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Resumo

Dactylorhiza cantabrica € unha orquidea tetraploide, endémica da Serra do
Courel, para a que se ten suxerido unha orixe hibrida polo cruzamento de D.
insularis e D. sambucina. Neste traballo fixéronse cruzamentos intra e
interespecificos e interxenéricos para cofiecer a estratexia reprodutiva de D.
cantabrica. Asi mesmo, fixose unha analise comparativa do tamafio dos froitos e da
viabilidade e tamafio das sementes obtidas tras os distintos cruzamentos, co gallo
de detectar a existencia de diferenzas significativas. Por Ultimo, analizouse a
utiidade do test do Tetrazolio para comprobar a vitalidade das sementes e
realizamos un estudo piloto para coflecer os potenciais polinizadores de D.
cantabrica. Non se observaron diferencias significativas na producién de sementes e
froitos entre os distintos cruzamentos, polo que se plantexa a posibilidade de que na
realidade esta orquidea sexa partenoxénica O igual ca un dos seus posibles
proxenitores. Apreciamos tamén que a maioria dos visitantes observados pertencian
a familia Apidae, ainda que non se observaron polinias adheridas 6s insectos.

Palabras chave: Orquidea, estratexia reprodutiva, polinizacion, partenoxénese

Resumen

Dactylorhiza cantabrica es una orquidea endémica de la Serra do Courel,
cuyo origen hibrido se produjo, segun estudios recientes, por el cruce entre dos
especies proximas, D. insularis y D. sambucina. En este trabajo se realizaron cruces
intra e interespecificos, ademas de intergenéricos, para conocer la estrategia
reproductiva que sigue esta especie. Ademas, se hizo un analisis comparativo del
tamano de los frutos y de la viabilidad y tamafio de las semillas obtenidas de los
cruzamientos, con el objetivo de detectar la existencia de diferencias significativas.
Por ultimo, se analizé la utilidad del test del Tetrazolio para comprobar la vitalidad de
las semillas y se realizé un estudio piloto para conocer los potenciales polinizadores
de D. cantabrica. Los resultados indican que no existen diferencias en la produccién
de semillas y frutos entre los distintos cruces, por lo que se plantea la posibilidad de
gue en realidad se trate de una orquidea partenogénica al igual que uno de sus
progenitores. En cuanto a sus posibles polinizadores, la mayoria de los visitantes
pertenecian a la F. Apidae, aunque en ningln caso se observaron polinias
adheridas a los insectos.

Palabras clave: Orquideas, estrategia reprodutiva, polinizacién, partenogénesis



Abstract

Dactylorhiza cantabrica is an endemic orchid from Serra do Courel. This
tetraploid species putatively originated through the hybridisation beetwen two closely
related species, D. insularis and D. sambucina. In this study, intra-, interespecific
and intergeneric crosses were carried out in order to unravel its reproductive biology.
A comparative morphometric analysis was performed on the seeds and fruits
obtained after the crosses. In addition to this, an analysis of the differential viability of
the seeds was conducted and the usefulness of the Tetrazolium method to assess
seed viability was tested.. No significant differentiation was observed in seed
production after the different crosses and we suggest that this orchid might be
parthenogenetic, as is one of its progenitors. A pilot study was also carried out in
order to find out the potential pollinators of D. cantabrica. Preliminary results indicate
that flowers were mostly visited by insects of the F. Apidae, although no insect was
observed carrying pollinia.

Keywords: orchids, reproductive biology, polinization, parthenogenesis
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1. Introducioén:

As orquideas constitien un dos grupos vexetais mais diversos e comprenden
o0 10% das plantas con flores (Govaerts et al. 2012). Diversos autores tefien
sinalado & diversidade dos seus polinizadores e distintos mecanismos que
promoven a polinizacion cruzada como cruciais nesa elevada diversidade
(Cozzolino et al. 2006; Jersakova et al. 2006). Porén, algunhas especies parecen
terse adaptado & ausencia de polinizadores efectivos e desenvolveron mecanismos
que aseguran a reproducion (Tremblay et al. 2005; Liu 2006). Estas especies,
minoritarias en numero, tefien sido pouco estudadas ata o de agora (Liu 2006).
Neste traballo pretendese cofiecer diferentes aspectos relacionados coa bioloxia
reprodutiva e os mecanismos de polinizaciéon da orquidea Dactylorhiza cantabrica
Pedersen, especie endémica das montafas orientais galegas (Lugo).

Dactylorhiza cantabrica foi descrita no ano 2006 con material recollido na
Serra do Courel (Pedersen 2006). Caracterizase por presentar un tallo de entre 10-
35cm de altura e 4-7 follas lanceoladas con dimensiéns de 5-12 x 1-3cm, situadas 6
longo do tallo, as inferiores a mildo dispostas como unha mouta basal pouco
definida. As bracteas florais son verdes e moi aparentes; e caracterizanse por ser
tan ou mais longas que as flores. As inflorescencias son densas, con flores
amarelas ou rosado-amarelas, existindo asi duas variedades cromaticas (Fig. 1). Os
sépalos laterais, de 8-13 mm, dispofiense separados e dirixidos cara arriba, sendo o
sépalo medio e os pétalos algo menores. Normalmente, o labelo é amarelo,
trilobulado ou enteiro, lixeiramente convexo, de 7,4-11 x 11-17 mm e ten puntos
vermellos. Presenta tamén un esporén de 10-14x 2-4 mm, cilindrico curvado cara
abaixo en paralelo co ovario e algo mais curto ca este ultimo. A sua floracién ainda
gue pode variar segundo o clima acostuma a realizarse entre finais de Abril e
mediados de Maio (Cortizo & Sahuquillo 2006).

Fig. 1. Esquerda, forma rosada de D. cantabrica; Dereita, forma amarela de D. cantabrica.
Pdodese observar como ambas flores tefien puntos vermellos no labelo (Fotos P. Vazquez).



