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Titulo: Cultivo in vitro, micropropagacion y transformacion genética de la planta carnivora

Darlingtonia californica

Resumen: Las plantas carnivoras son organismos vegetales que han fascinado al ser
humano desde la antigliedad. Tienen la capacidad de atraer, capturar y digerir toda clase de
animales. También producen una amplia gama de compuestos medicinales que pueden usarse
en el sector de la farmacologia. Ademas, poseen un enorme valor ornamental, despertando un
gran interés en coleccionistas y aficionados a la jardineria. Sin embargo, debido a todas estas
caracteristicas que las hacen Unicas, su popularidad ha generado una creciente presién sobre
las poblaciones silvestres y junto con la influencia del cambio climético, se ha llegado a una
situacién donde ciertas especies estan en peligro de extincién. En el presente trabajo se aborda
la aplicacién de técnicas de cultivo in vitro a la planta carnivora Darlingtonia californica. Técnicas
como la micropropagacion serian una alternativa a los métodos de multiplicacién tradicionales.
En cuanto a la mejora genética, la técnica de transformacién genética permitiria la introduccion
de una nueva caracteristica mediante la transferencia de uno o pocos genes. En este proyecto
se han formulado medios para la propagacion clonal de esta especie mediante el cultivo de
explantes con meristemos preexistentes. También se ha abordado la regeneracion adventicia
mediante el cultivo de explantes de hoja. Esta metodologia ha servido de base para desarrollar,
por primera vez para esta especie, un protocolo que nos permita la transformacién genética
mediante el cocultivo de explantes primarios con Agrobacterium tumefaciens. Para ello se ha
empleado una construccidn que portaba el gen NPTII, una gen marcador que confiere resistencia
a la kanamicina, y el gen GFP, un gen delator que produce una proteina fluorescente facilmente
visualizable en el tejido donde esta presente. Esto permitid seleccionar aquellos explantes que
habian introducido en su genoma el gen de resistencia y se observo fluorescencia en algunos
callos, fase inicial en la obtencion de plantas transgénicas. En la fase final, se puso a punto un
método de aclimatacién, la transicion entre el cultivo in vitro y el cultivo ex vitro, en el que se
probaron varios sustratos. Por Gltimo, se ha analizado la incidencia de la variacion somaclonal
en las vitroplantas obtenidas mediante una evaluacién fenotipica de las plantas aclimatadas y
una evaluacion genética mediante citometria de flujo. En ningln caso se han detectado plantas
diferentes al material de partida. En definitiva, durante este trabajo se han puesto a punto nuevas
metodologia para la multiplicacién y mejora genética de Darlingtonia californica basadas en

técnicas de cultivo in vitro.

Palabras clave: Cultivo in vitro, micropropagacion, Darlingtonia californica, regeneracion

adventicia, callo organogénico, transformacién genética.
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Title: In vitro cultivation, micropropagation, and genetic transformation of the carnivorous plant

Darlingtonia californica.

Abstract: Carnivorous plants are organisms that have fascinated humans since ancient
times. They have the ability to attract, capture, and digest all kinds of animals. They also produce
a wide range of medicinal compounds that can be used in the pharmacological sector. In addition,
they possess enormous ornamental value, arousing great interest among collectors and
gardening enthusiasts. However, due to all these characteristics that make them unique, their
popularity has generated increasing pressure on wild populations and, together with the influence
of climate change, has led to a situation where certain species are in danger of extinction. This
work addresses the application of in vitro cultivation techniques to the carnivorous plant
Darlingtonia californica. Techniques such as micropropagation would be an alternative to
traditional multiplication methods. Regarding genetic improvement, the genetic transformation
technique would allow the introduction of a new trait through the transfer of one or a few genes.
In this project, culture media have been formulated for the clonal propagation of this species
through the cultivation of explants with preexisting meristems. Adventitious regeneration through
the cultivation of leaf explants has also been addressed. This methodology has served as the
basis to develop, for the first time for this species, a protocol that allows us to achieve genetic
transformation through the cocultivation of primary explants with Agrobacterium tumefaciens. For
this, a construct carrying the NPTII gene, a marker gene that confers resistance to kanamycin,
and the GFP gene, a reporter gene that produces a fluorescent protein easily visualized in the
tissue where it is present, was used. This allowed the selection of those explants that had
introduced the resistance gene into their genome, and fluorescence was observed in some
calluses, the initial phase in the production of transgenic plants. In the final phase, an
acclimatization method was developed, the transition between in vitro and ex vitro cultivation, in
which various substrates were tested. Finally, the incidence of somaclonal variation in the
vitroplants obtained was analyzed through a phenotypic evaluation of the acclimatized plants and
a genetic evaluation using flow cytometry. In no case were plants different from the original
material detected. In short, during this work new methodologies have been developed for the
multiplication and genetic improvement of Darlingtonia californica based on in vitro cultivation

technigues.

Keywords: In vitro cultivation, micropropagation, Darlingtonia californica, adventitious

regeneration, organogenic callus, genetic transformation.
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1.Introduccion

1.1. Plantas carnivoras, origenes, filogenia y evolucion

Las plantas son la base de las redes tréficas que se establecen entre los animales en
nuestro planeta. Son algunos de los organismos mas relevantes en nuestra cultura y no solo
forman parte de nuestra alimentacion. También tienen propiedades medicinales, son aliadas para
el desarrollo de nuevos materiales 0 nos atraen por sus caracteristicas ornamentales. En este
contexto, las plantas carnivoras han cautivado a los cientificos desde hace siglos por una
habilidad que hasta ese momento era desconocida, su capacidad de atrapar y digerir pequefios
animales, cambiando la direccién en las cadenas troficas.

Fue Charles Darwin en 1875 en su obra “Insectivorous Plants” quien acuiié por primera
vez el término plantas insectivoras y en la que describi6 al detalle como ciertas plantas habian
desarrollado mecanismos especializados para atraer, capturar y digerir insectos adaptandose a
entornos hostiles y pobres en nutrientes (Charles Darwin A & Appleton, n.d.). Muchos cientificos
se han interesado desde entonces en estas plantas y se ha descubierto que no sélo capturan
insectos, sino también anfibios y hasta pequefios mamiferos. También se han establecido
relaciones mutualistas entre estas plantas y otros animales en los que las plantas les suministran
alimento y proteccion a cambio de sus excrementos, que les proporcionan una fuente de
nitrégeno asimilable.

Las plantas carnivoras atraen, contienen, matan y digieren animales posibilitando la
absorcién de sus nutrientes. El hecho de que estas plantas hayan evolucionado hacia el
carnivorismo es un mecanismo mas de adaptacion a terrenos deficientes en nutrientes como
nitrégeno, ecosistemas con mucha humedad como pantanos, turberas y zonas tropicales, y gran
abundancia de luz (Givnish, Sparks, & Hunter, 2017).

En el siglo XX, en la década de los 80, muchos cientificos postulaban la hip6tesis de que
las plantas carnivoras provenian de un mismo ancestro comin, de que eran monofiléticas.
Nuevos andlisis filogenéticos permitieron afirmar que las plantas carnivoras tienen 6 origenes
evolutivos distintos (Figura.1). Pertenecen a cuatro de las principales categorias de
angiospermas: Monocotiledoneas, Rosidas, Astéridas y Eudicotiledoneas basicas y se
encuentran repartidas en cinco grupos taxondmicos: Poales, Caryophyllales, Oxalidales, Ericales
y Lamiales (Ellison & Gotelli, 2009). La mayor representacion se encuentra en los 6rdenes
Caryophyllales y Lamiales con un 95% de las més de 600 especies de plantas carnivoras
descubiertas (Ellison & Gotelli, 2009).

