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Resumen

La embriogénesis somática representa una alternativa para la regeneración de plantas, sobre la cual influyen diversos 
factores durante el cultivo in vitro. Entre estos, las condiciones de iluminación durante la formación de embriones 
somáticos es determinante. Sin embargo, no existen trabajos que refieran el efecto de la luz solar en la formación 
de embriones somáticos de soya. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del tipo e intensidad de luz en 
la formación y multiplicación de embriones somáticos de soya cultivar INCASoy-27. Para ello, cotiledones inmaduros 
de 3,0-4,0 mm de longitud fueron colocados en medio de cultivo con 40 mg.l-1 de ácido 2,4-diclorofenoxiacético, 
sacarosa 3% y pH 7,0 en cámaras de crecimiento con luz artificial e intensidades luminosas de 5-10 µmol.m-2.s-1 y 
68-73 µmol.m-2.s-1, y en cámaras de crecimiento con luz solar con 50-65µmol.m-2.s-1. El mayor número de cotiledones 
embriogénicos (95,31) se obtuvo en condiciones de luz artificial con alta intensidad luminosa. La mayor formación de 
embriones somáticos se obtuvo en luz artificial (9,65) y luz solar (8,45) respectivamente con alta intensidad luminosa. 
No se encontraron diferencias significativas en la multiplicación de los embriones somáticos, al emplear ambas fuen-
te de luz con alta intensidad luminosa. Esta es la primera referencia sobre formación y multiplicación de embriones 
somáticos de soya con empleo de luz solar. 

Palabras clave: cultivo de tejido, embriogénesis somática, fotoperíodo, Glycine max.

Abstract

The somatic embryogenesis represents an alternative for the regeneration of plants, in which influence diverse factors 
during the cultivation. Among these factors, the conditions of illumination during the induction of somatic embryos 
are determinant. However, works not exist that refer the effect of the sunlight on the formation of embryos in soybean. 
The goal of this work was to evaluate the effect of light type and intensity on the induction and proliferation of so-
matic embryos in soybean cultivar INCASoy-27. Immature cotyledons for 3,0-4,0 mm in length was placed on culture 
medium with 40 mg.l1 2,4-diclorophenoxiacetic acid, sucrose 3%, and pH 7,0 under growth chamber with artificial 
light and range luminous intensity between 5-10 µmol.m-2.s-1 and 68-73 µmol.m-2.s-1 and growth chamber with sunlight 
from 50-65 µmol.m-2.s-1 were evaluated. The higher number of embryogenic cotyledons (95,31) was obtained into 
growth chamber with artificial light and intensity high. The results showed the major formation of embryos in artificial 
light (9,65) and sunlight (8,45) with luminous intensity high. They were not significant differences between two light 
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la luz solar en la formación de embriones somáticos 
de soya. 

Una característica de la luz artificial y la luz solar, es 
que difieren en la calidad de su espectro luminoso, 
intensidad y duración (Hogewoning et al., 2010). Por 
ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto 
del tipo e intensidad de luz en la formación y multi-
plicación de embriones somáticos de soya cultivar IN-
CASoy-27. 

Materiales y métodos

Material vegetal

Se empleó el cultivar cubano de soya INCASoy-27, ob-
tenido en el Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas 
de Cuba (INCA) por la vía de la hibridación natural del 
genotipo brasileño BR-32 en condiciones de campo 
(Ponce et al., 2003). 

Para obtener plantas donantes se establecieron semi-
llas maduras en bolsas de polietileno (26x36cm) que 
contenían como sustrato materia orgánica y zeolita 
(3:1). Las plantas fueron cultivadas en casa de cultivo 
del Instituto de Biotecnología de las Plantas, Villa Cla-
ra, Cuba. Alrededor de los 20 días posteriores a la ocu-
rrencia de la antesis de la flor, fueron cosechadas las 
vainas que contenían embriones cigóticos inmaduros 
de 3,0-4,0 mm de longitud.