A orixe hibrida desta especie foi proposta por Pedersen (2006) en base a
evidencias xenéticas, morfoloxicas e bioquimicas. De acordo con este autor, 0
tetraploide D. cantabrica orixinase por cruzamento entre a diploide Dactylorhiza
sambucina (L.) So6 e a triploide Dactylorhiza insularis (Sommier) Landwehr.. As
diferenzas morfoloéxicas cos parentais (deixando a un lado as caracteristicas
citoxenéticas) radican no tamafio do esporén e das follas. En ambos casos os
tamafos son intermedios en D. cantabrica, sendo maiores en D. sambucina e
menores en D. insularis. Por outra banda, tanto D. sambucina como D. cantabrica
tefien un maior numero de pequenas manchas rosas no labelo, mentres que D.
insularis s6 ten duas e grandes. Ambas especies parentais solapan a sla
distribucion no Courel, sendo D.sambucina unha especie de ampla distribucion en
Europa e estando D. insularis restrinxida 6 Mediterraneo occidental (Aedo & Herrero
2005)

Dactylorhiza cantabrica esta fortemente ligada, dentro da Serra do Courel, a
ambientes basicos; € dicir, lugares con afloramentos de rochas calizas. Tratase de
zonas caracterizadas pola presenza de plantas herbaceas, onde non abundan as
matogueiras (Habitat 6210, de interese para a UE). Esta especie desenvélvese no
Courel a diferentes altitudes (700-1400m) e en todas as orientacions. A disposicion
das bandas calizas no Courel fan que existan espazos con substrato de caracter
basico arrodeados de outros tipos de rocha (Fig. 2), 0 que conleva a aparicion de
illas de vexetacion que favorecen fendmenos de especiacion (Brehm et al. 2003).

Fig 2. Nesta foto podese
observar unha tara, que é como se
cofiece na Serra do Courel 6s
afloramentos calcareos caracterizados
por unha menor densidade de
faner6gamas de porte arbéreo e
arbustivo. (Foto: C. Cortizo)

A distribucion da especie en Galicia limitase & Serra do Courel (Fig. 3), ainda
gue existe unha cita de hai 30 anos na Serra dos Ancares (Cortizo & Sahuquillo
1998). Na Serra do Courel os exemplares de D. cantabrica atépanse principalmente
nos arredores das aldeas de Noceda, Visufia, Campelo, Moreda, Orreos e Pedrafita.
Na actualidade crearonse 4 microrreservas nas zonas onde esta orquidea e mais
abundante (Alto do Couto, Alto da Pedra e Monte Cido e arredores de Visufa).
(http://www.custodiadoterritorio.org/microrreservas-da-serra-do-courel).




Fig. 3. Distribucién en Galicia de D. insularis (esquerda) e D. cantabrica (dereita) por concellos.
Fonte Cortizo & Sahuquillo, 2006

As orquideas caracterizanse por ser un grupo de plantas cunha estrutura
floral moi complexa adaptada & polinizacion por insectos, na que a sua relacion cos
polinizadores e variabel segundo a especie da que se trate (Classens & Kleynen
2016, Van der Cingel 1995). Existen dous tipos de reproducion ambos comuns na F.
Orchidaceae:

i) autopolinizacidon ou autogamia, na que a flor é polinizada polo seu propio pole,
existindo un caso extremo que € a cleistogamia (as flores polinizanse antes de que
a flor estea aberta).

i) Alogamia ou polinizacion cruzada, na que o pole e o gameto feminino pertencen a
diferentes flores, existindo diferentes tipos segundo a orixe/e ou destino. Os tipos
principais son a xenogamia (a polinizacion realizase entre diferentes individuos), e a
geitonogamia (a reproducion |évase a cabo entre distintas flores da mesma planta).
Moitas orquideas presentan mecanismos para evitar a autopolinizacion (Classens &
Kleynen 2016). E moi importante citar que dentro das orquideas aparece un alto
grao de hibridacion especifica e interespecifica, o que provoca unha especiacion
moi elevada en periodos de tempo relativamente curtos asi como unha dificultade
maior de englobar moitas das especies nun tratamento taxondmico amplamente
aceptado (Bateman et al. 2009, Cozzolino et al. 2006, Pridgeon et al. 2001).

As orquideas seguen distintas estratexias para favorecer a polinizacion
cruzada como son o ofrecemento de recompensas tanto de tipo nutricio (pole,
pseudopole, aceites...), como refuxio ante condicions climéticas adversas ou outros
beneficios como pode ser a camuflaxe dentro das flores (Classens & Kleynen 2016,
Van der Cingel 1995). Nas orquideas europeas é importante a estratexia do engano,
pola cal os polinizadores visitan as plantas sen levar nada a cambio (Cozzolino et al.
2006). Os enganos poden ser por mimetismo (no que se produce un engano por
imitacion a outra especie, por exemplo a coloracién ou por presentar esporons e
guias de mel como € o caso dalgunhas especies dos xéneros Ochris e



Dactylorhiza), ou por reclamo sexual, no que os machos de determinadas especies
de insectos séntense atraidos pola forma das flores, que ademais emiten diversas
sustancias olorosas de composicién analoga as feromonas dos insectos (Classens
& Kleynen 2016, Véla et al 2007, Van der Cingel 1995). Outro mecanismo propio
das orquideas tropicais € a captura dos insectos. Estas orquideas desenvolven
unhas flores trampa que fan que os insectos escorreguen 0 seu interior obrighndoos
a entrar en contacto coas estruturas reprodutoras para sair. Ademais existen
adaptacions fenoldxicas, como a floracion tempera dada en flores que non aportan
recompensas 0s polinizadores e ten como obxetivo evitar competencia con outras
flores realmente nutricias. Outra adaptacion fenoldxica é a sincronizacion da
floracién, o que provoca un maior estimulo para os polinizadores e redunda nun

maior éxito reprodutivo (Cortizo & Sahuquillo 2006).

