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La reproduccion sexual en Microcycas. Il, El aparato
reproductor masculino y la polinizaciéon como factor de
riesgo.

Esperanza Pefa Garcia, Pedro Ivan Lépez Garcia y Dalia Pérez Montesinos

Jardin Botanico Nacional de Cuba, Universidad de La Habana

RESUMEN

El conocimiento de la reproduccion sexual en especies raras y amenazadas resulta importante para lograr su conservacién in situ. Se reportan
algunos caracteres morfologicos v fisiologicos de los estrébilos masculinos, microsporangios y microsporas; el estado de la polinizacion natural
en distintas localidades; las posibilidades de preservar microsporas; y los resultados de la polinizacion artificial con vistas a la recuperaciénin
situ de Microcycas calocoma.

Se discute la incidencia del aparato reproductor masculino y la polinizacién como factor de riesgo de extincion y la polinizacién artificial como
alternativa para la obtencién masiva de semillas

ABSTRACT

Knowledge of sexual reproduction in rare and threatened species is important to guarantee their In situ conservation. Some morphological and
physiological features of microsporangiate cone, microsporangia and microspores are reported; actual status of natural pollination in different
localities; possibilities for microspore preservation; and artificial pollination results in order to restore Microcycas in situ are analyzed.

Incidence of male reproductive apparatus and pollination as a risk of extintion factor and alternative artificial pollination for massive obtention of
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seeds are discussed.

INTRODUCCION

La reproduccién sexual de Microcycas calocoma ha sido
objeto de estudio desde principios del presente siglo
debido a la importancia de algunos rasgos del proceso
para determinar su ubicacion filogenética entre las
cicadas vivientes. La producciéon de numerosos
microgametos ciliados en cada “tubo polinico” (Caldwell,
1907; Caldwell, 1909; Downie, 1928); el elevado ni-
mero de arquegonios que se desarrollan en la superfi-
cie del macrogametofito (Reynolds, 1924); vy la pre-
sencia de una sifonostela en el eje de la plantula (Dorety,
1909), unidos al endemismo estricto del género, a la
ausencia de especies afines y a la ausencia de variabi-
lidad morfolégica apreciable, a pesar de las reducidas
éreas en que habita (Del Risco et al., 1984), han cons-
tituido los principales argumentos en contra para su clara
ubicacién entre las cicadas evolucionadas. No obstan-
te, especialistas dedicados a su estudio refieren la ne-
cesidad de que se ejecuten investigaciones profundas
en los procesos de polinizacion y del desarrollo de se-
millas y ejemplares juveniles para poder llegar a con-
clusiones definitivas al respecto ( Foster y Rodriguez
San Pedro, 1942).

Por otra parte, la preocupacion por su rareza y peligro
de extincién ( Chamberlain, 1919; Chrysler, 1926; Foster
y Rodriguez San Pedro, 1942; Del Risco et al., 1984;
Pefia et al., 1986, 1988) ha sido asociada a dificultades
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en la reproduccién sexual, ademas del impacto que
sobre la especie han ejercido las actividades silvicolas
y agropecuarias y la extraccién de ejemplares para su
comercializacion como ornamental.

Investigaciones recientes encaminadas a la conserva-
cién de la especie (Pefa et al., 1986, 1988, 1992, en
prensa) reafirman los riesgos de extincion a que esta
expuesta la misma y reportan la incidencia de la poten-
cialidad de reproduccion sexual en la naturaleza como
factor de riesgo, que se convierte en el de mayor inte-
rés a partir de las medidas de proteccion estrictas que
se tomaron después de que el valioso endemismo fue-
ra declarado Monumento Natural de Cuba en julio de
1989.

La informacién actualizada del monitoreo realizado
durante mas de quince afos (Pena et al., en prensa) en
veinte localidades donde vive Microcycas calocoma
revela actualmente que el porcentaje de especimenes
fértiles en esta especie dioica alcanza poco mas del
20% del total de ejemplares (117 ejemplares); que el
9,1% corresponde a plantas masculinas; y que la pro-
duccion natural de semillas sélo ocurre en el 26,9% de
las plantas femeninas existentes. En un estudio ante-
rior (Pefa et al., 1986) se reportan datos acerca de los
caracteres de la semilla y su capacidad para germinar.
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Se evidencia que esta fase del proceso reproductivo
no es causa del estado de deterioro actual de la espe-
cie en las localidades estudiadas. Sin embargo, se ha
referido (Pefia et al., en prensa) que la produccion anual
de semillas es muy escasa y no se corresponde con la
probabilidad de polinizacién natural por el viento entre
especimenes muy proximos de ambos sexos. Esto pu-
diera constituir un riesgo para la regeneracion de las
poblaciones, unido a las dificultades de implantacién
de los juveniles en los suelos carsicos.

