 cm compr.; labelo 2,3-3,6x0,8-1,4 cm .......
............................................................................. 6. C. gracilis
12. Vénulas do labelo ausentes ou pouco evidentes
14. Labelo com lobo apical ungiiiculado
15. Estigma com uma depressdo longitudinal na
por¢ao mediana ..........cceceeereeennne. 9. C. mantiqueirae
15. Estigma plano .......cccccceeevuveeeuneennns 11. C. montana
14. Labelo com lobo apical ndo ungiiiculado
16. Flores réseo-alaranjadas; ovério + pedicelo 1,8-
2,8 CIM COMPT. ..eeveeniiieeiiieeiiee e 12. C. moritzii
16. Flores roseas; ovério + pedicelo maior que 3 cm
compr.

17. Labelo inteiro ................. 7. C. grandiflora
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17. Labelo 3-lobado ............... 10. C. metallina

1. Cleistes aphylla (Barb. Rodr.) Hoehne, Arch. Bot. Sdao Paulo 1: 180. 1926. = Pogonia
aphylla Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 269. 1882. Tipo: Brasil, Parand, Campos de Sao
Bento e Rincao das Pedras, 1.1880, Schwacke 72 (holétipo R!; is6tipo RB!).

Figuras: 4, 20B, 20D, 22F, 24.

= Cleistes toledoi Schltr. ex Hoehne, Bol. Mus. Nac. Rio de Janeiro 12(2): 30. 1936, pro

syn.

Plantas 13-42(-50) cm alt., terricolas. Raizes 0,5-1 mm didm; raiz tuberosa 1-1,5x0,4-
0,6 cm, oval, maci¢a, branca ou creme, revestida por tricomas acastanhados. Caule 0,5-2
mm diam., reto, as vezes tortuoso na por¢ao mediana. Folhas 2-9x1-2,8 mm, lanceoladas a
eliptico-lanceoladas, as vezes ovais, eretas, adpressas ao caule, dpice agudo, as apicais
menores que as medianas, as basais reduzidas a pequenas escamas. Inflorescéncia
geralmente com 1-3(-4) flores. Flores predominantemente esbranquicadas; ovdrio +
pedicelo 1-2 cm compr.; sépalas 14-20x2,5-3,8 mm, lanceoladas a linear-lanceoladas,
externamente de coloragdo creme, dpice agudo, a apical simétrica, as laterais assimétricas;
pétalas 12-18x3,5-5,5 mm, elipticas a eliptico-lanceoladas, as vezes oblanceoladas ou
falcadas, branco-hialinas, as vezes com por¢do apical levemente rdésea, dpice agudo a
acuminado; labelo 12-18x4,5-6,5 mm, 3-lobado, de ambito oblanceolado, as vezes oblongo
ou apresentando uma constricdo na por¢do mediana, branco-hialino, as vezes com lobos
laterais e apical levemente roseos; glandulas nectariferas ca. 0,5 mm didm., esféricas; crista
central amarelada, com diminutas papilas amareladas na porcdo apical; lobos laterais
falcados ou sub-falcados, dpice agudo ou arredondado; lobo apical ungiiiculado, istmo 1-2
mm compr., retangular ou trapezoidal, porcao apical arredondada, oval ou romboidal,
margem ondulada, serreada. Coluna 8-11 mm compr., reta, branca; estigma 2-2,5 mm
compr., oval, plano; antera branca, dpice formado por trés protuberancias arredondadas;
polinias ca. 1,5 mm compr. Frutos 2,5-3,8x0,4-0,6 cm, oblongos a ovais, verdes. Sementes

ca. 0,46x0,2 mm, curtamente oblongas a ovais, de coloracdo creme.
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A espécie distribui-se pelos Estados de Goids, Distrito Federal e Minas Gerais. Na
regido sul estd representada apenas pelo exemplar tipo, coletado no Estado do Parand.
Atualmente, os campos nos quais o tipo de Cleistes aphylla foi coletado deram lugar a
lavoura e pastagens. Espécie encontrada em campos umidos, principalmente em vereda.
Floresce entre os meses de dezembro e fevereiro. Os frutos tornam-se deiscentes entre
fevereiro e inicio de abril. Cada flor dura um dia.

E facilmente identificivel pelo caule delgado com folhas reduzidas, pelas flores
esbranquicadas com sépalas de coloracio creme, pelo labelo branco-hialino e sem vénulas,
e pela crista central amarela, formada por diminutas papilas.

Rodrigues (1882) designou como hol6tipo de Pogonia aphylla o material Schwacke 72,
depositado no herbédrio do Museu Nacional do Rio de Janeiro (R). No herbario do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro (RB) ha uma duplicata, cuja etiqueta foi refeita posteriormente
a ocasido da coleta, indicando como coletor Schwacke 2510 (I 72). Outra etiqueta,
localizada abaixo daquela, indica 2510 como ntiimero do herbario Schwacke e o nimero de

coletor (72) esta entre parénteses, abaixo do nimero do herbario.

Material examinado: BRASIL, DISTRITO FEDERAL: Brasilia, 11.1992, J.A.N.
Batista 277 (CEN); 1.1997, J.A.N. Batista 665 (CEN). GOIAS: Alto Paraiso de Goids,
11.1966, H.S. Irwin et al. 12530 (UB); 1.1993, J.A.N. Batista & L.B. Bianchetti 392 (CEN);
1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 739 (UEC); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista
744 (UEC); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 754 (UEC); II1.2001, J.A.N. Batista
1232 (CEN); XI1.2001, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 862 (UEC); 1.2003, E.R. Pansarin
& L. Mickeliunas 947 (UEC); 1.2003, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 951 (UEC).
Cavalcante, 1.1999, JA.N. Batista 828 (CEN, UEC); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N.
Batista 754 (UEC). Pirenépolis, 1.1991, J.A.N. Batista 161 (CEN). Teresina de Goias,
XI1.2001, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 865 (UEC); XI1.2001, E.R. Pansarin & L.
Mickeliunas 870 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 885 (UEC); 1.2002, E.R.
Pansarin & L. Mickeliunas 899 (UEC). MINAS GERAIS: Diamantina, 1.2000, J.A.N.
Batista & K. Proite 1026 (CEN, UEC); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 14 (UEC).
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2. Cleistes batistana Pansarin, sp. nov. Tipo: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Campo
proximo ao Ribeirdo do Gama, ao lado oposto ao conjunto 3 da quadra 24, das Mansdes
setor Park Way, I1.1996, J.A.N. Batista et al. 599 (hol6tipo CEN!).

Figuras: 5, 21F, 25.

Plantas 15-50 cm alt., terricolas. Raizes 0,5-0,7 mm didm., escuras. Caule 0,5-3 mm
diam., reto ou as vezes sinuoso, verde-amarelado do meio para a base, verde em direcdo ao
apice. Folhas 6-25x3-6 mm, lanceoladas ou eliptico-lanceoladas, eretas ou ereto-patentes,
concavas a levemente conduplicadas, amplectivas na base, dpice agudo, as apicais em geral
menos desenvolvidas que as medianas, as basais reduzidas a pequenas bainhas ovais.
Inflorescéncia com 1-2 flores. Flores predominantemente esbranquicadas; ovéario + pedicelo
1-3 cm compr.; sépalas 18-24x3-4,5 mm, lanceoladas, esverdeadas, dpice agudo, vinoso ou
acastanhado; pétalas 18-20x5-7,5 mm, elipticas, branco-hialinas, dpice acuminado; labelo
18-20x6-9 mm, 3-lobado, de ambito oblanceolado ou oblongo, as vezes com uma
constricdo na por¢do mediana, branco-hialino ou levemente esverdeado, com discretas
vénulas vindceas; glandulas nectariferas ca. 0,6 mm diam., esféricas ou sub-ovais; crista
central amarelada, com diminutas papilas amareladas na porc¢do apical; lobos laterais
truncados a sub-falcados, dpice arredondado; lobo apical ungiiiculado, istmo 1,5-2 mm
compr., retangular, porcao apical oval ou deltdide, margem ondulada, crenulada. Coluna 9-
12 mm compr., reta, branca; estigma 2-2,2 mm compr., oval, plano; antera arredondada,
branca, dpice truncado ou sub-emarginado; polinias 1,4-1,6 mm compr. Frutos 2,5-3,5x0,3-

0,4 cm, lineares a oblongos, verdes.

Espécie coletada apenas no Distrito Federal. Encontrada em campos dmidos, em
vereda. Floresce entre o final do més de janeiro e inicio de mar¢o. Cada flor dura um dia.

Identificavel pelas flores predominantemente esbranquicadas, pelo labelo
esbranquicado ou esverdeado com vénulas viniceas, pelos lobos laterais geralmente

truncados e lobo apical geralmente ungiiiculado com por¢ao apical oval ou deltéide.
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Material examinado: BRASIL, DISTRITO FEDERAL: Brasilia, 1.1996, J.A.N.
Batista & R. Oliveira 583 (CEN); II1.1996, J.A.N. Batista & L.B. Bianchetti 607 (CEN);
11.1998, J.A.N. Batista et al. 768 (CEN).

3. Cleistes bella (Rchb. f. & Warm.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
bella Rchb. f. & Warm., Otia bot. Hamburg. 2: 82. 1881. Tipo: Brasil, Minas Gerais, Lagoa
Santa, in campsis, E. Warming s.n. (hol6tipo W!).

Figuras: 6, 21A, 26.

Plantas 15-75 cm alt., terricolas. Raizes 1,5-2,5 mm diam., densamente pilosas; raiz
tuberosa 7-13x1-1,8 cm, cdnica ou oblonga, oca, acastanhada. Caule 1,5-7 mm diam.,
sinuoso, principalmente do meio para o dpice, entrends muito curtos. Folhas 3,8-9-x1,5-4,5
cm, elipticas, eliptico-lanceoladas ou ovais, patentes ou ereto-patentes, levemente
conduplicadas, as vezes com manchas vindceas, dpice agudo a acuminado, as apicais
menores € com base mais atenuada que as medianas, as basais reduzidas, ovais, eretas ou
ereto-patentes. Inflorescéncia geralmente com 1-3 flores. Flores predominantemente réseo-
viniceas; ovario + pedicelo 3,5-5,5 cm compr.; sépalas 5,5-9x0,9-1,4 cm, linear-
lanceoladas, internamente roseo-vindceas, externamente roseo-esverdeadas, dpice agudo;
pétalas 5-8,5x1,2-2 cm, elipticas a eliptico-lanceoladas, esbranquicadas em direcdo a base,
réseo-vindceas do meio para o dpice, dpice agudo, as vezes com margem recortada; labelo
5-8,5x1,8-2,7 cm, 3-lobado, de ambito oblongo, com uma constricdo na por¢cdo mediana,
roseo-claro em direcdo a base, réseo-vindceo com vénulas roxo-escuras do meio para o
apice; glandulas nectariferas ca. 1,5 mm compr., ovais; crista central amarelada, amarelo-
esverdeada ou esbranquicada, com numerosas fimbrias esbranquicadas ou papilas
amareladas ou amarelo-esverdeadas na porcdo apical; lobos laterais falcados, &pice
arredondado; lobo apical ungiiiculado, istmo 4-8 mm compr., retangular ou trapezoidal,
por¢do apical oval ou deltéide, margem ondulada, denteada. Coluna 3,6-4,2 cm compr.,
reta, branca, as vezes com linhas longitudinais vindceas; estigma 1,1-1,3 cm compr., oval,
plano; antera branca ou branco-vindcea, dpice sub-emarginado; polinias 5-5,5 mm compr.

Frutos 5-8,3x1-1,5 cm, oblongos ou conicos, afilados em direcdo a base, verdes.



89

Espécie distribuida pelo Distrito Federal, Goids e Minas Gerais. Geralmente ¢é
encontrada em campo cerrado seco, no entanto, também pode ocorrer em locais umidos, as
margens de riachos, em barrancos ou entre rochas adjacentes a vegetacdo de cerrado.
Floresce entre o final do més de janeiro e inicio de margo. Os frutos se tornam deiscentes
entre maio e junho. Cada flor dura até trés dias. As flores sdo muito fragrantes,
principalmente nas horas mais quentes do dia.

Espécie facilmente identificdvel pelas grandes flores réseo-vindceas, na maioria das
vezes contrastando com o reduzido caule aéreo, pelas folhas bem evidentes, patentes ou
ereto-patentes, levemente conduplicadas e geralmente verde-vinaceas, pelo labelo com uma
constricdo muito evidente na porcdo mediana, lobos laterais falcados e lobo apical oval a
deltdide, e com crista central geralmente apresentando fimbrias esbranquicadas na por¢ao
apical. O caule, as folhas e as flores se tornam enegrecidos apds serem desidratados. Os
espécimes coletados no Distrito Federal e em Goids geralmente sdo mais robustos € mais
altos que os encontrados em Minas Gerais.

Quando Reichenbach & Warming (1881) descreveram Pogonia bella, assim como P.
caloptera e P. mantiqueirae, eles indicaram, para cada uma delas, o nome Cleistes Rich.
entre parénteses. No entanto, eles claramente consideraram essas espécies como
pertencendo ao género Pogonia Juss., uma opinido que Reichembach (1865) odotou
previamente e que estd representado no seu tratamento para as espécies de Pogonia em
Xenia Orchidacea. Quando Schlechter e Hoehne transferiram vérias espécies brasileiras de
Pogonia para o género Cleistes, eles ndo reconheceram que C. bella, C. caloptera e C.
mantiqueirae nao haviam sido validamente publicadas como membros do género Cleistes
por Reichembach (1881). De acordo com Medley (1991), C. bella, assim como C.

caloptera e C. mantiqueirae, foi validamente publicada por Schlechter & Hoehne (1926).

Material examinado: BRASIL, DISTRITO FEDERAL: Brasilia, I1.1960, C. Porto
3424 (RB); 11.1961, E.P. Heringer 7951 (UB); X1.1962, E.P. Heringer 9690 (UB); 1.1992,
J.A.N. Batista 266 (CEN); 1I. 1995, J.A.N. Batista 524 (CEN); 11.1995, R.S. Oliveira 101
(UB); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 758 (UEC); II1.2001, J.A.N. Batista & O.B.
Oliveira Neto 1204 (CEN, UEC). GOIAS: Alto Paraiso de Goids, 11.1979, P.Gates &
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Estabrook 119 (NY, RB, SP, UB); I1.1991, B.M.T. Walter et al. 673 (IBGE); 1.1993, J.A.N.
Batista & L.B. Bianchetti 383 (CEN). Goias, 1.1966, Andrade-Lima 66-4406 (IPA, UEC).
Luziania, 1.1979, E.P. Heringer 17311 (IBGE). MINAS GERAIS: Datas, 1V.1980, F.
Barros 139 (SP). Diamantina, 11.2002, M. Mansanares et al. 230 (UEC); 1.2004, L.
Mickeliunas & E.R. Pansarin 26 (UEC). Jaboticatubas, 11.1972, M. Sazima 13406 (UEC).
Paraopeba, 1V.1954, E.P. Heringer 3475 (UB). Santana do Riacho, I11.1982, J. Semir &
A.B. Martins 13470 (UEC); 11.1985, M.A. Lopes & P.M. Andrade s.n. (BHCB 9107);
I1.1986, N.L. Menezes et al. CFSC 9628 (SPF, UEC). Serra da Moeda, VIII.1987, C.C.
Reis et al.25 (BHCB). Serra do Cipé, 111.1958, E.P. Heringer & Castellanos 6086 (UB);
I1.1958, E.P. Heringer & Castellanos 22245 (R); 111.1999, J.A.N. Batista & L.B.
Bianchetti 887 (CEN); 11.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 921 (UEC).

4. Cleistes elongata Pansarin, sp. nov. Tipo: Brasil, Distrito Federal, Brasilia Setor de
Mansoes Park Way, vareda do lado oposto ao Rio Taquara, na quadra 24 do conjunto 3,
I1.2005, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 1175 (hol6tipo UEC!).

Figuras: 7, 21E, 27.

Plantas 53-80 cm alt, terricolas. Raizes 0,7-1 mm diam. Caule 0,7-2,5 mm diam.,
geralmente reto, entrends muito alongados. Folhas 4-11x1-3 mm, elipticas a eliptico-
lanceoladas, eretas, adpressas ao caule, as apicais menores que as medianas e as vezes
ereto-patentes, as basais reduzidas a escamas. Inflorescéncia com 2-4 flores. Flores
predominantemente roseo-escuras; ovario + pedicelo 1,5-1,8 cm compr.; sépalas 21-24x4-
4,5 mm, lanceoladas a linear-lanceoladas, externamente réseo-pdalidas, internamente rdseo-
escuras, apice agudo, a apical simétrica, as laterais assimétricas; pétalas 19-23x4,5-5,5 mm,
elipticas, réseas, dpice agudo a acuminado; labelo 19-23x6-7 mm, 3-lobado, de ambito
oblongo a sub-oblanceolado, réseo, com discretas vénulas vindceas; glandulas nectariferas
ca. 0,5 mm diam., esféricas ou sub-ovais; crista central larga amarela, com papilas
completamente amarelo-intensas na porcao apical; lobos laterais sub-falcados a falcados,
apice agudo a arredondado; lobo apical ungiiiculado, istmo ca. 1 mm compr., trapezoidal,

porcao apical oval, margem ondulada. Coluna 9-11 mm compr., reta, branca; estigma 2,5-3
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mm compr., oval, plano; antera branca, dpice truncado a emarginado. Frutos 2,7-3,5x0,5-

0,7 cm, oblongos, verdes.

Espécie coletada apenas no Distrito Federal. Encontrada em campos dmidos, em
vereda. Floresce desde o final do més de novembro até marco. Os frutos tornam-se
deiscentes entre marco e maio. Cada flor dura apenas um dia.

Identificavel pelo caule esguio e muito longo, pelas flores predominantemente roseo-
escuras, pelo labelo réseo com vénulas pouco evidentes e pela crista central larga,

composta de papilas amarelo-intensas.

Material examinado: BRASIL, DISTRITO FEDERAL: Brasilia, 11.1996, J.A.N.
Batista et al. 600 (CEN); 1.1997, J.A.N. Batista 671 (CEN); X1.1999, J.A.N. Batista & K.
Proite 958 (CEN).

5. Cleistes exilis Hoehne, Comm. Lin. Telegr., Bot., 9: 26. 1916. Tipo: Brasil, Minas
Gerais, perto de Sabard, F.C. Hoehne 6829 (holétipo R!).
Figuras: 8, 21B, 23A, 28.

= Cleistes cipoana Hoehne, Arq. Bot. Est. Sdo Paulo 1: 43. 1939. Tipo: Brasil, Minas
Gerais, Serra do Cipd, km 140, estrada do Pilar, 1. 1934, M. Barreto 4886 (holétipo
SP!).

= Cleistes medicii Ruschi, Brasil Florestal 3(11): 3. 1972. Tipo: Brasil, Bahia, Andarai,
Serra do Capa Bode, 1V.1972, A. Ruschi 1111 (holétipo MBML!).

Plantas 20-75 cm alt., terricolas ou palustres. Raizes 0,8-1,2 mm didm; raiz tuberosa
3,5-4,8x0,7-1,1 cm, oblonga ou cOnica, macica, ferruginea, revestida por tricomas
acastanhados. Caule 0,5-2,8 mm diam., reto, entrends alongados. Folhas 3-40x2-6 mm,
geralmente reduzidas, lanceoladas, eliptico-lanceoladas, ou mais raramente oval-
lanceoladas, eretas, coOncavas, adpressas, amplectivas na base, as superiores menores que as

medianas, as basais reduzidas a pequenas bainhas elipticas e amplectivas, dpice agudo a
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acuminado. Inflorescéncia com 1-4(-5) flores. Flores em geral predominantemente réseas,
podendo ser rdseo-esbranquicadas, roseo-amareladas ou lilds-azuladas; ovario + pedicelo
1,6-3,5 cm compr.; sépalas 2-4,5x0,3-0,55 cm, lanceoladas a linear-lanceoladas, em geral
internamente réseas ou réseo-vindceas, externamente réseo-palidas ou réseo-amareladas,
apice agudo ou acuminado; pétalas 1,8-4,3x0,5-0,8 cm, elipticas a oblanceoladas,
freqiientemente falcadas, rdseas, réseo-pdlidas ou lilds-palidas, dpice agudo; labelo 2-
4,5x0,6-1 cm, 3-lobado, de ambito oblongo, oblanceolado a sub-pandurado, com uma
constricdo proximo aos lobos laterais, réseo ou lilds-pdlidos em dire¢do a base, em geral
réseo-escuro, réseo ou lilds com estrias vindceas para o dpice; glandulas nectariferas 0,8-1
mm didm., globosas ou sub-ovais; crista central estreita, amarelo-palida, com papilas
arredondadas e amareladass na porcao apical; lobos laterais falcados, dpice arredondado;
lobo apical ungiiiculado, istmo pouco evidente, por¢do apical aguda, triangular ou deltdide,
margem ondulada. Coluna 1,4-3 mm compr., reta, branca; estigma 5-7 mm compr., oval,
concavo na por¢do mediana; antera branca ou vindcea, dpice truncado ou sub-emarginado;
polinias 1,5-2 mm compr. Frutos 2-3,5x0,7-1,3 cm, lineares a oblongos, verdes. Sementes

ca. 0,77x0,22 mm, em forma de projétil, acastanhadas, dpice agudo.

