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RESUMEN

El objetivo de este proyecto sera dar los primeros pasos que permitan el disefio y la
realizacion de un estudio citogenético para las especies Drosera intermedia Hayne y
Drosera rotundifolia L. Los principales problemas que pretendemos resolver serian:
(i) asegurar el mantenimiento de las plantas en el laboratorio de forma que se tenga
una fuente constante de apices radiculares y (ii) asegurar mediante un estudio
filogenético que las especies de estudio son un buen modelo para el estudio
citogenético. Asimismo se realizaron las primeras pruebas para la observacion de los

cromosomas.

El cultivo in vivo en vermiculita con agua destilada ofrecié los mejores resultados,
mientras que los in vitro resultaron complejos y no ofrecieron resultados satisfactorios.
El analisis filogenético mostré que las especies a estudio se encuentran en la misma
seccion del género Drosera, siendo taxa proximos pero diferenciados. Se trata de
especies adecuadas para realizar estudios citogenéticos que permitiran clarificar la
taxonomia y evolucién del grupo. Las primeras pruebas citogenéticas realizadas han
permitido la observacion de cromosomas pero con un elevado nivel de artefactacion.

Seré necesario optimizar el protocolo utilizado para continuar con el estudio.
ABSTRACT

The aim of this proyect is to take the inital steps in order be able to conduct a
cytogenetic study focused on Drosera intermedia Hayne and Drosera rotundifolia L.
The main problems that we try to solve are: (i) to ensure the maintenance of these
plants in the laboratory, obtaining a constant source of root tips and (ii) to ensure,
using a phylogenetic study, that these species are a suitable model for a cytogenetic
study. In addition to this, we have also performed the first attempts at observing

chromosomes in Drosera.

The in vivo culture with distilled water yielded the best results, in stark contrast with
the in vitro cultivation, which were very complex and didn’t produce any successful
results. The phylogenetic analyses showed that these species belong to the Drosera
section, being closely related but different taxa. These species are suitable to develop
cytogenetic studies that can help us to unravel the taxonomy and evolution of the
group. The first cytogenetic tests allowed us to observe highly altered chromosomes. It

would be necessary to improve the used protocols in order to continue with this study.
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INTRODUCCION
Plantas carnivoras. Caracteristicas generales y estatus de conservacion

Las plantas carnivoras son organismos principalmente fotétrofos que han desarrollado
mecanismos de atraccion, captura y digestion de pequefios organismos para obtener un
aporte extra de nutrientes (Krol et al., 2012; Fig. 1A, B). Estas plantas tienden a vivir en
ambientes pobres en los que los recursos (sales minerales e iones principalmente) no
son suficientes 0 no estan accesibles (Brewer et al., 2011). A menudo la captacion de
nutrientes a traves de la carnivoria es facultativa, estando restringida a épocas de
elevado crecimiento o de gran escasez de nutrientes (Ellison & Gotelli, 2009).

ARKIVEe

www.arkive,.org

Figura 1.- A, Dionaea muscipula J. Ellis. Ejemplo de trampa activa.
(http://www.botanicalgarden.ubc.ca/potd/2014/02/dionaea-muscipula.php) B,
Nepenthes mcfarnalei Hemsley. Ejemplo de trampa pasiva.
(http://www.daepc.org/portal/album.php?cat_id=5&user_id=25).

Si bien el nimero de plantas carnivoras es discutido, en la actualidad se considera que
este supera las 700 especies agrupadas en 12 familias.

El origen evolutivo del “sindrome carnivoro” no esta muy claro debido a la escasez de
las plantas carnivoras en el registro fésil (las estructuras de captura de las presas suelen
ser hojas modificadas que rara vez se fosilizan). Se trata sin embargo de un proceso de
convergencia evolutiva, ya que las plantas carnivoras pertenecen a linajes muy
diferentes de dicotiledoneas (Krdl et al., 2012).

Debido a los habitats que ocupan, estas plantas desarrollaron una serie de adaptaciones
(Darwin, 1875):

e Atraccion de presas mediante olores, néctares y colores vistosos.
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e Captura mediante hojas modificadas que actuan como trampas. Esta adaptacion
genera una gran dicotomia en las plantas carnivoras, diferenciando (Krol et al.,
2012):

a) Plantas carnivoras con trampas activas (Fig. 1A). Las menos comunes. Cazan
a sus presas con movimientos, dejandolas encerradas y evitando asi que puedan
escapar. Destacan trampas adhesivas (ejemplo Drosera), trampas de succion
(ejemplo Utricularia) y trampas de cepo (ejemplo Dionaea).

b) Plantas carnivoras con trampas pasivas (Fig. 1B). Aquellas que no producen
ningun tipo de movimiento para la captura. Usan principalmente liquidos y
sustancias pegajosas. Destacan las trampas de jarra (ejemplo Nepenthes).

e Mecanismos de digestion. Podemos diferenciar dos grandes tipos: mecanismos
de digestion enzimaticos y digestion mediante bacterias.

e Absorcion de nutrientes a través de las hojas. Es un caracter existente en todas
las angiospermas. Se ha desarrollado especialmente en las plantas carnivoras
(Adamec, 2002).

Diversos factores contribuyen a que méas de la mitad de las plantas carnivoras se
consideren en la actualidad amenazadas (Jennings & Rohr, 2010): su coleccionismo
(Luken, 2005); su uso farmacologico (Banasiuk et al. 2012); la pérdida de habitat
(Brinson & Malvéarez, 2002) y el elevado coste energético del desarrollo de estrategias
de captura y digestion de organismos, lo que las hace poco adaptables (Ellison & Gotelli
2009).

En un contexto de pérdida de biodiversidad, sera esencial conocer la taxonomia de los
géneros y familias con el fin de identificar las unidades evolutivas a proteger (Mace,
2004). Esta tarea sera especialmente urgente en el caso de grupos en los que el nivel de
amenaza sea especialmente alto, como las plantas carnivoras. Los estudios citogenéticos
seran una herramienta fundamental en esta tarea.