Desinfección

La desinfección se realizó en cabina de flujo laminar 
horizontal (modelo IKEM®). Las vainas fueron lavadas 
con agua corriente; luego sumergidas en etanol 70% 
(v/v) durante un minuto, seguido de tres enjuagues 
con agua destilada estéril. Se realizó una inmersión 
en hipoclorito de sodio 2% (v/v) con seis gotas de 
Tween-20 durante diez minutos y se lavaron cuatro 
veces con agua destilada estéril. Se tomaron los em-
briones cigóticos, se eliminó el eje embrionario y am-
bos cotiledones colocados con el lado abaxial sobre el 
medio de cultivo. 

Introducción

La soya (Glycine max L. Merrill) constituye una fuen-
te importante de aceite y proteína vegetal, empleada 
tanto para consumo humano como animal. Además, 
contiene metabolitos secundarios beneficiosos como, 
isoflavonas, tocoferoles y saponinas (Sakthivelu et al., 
2008).

Debido a su importancia económica, se han realizado 
esfuerzos para establecer programas de mejoramien-
to genético con empleo de las técnicas de ingeniería 
genética. Estos procedimientos de transformación ge-
nética, requieren de un sistema de regeneración de 
plantas, un sistema de transferencia de genes y un me-
canismo para la selección de los tejidos transformados 
(Yang et al ., 2010).

Los sistemas de regeneración de plantas en soya, han 
estado ligados a dos rutas morfogenéticas fundamen-
tales, organogénesis en nudos cotiledonales y embrio-
génesis somática en cotiledones cigóticos inmaduros. 
Sin embargo, la embriogénesis somática a partir de co-
tiledones inmaduros es genotipo dependiente y solo 
ha sido posible en un número reducido de cultivares 
que tienen capacidad para la respuesta embriogéni-
ca en condiciones de cultivo de in vitro (Hiraga et al., 
2007; Regina et al., 2011).

La embriogénesis somática es un fenómeno complejo, 
influenciado por diversos factores donde los regulado-
res del crecimiento, la composición nutricional del me-
dio de cultivo, el genotipo, las condiciones de luz y sus 
interacciones, influyen en la respuesta embriogénica y 
pueden ser manipulados para mejorar la eficiencia de 
este proceso morfogenético (Song et al., 2010). 

Las condiciones de iluminación son particularmen-
te importantes y existen evidencias del efecto de la 
calidad de la luz, en la formación y multiplicación de 
embriones somáticos, lo cual varía en dependencia de 
la especie y el estado de desarrollo del tejido (Rodrí-
guez-Sahagún et al., 2011). Estos trabajos se refieren al 
efecto de la intensidad luminosa en condiciones de luz 
artificial (Bonacin et al., 2000; Rodríguez et al., 2004; 
Jin et al., 2004), pero ninguno evalúa la influencia de 

types during somatic embryos multiplication. This is the first report on induction of somatic embryos in soybean with 
employment of sunlight as illumination source.
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Condiciones de cultivo

Se emplearon frascos de vidrio transparentes de 250 
ml de capacidad. Los frascos fueron colocados en cá-
maras de crecimiento con luz artificial, proporcionada 
por lámparas fluorescente de luz blanca (Phillips, 40 
W), con fotoperíodo de 16/8 horas (luz/oscuridad) a 
25 ± 2 °C; y  cámaras de crecimiento con luz solar, con 
aproximadamente 12 horas de duración del período 
luminoso a 27 ± 2 °C. 

La intensidad luminosa dentro de las cámaras de creci-
miento se determinó mediante un luxómetro EXTECH 
401025. En cámaras de crecimiento con luz artificial, 
los rangos de intensidad luminosa estuvieron influen-
ciados por la distancia entre los frascos de vidrio y la 
fuente de luz. En cámaras de crecimiento con luz solar, 
fluctuó en dependencia de las condiciones ambienta-
les, por ello se realizaron tres evaluaciones diarias y 
dos veces por semana durante el desarrollo experi-
mental. 

Formación de embriones somáticos

Para estudiar el efecto de las condiciones de ilumina-
ción en la formación de los embriones somáticos, se 
colocaron cuatro cotiledones inmaduros por frasco 
que contenían 30 ml de medio de cultivo compues-
to por las sales de Murashige y Skoog (1962) (MS), 
vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), sacarosa 3%, áci-
do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 40 mg.l-1, Gelrite® 
0,3% (SIGMA), pH 7,0 (Samoylov et al., 1998). 