Espécie distribuida pelos Estados de Minas Gerais, Goids e Bahia. Encontrada
principalmente em campos abertos umidos. Em Goids ocorre no mesmo ambiente que
Cleistes aphylla. No Estado da Bahia, ¢ comumente encontrada na Chapada Diamantina,
onde ocorre principalmente em solo timido, entre rochas. Floresce entre os meses de janeiro
e fevereiro. Os frutos tornam-se deiscentes entre marco e abril. Na chapada Diamantina, no
Estado da Bahia, algumas vezes € possivel encontrar plantas com flores até o més de julho.
Cada flor dura apenas um dia.

Identificavel pelo caule delgado e delicado com folhas reduzidas, pelo labelo com
estrias vindceas muito evidentes, com lobos laterais falcados, lobo apical ungiiiculado com
istmo pouco evidente e porcao apical aguda, triangular ou deltdide, e pela crista central
estreita formada por papilas amareladas na porcao apical. A coloracdo das flores é muito
varidvel. Comumente sdo rdseas, como observado em populacdes dos Estados de Minas
Gerais, Goias e Distrito Federal. No entanto, na Chapada Diamantina, na Bahia, alguns

individuos podem apresentar flores lildses a levemente azuladas.
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Material examinado: BRASIL, BAHIA: Abaira, III. 1992, T. Laessoe & T.R.S. Silva
53307 (SPF); 111.1992, B. Stannard et al. 51693 (HUEFS, SPF). Andarai, 11.1977, R.M.
Harley et al. 18765 (IPA, SPF, UEC); Il1.1992, B. Stannard et al. 52752 (HUEFES);
II1.1992, P.T. Sano & T. Laessoe 50980 (HUEFS); 11.1994, W. Ganev s.n. (HUEFS 19178).
Ibicoara, 111.2000, S. Koehler 20/00 (UEC). Lencéis, VII.1994, S. Mayo et al. 37 (HUEFS,
SPF); 1X.1996, J.A.N. Batista & R. Oliveira 626 (CEN). Mucugé, VII.1996, H.P. Bautista
et al. 3638 (ALCB). Rio de Contas, 11.1987, R.M. Harley et al. 24645 (SPF); 111.1994, S.
Atkins et al. 14799 (ESA, SPF, UEC); 1.1998, L.P. Queiroz & C.C. dos Santos 4957
(HUEFES); 11.2001, E.R. Pansarin et al. 783 (UEC); 11.2002, A.O. Simdes et al. 47 (UEC).
GOIAS: Alto Paraiso de Goias, 11.1991, B.M.T. Walter et al. 648 (CEN, IBGE); 11.1991,
B.M.T. Walter et al. 673 (CEN, IBGE); 1V.1991, O.A. da Silva s.n. (CEN 14880); 1.2001,
E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 741 (UEC); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 746
(UEQ); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 752 (UEC); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N.
Batista s.n. (UEC 117380); 1.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 901 (UEC). Chapada
dos Veadeiros, XI1.1968, G.M.J. Ana 508 (UB). Pirenopolis, 1.1972, H.S. Irwin et al.
34535 (UB); 1.1991, J.A.N. Batista 158 (CEN); 11.1995, J.A.N. Batista & L.B. Bianchetti
541 (CEN). Santo Antonio do Descoberto, 1.1976, E.P. Heringer 15358 (UB). Teresina
de Goias, XII1.2001, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 871 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin &
L. Mickeliunas 886 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 895 (UEC); 1.2002,
E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 898 (UEC). MINAS GERAIS: Catas Altas (Serra do
Caraca), 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 40 (UEC). Datas, 1.2004, L. Mickeliunas
& E.R. Pansarin 9 (UEC); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 33 (UEC). Diamantina,
1.1969, H.S. Irwin et al. 22350 (UB); 1.2000, J.A.N. Batista & K. Proite 1019 (CEN);
1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 19 (UEC); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin
20 (UEC); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 24 (UEC). Itabirito, 1.1994, W.A.
Teixeira s.n. (BHCB 26080); 11.1995, W.A. Teixeira s.n. (BHCB 26347). Jaboticatubas,
11.1972, M. Sazima 13407 (UEC). Mendanha, 1.1969, H. S. Irwin et al. 22703 (UB).
Presidente Kubitschek, 11.2000, R. Mello-Silva & R.C. Forzza 1778 (SPF). Santana do
Riacho, 11.1999, J.A. Lombardi & L.G. Temponi 2460 (BHCB). Serra do Cipd, 11.1934,
A.J. Sampaio 6805 (HB); 11.1968. H.S. Irwin et al. 20339 (UB); 11.1968. H.S. Irwin et al.
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20457 (UB); 11.1968. H.S. Irwin et al. 20641 (UB); 11.1995, N.M. Castro 402 (HUFU);
1.2000, J.A.N. Batista & K. Proite 991 (CEN); 1. 2000, J.A.N. Batista & K. Proite 997
(CEN); 11.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 923 (UEC). Serro, 1.2004, L. Mickeliunas
& E.R. Pansarin 5 (UEC).

6. Cleistes gracilis (Barb. Rodr.) Schlitr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
rodriguesii Cogn. in Mart., Fl. Bras. 3(4): 121. 1893. = Pogonia gracilis Barb. Rodr., Rev.
de Eng. 3(5): 74. 1881, non Blume. 1858. Tipo: Brasil, Minas Gerais, Sdo Jodo del Rei,
Serra do Lenheiro, s.dat., J.B. Rodrigues s.n. (perdido). Lectétipo aqui designado:
ilustracdo original preparada por Jodo Barbosa Rodrigues, em I1.1881, depositada na
biblioteca do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro e reproduzida por Sprunger et al. (1996)
em Iconographie des orchideés du Brésil vol.1, t. 36.

Figuras: 9, 19A, 22A, 29.

= Cleistes paulensis Schltr., Arch. Bot. Est. Sdo Paulo 1: 180. 1926. = Pogonia paulensis
(Schltr.) Schltr., Anexos Mem. Inst. Butantan, Bot. 1(4): 17. 1922. Tipo: Brasil, Sao
Paulo, Sao Paulo, préximo ao Jaragud, I11.1913, A.C. Brade 6230 (holétipo HB!).

= Cleistes ionoglossa Hoehne & Schltr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 181. 1926. Tipo: Sao
Paulo, Alto da Serra, Estacdo Bioldgica, A. Gehrt s.n. (hol6tipo SP5356!).

= Cleistes carautae Toscano & Leoni, Pabstia 3(5): 1. 1997. Tipo: Brasil, Minas Gerais,
Alto Caparad, drea de transicao entre floresta e campo de altitude, junto a manancial
hidrico, sobre barranco em meio a bridfitas e pteriddfitas, IV.1996, L.S. Leoni 3281

(holétipo GFJP!; is6tipo RB).

Plantas 18-70 cm alt., terricolas. Raizes ca. 1 mm diam.; raiz tuberosa 1,5-4x0,5-0,8
cm, oblonga, maciga, branca ou creme, revestida por tricomas acastanhados. Caule 1,5-4
mm diam., reto. Folhas 1,5-11x0,6-2,2 cm, lanceoladas a eliptico-lanceoladas, patentes ou
ereto-patentes, as superiores menores € mais atenuadas que as medianas e elipticas ou oval-
lanceoladas, as inferiores em geral reduzidas a pequenas bainhas. Inflorescéncia com 1-4

flores. Flores predominantemente vindceas, roseas ou roseo-pdlidas; ovario + pedicelo 1,2-
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2,6 cm compr.; sépalas 2,3-4x0,4-0,9 cm, lanceoladas a linear-lanceoladas, réseas, vindceas
ou réseo-pdlidas com dpice arroxeado, dpice agudo; pétalas 2-3,8x0,7-1,2 cm, elipticas a
oblanceoladas, em geral sub-falcadas, réseo-esbranquicadas, dpice agudo a acuminado;
labelo 2,3-3,6x0,8-1,4 cm, 3-lobado, de ambito oblongo, oblanceolado ou triangular, as
vezes com uma constricdo préximo aos lobos laterais, branco ou réseo-palido com vénulas
vindceas geralmente bem evidentes; glandulas nectariferas 0,5-0,8 mm didm., esféricas ou
sub-ovais; crista central amarela, com numerosas papilas amarelas ou amarelo-esverdeadas
na porcdo apical; lobos laterais truncados, triangulares ou falcados, apice agudo ou
arredondado; lobo apical ungiiiculado, istmo 3-6 mm compr., retangular ou trapezoidal,
por¢do apical arredondada ou transversalmente oblonga, vindcea, margem ondulada,
crenulada a denteada. Coluna 1-1,8 cm compr., reta ou ondulada na base, branca; estigma
2,6-4 mm compr., oval, plano; antera em geral rdsea, dpice truncado a sub-emarginado;
polinias 2-2,4 mm compr. Frutos 2,6-3,7x0,8-1 cm, oblongos, ovais ou conicos, dilatados

em direcao ao 4pice, verdes. Sementes ca. 1,8x0,2 mm, fusiformes, castanho-claras.

Espécie encontrada em locais umidos entre bridfitas e pteridofitas, ocorrendo
principalmente em regides de altitude dos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro. Espécie terricola, sendo encontrada em barrancos, em ilhas quartiziticas, em
margens de riachos ou em bordas de matas. Floresce entre os meses de janeiro e abril e
apresenta frutos deiscentes entre margo e junho. Cada flor dura apenas um dia.

Esta espécie é facilmente reconhecivel pelo labelo com vénulas escuras muito

evidentes, pelo istmo evidente e pela crista central larga e geralmente amarelo-esverdeada.

Material examinado: BRASIL, MINAS GERAIS: Araponga, I11.2001, A.N. Caiafa
& M.L. Batista 155 (VIC). Conceicao do Ibitipoca, 1.2004, L. Mickeliunas & E.R.
Pansarin 46 (UEC). Belo Horizonte, 11.1934, A.J. Sampaio 7205 (R). Catas Altas (Serra
do Caraca), 1.1971, H.S. Irwin et al. 29182 (UB). Diamantina, I11.1999, F. Feres et al.
99/63 (UEC). Gouveia, IV.1997, N.L. Menezes et al. CFCR 10456 (SPF). Igarapé, 1947,
Luetzelburg 21396 (R). Itabira do Campo, 1V.1892, E. Ule s.n. (R 3492). Itabirito,
I1.1995, W.A. Teixeira s.n. (BHCB 26348). Itacambira, XI1.1984, J.D. Oliveira et al.
CFCR 6557 (SPF). Itamonte, I11.1991, G. Hashimoto s.n. (GHSP 13295). Jaboticatubas,
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11.1972, M. Sazima 13407 (UEC). Joaquim Felicio, V.1977, P.E. Gibbs et al. 5047 (UEC);
II1.1999, V.C. Souza & J.P. Souza 22036 (ESA). Mariana, 1V.1957, E. Percira & G.
Pabst. 3086 (RB). Milho Verde, 11.2001, E.R. Pansarin & A.O. Simées 832 (UEC). Ouro
Branco: VI.1988, C.A.A. Ferreira et al. 12729 (BHCB). Ouro Preto, IV.1892, E. Ule s.n.
(R 32208); 1904, Schwacke 178 (BHCB); 1912, A. Bueno & S. Araujo 124 (R). s. dat.,
F.C.. Hoehne (SP 29005). Santa Barbara (Serra do Caraca), 1V.1933, Mello Barreto
4898 (SP). Sao Gongalo do Rio Preto, 1V.2000, J.A. Lombardi et al. 3901 (BHCB).
Tiradentes, VI.1987, R.J.V. Alves 401 (RB). RIO DE JANEIRO: Cabo Frio, IV.1952,
L.B. Smith et al. 6584 (R); 1953, F. Segadas-Vianna et al. 1298 (R). Itatiaia, 111.1894, E.
Ule 287 (R); IV.1921, Biechini s.n. (RB 41393); 1.1925, A. Lutz & B. Lutz 59 (R); IV.1929,
P.C. Porto 1903 (R, RB); IV.1971, I. Gottsberger & G. Gottsberger 133-16471 (R); s.dat.
P.C. Porto 1032 (R). Nova Friburgo, 111.1936, C.. Gomes 2 (RB). Teresopolis, IV.1986,
R. Ribeiro et al. 791 (GUA); 111.2003, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 1025 (UEC). SAO
PAULO: Atibaia, 11.2000, E.R. Pansarin 698 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin & L.
Mickeliunas 908 (UEC); 1.2003, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 963 (UEC); 11.2004, E.R.
Pansarin & L. Mickeliunas 1123 (UEC). Biritiba-Mirim, II1.1985, M. Kirizawa & A.V.G.
de Souza 1391 (SP). Campos do Jordao, 1.1982, M. Sakane s.n. (SP 232427). Cananéia,
IV.1991, F. Barros 2268 (SP). Cunha, II1.2000, R. Mello-Silva et al. 1790 (SPF).
Miracatu, I11.1985, P. Martuscelli 99 (SP).

7. Cleistes grandiflora (Aubl.) Schitr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
grandiflora (Aubl.) Rchb. f., Xenia orchid. 2: 91. 1865. = Limodorum grandiflorum Aubl.,
P1. Guian. 2: 818. 1775. Tipo: Trinidad, Purdie, 1940, Hooker s.n. (hol6tipo K!).

Figura: 30.

= Cleistes lutea Lindl., Gen. sp. Orchid. P1. 409. 1840., pro syn.

Plantas 65-140 cm alt., terricolas ou palustres. Raizes 2-2,5 mm diam.; raiz tuberosa 5-
7,5x1-1,3 cm, cdnica, oca, de coloracdo creme, revestida por tricomas acastanhados. Caule
3,5-7,5 mm diam., reto. Folhas 7-14x1,5-4 cm, lanceoladas a eliptico-lanceoladas, patentes

ou ereto-patentes, planas ou levemente conduplicadas, as superiores menores € mais
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atenuadas que as medianas, as basais reduzidas a pequenas bainhas elipticas ou eliptico-
lanceoladas, eretas, adpressas, amplectivas na base. Inflorescéncia com 2-3 flores. Flores
predominantemente rdseo-vindceas; ovdrio + pedicelo 3-3,5 cm compr.; sépalas 6,5-
7,5x0,9-1,1 cm, linear-lanceoladas, rdseas, dpice agudo; pétalas 6,2-7,2x1,3-1,6 cm,
oblanceoladas a eliptico-lanceoladas, roxo-palidas em diracdo a base, roxo-escuras para o
apice, apice agudo a acuminado, geralmente denteado; labelo 6,5-7x2,4-2,7 cm, em geral
inteiro ou discretamente 3-lobado, de dmbito oblongo, esbranquicado em direcdo a base,
roxo com vénulas vindceas para o dpice; glandulas nectariferas 1,5-2 mm compr., ovais;
crista central amarela, com pequenas papilas amarelas ou esbranquigcadas na porcao apical;
lobos laterais arredondados quando presentes; lobo apical agudo a arredondado, margem
ondulada, algumas vezes levemente recortada. Coluna 3,4-3,6 cm compr., reta, branca;
estigma 0,9-1,1 cm compr., oval, plano; antera branca, dpice sub-emarginado; polinias 3,8-

4,1 mm compr. Frutos 5,5-6,5x1-1,2 cm, oblongos ou lineares.

Espécie encontrada nos Estados de Goids, Tocantins, Amazonas e Maranhdo. Espécie
ocorrente, também, em paises da América Central. Associada principalmente com areas
palustres adjacentes a regides de cerrado. Geralmente encontrada entre gramineas e
ciperaceas de 0,5-1m de altura. Floresce entre os meses de fevereiro e abril. Os frutos
tornam-se deiscentes entre maio e junho. Cada flor dura cerca de trés dias.

E facilmente identificivel pelo caule aéreo robusto com numerosas folhas lanceoladas
e patentes, sendo as superiores menores que as medianas, e pela presenca de grandes flores
roseas, geralmente em numero igual ou superior a 3 por inflorescéncia, com labelo

geralmente inteiro ou levemente 3-lobado.

Material examinado: BRASIL, GOIAS: Caldas Novas, 11.1993, T.A.B. Dias et al. 410
(CEN). Cavalcante, 11.2001, G. Pereira-Silva et al. 4791 (CEN). MATO GROSSO:
Xavantina, 1.1966, H.S. Irwin et al. 16356 (UB). TOCANTINS: Natividade, 11.1997,
J.A.N. Batista et al. 699 (CEN).
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8. Cleistes libonii (Rchb. f.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia libonii
Rchb. f., Xenia Orchid. 2: 91. 1865.
Figuras: 10, 19E, 22B, 31.

= Cleistes macrantha (Barb. Rodr.) Schltr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
macrantha Barb. Rodr., Rev. Eng. 3: 144. 1881. Tipo: Brasil, Rio de Janeiro, Serra da
Tijuca, s. dat., J.B. Rodrigues s.n. (perdido). Lectotipo aqui designado: ilustragdo
original preparada por Jodo Barbosa Rodrigues, em IV.1881, depositada na biblioteca
do Jardim Botanico do Rio de Janeiro e reproduzida por Sprunger et al. (1996) em
Iconographie des orchideés du Brésil, vol. 1, t. 35.

= Cleistes vinosa (Barb. Rodr.) Schlitr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
vinosa Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 263. 1881. Tipo: Brasil, Rio de Janeiro, Serra
de Jacarepagud, s. dat., J.B. Rodrigues s.n. (perdido). Lectétipo aqui designado:
ilustrag¢do original preparada por Joao Barbosa Rodrigues, em II-II1.1881, depositada
na biblioteca do Jardim Botéinico do Rio de Janeiro e reproduzida por Sprunger et al.
(1996) em Iconographie des orchideés du Brésil, vol. 1, t. 37.

= Cleistes latipetala (Barb. Rodr.) Schltr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
latipetala Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 265. 1881. Tipo: Brasil, Rio de Janeiro,
Serra da Estrela, s.dat., J.B. Rodrigues s.n. (perdido). Lectdtipo aqui designado:
ilustracdo original preparada por Jodo Barbosa Rodrigues, em V.1877, depositada na
biblioteca do Jardim Botanico do Rio de Janeiro e reproduzida por Sprunger et al.
(1996) em Iconographie des orchideés du Brésil, vol. 1, t. 38.

= Cleistes revoluta (Barb. Rodr.) Schltr., Fedde Rep. Spec. Nov. 35: 26. 1925. = Pogonia
revoluta Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 266. 1882. Tipo: Brasil, Rio de Janeiro, Serra
da Tijuca, Soliddo, s.dat. J. Barbosa Rodrigues s.n. (perdido). Lectétipo aqui
designado: ilustragido original preparada por Jodo Barbosa Rodrigues, em IV.1881,
depositada na biblioteca do Jardim Botanico do Rio de Janeiro e reproduzida por
Sprunger et al. (1996) em Iconographie des orchideés du Brésil, vol. 1, t. 44.

= Cleistes catharinensis (Cogn.) Hoehne, Fl. Brasilica 12(1): 236. 1940. = Pogonia
catharinensis Cogn. in Mart., Fl. Bras. 3(4): 529. 1906.
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Cleistes magnifica (Schltr.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 180. 1926.
magnifica Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 16: 316. 1920.
= Cleistes calantha (Schltr.) Schitr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 180. 1926. = Pogonia
calantha Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 16: 317. 1920. Tipo: Brasil, Rio de
Janeiro, Corcovado, I1.1903, P. Dusén 1897 (fotografia do holétipo RB!).
= Cleistes humidicola (Schltr.) Schitr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 180. 1926. = Pogonia
humidicola Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 16: 317. 1920. Tipo: Brasil, Parana,
P. Dusén 7895 (fotografia do holétipo RB!).
Cleistes australis Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 35: 26. 1925.
= Cleistes silveirana Hoehne & Schltr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 183. 1926. Tipo: Brasil,
Sado Paulo, Butantan, I11.1920. A. Gehrt s.n. (hol6tipo SP3686!).
= Cleistes fragrans (Schltr.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 180. 1926. = Pogonia fragrans
Schitr., Anexos Mem. Inst. Butantan, Bot. 1(4): 18. 1922. Tipo: Brasil, Sao Paulo,
I1.1912, A.C. Brade 6227 (holétipo HB!).
= Cleistes hoehneana Schltr. ex Mansf., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 7: 40. 1930.,

Pogonia

pro syn.