Género Drosera

Esta constituido por plantas herbaceas perennes, rizomatosas con raices adventicias con
un tallo aéreo mas o menos robusto (a veces trepador). Las hojas en roseta basal, las
caulinares estdn muy reducidas, generalmente alternas, su forma puede variar desde
suborbiculares a obovadas u ovo-lanceoladas. Las hojas presentan peciolo, siendo este
mas largo que el limbo. Son redondeadas en el apice y estan cubiertas por el haz de
pelos glanduliferos quimionasticos de tres tipos: marginales y muy largos (tentaculos),
intramarginales y centrales (Paiva, 1997).


http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/tallo.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/trepador.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/roseta.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/basal.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/haz.html
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Cada planta forma entre 1-4 inflorescencias, con 1-3 cimas racemiformes, circinadas,
paucifloras y ebracteadas. Flores de antesis fugaz, muchas veces cleistogamas. El céliz
presenta generalmente 5 I6bulos profundos (a veces 4 u 8). Flores de cinco pétalos
(aunque hay casos con 4 u 8 pétalos), marcescentes, blancos. Estambres
en numero igual al de los pétalos. Gineceo con 3 carpelos y 3 estilos profundamente
bifidos, con estigmas capitados y claviformes. Fruto dehiscente por 3 valvas. Semillas
fusiformes, lisas, reticuladas o tuberculadas, raramente aladas (Paiva, 1997).

Los caracteres mas usados para el estudio taxonémico de Drosera han sido su hébitat, la
forma de la hoja, el nimero de estilos y su morfologia, asi como la presencia o ausencia
de estipulas y yemas de crecimiento vegetativo (Paiva, 1997; Rivadavia et al., 2003). En
las Gltimas décadas, nueva informacion como el nimero de cromosomas, la morfologia
del polen y la presencia y composicion de los metabolitos secundarios han sido
afiadidos a esta clasificacion (Seine & Barthlott, 1994). A pesar del elevado nimero de
caracteres empleados, la delimitacion de los distintos subgéneros, secciones y especies
de Drosera contintan siendo controvertida. Asimismo, las relaciones filogenéticas son
bastante ambiguas debido a que en estos trabajos existe la tendencia a seleccionar
algunas especies de cada seccion del grupo, lo que no permite establecer unas relaciones
filogenéticas generales para Drosera (e.g. Rivadavia et al., 2003).

Drosera rotundifolia y Drosera intermedia

El género Drosera esta representado en Galicia por dos especies, D. rotundifolia y D.
intermedia (Fig. 2 A & B).

Figura 2.- A, D. rotundifolia. Hoja corta y orbicular
(http://www.juventudrebelde.cu/multimedia/fotografia/telefonia-insectivora-de-
insectos/drosera-rotundifolia/) B, D. intermedia. Hoja delgada y lanceolada
(http://www.pabxks.com.br/plantas_carnivoras/images/intermedia.jpg).

Ambas especies son morfologicamente similares y se considera que estan proximas
evolutivamente, lo que se manifiesta en su capacidad de hibridacion, siendo los hibridos
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http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/antesis.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/caliz.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/numero.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/gineceo.html
http://www.bioscripts.net/biodic/palabra/fruto.html
http://www.juventudrebelde.cu/multimedia/fotografia/telefonia-insectivora-de-insectos/drosera-rotundifolia/
http://www.juventudrebelde.cu/multimedia/fotografia/telefonia-insectivora-de-insectos/drosera-rotundifolia/
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a menudo viables (Paiva, 1997). La diferenciacion entre estos taxa diploides se ha
venido estableciendo en base a la forma de sus hojas, siendo alargadas en D. intermedia
(Fig. 2A), y redondeadas y achatadas en D. rotundifolia (Webb, 1964) (Fig. 2B). Sin
embargo, la existencia de formas intermedias hace dificil el establecimiento de unidades
de conservacion coherentes (Mace, 2004).

Los estudios citogenéticos resultan muy Utiles para el establecimiento de las relaciones
taxonodmicas y evolutivas entre grupos de plantas muy relacionados entre si y en los que
los procesos de reticulacion son comunes (e.g. Betekhtin et al., 2014). Asimismo, son
herramientas especialmente Utiles en la clarificacion de la taxonomia en complejos de
especies en proceso de diferenciacion (e.g. Catalan et al., 2012).

Estudios citogenéticos

Los estudios citogenéticos en plantas han permitido resolver numerosos problemas
evolutivos y taxondémicos (Hoshi & Kondo 1998). Sin embargo, pocos trabajos se han
centrado en nuestras especies de estudio. Asi, en nuestra busqueda bibliografica
encontramos Unicamente tres trabajos (Tabla 1).

Tabla 1.- Resumen de estudios citogenéticos en D. intermedia y D. rotundifolia.

Técnicas de Ndmero de Autor/es
bandeo cromosomas
Drosera (20 spp.) 2n= 20, 32, 40 Rivadavia et. al. (2005)
Spp. rotundifolia | Fluorocromos 2n=20 Kondo (1969), Hoshi & Kondo (1998)
Spp. intermedia | Fluorocromos 2n=20 Kondo (1969), Hoshi & Kondo (1998)

La realizacion de las técnicas citogenéticas permitiria resolver los problemas
taxonémicos en el complejo D. rotundifolia/D. intermedia. Sin embargo, los estudios
citogenéticos pueden conllevar problemas que limiten su aplicacion en especies
vegetales. Algunos de estos problemas son:

e Las técnicas citogeneticas requieren muchos apices jovenes de la raiz, lo que en
plantas de pequefio tamafio y bajas tasas de crecimiento puede conllevar la muerte
de las plantas. La recoleccion continua de nuevos individuos puede suponer la
disminucion de las poblaciones naturales. Asimismo, la obtencion de apices a partir
de plantas recogidas directamente del substrato es complicada por la gran cantidad
de sedimentos adherida a las raices.
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e La hibridacion de regiones cromosomicas o del genoma completo solo se puede
realizar entre especies proximas (Singh, 2002). La incertidumbre filogenética
desaconseja el comienzo de este tipo de analisis que son costosos temporal y
econdémicamente. Por otro lado, la homogeneidad morfoldgica del género Drosera
(relacionada probablemente con las elevadas presiones selectivas del medio en el
que viven) oculta una elevada diversidad genética y taxonémica (Rivadavia et al.,
2003).

En este trabajo planteamos un estudio preliminar para la realizacion de un analisis
citogenético en el complejo D. intermedia/D. rotundifolia. Intentaremos resolver las
cuestiones previas que decidiran si el estudio puede llevarse a cabo sin que suponga una
carga elevada sobre las poblaciones. Asi pues, los objetivos planteados son los
siguientes.

