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RESUMEN
Conociendo las propiedades medicinales de la especie vegetal Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, su crítico estado de conservación, 
así como las dificultades que presenta para la propagación efectiva, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar su potencial de 
propagación por los sistemas de regeneración in vitro, organogénesis y embriogénesis somática. Para este propósito, capas delgadas 
de células (CDCs) de tallos y de hojas, así como segmentos foliares fueron sometidos a diferentes tratamientos con reguladores 
de crecimiento y condiciones de luz. Además se estableció el efecto de diferentes longitudes de onda vía diodos emisores de luz 
(LEDs), sobre la regeneración en estos explantes y nudos provenientes de plantas in vitro. Los resultados obtenidos mostraron que los 
segmentos de hoja y las CDCs de tallo sembrados en el medio de cultivo MS suplementado con las combinaciones de los reguladores 
de crecimiento IBA + BAP e IBA + TDZ formaron embriones somáticos y brotes. Los cortes histológicos realizados corroboraron estos 
dos tipos de origen. Se encontró que bajo la condición lumínica 16/8, se alcanzaron los mejores resultados de inducción de brotes 
y embriones. En cuanto al efecto de las diferentes longitudes de onda de luz, se encontró que las correspondientes al rojo, verde y 
blanca, favorecieron el crecimiento y desarrollo de brotes y la inducción de embriones somáticos. El desarrollo de los brotes a partir 
de los nudos no presentó diferencias estadísticas entre los tratamientos con LEDs, por lo que se recomienda el uso de la luz blanca 
continua y con fotoperiodo durante el proceso de multiplicación y desarrollo de éstos.
Palabras clave: análisis histológico, diodos emisores de luz, embriogénesis somática, organogénesis, reguladores de crecimiento.

ABSTRACT
Knowing the medicinal properties of the plant specie Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, its critical condition and the difficulties 
for its effective propagation, the present study aimed to assess the potential of propagation of P. ipecacuanha by in vitro systems of 
regeneration, organogenesis and somatic embryogenesis. For this purpose, thin cell layers (TCL) of stems and leaves, as well as leaf 
segments were subjected to different treatments of plant growth regulators and light conditions. Furthermore, the effect of different 
wavelengths via light emitting diodes (LED’s), was established for the regeneration in these explants and nodal explants from in 
vitro plants. The results showed that leaf segments and stem TCL, cultured in MS medium supplemented with the combinations of 
growth regulators IBA + BAP and IBA + TDZ, formed somatic embryos and shoots. The histological sections supported the two types 
of source. It was found that the best results in shoot induction and embryos were achieved under the light condition 16/8-h light/
dark. Regarding the effect of different wavelengths, it was found that those corresponding to red, green, and white supported the 
growth and shoot development as well as somatic embryos induction. The shoots development from the nodal explants did not show 
statistical differences between LEDs treatments, so the use of a continuous white light and photoperiod is recommended during their 
multiplication and development.
Keywords: histology, light-emitting diodes, organogenesis, plant growth regulators, somatic embryogenesis.
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INTRODUCCIÓN
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae) es una 
especie de gran importancia medicinal a nivel mundial, 
sus poblaciones naturales se distribuyen en países como 
Nicaragua, Costa Rica, Panamá, Brasil y Colombia (Garcia 
et al., 2005; Ferreira et al., 2012). Esta especie se encuentra en 
peligro crítico de extinción según los reportes de literatura, 
aunque no ha sido categorizada por la Unión Internacional 
para la Conservación de la Naturaleza (UICN) (Garcia et al., 
2005; Martins et al., 2009). En Colombia las poblaciones 
remanentes de esta especie no superan los 20 individuos, 
excepto un sitio en el Chocó (Titumate), donde se reporta 
un poco más de 50 individuos (Cardona, com. pers.). Desde 
principios del siglo XX, la planta se encuentra amenazada 
por la explotación exagerada a la que fue sometida desde 
el pasado por su potencial en la medicina tradicional, 
ya que fue y aún es usada como emético, expectorante, 
amebicida y diaforético (Souza et al., 2008; Ferreira et al., 
2012). Se conoce su uso en el tratamiento de la disentería 
amebiana causada por Entamoeba histolytica durante casi 
50 años. Estas propiedades farmacológicas se deben 
principalmente a la producción de los alcaloides emetina, 
cefalina, psicotrina, éter metílico de psicotrina y emetamina 
(Trease y Evans, 1988). La emetina, es el componente 
bioactivo que se encuentra en mayor proporción (60-70 %), 
es extraído de la corteza del rizoma y de las raíces. Actúa 
inhibiendo la síntesis y actividades de proteínas, del DNA 
y RNA ribosomales y mitocondriales, ensayos realizados 
en células de mamífero, levaduras y vegetales (Akinboye y 
Bakare, 2011). Recientemente se reportó que este alcaloide 
tiene una actividad antiviral significativa contra el virus del 
dengue (DENV) (Low et al., 2009).