Plantas 40-120 cm alt., terricolas. Raizes 1,3-1,5 mm didm.; raiz tuberosa 5,5-7,5x1,2-
1,5 cm, oblonga, oca, acastanhada, revestida por tricomas acastanhados. Caule 4-6 mm
diam., reto, com entrends, em geral, curtos. Folhas 5-9x1,5-4 cm, lanceoladas a oval-
lanceoladas, as apicais menores que as medianas, patentes, levemente conduplicadas, as
basais geralmente ovais ou oval-lanceoladas, adpressas, amplectivas na base. Inflorescéncia
geralmente com 3-5 flores. Flores predominantemente réseas; ovério + pedicelo 4,6-5,8 cm
compr.; sépalas 7-8x0,8-1 cm, lineares a linear-lanceoladas, réseas ou réseo-viniceas, dpice
agudo; pétalas 6,5-7,5x1,3-1,6 cm, oblanceoladas, réseas ou réseo-vindceas, dpice agudo a
acuminado; labelo 6,5-7,6x3,3-4,3 cm, 3-lobado, de ambito oblongo, esbranquicado em
direcdo a base, réseo com vénulas vindceas muito evidentes para o dpice; glandulas
nectariferas 1,8-2 mm compr., piriformes; crista central branca, com estrias longitudinais
ou papilas de base branca e dpice amarelo na por¢cdo apical; lobos laterais arredondados a
truncados; lobo apical ungiiiculado, istmo geralmente reduzido, retangular ou trapezoidal,

por¢do apical arredondada a aguda, margem ondulada, denteada. Coluna 4,2-5,3 cm
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compr., levemente recurvada na base, branca, as vezes com faixas laterais vindceas;
estigma 5-7 mm compr., oval, plano; antera branca, dpice em geral emarginado; polinias
4,8-5,2 mm compr. Frutos 5,5-6,5x1,6-1,8 cm, lineares a oblongos, verdes. Sementes ca.

1,7x0,2 mm, fusiformes, de coloracdo castanha.

Espécie encontrada nos Estados de Santa Catarina, Parana, Sao Paulo e Rio de Janeiro,
principalmente em regides com dominio de Mata Atlantica sensu stricto, sendo mais
freqiiente na Serra do Mar. Espécie muito freqiiente em regides perturbadas por agdo
antrépica ou em restinga. Coletada com flores nos meses de marco a abril e com frutos
deiscentes de junho a julho. Cada flor dura cerca de trés dias.

Cleistes libonii é muito varidvel quanto a forma do labelo, um dos principais
caracteres que vem sendo utilizado para distinguir as espécies do género até o presente
(Hoehne 1940, Pabst & Dungs 1977). Em populagdes observadas nos municipios de
Caraguatatuba e Ribeirdo Grande, ambos no Estado de Sao Paulo, foi verificada grande
variacao na forma das folhas e flores. Entretanto, a crista central do labelo exibe morfologia
e coloragdo constantes nos espécimes observados em ambas as localidades.

De acordo com Pansarin (2003) Cleistes libonii (tratada como C. macrantha) é
polinizada principalmente por espécies de abelhas do género Bombus que obtém néctar das

flores. O pdlen fica depositado no escuto das abelhas.

Material examinado: BRASIL, PARANA: Palmeira, 11.1988, S. Ginzbarg et al. 681
(SP). RIO DE JANEIRO: Macaé, 11.1928, C. Spannagel 128 (SP); 11.1933, A. Justen & C.
Spannagel 362 (SP); 111.1936, M. Ribeiro s.n. (SP 35246). Nova Friburgo, 11.1995, C.E.
Pereira 84 (GUA). Rio de Janeiro, 11.1917, F.C. Hoehne 228 (SP); 111.1925, M. Rosa s.n.
(R 15042); 11.1929, A.C. Brade s.n. (R 24884); 111.1929, A.C. Brade 11100 (R); 11.1932,
A.C. Brade 11343 (R); 11.1944, L. Vaz & J. Vidal s.n. (R 41043); 1.1960, H.F. Martins 103
(GUA); 1V.1962, E. Fromm et al. 1128 (R); I11.1963, H.E. Strang 499 (GUA); 111.1963,
M.C. Vianna 54 (GUA); V.1964, Z.A. Trinta & E. Fromm 475 (R); 111.1965, M.C. Vianna
378 (GUA); V.1968, J.P. Carauta 599 (GUA); 11.1968, D. Santos & J.P. Carauta 570
(GUA); IV.1971, H.E. Strang 692 (GUA); 11.1972, J.P. Carauta 1500 (GUA); 11.1983, F.E.
Miranda & M.C. Carvalho 153 (GUA); s.dat. E. Ule s.n. (R 32232). Petrépolis, 11.1952,
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A.C. Brade 21211 (R); IV.1972, R. Henrigques 45 (R); 11.1952, A.C. Brade 21211 (RB);
I1.1944, L. Vaz & J. Vidal s.n. (R 41043); s.dat., Spannagel 128 (SP); s.dat., S.C. Diogo s.n.
(R 36236). Santo Antonio do Imbé, 1V.1932, A.C. Brade & S. Lima 11756 (R). Tijuca,
[1.1916, F.C. Hoehne 228 (SP). SANTA CATARINA: Benedito Novo, 1V.198?, JA.F.
da Costa s.n. (R 193377). Brilhante, I11.1946, R. Reitz 1486 (RB). Gaspar, IV.1981, J.M.
Campos & P.F. Leite 37 (HUEFS). Pomerode, 1V.1988, J.A.F. da Costa s.n. (R 193376).
SAO PAULO: Apiai, IV.1977, H.F. Leitdo Filho 4743 (R, UEC); IV.1987, M. Kirizawa
1846 (SP). Ararapira, 1V.1918, F.C. Hoehne s.n. (SP 1886). Biritiba Mirim, I11.1983, A.
Custodio Filho & T.M. Cerati 1261 (SP, UEC); 111.1984, A. Custodio Filho 2282 (SP,
UECQC); 1I1.1985, M. Kirizawa et al. 1391 (UEC); IV.1985, C.B. Toledo & M. Sugiyama 91
(SP). Cananéia, I1V.1975, M. Sakane 235 (SP); 111.1979, D.A. de Grande & E.A. Lopez 273
(SP); 1V.1982, M.M. Takeda et al. 3 (SP); IV.1982, S. Romaniuc Neto et al. 17 (SP);
IV.1983, S.A.C. Chiea 273 (SP); IV.1983, S.A.C. Chiea 279 (SP); IV.1985, M. Kirizawa &
TM. Ceratti 1429 (SP); 1V.1985, M. Kirizawa & T.M. Ceratti 1457 (SP); 1V.1987, S.C.
Chiea s.n. (SP 247763); 1V.1991, F. Barros 2268 (SP); V.1991, F. Barros 2236 (SP);
IV.2000, E.R. Pansarin s.n. (UEC 115190). Caraguatatuba, V.1938, A. Gehrt & M.
Kuhlmann s.n. (SP 39461); V.1983, L.P. de Queiroz 484 (HUEFES); 1V.2000, W. Forster et
al. 416 (ESA). Eldorado, V.1996, J.A. Pastore & G.A. Franco 682 (SP). Iguape, IV.1918,
F.C. Hoehne s.n. (SP 1856); I11.1991, E.L.M. Catharino et al. 1574 (SP); 111.1992, L. Rossi
et al. 1038 (SP); IV.1992, L. Rossi et al. 1039 (SP); 111.1993, S. Aragaki et al. 29 (SP); s.
dat., R. Krone s.n. (SP 29010). Iporanga, 1V.1983, J.R. Pirani & O. Yano 567 (SP);
IV.1994, V.C. Souza et al. 12322 (ESA, SPF, UEC); V.1996, M.A. Corréa et al. 84 (SP).
Juquitiba, s. dat. F. Barros 800 (SP). Paranapiacaba (Alto da Serra), I11.1921, A. Gehrt
s.n. (SP 5358); VI1.1923, D. Lemos s.n. (SP 8383); V.1924, D. Lemos s.n. (SP 14602);
II1.1929, F.C. Hoehne & A. Gehrt s.n. (SP 23915); IV.1931, F.C. Hoehne s.n. (SP 27428);
IV.1939, D. Lemos s.n. (SP 40229, SPF 113905); 1I1.1968, O. Handro 2031 (SPF).
Pariquera-Acu, V.1994, L.C. Bernacci et al. 267 (SP); 11.1995, H.F. Leitdo Filho 32848
(UEC); II1.1995, N.M. Ivanauskas 93 (ESA, UEC); IV.1995, N.M. Ivanauskas 138 (ESA).
Praia Grande, 111.1932, F.C. Hoehne s.n. (SP 29360). Ribeirao Grande, V.1997, M.G.L.
Wanderley 2201 (UEC). Sao Miguel Arcanjo, IV.1967, W. Hoehne 6192 (SP). Sao Paulo,
V.1923, A. Gehrt s.n. (SP 8373); 1V.1939, D. Lemos 40229 (SP); 111.2000, R.J.F. Garcia et
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al. 1928 (SP). Sao Sebastiao, 111.1951, A.A. Barbiellini s.n. (SP 69675). Sete Barras,
I1V.1983, W.M. Ferreira et al. 14583 (UEC). Ubatuba, 11.1976, N. Taroda 2180 (UEC);
I1.1983, M. Sazima 14671 (UEC); 111.1989, A. Furlan et al. 670 (HRCB); I11.1995, E.L.M.
Catharino 2068 (SP, UEC); 1V.1999, E.R. Pansarin 462 (UEC); IV.1999, E.R. Pansarin
466 (UEC); 11.2000, Y. Nagatani s.n. (GHSP 24647).

9. Cleistes mantiqueirae (Rchb. f. & Warm.) Schltr., Arch Bot. Sdo Paulo 1: 179. 1926. =
Pogonia mantiqueirae Rchb. f. & Warm., Otia bot. Hamburg. 2: 81. 1881. Tipo: Brasil,
Minas Gerais, Serra da Mantiqueira, in decliviis juxta viam per silvis ducentum, E.
Warming s.n. (holétipo W!).

Figuras: 11, 32.

= Cleistes itatiaie Pabst, Rev. Bras. Biol. 15: 192. 1955. et simile in Mem. Inst. Oswaldo
Cruz 3: 360. 1955. Tipo: Brasil, Rio de Janeiro Itatiaia, Ultimo Adeus, 1.1936, P.
Campos Porto 2811 (hol6tipo RB!).

Plantas 35-80 cm alt., terricolas. Raizes 0,8-1 mm didm.; raiz tuberosa 3-4,5x0,8-1,1
cm, oblonga, de coloracdo creme, revestida por tricomas acastanhados. Caule 1-4,2 mm
diam. Folhas 1,3-8,8x0,4-1,6 cm, lanceoladas, eliptico-lanceoladas ou agudas, eretas ou
ereto-patentes, concavas ou conduplicadas, as apicais menores que as medianas, as basais
reduzidas a pequenas bainhas elipticas, adpressas, amplectivas na base. Inflorescéncia com
2-4 flores. Flores predominantemente roseas, roseo-pdlidas ou amareladas; ovério +
pedicelo 1,8-3,2 cm compr.; sépalas 3,5-5,5x0,5-1 cm, lanceoladas a linear-lanceoladas,
roseas a amareladas, dpice agudo; pétalas 3-5x0,8-1,6 cm, elipticas, linear-lanceoladas ou
oblanceoladas, réseas a roseo-amareladas, dpice acuminado; labelo 3-5x1,2-2 cm, 3-lobado,
de ambito oblongo ou as vezes oblanceolado, em geral com uma constricio proximo aos
lobos laterais, esbranquicado em direcdo a base, réseo-pdlido para o dpice, com vénulas
pouco evidentes ou ausentes; glandulas nectariferas 1-1,2 mm compr., ovais ou esféricas;
crista central amarelo-esverdeada, com papilas muito curtas e amareladas na porcao apical;

lobos laterais falcados, dpice agudo a arredondado; lobo apical ungiiiculado, istmo 3-4,5
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mm compr., retangular, por¢ao apical arredondada, oval ou deltéide. Coluna 1,8-2,5 cm
compr., recurvada, branca; estigma 5-7 mm compr., oval, com uma depressdo longitudinal
na porcdo mediana; antera branca, dpice profundamente emarginado; polinias 3-3,5 mm

compr. Frutos 4,5-5x0,8-0,9 cm, lineares ou cOnicos, afilados em direcdo a base.

Espécie distribuida pelos Estados de Sao Paulo, Parand, Rio de Janeiro, Goids e Minas
Gerais. Comumente encontrada em campos umidos de altitude, em locais rochosos, em
ilhas de vegetagcdo. Floresce entre os meses de dezembro e margo. Os frutos tornam-se
deiscentes entre o final de marco e inicio de abril. As flores fenecem ao final do primeiro
dia da antese.

Espécie identificdvel pelas folhas apicais muito reduzidas em relacdo as medianas,
pelas flores réseas ou rdseo-amareladas, pelo labelo com vénulas ausentes ou pouco
evidentes, pelos lobos laterais falcados com dpice geralmente agudo, pelo lobo apical
ungiiiculado com porcao apical arredondada ou deltdide e pela crista central estreita com
papilas muito pequenas. E préxima de Cleistes ramboi, no entanto, C. itatiaie difere por
vdrias caracteristicas do labelo, como a auséncia de vénulas, os lobos laterais com &pice
agudo, o lobo apical arredondado, a crista central com papilas ao invés de fimbrias e o
istmo reduzido entre os lobos. Plantas de Cleistes itatiaie, quando prensadas, ndo ficam

nigrescentes como ocorre com C. ramboi.

Material examinado: BRASIL, GOIAS: Alto Paraiso de Goias, BM.T. Walter et al.
648 (IBGE, CEN); 1.2001 Pirendpolis, 11.1995, J. A.N. Batista & L.B. Bianchetti 541
(CEN). MINAS GERALIS: Alagoa, 111.2003, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 1007 (UEC);
s.dat., E.L. Ribeiro 2449 (UEC). PARANA: Campina Grande do Sul, 1.2003, E.R.
Pansarin & L. Mickeliunas 985 (UEC). SAO PAULO: Atibaia, 11.2004, E.R. Pansarin &
L. Mickeliunas 1129 (UEC). Mogi Guacu, 1.1981, M. Sugiyama & W. Mantovani 2 (UEC).
Pirassununga, 1.1976, M. Kirizawa 69 (SP). Serra da Bocaina, XII1.1953, A. Lutz & B.
Lutz 1736 (R).
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10. Cleistes metallina (Barb. Rodr.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
metallina Barb. Rodr., Rev. Engenh. 3(5): 74. 1881. Tipo: Brasil, Minas Gerais, Sdo Jodo
D’el Rei, Serra do Lenheiro, J.B. Rodrigues s.n. (Perdido). Lectétipo aqui designado:
ilustracdo original preparada por Jodo Barbosa Rodrigues, em II.1881, depositada na
biblioteca do Jardim Botanico do Rio de Janeiro e reproduzida po Sprunger et al. (1996)

em Iconographie des orchideés du Brésil, vol. 1, t. 39.

Figuras: 12, 19F, 23B, 33.

Cleistes caloptera (Rchb. f. & Warm.) Schltr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 179. 1926. =
Pogonia caloptera Rchb. f. & Warm., Otia bot. Hamburg. 2(1): 82. 1881. Tipo: Brasil,
Minas Gerais, Lagoa Santa, in marginibus silvarum locis humidiusculus, et in campsis
fertilibus, E. Warming s.n. (hol6tipo W!).

Cleistes lenheirensis (Barb. Rodr.) Hoehne, Fl. Brasilica 12(2): 232. 1940. = Pogonia
lenheirensis Barb. Rodr., Contr. Jard. Bot. Rio de Janeiro 1(2): 47. 1901. Tipo: Brasil,

Minas Gerais, Serra do Lenheiro, J.B. Rodrigues s.n. (RB) (perdido). Lectétipo aqui
designado: ilustragdo original preparada por Jodo Barbosa Rodrigues, em I1.1881,
depositada na biblioteca do Jardim Botanico do Rio de Janeiro e reproduzida por

Sprunger et al. (1996) em Iconographie des orchideés du Brésil, vol. 1, t. 39.

Plantas 55-80 cm alt., terricolas. Raizes 2-3,7 mm diam.; raiz tuberosa 3,5-4,5x1,5-1,8
cm, oblonga ou coOnica, oca, de coloragdo creme. Caule 3-7 mm diam., reto, as vezes
sinuoso préximo ao dpice. Folhas 3,5-14x1-4,5 cm, lanceoladas a eliptico-lanceoladas,
ereto-patentes, planas ou levemente conduplicadas, as vezes as apicais com discretas linhas
vindceas, mais atenuadas e menores que as medianas, as basais reduzidas a pequenas
bainhas elipticas a eliptico-lanceoladas, adpressas, amplectivas na base. Inflorescéncia com
1-4 flores. Flores predominantemente réseo-vindceas; ovario + pedicelo 1,6-3 cm compr.;
sépalas 6-7,5x1-1,4 cm, linear-lanceoladas, internamente rdseo-vindceas, externamente
roseo-pdlidas, dpice agudo; pétalas 5,5-7x1,5-2 cm, lanceoladas a eliptico-lanceoladas,
réseo-pélidas em direcdo a base, réseo-vindceas para o dpice, freqiientemente com uma
fenda préximo ao dpice, dpice agudo, arredondado ou mais raramente acuminado; labelo

5,5-7x2,5-3 cm, discretamente 3-lobado, de ambito oblongo ou lanceolado, as vezes com
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uma constri¢do préximo aos lobos laterais, esbranquicado em direc¢do a base, vindceo e com
vénulas roxas pouco evidentes para o dpice; glandulas nectariferas 2,5-3 mm diam.,
discdides; crista central esbranquicada ou amarelada, com estrias longitudinais ou
diminutas papilas esbranquicadas, amarelas ou branco-arroxeadas na por¢do apical; istmo
pouco evidente ou ausente, porcdo apical arredondada a retangular, margem em geral
recortada, ondulada. Coluna 2,8-3,3 cm compr., levemente recurvada, branca, as vezes com
duas faixas longitudinais na face ventral; estigma 8-9 mm compr., oval, plano; antera
branca, as vezes vindcea na por¢do central, dpice sub-emarginado ou emarginado; polinias
5-5,5 mm compr. Frutos 3-4x1-1,5 cm, ovais, verdes. Sementes ca. 1,1x0,3 mm, em forma

de projétil, levemente afilada de ambos os lados, marrons.

Espécie distribuida pelos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goids, Distrito Federal
e Bahia. E comumente encontrada em campos Umidos, na maioria das vezes ocorrendo em
locais adjacentes a vegetagcdo de cerrado. Floresce entre os meses de fevereiro e marco. Os
frutos se tornam deiscentes entre abril e maio. Cada flor pode durar até trés dias.

Espécie muito proxima de Cleistes libonii. No entanto, pode ser distinguida dessa
espécie pelo labelo geralmente sem istmo, com vénulas pouco evidentes ou ausentes e pela

com crista central composta por pequenas papilas ao invés de estrias.