Se establecieron 16 repeticiones (frascos) por rango 
de intensidad luminosa. En cámaras de crecimiento 
con luz solar con una densidad del flujo de fotones 
fotosintético (FFF) de 50-65 µmol.m-2.s-1 y, cámaras de 
crecimiento con luz artificial de alta (68-73 µmol.m-

2.s-1) y baja (5-10 µmol.m-2.s-1) intensidad luminosa res-
pectivamente. 

A los 7, 14, 21 y 28 días de cultivo se cuantificó el 
número de cotiledones con embriones somáticos (%), 
referidos como cotiledones embriogénicos; y número 
de embriones somáticos en cotiledones con respuesta 
embriogénica. También, a los 21 y 28 días de cultivo 
se realizó una caracterización de los embriones somá-
ticos basado en su morfología, consistencia y estado 
de desarrollo, con ayuda de un microscopio estereos-
copio modelo WILD M8.  

Para el análisis histológico de la ontogénesis de los 
embriones somáticos, se realizaron cortes histológicos 
en los cotiledones inmaduros. Estos fueron colocados 
durante 24 horas en una solución de fijación que con-
tenía formaldehido 37% (v/v), ácido acético glacial 

100% (v/v) y alcohol etílico 70% (v/v), en proporción 
5:5:90. La deshidratación progresiva de las muestras 
se realizó en soluciones de alcohol 70% hasta llegar 
al alcohol etílico absoluto y la inclusión se realizó en 
bloques de Parafina (Kraus y Arduin, 1997). 

Se realizaron cortes de 10 µm de espesor con un mi-
crótomo de rotación (ZEISS), fijados en portaobjetos 
y teñidos con safranina (0,5%). Las muestras fueron 
observadas con ayuda de un microscopio óptico 
(AXIOSKOP) y las imágenes captadas con una cámara 
digital (OLYMPUS DP70) acoplada al ocular del micros-
copio.

Multiplicación de embriones somáticos 

Posteriormente los embriones somáticos en etapa 
globular fueron transferidos a frascos de vidrio, que 
contenían 30 ml de medio de cultivo de multiplicación 
compuesto por las sales MS, vitaminas B5, sacarosa 
3%, 2,4-D 20 mg.l-1, Gelrite® 0,3% y pH 5,8 (Wright et 
al., 1991). 

Estos fueron colocados en dos cámaras de crecimien-
to con luz solar y luz artificial con alta intensidad lu-
minosa. En cada tipo de luz se colocaron diez frascos 
de vidrio con cinco grupos de embriones somáticos, 
los cuales fueron cuantificados antes de su estableci-
miento.

Después de 28 días de cultivo se determinó la capaci-
dad de multiplicación de los embriones somáticos en 
ambas cámaras de crecimiento, mediante la diferencia 
entre el número de embriones somáticos obtenidos al 
finalizar el ciclo de cultivo y el número de embriones 
somáticos colocados al inicio de la multiplicación.

Análisis estadístico

Para comparar las medias relacionadas con el número 
de cotiledones con respuesta embriogénica se aplicó 
la prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney. Las medias 
del número de embriones somáticos obtenidos en las 
tres intensidades de iluminación en un mismo periodo 
de tiempo, se analizó mediante la prueba de Dunnett’s 
C. La comparación de la tasa de multiplicación de 
los embriones somáticos en ambas cámaras de 
crecimiento se realizó mediante la prueba de hipótesis 
t-student. 

En todos los casos se empleó un diseño factorial en 
bloques al azar. Para el procesamiento de los datos se 
empleó el programa estadístico SPSS (Statistic Package 
for Social Science) versión PASW® Statistics 18 y un 
intervalo de confianza del 95%. 
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Resultados  

Se determinó que las condiciones de iluminación 
evaluadas influyeron en la formación de embriones 
somáticos a partir de cotiledones inmaduros de soya 
cultivar INCASoy-27. 

