
Prácticas de cultivo in vitro en Ciclos Medios de FP

ENRAIZAMENTO IN VIVO DE MORUS ALBA
Esta actividade, que comezamos o mércores 12 de abril de 2023, é un método alternativo ao 
enraizamento in vitro e que consiste en inducir o enraizamento dos explantos aplicando un 
tratamento na súa base con auxinas en po e transplantalos a envases cheos cun sustrato de 
enraizamento para que simultaneamente teña lugar a súa aclimatación ás condicións ex vitro.

Material e métodos
O material empregado foi o seguinte:
- 1 recipiente (90 ml medio) de cultivo de Morus alba (10 explantos) en medio MS + 0,2 mg/l BAP + 
20 g/l frutosa + 8 g/l agar (pH: 5,6).
- Alvéolos plásticos para trasplante.
- Vasos plásticos transparentes para aclimatación.
- Sustrato enraizamento (mestura 1:1 de turba rubia Sphagnum e Perlita) semiesteril.
- Ácido-3-indolbutírico (AIB) en talco en 3 concentracións (0, 4000 e 8000 ppm).
- Ferramentas de laboratorio (pinzas e escalpelo).
- Regla numerada.
- Caixa de plástico con tapa de 60 L que fará de cámara de cultivo.
- Botella con auga da villa sometida a ebulición durante 10 min e posteriormente enfriada a 
temperatura ambiente.

O método empregado consisteu en 6 pasos:
1.- Introducimos o sustrato de enraizamento nos alvéolos.
2.- Abrir o bote dos explantos e sacando un a un proceder a seccionalos en anacos de 2,5 a 3 cm 
que conteñan xemas axilares.
3.- Coa axuda das pinzas ir mollando a base dos explantos seccionados durante 1 s para 
posteriormente aplicar un dos tres tratamentos con AIB (4 repeticións de cada tratamento).
4.- Introducir os explantos no sustrato a unha profundidade de 1 cm. asegurando un bo contacto e 
etiquetando cada da un dos tratamentos realizados aos explantos.
5.- Cubir as microestacas con vasos plásticos transparentes colocados en posición invertida e 
introducir na cámara de cultivo.
6.- Realizar o mantemento do cultivo, regando en caso necesario e destapar diaria e 
progresivamente a partir do día 2 e comezando a facelo en período de escuridade, coa seguinte 
pauta:
Aumentar cada día a exposición 5 min os días 2 a 11, 20 min os días 12 a 21 e 60 min os días 22 
a 30 retirando os vasos definitivamente o día 30.
Simultaneamente anotar semanalmente o número de estacas que sobreviven e o día 50 elaborar 
unha táboa cos datos de supervivencia e realizar un conteo do número de raíces e a lonxitude da 
máis longa en cada un dos tratamentos.

Resultados e discusión
Os resultados que se amosan na taboa 1 indican que por un lado houbo algunha baixa nos 
explantos, pero non semella ser determinante o tratamento, senón seguramente algunha mala 
manipulación, contaminación por patóxenos, etc. ao que posiblemente axudou a non realización 
de tratamentos funxicidas.
Obsérvase que a aplicación de indución hormonal con AIB aumenta o nº de raíces de cada 
explanto, pero non así a lonxitude máxima.
Conclusións
Obsérvase que a indución hormonal propicia un aumento no nº de raíces de cada explanto, sendo 
máis efectiva neste sentido a dose de 8000 ppm.
Observase tamén un alto grao de enraizamento do control, posiblemente por certa facilidade da 
planta para a rizoxénese, aínda que o número de raíces resulta menor que con tratamento 
hormonal.
Nas condicións de calor e temperatura e usando os medios dispoñibles xa indicados faise precisa 
algunha aplicación fitosanitaria para control fúnxico.
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ACLIMATACIÓN DE Ilex x Koehneana
Durante o primeiro trimestre do curso escolar realizouse o seguimento durante 35 días do 
enraizamento in vitro dun cultivo de Ilex x Koehneana sobre medio base (MB: WPM) con 3 
tratamentos diferentes. Para esta nova actividade de aclimatación seleccionamos un dos tratamentos 
composto por 8 individuos nos que se realizara un dipping (2 min 1 mg/ml AIB) con posterior cultivo 
en medio sen reguladores.
Os microbrotes enraizados in vitro deben ser aclimatados gradualmente ao medio exterior, sendo 
esta fase final moi delicada e da que depende o éxito final de todo o proceso de cultivo in vitro.
Así como na anterior actividade se realizou unha aclimatación simultanea ao enraizamento in vivo, 
nesta as vitroplantas a aclimatar xa posúen raíces producidas in vitro.