El aval de conocimientos acumulados hasta la fecha
evidencia la importancia de determinar con precision
qué estructuras o procesos previos al desarrollo de las
semillas y su germinacién estan causando la baja efi-
ciencia reproductiva de la especie. De ahi, que el pre-
sente estudio haya tenido como objetivos los de com-
plementar los trabajos realizados en el aparato
reproductor masculino de Microcycas calocoma
(Downie, 1928; Foster y Rodriguez San Pedro, 1942;
Pefa et al., 1988; Norstog, 1990), profundizar en los
procesos de polinizacién y formacion de las semillas y
evaluar éstos como factores de riesgo para la supervi-
vencia de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Produccién de estrébilos

Se realizé un monitoreo anual durante diez afnos a ejem-
plares masculinos de Microycas calocoma inventaria-
dos en las localidades:

Loc. 5 (329,253-6) San Juan de Sagua...2 ejemplares
Loc. 16 (302,221-1,7,8) Km 14,5 Pinar del Rio-

LV 17 1< U LT mrem 1 ejemplar
Loc. 17 (306/07,209-1,2,3/6,7) Sierra del
LIBITIO o2 vwbpamss samennsinswiissnnainminsassnissEassvss 9 ejemplares
Loc. 18 (308/09,211-3/3,4,5) Sierra del Infier-
KD i s i i e v Wi i s A A 6 ejemplares

y a dos especimenes cultivados ex situ en el Jardin
Boténico Nacional.

Se controlaron el inicio y frecuencia de la estrobilacion,
el nimero de estrébilos por planta y la época de polini-
zacion.

Morfologia y variabilidad

1. Se cosecharon 20 estrébilos masculinos proceden-
tes de las cuatro localidades citadas, que incluyen
especimenes distantes y cercanos (menos de dos me-
tros) a las plantas femeninas productoras y no produc-
toras de semillas, asi como de los especimenes culti-
vados ex situ.

A los 20 estrébilos se les evalu6:
* forma del estrébilo
* |ongitud total

Vol. XVIi - XVill, 1996-199

longitud del pedinculo

longitud de la regién esporégena
didmetro méximo y distancia de la base
numero de espirales de esporofilos
numero de esporofilos por espiral

* ¥ * * *

2. A cinco de los estrébilos maduros cosechados
(uno de cada localidad y uno cultivado ex situ) se
les separé una espiral de esporofilos (Fig. 1). Se
midieron el largo y ancho a 300 esporofilos y en cada
uno de éstos se midié el tamafio de 20 esporangios
(Fig. 2).

Fig. 1: Estrébilo masculino cosechado en la localidad 17 (306/07, 209-
1,2,3/6,7) Slerra del Infierno. Nétese la espiral descrita por los esporofilos
desprendidos para el anélisis de morfologla, variabilidad y viabilidad.

Fig. 2: Microsporofilo y microsporangio aistado de Microcycas calocoma.
Notese los esporangios formando soros de ados y la superficie ocupa-
da por ellos.
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Para evaluar la forma y dimensiones de las microsporas,
se calculd el valor de dos didametros perpendiculares
en una muestra de 100 microsporas de cada uno de los
esporangios medidos.

Viabilidad de las microsporas

Se utilizé una técnica para diferenciar citoquimicamente
los granos de polen vivos de los muertos (Alexander,
1969) por coloracién de los primeros en microsporas
de estrébilos recién cosechados. Se evalué mensual-
mente una muestra de 200 microsporas procedentes
de cada uno de los cinco estrébilos durante un afio.
También se aplicé la germinacién in vitro de las
microsporas en el medio de cultivo descrito para la
germinacion de microsporas de Nicotiana (Nitsch y
Nitsch, 1969) y condiciones controladas de fotoperiodo
y temperatura . Se aplico un fotoperiodo 12:12 luz/os-
curidad y una temperatura de 25+2°C y se realizaron
subcultivos mensuales.