Las plantas de cada clado tienen su forma de capturar presas. Segun investigaciones,
Mdiller lanzé una hipétesis que defendia que aquellas plantas cuyo genoma evolucionaba mas
rdpidamente como algunas de las de la familia Lentibulariaceae (Utricularia o Pinguicula), tenian
mayor tasa de captura de presas que aquellas en las que su genoma evolucionaba con una tasa
de evolucion mas lenta (Miiller et al. (2004). La hipotesis también relaciono factores como el
desarrollo de trampas mas sofisticadas, la especializaciéon por parte de la planta carnivora de
atraer una sola especie de presa o un enfoque en el tamafio de la presa, con el aumento de la
frecuencia de captura de la presa.
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Figura 1. Esquema de la distribucién de los géneros de plantas carnivoras en el arbol filogenético de las angiospermas.
En verde las familias con todos sus géneros de plantas carnivoras. En amarillo y azul las familias con géneros de plantas

carnivoras y no carnivoras. Fuente: Ellison & Gotelli, 2009.

1.2. Clasificacion de las plantas carnivoras segin la naturaleza de las

frampas

Las plantas carnivoras se pueden clasificar segin su forma de captura, es decir, en si
presentan 0 no movimiento para tal fin (Poppinga et al.,, 2013). Existen trampas pasivas,

semiactivas y activas (Figura. 2).
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Figura 2. Clasificacién de las plantas carnivoras segun la naturaleza de sus trampas. Fuente: Blondeau,G (2020).
1.2.1. Trampas Pasivas

Las trampas pasivas capturan a su presa sin movimiento. Su secrecidén enzimatica es
constante, aunque aumenta cuando se detecta a la presa. Cuanto mayor sea el tamafio de la
presa mayor sera la cantidad de enzimas secretadas. Este proceso esta regulado por un
mecanismo de sefales que ajusta la relacion costo-beneficio de la planta (Gallie & Chang, 1997).
Las trampas pasivas incluyen varios tipos: trampas de caida como Darlingtonia, Nepenthes y
Cephalotus. Depdsitos de agua como Brocchinia y Catopsis, vesiculas como las presentes en
Genlisea y trampas pegajosas como Pinguicula, Byblis y Drosera (Figura. 3).

Figura 3. Morfologia de diferentes especies de plantas jarron de las familias Sarraceniaceae y Nepenthaceae: A)
Sarracenia leucophylla B) Heliamphora heterodoxa x nutans C) Darlingtonia californica D) Sarracenia purpurea E)
Sarracenia psittacina F) Nepenthes x ventrata. Fuente: Blondeau,G (2020).

Este trabajo se enfoca en un género con trampas de tipo jarrén, los pertenecientes a
Darlingtonia californica. Estas trampas estan compuestas por varias estructuras. Las mas



relevantes son los nectarios o “tapas” que producen néctar dulce para atraer a las presas. Estas
tapas o nectarios tienen una doble funcién puesto que ademas protegen sus jugos digestivos de
la lluvia, evitando que se diluyan y pierdan su eficacia (Krdl et al., 2012). Por otro lado estéa el
peristoma, una estructura en el borde de las jarras y las trompetas de textura cerosa y resbaladiza
que ayuda a que las presas caigan al interior. Ademas, en el interior de la trampa se encuentra
el liquido digestivo. Para evitar que la presa escape, las plantas tienen ciertas adaptaciones como
escamas cerosas, pelos orientados hacia abajo y pliegues cuticulares (Bauer et al., 2013; Gaume
et al., n.d). Por ultimo, algunas especies como Sarracenia flava contienen sustancias como la
coniina, que actllan como anestésico para los insectos, aumentando la eficiencia en la caza (Hotti
et al. 2017). En la base de la trampa, se encuentran las glandulas digestivas que secretan las
enzimas para descomponer las presas. Entre las enzimas conocidas que secretan estas plantas
encontramos proteasas, fosfatasas, quitinasas y nucleasas.

1.2.2. Trampas Semiactivas

Las plantas carnivoras semiactivas son aquellas que, aunque no tengan mecanismos
rapidos de movimiento, si que presentan cierta movilidad, reducida pero presente. Este
mecanismo tiene el objetivo de evitar que la presa escape. Este tipo de plantas estan
representadas por especies del género Drosera, como Drosera linearis Goldie o Drosera
capensis. Sus trampas funcionan mediante un sistema donde la presa, que suelen ser insectos
de baja masa, son atraidos y quedan atrapados en las hojas, las cuales estan recubiertas de
tricomas glandulares que secretan una sustancia viscosa y brillante llamada mucilago. Al quedar
atrapada, los tricomas se inclinan hacia ella y la hoja se enrolla, aumentando el contacto con las
enzimas digestivas. Tras la digestion, la hoja se desenrolla para seguir cazando.

1.2.3. Trampas Activas

Las trampas activas se caracterizan por realizar rapidos movimientos durante la captura
mediante potenciales de accién. Dentro de las trampas activas se incluyen trampas de cierre
radpido y trampas de succidn. La popular Dionaea muscipula es conocida mundialmente por ser
la planta con el movimiento de cierre mas rapido en el mundo vegetal. Esta relacionada con la
Aldrovanda vesiculosa, que también utiliza una técnica similar de captura, pero adaptada a su
medio acuatico. Ambas especies cierran sus trampas cuando la presa acciona una serie de pelos
sensibles, como gatillos, ubicados en su superficie. En Dionaea, estos pelos son tres y estan
situados en el centro de la trampa. La digestion puede durar de uno a varios dias, dependiendo
del tamafio de la presa (Volkov et al., 2008)

Las trampas de succién estan presentes exclusivamente en el género Utricularia, y se
consideran una de las estructuras foliares mas complejas entre las plantas. Los miembros de
este género no poseen raices y en su lugar tienen utriculos o vejigas, que funcionan de manera
similar a un potente succionador capturando en su interior pequefios crustaceos y otros tipos de
zooplancton. (Lachno et al., 2019)

1.3. Interés farmacéutico y biotecnolégico de las plantas carnivoras

En el mundo vegetal, hay inmensidad de plantas con propiedades medicinales, las plantas
carnivoras no son una excepcion. El género Drosera es uno de los mas estudiados en el campo
de plantas carnivoras con extractos medicinales. Son fuentes de compuestos como cian6genos,
flavonoides, antocianinas y naftoquinonas, los cuales poseen propiedades anticancerigenas,
fungicidas, bactericida (Kawiak & Krdlicka, 2012). Un ejemplo es Drosera binata que posee
naftoquinonas como la plumbagina, que se acumulan en las raices en altas concentraciones
(Caniato et al., 1989) y han demostrado tener propiedades antineoplasicas, antifingicas y la



capacidad de combatir bacterias resistentes a antibiéticos. Otra especie, como Drosera aliciae,
posee propiedades diuréticas, antitusivas y antioxidantes. (Krolicka et al., 2009).

Las plantas carnivoras tienen un alto valor ornamental y la biotecnologia nos permite
potenciar dicho valor. Su morfologia, colores, trampas, todo lo que envuelve su fenotipo es algo
apreciado por las empresas. Para ello, uno de los campos a explorar es la modificacion y la
mejora genéticas aplicadas en cultivo in vitro. Con estas técnicas y gracias a su cultivo en
condiciones axénicas, se podrian conseguir plantas resistentes a una gran variedad de
ambientes adversos como sequias, zonas con alta salinidad, medios pobres en nutrientes,
incluso resistentes a herbicidas y con caracteristicas morfolégicas Unicas (Keshavareddy et al.,
2018).

1.4. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es una potente herramienta en biotecnologia vegetal para la propagacion
de plantas, la mejora genética y la conservacion de especies, entre otros fines. El cultivo in vitro
se realiza en condiciones axénicas y controladas, eliminando variables ambientales que podrian
influir en el crecimiento y desarrollo de las plantas. El proceso se inicia con la obtencién de un
explante, que puede ser un fragmento de hoja, un segmento de tallo con o sin meristemos
preexistentes o incluso células individuales, que se cultiva en un medio con nutrientes especificos
(Curkovic Perica & Berljak, 1996).