A polinizacion no xénero Dactylorhiza e, en particular, nas especies de cor
amarela, esta asociada a estratexia do engano (Pridgeon et al. 2001). En xeral,
tratase de especies que non producen néctar. A capacidade para atraer 0s
polinizadores ten que ver sobre todo co seu crecemento gregario, a sta rechamante
cor amarela e a sia semellanza con flores nectariferas (presenza de esporon, guias
de mel no labelo; Pridgeon et al. 2001, Classens & Kleynen 2016). Para este xénero
os polinizadores citados habitualmente son sobre todo himendpteros, da familia
Apidae, en concreto raifias de abellons do xénero Bombus, e diferentes especies de
abellas dos xéneros Apis, Osmia e Andrena (Van der Cingel 1995, Classens &
Kleynen 2016). Nos estudos realizados en Suecia con D. sambucina as raifias de
abellons formaban o 90% dos polinizadores que presentaban polinias (Van der
Cingel 1995).

A zona de estudio: A Serra do Courel

Este sistema montafioso esta situado no surleste da provincia de Lugo e
presenta unha orografia acusada na que as alturas varian entre os 350m, no Val do
Lor, e os mais de 1630m de altitude nos picos Formigueiros e Piapaxaro. O seu rio
mais importante é o Lor que percorre a serra de NE a SE (Fig. 4).

O seu clima pbédese definir como temperado oceanico con precipitacions
abundantes e certa influencia mediterranea (Rigueiro et al. 2005). E importante
destacar que debido a diferenza de altitudes anteriormente mencionada, existe unha
gran diversidade de microclimas onde se poden atopar desde influencias
mediterraneas moi marcadas, areas temperadas e mesmo subalpinas (Rigueiro et
al. 2005). Os ventos predominantes acostuman a ser de compofiente Norte
(N,NNE,NE) ou Sur (S,SWW,SW) (Rigueiro et al. 2005).



Fig. 4. Detalle dunha parte da Serra do Courel. P6dese observar o pico do Coto (1013m) no centro
da foto e a aldea de Sobredo 6 fondo. (Foto P. Vazquez)

A composicion xeolbxica caracterizase pola presenza de pizarra mesturada
con vetas calcareas, filbns de cuarcita e minoritariamente vetas de ferro e outros
minerais. A presenza destes tipos de rochas, cunha marcada diferenza de pH, xunto
coas diferentes orientacions e pendentes orixina unha gran cantidade de
ecosistemas nun espazo relativamente reducido e que non se pode atopar en
ningunha outra parte de Galicia

Cabe destacar que as formacions vexetais naturais e seminaturais como as
devesas, soutos, acifieirais, sobreirais, pastos, uceiras, xesteiras, bosques de
ribeira, biduales, estan moi ben representadas na serra (Rigueiro et al. 2005). E
importante destacar que a maior parte da serra pertence a rede Natura 2000 e esta
catalogada como zona de especial conservacion (ZEC) pola Xunta de Galicia
(DOGA n° 62, DECRETO 37/2014, de 27 de marzo).

2. Obxectivos:
1.-Estudar os mecanismos de reproducion de Dactylorhiza cantabrica.

2.-Avaliar a eficacia do test do Tetrazolio para cuantificar a viabilidade das sementes
de orquideas

3.-Coiiecer os potenciais polinizadores de Dactylorhiza cantabrica.



3. Material e Métodos:

Podemos dividir este apartado en tres fases: a primeira na que se fan os
cruzamentos, a segunda na que analizan os froitos e sementes e por ultimo a
observacion de polinizadores.

Primeira fase: preparaciéon dos cruzamentos:

Material necesario: Unha malla de poro fino, paus de 30cm , fios de cores, pinzas,
unha caixa con algun polimero adherente no interior, contafios ou lupa, lapis e
caderno de campo.

As plantas utilizadas para realizar os cruzamentos foron seleccionadas en
zonas pouco Vvisibles dende os camifios para evitar a perda de individuos
manipulados por curiosos ou animais. Seleccionamos plantas que tifian as
inflorescencias con numerosas flores en bo estado. En cada individuo anotouse o
numero de flores, e marcamos aquelas que xa tifian pole no estigma cun fio dunha
determinada cor (considerado como polinizacion aberta) e as flores cleistbgamas.
Ademais realizaronse os cruces, asignando a cada tipo de cruzamento un fio dunha
cor. Toda a informacién foi anotada no caderno de campo.

No caso das polinizacions manuais collemos polinias de diferentes plantas
elou flores e gardamolas nunha caixa para colocalas despois no estigma utilizando
unhas pinzas (Fig. 5). Cada flor polinizada marcdbase cun fio, arredor do ovario,
dunha cor concreta para cada tratamento, tomando nota da posicion na
inflorescencia de forma esquemética e protexendo a inflorescencia cunha malla de
cor verde (Fig. 6).
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Fig. 5. Detalle dunha polinia a (esquerda) recen extraida da bursicula e polinia en contacto
co estigma (dereita). (Fotos C. Cortizo)



Cruzamentos realizados:
-Cleistogamia (Cleist): Flor que se poliniza antes de que se abra co seu propio pole.
-Autogamia espontanea (AE): Flor polinizada polo seu pole sen a nosa axuda.

-Autogamia manual (AM): planta polinizada co pole da mesma flor mediada por
persoas.

-Geitonogamia(GM): Polinizacion cruzada entre flores da mesma inflorescencia.
-Xenogamia (XM): Polinizacién cruzada entre diferentes plantas da mesma especie.

-DcXDi: Polinizacion cruzada na que se utiliza pole de D. insularis nunha flor de D.
cantabrica.

-OM: Polinizacion cruzada con polen de Ochris mascula en D. cantabrica.

-Polinizacion aberta(PA): Flores que xa presentaban polen no estigma no momento
de realizar os cruces.