OBJETIVOS DEL TRABAJO

a) Desarrollo de técnicas de cultivo in vitro y cultivos in vivo (cultivo de plantas
completas en sustrato no estéril) que nos permitan una fuente continua de
material.

b) Determinar la posiciéon filogenética (marcadores nucleares y plastidicos) de
algunas poblaciones de D. intermedia y D. rotundifolia, candidatas para el
estudio citogenético.

c) Realizacion de las primeras pruebas del estudio citogenético.
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MATERIALES Y METODOS
Recoleccién del material

Realizamos tres recolecciones de material en poblaciones naturales de Drosera en
Galicia (Tabla 2). Se recogieron 30 individuos por localidad.

Tabla 2.- Localidades de donde se obtuvo el material empleado. Se indica la localidad
(con sus coordenadas), la fecha de recoleccion y las especies recolectadas en cada
localidad.

Localidad y coordenadas geogréficas Fecha Especie recolectada
Turbera de Labrada, Abadin, Lugo 27/09/14 D. rotundifolia
43°N 24’ 36,42’ / 007°W 29’ 33,98’

Encoro de San Xoan, Guitiriz, Lugo 09/02/15 D. intermedia
43°N 23’ 27,38’ / 007°W 55° 32,53”’

Encoro de San Xoan, Guitiriz, Lugo 07/03/15 D. intermedia

43°N 23° 27,38 / 007°W 55° 32,53

Las localidades se seleccionaron en base a sus caracteristicas ambientales, favorables
para el crecimiento de las especies objetivo (Encoro de San Xoan, Guitiriz, Lugo).
Asimismo, se comprobd la existencia de los taxa en las localidades mediante la consulta
de bases de datos (base de datos del Herbario de la Universidad de Santiago de
Compostela; Turbera de Labrada, Abadin, Lugo).

Para recolectar el material nos ayudamos de una navaja, con la que se extrajo la planta
junto al suelo sobre el que crecia. De esta forma se evitaron los dafios en la planta
producidos por el arranque mecanico. EI material recolectado se llevo a la Facultad de
Ciencias de la Universidade da Corufia. A continuacion, los fragmentos de suelo y las
plantas se introdujeron en bandejas de plastico, llenandose los espacios vacios con
arena. Finalmente, las bandejas se llenaron de agua destilada y se depositaron en una
camara de cultivo bajo las siguientes condiciones: Temperatura: 22°C dia/20°C noche;
ciclo de luz/oscuridad: 16 horas luz/8 horas oscuridad.

Cultivos in vivo

Los cultivos in vivo se han realizado Unicamente para la especie D. intermedia, aquella
para la que se disponia de mayor cantidad de material, en vermiculita (Fig. 3;
granulometria 0,5-3 mm; Projar, Valencia) y con distintos regimenes de abonado. La
vermiculita es un mineral con alta capacidad de aislamiento térmico que se utiliza para
la germinacion de las semillas. Mezclado con otro tipo de sustratos, ayuda a mejorar la
aireacion y el drenaje. Colocamos una capa de vermiculita en las bandejas de plastico y
la embebemos en una preparacion liquida durante unos minutos. Se emplearon los

6k
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siguientes tratamientos: (i) vermiculita embebida en agua destilada; (ii) embebida en
una solucién de abono general (Globalplant; nitrégeno 3%, pentoxido de fosforo 3%,
Oxido de potasio 3%, micronutrientes: B, Cu, Fe, Mn, Mo y Zn; INBISA, Barcelona) al
0,05%; (iii) embebida en una solucién de abono (Globalplant; INBISA, Barcelona) al
0,5% y (iv) vermiculita embebida en agua comercial con una concentracion controlada
de sales minerales. El abono empleado presenta la siguiente concentracion: Nitrogeno
3%, pentdxido de fosforo 3%, 6xido de potasio 3%, micronutrientes solubles en agua:
B, Cu, Fe, Mn, Mb y Zn. Por su parte, el agua comercial usada presenta los siguientes
componentes: Ca: 86,1 mg/L; Mg: 22,5 mg/L; Na: 8,1 mg/L y bicarbonatos 312 mg/L.

Figura 3.- Ejemplo de planta de Drosera intermedia en el medio de cultivo con
vermiculita.

Las plantas de D. intermedia se retiraron del suelo recolectado con la ayuda de pinzas.
Los trozos de suelo arrastrados por las raices se retiraron cortando las mismas y las
plantas se lavaron bajo el grifo. Seguidamente, las plantas se colocaron en la vermiculita
(Fig. 3). Los cultivos se mantuvieron saturados en medio liquido durante 5 semanas, y
semanalmente se anotd el nimero de plantas que se mantenian en el cultivo. Se
mantuvieron dos lineas de plantas diferentes (todos los medios de cultivo en cada una
de las lineas). Una de ellas se empled en la obtencion de apices radiculares para las
pruebas citogenéticas, con lo que estaba sometida a perturbaciones continuas. Por su
parte, la segunda linea se mantuvo intacta para comprobar la eficacia del procedimiento.
En la primera linea se emplearon entre 4 y 9 plantas por tratamiento, mientras que en la
segunda se emplearon 15. Las bandejas se mantuvieron en cémara de cultivo
(temperatura, 22°C dia/20°C noite; 16 horas de luz y 8 de oscuridad).

Cultivo in vitro. Medios de cultivo

Se han probado distintos medios de cultivo utilizados con éxito en la replicacion in vitro
de explantos (fragmentos de drganos vegetativos de la planta; Smith, 2013) y semillas,
tanto de Drosera (Anthony, 1992; Bobak et al., 1995; Jayaram & Prasad, 2007) como
de otras angiospermas (e.g. Taji et al., 2002; Rathore et al., 2013; Smith, 2013).