Este medio de cultivo contiene diferentes nutrientes inorganicos como macronutrientes
(iones de nitrégeno (N), potasio (K), calcio (Ca), fosforo (P), magnesio (Mg) y micronutrientes
como molibedeno (Mo) zinc (Zn) cobalto (Co) o hierro (Fe) (George et al., 2008). También
contiene sacarosa como fuente de carbono, vitaminas y, en algunos casos, reguladores del
crecimiento vegetal como auxinas o citoquininas. En cuanto a la consistencia del medio, para
lograr un medio sélido o semisdélido se hace uso de compuestos como el alginato, agar, gelatina
0 agarosa (Shahzad et al., 2017). A lo largo de todo el proceso se tienen en cuenta factores
esenciales como la luz, la temperatura, la humedad o el pH del medio. Dependiendo de la
composicién del medio y las condiciones de cultivo, los explantes pueden generar meristemos
radiculares, apicales, callos y embriones. Asi, podemos diferenciar entre organogénesis
(desarrollo de é6rganos) y embriogénesis somatica (desarrollo de embriones). Esto es posible
gracias a la capacidad de las células vegetales de desdiferenciarse y de convertirse en células
totipotentes a partir de la cual regenerar individuos completos.

El cultivo in vitro se puede utilizar para una amplia variedad de aplicaciones, desde
conservacion de especies en peligro de extincion (Engelmann, 2011), multiplicacion mediante la
micropropagacion y obtencion de plantas libres de patbgenos mediante técnicas de saneamiento
vegetal como el microinjerto entre otras. Ademas, existe una amplia gama de técnicas
relacionadas con la mejora genética como el aprovechamiento de la variacibn somaclonal
(variacién genética producida como consecuencia del cultivo in vitro), el método haplo-diploide,
las técnicas de hibridacién somatica, la transformacion genética y, mas recientemente, la edicion
génica.

1.4.1. Micropropagacion

La micropropagacion es el proceso mediante el cual se utilizan técnicas de cultivo in vitro
para la multiplicacion masiva de plantas. Esta técnica se ha utilizado a lo largo de los afios sobre
todo con aquellas especies que como norma su reproduccién es mas compleja y por ende tiene
mas dificultad de reproducirse por medios tradicionales como semillas o esquejes. Dependiendo
de la composiciéon del medio de cultivo y del tipo de explante de partida, serA mas o menos
frecuente la aparicion de mutaciones que generen plantas genéticamente distintas al material de



partida. Estas Gltimas pueden tener caracteristicas fenotipicas Unicas y se conocen como
variantes somaclonales.

La micropropagacion se puede dividir en varias fases (Murashige, 1974). En la Fase 0 se
prepara el material vegetal. Se reduce la carga de contaminantes en el material de partida y se
ajusta su estado fisiol6gico para mejorar el éxito en las fases posteriores. Después, en la fase 1
se establece y se inicia el cultivo en condiciones axénicas, es decir, se desinfecta el material
vegetal inicial para transferirlo a un medio estéril. La fase 2 es la fase de multiplicacion del
material vegetal con el objetivo de obtener un gran nimero de propagulos. Se utilizan explantes
con meristemos preexistentes o sin ellos. Los explantes con meristemos generan pocas plantas,
pero mantienen el genotipo de partida, mientras que los explantes sin meristemos preexistentes
producen generalmente mayor cantidad de plantas y la posibilidad de obtener mutantes mediante
regeneracion adventicia. Esta regeneracion puede ser organogénica o embriogénica. La fase 3
comprende la elongacién y el enraizamiento de los propagulos en el caso de la ruta
organogénicas y la conversion de los embriones en la ruta embriogénica. Se usan medios con
diferentes hormonas como citoquininas que inducen el crecimiento del meristemo apical o
auxinas que estimulan el crecimiento del meristemo radicular. En la fase 4, los brotes o plantas
obtenidas se trasladan a un sustrato adecuado y se aclimatan en invernadero. El objetivo de esta
fase es asegurar que las plantas puedan adaptarse a las condiciones del exterior.

Algunas especies de plantas carnivoras, debido a la destruccién de sus habitats, cambio
climatico y la recoleccion ilegal, estan en riesgo de extincion. Un ejemplo son las especies de la
familia Sarraceniaceae como S. oreophila, S. leucophylla y S. purpurea spp. Venosa, las cuales
han disminuido en su habitat en un 90% en los UGltimos tiempos (Northcutt et al, 2012). El cultivo
in vitro ofrece la posibilidad de disponer de material vegetal de especies en riesgo, ya sea para
programas de restauracion o para investigaciones futuras. Por otra parte, existen varios ejemplos
de especies de plantas carnivoras en las que se han puesto a punto métodos de
micropropagacion que pueden servir para su multiplicacion. En el caso de D. californica, para
poder llevar a cabo su micropropagacion, se suele hacer uso de medios s6lidos formulados con
sales MS diluidas a la mitad o a la tercera parte, carbdn activado, citoquininas como la zeatina
para promover el crecimiento de los explantes en longitud y auxinas como acido indolacético
(IAA) y acido indolbutirico (IBA) para lograr un buen enraizamiento. Estos explantes provienen
de la escisién de la parte central, el tallo, de donde se obtienen varios fragmentos con meristemos
axilares preexistentes, que, mas tarde, se inoculan en el medio sélido enriquecido para su
desarrollo en condiciones controladas (Uhnak, 2003).

1.4.2. Transformacién genética

La transformacion genética en plantas es una potente herramienta biotecnoldgica que
permite estudiar la estructura de ciertos genes y su funcién en el organismo. También, ofrece
informacion sobre la evolucion de las especies carnivoras, como se han adaptado a climas y
suelos pobres en nutrientes y sus distintos mecanismos de caza, captura y digestion (Coronado-
Martin et al., 2024).

El organismo mas utilizado para la transformacién genética es el Agrobacterium
tumefaciens, el cual posee el plasmido Ti, encargado del transporte del material genético de
interés, a las células de la planta. Este plasmido posee una alta eficacia y ha demostrado ser
muy versatil para protocolos de ingenieria genética vegetal en muchas especies vegetales.
Especies como Utricularia gibba, una planta carnivora acuatica caracterizada por poseer trampas
en forma de valvulas de succion, han sido transformadas genéticamente. Esta modificacion
permitio investigar su gendmica funcional y situarla como organismo modelo para estudiar a nivel
genético aquellos procesos involucrados en la formacion de trampas (Oropeza-Aburto et al.,
2020).



Por otro lado, también se ha investigado en Sarracenia purpurea. Las raices de esta
especie y en general del género Sarracenia, contienen compuestos como los polifenoles, los
cuales poseen propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes y antimicrobianas.
En este estudio se utilizé una cepa salvaje del organismo Agrobacterium rhizogenes y mediante
ingenieria genética, se indujo el crecimiento de raices con un contenido de polifenoles mucho
mas elevado (Pilarska et al., 2022).

1.5. Darlingtonia californica, la planta cobra

D. californica pertenece a la familia Sarraceniaceae. Esta es una familia de plantas
carnivoras nativas de América del Norte y del Sur, compuesta por tres géneros: Heliamphora,
Darlingtonia y Sarracenia. Heliamphora incluye seis especies distribuidas en Venezuela y la
Guayana Britanica, Sarracenia con al menos ocho especies en el sureste de EE. UU., y
Darlingtonia, un género monotipo, en el norte de California y el oeste de Oregén.

D. californica, se conoce comiunmente como la planta jarra de California o “cobra Lily”, ya
que su estructura recuerda mucho a una cobra. Habita en zonas humedas y pantanosas,
especialmente en suelos acidos con escasos nutrientes. Se desarrolla en ambientes frescos y
humedos, tipicos de los bosques montafiosos, alrededor de temperaturas de 20C°. Las trampas
de D. californica son pasivas, no poseen movimiento y tienen una estructura que se asemeja a
una serpiente cobra en posiciéon de ataque, lo que les da el nombre de cobra lily (Ellison &
Farnsworth, 2005). Estas trampas estan formadas por hojas modificadas en forma de tubos que
atrapan los insectos. La hoja se pliega formando una especie de lengua que segrega un néctar
atrayente que termina en una apertura en la parte superior, actuando como una boca para atraer
y capturar presas (Figura.4).