Polinizacion artificial

Se realiz6 la polinizacion artificial a los especimenes
femeninos de las cuatro localidades referidas que no
produjeron semillas por polinizacién natural durante el
tiempo en que se desarrollaron los trabajos de monitoreo
realizados (Pefa et al., en prensa). Esta polinizacidén
se hizo por nebulizacion exterior parcial de microsporas
al megastrébilo, siguiendo la direccion de incidencia
segun la ubicacién del ejemplar masculino més cerca-
no. Ademas, se aplicé una técnica que tedricamente
posibilita una polinizacion total del estrobilo femenino
(Fig. 8).

Fig. 8: Polinizacién artificial a ejemplar femenino en la localidad 16
(302, 221-1,7,8) Km 14,5 Pinar del Rio-Vifiales.
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Para ello se procedi6 de la manera siguiente:

1. Se colectaron microsporas frescas de cada localidad
separadamente durante la época de polinizacién

2. Se practicaron dos orificios en cada megastrébilo a
polinizar desprendiendo un macrosporofilo: uno a cin-
co centimetros por encima de la regi6n basal y otro a
cinco centimetros por debajo del apice.

3. Se introdujeron las microsporas en un equipo
nebulizador y el tubo de salida de éste, en el orificio de
la region basal.

4. Se insuflo aire hasta observar la salida masiva de
microsporas por el orificio superior.

5. Se protegieron los orificios practicados aplicando
propéleo.

6. Se controlé la efectividad de la polinizacién cinco
meses despues mediante la observacion del desarrollo
de macrogametofitos .

7. Se comprobd la produccion de semillas viables a
través de la germinacion en condiciones
semicontroladas de laboratorio y por el cultivo in vitro
de embriones como ha sido descrito antes (Pena et al.,
1986).

RESULTADOS

. Produccion de estrobilos

Los especimenes de Microcycas estudiados durante
diez afios produjeron un cono masculino anualmente
(Fig. 4A y 4B) a excepcion de aquellos ejemplares
dafnados que presentan més de una rama, en los cuales
podia encontrarse un estrébilo en cada una.
Curiosamente se observo la produccion de dos conos
en una rama el mismo afo, originados a un mes de
diferencia en dos ejemplares vigorosos de la Loc.18
(308/09,211-3/3,4,5) Sierra del Infierno.

Los estrébilos masculinos aparecen desde inicios de
mayo, aunque ocasionalmente pueden originarse tar-
diamente hasta junio-julio. El fenémeno del inicio tar-
dio es independiente del vigor de la planta pues se
manifiesta por igual en todos los individuos de cual-
quier talla, tanto los que crecen in situ como ex situ,
en localidades conservadas o alteradas, y formando
parte de poblaciones de cualquier tamafo.

El desarrollo de los estrébilos contintia hasta septiem-
bre-octubre (época de polinizacion) y puede extender-
se hasta noviembre-diciembre si el inicio del desarrollo
es tardio. Es importante que este retraso no se asocie
a los problemas de desfasaje que se han reportado (
Foster y Rodriguez San Pedro, 1942) como posible

causa de una polinizacién limitada, ya que el fenéme-
no se produce para un mismo afo en las plantas de
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Fig. 4: Conos masculinos de Microcycas producidos anualmente. A,
ejemplar, de una localidad, con estrobilo totalmente desarrollado antes
de liberar las microsporas; B, ejemplar cultivado con estrobilo después
de la época de polinizacién.

ambos sexos. La extension de las condiciones
invernales parece ser la causa del retraso en la
estrobilacion.

Morfologia v varlabllidad,
Al madurar, los estrébilos de origen subapical, tienen
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forma cilindrica a cilindro-cénica y un did@metro maxi-
mo variable entre 8y 12cm alos 5 a 15 cm de la base.
Su longitud total es muy variable, oscilando entre 20 y
54 cm de largo, el pedunculo alcanza los 8 cm en los
estrébilos de mayor tamafo y puede presentar 2 cm en
los conos menos desarrollados, lo que hace que la re-
gion esporbégena oscile entre los 18 y 46 cm de largo.

El nimero de series o espirales también es un caracter
variable; se observan entre 11 y 13 series, y en cada
una pueden contarse hasta 65 esporofilos.

Los microsporofilos son de dimensiones variables, pre-
sentan entre 1,5y 1,8 cmde anchoy entre 1,5y 2,5cm
de largo. La superficie abaxial presenta numerosos
esporangios de forma esférica y didmetro de 1,5 mm;
se presentan solitarios o en soros de a dos; y ocupan
las dos terceras partes del area.