78
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En todos los casos el medio empleado ha tenido como principal constituyente la
preparacion de Murashige y Skoog (MS; Sigma-Aldrich, San Luis, USA) empleada a
una concentracion de 0,5X. Esta preparacion presenta una elevada concentracion de
sales minerales y vitaminas esenciales (Smith, 2013). Asimismo, los medios
presentaban una concentracion de sacarosa y agar de 30g/l y 7,5 g/l, respectivamente
(Tabla 3). Los aspectos variables de los medios empleados han sido: (i) la hormona
Kinetina, de la familia de las citoquininas, que promueve la division celular (Amasino,
2005); (ii) las vitaminas de Morel (Smith, 2013), mezcla que incluye los siguientes
elementos: mio-inositol, &cido nicotinico, piridoxina, tiamina, biotina y pantotenato
calcico, vitaminas que influyen en el crecimiento (componentes adquiridos en Sigma-
Aldrich, San Luis, USA; Smith, 2013) vy (iii) caseina (Sigma-Aldrich, San Luis, USA),
fuente de aminoédcidos, Ca y P (Chaturvedi et al., 2007). Los distintos medios
empleados se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3.- Medios de cultivo. i) Medio sin hormona ni vitaminas. ii) Medio con
vitaminas y caseina. iii) Medio con hormona (kinetina) sin vitaminas ni caseina. En
todos los medios estan presentes MS, agar y sacarosa.

Componente Concentracion
MS (i) (ii) (iii) 4,43 gr/L

Agar (i) (i) (iii) 7,5gr/L
Sacarosa (i) (ii) (iii) 30 gr/L
Vitaminas del Morel (ii) 1 ml/L
Caseina (ii) 0,250 gr/L
Kinetina (iii) 1 ml/L

El método de preparacion del medio es igual en todos los casos salvo en los medios con
vitamina y/u hormona, y se describe en Smith (2013).

En medios con hormona, en primer lugar se prepara la kinetina segin Smith (2000). A
continuacion se afiade al medio la cantidad de stock de kinetina necesaria para alcanzar
la concentracién final. Esto puede hacerse antes del autoclavado por la resistencia de la
hormona a las altas temperaturas.

En aquellos medios con vitaminas del Morel y caseina, cuando la mezcla comienza a
enfriar (tras su autoclavado) la llevamos a una camara de flujo laminar y afiadimos la
mezcla de vitaminas. El autoclavado de las vitaminas podria conllevar su pérdida de
funcién. El reparto del medio se realiz6 en camara de flujo laminar y en botellas
esterilizadas por autoclavado.

Una vez preparado el medio se realiza la introduccion de los explantos (o0 de las
semillas). Al tratarse de medios ricos en nutrientes sera necesario establecer una serie de

g
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protocolos de esterilizacion de los explantos y semillas para evitar la contaminacion por
hongos o bacterias que puedan tener adheridos a su superficie (0 en su interior, Smith,
2013). Hemos realizado dos tipos de protocolos de esterilizacion, ambos basados en el
uso de hipoclorito de sodio (Panreac AppliChem, Darmstadt, Alemania) a distintas
concentraciones.

A) Protocolo 1 (Smith, 2013).
Se aplico a plantas enteras (una vez cortadas las raices) y a explantos. Consistid en la
realizacion de: (i) lavado de la muestra en agua jabonosa; (ii) inmersion en hipoclorito
de sodio (mas dos gotas de tween 20) al 1% durante 10 minutos (plantas enteras) o 5
minutos (explantos) y (iii) 5 lavados en agua destilada para eliminar el exceso de
hipoclorito de sodio.

B) Protocolo 2 (Anthony, 1992).
Se aplico Unicamente a explantos. Consistio en la realizacion de los siguientes lavados:
(i) 5 minutos en hipoclorito de sodio (més dos gotas de tween 20) al 1% durante 5
minutos y (ii) tres lavados de 5 minutos en agua destilada.

El protocolo 1 se aplicé a los explantos cultivados en los medios ii y iii (Tabla 3);
mientras que ambos métodos de desinfeccion se emplearon en el medio i. Esta
irregularidad se debi6 a que el protocolo 2 de desinfeccion (y el medio i de cultivo) se
localizaron en una revision bibliografica posterior a los primeros ensayos con los
medios ii y iii. Los explantos, una vez desinfectados, se depositaron en el medio estéril
y se guardaron en cdmara de cultivo (temperatura, 22°C dia/20°C noche; 16 horas de luz
y 8 de oscuridad; Fig. 4).

Figura. 4.- Botellas con explantos y medio de cultivo.

El trabajo con semillas tiene la ventaja de que las diasporas de los posibles
contaminantes estan solo presentes en la superficie, ya que en su interior esta estéril y

9
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por lo tanto, en caso de que ocurra una germinacion, si hemos esterilizado en superficie,
la plantula resultante va a estar completamente estéril. EI protocolo de esterilizacion de
las semillas se llevo a cabo en la camara de flujo laminar y consistio en la introduccion
de estas en una disolucion de hipoclorito de sodio al 3% (50 minutos). Se observa una
pérdida de coloracion de las semillas. A continuacion se realizan 5 lavados en agua
destilada.

Se han realizado un total de 52 cultivos (méas dos botellas en las que no se introdujo el
explanto, ambas con medio i):

e Cultivos de explantos: 28 en el medio i, 11 en el medio ii y 7 en el medio iii. En
todos los casos la planta cultivada fue D. intermedia excepto 2 de los cultivos
del medio ii, que se realizaron con Drosera sp. Asimismo, en cuatro de los
cultivos realizados en el medio ii el explanto estaba constituido por la planta
completa (una vez retiradas las raices), mientras que los restantes explantos
estaban constituidos por hojas jovenes. Los codigos de los medios se explican en
la Tabla 3.

e Cultivos de semillas de D. intermedia: se cultivaron 27 semillas en el medio i.
Las semillas se obtuvieron de la empresa Carnivore Plants
(http://www.carnivoreplants.co.uk/).

Estudios filogenéticos

Extraccién y cuantificacion de ADN

Se realizd la extraccion de un total de cuatro plantas, dos de D. intermedia recogidas en
el Encoro de San Xoan (Guitiriz, Lugo) y dos de D. rotundifolia recogidas en la turbera
de Labrada (Abadin, Lugo). La homogeneizacion del material se realiz6 con mortero y
utilizando nitrogeno liquido. Para la extraccion del ADN usamos el DNeasyPlant Mini
Kit (Quiagen, Dusseldorf, Alemania), siguiendo las especificaciones del fabricante.

La comprobacion de la calidad del ADN se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%. Para su cuantificacion empleamos el espectofotometro Nanodrop
(Thermo Scientific, Waltham, USA).