Material examinado: BRASIL, BAHIA: Andarai, VII.1997, P.E. Labiak 465 (SPF).
Palmeiras, V.1980, R.M. Harley 22654 (SPF). Rio de Contas, 111.1994, S. Atkins et al.
14793 (ESA, SPF, UEC); 11.2001, E.R. Pansarin & A.O. Simoes 776 (UEC). DISTRITO
FEDERAL: Brasilia, 111.1982, E.P. Heringer & A. Negratte 18292 (IBGE); 11.1995, R.S.
Oliveira 76 (UB). GOIAS: Chapada dos Veadeiros, 111.1969, H.S. Irwin et al. 24496
(UB); 11.1997, J.A.N. Batista et al. 721 (CEN). Corumbaiba, I11.1997, T.B. Cavalcanti et
al. 2165 (UEC). Minacu, 111.1992, T.B. Cavalcanti et al. 1130 (CEN). Santo Antonio do
Descoberto, 1.1976, E.P. Heringer 15358 (UB). MINAS GERAIS: Alto Caparad,
I1.2000, V.C. Souza et al. 23620 (ESA) Amarantina, I11.1989, C.C. Reis et al. s.n. (BHCB
15359). Belo Horizonte, I11.1919, A. Gehrt s.n. (SP 3318). Congonhas do Campo,
I1.2000, T.B. Cavalcanti et al. 2569 (CEN). Itabirito, 111.1994, W.A. Teixeira s.n. (BHCB
26079). Miguel Burnier, 1V.1957, E. Pereira & G. Pabst 3014 (RB). Ouro Branco,
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11.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 909 (UEC). Ouro Preto, 1.2004, L. Mickeliunas
& E.R. Pansarin 44 (UEC). Santo Antonio do Itambé, 1V. 1982, A. Furlan et al. 3059
(SP, SPF). Sao Joao del Rei, I11.1942, A.C. Teixeira 2 (SP). Sao Sebastiao do Paraiso,
VI1.1945, J. Vidal 1-946 (R). Serra do Cipd, 111.1999, J.A.N. Batista & L.B. Bianchetti 905
(CEN). Tiradentes, 11.1976, G. Davidse & G. D’arcy 10716 (SP). SAO PAULO:
Botucatu, X.1972, A. Amaral 1170 (UEC). Itirapina, 11.1985, E.L.M. Catharino 234
(ESA, UEC); I1.2004, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 1119 (UEC). Pedregulho, IV.1997,
M.C.E. Amaral 130 (UEC); 111.2004, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 1145 (UEC).

11. Cleistes montana Gardn., Icon. Pl. Omeiesium 1: 473. 1842. = Pogonia montana Rchb.
f., Xenia Orchid. 2: 91. 1865. Tipo: Brasil, Rio de Janeiro, Serra dos ()rgﬁos, II1.1841,
Gardner 5879 (holétipo K!).

Figura: 34.

= Cleistes lepida (Rchb. f.) Schltr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia lepida
Rchb. f., Xenia Orchid. 2: 90. 1865.

= Cleistes brasiliensis (Barb. Rodr.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
brasiliensis Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 1: 167. 1877. Tipo: Brasil, Sur le sommet de
la Serra do Picu, province de Minas Geraes, s.dat., J.B. Rodrigues s.n. (perdido).
Lectétipo aqui designado: ilustrac@o original preparada por Jodao Barbosa Rodrigues,
em IV.1881, depositada na biblioteca do Jardim Botanico do Rio de Janeiro e
reproduzida por Sprunger et al. (1996) em Iconographie des orchideés du Brésil vol. 1,
t. 41.

= Cleistes quadricalosa (Barb. Rodr.) Schitr. Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
quadricalosa Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 263. 1881. Tipo: Brasil, Parand, dans la
Province du Parana, s.dat., J.B. Rodrigues s.n. (perdido). Lectétipo aqui designado:
ilustracdo original preparada por Jodo Barbosa Rodrigues, em IV.1881, depositada na
biblioteca do Jardim Botanico do Rio de Janeiro e reproduzida por Sprunger et al.

(1996) em Iconographie des orchideés du Brésil vol. 1, t. 42.
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= Cleistes rodeiensis (Barb. Rodr.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
rodeiensis Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 269. 1881. Tipo: Brasil, Minas Gerais,
croissant dans I'’humus a lombre des foréts, vierges des montagnes de Rodeio, s.dat.,
J.B. Rodrigues s.n. (perdido). Lectétipo aqui designado: ilustragdo original preparada
por Jodao Barbosa Rodrigues, em IV.1881, depositada na biblioteca do Jardim Botanico
do Rio de Janeiro e reproduzida por Sprunger et al. (1996) em Iconographie des

orchideés du Brésil vol. 1, t. 41.

Plantas 25-75 cm alt., terricolas. Raizes ca. 1,5-2 mm diam.; raiz tuberosa 2-4,5x0,8-1
cm, oblonga, macica, ferruginea, revestida por tricomas acastanhados. Caule 2-4,5 mm
diam., reto. Folhas 3-11x0,7-2,5 cm, lanceoladas a ovais, patentes ou ereto-patentes, as
apicais menores e mais atenuadas que as medianas, as basais em geral reduzidas a pequenas
bainhas. Inflorescéncia com 2-4 flores. Flores predominantemente esbranquicadas ou
roseo-pdlidas; ovario + pedicelo 1,5-3 cm compr.; sépalas 2,5-4x0,7-1 cm, linear-
lanceoladas, rdseo-palidas, dapice agudo; pétalas 2-3,5x0,6-0,9 cm, elipticas a
oblanceoladas, réseo-esbranquicadas, dpice acuminado, arroxeado, margem crenulada ou
denteada; labelo 2,5-3,8x1-1,5 cm, 3-lobado, de ambito oblongo, as vezes com uma
constricdo proximo aos lobos laterais, branco ou réseo-palido com vénulas escuras pouco
evidentes ou ausentes; glandulas nectariferas 0,6-0,8 mm diam., esféricas ou ovais; crista
central amarelada, com numerosas papilas amareladas na porcao apical; lobos laterais
falcados, dpice agudo; lobo apical ungiiiculado, istmo 4-5 mm compr., retangular, por¢ao
apical arredondada ou oval, vinidcea, margem ondulada, crenulada. Coluna 1,5-1,8 cm
compr., reta, branca; estigma 3-4 mm compr., oval, plano; antera em branca, &dpice

truncado; polinias 2,2-2,5 mm compr. Frutos 3-3,5x1-1,2 cm, oblongos ou ovais, verdes.

Espécie encontrada em regides de altitude dos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo e
Rio de Janeiro e Parand. Espécie terricola, sendo encontrada em barrancos umidos, em
bordas de matas, e areas brejosas. Floresce entre os meses de mar¢o e maio e apresenta

frutos deiscentes entre junho e agosto. Cada flor dura cerca de um a dois dias.
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Esta espécie é facilmente reconhecivel pelas flores esbranquicadas, pelas pétalas com
por¢do apical vindcea e com margem crenulada ou denteada, pelo labelo geralmente

esbranquicado com dpice vindceo e com discretas vénulas escuras.

Material examinado: BRASIL, MINAS GERAIS: Alagoa, I11.2003, E.R. Pansarin &
L. Mickeliunas 1001 (UEC). PARANA: Campina Grande do Sul, 1.2003, E.R. Pansarin
& L. Mickeliunas 987 (UEC). RIO DE JANEIRO: Petrépolis, 1929, Spannagel 137 (SP);
IV.1982, R. Ribeiro 275 (GUA). Paranapiacaba (Alto da Serra), 111.1923, F.C. Hoehne
s.n. (SP 5996); 111.1968, O. Handro 2032 (SPF). Parelheiros, 11.1995, S.A.P. Godoy et al.
340 (SP). Salesopolis, 11.1950, E. Kuehn & M. Kuhlmann 2359 (SP); 111.1958, M.
Kuhlmann 4364 (SP); 111.1962, O. Travassos 338 (RB). Sao Paulo, 111.1921, A. Gehrt s.n.
(R 13832); 111.1921, A. Gehrt s.n. (R 13833); 11.1929, F.C. Hoehne 29009 (SP); 11.2002,
A.P.S. Gongalves et al. 379 (UEC); 11.2002, A.P.S. Gongalves et al. 391 (UEC).

12. Cleistes moritzii (Rchb. f.) Garay & Dunsterv., in Dunterv. & Garay, Venez. Orchid. Ill.
4: 54. 1966. = Pogonia moritzii Rchb. f., Xenia orchid. 2: 89. 1865. Tipo: Venezuela, s.d.,
Moritz s.n. (holétipo K!).

Figuras: 13, 20E, 22E, 35.

= Cleistes pluriflora (Barb. Rodr.) Schlitr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 179. 1926. = Pogonia
pluriflora Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 264. 1882. Tipo: Brasil, Rio de Janeiro,
entre Macaé e Barra de S3o Jodo, campos do Iriri. s. dat., J. Barbosa Rodrigues s.n.
(perdido). Lectotipo aqui designado: ilustracdo original preparada por Jodo Barbosa
Rodrigues, em V.1879, depositada na biblioteca do Jardim Botanico do Rio de Janeiro
e reproduzida por Sprunger et al. (1996) em Iconographie des orchideés du Brésil, vol.
1,t 42.

= Pogonia triflora C. Schweinf., Fieldiana, Bot. 28: 169. 1951. Tipo: Venezuela, state of
Bolivar, Mount Roraima, alt. 1220-1980 m, southwest-facing slopes between base of
mountain at Quebrada Ka-hua-pard and Glycon swamp, X.1944, J.A. Steyermark
59014 (holétipo F).
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= Cleistes costaricensis Christenson, Lindleyana 7(4): 206. 1992. Tipo: Costa Rica,
Alajuela, La Palma de San Ramon, 1175 m, X.1924, A.M. Brenes 1119 (holétipo
NY!).

= Cleistes tamboana Dodson & Carnevali, Orquideologia 20(3): 473. 1997. Tipo: Equador,
Esmeraldas, km 18, Lita to San Lourenzo, 700 m, 111.1994, C.H. Dodson & G.
Carnevali 19231 (holétipo RPSC).

Plantas 40-100 cm alt., terricolas. Raizes 0,8-1,2 mm didm.; raiz tuberosa 2,5-3x0,6-
0,9 cm, oblonga, macica, de coloragdo creme, revestida por tricomas acastanhados. Caule
1-4 mm didm., reto. Folhas 2,5-7x7-1,4 cm, lanceoladas a oval-lanceoladas, eretas a ereto-
patentes, as apicais menores que as medianas, os basais reduzidas a pequenas bainhas ovais
a oval-lanceoladas, adpressas, amplectivas na base. Inflorescéncia geralmente com 2-4(-6)
flores. Flores predominantemente réseo-alaranjadas; ovario + pedicelo 1,8-2,8 cm compr.;
sépalas 2,5-3x0,6-0,8 cm, linear-lanceoladas, &apice agudo; pétalas 2-2,6x1,1-1,3 cm,
oblanceoladas a espatuladas, dpice acuminado; labelo 3-3,5x2,3-2,8 cm, 3-lobado, de
ambito oblongo, laranja-esbranquicado em dire¢do a base, alaranjado para o dpice, vénulas
escuras em geral ausentes; lobos laterais arredondados ou truncados; lobo apical
arredondado, reduzido, margem ondulada, denteada ou crenulada; glandulas nectariferas
0,6-0,8 mm diam., esféricas; crista central branca com papilas amarelo-palidas ou amarelo-
esverdeadas na porg¢do apical. Coluna 1,6-2,4 cm compr., recurvada, branco-hialina; antera
branca, dpice emarginado; polinias 2,4-2,6 mm compr. Frutos 2-2,5x0,8 cm, lineares a

oblongos, verdes. Sementes ca. 1x0,2 mm, em forma de projétil, de colorac@o acastanhada.

Espécie encontrada principalmente no Estado da Bahia, mas podendo ser encontrada
em Minas Gerais e Rio de Janeiro, no Brasil, chegando até a América Central. E encontrada
em campos alagados, em vales adjacentes a vegetacao de cerrado. Floresce principalmente
entre os meses de fevereiro e abril, podendo ser coletada com flores até o més de julho. Os
frutos tornam-se deiscentes desde abril até agosto. Cada flor dura um dia.

Espécie facilmente identificavel pela tonalidade alaranjada das flores, pelo labelo com
lobo apical reduzido e pela crista central com papilas amareladas pouco evidentes na

porg¢do apical.
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Material examinado: BRASIL, BAHIA: Abaira, I1V.1992, W. Ganev 64 (HUEFS);
1I1.1992, T. Laessoe & T. Silva 52577 (UEC, HUEFS); V.1999, V.C Souza et al. 22912
(ESA). Barra da Estiva, 111.1980, R.M. Harley et al. 20803 (IPA, SPF, UEC). Jacobina,
VI.1996, H.P. Bautista et al. 3436 (ALCB). Lencéis, 111.1980, L.R. Noblic 1768 (ALCB,
HUEFS); VII.1983, L. Coradin et al. 6536 (CEN, SP); 11.1994, H.M. Harley et al. 14100
(SPF). Palmeiras, III. 1997, A.A. Concei¢cdo & A. Grillo 471 (SPF). Piata, 11.1987, R.M.
Harley et al. 24181 (SPF). Rio de Contas, 11.1977, R.M. Harley 19513 (SPF, UEC);
1.1998, L.P. Queiroz & C.C. Santos 4959 (ESA, HUEFES); 111.2000, L.Y.S. Aona & M.D.
Moraes 642 (UEC); 11.2001, E.R. Pansarin et al. 782 (UEC).

13. Cleistes paranaensis (Barb. Rodr.) Schitr., Arch. Bot. Sdo Paulo 1: 180. 1926. =
Pogonia paranaensis Barb. Rodr., Gen. sp. Orchid. 2: 268. 1881. Tipo: Brasil, Paran4,
campos de S@o Bento e Rincao das Pedras, 1.1880, Schwacke 94 (hol6tipo R!).

Figuras: 14, 19C, 22D, 36.

= Cleistes paranaensis var. bradeana (Krianzl.) Hoehne, Fl. Brasilica 12(1): 218. 1940. =
Pogonia bradeana Krinzl., Ark. Bot. 14(10): 4. 1915. Tipo: Brasil, Sdo Paulo, Sdo
Paulo, Ipiranga, 1.1913, A.C. Brade 6226 (holétipo SP!; isétipo HB).

Cleistes paranaensis var. minor Hoehne, Fl. Brasilica 12(1): 218. 1940. Brasil, Sao
Paulo, Sao Paulo, Vila Ema, 1922, A.C. Brade 6226b (holétipo SP!).
= Cleistes paranaensis var. major Schltr., Fedde Repert. Sp. Nov. 17: 318. 1920. Tipo:
Brasil, Sdo Paulo, Jabaquara, em campos altos e secos, 11.1935, A. Gerth 32309a
(holétipo SP!).
= Cleistes strangii Pabst, Bradea 2(6): 21. 1975. Tipo: Brasil, Minas gerais, Serra do
Caraga, I11.1974, H.E. Strang 1461 (holdtipo HB!).

Plantas 40-100 cm alt., terricolas. Raizes 1,2-1,4 mm didm., revestidas por tricomas
acastanhados; raiz tuberosa 6-7,8x1,2-1,5 cm, cOnica ou oblonga, oca, castanho clara,

revestidas por tricomas acastanhados. Caule 1-6,5 mm didm., sinuoso, entrends muito
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alongados, base revestida por tricomas marrons. Folhas 1,5-11x0,5-2,3 cm, agudas a
lanceoladas, conduplicadas, as apicais menores que as medianas, as basais reduzidas a
pequenas bainhas elipticas, adpressas, amplectivas na base. Inflorescéncia com (1-)2-4(-5)
flores. Flores predominantemente lilases ou lilds-esbranquigadas, raramente brancas; ovario
+ pedicelo 2,7-4,1 cm compr.; sépalas 4,7-9x0,8-1,1 cm, linear-lanceoladas a lanceoladas,
geralmente rdseas, dpice agudo a acuminado; pétalas 4,1-8,5x1,2-1,7 cm, lanceoladas a
oblanceoladas, geralmente rdseo-palidas, dpice agudo a acuminado, geralmente com
margem recortada; labelo 4,3-8,5x2,3-3 cm, 1-3-lobado, de &ambito oblongo ou
oblanceolado, réseo-pédlido ou esbranquicado em direcdo a base, geralmente réseo para o
apice, em geral sem vénulas escuras; lobos laterais arredondados quando presentes,
margem ondulada; lobo apical oval, arredondado ou deltdide, istmo pouco evidente ou
ausente, geralmente com margem denteada; glandulas nectariferas 1,5-1,7 mm compr.,
ovais; crista central esbranquicada ou lilds, com fimbrias longas, esbranquicadas ou
arroxeadas na por¢ao apical. Coluna 2,3-3,2 cm compr., levemente recurvada, branca ou
branco-arroxeada; estigma 4,5-6,1 mm compr., oval, plano; antera rdsea ou branca, dpice
sub-emarginado; polinias 3,2-3,8 mm compr. Frutos 3,5-5,2x0,8-1 cm, oblongos ou ovais.

Sementes ca. 1,7x0,5 mm, oblongas, levemente recurvadas, castanho-escuras.

Espécie amplamente distribuida no Brasil, coletada desde o Estado do Parana até a
Bahia, sendo muito abundante em Minas Gerais. Freqiientemente encontrada em campos
secos localizados em regides de cerrado ou em barrancos imidos e entre rochas. Floresce
entre os meses de janeiro e margo. Os frutos tornam-se deiscentes entre maio e julho. Cada
flor dura cerca de dois dias.

Espécie facilmente identificavel pelo caule sinuoso, pelas folhas agudas ou lanceoladas
e conduplicadas, e pela crista central do labelo com grandes fimbrias brancas ou lildses na
porc¢do apical. As flores de C. paranaensis sao muito varidveis, especialmente em relagao a
forma do labelo, que pode ser desde inteiro até 3-lobado. Baseado em variagdes do labelo,
Hoehne (1940), descreveu trés variedades para a espécie. Tais variedades, segundo o
préprio autor, podem ocorrer em plantas de uma mesma populacdo e foram consideradas

como sindnimos de C. paranaensis no presente tratamento.
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Material examinado: BRASIL, BAHIA: Abaira, 1.1992, J.R. Pirani et al. 51343-A
(HUEFS). Agua de Rega, 11.1971, H.S. Irwin et al. 30898 (UB). DISTRITO FEDERAL:
Brasilia, XI1.1963, E.P. Heringer 9294 (UB); 1.1966, H. S. Irwin et al. 11533 (UB);
I1.1972, E.P. Heringer 12025 (UB); 11.1978, E.P. Heringer et al. 332 (IBGE, UEC);
I1.1978, E.P. Heringer et al. 392 (IBGE); 11.1978, E.P. Heringer et al. 16808 (IBGE);
II1.1982, E.P. Heringer et al. 7377 (IBGE); 11.1983, E.P. Heringer et al. 7536 (R); 1.1990,
D. Alvarenga & F.C. Oliveira 588 (IBGE); 11.1995, R.S. Oliveira 102 (UB); 11.2000, Z.
Jesus s.n. (UB 79); 1.2001, J.A.N. Batista & L.B. Bianchetti 1174 (UEC); 1.2001, E.R.
Pansarin & J.A.N. Batista 759 (UEC). Cabeca de Veado, 11.1975, E.P. Heringer 14427
(UB, IBGE). Gama, 1.2001, J.A.N. Batista et al. 1174 (UEC). Guara, s.dat. Z.J. Miranda
13 (UB); 11.1961, E.P. Heringer 8125 (UB). Saia Velha, 11.1975, E.P. Heringer 14747
(UB). GOIAS: Alto Paraiso, I11.1971, H.S. Irwin et al. 32124 (UB); 1.1979, P. Gates &
Stabrook 49 (UB); I11.2001, J.A.N. Batista et al. 1233 (UEC). Catalao, 1.1970, H.S. Irwin
et al. 25244 (UB). Luziania, 1.1979, E.P. Heringer 17311 (IBGE). MINAS GERAIS:
Barao de Cocais, 11.1971, H.S. Irwin et al. 28808 (UB, UEC). Brumadinho, I11.1990, L.A.
Martens 309 (SPF). Catas Altas (Serra do Caraca), 1.2000, J.A.N. Batista & K. Proite
981 (CEN). Conceicao do Mato Dentro, 111.1999, J.A.N. Batista & L.B. Bianchetti 888
(CEN). Diamantina, 11.1947, D. Romariz 101 (RB); I1.1972, W.R. Anderson et al. 35484
(UB); 11.1972, W.R. Anderson et al. 35503 (UB); 1.1986, D.C. Zappi et al. 9344 (SPF);
IL.1991, M.M. Arbo et al. 5204 (SPF); IV.1995, N.L. Menezes & M. Meguro 9802 (SPF);
11.1996, I. Koch 435 (UEC); I1.1998, F.N. Costa et al. 31 (SPF); 111.1999, F. Feres et al. 23
(UEC); 1.2000, J.A.N. Batista & K. Proite 1028 (CEN); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R.
Pansarin 28 (UEC); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 31 (UEC). Francisco Sa,
I1.1969, H.S. Irwin et al. 23184 (UB). Gouveia, 11.1994, R.M. Harley et al. 14012 (SPF).
Itabirito, I1.1968, H.S. Irwin et al. 19658 (UB); 11.1995, W.A. Teixeira s.n. (BHCB 26349).
Jaboticatubas, 11.1972, J. Semir 13424 (UEC); 11.1972, M. Sazima 13392 (UEC).
Lapinha, I1.1968, H.S. Irwin et al. 20834 (UB). Ouro Branco, I11.2003, A.N. Caiafa &
L.D. Meireles 101 (VIC). Ouro Preto, 1.1942, M. Magalhdes 1393 (SP). Piumbi, I1.1968,
R. Romero et al. s.n. (UEC 97504). Sao Gongalo do Rio Abaixo, 11.1994, E.L. Borba 116
(BHCB). Santana do Riacho, 11.1999, J.A. Lombardi & L.G. Temponi 2459 (BHCB).
Serra do Cipé, 11.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 920 (UEC). Serro, 11.1987, S.J.
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Mayo et al. 10441 (SPF). RIO DE JANEIRO: Santa Maria Madalena, 11.1935, A. Lima
& A.C. Brade 14325 (R). SAO PAULO: Botucatu, 1.1973, A. Amaral Jr. 1394 (BOTU).
Moji das Cruzes, 11.1996, G. Hashimoto s.n. (GHSP 13226). Pirassununga, 1.1976, M.
Kirizawa 69 (SP). Sao Paulo, 11.1913, A.C. Brade 6226 (SP, hol6tipo de Cleistes bradeana
Kransl.); 1.1924, F.C. Hoehne & A. Gehrt s.n. (SP 28999); 11.1933, R. Muus s.n. (SP
30188); 11.1934, F.C. Hoehne s.n. (SP 31551); 11.1935, A. Gehrt s.n. (SP 32309); I11.1940,
Brade 16251 (RB); 1.1941, B. Pickel 5195 (IPA); 11.1945, W. Hoehne 11073 (SPF);
11.1949, O. Handro 90 (SP). Sao Roque, I111.1992, G. Hashimoto s.n. (GHSP 13461).