Se observó que el número de cotiledones inmaduros 
que dieron origen a embriones somáticos tuvo un 
incremento exponencial con respecto al tiempo de 
cultivo, con la mayor respuesta embriogénica en alta 
intensidad luminosa independientemente de la fuente 
de luz empleada. De esta forma, del total de cotile-
dones establecidos en condiciones de luz solar solo 
el 67.19% tenían formación de embriones somáticos 
a los 14 días, hasta llegar al 71.88% (46 cotiledones 
embriogénicos) a los 28 días de cultivo. 

Sin embargo, tomando como valor de referencia el 
total de cotiledones embriogénicos obtenidos a los 
28 días de cultivo en cada intensidad luminosa (figura 
1a), se puedo determinar la frecuencia de aparición de 
los cotiledones embriogénicos y su distribución en el 
tiempo como se muestra en la figura 1b. 

En esta figura se aprecia que en luz solar el 93,48% 
(43 cotiledones) y en luz artificial con baja intensidad 
luminosa el 77,42% de los cotiledones embriogénicos 
respectivamente, dieron origen a embriones somáti-
cos durante los primeros 14 días de cultivo.

Esto demuestra que en las primeras dos semanas de 
cultivo, se obtuvo el mayor número de cotiledones 
con embriones somáticos y decreció con el tiempo sin 
diferencias estadísticas entre 21 y 28 días de cultivo. 
Por el contrario, en condiciones de luz artificial con 
alta intensidad luminosa, se obtuvo un incremento de 
36,06% cotiledones embriogénicos con respecto a 
los obtenidos a los14 días de cultivo para un total de 
93,75% cotiledones embriogénicos durante los prime-
ros 21 días de cultivo. 

Además, se evidenció mayor formación de embriones 
somáticos por cotiledones embriogénicos, cuando 
fueron cultivados en presencia de alta intensidad 
luminosa, independientemente del tipo de luz utilizada 
en un mismo período de tiempo (figura 2).

Al analizar la morfología de los embriones somáticos 
después de 21 días de cultivo, se encontró predominio 
de embriones somáticos en etapa globular y consis-
tencia compacta (figura 3a). Sin embargo, una semana 
después estos tenían un desarrollo asincrónico con di-
ferentes tamaños y grados de desarrollo, siendo visible 
las etapas globular, corazón, torpedo y cotiledonal, 
típicas de esta ruta morfogenética y similares a la del 
embrión cigótico (figura 3b). 

En la porción apical de los embriones somáticos en 
etapa globular, fue visible una invaginación, indicio del 
comienzo de su transición a la etapa de corazón. Los 

Figura 1. Efecto de la fuente e intensidad luminosa y tiempo de cultivo en la respuesta embriogénica en soya cultivar Incasoy-27. 
(A) Número de cotiledones con respuesta embriogénica. (B) Respuesta en el tiempo de los cotiledones con respuesta embriogé-
nica. Medias con letras diferentes difieren en el tiempo por la prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney, p≤0,05
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cortes histológicos corroboraron la presencia de em-
briones somáticos en diferentes etapas de desarrollo 
(figura 3c).

Por otro lado, en cámaras de crecimiento con luz arti-
ficial y luz solar respectivamente, fue visible la forma-
ción estratificada de embriones somáticos, tanto en la 
superficie apical como basal de los embriones somá-
ticos primarios, dando origen a masas embriogénicas 
(figura 4).

Esta continua multiplicación de los embriones somáti-
cos de soya, permitió un incremento en el número de 
embriones somáticos al finalizar la fase de multiplica-

ción con respecto al número de embriones somáticos 
inicialmente establecidos en cada una de las fuentes 
de luz. Sin embrago, no se observaron diferencias sig-
nificativas en la tasa de multiplicación de los embrio-
nes somáticos en ambos tipos de luz. 

Estos resultados indican que con alta intensidad lumi-
nosa es posible incrementar la formación de embrio-
nes somáticos, sin encontrar diferencias significativas 
entre los 21 y 28 días de cultivo, lo que permite dis-
minuir el tiempo de exposición de los tejidos a las al-
tas concentraciones de 2,4-D en el cultivar cubano de 
soya INCASoy-27. 