La propagación convencional de esta especie se realiza 
principalmente vía asexual, la propagación por semillas 
presenta dificultades debido a que pierden fácilmente la 
viabilidad después de su recolección, su germinación es 
pobre, el crecimiento es lento y un alto número de plántulas 
mueren prematuramente en condiciones naturales. Los 
métodos convencionales aplicados en la domesticación de P. 
ipecacuanha no han sido del todo exitosos (Hidalgo y Palma, 
1993; Palma, 1996). Lo anterior sumado a la explotación 
exagerada de sus poblaciones naturales, hacen necesario 
plantear alternativas eficientes para la propagación, 
reforestación, conservación y uso sostenible de esta especie 
medicinal.

Dentro de las técnicas biotecnológicas, el cultivo in vitro 
ofrece la posibilidad de obtener un alto número de plantas 
con las mismas características genéticas de la planta madre, 
aún para aquellas especies difíciles de propagar por métodos 
convencionales. Además de estas ventajas se tiene el costo 
económico, ya que la propagación se puede lograr en menor 
tiempo, en un espacio reducido y con la posibilidad de 
conservarla por cortos o largos periodos de tiempo.

La regeneración de plantas in vitro se puede alcanzar vía 
organogénesis o embriogénesis somática, ambas formas 
de regeneración pueden lograrse involucrando diferentes 
explantes, los más utilizados son ápices, nudos, segmentos 
de hojas, partes florales entre otros. Las capas delgadas 
de células (CDCs) han sido utilizadas con éxito para la 
regeneración de Beta vulgaris (remolacha), Brassica napus 
(canola), Panax ginseng (ginseng), Phaseolus vulgaris (fríjol), 
Oryza sativa (arroz), Sorghum bicolor (sorgo), Zea mays (maíz), 
Musa spp. (banano), Citrus spp. (naranja, limón, mandarina), 
Cocos nucifera (coco), Lycopersicon esculentum (tomate), Manihot 
esculenta (yuca), Pinus radiata (pino), Pseudotsuga menziesii 
y Sequoiadendron spp. (coníferas), Rosa spp., entre otras 
(Nhut et al., 2003a; Nhut et al., 2003b). Entre las ventajas 
comparativas descritas para este explante se tienen que las 
células son más sensibles de responder por estar expuestas 
directamente a los componentes del medio de cultivo, lo 
que facilita la difusión de nutrientes (Teixeira da Silva et al., 
2006; Kumar y Singh, 2009) y de sustancias promotoras 
del crecimiento, y se elimina el posible efecto negativo de 
capas de mayor grosor, mayor tamaño del explante. Según 
Fehér et al. (2003) una mayor superficie de contacto con el 
medio de cultivo, puede considerarse estresante y así alterar 
el metabolismo celular.

En P. ipecacuanha se han empleado técnicas de cultivo 
de tejidos principalmente para la propagación usando 
ápices, segmentos nodales y de raíz (Ideda et al., 1988; Jha 
y Jha, 1989; Yoshimatsu y Shimomura, 1991; Yoshimatsu 
y Shimomura, 1994). Rout et al. (2000) lograron inducir 
embriones somáticos indirectos y el desarrollo de 
vitroplantas a partir de éstos. En este mismo sentido Lara et 
al. (2003b), reportan la obtención de embriones somáticos 
y brotes adventicios directos a partir de porciones de hojas. 
Batistini et al. (2002), reportaron un trabajo preliminar sobre 
diferentes técnicas de cultivo para la micropropagación de 
esta especie, incluyendo un sistema de inmersión temporal, 
y sistemas en medio semisólido y líquido, obteniendo un 
número bajo de brotes por explante. Naranjo et al. (2014), 
describen el efecto de la procedencia sobre la respuesta in 
vitro al proceso embriogénico.

Para la especie relacionada Psychotria acuminata, Lara et 
al. (2003a), realizaron la propagación clonal de individuos 
de cuatro poblaciones de Costa Rica, encontrando muy 
baja eficiencia en el protocolo de desinfección para 
diferentes explantes evaluados, cuando el material provenía 
directamente del campo. Estos autores, describen además, 
diferencias en los coeficientes de multiplicación para las 
diferentes poblaciones.