Material e métodos
- 8 alvéolos plásticos para trasplante.
- Vasos plásticos transparentes para aclimatación.
- Sustrato enraizamento (mestura 1:1 de turba rubia Sphagnum e Perlita) semiestéril.
- Ferramentas de laboratorio (pinzas, tesouras e escalpelo).
- Caixa de plástico con tapa de 60 l que fará de cámara de cultivo.- Regla numerada.
- Botella con auga da villa sometida a ebulición durante 10 min e posteriormente enfriada a 
temperatura ambiente.

O método empregado consisteu en 6 pasos:
1.- Introducir o sustrato de enraizamento nos alvéolos.
2.- Abrir o bote dos explantos e sacando un a un con coidado proceder a lavalos para retirar toda 
traza de agar, e coa axuda de tesouras e/ou escalpelo recurtar as raíces ata un máximo de 4 cm de 
facer falta.
3.- Colocar cada unha das vitroplantas en cada alvéolo tapando as raíces totalmente co sustrato e 
presionando suavemente para asegurar un bo contacto raíces-sustrato.
4.- Regar con auga fía que fora fervida, o que axudará tamén a mellorar o contacto raíces-sustrato, e 
proceder a medir a altura de cada planta ata o ápice.
5.- Cubir as vitroplantas con vasos plásticos transparentes colocados en posición invertida e 
introducir na cámara de cultivo.
6.- Realizar o mantemento do cultivo, regando en caso necesario e destapar diaria e 
progresivamente a partir do día 2 e comezando a facelo en período de escuridade, coa mesma pauta 
indicada para a actividade anterior, pero coa diferencia de que o día 50 se realizará unha nova 
medición da altura, indicando tamén o número de plantas que sobreviven.

Resultados e discusión
Os resultados que se amosan na taboa 2 indican que non se produciu ningunha baixa e as 8 
vitroplantas superaron os 50 días de período de aclimatación.
En ningún momento se aplicaron tratamentos funxicidas, polo que sí se observou algunha folla vella  
que se cubría con mofo e que foi retirada no mantemento diario.
O altura das plantas case chega a duplicarse con respecto á altura inicial a pesar de non recibir 
fertilización, posiblemente polas reservas internas acumuladas nas vitroplantas durante o período de 
cultivo in vitro.

Conclusións
A primeira conclusión que podemos sacar é que as microplantas de Ilex x Koehneana son bastante 
resistentes ás operacións de manipulación, xa que como xa se indicou non contamos no centro con 
cámara de cultivo e as instalacións non son as mellores, polo que non se agardaba que non houbera 
ningunha baixa.
A segunda conclusión é que a metodoloxía de aclimatación funciona e que resulta axeitada para a 
fase IV do cultivo in vitro.
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Introdución
Os días 14 e 15 de outubro de 2022 o CFEA de Sergude participa, na persoa do docente Carlos Vaamonde, nas VII Xornadas XuvenCiencia para o profesorado. Convivio de ciencia. Nese momento 
recibimos o Kit Vitroplant, consistente no material funxible preciso para a realización de 8 actividades diferentes relacionadas co cultivo in vitro que poder realizar co alumnado do centro. Nun primeiro 
momento realizamos a actividade 6 do referido kit durante o primeiro trimestre do curso escolar, consistente na observación e seguimento do enraizamento in vitro de Ilex x Koehneana sobre tres tratamentos 
diferentes.
Durante o terceiro e último trimestre do curso decidimos realizar outras dúas actividades máis, a 7 consistente no Enraizamento in vivo de Morus alba e a 8 que sería a continuación da realizada no primeiro 
trimestre e que leva por título Aclimatación de Ilex x Koehneana.
Indicar que o centro non conta con instalacións axeitadas para a realización de cultivo in vitro, pero que estamos a realizar adaptacións que permitan no vindeiro curso escolar poder realizar este tipo de 
prácticas dun xeito satisfactorio.

Lonxitude radicular
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Taboa 1.- Control de supervivencia (nº de explantos vivos)

Semana Trat. AIB 0 Trat. AIB 4000 Trat. AIB 8000

1 4 4 4

2 4 3 4

3 3 2 3

4 3 2 3

5 3 2 3

6 3 2 3

7 3 2 3

Táboa 2.- Control radicular (nº de raíces e lonx. da máis longa). Día 50

Nº de raíces Trat. AIB 0 Trat. AIB 4000 Trat. AIB 8000

1 2 0 6

2 2 5 5

3 3 4 5

4 0 0 0

Lonx. máx. (cm) 1,6 1,7 1,2

Táboa 3.- Aclimatación de Ilex x Koehneana

Nº de vitroplanta Altura inicial o día 0 Altura final o día 50 Supervivencia da 
planta

1 4,1 6,8 S

2 4,3 6,5 S

3 4,8 7,6 S

4 4,2 7,1 S

5 4,1 6,5 S

6 4,2 7 S

7 4,6 7,1 S

8 4,3 6,8 S
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