O traballo de campo realizouse no mes de maio dos anos 2016 e 2017 e as
sementes recolléronse a finais do mes de Xullo para as plantas polinizadas en 2016.
Os froitos foron separados de cada individuo e gardados en sobres individuais,
correctamente etiquetados co tipo de cruce realizado e a posicion na inflorescencia.
Os froitos procedentes do mesmo individuo, separados en sobres, gardaronse
noutro sobre grande perfectamente etiquetado ate 0 momento do seu estudo.

Fig. 6. D. cantabrica cos fios marcando as flores (esquerda) e estado da planta una vez que se
realizaron os cruzamentos(dereita). As mallas impiden que calquera visitante poda alterar os
tratamentos dados, & vez que protexe os froitos experimentais de posibles herviboros (dereita).
(Fotos C. Cortizo).



Sequnda fase: Estudo de sementes e froitos e analises de datos

Material necesario: Papel milimetrado, lupa(OLYMPUS SZX9), camara OLYMPUS
c4040Z0O0M, tubos eppendorf 1.5ml, porta- e cubreobxectos (24x32 mm), solucion
de sacarosa 6 10%, Solucion de Tetrazolio 6 1%, micropipeta de 1ml, lanceta de
punta plana, pipetas pasteur, flotador para bafio termostatico.

Cada froito foi fotografado sobre papel milimetrado baixo lupa binocular para
tomar a medida do seu tamafio (Fig. 7). Posteriormente o froito foi aberto e todas as
sementes foron introducidas nun tubo eppendorf de 1,5ml.

Fig. 7. Detalle dun froito baixo a lupa. (Foto P. Vazquez)

Para comprobar a viabilidade das sementes producidas utilizouse o método
do Tetrazolio segundo o protocolo de Machado et al. (2009). Para elo engadiuse
1,5ml dunha solucién de sacarosa o 10% as sementes no tubo eppendorf e
deixaronse repousar 24 horas a temperatura ambiente (25°C aprox.). O dia seguinte
procedeuse a retirar a solucién de sacarosa e engadiuse 1 ml de solucion de
Tetrazolio 6 1% deixando as mostras no bafio termostatico a 40°C durante 24 horas.
Pasado este tempo retiramos o Tetrazolio e preparamos as mostras para a sua
observacion na lupa binocular engadindo 150ul de auga en cada tubo eppendorf. A
mestura de auga e sementes foi traspasada do eppendorf a un portaobxectos
utilizando una pipeta pasteur de plastico, unha lanceta de diseccion plana e unha
micropipeta de 200 pl. A continuacién cubrironse cun cubreobxectos e fixaronse con
laca de uias.

E importante citar que a manipulacién das sementes é complexa debido o
seu pequeno tamanio (tradicionalmente comparadas coas limaduras de ferro). Para
estandarizar o protocolo e favorecer a inmersion das sementes (na sacarosa ou no
Tetrazolio) inicialmente axitaronse o0s tubos eppendorf manualmente e
centrifugaronse para que as sementes non quedasen repartidas polas paredes do
tubo. Este tipo de probas non foron acaidas xa que observamos que no proceso



guedaban moitas sementes suspendidas ou perdidas (no exterior das puntas das
micropipetas ou na parte superior dos tubos); ademais nos resultados non se
acadou unha diferenza significativa na tintura con respecto 6 proceso de contaxe de
sementes viables, que é laborioso pero eficaz.

Para facer os recontos das sementes fixéronse fotos coa lupa a 32,5
aumentos. Tirdronse de 3-5 fotos por mostra, en cuadrantes de 3x3mm?
estabelecidos na preparacion de forma semialeatoria (sempre que existira unha
concentracion minima de 15 sementes por cuadrante). Para realizar o reconto
usouse o software libre “ImageJ’ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html). En cada
cuadrante do portaobxectos contdbanse o numero de sementes separandoas en:
tinguidas, viables (aspecto do embrién perfecto xunto coas sementes tinguidas), non
viables e valeiras (Fig. 8). Ademais en cada cuadrante mediuse a lonxitude e
diametro de sementes (principalmente tinguidas e no caso de que non houbera
suficientes, ou o tinte se estendera demasiado, usaronse as viables).

Fig. 8. Cuadrante onde aparecen sementes tinguidas (A), Viables sen tintar (B), non viables
(C) e valeiras (D). (Foto P. Vazquez)



Os datos tomados almacenaronse en bases de datos realizadas utilizando o
programa Excell 2010. Para os conxuntos de datos realizouse unha analise
descritiva (medias, desviacions tipicas, deteccion de outliers, maximos e minimos,
elaboracién de histogramas, etc.) e para detectar a existencia de diferenzas
significativas entre tratamentos o ANOVA dunha via utilizando o programa SPSS
17.0 ou a proba de Kruskal-Wallis naqueles casos onde os datos non se axustaban
a distribucibn normal co programa Graphpad Prism 7. Os datos foron
estandarizados utilizando a transformacion arcoseno da raiz cuadrada do dato,
meétodo recomendado cando se traballa con porcentaxes (Vale 2015).

Terceira fase: observacion de polinizadores.

Material necesario: Lupa ou contafios, solucion de alcohol 6 70%, botes de cristal,
rede cazabolboretas, caderno de campo, lapis, cronémetro e cAmara de fotos.

Para realizar este estudo piloto, escolleuse o lugar para realizar as
observacions pola presenza de 6 menos 15 individuos de D.cantabrica en bo estado
de conservacion e coa maioria das flores sen polinizar. As observacions
realizaronse en horario de 9 a 15h da mafia, en intervalos de 30min separados por
15min de descanso, durante 3 dias consecutivos do mes de maio do ano 2017. Os
obxectivos plantexados foron, en primeiro lugar, determinar o momento mais acaido
para realizar o estudo de polinizadores. En segundo lugar tentouse detectar posibles
polinizadores que portasen as polinias

Durante as observacions anotaronse os datos facendo distincion segundo se
0s potenciais polinizadores voaban preto das flores, se se pousaban nunha flor ou
en varias, se se introducia dentro dalgunha flor e se levaban as polinias. Unha vez
gue observabamos algun polinizador tentamos de fotografalo ou collelo para unha
posterior identificacion.