Figura 2. Efecto del tipo de luz e intensidad luminosa en la formación de embriones somáticos de soya cultivar INCASoy-27. Me-
dias con letras diferentes en un mismo periodo de tiempo difieren según la prueba de Dunnett’s C, p≤0,05

Figura 3. Formación de embriones somáticos de soya cultivar Incasoy-27 en cámaras de crecimiento con alta intensidad lumino-
sa: (A) Luz artificial y (B) luz solar. (C) Corte histológico en cotiledones con embriones somáticos en etapa corazón y torpedo a 
los 28 días de cultivo en luz artificial. Barra = 100 μm
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Discusión 

El empleo de alta intensidad luminosa tanto en con-
diciones de luz solar como artificial, favoreció la for-
mación de embriones somáticos de soya cultivar 
Incasoy-27, quizás debido a que al tejido llegó una 
mayor cantidad de irradiación luminosa. Esta influen-
cia de la luz en la formación de embriones somáticos, 
puede ser una de las causas por las que no se ha es-
tablecido la embriogénesis somática en explantes de 
soya cultivados en condiciones de oscuridad.

Estas variaciones en la capacidad embriogénica de los 
cotiledones en las diferentes fuentes de luz evaluadas, 
pudieron estar influenciadas por el espectro de luz que 
llegó al tejido de los cotiledones. Es conocido que en 
cámaras de crecimiento con luz artificial el espectro 
luminoso es continuo. Sin embargo, bajo condiciones 
de luz solar los tejidos están expuestos a las diferencias 
espectrales que varían en dependencia de las condi-
ciones climáticas, duración del período luminoso y el 
ambiente de cultivo in vitro (Hogewoning et al., 2010). 

A su vez, la variación observada en este trabajo en 
cuanto al número de cotiledones con embriones so-
máticos, refleja que durante los primeros 14 días de 
cultivo ocurre una intensa actividad mitótica en los 
tejidos cotiledonales, dando origen a las estructuras 
embriogénicas principalmente en presencia de alta in-
tensidad luminosa. 

La literatura científica refiere que las lámparas fluores-
centes usadas en el cultivo in vitro aportan luz roja y 
luz azul, lo que unido a la intensidad luminosa activa 
los fotoreceptores del tejido e inducen dicho proceso 
morfogenético. El color rojo del espectro luminoso in-
ducen la formación de embriones somáticos, y el color 
azul los inhibe aunque favorece su desarrollo (Hoshi-
no y Cuello, 2006). 

Los resultados alcanzados en este trabajo difieren 
con los referidos por Bonacin et al ., (2000) y Mauro 
et al., (2001), quienes no encontraron diferencias en 
la respuesta embriogénica en cinco genotipos brasile-
ños cultivados en rangos de intensidad luminosa entre 
8-12 µmol.m-2.s-1 y 27-33 µmol.m-2.s-1, aludido a las ba-
jas intensidades luminosas evaluados. Mientras que Jin 
et al ., (2004), al evaluar intensidades de iluminación de 
10, 20 y 40 µmol.m-2.s-1, obtuvieron la mejor respuesta 
de formación de embriones somáticos en cotiledones 
inmaduros expuestos a 20 µmol.m-2.s-1, sin diferencias 
entre 20 y 40 µmol.m-2.s-1 durante el desarrollo embrio-
nario. 

De igual manera, indican una relación directa entre el 
número de estructuras embriogénicas obtenidas en las 
fases de formación y multiplicación de embriones so-
mático, y difiere de los resultados obtenidos por Bailey 
et al., (1993) y Simmonds y Donaldson (2000), quienes 
observaron que cultivares con alta capacidad de for-

Figura 4. Embriogénesis somática repetitiva en soya cultivar Incasoy-27 a los 28 días en medio de cultivo de multiplicación con 
2,4-D 20 mg.l-1. (A) Embriones somáticos en cámaras de crecimiento con luz artificial; (B) embriones somáticos en cámara de 
crecimiento con luz solar  
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mación de embriones somáticos desarrollaron un bajo 
potencial de proliferación. 