Actualmente en Colombia no se han realizado estudios 
sobre Psychotria ipecacuanha en relación a aspectos ecológicos, 
manejo del cultivo, contenido de metabolitos secundarios, 
variabilidad genética y apenas se inicia con la propagación 
in vitro, siendo éste un trabajo pionero en cuanto al uso de 
capas delgadas de células y el segundo de cultivo in vitro.
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Con el propósito de establecer un protocolo de 
regeneración in vitro, en este trabajo se evaluó la respuesta 
organogénica y/o embriogénica de capas delgadas de 
células (CDCs) de tallos y hojas y segmentos de hoja de P. 
ipecacuanha, así como el efecto de diferentes longitudes de 
onda usando diodos emisores de luz.

MATERIALES Y MÉTODOS
Material vegetal
El material vegetal consistió en plantas in vitro obtenidas 
de individuos de diferentes poblaciones de P. ipecacuanha 
del Urabá antioqueño, de acuerdo al Contrato No. 50 de 
Acceso a Recursos Genéticos sin interés Comercial otorgado 
por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible.

Propagación in vitro
Ápices y nudos provenientes de plantas mantenidas en 
casa malla, fueron desinfectados siguiendo la metodología 
descrita por Naranjo et al. (2014) y sembrados en el 
medio de cultivo basal estandarizado previamente para 
el establecimiento y multiplicación del material stock, 
compuesto por las sales MS (Murashige y Skoog, 1962) a 
la mitad de su concentración, suplementado con sacarosa 
(20 gL-1) y gelrite (Gellan Gum Powder, Phyto Technology 
Laboratories®) 2,8 gL-1, ajustando el pH a 5,8 antes de 
esterilizar en autoclave a 121 °C y 120 lb de presión por 
15 min. El material fue mantenido en condiciones estándar 
de crecimiento de las plantas in vitro, en un cuarto de 
crecimiento a 23 ± 1 °C y luz constante de 20 µmolm-2s-1. Se 
realizaron subcultivos cada cuatro semanas.

Organogénesis y embriogénesis somática
Para estos ensayos se utilizaron como explantes CDCs 
de tallos y hoja, y segmentos de hoja de las plantas 
propagadas in vitro con cinco subcultivos. Para obtener 
las CDCs se realizaron cortes transversales a los tallos 
(entrenudos sin incluir el meristemo lateral) y segmentos 
de hojas jóvenes de tamaños entre 0,5-1,0 mm y entre 0,2-
0,5 mm respectivamente. Los segmentos de hoja, de ca. 
0.5 cm2 fueron sembrados con el haz en contacto con el 
medio de cultivo.

Para establecer el tratamiento más adecuado para 
inducir procesos de regeneración vía organogénica y/o 
embriogénica, se evaluó el efecto de las combinaciones 
de los reguladores de crecimiento IBA + BAP e IBA + TDZ; 
teniendo en cuenta ensayos preliminares y de acuerdo 
a lo descrito en la literatura para esta especie y otras 
relacionadas. Los reguladores fueron adicionados al medio 
de cultivo compuesto por las sales basales MS suplementado 
con sacarosa (30 gL-1), mio-inositol (100 mgL-1), glutamina 
(400 mgL-1), asparagina (100 mgL-1), arginina (100 mgL-1), 
tiamina (4 mgL-1) y gelrite (2,8 gL-1) (Tabla 1).

En este ensayo los cultivos se mantuvieron en cámara 
climatizada (DIES Climática 480+, Modelo CLL80 PLUS) a 25 

± 2 °C, humedad relativa de 60 % y a una intensidad lumínica 
entre 20-30 µmolm-2s-1. Se evaluaron además dos condiciones 
lumínicas, oscuridad y fotoperiodo 16 horas luz/8 oscuridad. 
El tamaño de muestra utilizado fue 16 CDCs de tallo, 16 CDCs 
de hoja y 16 segmentos de hoja por tratamiento, distribuidos 
en cajas de petri (100 x 15 mm de diámetro) con 4 explantes 
por caja. El ensayo se realizó por triplicado.

Sesenta (60) días después de la siembra, se registraron 
como variables respuesta, la supervivencia (%), el promedio 
de explantes que respondieron a la formación de brotes 
y/o embriones y el promedio de embriones y/o brotes 
por explante. Luego de 4 meses de permanecer bajo las 
condiciones anteriores, los explantes fueron transferidos 
al medio de regeneración (MR) seleccionado luego de 
ensayos preliminares, con el propósito de continuar con el 
proceso de desarrollo hasta plantas completas. El medio 
de regeneración utilizado consistió del medio de cultivo 
descrito en este ensayo suplementado con BAP 0,5 mgL-1.