14. Cleistes pusilla Pansarin, Kew Bull. 59(4): 555. 2004. Tipo: Brasil, Minas Gerais,
Diamantina, estrada de terra que liga Diamantina a Conselheiro Mata, sentido Conselheiro
Mata, ao lado direito da estrada, préximo ao Km 174, em campo alagado, 1.2004, L.
Mickeliunas & E.R. Pansarin 12 (holétipo UEC!; isétipos SP!, SPF!, CEN!).

Figuras: 15, 20A, 20C, 37.

Plantas 9-30(-35) cm alt., terricolas. Raizes 0,5-0,7 mm didm.; raiz tuberosa 1,5-
2,5x0,3-0,5 cm, oblonga, macica, de colora¢do creme ou castanha, revestida por tricomas
acastanhados. Caule 0,5-1,3 mm didm., reto, as vezes com duas folhas apicais. Folhas
desenvolvidas em plantulas, reduzidas em plantas em floracdo; folhas de plantulas 30-50x8-
12 mm, elipticas a lanceoladas, planas, eretas; folhas de plantas em floracao 3-9x1-2,5 mm,
lanceoladas a oval-lanceoladas, eretas, adpressas, algumas vezes as apicais mais
desenvolvidas que as medianas e lanceoladas a linear-lanceoladas, as basais reduzidas a
pequenas escamas. Inflorescéncia com 1-2 flores. Flores predominantemente réseas; ovario
+ pedicelo 1,3-2 cm compr., verde-escuros; sépalas 15-20(-25)x3-4(-5) mm, oblanceoladas
a linear-lanceoladas, réseas, dpice agudo; pétalas 15-20(-25)x3,5-5(-6) mm, oblanceoladas
a sub-espatuladas, roseas, dpice agudo a acuminado; labelo 1,5-2x0,5-1 cm, 3-lobado, de
ambito oblongo ou oval, as vezes com uma constri¢do préximo aos lobos laterais, outras
vezes oblanceolado, rosa palido em direcdo a base, réseo-escuro com vénulas vindceas para
o 4pice; glandulas nectariferas ca. 0,5 mm didm., esféricas; crista central

predominantemente esbranquicada, com papilas esbranquicadas de dpice amarelado ou
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verde-amarelado na porcao apical; lobos laterais sub-falcados, dpice agudo ou arredondado;
lobo apical ungiiiculado, istmo 1,5-3 mm compr., retangular; por¢do apical arredondada ou
transversalmente oval, margem ondulada, serreada. Coluna 1-1,3(-1,5) cm compr., reta,
branca; estigma 2,3-2,6 mm compr., oval, plano; antera geralmente rdsea, dpice truncado;
polinias ca. 1,5 mm compr. Frutos 1,5-2,6(-3)x0,5-0,7 cm, lineares a oblongos, verde-

escuros ou verde-purpureos. Sementes 0,5-0,7 mm compr., fusiformes.

A espécie encontra-se amplamente distribuida na Cadeia do Espinhaco, no Estado de
Minas Gerais, sendo também encontrada na Chapada dos Veadeiros. Ocorre entre
gramineas ou, mais raramente, entre rochas, em campos umidos de altitude. Planta
raramente coletada. Floresce entre os meses de janeiro e fevereiro. Os frutos se tornam
deiscentes entre fevereiro e mar¢o. Cada flor dura apenas um dia.

Espécie facilmente identificdvel pelo porte baixo, pelo caule esguio e com folhas
reduzidas, geralmente portando uma tnica flor résea. E também caracteristica pelo labelo
roseo com vénulas vindceas e com uma larga crista central esbranquicada composta de
papilas brancas com dpice amarelado. Os lobos laterais do labelo sdo falcados e o apical é
ungiiiculado, com porg¢do apical arredondada e margem ondulada ou serreada.

Cleistes pusilla difere de C. aphylla em diversos caracteres florais, mas
vegetativamente as espécies assemelham-se principalmente pelo caule delgado e folhas
reduzidas. Em C. aphylla as sépalas sdo creme e as pétalas e labelo sd@o branco-hialinos,
enquanto em C. pusilla as flores sdo completamente réseas. A forma do labelo, bem como
sua crista também difere muito entre as duas espécies. Em C. aphylla o labelo é
completamente branco, sem vénulas e a crista central € fina e amarela, composta de papilas

delicadas.

Material examinado: BRASIL, GOIAS: Alto Paraiso de Goias, 1.2001, E.R. Pansarin
& J.A.N. Batista (UEC); 11.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas (UEC); 11.2002, E.R.
Pansarin & L. Mickeliunas (UEC). MINAS GERAIS: Catas Altas (Serra do Caraca),
11.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 922 (UEC); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R.
Pansarin 41 (UEC). Datas, 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin s.n. (UEC).
Diamantina, 1.1947, W. Engler s.n. (RB 59975); 1. 1986, N.L. Menezes et al. CFCR 9481
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(SPF); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 22 (UEC); 1.2004, L. Mickeliunas & E.R.
Pansarin 27 (UEC). Joaquim Felicio, X1.1984, B. Stannard et al. CFCR 6299 (SPF).
Ouro Preto (Itacolomi), I1.1892, E. Ule s.n. (R 3493). Santana do Riacho, 11.1999, J.A.
Lombardi & L.G. Temponi 2460 (BHCB). Santo Antonio do Itambé, 11.1972, W.R.
Anderson et al. 35840 (UB); 11.2001, E.R. Pansarin & A.O. Simées 815 (UEC).

15. Cleistes ramboi Pabst, Arch. Jard. Bot. Rio de Janeiro 12: 130.1952. Tipo: Brasil, Rio
Grande do Sul, Cambard, proximo a Sao Francisco de Paula, 900 m, 11.1947, B. Rambo s.n.
(holétipo PACA!; ilustragdo original preparada por Pabst, HB!).

Figuras: 16, 21D, 23D, 38.

= Cleistes uliginosa Pabst, Orquidea (Niter6i) 29: 7. 1967. Tipo: Brasil, Distrito Federal,
Brasilia, Parque Zoobotanico, XI1.1963, E.P. Heringer 9291 (holétipo HB!).

Plantas 34-85 cm alt., terricolas ou palustres. Raizes 0,8-1 mm diam.; raiz tuberosa
4,8-6x0,8-1 cm, oblonga, macica, de coloragdo castanha, revestida por tricomas
acastanhados. Caule 1-4 mm diam., reto. Folhas 1,5-7,5x0,6-1,5 cm, lanceoladas, ereto-
patentes, cOncavas ou conduplicadas, as apicais menores que as medianas, as basais
reduzidas a bainhas elipticas ou eliptico-lanceoladas, eretas, adpressas, amplectivas na base.
Inflorescéncia geralmente com 1-3(-4) flores. Flores predominantemente rdseas, rdseo-
palidas ou carmim; ovdrio + pedicelo 2,5-3,5 cm compr.; sépalas 3-4,2x0,5-0,7 cm,
lanceoladas a linear-lanceoladas, roseas ou carmim, dpice agudo; pétalas 3-3,5x0,65-1 cm,
elipticas a eliptico-lanceoladas, rdéseas ou rdseo-pdlidas, dpice acuminado, margem
crenulada, as vezes com uma fenda transversal; labelo 3-3,5x1-1,4 cm, 3-lobado, de ambito
oblongo, com uma constricdo na por¢ao mediana, réseo-palido em direcdo a base, réseo
com vénulas réseo-escuras para o dpice; glandulas nectariferas ca. 0,8 mm compr., ovais;
crista central esbranqui¢ada ou branco-arroxeada, com fimbrias esbranquigcadas ou branco-
arroxeada na porcdo apical; lobos laterais falcados, dpice arredondado; lobo apical
ungiiiculado, istmo 5-8 mm compr., retangular ou trapezoidal, muito evidente, por¢ao

apical oval ou deltéide, pouco diferenciada do istmo, margem ondulada. Coluna 1,5-2,3 cm,
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ondulada, branca; estigma 3,5-4 mm, oval, com uma depressdao longitudinal na por¢ao
central; antera branca, dpice profundamente emarginado; polinias 1,8-2 mm compr. Frutos
5-6,5x0,6-0,8 cm, lineares ou conicos, afilados em dire¢do a base. Sementes ca. 0,75x0,22

mm, largamente fusiformes, creme-acastanhadas.

Espécie distribuida pelos Estados do Distrito Federal, Goids e Parani. E muito
caracteristica por ocorrer em ilhas com gramineas, em regides inundadas, geralmente com
presenca de buriti (Mauritia flexuosa Linn. f.). Floresce entre os meses de dezembro e
fevereiro. Os frutos tornam-se deiscentes entre marco e abril. As flores fenecem no segundo
dia apds a antese.

Espécie caracterizada pelo caule com entrends muito alongados, pelas folhas evidentes
e conduplicadas e pelas flores réseo-palidas com lobo apical do labelo pouco diferenciado.

A planta fica nigrescente apds ser prensada.

Material examinado: BRASIL, GOIAS: Alto Paraiso de Goids, II1.1971, H.S. Irwin
et al. 32124 (UB); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 745 (UEC); 1.2001, E.R.
Pansarin & J.A.N. Batista s.n. (UEC 117396). Formosa, 11.2000, J.A.N. Batista 1049
(CEN). Pirenépolis, 11.1995, J.A.N. Batista & L.B. Bianchetti 541 (CEN). Teresina de
Goias, XI1.2001, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 872 (UEC). PARANA: Campina
Grande do Sul, 1.2003, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 984 (UEC).

16. Cleistes rosea Lindl., Gen. sp. Orchid. Pl. 410. 1840. = Pogonia rosea (Lindl.) Rchb. f.,
Xenia Orchid. 2: 89. 1865. Tipo: Guiana, Savannah near Lake Capooey, coast of
Essequibo, Schomburgk s.n. (holétipo K!).

Figuras: 17, 19B, 19D, 39.

= Cleistes castanoides Hoehne, Arq. Bot. Sao Paulo 1: 42. 1939. Tipo: Brasil, Sao Paulo,
Sao Paulo, Indianépolis, 1.1932, F.C. Hoehne s.n. (lectétipo SP28697!). Ipiranga,
1.1908, H. Luederwaldt s.n. (sintipo SP28995!).
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= Cleistes latiglossa Hoehne, Arq. Bot. Sao Paulo 1: 42. 1939. Tipo: Brasil, Mato Grosso,
Salto Augusto Rio Juruena, I1.1912, F.C. Hoehne 5328 (holotipo SP!).

= Cleistes villabellae Barb. Rodr. ex Hoehne, Fl. Brasilica 12(1): 231. 1940, pro syn.

= Cleistes rosea f. pallida Carnevali & 1. Ramirez, Ann. Missouri Bot. Gard. 77(3): 551.
1990. Tipo: Venezuela, Territorio Federal Amazonas, Depto. Atures, morichal 1-2 km
E de Piedra Tortuga, unos 8 km S de Puerto Ayacucho, 80-90 m, ca. 5°32’N, 67°32°W,
VI.1988, G. Carnevali et al. 2661 (hol6tipo VEN!).

Plantas 20-50 cm alt., palustres. Raizes 1,3-1,5 mm diam.; raiz tuberosa 3,5-4,5x1,3-
1,6 cm, oblonga ou conica, oca, de coloracdo acastanhada, revestida por tricomas castanho-
avermelhados. Caule 2,5-3,5 mm diam., reto. Folhas lanceoladas a elipticas, eretas, a apical
maior que as medianas, folhas apicais 5-11x0,8-2,5 cm, cOncavas, envolvendo ovdrio e
pedicelo da flor, as basais 1,2-2,5x0,5-1 cm, elipiticas ou ovais, adpressas ao caule.
Inflorescéncia geralmente com 1-2(-3) flores. Flores predominantemente em tons de rosa
ou as vezes esbranquicadas; ovario + pedicelo 3,5-5 cm compr.; sépalas 4,5-7x0,8-1,3 cm,
linear-lanceoladas, esverdeadas, dpice agudo; pétalas 3,6-6,3x1-1,5 cm, elipticas a
oblanceoladas, em tons de rosa ou esbranquicadas, dpice acuminado; labelo 4,2-6,4x2,8-3,5
cm, inteiro, de Ambito oblanceolado, roseo com vénulas rosa-escuras ou mais raramente
branco com &pice réseo, dpice agudo, margem ondulada, crenulada ou denteada; glandulas
nectariferas 1,8-2,1 mm compr., piriformes; crista central branca com papilas arredondadas
e esbranquicadas na porcao apical. Coluna 2,9-5,6 cm compr., reta, branca; estigma 4-5 mm
compr., oval, plano; antera branca, dpice truncado, as vezes com trés protuberancias
arredondadas; polinias 3,5-4 mm compr. Frutos 4,5-6,5x1,3-1,5 cm, cOnicos, estreitos na

base, dilatados para o dpice. Sementes ca. 1x0,2 mm, fusiformes, castanho-escuras.

Espécie distribuida pelos Estados de Minas Gerais, Goids, Amazonas, Mato Grosso e
Bahia, sendo também muito fregiiente no Distrito Federal. E uma espécie de ampla
distribuicao, sendo encontrada até a América Central. Espécie comumente encontrada em
solos encharcados adjacentes a dreas de cerrado. Floresce entre os meses de dezembro e
fevereiro. Os frutos tornam-se deiscentes entre marco e abril. Cada flor dura cerca de 2-3

dias.
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Facilmente reconhecivel pela folha apical concava e visivelmente maior que as demais.
Apresenta, também, como caracteristica, grandes frutos cOnicos, estreitos na base e
dilatados para o dpice, geralmente recobertos pelas folhas apicais.

Cleistes latiglossa Hoehne, apresentada aqui como sindnimo de C. rosea, foi também

publicada como Cleistes latiplume Hoehne Orquidea (Rio de Janeiro) 2: 113. 1940.

Material examinado: BRASIL, BAHIA: Lencoéis, XI1.1981, A.M. Carvalho 1071 (SP).
DISTRITO FEDERAL: Brasilia, XI1.1964, E.P. Heringer 9979 (UB); XII.1965, E.P.
Heringer 10555 (UB); 1.1994, M.A. da Silva et al. 1874 (IBGE); 1.2001, E.R. Pansarin &
J.A.N. Batista 762 (UEC). Reserva Biolégica do IBGE, 11.1983, G.I. Rocha et al. 7536
(R). Samambaia, 1.1967, E.P. Heringer 11308 (UB). Saia Velha, XII.1991, R.C.
Mendonga et al. 2054 (IBGE). Santuario Ecolégico do Riacho Fundo, XI1.1994, R.S.
Oliveira 41 (UB); X11.1994, R.S. Oliveira 49 (UB). Sobradinho, XI1.1974, E.P. Heringer
14254 (IBGE). GOIAS: Alto Paraiso de Goias, 1.1979, P. Gates & Stabrook 49 (SP);
1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 740 (UEC); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista
743 (UEC); 1.2001, E.R. Pansarin & J.A.N. Batista 750 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin & L.
Mickeliunas 861 (UEC); 11.2002, R.S. Rodrigues et al. 1438 (UEC). Cavalcante, XI1.1998,
J.A.N. Batista 820 (CEN); 1.1999, J.A.N. Batista 829 (UEC); 1.2001, E.R. Pansarin &
J.A.N. Batista 753 (UEC). Minacu, XI1.1991, B.M.T. Walter et al. 711 (CEN); XII.1991,
B.M.T. Walter et al. 884 (CEN). Pirenodpolis, 1.1972, H.S. Irwin et al. 32545 (UEC);
1.1972, H.S. Irwin 34538 (UB); 1.1972, H.S. Irwin et al. 34545 (UB); 1.1991, J.A.N. Batista
175 (CEN); 1.1992, J.A.N. Batista 238 (CEN). Pires do Rio, XII.1988, M.G.L. Wanderley
& R. Kral 1896 (SP). Serra Dourada, 1.1966, E.P. Heringer 10938 (HB, UB). Teresina de
Goias, XI1.2001, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 868 (UEC); XI1.2001, E.R. Pansarin &
L. Mickeliunas 873 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 889 (UEC); 1.2002,
E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 897 (UEC). MARANHAOQO: Carolina, 1.1998, R.S.
Oliveira & E. Gongalves 264 (CEN). MINAS GERAIS: Datas, 1.2004, L. Mickeliunas &
E.R. Pansarin 8 (UEC). Diamantina, 1.2000, J.A.N. Batista & K. Proite 1025 (CEN).
Ouro Preto, 1.1942, Mendes Magalhdes 1393 (SP). Serro, 1.1998, M.F. Vasconcelos s.n.
(BHCB 40157). PARA: Marapanim, I11.1960, W.A. Egler 1930 (MG). PARANA: Capdo
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Grande, XI1.1903, P. Dusén 2876 (R). SAO PAULO: Sido Paulo, s.dat., A. Usteri s.n.
(SP29004).

17. Cleistes stricta (C. Schweinf.) Garay & Dunsterv., Venez. Orchid. Ill. 5: 54. 1972. =
Pogonia stricta C. Schweinf., Fieldiana, Bot. 28: 167. 1951. Tipo: Venezuela, Bolivar,
Ptari-tepui, XI1.1944, J.A. Steyermark 59786 (holétipo F).

Figura: 40.

= Cleistes huberi Carnevali & Ramirez, Ann. Missouri Bot. Gard. 77: 549-558. 1990. Tipo:
Venezuela, Bolivar, Aparaman-tepui, westernmost of four tepuis in the Aparaman
Range, 2150 m, 5°54°N, 62°07°W, summit of highly eroded sandstone mesa, II1.1987,
B. Holst 3480 (holétipo VEN!).

Plantas 24-50 cm alt., terricolas ou palustres. Raizes 0,5 mm didm. Caule 1-3 mm
diam., reto. Folhas 3-6x1,5-3 mm, lanceoladas, eliptico-lanceoladas ou oval-lanceoladas,
eretas, adpressas ao caule, de tamanho mais ou menos uniforme ao longo do caule.
Inflorescéncia com até 10 flores; bracteas florais 3,5-7x2-3 mm, lanceoladas a eliptico-
lanceoladas. Flores predominantemente esbranquicadas; ovério + pedicelo 8-16 mm
compr.; sépalas 14-20x3-3,5 mm, linear-lanceoladas a sub-falcadas, amareladas, édpice
agudo; pétalas 13,5-16x4-5 mm, elipticas a espatuladas, sub-falcadas, brancas, dpice agudo;
labelo 12-13,5x5-6 mm, inteiro, oblongo, branco com dpice purptreo, dpice agudo, margem
crenulada; glandulas nectariferas 0,3 mm compr., ovais; crista central amarelada, com
diminutas papilas na por¢do apical. Coluna 8,5-9 mm compr., esbranquicada; estigma 2,4-
2,6 mm compr., cdncavo; antera sub-emarginada, branca; polinias 1,5 mm compr. Frutos
1,8-2,2x0,5-0,7 cm, oblongos.

Espécie endémica da Amazonia Venezuelana. E comumente encontrada em campos
umidos adjacentes a dreas de matas, em regides de tepui. Floresce entre os meses de
outubro e fevereiro. Os frutos se tornam deiscentes entre dezembro e abril.