Una de las causas que pudieron haber influido en los 
resultados alcanzados en este trabajo es el espectro 
de luz. Al respecto, Hogewoning et al., (2010) plantea-
ron que en cámaras de crecimiento con luz artificial 
esta es continua, mientras que en condiciones de luz 
solar, los tejidos son expuestos a las diferencias espec-
trales que varían en dependencia de las condiciones 
de tiempo, duración del día y el ambiente de cultivo. 
En este sentido, Franklin y Whitelam (2007) describen 
que en días nublados el espectro de luz solar contiene 
más azul y menos rojo lejano entre 700-750 nm que 
en días normales, y una baja proporción del rojo a rojo 
lejano. 

Algunos trabajos refieren que la luz influye en la in-
ducción y morfología de embriones somáticos diferen-
ciados. Una posible explicación de la diferenciación 
de los embriones somáticos, es la correlación entre la 
proporción de luz del rojo lejano y  el rojo absorbido 
en los fitocromos, lo cual puede producir efectos inhi-
bitorios en dependencia de la cantidad de fitocromos 
activados (Torné et al., 2001). 

Por su parte, D’Onofrio et al ., (1998), informaron sobre 
los efectos de la luz en la diferenciación de embriones 
somáticos en Cydonia oblonga . Al correlacionar la pro-
porción de embriones somáticos diferenciados con el 
fotoequilibrio, encontraron un incremento exponen-
cial desde 0%-30% de embriones somáticos diferen-
ciados al incrementar el fotoequilibrio de cero a uno, 
lo que sugiere una actividad de los fitocromos para 
inducir la embriogénesis somática. 

Se ha encontrado que el espectro de la luz roja y alta 
intensidad luminosa favorece la formación de embrio-
nes somáticos en células embriogénicas de Zanaho-
ria (Daucus carota). Por otro lado, una duración del 
fotoperíodo de 16 horas luz, incrementa el número 
y tamaño de los embriones somáticos en la especie 
Miraguano (Araujia sericifera); mientras que en Agave 
azul (Agave tequilana), 16 horas luz durante la fase de 
formación de embriones somáticos, estimula la sensi-
bilidad de los callos embriogénicos (Torné et al., 2001; 
Rodríguez-Sahagún et al., 2011). 

Algunos trabajos refieren que la luz influye en la induc-
ción y morfología de embriones somáticos, pero poco 
es conocido acerca del efecto de la calidad y cantidad 
de luz sobre parámetros fisiológicos y bioquímicos del 
explante, los cuales varían entre especie y genotipo.  

Se plantea que el 2,4-D y la luz, son capaces de indu-
cir una explosión oxidativa en el tejido para producir 

especies de oxígeno reactivo. Estos cambios en el am-
biente celular del cultivo in vitro, inducido por factores 
de estrés del medio de cultivo o el ambiente físico, 
son responsables de la reprogramación de la expre-
sión génica. En este contexto, se promueve la desdife-
renciación celular e induce la formación de embriones 
somáticos (Zavattieri et al., 2010). 

Sustancias celulares como el peróxido de hidrógeno y 
óxido nítrico, inducen la expresión del gen oxidasa al-
ternativo (del inglés, alternative oxidase: AOX) y la em-
briogénesis somática. Este gen reduce la producción 
de especies de oxígeno reactivo en la mitocondria de 
las células vegetales. Así, puede ser considerada una 
correlación entre la expresión de dicho gen, las res-
puestas de estrés y reprogramación celular vía embrio-
génica (Arnholdt-Schmitt et al., 2006).

Esto concuerda con Widholm et al ., (2010), quienes 
plantearon que si la concentración de 2,4-D disminuye 
por debajo del umbral requerido para formar embrio-
nes somáticos, estos continúan su desarrollo utilizan-
do los nutrientes del medio de cultivo. Además, el 
2,4-D una vez absorbido por el tejido vegetal, puede 
ser degradado o conjugado con otras auxinas pues 
está expuesto a factores físicos y sujeto a la conversión 
enzimática (Machakova et al ., 2008). 

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo, permitieron 
demostrar el efecto del tipo e intensidad de luz en la 
formación y multiplicación de embriones somáticos 
de soya cultivar INCASoy-27. Igualmente, el empleo 
de la luz solar representa una alternativa para el esta-
blecimiento de una metodología de regeneración de 
plantas vía embriogénesis somática de soya en Cuba.
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