Análisis histológico
Para corroborar el origen embriogénico u organogénico de 
los brotes obtenidos, se realizaron cortes histológicos de 
algunos explantes que presentaron respuesta a la formación 
de brotes y embriones.

Tabla 1. Reguladores de crecimiento empleados en la organogénesis 
y/o embriogénesis somática en P. ipecacuanha.

Tratamiento Reguladores de crecimiento

1 IBA (3 mgL-1) + BAP (1,5 mgL-1)

2 IBA (2 mgL-1) + BAP (1 mgL-1)

3 IBA (1 mgL-1) + BAP (0,5 mgL-1)

4 IBA (1,5 mgL-1) + BAP (3 mgL-1)

5 IBA (1 mgL-1) + BAP (2 mgL-1)

6 IBA (0,5 mgL-1) + BAP (1 mgL-1)

7 IBA (10 mgL-1) + BAP (5 mgL-1)

8 IBA (4 mgL-1) + BAP (2 mgL-1)

9 IBA (5 mgL-1) + BAP (1 mgL-1)

10 IBA (1 mgL-1) + TDZ (0,3 mgL-1)

11 IBA (2 mgL-1) + TDZ (0,3 mgL-1)

12 IBA (3 mgL-1) + TDZ (0,3 mgL-1)

13 IBA (1 mgL-1) + TDZ (0,5 mgL-1)

14 IBA (2 mgL-1) + TDZ (0,5 mgL-1)

15 IBA (3 mgL-1) + TDZ (0,5 mgL-1)

16 IBA (1 mgL-1) + TDZ (1 mgL-1)

17 IBA (2 mgL-1) + TDZ (1 mgL-1)

18 IBA (3 mgL-1) + TDZ (1 mgL-1)

Control MS exento de reguladores

IBA: ácido indolbutírico; BAP: 6-benzil aminopurina; TDZ: tidiazuron.
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Los explantes seleccionados de los diferentes 
tratamientos fueron fijados en formol-alcohol-ácido acético 
(FAA) durante 24 horas. Posteriormente, se cortaron en 
fragmentos de 1 cm de longitud para ser procesados en una 
serie de deshidratación de alcoholes y xilol (Ruzin, 1999). 
Los fragmentos fueron embebidos en parafina (PARAPLAST) 
durante 12 h a 55 °C. Se obtuvieron secciones longitudinales 
y transversales con un micrótomo rotatorio (LEICA Model 
RM 2125), en espesores de 3-5 µm.

Para las descripciones histológicas generales las 
secciones obtenidas se colorearon con safranina y azul de 
alcian (Johansen, 1940). Para descripciones adicionales, 
algunas secciones fueron coloreadas con el reactivo de PAS 
(reacción de Schiff del ácido periódico) para polisacáridos 
insolubles, contrastado con Amido black, para proteínas 
(Yeung y Saxena, 2005).

Las muestras se examinaron con un microscopio fotónico 
(Olympus CH30 Co, Ltda) y las fotografías se tomaron con 
una cámara digital incorporada a un microscopio Nikon 
Eclipse 80i.

Efecto de diferentes longitudes de onda sobre el 
crecimiento y desarrollo de brotes y/o inducción de 
embriones somáticos
Para evaluar la respuesta de segmentos nodales, CDCs 
de tallo y segmentos de hoja a las longitudes de onda 
correspondientes al azul (450-495 nm), rojo (620-750 
nm), verde (495-570 nm) en un equipo de celdas de luz 
(Dimaq, Colombia), y blanca (420-450 nm) como control 
correspondiente a la emitida por la cámara climatizada. 
Los explantes fueron sembrados en el medio de cultivo 
basal suplementado con las combinaciones de reguladores 
que tuvieron mayor efecto a la formación de embriones 
y/o brotes. El medio de cultivo basal y las condiciones de 
crecimiento se mantuvieron como el ensayo anterior.

Para las CDCs y segmentos de hoja, el tamaño de muestra 
incluyó tres cajas de Petri (60 x 15 mm de diámetro) por 
tratamiento y por LED, cada uno con cuatro CDCs de 
tallo y cuatro segmentos de hoja. El experimento se realizó 
por triplicado. Las variables respuesta fueron las mismas 
registradas en el ensayo anterior y a los 60 días.