Amplificacion, revelado y secuenciacion

Se han seleccionado dos regiones genéticas diferentes para el estudio, la region nuclear
del ADN ribosomal multicopia (18S, ITS1, 5,8S, ITS2, 28S) vy la region cloroplastica
rbcL (ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxigenase). Se selecciond una region
cloroplastica y otra nuclear con el objetivo de observar posibles discrepancias entre la
evolucion de los distintos linajes celulares (e.g. Pimentel et al., 2013). Las distintas
regiones fueron seleccionadas por ser las mas comunes en las bases de datos publicas y
por su facilidad de amplificacion.

10


http://www.carnivoreplants.co.uk/

\

>‘< UNIVERSIDADE DA CORUNA

Las condiciones de amplificacion para el ADNr nuclear fueron las descritas por White
et al. (1990), empleando los primers ITS4 e ITS5 (White et al., 1990). La mezcla final
de la PCR (Polymerase Chain Reaction) tuvo un volumen de 25 pl, con 15,19 pl de
agua destilada, 2,5 ul de Buffer 10X, 0,75 ul de MgCl, (25 mM), 0,5 pl de dNTPs
(10mM); 2,5 ul de cada primer, 0,06 pl de Taqg polimerasa (5 U/ul; NZYTech, Lisboa,
Portugal); y 1 pl de ADN. El programa de PCR consistio en: un paso de
desnaturalizacion de 45 segundos a 94°C, seguido de 30 ciclos compuestos por una
desnaturalizacion de 60 segundos a 94°C, una fase de anillamiento de 60 segundos a
53°C, y una extensién de 60 segundos a 72°C. Finalmente se realizd una extension
adicional de 10 minutos a 72°C. Para la amplificacion de la region cloropléstica rbcL
hemos seguido el protocolo de Hasebe et al. 1994. La amplificacion de la molécula se
realizd en tres partes, empleando los primers aF, AR, bf, BR, SR (Hasebe et al., 1994).
La mezcla final de PCR tiene un volumen de 25 pl, con 16,25 pl de agua destilada, 2,5
pl de Buffer 10X, 3 ul de MgCl;, (25 mM), 0,5 pl de dNTPs (10mM); 1 ul BSA (1%;
Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, USA); 2,5 pl de cada primer, 0,06 ul de Taq
polimerasa (5 U/ ul; NZYTech, Lisboa, Portugal); y 1l de ADN. Para la amplificacion
se ha empleado el protocolo de Shaw et al. (2005) Coldslow que incluye los siguientes
pasos: desnaturalizacién de 60 segundos a 80°C, seguido de 30 ciclos de 60 segundos a
95°C, 60 segundos a 50°C con un incremento de 0,3°C por ciclo y una fase de extension
de 4 minutos a 65°C. Tras los 30 ciclos hay una ultima fase de extension de 5 minutos a
65°C.

Los resultados de las amplificaciones se comprobaron mediante geles de agarosa al 1%,
a los que se afiade un marcador de peso molecular (MarkerLadder VI, NZYTech,
Lisboa, Portugal) para verificar las secuencias y su tamafio. La secuenciacion se llevo a
cabo en el Servizo de Bioloxia Molecular de la Universidade da Corufia.

Analisis filogenéticos
Las secuencias que hemos empleado para el estudio filogenético tienen dos origenes:

1. Bases de datos del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se descargaron todas
las secuencias de las regiones seleccionadas pertenecientes al género Drosera con el
objetivo de realizar una filogenia lo mas completa posible. Asimismo, se descargaron
secuencias del género Aldrovanda (Droseraceae) que se emplearon como grupos
externos con los que enraizar la filogenia.

2. Secuenciaciones realizadas. Las lecturas forward y reverse fueron ensambladas
usando el programa CodonCode Aligner v. 4 (CodonCode Corporation, Dedham,
Massachusetts, USA).
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Una vez construidas las matrices de secuencias se realiz6 un alineamiento mediante el
algoritmo Muscle tal y como estd implementado en los programas MEGA V.6 (Tamura
et al., 2013) y Seaview (Gouy et al., 2010). Con cada alineamiento se construyé una
matriz de secuencias en formato fasta. Ante la alta variabilidad observada en el
alineamiento del ADNr se opté por construir una nueva matriz con las partes mas
estables de esta regidn, concretamente 18S parcial, 5,8S ITS2 y 28S parcial. El criterio
de optimizacién empleado en el estudio filogenético fue la méxima parsimonia. Este
método realiza una ordenacién de las muestras seglin su semejanza evolutiva buscando
la solucién que requiera un menor nimero de cambios nucleotidicos (e.g. Lemey et al.,
2009). La filogenia se construy6 usando el software PAUP v.4 (Swofford, 2000). Se
realiz6 una busqueda con 1000 réplicas aleatorias de secuencia aditiva (random addition
squence replicates) usando una permutacion de ramas tipo TBR (Tree bisection
reconnection). Ademas empleamos el algoritmo branch and bound para aumentar la
eficacia de las bdsquedas. La fiabilidad de los nodos de la filogenia se establecio
mediante la técnica del bootstrap con 1000 réplicas. Los arboles construidos se
representaron con FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2012).

Estudios citogenéticos preliminares

Se trabajé con apices radiculares (Fig. 5) de las plantas obtenidas de la naturaleza y
cultivadas en vermiculita. Se trata de las estructuras mas adecuadas para la obtencién de
metafases por su crecimiento continuo. La recoleccion de raices se realiz6 en diversos
momentos del dia para evaluar la actividad meristematica.

Figura 5.- Apice radicular de D. intermedia.

Los primeros ensayos de obtencion de metafases se realizaron siguiendo el protocolo de
Junichi et al. (2011). En este proceso se exponen los apices a un tratamiento de dos
horas en 8-hydroxiquinolina (2 mM) a T2 ambiente (21-22°C), luego se mantienen en
fijador de Carnoy (Alcohol absoluto:acido acético en proporcion 3:1) hasta su uso. Tras
este tratamiento inicial usamos una solucién enzimatica para atacar la pared celular de
las células vegetales (Junichi et al., 2011). Las enzimas empleadas fueron: (i) celulasa
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“Onozuka” R10 4% (Yakult, Tokio, Japén) y (ii) macerozyma.R10 2% (incluyendo
pectinasa; Yakult, Tokio, Japdn). Tras la accion enzimatica los &pices se guardaron de
nuevo en el fijador de Carnoy hasta su procesado final.