Os datos destas observacions recopilaronse nunha Taboa xerada no
programa Excell version 2010. Para a identificacion utilizouse o libro: “Guia de los
insectos de Europa” e tamén se contou coa colaboracion da profesora Maria José
Servia.

4. Resultados

En total estudaronse 19 individuos (10 no Alto do Couto e 9 no Alto da
Pedra). Na Taboa 1 reflictese o niumero de froitos totais analizados para cada
tratamento, que oscilaron dende os 8 para a Cleistogamia (7 no Alto do Couto e 1
no Alto da Pedra) ata os 17 para a Autopolinizacion Espontanea (9 no Couto e 8 na
Pedra), a Autogamia Manual (8 no Couto e 9 na Pedra) ou a Xenogamia Manual (10
no Couto e 7 na Pedra). Como o tamafio de ambas poboaciéns é pequeno e as
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caracteristicas edafocliméaticas de ambos lugares son parecidas decidimos xuntalas
a hora de facer a analise estatistica e poder ter un maior espazo mostral.

Taboa 1. Numero total de froitos por tratamento e poboacién.( cédigos dos tratamentos na pax. 10)

Pop. | AE AM Cleist | DcxDi | GM OM PA XM TOTAL
Couto | 9 8 7 0 9 7 6 10 56
Pedra | 8 9 1 7 7 5 8 7 52
Total |17 17 8 7 16 12 14 17 108

Os tamarfios dos froitos nos distintos tratamentos foron bastante parecidos,
oscilando a media entre os 14,78mm da Polinizacién Aberta e os 19,52mm para o
cruce entre D. cantabrica e D.insularis (Taboa 2). O tratamento que presentou maior
dispersién dos datos foi a Polinizacion Aberta, ainda que se observaba todo o rango
de tamafios comun 6 resto de tratamentos. En xeral, os tamafios oscilaron entre 16-
18mm. O tratamento que presentou menor dispersion foi a autopolinizacion
Espontanea (Taboa 2, Fig.9).

Taboa 2. Datos descritivos para a lonxitude dos froitos sl

en relacién con cada tratamento (mm).

Trat. Media | Mediana | D.T. oy % ¢ l | |
(mm) (mm) (mm) 2 % ? Q H

AE 17,94 17,74 1,50 i 1 [ | H

AM 16,88 [16,87 |1,38 | '

cleist |17,69 |17,80 | 3,06 N

DcxDi 19,52 18,94 2,03 o

GM 17,26 17,55 1,93 B A om om w w M

OM 18,31 |19,12 |2,61 Fig. 9. Diagrama de caixas que

PA 14,78 15,50 4,30 reflexa a dispersion dos datos para

XM 17,12 17,00 2,61 cada tratamento realizado

En canto os datos atipicos, comprobouse que son medidas excepcionais en
froitos anomalamente grandes ou pequenos. Os datos obtidos para cada tratamento
axustanse a distribucion normal.

3.1.-Andlise da viabilidade das sementes

O namero total de sementes analizadas no conxunto de froitos foi 10742. Na
Taboa 3 indicanse os datos globais por tratamento, diferenciando entre sementes
viables (as que tifian bo aspecto xunto coas tinguidas) ,tinguidas, non viables e
valeiras.
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Taboa 3. NUmero de sementes por tratamento e poboacién. (cédigos dos tratamentos na pax. 10)

Trat. | AE AM Cleist | DcxDI | GM OM PA XM TOTAL

Total | 2339 |1246 |1216 | 816 1185 | 1148 |1614 |1177 |10741

O tratamento onde se obtivo un maior numero de sementes foi
autopolinizacion Espontanea (2339) sendo menor no cruzamento realizado entre
D.cantabrica e D.insularis, o que coincide o menor niumero de froitos estudados
(Taboa 3). Nos outros dous tratamentos nos que se analizou un elevado namero de
froitos (17 en AM e XM) o numero de sementes obtido foi considerablemente menor
gue para a autopolinizacion espontanea (1246 en AM e 1177 en XM) cun numero
igual de froitos analizados (17).

Na Téaboa 4 pddese observar que o numero de sementes viables
(estabelecido polo seu aspecto, tinguidas o non) é en xeral bastante elevado e
similar en todos os tratamentos (entre 0 62 e 0 69%). S6 dous casos presentaban
unha maior porcentaxe, a cleistogamia (79%) e a geitonogamia (73%). A dispersion
dos datos é tamén moi parecida en todos os tratamentos (Fig. 10), s6 no cruce
interespecifico os valores presentan menor rango de variacion, o que coincide co
menor numero de froitos estudados e de sementes recollidas. Cando se observa o0s
datos das sementes viables pero tinguidas, si se detecta unha maior variaciéon na
media. Os froitos producidos por cleistogamia son 0s que presentan unha maior
porcentaxe de Vviabilidade (43%), namentres as capsulas orixinadas por
geitonogamia, autogamia espontdnea ou cruzamento interespecifico entre D.
cantabrica e D. insularis producen un 34%, 19% e 18% de sementes viables,
respectivamente.

Con respecto &s sementes non viables, a cleistogamia é a que presenta unha
menor porcentaxe de sementes non viables (9%), sendo a autogamia manual onde
se atopa unha maior porcentaxe de sementes non viables (23%), o que non deberia
ser esperable dado o resultado observado na cleistogamia (Taboa 4, Fig. 10).
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Taboa 4. Datos descritivos para as sementes. Tra.=tratamento, M=media, m=mediana, D.t.=
desviacion tipica

Trat. | VIABLES TINGUIDAS NON VIABLES VALEIRAS
M m D.t. M m D.t. M m Dt. | M m D.t.