En cuanto a los segmentos nodales de plantas in vitro, 
éstos tuvieron un tamaño promedio de 2 cm de longitud. 
El tratamiento control fue luz blanca continua y además se 
incluyó un control de luz blanca con fotoperiodo. El medio de 
cultivo utilizado en este caso fue el medio de multiplicación 
descrito inicialmente. Los cultivos fueron mantenidos bajo 
las mismas condiciones ambientales descritas en el ensayo 
anterior. El tamaño de muestra fue de cinco frascos de vidrio 
(6,5 cm x 8,0 cm) por condición lumínica, cada uno con 
tres nudos. Se registró la supervivencia (%), la altura (cm), 
número de hojas y número de nudos por explante, cada 
dos (2) meses después de la siembra, siendo transferidos a 
medio fresco de la misma composición cada 30 días.

Análisis de los datos
Para los análisis estadísticos se evaluaron primero los 
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, y 
para los que no cumplieron con el supuesto se realizaron 
análisis estadísticos no paramétricos. Los datos tabulados se 
presentaron como medias ± SD. La significancia estadística 
de las diferencias entre grupos se evaluó mediante ANOVA 
unifactorial usando el paquete estadístico R versión 3.0.3 
Copyright (C) (2014). Se valoraron las diferencias entre los 
tratamientos utilizando la prueba de Tukey HSD con un 95 
% de confianza. Las pruebas se consideraron significativas 
para un error α = 0,05.

RESULTADOS
Respuesta organogénica y embriogénica
La respuesta a la regeneración vía organogénica y 
embriogénica se alcanzó en los segmentos de hoja y en las 
CDCs de tallo, mientras que las CDCs de hoja mostraron 
baja supervivencia y respuesta nula. En general el número 
de explantes con respuesta a los diferentes tratamientos fue 
muy bajo (1 ó 2), manteniéndose este comportamiento en 
todas las repeticiones, por lo que los promedios obtenidos 
por tratamiento no se ajustaron a una distribución normal 
aún con diferentes pruebas estadísticas.

Cuando se evaluó el efecto de la condición lumínica, 
se encontró que en oscuridad, los explantes respondieron 
formando callo no embriogénico en un alto porcentaje (65,3 
%). El callo bajo estas condiciones es friable y fibroso, de 
apariencia hidratada y con raíces, comparado al obtenido 
bajo condiciones de fotoperiodo (23,8 %), típicamente 
granular y nodular.

Organogénesis
Para este sistema de regeneración los tiempos de respuesta 
fueron variables, estuvieron en un rango entre dos y cinco 
meses después de la siembra. Con la combinación de 
reguladores IBA + BAP (IBA 2 + BAP 1, IBA 1 + BAP 2, 
IBA 0,5 + BAP 1, IBA 10 + BAP 5, IBA 5 + BAP 1 mgL-1), se 
logró organogénesis tanto a partir de CDCs de tallo como 
segmentos de hoja. Los porcentajes de respuesta oscilaron 
entre 5 % y 8,0 % de explantes formando brotes.

Con la combinación de reguladores de crecimiento IBA 
+ TDZ (IBA 1 + TDZ 0,3, IBA 2 + TDZ 0,3, IBA 3 + TDZ 0,3, 
IBA 1 + TDZ 0,5, IBA 2 + TDZ 0,5, IBA 3 + TDZ 0,5, IBA 1 
+ TDZ 1 mgL-1), también respondieron ambos explantes, 
los porcentajes de respuesta organogénica fluctuaron entre 
2,6 % y 22 %. La menor frecuencia se obtuvo con segmentos 
de hoja (2,6 %) en la combinación IBA (3,0 mgL-1) más 
TDZ (0,3 mgL-1), mientras que la mayor frecuencia (22 
%) se alcanzó a partir de CDCs de tallo con la misma 
combinación. Es de resaltar el promedio de brotes 
totales por explante obtenido con esta combinación de 
reguladores, 0,71 y 0,24, para CDCs de tallo y segmentos 
de hoja, respectivamente, fue mayor al alcanzado con la 
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combinación IBA + BAP, 0,12 y 0,09 para CDCs de tallo y 
hoja, respectivamente (Tabla 2).

En los segmentos de hoja que presentaron respuesta 
organogénica, ésta siempre se obtuvo en la vena media, en el 
extremo proximal al peciolo. Además se encontró que el grosor 
de la vena media, tuvo un efecto promotor sobre la respuesta.