(to ground)

Figura 4. Morfologia de las flores de D. californica, con sus pétalos colgantes caracteristicos (izquierda). Estructura de
la hoja en forma de trampa tubular (derecha). Fuente: Ellison & Farnsworth, 2005.

Las trampas estan preparadas para atraer a los insectos con néctar y luz. Una vez que el
insecto entra, es engafiado por esa estructura en forma de lengua que lo dirige hacia la "boca"
de la trampa, donde es incapaz de escapar. Las paredes de la trampa presentan unas
fenestraciones trasllcidas que aturden a la presa y son resbaladizas, lo que impide su salida.
Una vez que el insecto es atrapado, la planta se aprovecha de su relacién de mutualismo con
algunos microorganismos para la degradacion de los cadaveres, permitiéndole absorber los
nutrientes, especialmente nitrégeno y fésforo, que son deficientes en los suelos acidos donde
crece (Ravee et al., 2018).



Es una planta autégama que posee flores de color rojo y amarillo verdoso, que aparecen
en una inflorescencia llamada "panicula” pudiendo alcanzar 90 cm de altura (Figura. 4). Estas
flores son polinizadas por insectos, principalmente abejas (Meindl & Mesler, 2011). Las semillas
de D. californica pueden tardar meses en germinar y pueden pasar hasta 5-7 afilos en conseguir
plantas adultas capaces de florecer. Por este motivo, esta planta ha buscado alternativas mas
rapidas para colonizar nuevas zonas. Se reproduce de forma asexual mediante la formacion de
nuevas plantas a partir de estolones, que son un tipo de tallo horizontal y alargado que crece
sobre la superficie del suelo o de forma subterrdnea. A lo largo de estas estructuras se
desarrollan raices y brotes que posteriormente daran lugar a nuevas plantas genéticamente
idénticas a la planta madre. Sus raices no suelen tolerar temperaturas superiores a 20C°, pero
pese a esto, esta planta posee un largo sistema de raices que tienen la increible capacidad de
sobrevivir a incendios y a suelos con altas concentraciones de metales pesados (Adlassnig,
2005).

A pesar del organismo tan cautivador y Unico que es la D. californica, el calentamiento
global ha contribuido a la disminucién de poblaciones como la de esta especie, asi como el riesgo
de extincién de muchas otras. Para ello, la finalidad de este trabajo es la optimizacion de distintas
técnicas de cultivo in vitro que permitan la micropropagacion, clonacién y transformacién genética
de esta especie carnivora y poder establecer protocolos de transformacion genética que doten a
esta planta de caracteristicas Unicas y beneficiosas para su conservacion a largo plazo.

Este proyecto se relaciona con el Objetivo de Desarrollo Sostenible numero 15 (vida de
ecosistemas terrestres), alineandose con la meta 15.5, donde se busca adoptar medidas para
reducir la degradacion de los ecosistemas naturales y detener la pérdida de biodiversidad,
protegiendo las especies en peligro de extincion.



2. Hipotesis

D. californica es una planta carnivora escasamente estudiada. Pese a su gran valor como
planta ornamental y su interés comercial, hay muy poca literatura cientifica en lo que respecta a
técnicas de multiplicacion y mejora genética. Para ello, el cultivo in vitro de tejidos vegetales es
una herramienta eficaz y versatii que engloba técnicas que permiten la multiplicacion,
saneamiento y mejora genética de una gran variedad de especies. En este trabajo nos
planteamos la aplicacién del cultivo in vitro en D. californica como una alternativa a las técnicas
de multiplicacién y mejora tradicionales. La micropropagacion facilitaria la obtenciéon de mayor
cantidad de material vegetal, tanto para conservar la especie in vitro como para, tras su
aclimatacién, la comercializacién de plantas en maceta. Por otro lado, la transformacién genética
de esta especie abriria nuevas posibilidades a la introduccién de caracteres deseados sin la
modificacion del resto de sus caracteristicas.



3. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de técnicas de cultivo in vitro para la
multiplicacion, micropropagacion y transformacion genética de la planta carnivora D. californica.
Para ello también se han fijado una serie de objetivos secundarios que han permitido el avance
del proyecto. Los objetivos concretos son los siguientes:

1. Poner a punto un método de propagacion clonal que permita la multiplicacion de D.
californica de forma eficaz y la aclimatacion de las plantas obtenidas para su posterior
cultivo ex vitro (Figura. 5).

2. Determinar las condiciones que permitan la regeneracion adventicia a partir de explantes
sin meristemos preexistentes y evaluar la variabilidad genética producida en las plantas
obtenidas (Figura.5).

3. Desarrollar un método de transformacion genética mediante cocultivo de explantes con
A. tumefaciens, basada en la resistencia a la kanamicina y a la expresion de la GFP, que
permita, por primera vez, la obtencién de plantas transgénicas de D. californica (Figura.
6).

Propagacion

clonal Regeneracion
adventicia

7 3 el | F ——
—— — | ) — |
- \ g =g ) —#|

7 ¥ ¥ (¥ ¥ \ J

‘._ f % ./

" rd = =
Germinacion Sierr_lbra /
In Vitro
4 4 4

/7 \\'r, N/
NN

AN

Figura 5. Flujo de trabajo a desarrollar para conseguir la micropropagacion de D. californica. Elaboracién propia con el
programa Biorender.
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Figura 6. Flujo de trabajo para conseguir la transformacion genética de D. californica. Elaboracién propia.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Todos los ensayos de este trabajo se realizaron una vez obtenido un cultivo axénico de D.
californica que se establecio a partir de la implantacion de semillas adquiridas a través de un
vivero nacional especializado en el cultivo de plantas carnivoras.

Todos los ensayos de este trabajo se realizaron en condiciones axénicas, se mantuvieron
en una camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad,
intensidad luminica de 70 yE-m-2-s'1 y una temperatura de 24+2°C.

4.2. Preparacion y esterilizacion de medios de cultivo

En este trabajo se utilizaron modificaciones de un medio basal a partir de una mezcla de
sales Murashige y Skoog (Murashige and Skoog, 1962) reducidas a la tercera parte, 10 gL de
sacarosa como fuente de carbono, 100 mgL* de myo-inositol y 1 mgL* THCI como fuente de
vitaminas. Una vez disueltos los componentes y aforado el volumen, se ajusté el pH -con HCl o
KOH- a 5.7 y se afiadieron 6.8 gL de agar bacteriolégico como agente gelificante.

Dependiendo del experimento, el medio puede contener componentes termolabiles. En el
caso que no se utilicen, los medios se hierven en el microondas para fundir el agar y se
distribuyen en botes para esterilizarlos después en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Por
otro lado, si se afladen componentes termolébiles, primero se esteriliza el medio y posteriormente
se afiaden los componentes en cabina de flujo laminar horizontal y se distribuye en botes o placas
estériles.

4.3. Implantaciéon de material y establecimiento del cultivo

La desinfeccion superficial de semillas de D. californica se realiz6 a partir de una disolucion
de lejia comercial al 15% y unas gotas de Tween-20, un tensoactivo que permite un mejor
contacto del desinfectante con la superficie del material vegetal. Se mantuvieron en esta
disolucién durante 10 minutos y a continuacién se hicieron tres lavados sucesivos de 5, 10y 15
minutos con agua destilada estéril. Una vez esterilizadas, se aplico un tratamiento en frio
manteniéndolas 30 dias a 4°C en oscuridad en una placa Petri sobre un papel filtro estéril. Tras
la estratificacion las semillas se sembraron individualmente en MB3/3 hasta su germinacion.
Durante este trabajo, se han usado modificaciones del medio basal MB3/3 (Tabla 1), al que se
le han afadido varios compuestos en funcién de la finalidad del medio.

Tabla 1. Composicion del medio MB3/3. Elaboracién propia.