AE 063 |062 |013 |0,19 |0,12 | 0,18 0,17 | 0,18 0,08 0,19 | 0,19 | 0,08

AM |0,62 068 [015 [0,21 [0,21 [0,18 [0,23 0,19 |0,22]0,15 | 0,23 | 0,07

Cleist { 0,79 | 0,83 | 0,13 | 0,43 |045 |0,13 0,09 | 0,09 0,03 0,12 | 0,09 | 0,09

Dexbi | 0,63 | 0,63 | 0,10 | 0,18 |0,18 | 0,13 0,20 | 0,15 0,09 | 0,17 | 0,18 | 0,07

GM 0,73 |0,73 (0,07 |034 |035 (0,15 0,16 | 0,13 0,08 0,12 | 0,11 | 0,05

oM 069 |076 |0,17 |0,26 |033 |0,19 0,15 | 0,14 0,10 0,17 | 0,14 | 0,09

PA 0,69 | 069 [0,09 [036 [036 [0,11 |0,15 |0,26 |0,04]0,26 | 0,15 | 0,07

XM 0,66 |067 |014 |024 |0,25 |0,17 0,20 | 0,16 0,15 0,14 | 0,13 | 0,05

Os valores de sementes valeiras son bastante parecidos en todos o0s
tratamentos e non moi elevados (12-19%). As variacions na media das sementes
valeiras é moito mais pequena, dende o 5% na xenogamia ate o 9% na cleistogamia
ou no cruce interxenérico con Orchis mascula (OM). Cabe destacar que a maioria
de froitos de cleistogamia provefien dunha Unica planta, polo que pode que os datos
non sexan representativos (Taboa 4, Fig. 10).

.f

"
0

IXRIL

Fig. 10. Diagramas de caixas onde se reflicte a distribucion dos datos para cada tratamento.A)
tinguidas, B) viables, C) non viables, D) valeiras
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Os datos atipicos que aparecen na Fig. 10, son datos correctos. Detectandose
froitos que ou ben presentaban un nimero excesivo de sementes ou este era
pequeno.
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Debido 6 efecto desigual do test do Tetrazolio, xa que moitas sementes co
embridn ben desenvolvido non resultaron tinguidas, realizouse unha comparacion
de medias e desviacibns en ambos casos (viables e tinguidas). Na Figura 11
refléxase a comparaciéon entre os datos estandarizados.

1,6

1,4

J——

1,2 |
viables .I- |
1 1 —

tintadas

0,8 +—— T —

0.6 *<-I‘

o1+ — — —= —= —8 8 3 —

T T T T
cleist AE AM GM XM DcxDi am PA

Fig. 11. Diagrama comparativo entre os valores de sementes tinguidas e viables, cos datos
estandarizados. codigos dos tratamentos na pax. 10)

7

Previo & realizacion do ANOVA comprobouse o0 axuste dos datos a unha
distribucién normal. En xeral, case todos os tratamentos se axustaban excepto 0s
datos da cleistogamia e da xenogamia nas sementes viables, da autogamia manual,
geitonogamia, xenogamia e no cruce con Orchis mascula para non viables e da
cleistogamia en valeiras.

Os resultados do ANOVA indicanse na Téboa 5 e pddese observar que hai
diferenzas significativas ou moi significativas para os tratamentos nas sementes
viables, tinguidas e non viables. Sendo non significativa a diferenza observada nas
sementes valeiras.

Taboa 5. Resultados do ANOVA. Diferenzas entre tratamentos significativas= *, diferenzas moi
significativas= **, NS= no significativas

Sementes ANOVA HOMOXENEIDADE | NORMALIDAD
viabilidade VARIANZAS RESIDUOS
VIABLES * NS OM, XM CLEIST
TINGUIDAS * * NORMALES

NO VIABLES * NS OM, XM
VALEIRAS NS NS CLEIST

Dados os problemas de normalidade dos residuos e nun caso de
homoxenidade das varianzas, estes resultados deben ser observados con cautela.
Dados estes resultados realizouse a proba de Kruskall-Wallis na que se observou
gue as diferenzas significativas vifian dadas pola comparacién entre Cleistogamia e
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alguns dos tratamentos (Cleistogamia vs AE ou AM, tanto nos datos estandarizados
como non).

3.2.- Estudo tamafio sementes

Na Taboa 6 indicanse os valores do diametro e lonxitude das sementes nos
diferentes tratamentos. Podemos observar que as medias mantéfiense en torno 6s
0,13 mm de diametro tendo un maximo de 0,15mm en OM e un minimo de 0,13mm
en PA. A diferenza parece minima e pode ser debido & seleccion visual das
sementes. O mesmo pasa na media da lonxitude que varia entre un 0,47mm de AE
e un 0,43mm de XM. Ademais parece non gardar relacién o largo co diametro polo
gue non hai un claro aumento ou diminucién de volume segundo o tratamento.

Taboa 6. Datos descritivos do tamafio das sementes nos diferentes tratamentos. Tra.=tratamento,
M=media, m=mediana, D.t.= desviacion tipica

Tra Diametro(mm) Lonxitude(mm)

' M. m. D.t. M m D. t.
AE 0,138 0,138 | 0,024 0,470 0,469 0,049
AM 0,133 0,132 | 0,026 0,449 0,454 0,062
cleist | 0,129 0,13 0,023 0,460 0,462 0,057
DcxDi | 0,146 0,143 | 0,029 0,469 0,466 0,051
GM 0,131 0,1295 | 0,023 0,440 0,4365 | 0,057
OM 0,147 0,147 |0,028 0,482 0,485 0,062
PA 0,128 0,128 | 0,025 0,462 0,461 0,052
XM 0,129 0,128 | 0,022 0,440 0,433 0,060

A dispersién dos datos obtidos para o diametro e a lonxitude das sementes
entre tratamentos reflictense no diagrama de caixas e € similar en todos os casos
(Fig. 12). Neste gréafico obsérvanse moitos datos atipicos o que indica unha gran
variabilidade en canto a diametros e lonxitudes das sementes. Ainda asi, pese a
estas diferenzas parece que non gardan relacién cos tratamentos.

al o
. noo.
m
.
H

i

Fig.12. Diagrama de caixas que reflicte a dispersion do diametro (D) e lonxitude (L) das
sementes.
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No test de normalidade puidemos observar que os datos non tefien unha
distribucién normal para os tratamentos AM e OM no didmetro e OM na lonxitude.