Embriogénesis somática
Para este sistema de regeneración el tiempo de respuesta 
se presentó entre cinco a siete meses. Los porcentajes de 
respuesta embriogénica fluctuaron entre 5 % y 10 %. Con 
segmentos de hoja se alcanzó la frecuencia más baja de 
respuesta (5 %) en el tratamiento IBA (10 mgL-1) + BAP (5 
mgL-1), y la más alta (10%) en el tratamiento IBA (4 mgL-1) + 
BAP (2 mgL-1). El número de embriones somáticos promedio 
obtenidos fue de 0,46 para segmentos de hoja y 0,59 para 
CDCs de tallo (Tabla 2).

Análisis histológico
Con los cortes histológicos se logró evidenciar la principal 
característica que diferencia un proceso embriogénico 
de uno organogénico, la conexión con el tejido materno 

en el caso de la organogénesis (Fig. 1B-1C) y la completa 
independencia del tejido que le dio origen en la embriogénesis 
(Kumar y Singh, 2009) (Fig. 1E-1F).

En los embriones se visualizó una capa de células 
bien definida formando la epidermis, seguida de células 
parenquimáticas rodeando la zona procambial y los haces 
vasculares. En el callo embriogénico se observó un estadío 
globular incipiente, delimitado por una capa bien definida 
de células epidérmicas con núcleo conspicuo (Fig. 1E).

En la zona de formación de los meristemos fue evidente 
una tinción más fuerte, normalmente en esas zonas las 
células son pequeñas, con núcleos grandes y citoplasma 
denso (Fig. 1F).

Efecto de diferentes longitudes de onda sobre el 
crecimiento y desarrollo de brotes y/o inducción de 
embriones somáticos
Cabe subrayar que este es el primer trabajo donde se evalúan 
los diodos emisores de luz sobre la inducción y desarrollo de 
brotes y embriones en P. ipecacuanha.

La respuesta predominante en todos los LEDs 
evaluados fue la organogénesis y solo en algunos explantes 

Tabla 2. Porcentajes de respuesta organogénica y embriogénica obtenida con los reguladores de crecimiento evaluados en P. ipecacuanha.

Tratamiento/
Explante

Hoja Supervivencia
(%)

CDCs tallo
Supervivencia

(%)Embriogénesis (%) Organogénesis (%) Embriogénesis (%) Organogénesis (%)

T1 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 47,1 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 77,4

T2 0,0 ± 0,0d 6,0 ± 0,2de 50 0,0 ± 0,0c 8,1 ± 1,0d 84,8

T3 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 75 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 66,7

T4 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 37,5 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 48,5

T5 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 37,5 0,0 ± 0,0c 5,2 ± 1,0f 73,5

T6 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 87,5 0,0 ± 0,0c 6,2 ± 0,8ef 59,4

T7 5,1 ± 0,4c 4,8 ± 0,3f 70 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 13,3

T8 10,5 ± 1,3a 0,0 ± 0,0h 60 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 53,3

T9 0,0 ± 0,0d 0,8 ± 0,3h 80 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 60

T10 8,3 ± 0,6b 9,5 ± 0,5bc 92,8 9,1 ± 0,8a 8,1 ± 1,0d 100

T11 0,0 ± 0,0d 8,8 ± 0,2c 95,6 0,0 ± 0,0c 7,3 ± 0,6de 71,4

T12 0,0 ± 0,0d 2,6 ± 0,4g 92,6 0,0 ± 0,0c 22,0 ± 2,5a 60

T13 0,0 ± 0,0d 6,5 ± 0,4de 76,2 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 92,8

T14 0,0 ± 0,0d 10,0 ± 1,0b 97,7 0,0 ± 0,0c 16,2 ± 1,0c 29,4

T15 0,0 ± 0,0d 7,2 ± 0,7d 83,3 0,0 ± 0,0c 8,3 ± 0,6d 80

T16 0,0 ± 0,0d 12,2 ± 2,0a 66,7 0,0 ± 0,0c 18,9 ± 1,0b 100

T17 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 82,3 5,7 ± 1,5b 0,0 ± 0,0g 93,3

T18 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 68,2 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0g 38,5

C 0,0 ± 0,0d 0,0 ± 0,0h 85,2 0,0 ± 0,0c 5,2 ± 0,3f 48,1

Los datos son presentados como medias ± SD (n=3).Los valores entre una columna seguidos por la misma letra no son diferentes estadísticamen-
te con un nivel de confiabilidad del 95 % ANOVA (p<0,05.).
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se formaron estructuras parecidas a embriones tanto en 
segmentos de hoja como en CDCs de tallo. El tiempo 
de respuesta varió entre 60 y 120 días, además de no 
evidenciarse un patrón entre los tratamientos, tipo 
de explante y condición lumínica. Se encontraron, sin 
embargo respuestas diferenciales de la supervivencia de los 
explantes, formación de raíces, de callo nodular y de callo 
embriogénico en cada uno de los LEDs evaluados.