Espécie identificivel pela inflorescéncia com até 10 flores, pelas flores

predominantemente esbranquicadas, pelas sépalas amareladas e pelo labelo inteiro.
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Material examinado: VENEZUELA, AMAZONAS: Cerro Aracamoni, X.1987, G.
Carnevali & G. Santana 2379 (VEN); X.1987, R. Liesner & G. Carnevali 22421 (MO,
VEN). ESTADO BOLIVAR: Cerro Jaua, I1.1974, J.A. Steyermark et al. 109593 (VEN).

18. Cleistes tenuis (Rchb. f. ex Griseb.) Schltr., Arch. Bot. Sao Paulo 1: 180. 1926. =
Pogonia tenuis Rchb. f. ex Griseb., Fl. Brit. W. Ind. Isl. 1: 637. 1864.
Figuras: 18, 21C, 23C, 41.

= Cleistes paludosa Benth. ex Griseb., Pl. Sprucean. 1: 637. 1864, non Rchb. f. 1849.
= Cleistes gert-hatschbachiana Hoehne, Arch. Bot. Sdo Paulo 2: 122. 1952. Tipo: Brasil,
Parand, Sao José dos Pinhais, Rincao, 1.1950, G. Hatschbach 1788 (hol6tipo SP!).

Plantas (-7)13-28(-35) cm alt., terricolas ou palustres. Raizes 0,5-1(-1,3) mm didm.;
raiz tuberosa 1,3-4x0,6-0,9 cm, oblonga, macica, esbranquicada ou de colora¢do creme,
revestida por tricomas acastanhados. Caule 0,5-1,8 mm diam., reto. Folhas 5-50x3-8 mm,
lanceoladas a eliptico-lanceoladas, eretas, planas ou cOncavas, as apicais geralmente
maiores ou de tamanho igual as medianas, as basais reduzidas a pequenas bainhas, em geral
elipticas, adpressas ao caule. Inflorescéncia com 1-3 flores. Flores predominantemente
brancas; ovario + pedicelo 1,3-2,7 cm compr.; sépalas 1,5-2,5x0,3-0,5 cm, lanceoladas a
eliptico-lanceoladas, esverdeadas, dpice agudo; as laterais em geral sub-falcadas; pétalas
1,2-2,3x0,4-0,7 cm, elipticas a oblanceoladas, sub-falcadas, branco-hialinas, as vezes
levemente réseas para o dpice, dpice agudo; labelo 1,2-2,3x0,6-1 cm, 3-lobado, de ambito
oblanceolado, oblongo ou oval, branco com vénulas roxas; glandulas nectariferas 0,5-0,7
mm diam., esféricas; crista central amarelada, com diminutas papilas amareladas na por¢ao
apical; lobos com margem ondulada ou crenulada, os laterais arredondados ou falcados,
apice arredondado, o apical em geral ndo ungiiiculado, istmo ausente ou pouco evidente,
retangular quando presente, por¢ao apical arredondada, margem em geral recortada. Coluna
9-13 mm compr., reta, branca; estigma 0,8-1,1 mm compr., semicircular, cOncavo; antera
branca; polinias 1,3-1,7 mm compr. Frutos 3,5-4,5x0,5-0,7 cm, lineares ou oblongos,

verdes ou arroxeados. Sementes ca. 0,73x0,23 mm, oblanceoladas, castanho-claras.
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Espécie distribuida pelos Estados de Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Amazonas €
Distrito Federal. Uma tnica coleta foi registrada para o Parana cujo espécime € o hol6tipo
de Cleistes gert-hatschbachiana. Comumente encontrada em campos umidos, entre
gramineas. Na maioria das vezes, embora ndo seja regra, estes campos estdo cobertos por
um filme d’4gua. Floresce entre os meses de dezembro e inicio de fevereiro. Os frutos
tornam-se deiscentes em marco. As flores sdo pouco durdveis. Abrem ao nascer do sol e
fenecem entre 12:00 e 14:00 hs. As flores tém cheiro desagradavel, que lembra ao de
baratas.

Espécie reconhecivel pelas flores predominantemente brancas com sépalas
esverdeadas, pelo labelo branco-hialino com vénulas roxas, pelos lobos com margem
ondulada ou crenulada, pelo lobo apical arredondado, em geral sem istmo. Na regido norte
do Brasil e na amazdnia venezuelana geralmente as plantas sdo mais alongadas e as folhas
apicais sao mais reduzidas quando comparadas com espécimes que ocorrem na por¢ao mais

ao sul ao longo de sua distribui¢ao.

Material examinado: BRASIL, DISTRITO FEDERAL: Brasilia, XI1.1989, J.A.N.
Batista s.n. (CEN 14876); X1.1992, Z.J.G. Miranda 23 (CEN); 1.1996, J.A.N. Batista & R.
Oliveira 588 (CEN). GOIAS: Aguas Lindas de Goias, 1.2001, R.J.G. Miranda 66 (CEN).
Alto Paraiso de Goias, 11.1979, P. Gates & Stabrook 128 (UB); 1.1993, J.A.N. Batista &
L.B. Bianchetti 403 (CEN); 1.1997, M.C. Assis et al. 354 (CEN); 1.2001, E.R. Pansarin &
J.A.N. Batista 741 (UEC); 1.2003, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 931 (UEC); 1.2003, E.R.
Pansarin & L. Mickeliunas 949 (UEC). Cavalcante, XII1.1998, J.A.N. Batista 818 (CEN);
XII.1998, J.A.N. Batista 819 (CEN); 1.1999, J.A.N. Batista 882 (UEC); 1.2001, E.R.
Pansarin & J.A.N. Batista 738 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 900 (UEC).
Cristalina, XI1.1996, R.S. Oliveira & C. Proenca 217 (CEN). Pirenépolis, 1.1991, J.A.N.
Batista 162 (CEN); 1.1991, J.A.N. Batista 163 (CEN); 1.1992, J.A.N. Batista 239 (CEN);
I11.1998, J.A.N. Batista & A.R. Lemos 498 (CEN). Teresina de Goias, XI1.2001, E.R.
Pansarin & L. Mickeliunas 875 (UEC); 1.2002, E.R. Pansarin & L. Mickeliunas 890
(UEC). MATO GROSSO: Juruema, s.d., C.M.C. Rondom & F.C. Hoehne 5591 (R).
MINAS GERALIS: Catas Altas (Serra do Caraca), 1.2000, J.A.N. Batista & K. Proite 982
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(CEN). Diamantina, 1.2004, L. Mickeliunas & E.R. Pansarin 13 (UEC). Ouro Branco,
1.2003, C.C. de Paula et al. 596 (VIC). Serra do Cipé, 1.2000, J.A.N. Batista & K. Proite
990 (CEN). VENEZUELA, AMAZONAS: Atures, VII.1984, F. Guanchez 2926 (VEN).
Cerro Autana, [X.1971, G.C.K. Dunsterville & J. Steyemark s.n. (VEN 208108).
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sépala lateral

labelo

taiz tuberosa

Figura 1: Clzisfes rosea Lindl. A H4bito; B. Flor;, C. Flor & m vista lateral, D. Labelo & coluna em vista frontal,
E. Ferianto; F. Labelo; G. Raiz tuberosa, H. Coluna em wistas lateral com antera desarticulada, lateral com
atitera articulada e ventral Barras de escala; A-H =2 em. ER Fansarin & L Mickelivnas 8737 (UEC).
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Figura 2: Micrografias obtidas em MEV de estraturas vegetativas e florais de espéeies de Cleisfes: A Superficie
adaxial de uma folha de O pusilla Pansaring B. Supetficie adaxial de uma folha de O mefailing (Barh. Rode) Schiltr;
C. Detathe do labelo de O aphplla (Barb, Rode) Schitr; D Detalhe do labelo de O exilis Hoehne; E Palen de C
aphpilla (Barb. Rodr) Schitr; F. Semente de C ramboi Pabst. Barras de escala A-B, E = 100 pm; C-D, F =10 pm.
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Figura 3: A Cotte longitudinal do nectario de Cleisfes Ibordi (Fehb. £) Schitr. B. Corte transversal da raiz
tuberosa de O rosea Lindl mostrando o primdrdio radicular. C. Corte transversal da raiz tuberosa de O rosea.
Hote a presenga da medula (m). D. Corte transversal da raiz tuberosa de O gracilis (Barb. Rodr) Schltr. Note
fue nessa espéoie amedula estd ausente. e = epidetme, es = epiderme secretora, fvr = feixes vasculates, p =

peticiclo, pr= primdrdio de raiz. A = x20, B-D = z40.
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Figura 4: Cleisfes aphyiia (Barth. Fode) Hoehne, A, Héabito; B, Raiz tuberosa; €. Flor; D. Flor em vista frontal;
E. Perianto; F. Labelo; G. Detalhe do dpice do labelo; H Coluna em vistas lateral com antera articulada, ventral
e lateral com antera desarticulada, Barras de escala A=lem, B=1lmm, C-H = 5 mm. ER Fansarin & L
Mickeliimeas 870 (TEC.
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Figura 5: Cleisfes bafisfava Pansarin. A Hibito; B. Flor, C. Perianto; D. Labelo; E. Detalhe do dpice do
labelo; F. Coluna em vista lateral com antera articulada. Barras de escala A-F = 1 cm. J AN Bafisfa ef al.

598 (CENY.
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Figura 6: Cleisfes befla Rehb. £ & Warm. A. Habito; B. Flor, C. Perianto;, D. Labelo; E. Detathe do dpice do
labelo; F. Coluna em vistas lateral com antera desarticulada e ventral, Barras de escala: A-F = 1 om. BER
Favsarind: L. Mickelivmas 221 (JEC).
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Figura 7: Cleisfes elongafa Pansatin. A. Habito, B. Flor; C. Perianto, D. Labelo; E. Detalhe do dpice do
labelo; F. Coluna em vistas lateral com antera articulada e wentral. Barras de escala: 4&-F = 1 cm. ER
Favsarind: L. Mickelivmas 1175 (UEC).
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Figura 8: Cleisfes exilis Hoehne. A Héhito, B. Flor; €. Perianto; D. Labelo; E. Detalhe do dpice do labelo;
F. Coluna em wistas lateral com antera articulada e wentral Barras de escala; A-C= 1 cm, D-F = 5 mm.
E.R Pavsarin & L Mickeliupes 856 (UEC).
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Figura 9: Cleisfes gracilis (Batbh. Fodr) 3chltr. A Hébito, B. Flor, C. Perianto; D. Labelo; E. Detalhe do
dpice do labelo; F. Coluna em wistas lateral com antera articulada, ventral com antera articulada e ventral
com antera desarticulada. Batras de escala; A-F = 1 cm. E R Fansarin 628 (UEC).
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Figura 10: Cleisfes libonii (Rchh. £ 3chltr. A Hahito, B. Flor; C. Perianto; D. Labelo, E. Detalhe do
apice do labelo; F. Coluna em vistas ventral, lateral com antera articulada e lateral com antera desarticulada
Batras de escala: A-C =2 em; D-F =1 cm. B.R Fansarin 462 (JEC).
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Figura 11 Cieisfes manfiqueirae (Fchb. £ & Warm ) Schltr. A Hébito; B. Flor;, €. Perianto; D. Labelo; E.
Detalhe do dpice do labelo; F. Coluna em vistas lateral com antera articulada e ventral. Barraz de escala:
&F =1 cm ER Foansarin 1I70(UEC.
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Figura 12: Cieisfes mefalling (Bath, Rode) Schitr. A Hébito; B. Flor; C. Perianto;, D. Labelo, E. Detathe do
dpice dolabelo;, F. Coluna em vistas lateral com antera articulada e ventral Barras de escala: A-F =1 cm.
E.R Paysarind L Mickelivnas J119 (UEC).
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Figura 13: Cleisfes morifzii (Fehb. £) Garay & Dunsterv, A Hébito, B. Flor, C. Flor em vista frontal,
D. Perianto; E. Labelo; F. Detalhe do dpice do labelo; G. Coluna em vistas lateral com antera articulada,
lateral com antera desarticulada e ventral Barras de escala A=2cm; B-G = 1 cm. ER Fansarin ef
al, 782 (JEC).
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Figura 14: Cleisfes paranaensis (Batb. Rode) Schlty. A Hdbito; B. Flor, C. Petianto, D. Labelo; E. Detalhe
do dpice do labelo; F. Coluna em wistas lateral com antera desarticulada e ventral. Batras de escala A-C =1
cm, D-F = 1 cm. L. Mickelivas & ER Fansarin 31 (UEC).
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Figura 15: Cleisfes pusilla Pansarin. A. Plantula; B. Planta em flor; C. Flor, D. Perianto; E Labelo; F. Detalhe
do dpice dolabelo, G. Coluna em vistas lateral com antera articulada e ventral. Barras de escala A-D= 1 cmy
E-G=353mm. ER. Pavsarin& L Mickeliwas 922 (UEC).
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Figura 16: Cleistes ramboi Pabst. A Habito, B. Flor; C. Perianto; D. Lahelo; E. Detalhe do dpice do labelo;
F. Coluna em vistas lateral com antera desarticulada, lateral com antera articulada e ventral. Barras de escala:
A-F=1cm ER Pansarind L Mickeliuas 872 (UEC).
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Figura 17: Cleisfes rosea Lindl. A, Hébito; B. Flor; C. Perianto; D. Labelo, E. Detalhe do dpice do labelo, F.
Coluna em vistas lateral com antera desarticulada, lateral com antera articulada e wentral. Barras de escala A-F
=1 cm. ER Pansarind L Mickeliimas 873 (UEC).
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Figura 18: Cleistes fernas (Rehb. £ ex Griseb) Schitr. A Hébito, B. Flor; C. Perianto; D. Lahelo; E. Detalhe
do apice dolabelo, F. Coluna em wistas lateral com antera articulada, lateral com antera desarticulada e ventral.
Batras de escala & =2cem; B-C =1 cm; D-F = 5 mm. B R Fansarin & L Mickelivwas 890 (UEC).
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Figura 19. A, Cleisfes gracilis (Barh. Fodr) Schitr; B. O roseq Lindl, C. O paranaensis (Batb. Rode)
Schitr, D. O rosen Lindl, E. & libosii (Rehb. £) Schlte, F. O mefalling (Batb. Rode) Schiltr.
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Figura 20: A. Cleisfes pusilia Pansarin chabito); B. O aphyila (Barh. Rode) Schlte. chabito);, €. O pusilia
(flof), D. C aphyllaflon), E. C moritzii (Rehb, £ Garay & Dunstery.



144

Figura 21. A, Cleisfes beila Behb £ & Warm , B. © exilis Hoehne, C. O ferds (Rehb £ ex Griseb)) Schltr;
D. ' ramboi Pabst, E. O elongafa Pansating F. O bafisfara Pansarin,
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Figura 22 Eletromicrografias obtidas em MEV de sementes de: A, Cleisfes gracilis (Barh. Rode) Schiltr;, B.
. liboy? (Rehb, £ Schilty;, C. 0 aff. macranfha (Bab, Rode) Schitr;, D O paranaensis (Barb, Rode)

Achiltr; E. C morifzil (Rehb, £) Garay & Dunsterv., F. O aphyila (Bath, Rode)S3chltr. Barras de escala =
100 pm.
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Figura 23: Eletromicrografias obtidas em MEV de sementes de: A Cleisfes exilis Hoehne, B. Claisfes
mefalling (Bath. Rode) Schilty; C. O ferpas (Fehhb. £ ex Griseb)) Schiltr; D C. rambol Pabst. Barras de
gscala= 100pm.
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Capitulo 5

Publicado na Kew Bulletin (2004) 59: 555-558.

Cleistes pusilla (Orchidaceae): a new species from Central Brazil

Emerson R. Pansarin'

Summary. Cleistes pusilla Pansarin, a new species of Orchidaceae, is described and
illustrated. The relationship of this new species to other taxa of the genus and the need to

preserve the natural habitat of some Cleistes species are discussed.

Resumo. Cleistes pusilla Pansarin, uma nova espécie de Orchidaceae, é descrita e
ilustrada. As relacdes da nova espécie com outros tixons do género, bem como a
necessidade de conservagdo do habitat natural de algumas espécies de Cleistes, sdo

discutidas.

Introduction

The genus Cleistes Rich. ex Lindl. (Orchidaceae: Vanilloideae: Pogoniinae)
comprises about 30 species distributed throughout Central and South America. According
to Cameron & Chase (1999) and Pansarin et al. (unpubl. res.), Cleistes is paraphyletic. The
North American species C. divaricata and C. bifaria are closer to the North American
Pogoniinae genera Isotria and Pogonia than to the Central and South American Cleistes.
The Central and South American species of Cleistes form a natural group (Cameron &
Chase 1999). They are found in several habitats including disturbed areas on road margins,
“campo limpo” (open grasslands), "campo sujo" (grassland with shrubs), “cerrado”
(wooded savanna), “vereda” vegetation (wet grassland) in the Central Plateau, “restinga”

(open seashore vegetation on sandy soil), sandy rocky soils or among rocks in “campos

! Departamento de Botanica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Cx. Postal 6109,

13083-970, Campinas, SP, Brazil. email: epansarin@uol.com.br
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rupestres” (vegetation of rocky outcrops), marshy areas and “campos de altitude” (high
mountain grasslands). This new species, Cleistes pusilla, was found while preparing a

taxonomic revision of the genus Cleistes.

Material and methods

Fresh and herbarium material of flowering and fruiting plants were used for the
description. Illustrations were based only on fresh material. The flowers and floral details
were drawn using a stereomicroscope attached to a camera lucida. The terminology for the
shapes of the leaves follows Harris & Harris (1994). The features specific to the
Orchidaceae are based on Dressler (1993).

Results and Discussion

Cleistes pusilla Pansarin sp. nov. ab omnibus aliis speciebus sui generis caule gracili,
foliis brevibus rectis et caulem adpressis, labello trilobato lobis lateralibus falcatis lobo
intermedio rotundo cum marginibus undulatis distinguenda; a C. aphylla floribus roseis
maioribus, labello roseo vinaceo-venulato, carina centrali papillis albis instructa, apice
flavo dilatato et truncato differt. Typus: Brazil, Minas Gerais, Diamantina, estrada de terra
que liga Diamantina a Conselheiro Mata, sentido Conselheiro Mata, ao lado direito da
estrada, proximo ao Km 174, em campo alagado, 16 Jan. 2004, L. Mickeliunas & E. R.
Pansarin 12 (holotypus UEC; isotypi CEN, SP, SPF).

Erect and slender herbs 9 — 30 (— 36) cm tall. Roots ¢. 0.5 mm in diameter, 3 — 4 (- 5)
per plant, creamy, coated with brown trichomes. Tuberous roots 1.5 — 2.5 x 0.3 — 0.5 cm,
oblong or conic, circular in transversal section, massive, creamy or brown, covered with
light-brown trichomes. Aerial stem 0.5 — 1.3 mm in diameter, glabrous, glaucous, with 2 —
4 (- 6) leaves, one per node, sometimes in number of two on the apices. Leaves developed
in sterile plants, reduced to scale-like leaves in flowering plants; leaves of sterile plants 30
— 50 x 8 — 10 mm, elliptic, erect and flat; leaves of flowering plants 3 — 9 x 1 — 2.5 mm,

elliptic to ovate, erect, adpressed; apical leaves sometimes larger than the basal ones, linear
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to narrowly elliptic. Inflorescences with 1 — 2 resupinate flowers, one per node. Flowers
predominantly dark pink, with an abscission zone between flower and ovary; ovary and
pedicel c. 1.1 — 2 cm long, dark green; sepals 15 — 20 (— 24) x 3 — 4 (- 4.5) mm, linear to
narrowly elliptic, fleshy, with acute apex; petals 15 — 20 (- 23) x 3.5 — 5 (- 5.5) mm,
oblanceolate to spatulate, membranous, with acute to acuminate apex; lip 15 — 20 (- 24) x 5
— 7 (= 7.5) mm, trilobate, light pink or white from base to middle portion and dark-pink
from median portion to apex, with vinaceous veins; base with two spherical and white
nectariferous glands up to 0.5 mm in diameter; central crest with white papillae; papillae
with expanded and truncate yellow apices; lateral lobes falcate; apical lobe rounded, dark
pink, with undulate margins. Column c. 1 — 1.3 (- 1.5) cm long, white; stigma ovate,
smooth, covered with white-hyaline trichomes; anther pink, articulated with the apex of the
column; pollinarium with two soft pollinia; pollinia ¢. 1.5 mm long, oblong, bipartite,
yellow. Fruits c. 1.5 — 2.6 cm long, pedicel included, linear to oblong, dark green to green-

purple. Seeds c. 0.5 — 0.7 mm long, fusiform, white. Fig. 1.