Medio de | Sales minerales Sacarosa THCI Myo-inositol | Agar

cultivo bacteriologico

MB3/3 MS (Murashige y | 10gL* 1mgL? | 100 mgL? 6,8 gL?
Skoog, 1962)

Las plantas adultas que cultivamos en el invernadero emiten tallos rastreros subterrdneos
que utilizan para colonizar nuevos espacios de manera vegetativa, denominados estolones o
“runners”. Estos tallos se caracterizan por su rapido crecimiento, presentan una coloracion
blanquecina, las hojas se atrofian y los entrenudos se separan. Este rapido crecimiento, su
funcion meramente reproductiva, su recoleccién poco invasiva junto con el hecho de que no
comprometen el desarrollo de la planta los convierten en 6rganos ideales para implantar material
in vitro. Sin embargo, el hecho de que sean tallos subterraneos dificulta el proceso de
desinfeccion.
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Se recolectaron segmentos de estolones de unos 20 cm. Primero se enjuagaron con agua
destilada para eliminar restos de sustrato. A continuacién, se lavaron durante una hora en
agitacion con agua destilada y unas gotas de Tween-20 para conseguir una limpieza mas
profunda del material vegetal. Una vez lavados, los estolones se cortaron en secciones de unos
5 cm. Para la desinfeccién superficial se introdujeron de manera secuencial en las siguientes
disoluciones: 3 min en 70% EtOH, 1 min en 96% EtOH y 30 min en 20% de lejia comercial. Una
vez trascurrido el tiempo se lavaron con agua destilada estéril durante 5, 10 y 15 minutos. Se
sanearon los extremos dafiados por el desinfectante con un bisturi estéril sobre un papel filtro
estéril, y se probaron dos tipos de corte: cortes transversales del estolén y cortes en bisel para
aislar la yema y mantenerla con la menor porcion de estolén posible. Se separaron una a una
todas las yemas axilares y se cultivaron en MB3/3 suplementados con 1 mL/L de PPM, 300 mgL-
1 de vancomicina para evitar una posible contaminaciéon y 1 mgL-! de zeatina para favorecer la
brotacion axilar de estas yemas. El material se subcultivé en MB3/3 cada 3-4 semanas hasta
confirmar la obtencion del cultivo axénico libre de contaminaciones.

4.4. Propagacion clonal de D. californica

La propagacion clonal se realiza a partir de explantes con meristemos preexistentes que
pueden provenir del meristemo apical (extremo del tallo que crece en longitud) o de las yemas
axilares (presentes en los nudos, que pueden dar lugar a ramas laterales). Inicialmente, las
plantas se multiplicaron subcultivando explantes de apice meristematico y de yemas axilares a
MB3/3.

4.4.1. Induccion de la brotacion axilar

Con el objetivo de mejorar la eficacia de multiplicacion de D. californica, se suplemento el
MB3/3 con distintas concentraciones de zeatina (0, 0.1, 0.5, y 1 mgL-) para inducir la brotacion
axilar y conseguir mejores tasas de multiplicacion. Para cada una de las condiciones se cultivaron
4 botes con 5 explantes/bote. Trascurridos 2 meses, se establecio un indice de respuesta a esta
citoquinina (Figura. 7) para determinar el medio 6ptimo para la induccién de las yemas: O
(explantes con crecimiento apical sin induccién o que presentan solo una yema axilar), 1
(explantes con brotacién axilar intermedia, con brotes elongados) y 2 (brotacién axilar muy
vigorosa, pero brotes de menor tamafio).

Figura 7. Brotes con distintos niveles de respuesta a la zeatina tras 2 meses de cultivo. La barra representa 1cm.
Elaboracién propia.

12



4.5. Regeneracion adventicia

Los ensayos de regeneracién adventicia permiten evaluar la capacidad de formacion de
nuevas plantas u érganos a partir de explantes sin meristemos preexistentes. A lo largo de este
trabajo y dependiendo de la cantidad de material disponible se hicieron pruebas con explantes
de hoja y raiz.

4.5.1. Efecto de la zeatina en la regeneracion a partir de explantes de
hoja

Se subcultivaron secciones transversales de hoja en MB3/3 suplementado con zeatina (0,
0.1, 0.5, y 1 mgL™1). Para ello, en esta parte del experimento se ha utilizado la zeatina, una
hormona de la familia de las citoquininas que estimula la division celular y promueve la formacién
de brotes y yemas axilares. Se utilizaron 4 placas Petri por condicion con 15 explantes por placa.
Se evalué la tasa de regeneracioén a los 30 dias.

4.5.2. Evaluacion de la resistencia a la kanamicina

Una vez establecidas las condiciones Optimas para la regeneracién y con el objetivo de
obtener plantas transgénicas de D. californica, se calcul6 empiricamente la concentracién
minima de kanamicina que inhibe la regeneracion de explantes de hoja. Para ello se cultivaron
explantes de hoja en medio organogénico MB3/3 + 1 mgL?' de zeatina con distintas
concentraciones de kanamicina (10, 50, 100 y 200 mgL-Y). Se cultivaron 4 placas por condicién
con 10 explantes por placa y se evalugd la eficacia de regeneracion trascurridos 50 dias.

4.5.3. Determinacion de la ploidia de propdgulos regenerados

La determinacion de la ploidia permite comprobar el nivel de ploidia de las plantas
regeneradas y si es la misma que la del material original. De cada propagulo se extrajo una hoja
joven y se sigui6é el método descrito por Smulders y colaboradores en 1994:

a) Enuna placa Petri de vidrio, se afiaden 200 pL de tampdn de extraccion de nucleos y se
trocea el material vegetal con la ayuda de una cuchilla para romper las paredes celulares
y extraer los nucleos.

b) Se tifien los nucleos celulares con 800 pL de una disolucion 1 mgL' de 4,6-
diaminofenilindol (DAPI staining solution, Partec), fluorocromo que se une a los enlaces
A-T del ADN.

c) Por ultimo, los nucleos celulares se filtran a través de una membrana de nylon de 50 um,
para separar estos nucleos de los restos de tejido vegetal que pueden llegar a interferir
con el citdmetro de flujo.

d) Las muestras preparadas se analizan en el citémetro de flujo (Partec PA-II Ploidy
Analyser).
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4.6. Transformacion genética de D. californica mediada por A.
tumefaciens

attB2
, . GFP T35S
4.6.1 Cepaq, plasmido y genes empleados st \ \_4_\“
- }\\I\%l >
Se utilizé la cepa desarmada de A. tumefaciens LBA 4404 7
con el plasmido pk2GW7-eGFP. Este plasmido posee entre los

sitios de recombinacion attB1 y attB2, el gen GFP que permite -4
visualizar su expresién génica por fluorescencia (Figura. 8). Parala  kan
selecciéon de plantas transformadas, también existe un casete de
resistencia a kanamicina compuesto por el gen Kan, controlado por T"“\,\\
el promotor Pnos y el terminador Tnos. Por Gltimo, este plasmido -

posee los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB), que delimitan el T- X
DNA. Este segmento sera el material genético que se transferira SmISpR

a la planta huésped gracias a la cepa de A. tumefaciens LBA  Figura 8. Componentes y estructura del
4404 plasmido pk2GW7-eGFP. Elaboracién propia.
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4.6.2. Inoculacion, seleccion y regeneracion de plantas transgenicas

Se prepararon 500 explantes de hoja de entre 1y 1,5 cm de D. californica. Se usaron 40
para el control sin presion selectiva (SPS: explantes no inoculados y cultivados sin kanamicina),
40 para el control con presion selectiva (CPS: explantes no inoculados y cultivados con
kanamicina) y 420 para la inoculacion con A. tumefaciens.

Los controles estan formados por explantes no inoculados con A. tumefaciens pero que
han recibido exactamente los mismos tratamientos que los que han sido inoculados. Aquellos
que se cultivan en medio SPS (MB3/3 + 1 mgL* zeatina + 300 mgL™! timentina) nos permiten
confirmar que los explantes no han perdido su capacidad organogénica. Aquellos que se cultivan
en medio CPS (MB3/3 + 1 mgL! zeatina + 300 mgL-! timentina + 50 mgL* kanamicina) confirman
que la presion selectiva, es decir, la concentracion de kanamicina que hemos afadido inhibe la
regeneracion de dichos explantes no inoculados. Aquellos explantes inoculados que regeneren
en medio con kanamicina seran potencialmente transgénicos.