Bajo estas condiciones de LEDs, se encontró que las 
CDCs de tallo como tipo de explante presentaron un 
porcentaje de supervivencia menor, en comparación con los 
segmentos de hoja. Bajo el LED verde, las CDCs de tallo 
tuvieron el porcentaje más bajo de supervivencia (24,71 %), 
sugiriendo que esta longitud de onda afecta negativamente 
la respuesta de este explante. En los segmentos de hoja se 
registraron los porcentajes más altos de supervivencia, sin 
embargo, bajo el LED azul se alcanzó solo un 53,66 %. Igual 
que en el ensayo de regeneración, la frecuencia de respuesta 
organogénica fue muy baja.

En el LED rojo, con los segmentos de hoja se alcanzó la 
frecuencia más baja de respuesta (8,3 %) en el tratamiento 
14 y la más alta (60 %) en el tratamiento 4. Con las CDCs de 
tallo también se alcanzó el porcentaje más bajo de respuesta 
(8,3 %) en el tratamiento 11 (Tabla 3). El número de brotes 
promedio obtenidos fue de 2,0 para segmentos de hoja y 
0,69 para CDCs de tallo. Bajo la longitud de onda del verde, 

con los segmentos de hoja se alcanzó la frecuencia más 
alta de respuesta (25 %) en los tratamientos 11 y 12. Con 
CDCs de tallo se dio el porcentaje más bajo de respuesta 
(8,3 %) en el tratamiento 11. El número de brotes promedio 
obtenidos fue de 0,62 para segmentos de hoja y 0,09 para 
CDCs de tallo.

En general bajo la longitud de onda del rojo y del verde, 
los explantes alcanzaron casi el doble de su tamaño original, 
presentaron abundantes raíces y un alto porcentaje de callo 
con estructuras parecidas a embriones.

En el LED azul, con segmentos de hoja se alcanzó la 
frecuencia más baja de respuesta (6,7 %) en el tratamiento 
1 y la más alta (8,3 %) en el tratamiento 2. Con las CDCs de 
tallo también se alcanzó el porcentaje más alto de respuesta 
(8,3 %) en los tratamientos 12 y 15. El número de brotes 
promedio obtenidos fue de 0,07 para segmentos de hoja y 
0,25 para CDCs de tallo.

Bajo la longitud de onda del azul el porcentaje de 
mortalidad de los segmentos de hoja fue notablemente 
mayor que en las demás condiciones. Aunque se registró 
la formación de brotes, en general, esta longitud de onda 
no favoreció la regeneración de plantas ni desarrollo de 
estructuras con potencial embriogénico u organogénico.

Por último, bajo la luz blanca, con segmentos de hoja 
se alcanzó la frecuencia más baja de respuesta (8,3 %) 
en los tratamientos 5, 11 y 14, y la más alta (25 %) en el 

Fig. 1. Respuesta organogénica y embriogénica en segmentos de hoja de P. ipecacuanha. A. Organogénesis, tratamiento 16. B y C. Brotes 
mostrando conexión con tejido madre. D. Embriogénesis, tratamiento 8. E. Estadío globular incipiente en segmento de hoja. n: núcleo, p: 
parénquima, e: epidermis. F. Acercamiento de un embrión.
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tratamiento 2. El número de brotes promedio obtenidos fue 
de 0,92 para segmentos de hoja y 0,11 para CDCs de tallo.

La respuesta de los explantes bajo esta condición se 
caracterizó por la formación de callo nodular y granular en 
alto porcentaje, y varias estructuras parecidas a embriones 
tanto a partir de CDCs de tallo como de segmentos de hoja.

Los resultados obtenidos bajo las diferentes longitudes de 
onda mostraron que en las combinaciones de reguladores 
evaluadas predominó la respuesta organogénica, aunque fue 
dependiente de la condición lumínica y el tipo de explante. 
Los segmentos de hoja presentaron mayor porcentaje de 
respuesta en comparación con las CDCs de tallo. Además se 
encontraron tratamientos con potencial embriogénico bajo 
los LEDs rojo, verde y blanco.