Cleistes pusilla was collected in flower from December to February and with opened

fruits from February to March.

SPECIMENS EXAMINED: BRAZIL. Goias, Alto Paraiso de Goids, estrada Alto
Paraiso — Sdo Jorge, a 10 Km da rodovia GO 118, sentido Parque Nacional da Chapada dos
Veadeiros, 10 Jan. 2001, Pansarin & Batista 752 (UEC); Alto Paraiso de Goias, Rodovia
GO 118, Km 157, sentido Alto Paraiso de Goids, lado direito da pista, 6 Jan. 2002,
Pansarin & Mickeliunas 901 (UEC); Alto Paraiso de Goids, sentido Teresina de Goias, GO
118, Km 181, lado direito da pista, 4 Jan. 2003, Pansarin & Mickeliunas 952 (UEC). Minas
Gerais, Catas Altas, Serra do Caraca, Alto do Pico do Sol, Feb. 2002, Pansarin &
Mickeliunas 922 (UEC); Catas Altas, Santudrio da Serra do Caraga, na trilha para o Pico do
Sol, 19 Jan. 2004, Mickeliunas & Pansarin 41 (UEC); Datas, estrada que liga Datas a
Diamantina, sentido Diamantina, ao lado direito da pista, préximo ao Km 614, 15 Jan.
2004, Mickeliunas & Pansarin s.n. (UEC 134107); Diamantina, Jan. 1947, Engler s.n. (RB
59975); Diamantina, estrada para Sao Jodo da Chapada, 29 Jan. 1986, Menezes et al.
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CFCR’ 9481 (SPF); Diamantina, estrada de terra que liga Diamantina a Conselheiro Mata,
sentido Conselheiro Mata, ao lado direito da estrada, proximo ao Km 174, 16 Jan. 2004,
Mickeliunas & Pansarin 12 (UEC holotype; CEN, SP, SPF isotypes); Diamantina, estrada
de terra que liga Diamantina a Conselheiro Mata, sentido Conselheiro Mata, ao lado
esquerdo da estrada, préximo ao Km 170, 16 Jan. 2004, Mickeliunas & Pansarin 22 (UEC);
Diamantina, estrada de terra que liga Diamantina a Biribiri, sentido Biribiri, ao lado direito
da estrada, préximo a ponte de um rio e uma placa para Biribiri, 17 Jan. 2004, Mickeliunas
& Pansarin 27 (UEC); Joaquim Felicio, Serra do Cabral, Bocaina, 22 Nov. 1984, Stannard
et al. CFCR 6299 (SPF); Itacolomi, Feb. 1982, Ule s.n. (R 3493); Santo Antonio do Itambé,
campos no Pico do Itambé, 13 Feb. 2001, Pansarin & Siméoes 815 (UEC); Inclinacdes
orientais do Pico do Itambé, 1550 m de altitude; 12 Feb. 1972, Anderson et al. 35840 (UB).

Cleistes pusilla grows in the “campos de altitude” vegetation of the Espinhaco Range
(State of Minas Gerais), and "vereda" vegetation of the Central Plateau (State of Goias). It
occurs between 1100 — 2100 m alt., in dark and hydromorphic soils, among small grasses.
Like several other species of the genus that grow in natural wet open grassland vegetation
(e.g. Cleistes aphylla (Barb. Rodr.) Hoehne, C. exilis Hoehne and C. tenuis (Rchb. f. ex
Griseb.) Schltr.), C. pusilla is threatened because this habitat has been almost completely
destroyed by intense cultivation or establishment of pasture lands in Southern and Central-
Western Brazil. Despite the creation of conservation areas in the Serra do Caraca and in
parts of the Chapada dos Veadeiros, and Pico do Itambé, many regions in Diamantina and
others, in the Chapada dos Veadeiros, are being transformed into pastures. Areas of natural
vegetation in these regions are a priority for conservation.

Cleistes pusilla may be readily identified by its small and slender aerial stem with few
reduced leaves, its pink flowers, usually one or two per plant, its lip with falcate lateral
lobes and rounded apical lobe with undulate margins, and its central crest made up of white
papillae with expanded and truncate yellow apices. Because of its small and slender stem
with reduced and scale-like leaves, C. pusilla was frequently misnamed as C. aphylla.
Cleistes aphylla occurs mainly in “vereda” vegetation near areas where “buriti” (palm

swamp, Mauritia flexuosa L.) predominate in the Chapada dos Veadeiros, in the Central

’CFCR: “Colecdo Flora de Campos Rupestres” (Collection Flora of the Rocky Fields)
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Plateau, and more rarely in the Espinhaco Range (Southeastern) and in the South Brazil.
Cleistes pusilla sometimes occurs together with C. aphylla and other species of the genus,
such as C. exilis and C. tenuis.

Cleistes aphylla differs from C. pusilla in its delicate cream-white flowers, in the
white-hyaline lip with very small yellow trichomes in the central crest, in the lack of dark
veins, in the triangular to acute apical lobe, very close to the lateral ones, and in the lateral
lobes that are truncate to slightly falcate with acute apices.

Like all the Central and South American species of Cleistes, C. pusilla has tuberous roots
adapted for nutrient storage. The presence of tuberous roots is a synapomorphy of the genus
(Pansarin et al., unpubl. res.).

Cleistes pusilla belongs to the same section as C. aphylla. Hoehne (1940) suggested
nine sections (as species alliances) for the genus Cleistes. In their treatment of the Brazilian
Orchidaceae, Pabst & Dungs (1977) followed basically the same species alliances proposed
by Hoehne (1940). According to Hoehne (1940) and Pabst & Dungs (1977), all members of
the C. aphylla alliance, as is the case of C. pusilla, have slender and reduced stems with
scale-like leaves and generally few small flowers.

The flowers of Cleistes pusilla only last one day, opening in the morning and wilting
in the afternoon. Cleistes pusilla has three or four flowering peaks, when the mature buds
of all the individuals in a population open on the same day. These flowering peaks occur at
intervals of seven to 21 days. Such flowering peaks occur in all species of Cleistes
(Pansarin unpubl. res), and have also been reported for some basal Epidendroids, like
Triphora trianthophora (Sw.) Rydb. (Medley 1979) and Psilochilus modestus Barb. Rodr.
(Pansarin 2000). This combination of one-day flowers and one-day flowering peaks in the
species of Cleistes (Pansarin 2003) and some basal Epidendroids (Medley 1979, Pansarin

2000) may be a strategy favoring cross-pollination.
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Fig.1. Cleisfes pusiila: A sterile plant x 1.5, B flowering plant showing a tuberous root, the aetial stem with two
apical leaves, the ovary, and a flower onthe apex x 1.5; C flower x2; Dperianth partsx 1.5, E lip x 2.5, F apex
of the lip in detail showing the lateral and apical lobes and part of central crest x 3; G column in lateral and ventral
view x 2.2, A from L. Mickeliimas & E. R Fansarin 1. B - G from E R, Pansarin & L Mickeinimas 922, Drawn
by the author and inked by B, Lupo.
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Capitulo 6

Formatado de acordo com as normas da Botanical Journal of the Linnean Society

Epicuticular waxes in Cleistes Rich. ex Lindl. (Orchidaceae: Vanilloideae:

Pogoniinae): micromorphology and chemical compounds

EMERSON R. PANSARIN & ALBERTO S. PEREIRA

ABSTRACT

Micromorphology of epicuticular waxes of leaves of 13 species of genus Cleistes Rich. ex
Lindl. (Orchidaceae: Vanilloideae: Pogoniinae) were studied under scanning electron
microscopy (SEM). For eleven species the chemical compounds of the epicuticular waxes
were identified by gas chromatography. The studies were based on individuals of native
populations occurring in South, Southeastern, Northeastern and Central-Western Brazil.
The micromorphology of the epicuticular waxes varied from a single film until parallel
stacked platelets. A positive correlation between micromorphology of waxes and
environmental adaptations and certain morphological characters were observed. Some few
chemical compounds were common for all analyzed species and seem to be characteristic
of the genus. The majority of the identified substances, therefore, was specific for each
analyzed species, and should be used for taxa delimitation within Cleistes. The presence of
stomata at the adaxial surfaces of the leaves is variable and should also be used in Cleistes

species delimitation.

ADDITIONAL KEY WORDS: chemotaxonomy - wax chemistry - wax micromorphology -

wax ultrastructure.
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INTRODUCTION

Orchidaceae includes about 19,500 native species, being divided in five subfamilies
(Dressler, 1993). Although, in recent molecular and morphological studies, the number of
subfamilies is maintained, their arrangement presents modifications in relation to Dressler's
(1993) classification (Cameron et al., 1999; Freudenstein & Rasmussen, 1999;
Freudenstein et al., 2000). Vanilloid orchids (i.e., subfamily Vanilloideae; Cameron et al.,
1999; Freudenstein & Rasmussen, 1999; Freudenstein et al., 2000; Cameron, 2004) are
composed by three subtribes (Vanillinae, Galeoliinae and Pogoniinae), 15 genera and about
175 species (Cameron ef al., 1999). Vanillinae is the largest subtribe and includes the genus
Vanilla with about 90 species. Vanilla is of interest of non-botanists because V. planifolia is
a natural source of the flavoring vanillin (Correll, 1953). The second major subtribe within
vanilloid orchids is Pogoniinae. According to Dressler (1993) and Cameron et al. (1999)
Pogoniinae includes five genera. Recent molecular and morphological studies, however,
reports Pogoniopsis as closely related to Galeola and Cyrtosia, being its placement in
subtribe Galeolinae more adequate (Pansarin et al., in prep.). Duckeella, a genus considered
as sister of all remaining Pogoniinae (Cameron & Chase, 1999; Cameron et al., 1999),
according to recent studies (Pansarin et al., in prep.) should be placed in the subtribe
Duckeellinae, as proposed previously by Szlatchetko (1995). The genus Cleistes is
paraphyletic. The North American C. divaricata and C. bifaria are more related to North
American-Asiatic genera Isotria and Pogonia than South and Central American Cleistes
(Cameron & Chase, 1999; Cameron et al., 1999; Pansarin et al., in prep.). The South and
Central American species of Cleistes form a monophyletic group (Cameron & Chase, 1999;
Cameron et al.,, 1999; Pansarin et al., in prep.). The genus Cleistes includes about 20
species (Pansarin & Barros, in prep.). The center of diversity for the genus Cleistes is the
Central Brazil (Hoehne, 1940). The remaining genera within Pogoniinae are very small or
monotypic (Cameron, 1999).

Characters of micromorphology of epicuticular waxes can be very important in the
species delimitation of the genus Zelkova (Wang et al., 2001) and in several other families
of flowering plants (see Jeffree, 1986 and Barthlott, 1998). Epicuticular waxes are
composed of a large mixture of different chemical compounds. They comprise cyclic and

long-chain aliphatic components that further can be classified according to their structure,
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functional groups and by the distribution of their homologues (Barthlott et al., 1998).
Chemical compositions of epicuticular waxes sometimes are used in environmental (e.g.,
Vioque et al., 1994, 1995) and chemotaxonomical studies (e.g., Eglinton et al., 1962;
Tulloch, 1981; Cowlishaw et al., 1983; Salasoo, 1988, 1989; Avato et al., 1990; Vioque et
al., 1994, 1995). The shape of epicuticular waxes depends on their chemical composition
and the dominant wax compounds are usually considered to be responsible for formation of
crystalloids (review in Barthlott ef al., 1998). Thus, epicuticular wax can be classified by
mean of their chemical composition and the compounds can be used to define
systematically significant wax types (Baum et al., 1988; Meusel et al., 1994; Barthlott &
Theisen, 1995).

In this study we report a micromorphological study of epicuticular waxes of 13
Cleistes species occurring in South, Southeastern, Central-Western and Northeastern
Brazil: C. aphylla (Barb. Rodr.) Hoehne, C. bella Rchb. f. & Warm., C. aff. caloptera
Rchb. f. & Warm., C. castanoides Hoehne, C. cipoana Hoehne, C. exilis Hoehne, C.
gracilis (Barb. Rodr.) Schltr., Cleistes libonii (Barb. Rodr.) Schitr., C. metallina (Barb.
Rodr.) Schltr., C. paranaensis (Barb. Rodr.) Schltr., C. pusilla Pansarin, C. tenuis (Rchb. f.
ex Griseb.) Schltr., and C. ramboi Pabst. Analyzes of chemical compounds of eleven
species were also performed. The studied species comprehend all habitat diversity observed
for the genus (Pansarin, 2004). The ultrastructure of epicuticular waxes were compared
with chemical compounds identified in analyzes. The micromorphological and chemical
characters were used to discuss aspects of habitat diversity and systematics in the genus

Cleistes.

MATERIAL AND METHODS
Study sites and plant materials

For the study of epicuticular waxes of Cleistes the leaves were collected from dried
specimens (SEM study) or from natural populations (chemical analyzes). The species occur
in “vereda” vegetation (wet camps) in the Chapada dos Veadeiros, in Central-Western
(Goias state), “campos de altitude” (high mountain grasslands) in South (Parand state),

Southeastern (Minas Gerais and Sdo Paulo states) and Northwestern (Bahia state), “campo
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limpo” (open grasslands) and "campo sujo" (grassland with shrubs) adjacent to “cerrado”
vegetation (wooded savanna), in Southeastern (Minas Gerais state). The leaves were taken
from the median portion of the aerial stem during the flowering period of each species.
Vouchers are deposited at the herbarium of Universidade Estadual de Campinas (UEC).

The sites and coordinates of the studied species are summarized in table 1.

SEM study

The SEM study of the epicuticular waxes was based on fragments of abaxial and
adaxial surfaces of leaves of the South American species of the genus Cleistes. The
material was obtained from dried specimens collected in the field or housed in UEC and
CEN herbaria. For each analyzed species were performed a minimum of three repetitions,
using different herbaria specimens and, preferentially, collected on distinct localities. The
analyzed species, recorded data and vouchers are listed in Table 1. The study of characters
of epicuticular waxes was realized using a Jeol 5800 LV scanning electron microscope. For
SEM analysis small pieces of leaves of the studied specimens were placed in aluminum
SEM stubs by double-sided adhesive tape and directly sputter-coated with gold-palladium
alloy. The specimens were examined and photographed at acceleration voltage of 10 kv and
an average distance of 10-20 mm. The descriptions and measurements were made from the
direct micrograph using the corresponding scale bar and magnification value for
standardization. The terminology used for epicuticular waxes characterization followed
Barthlott e al. (1998). For all studied specimens were recorded the presence of stomata on

both adaxial and abaxial surfaces of the leaves.

Extraction, purification and chemical study of epicuticular waxes

For extraction of waxes, fresh leaves of species of Cleistes were dipped in
dichloromethane and shake at ambient temperature for 2 min. The dichloromethane was
evaporated using N, at room temperature, the extract was derivatized using 100 pL of
BSTFA (Sigma), and derivatization was performed at 40 °C by 30 min.

The analyses were performed in a gas chromatographer coupled to mass spectrometer
HP-5972 (Agilent, Palo Alto, CA, USA) and a capillary column HP-5 (30 m x 0.25 mm x
0.25 um; Agilent, Palo Alto, CA, USA). The injection volume was 1 uL in split 1:20. The
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temperature program was 40 °C / 5 min heating at 8 °C / min up to 350 °C / 30 min. The
mass spectrometer was setting in electron impact (EI) at 70 eV and mass range 40 up 700

Daltons.

RESULTS
Micromorphology of epicuticular waxes and stomata

Species of Cleistes present scale-like to evident leaves, and spirally disposed along of
the aerial stem. The leaves are sessile, generally erect and adpressed or patent, and glaucous
due to the presence of epicuticular waxes. The epicuticular waxes in Cleistes varied from
single film to parallel stacked platelets (see Figs 1-24). The stomata are anomocytic and
sometimes absent at the adaxial surface of the leaf, which depends on the species. The
specific differences in the habitat, leaf characteristics, stomata distribution and wax

ornamentation are summarized in table 2.

Chemical composition of the epicuticular waxes

The epicuticular waxes of the genus Cleistes are constituted mainly by alkyl acids,
alkanes and alcohols. Alkyl esters are substances found mainly in Cleistes exilis and C.
metallina, but also detectable in small proportions in C. bella and C. ramboi. Sterols are
present in small quantities in C. castanoides and C. tenuis. The chemical compounds of the
epicuticular waxes of the Cleistes species are given in appendix 1.

The major constituents of waxes of Cleistes aphylla are alcohols, but alkyl acids are
presents in considerable proportions. The major compounds of the epicuticular wax of C.
aplylla are the alcohols hexacosanol and octacosanol. As in C. aphylla, the main
constituents of waxes of C. bella, are alcohols, with alkyl acids present as second major
group of substances. The major compound of the epicuticular wax of C. bella is the alcohol
octacosanol, but the alcohols hexacosanol and de alkyl acid octacosanoic are present in
considerable quantities. In C. aff. caloptera the principal constituents are alkyl acids. The
main compounds of C. aff. caloptera are the alkyl acids hexadecanoic, octadecanoic and
tetradecanoic. The epicutilar wax of C. castanoides is composed mainly by alkyl acids,

principally by hexadecanoic and octadecanoic. The alcohol octacosanol is present in
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considerable proportions in the wax of C. castanoides. C. exilis presents mainly alcohols as
constituents of the wax, but several alkyl acids and the alkyl ester eicosanoic eicosyl are
present in considerable concentrations. The major constituents of C. exilis are alcohols
hexacosanol and octacosanol and the alkyl alcohol octacosanoic is present in considerable
proportions. The epicuticular wax of C. gracilis is composed mainly by a combination of
several alkanes. Same alkyl acids, however, are present in lower concentrations. The
epicuticular waxes of C. metallina are composed by a combination of several alkyl acids,
mainly exadecanoic, octadecenoic and octadecanoic, several alkanes and alkyl esters. The
epicuticular wax of C. paranaensis, C. pluriflora e C. tenuis are composed mainly by the
alkyl acids hexadecanoic and octadecanoic. In C. ramboi, the epicuticular wax presents
predominantly the alcohol hexacosanol as constituent, but some alkanes are present in low

concentrations.

DISCUSSION

The ultrastructure of epicuticular waxes within the genus Cleistes varied from a single
film to non entire platelets. In C. castanoides and C. paranaensis the epicuticulaar waxes
varied from a film to platelets. Species with scale-like leaves presented epicuticular waxes
less ornate than species with evident leaves. Species with well-developed leaves generally
presented platelets, a structure similar to other monocotyledons, as in Musa (Freeman &
Turner, 1985), and others liliiflorous families (Barthlott et al., 1998). Epicuticular waxes
influence foliar absorption and water loss (Freeman & Turner, 1985), and decreasing
relative humidity stimulates wax production (Baker, 1974; Grout, 1975). Additionally,
Vioque et al. (1994) reported that taxa growing at a low luminosity caused by the dense
vegetation or in regions with high rainfall presents the lowest values of total waxes relative
to dry weight. This fact is corroborated for C. libonii that presents well-developed leaves,
but occurs exclusively in the Atlantic Rain Forests, where the relative humidity is higher
than "cerrado" vegetation. In Cleistes species growing in grasslands, in "cerrado"
vegetation, with great incidence of solar radiation and well developed leaves (e.g., Cleistes
castanoides, C. bella and C. paranaensis), the presence of platelets forming epicuticular

waxes can result in diminishes the evaporating water loss. Whilst changes in leaf wax
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ultrastructure were not linked to obvious chemical differences, the variations between the
species of Cleistes were more associated with variations in wax micromorphology. Wax
chemistry composition of wax of Cleistes species were predominantly alkyl acids, alkanes
and alcohols, all constituents common for other groups within monocotyledons (e.g.,
Freeman & Turner, 1985; Avato et al., 1990; Meusel et al., 1995; Barthlott et al., 1998).
Jeffree et al. (1975) considered that competition of certain wax mixtures may occur among
constituents for expression of their typical morphologies. Thus, relative changes in the
proportions of chemical groups in the wax mixtures among the studied species may be
influencing factors in determining gross ultrastructure. Primary alcohols, as reported for
species of Cleistes are correlated with the formation of platelets. Although studies of
epicuticular waxes in Orchidaceae is lacking, this is confirmed for many monocotyledons
as members of Poaceae and various taxa of different plant families of flower plants (review
in Jeffree, 1986). Individual chemical compounds can be represented by specific structural
forms, but when mixed together these can change with the predominant group, often
influencing the structural form of minor groups (Barthlott ef al., 1998). The dominating
constituents may be responsible for a particular utrastructure of the epicuticular wax. The
chemical compounds of epicuticular waxes in Cleistes fail in the correlation with
environment and wax micromorphology, but are useful in taxa delimitation within Cleistes.
Chemosystematics, using epicuticular surfaces of leaves, although poorly used in taxa
delimitation in Orchidaceae, have been reported for several genera in a variety of plant
groups (Eglinton et al., 1962; Tulloch, 1981; Cowlishaw et al., 1983; Salasoo, 1988, 1989;
Avato et al., 1990; Vioque et al., 1994, 1995; Barthlott et al., 1998).
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Table 1. Specimens of the genus Cleistes analyzed in both SEM and chemical studies, their

locations, coordinates and voucher numbers. Empty cells = data absence.