Las microsporas contenidas en los esporangios son cir-
culares y su tamafio es estable e igual a 50-60
micrémetros. '

Viabilidad de las microsporas ,
El porcentaje de microsporas fértiles es bajo (32%) y
se mantiene estable al menos durante un afo; se obtie-
ne una germinacion masivain vitro de éstas en el medio
y condiciones aplicadas (Fig. 5A y 5B).
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Fig. 5: Cultivo In vitro de microsporangios en medio reportado para
germinacién de microsporas (Nitsch y Nitsch, 1969) con fotoperiodo
12:12, luz/oscuridad y temperatura de 25+2°C. A, microsporangios

hinchados una semana después de inocular; B, microsporangio re-
cién abiertos con microsporas germinando.

La observacion microscopica del material cultivado in
vitro durante un mes reveld el desarrollo de las fases
iniciales del microgametofito (Fig. 6A y 6B).
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Fig. 6: Desarrollo de microgametofitos in vitro. A, desarrollo homogé- -
neo del producto de la germinacién de las microsporas viables en uno,
tres y cuatro esporangios abiertos; B, desarrollo inicial in vitro de los
microgametofitos.

El control de los resultados de polinizar artificialmente
los megastrébilos en cuatro localidades de Microcycas
resultd en un 100% de efectividad a los cinco meses de
ejecutada la accién. Independientemente de la manera
de polinizar los estrobilos estos se caracterizaron por
un incremento en el tamario y forma de los esporofilos
(Fig. 7Ay 7B), que dejaban al descubierto porciones de
la superficie de los primordios seminales polinizados,
de color rosa palido.
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Fig. 7: Polinizacién artificial y unidireccional por la superficie de un
megastrobilo de Microcycas. A, incremento de tamatio del megastrobilo
por crecimiento de los esporofilos donde ocurrié la polinizacion y curva-
tura como consecuencia de ésta; B, aspecto de megasporofilos con
primordios polinizados o no. Nétese la diferencia en forma y tamafio que
resulta del crecimiento de los primordios seminales.

En los estrobilos polinizados interiormente, el analisis
después de su cosecha a los diez meses de la poliniza-
cién, que coincide con la etapa de dispersion natural de
las semillas por desprendimiento de las mismas junto a
los macrosporofilos, se evidencid la masividad de la
polinizacién y fertilizacién de los primordios seminales
(Fig. 8A, 8B y 8C). Las semillas germinadas y
mantenidas en condiciones semicontroladas (Fig. 9) asi
como las vitroplantas logradas por cultivo in vitro de
los embriones (Fig. 10A y 10B) fueron exitosas y
tuvieron similar comportamiento a lo reportado antes
(Pefia et al., 1986); los embriones extirpados inician su
desarrollo por la elongacion y curvatura del hipocotilo
poco después de lo cual se diferencia e inicia el
crecimiento la primera hoja. Al mes y medio la hoja
puede alcanzar los 3 cm de longitud y comienza el
desarrollo de la raiz principal.

-‘
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Fig. 8: Polinizacion artificial interna por desprendimiento de esporofilos y
bombeo de microsporas. A, aspecto externo de los estrébilos cosecha-
dos diez meses después de su polinizacion; B, efectividad de la poliniza-
cién y fertilizacion posterior por la produccion masiva de semillas; C, as-
pecto de la semilla madura (izq.), desprovista del tegumento externo (cen-
tro) y a regién del endospermo primario con el embrién desarrollado (der.).

Fig. 9: Plantas juveniles de Microcycas calocoma obtenidas a partir de
polinizacién artificial y cultivo en condiciones semicontroladas al cabo
de un ano.
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Fig.10A

Fig. 10: Plantas juveniles por cultivo de embrionesin vitro. A, vitroplanta
de un mes y medio desarrollada en medio de Nitsch y Nitsch (1969) bajo
fotoperiodo 12:12, luz/oscuridad y temperatura de 25+2°C; B, vitroplantas
de un afo de edad. Nétese el crecimiento acelerado respecto a lo que
ocurre en la naturaleza.

La polinizacién artificial asegura la obtenciéon de semi-
llas pero, indiscutiblemente, el método de polinizacion
interna evidencia que la obtencién de semillas, a tra-
vés de este método, es de forma masiva y homogénea
en todo el estrdbilo.
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DISCUSION

La preocupacion manifestada por distintos especialis-
tas acerca de la incidencia de dificultades en la repro-
duccién sexual de Microcycas (Forter y Rodriguez San
Pedro, 1942; Del Risco et al., 1984; Pena et al., 1986;
1988) como posible causa de su rareza y peligro actual
de extincion no son infundadas. Esto pudo comprobar-
se en los estudios de monitoreo realizados reciente-
mente (Pefia et al., en prensa).