3.3.-Estudo de polinizadores.

Tras os tres dias de observacion os resultados obtidos indican que dentro do
rango horario no que se fixo a observacion (de 10:00h a 15:00h) os momentos de
maxima actividade foron entre as 11:00h e as 13:00h. Durante o tempo de
observacion os insectos que mais visitaron as flores de D. cantabrica foron
himenopteros pertencentes a familia das Apidae, concretamente o xénero Bombus
(Fig. 13).

Ademais, observaronse unha serie de insectos e aracnidos de menor tamafo
gue entraban nas flores ou que se paseaban pola sua superficie, pero en ningun
caso observamos animais coas polinias adheridas. Os insectos pertencian as
ordenes Hymenoptera (Formicidae, Vespidae), Heteroptera, Lepidoptera e
Coleoptera (Cerambicidae, Coccinellidae) (Fig. 14)

Como se pode observar na Taboa 7, os insectos que mais interaccionaron
coas flores de D.cantabrica foron abellons e abellas que xeralmente visitaban unha
o duas flores, pero que rapidamente abandonaban a planta en busca doutras
plantas portadoras de néctar como Lithodora diffusa (Lag.) 1.M.Johnston (moi
abondosa nese momento).

Fig.13. Imaxes dos xéneros Apis (A) e Bombus (B) e dos insectos percorrendo as flores de D.
cantabrica: Cantaridae(C), Hebridae (D), Formicidae (E) e Cerambiceae(F)
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Taboa 7. Tipo de interaccion dos diferentes tipos de insectos que visitaron as plantas de D.
cantabrica

Animais Voando 6 redor | visita 1 flor | Visita varias flores | Introducese na flor
Apidae (Bombus sp.) | ****x ok ok

Diptera (non idntif.) ** *

Coleoptera (non idntif.) o *
Lepidoptera *

Cerambicidae * *

Heteroptera *

Apidae (Apis sp.) o

Formicidae — vy
Aracnida *

Culicidae * * *
Cepidopterae *

Vespidae *

Coccinnellidae *

Cantaridae * *
5.Discusion:

Dactylorhiza cantabrica € unha planta que presenta unha distribucion irregular
en “pequenas illas poboacionais”, con aparentemente moi pouca dependencia dos
polinizadores e sen unha estratexia clara de reproducion.

Nos resultados obtidos sobre o tamafio dos froitos puidose observar que non
existian diferenzas significativas por tratamento, & vez que tras todos o0s
cruzamentos producironse froitos con sementes viables (Fig. 10, Taboa 4).

Os resultados deste estudo indican que non existe unha gran diferenza entre
a viabilidade das sementes malia as grandes diferenzas nos tipos de cruzamento
realizados. Ainda cando se levou a cabo o cruce entre especies pertencentes a
xéneros diferentes, a viabilidade das sementes obtidas foi moi similar & que tivo a
flor albgama ou autdbgama (Fig. 11). Este resultado, en principio, non seria tan
sorprendente xa que € cofiecido que nas orquideas a hibridacion e un fenbmeno
moi comun tanto intra- como interxenérica (Cozzolino et al. 2005, Pridgeon et al.
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2001). Ademais, por outra banda, € importante tamén sinalar que debido a que as
sementes das orquideas non presentan endosperma precisan dunha conxuncién de
factores para poder xerminar como a existencia de determinado pH, presenza de
fungos especificos ou condicidéns climéticas especiais. Isto conleva unha estratexia
de producir unha gran cantidade de sementes para asi poder asegurar a sua
perpetuacion (Arditti 1992). Neste caso observamos unha maior viabilidade de
sementes nas flores cleistbgamas (tanto totais coma tinguidas). No resto dos cruces
os valores mantiflanse cunha variacion menor ou igual o 11% (Téaboa 4). A
viabilidade das sementes non aumentou ou diminuiu en relacion coa
autopolinizacion ou coa alogamia, sexa do tipo que sexa (xenogamia, geitonogamia
ou cruce con outras especies (Taboa 4, Fig 10 e 11). Este resultado é canto menos
diferente 6 esperado, xa que tratandose de plantas con tantos condicionamentos
para reproducirse, seria esperable que buscasen obter unha maior diversidade
xenética que lles dese 6 seus descendentes unha maior capacidade de sobrevivir.

Neste estudo puxose de manifesto que a efectividade do test do Tetrazolio
pode ser discutible debido a elevada porcentaxe de sementes de aparencia viables
pero non tinguidas observadas (Taboa 4). A interpretacion destes resultados leva a
pensar que moitas das sementes que aparentemente son viables realmente non o
son ou que a tincion non é eficaz. Neste estudo as sementes viables tifian unha
diferenza, na maioria dos casos, por enriba do dobre das tinguidas. De todas formas
parece que este método pode servir para facer contaxes rapidas de viabilidade de
D. cantabrica, xa que a relacién entre sementes tinguidas e viables mantense por
tratamento, ainda que seria necesario realizar uns controis para poder cofiecer cal é
realmente a diferenza entre sementes viables con embrion ben desenvolvido e as
“tinguidas”. As veces e dificil cofiecer se algunhas sementes estan tinguidas ou non,
debido a que o Tetrazolio pode facer tincions‘intermedias” que son dificiles de
clasificar. Contrastando na bibliografia observamos que en certas especies de
gramineas fai falta pinchar ou cortar a testa da semente para que o Tetrazolio entre
en contacto co embridon (Ruiz 2009). Esta poderia ser unha das razéns polas que
non todas as sementes aparentemente viables foron tinguidas.