Species Location Coordinate Collected data ~ Voucher

C. aphylla Teresina de Goids - GO 13°36°S 47°13'W SEM chemical Pansarin & Mickeliunas 899 (UEC)

C. bella Brasilia - DF 15°35°S 47°30°'W SEM Pansarin & Batista 758 (UEC)

C. bella Serra do Cip6 - MG 19°17°S 43°35°'W chemical Pansarin & Mickeliunas 921 (UEC)

C. bella Serra do Cip6 - MG 19°17°S 43°35'W SEM Batista & Bianchetti 887 (CEN)

C. aff. caloptera  Minagu - GO 13°30°S 48°20'W chemical Cavalcanti et al. 1130 (CEN)

C. aff. caloptera  Caldas Novas - GO 17°40°S 48°40°'W SEM Dias et al. 410 (CEN)

C. castanoides Cavalcante - GO 13°45°S 47°45°W SEM Batista 829 (UEC)

C. castanoides Teresina de Goias - GO 13°36°S 47°13'W SEM chemical Pansarin & Mickeliunas 897 (UEC)

C. castanoides Teresina de Goias - GO 13°36°S 47°13'W SEM Pansarin & Mickeliunas 889 (UEC)

C. cipoana Serra do Cip6 - MG 19°17°S 43°35'W SEM Batista & K. Proite 997(CEN)

C. exilis Teresina de Goias - GO 13°36°S 47°13'W chemical Pansarin & Mickeliunas 895 (UEC)

C. exilis Ibicoara - BA 13°30°S 41°25"'W SEM Koehler 20/00 (UEC)

C. exilis Diamantina -MG 18°S 43°45"W SEM Batista & Proite 1019 (CEN)

C. gracilis Atibaia - SP 23°13'S 46°35'W SEM chemical Pansarin & Mickeliunas 908 (UEC)

C. libonii Caraguatatuba - SP 23°45°S 45°30°'W SEM Pansarin 857 (UEC)

C. metallina Ouro Branco - MG 20°30°S 43°40°'W Pansarin & Mickeliunas 909 (UEC)

C. paranaensis Serra do Cip6 - MG 19°17°S 43°35"W SEM chemical Pansarin & Mickeliunas 920 (UEC)

C. pluriflora Rio de Contas - BA 13°45°S 41°45"W SEM Aona & Moraes 642 (UEC)

C. pluriflora Rio de Contas - BA 13°45°S 41°45"W chemical Pansarin et al. 782 (UEC)

C. pusilla Alto Paraiso de Goids - GO  14°10°S 47°30°'W SEM Pansarin & Mickeliunas 898 (UEC)

C. ramboi Alto Paraiso de Goias - GO  14°10°S 47°30°'W SEM Pansarin & Batista s.n. (UEC
117396)

C. ramboi Teresina de Goias - GO 13°36°S 47°13'W chemical Pansarin & Mickeliunas 872 (UEC)

C. tenuis Alto Paraiso de Goids - GO 14°10°S 47°30°'W SEM Pansarin & Batista 741 (UEC)

C. tenuis Cavalcante - GO 13°45°S 47°45"W chemical Pansarin & Mickeliunas 900 (UEC)
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Table 2. Specific differences in the habitat, leaf characteristics, stomata distribution and

wax ornamentation of the studied Cleistes species. Number between parenthesis = figure

numbers.
Species Habitat Leaf characteristics Stomata distribution =~ Wax ornamentation
C. aphylla wet grasslands scale-like, lanceolate to hypostomatous film, small granules (1,
elliptic-lanceolate 2)
C. bella grasslands with shrubs evident, elliptic to ovate amphistomatous large granules, platelets
(3,4)

C. aff. caloptera  wet grasslands evident, lanceolate to amphistomatous non entire platelets (5)

elliptic-lanceolate

C. castanoides marshy areas evident, lanceolate to amphistomatous film, granules, non

elliptic entire platelets (6-8)

C. cipoana wet grasslands scale-like, lanceolate to amphistomatous film, rugose, small

ovate-lanceolate granules (9, 10)
C. exilis wet grasslands scale-like, lanceolate to amphistomatous film rugose, small
ovate-lanceolate granules (11, 12)

C. gracilis quartzite islands, disturbed evident, lanceolate to hypostomatous granules, non entire
areas elliptic-lanceolate platelets (13, 14)

C. libonii disturbed areas, road evident, lanceolate to hypostomatous film, rugose, small
margins, “restinga” ovate-lanceolate granules (15, 16)
vegetation

C. metallina wet grasslands, road margins evident, lanceolate to amphistomatous non entire platelets (17)

elliptic-lanceolate

C. paranaensis ~ vegetation of rocky outcrops evident, acute to lanceolate amphistomatous non entire platelets (18)

C. pluriflora wet grasslands evident, lanceolate to hypostomatous non entire platelets (19)

ovate-lanceolate

C. pusilla high mountain grasslands scale-like, lanceolate to hypostomatous film, rugose (20, 21)

ovate-lanceolate

C. ramboi marshy areas, wet grasslands evident, lanceolate amphistomatous non entire platelets (24)

C. tenuis wet grasslands evident, lanceolate to hypostomatous small non entire

elliptic-lanceolate

platelets (22, 23)
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Appendix 1. Chemical composition (%) of the epicuticular waxes of 11 Cleistes species. 1 = Cleistes aphylla;

2 = C. bella 3 = C. aff. caloptera; 4 = C. castanoides; 5 = C. exilis; 6 = C. gracilis; T = C. metallina; 8 = C.

paranaensis; 9 = C. pluriflora; 10 = C. tenuis; 11 = C. ramboi.

Compound Concentration (%) of the compounds of epiticular wax

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Alkyl acids

hydoxy-acetic 0.3 0.4 0.8 1.0 1.6
2-hydoxy-propanoic 0.3 0.8 0.3 0.3 0.5
2-hydoxy-propenoic 0.2 0.2 0.2
Hexanoic 0.3 0.2 0.3
3-hydoxy-butanoic 0.1 0.1 0.1 0.2
Dihydroxy-acetic 0.3 0.1 Trace 0.2
Butanedioic 0.1 Trace 1.0 0.2 0.1 1.0 0.1
2,3-dihydroxy- 0.2 0.1 0.1 0.1
propanoic
2,3,4-trihydroxy- 0.4 Trace 0.1
butanoic
Nonanoic Trace 0.1
Decanoic Trace 0.1 0.5 Trace Trace
Hexanedioc 0.4 0.1 Trace
Dodecanoic Trace 1.7 0.4 0.3
Octanedioic Trace 0.6 Trace Trace
Malic 0.4 0.1
Tetradecanoic 0.2 Trace 5.5 0.4 0.1 0.3 0.6 0.3 0.5 0.2
Decanedioic 0.2 0.2 0.5 0.1 0.2 0.1
Pentadecanoic 0.2 0.1 0.3 0.3 0.1 0.2 0.1 0.3 Trace
Hexadecanoic 2.2 3.6 11.1 8.4 1.0 2.0 5.1 2.9 5.8 33 0.5
Heptadecanoic 0.1 0.5 1.1 0.8 0.1 Trace 0.3 0.3 0.5 0.1
Octadecadienoic 0.1 0.9 0.6 0.3 0.4 0.4 0.3
Linolenic 2.6
Octadecenoic Trace 0.2 5.5 Trace 0.3 0.2
Octadecanoic 1.0 3.6 8.6 7.9 0.4 0.7 6.0 1.7 4.4 2.5 0.3
Nonadecenoic Trace 0.2 0.5 0.6 0.1 0.2
Nonadecanoic Trace 0.3 0.1 0.1 0.1
Eicosanoic 0.1 0.6 2.3 1.1 0.1 0.1 0.2 0.6 0.3
Heneicosanoic Trace 0.1 Trace
Docosanoic 0.3 0.5 1.0 0.6 0.1 0.2 0.9 0.1 0.2 0.1 0.2
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cont.
Compound Concentration (%) of the compounds of epiticular wax

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tricosanoic Trace 0.2 0.5 0.3 Trace Trace
Tetracosanoic 0.1 0.7 2.1 2.5 0.3 0.4 0.2 0.2 0.1 0.4
Pentacosanoic 0.1 0.2 0.3 0.2 0.3 Trace  Trace 0.1
Hexacosanoic 2.7 Trace 0.4 0.2 1.9 0.3 0.2 0.1 0.2 2.1
Heptacosenoic 0.5
Heptacosanoic Trace Trace 0.1 0.5 0.2 Trace 0.2 0.2 1.1
Octacosanoic 1.6 4.7 1.8 0.4 5.5 1.3 0.4 0.3 0.1 0.4 0.3
Nonacosanoic Trace  Trace 0.1 0.1 0.1 Trace Trace 0.1
Triacontanoic 0.9 0.1 1.8 0.5 1.9 1.6 0.6 0.2 0.1 0.2 0.1
Dotriacontanoic 0.2 Trace 0.1 0.2 Trace  Trace 0.1
Total of alkyl acids 12.3 13.3 42.1 29.2 13.3 9.3 22.7 6.8 15.2 9.0 53

Alkanes
Eicosane 0.1
Heneicosane 0.1 0.1 Trace 0.7 0.4
Docosane 0.2 0.2 1.9 0.2 0.2
Tricosane 0.2 0.3 Trace 0.9 3.0 0.6 0.1 0.4
Tetracosane 0.2 1.3 3.7 0.8 0.8
Pentacosane 0.5 0.7 0.1 22 52 3.0 Trace 0.2 0.1 1.6
Hexacosene 0.9 0.1
Hexacosane 0.5 0.6 Trace 1.3 7.4 3.0 0.1 1.8
Heptacosane 0.5 1.6 0.3 0.3 1.4 6.5 2.2 0.4 0.1 1.2
Octacosane 0.3 0.3 0.3 0.1 1.0 6.6 1.5 Trace 0.1 1.2
Nonacosane 0.4 0.3 0.4 0.7 5.9 1.1 0.2 0.1 0.3 0.5
Triacontane 0.2 0.2 4.4 0.3 0.3
Hentriacontane 0.2 1.7 35 0.1 0.3
Dotriacontane 0.1 2.0 0.1 0.2
Tritriacontene 0.2 Trace
Tritriacontane 0.3
Tetratriacontane 0.1
Pentatriacontane 0.1 Trace Trace
Total of alkanes 3.3 4.7 0.8 1.0 11.2 51.2 12.9 0.6 0.5 0.7 8.9
Monoglycerides

2-hexadecanoic, 1,3- 0.1 Trace Trace

dihydroxi-propyl ester
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cont.
Compound Concentration (%) of the compounds of epiticular wax

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
hexadecanoic, 2,3- 0.1 Trace 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2
dihydroxi-propyl ester
Heptadecanoic, 2,3- 0.1
dihydroxi-propyl ester
2-octadecanoic, 1,3- 0.1
dihydroxi-propyl ester
octadecenoic, 2,3- Trace
dihydroxi-propyl ester
octadecanoic, 2,3- Trace 0.3 Trace 0.1 0.2 0.2 0.1
dihydroxi-propyl ester
Total of 0.1 0.3 0.6 0.9 Nd Nd Nd 0.6 0.5 0.3 Nd
monoglycerides

Alcohols

Hexadecanol Trace 0.1
Octadecanol 0.1 0.1 Trace 0.3 0.2
Phytol 0.5
Tricosanol 0.1 Trace Trace
Tetracosanol 0.5 0.1 Trace 1.4 0.1 Trace 0.2 0.2 0.2 0.7
Pentacosanol Trace 0.2 Trace 0.6 0.1 Trace  Trace  Trace 1.5
Hexacosenol 0.3 0.1
Hexacosanol 12.3 6.0 0.6 1.5 16.5 0.4 0.5 0.8 50.0
Heptacosenol Trace
Heptacosan-5-ol Trace 0.4
Heptacosan-4-ol Trace 0.1
Heptacosan-3-ol Trace 0.2 0.2
Heptacosanol 0.1 32 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Octacosenol 1.8 0.1 0.1 0.3
Octacosanol 5.0 38.9 1.4 4.1 15.3 0.4 0.3 Trace 0.3 0.7
Nonacosanol 2.1 0.3 Trace
Nonacosenol 0.4 0.1 23
Nonacosan-5-ol 0.1 0.3
Triacontanol 2.7 1.9 1.2 0.5 3.1 0.5 0.6 0.1 0.2 0.5
Untriacontanol Trace Trace 0.1
Dotriacontanol 1.6 0.3 0.2
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Compound

Concentration (%) of the compounds of epiticular wax

1 2 3

4

5

6

7 8 9 10

11

Total of alcohols

224 54.3 3.7

6.8

38.1

0.9

24 1.0 0.9 1.8

56.6

Aldehydes

Hexacosanal
Heptacosanal

Octacosanal

1.5 Trace
0.1

Trace 2.7 Trace

Trace

0.7
1.9

0.7

Total of aldehydes

1.5 2.8 Trace

Trace

2.6

Nd

Nd Nd Nd Nd

0.7

Alkyl esters

3-oxo-hexacosanoic
methyl ester
3-oxo0-octacosanoic
methyl ester
3-oxo-triacontanoic
methyl ester
Hexadecanoic octadecyl
ester

Octadecanoic hexadecyl
ester

Eicosanoic tetradecyl
ester

Docosanoic dodecyl
ester

Tetracosanoic decyl
ester

Hexadecanoic tetracosyl
ester

Octacosanoic docosyl
ester

Eicosanoic eicosyl ester
Hexacosanoic hexacosyl
ester

Octacosanoic tetracosyl

ester

0.4

Trace

Trace

Trace

Trace

0.2

0.5

0.2

0.1

4.4
1.6

0.6

0.3

1.3

0.2

Trace

0.1

1.2

1.3

0.5

Trace

Total of alkyl esters

Nd 0.4 Trace

Trace

7.6

Nd

44 Nd Nd Nd

0.5

Sterols
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cont.
Compound Concentration (%) of the compounds of epiticular wax
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Ergost-5-en-3-ol 0.1
Stigmasterol 0.1
Stigmast-4-en-3-one 0.1
_-sitosterol 0.3 Trace
Total of sterols Nd Nd Nd 0.5 Nd Nd Nd Nd Trace 0.1 Nd
Other compounds
Glycerol 1.2 0.4 0.4 Trace 0.1 0.3 0.6
3,4-dihydroxy-dihydro 0.2
2(3H)-furanone
Hydroxyl-benzoic acid 0.1 0.1 0.2 0.2
Hydroxyl-methoxy- Trace
benzoic acid
Erytritol 0.4
Pimaric acid 0.7
Isopimaric acid 0.3
Dehydroabietic acid Trace 0.5 1.1 1.7 0.3 0.1 0.6
Dehydroabietic methyl 0.4 0.1
ester
Total of other 1.5 0.9 1.9 2.7 0.2 0.5 Nd 0.7 0.1 0.7 0.8

compounds




Figures 1-8. Epicuticulat wazxes of leaves of Cleisfes species under SEM. 3rcale bars =10 pm. Fig. 1. . aphyila:

abaxial Coll Famsarin & Mickelimas 399 (UEC) . Fig. 2. . gphylla: adamal. Coll. Famsarin & Mickeliuas 899
(UECY. Fig. 3. C bella: abaxial. Coll. Fansarin & Batista 758 (UEC). Fig. 4. O bella: adaxial. Coll EBafista &
Hlanchetfi 837 (UEC). Fig. 5. O aff. calopfera: adaxial. Coll. Dias ef al. 4I0(CEN). Fig 6. O casfanoides: abaxial.

Coll. Fansarin & Mickelunas 389 (UEC). Fig. 7. O casfancides: abaxial. Coll. Fansarin & Mickelimas 897 (UEC).

Fig 8 O casftanoides: adaxial Coll. Bafisfa 828 (TEC).
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Figures 9-16. Epicuticular waxes of leaves of Cleisfes species under SEM. Seale bars = 10 pm. Fig 9. C cipoana:
abaxial Coll. Bafisfa & F Proife 997 (CEN). Fig. 10. C cipoana: adaxial. Coll. Bafista & F. Froife 997 (CEN).
Fig. 11. C exilis: abaxial Coll. Bafista & Proife 1019 (CEN). Fig 12, & exilis: adaxial Coll Eoehler 20000
(UECY. Fig. 13. C. gracilis: ahaxial. Coll. Pansarin & Mickeliunas 308 (UEC). Fig. 14, 0 gracilis: adaxial Coll.
Fansarind Mickelivmas 708 (UEC). Fig. 15 O Iibowii: abaxial. Coll. Fansarin 457 (UEC); Fig. 16, C. libhoeni:
adaxial Coll. Pawsarin 857 (UEC).



Figures 17-24. Epicuticular waxes of leaves of Cleisfes species under SEM. Seale bars =10 pm. Fig. 17, O
metalling: shaxial. Coll. Fansarin & Mickeliimas 209 (UEC). Fig. 18, O paranaensis: adaxial. Coll. Famsarin
& Mickehunas $20(UEC) . Fig 19, O pluriflora: adaxal. Coll Aoma & Morges 642 (UEC. Fig. 20. C pusilla:
abaxial Fansarin & Mickeliumas 895 (UEC). Fig. 21. C pusilla: adaxal. Fansarin & Mickelimas 598 (UEC).
Fig. 22. C feruis: abaxial. Coll Fansarin & Bafisfa 741 (UEC). Fig. 23, C. femuids: adaxial Coll. Fansarin &
Bafista 741 (UEC). Fig. 24. O rambol: abaxial Fansarin & Bafisfa s.n (UEC 1173960
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CONCLUSOES

Com a reconstituicao da hipdtese filogenética de Pogoniinae sul-americanas, baseando-
se em dados morfolégicos e macromoleculares, pode ser verificado que essa subtribo, assim
como o género Cleistes sao grupos parafiléticos. As espécies norte-americanas de Cleistes
estdo mais relacionadas com o gé€nero Isotria e Pogonia do que com as demais espécies de
Cleistes que ocorrem nas Américas Central e do Sul, concordando com os dados publicados
por Cameron & Chase (1999). A inclusdo de Pogoniopsis na andlise revela que esse género
estd mais relacionado com espécies de Cyrtosia e Galeola (Galeolinae) do que com os
demais géneros pertencentes a subtribo Pogoniinae. O género Duckeella, irmado da subtribo
Pogoniinae, ndo apresenta os caracteres sinapomorficos que definem a subtribo e sua
transferéncia para Duckeellinae € mais adequada.

As espécies de Cleistes, assim como ocorre com os demais géneros em Pogoniinae, sao
polinizadas, principalmente, por abelhas. Cleistes libonii, no entanto, apresentou beija-
flores do género Phaethornis como co-polinizadores. As espécies Cleistes apresentam picos
de floracdo, as flores geralmente sdo pouco durdveis e as visitas ocorrem, principalmente,
no primeiro dia de antese. O Unico recurso utilizado pelas abelhas é o néctar, produzido por
glandulas na base do labelo. Para os tdxons norte-americano-asidticos esse tipo de nectdrio
estd ausente e as abelhas sdo atraidas as flores por engano. Esse trabalho, aliado aos estudos
de filogenia realizados, sustenta a hip6tese de evolugdo de flores de engano para flores de
néctar.

Com a realizagdo da revisdo taxondmica de Cleistes foi verificado que o género
apresenta 17 espécies distribuidas entre as Américas Central e do Sul Essas espécies
ocorrem principalmente em regides de cerrado do Brasil central. Trés dessas espécies foram
descobertas durante a elaboracdo do presente trabalho.

As ceras epicuticulares das espécies de Cleistes apresentam variacdo desde lisas,
formando granulos ou placas e sdo constituidas, principalmente, por dlcoois, 4dcidos e
ésteres. A composi¢do quimica das ceras epicuticulares das folhas de espécies de Cleistes é
muito varidvel entre espécies, podendo ser usada na delimitagdo especifica dentro do

género.
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