Los 420 explantes se inocularon en un cultivo liquido de A. tumefaciens suplementado con
100 mgL* de MES (2-(N-morfolino)etanosulfénico) y 200 mgL-! de acetosiringona, un compuesto
que estimula la transferencia del ADN-T desde el A. tumefaciens hacia las células vegetales. Una
vez inoculados, los explantes de hoja se co-cultivaron en placas Petri con medio organogénico
+ 200 mgL? de acetosiringona. Los explantes se mantuvieron en la camara de cultivo, en
oscuridad, durante 3 dias para favorecer la infeccién de las células vegetales. Los explantes se
lavaron en medio liquido con 500 mgL-! de cefotaxima, antibiético bacteriostatico que inhibe el
crecimiento del A. tumefaciens y se secaron sobre papel filtro estéril para eliminar al maximo
cualquier resto de A. tumefaciens. Por ultimo, se cultivaron en placas con MB3/3 + 1 mgL*
zeatina + 300 mgL™ timentina + 50 mgL! kanamicina, colocando unos 20 explantes por placa.
Este medio permite seleccionar aquellas células que han incorporado el gen de resistencia a la
kanamicina. Cada dos semanas el material se subcultivaba a medio fresco con la misma
composicion.

4.7. Aclimatacion ex vitro

La aclimatacion consiste en la adaptacion de las vitroplantas a condiciones variables. Se
seleccionaron propagulos independientemente de si presentaban o no raices. Este material se
lavé con agua destilada para eliminar cualquier resto de agar que pudiera dar lugar al crecimiento
de microorganismos perjudiciales. Una vez trasplantados al sustrato, las plantas se cubrieron
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con un vaso de plastico o un film transparente, para mantener la humedad, que se retird
progresivamente durante los primeros 15 dias. Las plantas se trasladaron a los invernaderos del
IBMCP, donde la temperatura esta controlada 22-27°C. Se regaban dos veces por semana con
agua destilada hasta la eliminacion del vaso de plastico o el film Un mes después se evalu6 su
estado y se dio por concluida la aclimatacion. En cuanto al tipo de sustrato, se hizo una prueba
inicial con pocas plantas en dos tipos de sustrato, fibora de coco y Sphagnum. Una vez
seleccionado el sustrato, se aclimataron 200 plantas provenientes de distintos eventos de
regeneracion. Se etiquetaron todos ellos para saber su origen y se analizé su fenotipo para
detectar cambios morfoldgicos producidos por la variacién somaclonal.
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5. Resultados y discusion
5.1. Implantaciéon de material y establecimiento del cultivo

Para el establecimiento del cultivo axénico de D. californica se parti6 de semillas y de
segmentos de estolones recolectados de las plantas del invernadero. Tras la esterilizacién y
siembra en condiciones axénicas, las semillas comenzaron a germinar 10 dias después de su
cultivo, aunque su germinacion fue irregular. A pesar de que se consiguio la emision de radicula
en un 36% de las semillas (5 de 14) a los 40 dias s6lo dos se desarrollaron hasta formar una
plantula (14%). No se observd contaminacion en ninguna de las semillas esterilizadas. El
crecimiento de estas dos plantas fue muy lento, obteniendo plantulas de apenas 1 cm 30 dias
después de la germinacién (Figura. 9A) y no superando los 4 cm de diametro con unas 7 hojas
por plantula trascurridos los primeros 120 dias. En este tiempo se observd un desarrollo muy
escaso del sistema radicular y la brotacion esporadica de alguna yema axilar. Las plantas
procedentes de semillas aumentaron de tamafio, aunque siempre con apariencia juveniles, sin
la caracteristica forma de serpiente de las hojas de esta planta (Figura. 9B).
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Figura 9. Implantacion in vitro de D. californica. A) Desarrollo de plantulas a partir de semillas cultivadas en MB3/3. B)
Vitroplanta procedente de semilla. C) De izquierda a derecha, raices tipicas de D. californica con un estolén en formacion,
fragmento de estolon previo a la desinfeccion, fragmento de estoldn posterior a la desinfeccion, brotes regenerando a
partir de un estolén en diversas fases de su crecimiento durante su implantacion y desarrollo de estolén in vitro. Las
barras representan 1 cm excepto la de la imagen de las semillas que representa 1 mm. Elaboracion propia.

Los estolones, al ser tallos subterraneos que crecen en contacto directo con el sustrato,
presentaban una alta tasa de contaminacién incluso cuando su desinfeccion fue mas agresiva y
se sembraron en medio suplementado con PPM vy antibiéticos. Durante este proceso de
esterilizacion los fragmentos se tornaban de una tonalidad marron oscura, indicando que la
superficie sufrié dafio por la accién del hipoclorito (Figura. 9C). Sin embargo, al eliminar el tejido
necrosado, se observaron como algunas yemas axilares comenzaron a brotar. Se logro implantar
un 23% de los explantes sembrados, 7 de 30, que no presentaron contaminacion. A las pocas
semanas, gracias a la presencia de zeatina en el medio, se observd la brotacién de mas yemas
axilares a partir de las cuales crecieron multiples brotes (Figura. 9C).

La implantacion por semillas no ofreci6 tanto problemas en cuanto a la eliminacién de
agentes contaminantes, sin embargo, tuvo la desventaja de presentar una viabilidad limitada y
un crecimiento lento tras la germinacién. Por otro lado, aunque los estolones sean mas dificiles
de esterilizar, nos permite implantar material con un crecimiento mas rapido y manteniendo las
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caracteristicas genéticas del material de partida lo cual puede ser tremendamente interesante en
el caso de trabajos de conservacion.

En trabajos anteriores (Erst et al, 2022) se ha observado que las semillas germinaron en
2-3 dias desde su siembra, con una tasa de germinacién del 87%. En nuestro caso se logro la
germinacién de un 36% de las semillas, lo que plantea lo importante que es la fuente del material
vegetal cuando se trata de la germinacion de semillas. Mas adelante, estos investigadores
transfirieron estos explantes a medio MS suplementado con 5 uM de BAP (6-bencilaminopurina)
durante un afio. Durante esta etapa, en los primeros meses, observaron una organogénesis
directa, ya que la regeneracién ocurrio a partir de los meristemos ya preexistentes en la planta.
En nuestro caso se dio la misma situacion. Por ultimo, tanto en el ensayo de Ersty colaboradores
como el correspondiente a este trabajo, las hojas formadas en eran juveniles y no se observaron
trampas.

5.2. Propagacion clonal de Darlingtonia californica

Inicialmente, se cultivaron explantes de apice meristemético y yemas axilares en MB3/3
pero su crecimiento era muy lento. El tallo principal crecia en longitud, pero ramificaba muy
escasamente, por lo que se decidio favorecer la brotacion axilar mediante el uso de citoquininas.

5.2.1. Induccion de la brotacidon axilar

Con el fin de favorecer la ramificacion de los explantes, se cultivaron brotes en medio
MB3/3 suplementado con distintas concentraciones de zeatina (Figura. 10A). Transcurridos dos
meses se evaluaron las plantas obtenidas en cada medio mediante un indice (Figura. 7).
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Figura 10. Brotacion axilar de D. californica. A) Efecto de la zeatina sobre brotes tras dos meses de cultivo. B)
Representacion del porcentaje de explantes con diferentes indices de respuesta a la zeatina. C) Corte transversal de un
brote con indice 2. La barra representa 1 cm. Elaboracién propia.