En el trabajo realizado con el objetivo de determinar la
incidencia del aparato reproductor masculino y la poli-
nizacion como factor de riesgo para la especie se han
obtenido resultados que pueden explicar que actual-
mente la estructura de las poblaciones, en la mayoria
de las cuales se presentan sélo ejemplares adultos, y
la baja produccién de semillas, estan relacionadas, en
parte, al proceso de polinizacién.

De una parte, se producen conos masculinos de ma-
nera general todos los afos, los estrébilos maduran y
producen microsporas fértiles en cantidad suficiente
para el desarrollo masivo de semillas y con una
viabilidad lo suficientemente prolongada como para que
una vez que alcancen al estrébilo femenino puedan
fecundar, aln cuando exista un desfasaje en la
maduracion entre ambos conos.

De otra parte, la ejecucion de actividades artificiales
para polinizar estrobilos femeninos, independientemen-
te de la técnica aplicada, resulta en la formacién de
semillas fértiles capaces de germinar. Mediante la po-
linizacion exterior de los megastrobilos se obtiene un
resultado similar al que ocurriria en plantas femeninas
cercanas a las masculinas por polinizacion
anemoégama. La accién de procurar que las microsporas
alcancen el micropilo de todos los primordios seminales
mediante el bombeo de microsporas por el canal interior
del estrébilo con la técnica desarrollada, revela que
estos maduran normalmente, son receptivos en la
época de polinizacion y son fertilizados masivamente
si son alcanzados por las microsporas. Por tanto, puede

descartarse la existencia de limitaciones relacionadas
al aparato reproductor femenino a excepcion de la in-
fluencia que pueda tener la separacion de los
macrosporofilos en la época de polinizacion.

Los estudios realizados hasta el presente proporcionan
una alternativa para la conservacion de la especie me-
diante la ejecucién sistematica de acciones artificiales
que permitan la obtencién de semillas en la mayoria
de las localidades donde hoy habita la especie. Esto a
su vez, es de utilidad para aplicar técnicas de restitu-
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cién con vistas a la recuperacién de la especie in situ
y a su cultivo ex situ.

Sin embargo, de los resultados de monitoreo reporta-
dos recientemente (Pefia et al., en prensa) se observa
que la polinizacién determina la produccion de semi-
llas fértiles en 93% de los casos; que los especimenes
femeninos que se polinizan y producen semillas (26%)
se concentran en sélo seis de las 20 localidades estu-
diadas (15%) y que la estructura poblacional adecuada
s6lo se observa en la mitad de estas. Estas cifras indi-
can que existen factores de riesgo adicionales y que
probablemente tienen relacion con la implantacion de
juveniles por la caida de semillas en condiciones des-
favorables para su germinacion y desarrollo ulterior de
plantulas (humedad excesiva, agua, suelo esquelético,
poca luz, etc).

Pero de otra parte, el 65% de las localidades presentan
especimenes de ambos sexos y solo el 23% de las
localidades con el potencial para producir semillas se
expresa. Si bien la ubicacién relativa de las plantas de
ambos sexos puede no favorecer la polinizacion
anemoégama en todos los casos, cuando las plantas
estan préximas, tampoco existe una polinizacion efec-
tiva siempre.

Desde hace varios afos, se retoma el tema de la poli-
nizacién anemégama en las cicadas con vistas a ex-
plicar su relacién con el grado de amenaza actual del
grupo en la naturaleza (Norstog y Fawcett, 1989; Tang,
1987: Vovides, 1991; Norstog, 1980). Se ha podido
demostrar que la polinizacién por insectos se asocia a
varias especies de cicadas.

Las pocas localidades de Microcycas donde existe la
regeneracion natural presentan poca perturbacion, lo
cual pudiera asociarse con la existencia de un insecto
polinizador que ha desaparecido en las areas pertur-
badas, explicando la no produccién de semillas en
4reas con ese potencial. Para ello, es necesario esta-
blecer una correlacioén insecto - regeneracion natural -
grado de perturbacion del habitat, resultado que apor-
taria considerablemente a la estrategia para la conser-
vacion de Microcycas.

Independientemente del mecanismo de polinizacion,
los estudios realizados demuestran que las dificultades
en el proceso de polinizacién constituyen un factor de
riesgo para la supervivencia de la especie.
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