Los apices tratados con el protocolo de Junichi et al. (2011) fueron colocados sobre un
portaobjetos y tapados con un cubreobjetos, tras lo cual se realizo6 el squash. Para poder
observar los cromosomas en el microscopio de fluorescencia (Nikon Microphot-FXA;
Nikon, Tokio, Japon) se tifio el material con el fluorocromo 4°-6 diamidina-fenil indol
(DAPI; Vectashield, Vector, Burlingame, USA). Para proceder a la tincion, se
sumergieron los portaobjetos en nitrégeno liquido, y una vez congelados, se retir6 el
cubreobjetos haciendo palanca con una cuchilla. La tincién con DAPI se realizd
colocando 35 pl de solucion DAPI (0,33 pg/ml) en el portaobjetos durante 20-30
minutos en oscuridad (Schweizer, 1976). Tras esto se lava con agua destilada, se deja
secar al aire y se tapa con un cubreobjetos nuevo. Este proceso se realizd con 6 apices
de D. intermedia y uno de A. cepa.
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RESULTADOS
Cultivos in vivo

Los resultados obtenidos en ambas lineas de cultivo (i.e., 15 plantas por tratamiento sin
perturbacion y 4-9 plantas por tratamiento sometidas a perturbaciones constantes para la
obtencion de raices) fueron coherentes, y se explicara lo observado en el experimento
no sometido a perturbaciones. En las bandejas con vermiculita embebida en solucion de
abono al 0,5% se producian la rapida aparicion de algas y hongos, ademas de la muerte
de las todas las plantas de Drosera en la primera semana. En ninguno de los
especimenes cultivados con este tratamiento se formaron apices radiculares.

Las bandejas con la solucién de abono al 0,05% producian la muerte de las plantas a lo
largo de dos semanas: tres plantas murieron en la primera semana y doce en la segunda
(aparicion de hongos y algas). Se pudo estudiar la evolucién de los apices en
unicamente dos plantas. Se observéd que no aparecian apices jovenes sanos, Unicamente
habia raices viejas que no estaban en crecimiento (Fig. 6).

Figura 6.- Planta de Drosera intermedia cultivada con un régimen de abono diluido al
0.05% con numerosas raices de color pardo y sin crecimiento activo.

Las plantas cultivadas en vermiculita embebida en agua mineral (Ca: 86,1 mg/l, Mg:
22,5 mg/l, Na: 8,1 mg/l y bicarbonatos: 312 mg/l) tuvieron una duracion mayor,
murieron tres a la tercera semana de cultivo, seis en la cuarta semana y tres en la quinta
(fin de experimento; tres plantas estaban vivas al final del experimento). En este caso se
observaba la aparicion de pequefios apices radiculares claramente activos (Fig. 7).

En las bandejas con agua destilada se observé que a las cinco semanas de duracion del
cultivo ninguna de las plantas habia muerto. Ademas, el estudio del desarrollo de raices
mostraba que en todas las plantas estudiadas se habian desarrollado apices (Fig. 8).
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Figura 7.- Pequefio apice en desarrollo en planta de Drosera intermedia cultivada en
vermiculita embebida en agua mineral.

Figura 8.- Planta de Drosera intermedia cultivada en vermiculita embebida en agua
destilada con raices y apices activos.

Cultivos in vitro.

Realizamos un total de 52 cultivos in vitro con las diferentes recetas planteadas en el
apartado de metodologia. En ninguno de los cultivos realizados se observé proliferacion
de los tejidos del explanto (0 germinacion de las semillas), produciéndose o bien la
contaminacion del medio o la muerte del explanto.

En los cultivos realizados con los medios ii y iii (Tabla 3), todos excepto 2 acabaron
contaminandose en las primeras 5 semanas del experimento. En los dos casos donde no
se produjo contaminacion tampoco hubo proliferacion, produciéndose la muerte del
explanto. No se observaron diferencias entre el resultado del cultivo empleando hojas o
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plantas enteras como explanto. Las pruebas realizadas con el medio i tampoco tuvieron
éxito, independientemente del procedimiento de desinfeccion elegido. En todos los
casos se produce la contaminacion (Fig. 9A) o la muerte de los explantos (Fig. 9B).

Figura 9.- A, cultivo contaminado por hongos; B, explantos no contaminados pero no
viables.

De las tres botellas con medio de cultivo pero sin explanto, la autoclavada no se
contamind, mientras que de las no autoclavadas en una se observo crecimiento fungico
pero no en la otra.

Finalmente, si bien los medios en los que se sembraron las semillas no se contaminaron,
no se produjo germinacion de las mismas tras 11 semanas de cultivo (Fig. 10).

Figura 10.- Semilla extraida del medio de cultivo tras 11 semanas. No se observa
desarrollo del embrién.

Estudios filogenéticos.

Los alineamientos empleados en el estudio estan constituidos por 114 terminales (80
especies) para el rbcL y 61 terminales (53 especies) para el ADNr. Asimismo, la matriz
plastidica tenia una longitud de 1428 pares de bases, 224 de las cuales son

165



\

——a—= UNIVERSIDADE DA CORUNA

}

parsimoniosamente informativas. Por su parte, la matriz nuclear presentaba 949 pares de
bases, 535 de las cuales eran parsimoniosamente informativas.

Topologia basada en la region cloropléstica rbclL

El é&rbol filogenético obtenido del estudio de maxima parsimonia basado en el ADN
plastidico (ClI, 0.502; RI, 0.902) generd la topologia representada en la Fig. 11. El
género Drosera aparece dividido en 12 secciones con apoyo estadistico bootstrap (BS)
de moderado a alto. 2 de las secciones son monofiléticas, mientras que la seccion
Drosera es parafilética. Con respecto a los subgéneros, Gnicamente el subgénero Regiae
es monofilético (BS 100%), mientras que los subgéneros Drosera y Ergaleium aparecen
mezclados.

Centrandonos en las especies de interés, D. intermedia y D. rotundifolia, se observa que
estan situados dentro del mismo clado en el subgénero Drosera y en la seccion Drosera.
La muestra de D. intermedia recolectada en el Encoro de San Xoan (Guitiriz, Lugo) se
agrupa en un clado de apoyo moderado (BS 73%) junto a otras muestras de D.
intermedia procedentes del ncbi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Por su parte, las
secuencias procedentes de muestras de D. rotundifolia recolectadas en la turbera de
Labrada (Abadin, Lugo) aparecen en la misma seccion Drosera que D. intermedia, pero
su posicion no esta resuelta en el arbol filogenético plastidico (Fig. 11). Las secuencias
de D. rotundifolia obtenidas del nchi ocupan una posicion idéntica.