En ausencia de zeatina se obtuvo un 82% de explantes con morfologia tipica del indice 0,
no presentan ramificacion y un 18% que presentaron entre 2 y 3 yemas axilares brotadas y con
un tamafio similar al del tallo principal. A medida que la concentracién de zeatina aumenta,
también lo hace el nimero de yemas axilares que brotan. En 0.1 mgL* se observé un aumento
en la cantidad de explantes de indice 1 hasta un 52% de explantes en esta concentracion. Las
concentraciones 0.5 y 1 mgL* fueron las méas efectivas en cuanto a la brotacién de yemas,
consiguiendo tasas de explantes en indice 2 de 57% y 80% respectivamente (Figura. 10B). En
estos explantes, la brotacion es mucho mas vigorosa pero el tamafio de las yemas es mas
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reducido. De hecho, este indice 2 se caracteriza por presentar una planta de tamafio “normal” y
la formacion de un tejido desorganizado en la base del explante a partir del que brotan todas las
pequefias yemas que se forman (Figura. 10C). Una vez inducida la brotacién axilar, los explantes
se subcultivaron en medio MB3/3 para favorecer su desarrollo sin la formacién de nuevas yemas
axilares y poder usarlos como material de partida para los distintos ensayos de este trabajo.

D. californica esta muy poco estudiada en el ambito de la micropropagacion. Por otra parte,
estudios previos realizados con Sarracenia purpurea (Northcutt et al, 2012), una especie de su
misma familia, se utilizaron medios sin hormonas, con concentraciones muy similares de sales
MS (Murashige y Skoog), tiamina, myo-inositol y sacarosa a las empleadas en nuestro trabajo.
Los explantes cultivados crecieron alcanzando un tamafio muy similar entre todos ellos. Por otra
parte, las hojas presentaban un tamafio reducido, eventos que también se repitieron en este
trabajo. Por otro lado, estos mismos investigadores, utilizaron el medio MB3/3 suplementados
con zeatina. En estas condiciones se consiguid un mayor crecimiento, duplicando el tamafio de
los brotes y aumentando la longitud de las hojas. Estos resultados son similares a los que se
obtuvimos en nuestro trabajo, ya que, los explantes cultivados en este medio también mostraron
una respuesta vigorosa, con mayor crecimiento del meristemo apical, mayor formacién de brotes
axilares y mayor elongacion foliar.

5.3. Regeneracion adventicia

La regeneracion adventicia favorece la obtencién de variantes somaclonales, plantas con
alguna diferencia genética respecto de la planta de la que proceden originada por el cultivo in
vitro, y supone el primer paso para obtener plantas transgénicas. Se ha observado que, en
algunas plantas envejecidas de D. californica habia raices que regeneraron brotes en medio libre
de reguladores de crecimiento (Figura. 11A). Sin embargo, al no disponer de suficientes
explantes de este tipo, se usaron explantes de hoja, de los que disponiamos en mayor cantidad,
para evaluar su potencial organogénico.

5.3.1. Efecto de la zeatina en la regeneracion a partir de explantes de
hoja

Para la regeneracion de explantes de hoja se utilizaron los mismos medios que en el
ensayo anterior: MB3/3 suplementado con 0, 0.1, 0.5, y 1 mgL™* de zeatina. Transcurrido un mes
se realizo la lectura del experimento. Las concentraciones de zeatina que presentaron el mayor
numero de explantes regenerados o con presencia de callos organogénicos fueron 0.5y 1 mgL-
1 con un 9% y 6% de explantes regenerados respectivamente (Figura. 11B). En los medios MB3/3
y MB3/3 + 0.1 mgL de zeatina, la regeneracion no supero6 el 1%. Dado el escaso nimero de
explantes del que se partié (menos de 100 explantes por condicién) no se pudo determinar cual
de las dos concentraciones mas altas, 0.5y 1 mgL, era la 6ptima para la regeneraciéon. En este
contexto, se decidi6 seleccionar 1 mgL! de zeatina para los siguientes ensayos ya que en otras
especies de plantas carnivoras esta concentracion era la que habia ofrecido un mejor resultado.

El inicio de la regeneracion se produce en las zonas de corte de las hojas (Figura. 11C),
pero a los 45 dias aproximadamente las zonas organogénicas se distribuyen por toda la
superficie de la hoja. En el caso de no subcultivar estos explantes regenerados a medio de
elongacion se consiguen estructuras con un gran desarrollo de yemas adventicias y resulta
imposible la cuantificacion del numero de propagulos obtenidos por explante. Este tipo de
respuesta fue bastante notoria en los medios suplementados con 0.5y 1 mgL* de zeatina, donde
se pudo observar el desarrollo de estos callos compactos. La determinacién del nivel de ploidia
de 60 propagulos regenerados mostrd que su nivel de ploidia no variaba con respecto al del
material original. Con estos datos podemos afirmar que los medios suplementados con zeatina
mantienen una estabilidad genética en el tiempo y no producen alteraciones a nivel genémico,
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por lo que estos medios se pueden seguir utilizando tanto para micropropagacion como para
otras técnicas como la transformacién genética.

La regeneracion de hojas de D. californica ha sido objeto de estudio en trabajos anteriores
(Uhnak, 2003). En sus investigaciones diseccioné hojas de D. californica en 3 partes de menos
de 1 cm cada una y las cultivo en medio MS suplementado con giberelinas durante 1 mes. De
20 fragmentos que cultivé, tan solo 3 regeneraron nuevas estructuras. Mas adelante realiz6 otro
ensayo con una muestra mas grande. En este caso de 70 fragmentos de hoja, el 18% formaron
estructuras organogénicas como callos, el resto se necrosaron. Los resultados de nuestro
trabajos son parecidos a los suyos. Pese a que Uhnak (2003) utilizé giberelinas, la tasa de
regeneracion fue muy similar a la obtenida en explantes foliares de D. californica con zeatina.

5.3.2. Evaluacioén de la resistencia a la kanamicina

Una vez puesto a punto un protocolo para la regeneracién adventicia se evalud la
concentracién minima de kanamicina que inhibia la regeneracién de explantes de hoja para
seleccionar eventos transgénicos que incorporen el T-DNA con el gen de resistencia a este
antibiotico. Transcurridos 50 dias, en 0 y 10 mgL-1 de kanamicina, se consiguié una alta tasa de
explantes con eventos de regeneracion o callos desorganizados en los extremos de las hojas,
aproximadamente de 22,5-25%, lo que indicaba un bajo impacto de este antibiético en los
explantes (Figura. 11C).

Al aumentar la concentracion, como en 50 mgL, el nimero de explantes viables
disminuia, con un 10% de regenerados o con callo desorganizado. Por ultimo, en 100 y 200 mgL-
1, no hubo presencia de regeneracion ni de callos. El 96 % de los explantes necrosaron, lo que
indica que a estas concentraciones la kanamicina es toxica para D. californica (Figura. 11D). Se
selecciond 50 mgL-! para los ensayos posteriores puesto que supone una concentracion subletal
que inhibe de forma parcial la regeneracion, pero no se compromete completamente el
desarrollo. El objetivo es conseguir condiciones selectivas pero que, al mismo tiempo nos
permitan obtener el mayor nimero de eventos potencialmente transgénicos a pesar de la baja
tasa de regeneracion de los explantes en medio organogénico sin kanamicina.
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Figura 11. Regeneracién adventicia en D. californica. A) Regeneracion a partir de una raiz. B) Efecto de distintas
concentraciones de zeatina sobre la regeneracion a partir de explantes de hoja. C) Explantes de hoja con eventos de
regeneracion en diferentes estadios. D) Efecto de distintas concentraciones de kanamicina sobre la regeneracion de
explantes de hoja y representacion del porcentaje de explantes con regeneracion en cada condicién. La barra representa
1 cm. Elaboracion propia

5.4. Transformacion genética de Darlingtonia californica mediada por
Agrobacterium tumefaciens

Se obtuvieron alrededor de medio millar de explantes, tanto para los controles con y sin
presion selectiva (presencia o no de kanamicina) como para la transformacion e inoculacién del
plasmido (Figura. 12A) mediante Agrobacterium tumefaciens. Los medios sin presion selectiva
llevaban zeatina 1 mgL* y timentina 300 mgL?. Los medios con presiéon selectiva ademas
presentaban 50 mgL-* de kanamicina. El control SPS confirmé que los explantes regeneraban en
medio organogénico y el CPS que la kanamicina detenia parcialmente esta formacion de callo
desorganizado y regeneracién. El uso del gen GFP como gen delator nos permitié6 observar
eventos transgénicos desde los primeros dias de la transformacion.
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Figura 12. Transformacién genética de D. californica. A) Explantes de hoja en medios sin presion selectiva (izquierda) y
con presion selectiva (derecha) y detalles de un explante visualizado en tres condiciones distintas: BF -campo claro, no
se ve la GFP-, GFP LP -permite ver la clorofila en rojo y GFP en verde- y ET GFP —permite ver la GFP verde-. La barra
representa 1 cm. B) Explantes inoculados con A. tumefaciens. Izquierda no presenta ninguna region con expresion GFP,
centro y derecha se aprecia parte del callo con expresion GFP. La barra representa 0.5 cm. Elaboracion propia.