En relacion & lonxitude e didmetro das sementes, puidose ver como existian
claramente algunhas diferenzas en canto o tamafo, pero non se observou unha
relacion de aumento ou diminucion destes valores para as sementes coS
tratamentos realizados (Fig. 12 Taboa,6).

Dados os resultados obtidos e tendo en conta as suas limitacions, as flores
cleistbgamas son as mais exitosas, seguidas das que presentan polinizacion aberta,
polo tanto caberia pensar en unha estratexia reprodutiva multiple por parte desta
especie. Pero os datos obtidos no resto dos tratamentos fai pensar ca igual que un
dos seus parentais (D. insularis, Pedersen 2006), poderia tratarse dunha especie
partenoxénica. Debido o planeamento do experimento non podemos ter seguridade
se nas flores marcadas como Autogamia Espontanea asi como as Cleistogamas
existiu realmente wunha reproducidon sexual ou pola contra foi asexual
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(partenoxénesis). Tampouco se fixeron estudos previos para a verificacion do
funcionamento das masas polinicas, xa que en todo momento se asumiu a
existencia de reproducién sexual. A teoria da partenoxénese poderia explicar a
pouca variacion que existe na viabilidade das sementes nos diferentes tratamentos.

En relacién 6s polinizadores hai que ter en conta que este foi un experimento
para pofier a punto a metodoloxia. Por unha parte o protocolo plantexado parece
acaido, (ainda que s6 puidemos ir tres dias a observar as plantas e cando a
floraciéon estaba xa un pouco avanzada). O mellor momento no que se debe realizar
este experimento é cando as flores acaban de abrir, xa que neste intre obsérvase
unha maior atraccion de insectos polas flores novas. Outro aspecto a ter en conta é
gue so se fixo recofiecemento de polinizadores ate as 15:00h, e por observacions
realizadas na contorna a actividade dos insectos parece ter outro pico no solpor. A
maior actividade de polinizadores producese entre as 11 e as 13,00h.

As observacions realizadas indican que o0s potenciais polinizadores
probablemente pertencen a Familia Apidae, principalmente Bombus, o que
coincidiria coa bibliografia existente sobre o xénero Dactylorhiza (Claessens &
Kleynen 2016; Van der Cingel 1995). Ainda que non puidemos ver ningun insecto
coas polinias adheridas, tampouco descartamos que outros pequenos organismos
como formigas e arafias poidan exercer de polinizadores casuais. De todos xeitos
supofiemos que seria unha porcentaxe residual, xa que o pequeno tamafio de estes
impidelles dislocar ou recibir polinias sobre o seu corpo (Claessens & Kleynen 2016;
Van der Cingel 1995)

O caracter endémico desta planta e a sta reducida poboacion fai necesaria a
toma de medidas para a slUa conservacion. polo tanto seria importante un mellor
cofiecemento da sua bioloxia. Ademais cabe destacar que, sendo unha planta de
distribucion tan restrinxida, as stas proteccions sexan xeneralistas (incluida nos
espazos da Rede Natura, ZEC, e microrreservas de flora). E importante sinalar que
a dia de hoxe non presenta un grao de proteccion que impida que se leven a cabo
tarefas como repoboacions forestais, conversion a pastizais, apertura de novas
pistas, etc. que poden danar as stas poboaciéns. Se ben a labor das microrreservas
(de caréacter temporal) esta a dar os seus froitos no que se refire a catalogacion de
especies, asi como na concienciacion, delimitacion e mantemento destes lugares
cunha Dbiodiversidade botanica tan excepcional, estes esforzos resultan
insuficientes. Ademais, hai que sinalar que, dado o seu caracter endémico e as
particularidades bioloxicas detectadas, D. cantabrica, deberia incluirse, na nosa
opinion, na lista de especies protexidas de Galicia. Por dltimo, a existencia desta
especie na Serra do Courel, unida a elevada biodiversidade que abrangue (Guitian
et al. 1995) fai necesario catalogar a Serra do Courel como parque natural e/ou
dentro dalgunha outra figura de especial proteccion (como poden ser tamén as
Reservas da Biosfera) para asegurar a stia conservacion.
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Para completar este traballo no futuro seria interesante realizar novos
cruzamentos pero eliminando as polinias de todas as flores, incluso as que
presentan o estigma con pole. Asimesmo, haberia que analizar a viabilidade do
pole, aumentar o numero de individuos analizados en cada tratamento e verificar a
viabilidade real das sementes. Tameén seria interesante cofiecer mais detalles sobre
a bioloxia da especie (fungos cos que micorrizan, estudo citoxenético da especie e
dos parentais, condicions necesarias para 0 seu desenvolvemento, alelopatias,
etc.). Para finalizar, sera necesario completar o estudo dos polinizadores,
aumentando o tempo de observacidn 6 solpor e conseguir observar polinizadores
coas polinias adheridas.

6. Conclusions:

1.-- Os resultados obtidos parecen apoiar que Dactylohriza cantabrica ben presenta
unha estratexia de reproducién multiple ou ben reprodicese partenoxenicamente.

2.- O Test do Tetrazolio, empregado na analise da viabilidade das sementes de
orquideas, necesita ser testado na sua eficacia, se ben pode ser utilizado como
orientativo.

3.-Os principais polinizadores semellan pertencer & familia das Apidae ainda que
non se observaron polinias adheridas en ningin exemplar, e tampouco se descarta
que outros insectos realicen unha polinizaciéon casual.

6. Conclusions:

1.- Our results indicate that either D. cantabrica may readily reproduce across ploidy
lines or this species might be parthenogenetic.

2.-The suitability of the use of Tetrazolium to analyze the viability of orchid seeds
needs to be tested before study, although it is useful to obtain exploratory results.

3.-Insects of the F. Apidae seem to be the main pollinators of D. cantabrica, although
no insect was observed with pollinia attached. We cannot rule out that other insects
also pollinate this taxon.
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