Topologia basada en la region nuclear ADNr.

Los resultados obtenidos en el estudio filogenético basado en las secuencias de ADNr
(Fig. 12; CI, 0.421; RI, 0.727) son parcialmente coincidentes con los centrados en el
ADN plastidico. La distribucién de las secciones y subgéneros es completamente
coincidente, y las pequefias diferencias se centran en las posiciones de D. rotundifolia y
D. intermedia.

Es importante sefialar que no se consiguieron secuencias de D. intermedia a partir de los
materiales recolectados en Galicia. Las secuencias de D. rotundifolia obtenidas en este
estudio se agrupaban con un alto apoyo estadistico con las descargadas del ncbi
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) (BS: 93%), si bien la posicion de la especie en su
conjunto no queda bien resuelta. Con respecto a D. intermedia, las secuencias obtenidas
del ncbi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) forman parte de un grupo con apoyo estadistico
moderado (BS: 55%) dentro de la seccion Drosera. El andlisis filogenético realizado
con la fraccion mas estable del ADNr (18S parcial, 5,8S, ITS2 y 28S parcial) no mejord
la resolucion del arbol nuclear, por lo que no se muestra.

178


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e
-

b

— Aldrovanda

51

—= UNIVERSIDADE DA CORUNA

<

7 95

58

62

<J

Drosera
3 Sps.

85 60

77

~
w

[o2)

| S—

|

D. rotundifolia

100

— Aldrovanda

I

59
|

L ———} Thelocalyx 2 sps.

} Drosera + Coelophylla 2 sps.
I+ Regiae 2 sps.

5 — I —I——

D. intermedia
D. intermedia Guitiriz

D. rotundifolia Abadin

I

Drosera
Phycopsis
Erythrorhizae
Stoloniferae
11 sps

Byastrum
Lasiocephala
23 sps.

Drosera
» Ptycnostigma
20 sps.

Drosera
19 sps.

Regiae

Ergaleium
+
Drosera

—_—

Drosera

N—

Figura 11.- Arbol filogenético basado en la secuencia cloroplastica rbcL y obtenida
mediante maxima parsimonia. Los valores de apoyo estadistico bootstrap figuran
encima de las ramas. Las secciones del género Drosera se escriben en rojo, los
subgéneros en negro.
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Figura 12.- Arbol filogenético basado en el ADNr y obtenida mediante maxima
parsimonia. Los valores de apoyo estadistico bootstrap figuran encima de las ramas.
Las secciones del género Drosera se escriben en rojo, los subgéneros en negro. //
representa ramas reducidas para su representacion.

Primeras tentativas en citogenética.

Se realizaron un total de dos observaciones distintas con apices de D. intermedia y A.
cepa. En una primera experiencia se tifieron seis apices (tres de cebolla y tres de D.
intermedia) recolectados a las 16 horas. En la observacion se observé poca actividad
mitotica en la zona apical del &pice, siendo lo mas abundante nucleos celulares que no
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se habian llegado a lisar con el squash (Fig. 13A). No se observo ningn cromosoma
condensado.

La segunda prueba consistio en una tincion de seis apices de D. intermedia que fueron
recolectados a primera hora de la mafana (9 horas). Todos ellos fueron tratados con el
protocolo Junichi et al. (2011) y tefildos con DAPI durante 15 minutos. Esta
observacion mostré que a primera hora de la mafiana la actividad mitética del apice es
mucho mayor. También abundaban ndcleos celulares sin lisar, pero se observo lo que se
sospecha que son cromosomas de D. intermedia bastante alterados por el tratamiento
(Fig. 13 B).

Figura 13.- A, Células apicales de la raiz de D. intermedia; B, Cromosomas dispersos
de D. intermedia (rodeado en amarillo).
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DISCUSION

Los cultivos de plantas del género Drosera realizados en vermiculita han ofrecido unos
resultados marcadamente diferentes dependiendo de las caracteristicas del medio
empleado. Asi, con gran claridad el medio mas apropiado ha sido el que posee una
menor cantidad de nutrientes (vermiculita embebida en agua destilada), lo que coincide
con las condiciones de los héabitats de estas especies, zonas a menudo muy ricas en
materia orgéanica pero en la que esta no estd accesible para las plantas (e.g. Krdl et al.,
2012). Asimismo se observo que estas condiciones de cultivo permitian el desarrollo de
apices radiculares con un crecimiento muy activo (Fig. 8). Los restantes tratamientos
empleados no permitian (con la excepcién parcial de las plantas cultivadas con agua
mineral; Fig. 7) el mantenimiento de las plantas a largo plazo, lo que no los hacia
adecuados para el objetivo planteado para los cultivos, la consecucion de apices
radiculares para el estudio citogenético sin la necesidad de acudir a las poblaciones
naturales que estan a menudo en regresion (e.g. Jennings & Rohr, 2011).

Ninguno de los cultivos in vitro de Drosera intentados en este estudio tuvo como
resultado la proliferacion del tejido del explanto o la germinacion de las semillas, y en
todos los casos tuvo lugar la contaminacion de la muestra o su inactivacion. Este mal
resultado esta en consonancia con lo observado en la bibliografia, donde se registran
tasas de éxito muy bajas para el cultivo in vitro de Drosera, en ocasiones inferiores al
10% (Anthony, 1992; Bobék et al., 1995). Si bien los resultados obtenidos no permiten
sacar conclusiones claras, las pruebas realizadas indican que:

-La esterilizacion del explanto (o la semilla) es clave en el proceso de cultivo in vitro
(e.g. Smith, 2013). En nuestro caso los resultados obtenidos sefialan que los métodos
han sido claramente inadecuados. Si bien han permitido eliminar la presencia de
contaminantes en varios de los explantos cultivados, en estos casos se ha producido la
pérdida de viabilidad del mismo (Fig. 9B, 11). La abundancia de glandulas y la facilidad
de captacion de nutrientes a través de las hojas que caracteriza al género Drosera lo
hace especialmente delicado a la hora de realizar las esterilizaciones (Jayaram & Prasad,
2007).

-Se ha observado que no se produce contaminacion en los medios autoclavados en los
que no se introdujo explanto, asi como tampoco en los medios en los que se intentd
cultivar semillas. Esto podria indicar que la introduccion del explanto es el punto clave
en el que se produce la contaminacién del cultivo, y que los contaminantes surgen del
interior del explanto méas que de su superficie.