A las 4 semanas, en el medio control SPS, el 40% de los explantes regeneraron y formaron
callos organogénicos (Figura. 12A). Por otro lado, en el medio CPS, el 4% de los explantes
formaron callo o regeneraron. Como era de esperar, al no haber inoculado ninguno de estos
explantes con la cepa de A. tumefaciens, no se observd emisiéon de fluorescencia caracteristica
de la GFP (Figura. 12A).

Los 420 explantes inoculados se cultivaron en MB3/3 + zeatina al 1 mgL™, timentina 300
mgL?® y kanamicina 50 mgLt. Transcurrido un mes, y después de dos subcultivos en medio
fresco, se examiné el material vegetal bajo el filtro GFP. Del total de 420 explantes inoculados,
299 se necrosaron en las primeras cuatro semanas de cultivo. Entre los 121 explantes que
permanecian sin necrosis se identificaron 38 explantes con callos organogénicos resistentes a
la kanamicina. Seis de ellos presentaban expresion GFP. Esta fluorescencia se podia apreciar
claramente en algunos callos desarrollados (Figura. 12 B centro y derecha). Cabe destacar que
ciertos tejidos necréticos emiten algo de fluorescencia basal, pero en este caso, esa
fluorescencia es claramente distinta de la que emite la GFP (Figura 12B, izquierda). Por tanto,
teniendo en cuenta aquellos explantes que regeneraron bajo esta presion selectiva, la tasa de
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transformacion entre los explantes no necrosados fue del 31% si el criterio es la resistencia a la
kanamicina y del 5% si incluimos el criterio de expresion del gen GFP.

Segun nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se consigue la transformacion
genética de D. californica. En este mismo grupo de investigacion, se ha llevado a cabo la
transformacion de varias especies de plantas carnivoras, entre ellas Byblis liniflora (Coronado-
Martin, 2024) la planta arcoiris. En esta investigacion se logré establecer un protocolo de
transformacion genética con la misma cepa de A. tumefaciens con una eficacia de transformacion
del 7,7%. Tanto esta eficacia como la que hemos alcanzado con D. californica nos permitiria
abordar cualquier programa de mejora basado en la obtencién de plantas transgénicas con una
elevada probabilidad de éxito.

5.5. Aclimatacion ex vitro

Inicialmente se seleccionaron 12 plantulas in vitro y se trasplantaron en dos sustratos
diferentes fibra de coco -un sustrato inerte que proviene de los deshechos de la industria
cocotera- y musgo Sphagnum -un musgo ampliamente utilizado en el cultivo de plantas
carnivoras que se caracteriza por su capacidad de retencion de agua y su aireacién-. La fibra de
coco fue el que mejor resultados mostré, obteniendo un 83% de brotes aclimatados a los 60 dias.
También se consiguio la aclimatacion del 50% de los brotes cultivados en Sphagnum. (Figura.
13A). El factor que mas ha influido en el éxito de la aclimatacion ha sido el tamafio de los brotes
en el momento de su traslado a condiciones ex vitro. Unicamente sobrevivieron aquellos con un
tamafio aproximado de 3 cm. En ensayos posteriores, empleando Sphagnum, se han obtenido
tasas de supervivencia cercanas al 100% partiendo de este tipo de vitroplanta, con lo que
podemos concluir que en nuestras condiciones de invernadero podemos asegurar una correcta
aclimatacién de los propagulos independientemente del sustrato que utilicemos.

La fibra de coco es un sustrato mucho mas econémico y no tiene un impacto tan negativo
en los ecosistemas como el musgo Sphagnum, puesto que se recolecta en turberas naturales y
presenta un tiempo de regeneracion muy largo. Muchos viveristas especializados en el cultivo
de plantas carnivoras realizan sus aclimataciones en este musgo y luego trasplantan los
propagulos enraizados y aclimatados a turba rubia. En nuestras condiciones, la fibra de coco
supone una alternativa al uso de musgo Sphagnum para realizar una aclimatacion previa al
trasplante definitivo de estas plantas.

A diferencia de los resultados obtenidos in vitro, las plantulas aclimatadas desarrollaron su
sistema radicular ramificado, con unos 7 cm de longitud a los 90 dias (Figura. 13B). Durante los
primeros estadios de desarrollo, las hojas de D. californica no poseian su caracteristica forma de
cobra. Sin embargo, con el paso de tiempo, las plantas juveniles pasaron a tener el aspecto de
una planta madura, con su “lengua bifida” caracteristica y con un claro aumento en la coloraciéon
y en las fenestraciones traslicidas de la trampa (Figura. 13B).

En un estudio reciente (Erst et al, 2022) emplearon musgo Sphagnum como sustrato
durante la fase de aclimatacion, logrando una tasa de supervivencia del 85% en explantes
regenerados. Observaron también como tras dos afios de cultivo, se produjeron eventos de
propagacion vegetativa gracias a estructuras como los estolones.
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Figura 13. A) Explante proveniente de cultivo in vitro, trasplantado y tapado con un vaso para mantener la humedad. A
la derecha, plantulas de D. californica 60 dias después, desarrolladas en fibra de coco (izquierda) y Sphagnum (derecha).
La barra representa 1cm B) Desarrollo de un explante, desde sus primeros estadios en Sphagnum, hasta su desarrollo
en plantas adultas. La barra representa 1cm. Elaboracion propia.

De los 200 propagulos adicionales provenientes de distintos eventos de regeneracién y de
propagacién clonal que se aclimataron para evaluar posibles diferencias fenotipicas que nos
permitiesen identificar variantes somaclonales, no se identific6 ninguno que presentase
diferencias morfoldgicas significativas respecto del material de partida. Teniendo en cuenta el
resultado obtenido en el andlisis mediante citometria de flujo comentado con anterioridad,
podemos afirmar que todos los métodos de micropropagaciéon empleados parecen producir
plantas basicamente iguales al material de partida.
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6. Conclusiones

Se ha conseguido establecer un cultivo axénico de D. californica a partir de la esterilizacién

superficial de semillas y estolones provenientes de plantas cultivadas en el invernadero.

1.

Se ha puesto a punto un protocolo para la multiplicaciéon axilar y la regeneracion
adventicia de D. californica a partir de su cultivo en medio basal MB3/3 suplementado
con zeatina. Se ha logrado la aclimatacion de las vitroplantas obtenidos con una elevada
eficacia.

La determinacion del nivel de ploidia de 60 plantas provenientes de los ensayos de
regeneracion junto con la evaluacion fenotipica in vivo de 200 plantas aclimatadas
concluyd que la incidencia de la variacion somaclonal sobre el material regenerado es
muy baja o nula ya que no se observaron cambios en el nivel de ploidia ni en el fenotipo
de estas plantas. Esta baja incidencia permite utilizar la regeneracién adventicia de hojas
como el mejor método para la multiplicacion a gran escala y la transformacién genética.
Se ha puesto a punto, por primera vez segun la bibliografia consultada, un protocolo para
la transformacién genética de D. californica mediante cocultivo de explantes de hoja con
A. tumefaciens. Un mes después de la inoculacidon se han identificado, entre los
explantes no necrosados, un 31% de explantes con callos organogénicos resistentes a
la kanamicina y un 5% de explantes con expresion del gen GFP.

Todas estas metodologias permitirdn en el futuro poder llevar a cabo programas de

multiplicacion y mejora en esta especie de planta carnivora.
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