En el marco de los objetivos planteados en este trabajo (estudio preparatorio para la
realizacion de un andlisis citogenético en el genero Drosera), claramente nos
decantariamos por los cultivos in vivo en vermiculita embebida en agua destilada frente
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a la opcion de los cultivos in vitro. Ademas de por los resultados obtenidos, los cultivos
in vivo en vermiculita con agua destilada presentan las siguientes ventajas:

Baratos.

Sencillos de disefiar.

Faciles de manipular.

Ocupan poco espacio y permiten que dentro de una misma bandeja se coloquen
numerosas plantas.

No se necesita un tratamiento de esterilizacion de la planta.

No se contaminan facilmente.

7. Permiten la extraccion repetida de la planta del medio para la recoleccién de los
apices y su reintroduccion en el cultivo sin la necesidad de realizar pasos de re-
esterilizacion.

Eal A

Las filogenias construidas en base a la region cloropléstica rbcL (Fig. 12) y al ADNr
(Fig. 12) son coincidentes con lo observado por Rivadavia et al. (2003). Las secciones
tradicionalmente aceptadas para el género Drosera y que estan representadas en los
arboles filogenéticos son mayoritariamente monofiléticas en la topologia basada en el
ADN nuclear. Por contra, unicamente algunas de las secciones basales (Thelocalyx,
Regiae) son monofiléticas segun la topologia plastidica (Fig. 12). Con respecto a los
subgéneros, solamente el subgénero Regiae es monofilético. Ninguna de las filogenias
construidas aclara las relaciones entre subgéneros y secciones, algo en lo que también
coinciden con los resultados de Rivadavia et al. (2003).

En lo que se refiere a las especies en las que se centra el estudio y sobre las que se
plantea la posibilidad de realizar el estudio citogenético, las secuencias obtenidas en el
marco de este trabajo se agrupan con las secuencias de las mismas especies descargadas
del ncbi (Figs. 12, 13). Con respecto a las relaciones entre las especies, ambas estan
claramente dentro de la seccion Drosera. La posicion filogenética de D. rotundifolia no
esta clara en la filogenia cloropléstica (Fig. 12), mientras que en la nuclear constituye un
grupo con un apoyo estadistico alto (BS 93%). Por su parte, D. intermedia forma parte
de un clado con un apoyo moderado (BS 73% en la filogenia plastidica y BS 55% en la
filogenia nuclear). Ambas especies forman entidades proximas pero diferenciadas en la
filogenia (si bien los apoyos estadisticos son relativamente bajos). El analisis de un
mayor numero de fragmentos sera necesario para aclarar la topologia de las especies del
género Drosera.

La posicion filogenética de las especies de interés dentro del género Drosera (proximas
pero al menos parcialmente diferenciadas) las convierte en buenas candidatas para un
estudio citogenético comparativo. Las técnicas de hibridacion cromosoémica in situ
resultan especialmente adecuadas para el estudio de grupos vegetales en los que el
proceso evolutivo ain no ha completado su diferenciacion (Betekhtin et al., 2014). Este
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seria el caso de las especies en las que se centra este trabajo, que coinciden en el nimero
cromosoémico, cuya diferenciacion morfolégica no es completa (rangos solapantes en
longitud y forma foliar) y entre las cuales se producen hibridos viables (Paiva, 1997).

Por ultimo, los resultados obtenidos en los andlisis citogenéticos no han sido
especialmente relevantes. Debido a las limitaciones del tiempo se han realizado pocas
pruebas. Se ha observado que el momento de extraccién y fijacion del &pice es
especialmente importante, ya que a primera hora de la mafiana la actividad
meristematica es mucho mayor y pueden observarse mas mitosis. También se han
realizado los primeros intentos de obtencion de cromosomas los cuales han sido poco
relevantes (Fig. 13). Se necesita llevar a cabo un mayor numero de pruebas variando
distintos parametros metodologicos.
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CONCLUSIONES

Drosera intermedia y D. rotundifolia se incluyen en la misma seccion del género
Drosera, siendo especies claramente relacionadas pero diferentes. Ambos taxa
presentan complejidad morfoldgica, capacidad de hibridacion y comparten nimero
cromosomico. La realizacion de un estudio citogenético permitira analizar las
relaciones evolutivas entre estos dos taxa ain no completamente diferenciados. Las
poblaciones gallegas analizadas en este trabajo serian adecuadas para la realizacion
del estudio citogenético.

Los cultivos de Drosera en recipientes con vermiculita embebida en agua destilada
(cultivos in vivo) son iddneos para mantener vivas aquellas plantas obtenidas del
medio natural, y ademas permiten un desarrollo constante de apices jovenes para
estudios citogenéticos. Esta técnica disminuird sensiblemente el impacto que la
realizacion de un posible estudio citogenético tendria en las poblaciones naturales de
estas plantas carnivoras.

Los cultivos in vitro presentan una gran complejidad de realizacion y manejo,
ademas de ser caros y de gran susceptibilidad a la contaminacion. No resultan
adecuados para el objetivo planteado en nuestro estudio.

La extraccién de los apices radiculares en un futuro estudio citogenético de Drosera
deberd hacerse a primera hora de la mafiana. La tincion con DAPI parece ser
adecuada para la observacion de los cromosomas en Drosera.

CONCLUSIONS

Drosera intermedia and D. rotundifolia belong to the same section in genus
Drosera, being closely related but separate species. These taxa show morphological
complexity, they hybridise and share the same number of chromosomes. Conducting
a cytogenetic study would allow us to analyse the evolutionary relationships
between these taxa not yet completely separated. The Galician populations selected
for this study would be adequate for conducting such study.
Drosera cultivation in vermiculite saturated in distilled water (in vivo culture) seems
to be the right procedure to keep plants from natural populations alive. In addition to
this, this technique allows the constant development of new root tips in the plant.
The cultivation of plants in vermiculite will considerably reduce the impact that
conducting a cytogenetic study might have in the natural populations of these
carnivorous plants.
The in vitro cultivation of carnivorous plants is complex and expensive. Besides,
explants are very susceptible to contamination. In our view, in vitro culture is not
adequate for the aims established in this work.
Excision of root tips to be used in a cytogenetic study must be conducted early in
the morning. Staining with DAPI seems to be procedure for chromosome
observation in Drosera.
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