Ensayo con segmentos nodales
En este experimento, no se encontraron diferencias 
significativas (Kruskal–Wallis, p ˃ 0,05), para la altura de la 
planta (cm), número de hojas y número de nudos registrados 
a los dos y cuatro meses bajo los diferentes LEDs evaluados.

Bajo condiciones de luz continua, los brotes desarrollados 
a partir de nudos y a los dos meses después de sembrados, 
alcanzaron la máxima altura (2,5 cm), el mayor número 
de hojas (8) y el mayor número de nudos (3). A los cuatro 
meses de sembradas, las plantas obtenidas presentaron 
un aumento en la altura respecto al valor registrado a los 
dos meses (5,5 cm) bajo condiciones de luz continua, 
sin embargo para el número máximo de hojas (10), las 
condiciones de luz favorables además de la luz continua 
fueron el LED rojo y luz blanca con fotoperiodo. El número 
máximo de nudos (5) se obtuvo en los LEDs verde y rojo.

Con relación a la supervivencia de los nudos, se encontró 
que a los dos meses bajo todas las condiciones lumínicas 
evaluadas el porcentaje fue superior al 95 %. Mientras que a 
los cuatro meses, aún con transferencias a medio fresco cada 
30 días, los porcentajes disminuyeron en su mayoría, para el 
LED verde fue del 55,6 % siendo el menor, seguido del LED 
rojo 64,7 %, LED azul 71,4 %, luz blanca con fotoperiodo 
83,3 %, mientras que en luz blanca continua se mantuvo el 
100% de supervivencia de los nudos.

Estos resultados sugieren que las diferentes longitudes de 
onda empleando LEDs no afectan a corto plazo el desarrollo 
de P. ipecacuanha, sin embargo después de este tiempo, sólo 
la luz blanca continua promueve de forma mantenida la 
supervivencia de las plantas. En general, se observó mayor 
vigor de las plantas bajo la luz continua y en condiciones de 
fotoperiodo, y por tanto seleccionadas como las adecuadas 
para el crecimiento in vitro de P. ipecacuanha.

DISCUSIÓN
La respuesta de sólo un ó dos explantes a un mismo 
tratamiento de reguladores puede explicarse principalmente 
por la procedencia (coordenadas geográficas) del material 
vegetal ya que las plantas in vitro fuente de explantes no estaban 
identificadas de acuerdo a las poblaciones muestreadas en el 
Urabá antioqueño (Naranjo et al., 2014). Lara et al. (2003a) 
describen para la especie relacionada Psychotria acuminata, que 
las diferencias en el potencial de multiplicación dependieron 
de la localidad de la cual provenían. También se le puede 
atribuir a la sensibilidad diferencial según la ubicación en el 
tejido y estado fisiológico del tejido mismo, tanto para CDCs 
de tallo como en los segmentos de hoja.

Tabla 3. Porcentajes de respuesta organogénica en las diferentes condiciones lumínicas en P. ipecacuanha.

Tratamiento/
LEDs

ROJO AZUL VERDE BLANCA

Organogénesis (%) Organogénesis (%) Organogénesis (%) Organogénesis (%)

Hoja CDCs tallo Hoja CDCs tallo Hoja CDCs tallo Hoja CDCs tallo

T1 25,8 ± 1,3c 0,0 ± 0,0c 6,8 ± 1,6a 0,0 ± 0,0c 19,4 ± 0,8c 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0c 11,2 ± 1,2a

T2 23,5 ± 1,2d 11,5 ± 0,7a 7,1 ± 1,2a 0,0 ± 0,0c 16,1 ± 0,7c 0,0 ± 0,0c 25,3 ± 1,3a 0,0 ± 0,0b

T3 16,0 ± 0,7e 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0e 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b

T4 59,3 ± 1,1a 11,8 ± 1,4a 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0c 18,5 ± 1,7c 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b

T5 46,5 ± 0,9b 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0c 12,6 ± 0,8d 0,0 ± 0,0c 8,6 ± 0,8b 0,0 ± 0,0b

T11 24,6 ± 0,7cd 8,1 ± 1,0b 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0c 23,3 ± 1,5b 8,1 ± 1,0b 7,7 ± 2,3b 0,0 ± 0,0b

T12 15,5 ± 1,0e 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b 9,0 ± 1,5a 25,3 ± 1,4a 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b

T14 7,8 ± 0,7g 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0e 0,0 ± 0,0c 7,8 ± 0,5b 0,0 ± 0,0b

T15 16,6 ± 0,9e 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b 7,7 ± 1,4b 0,0 ± 0,0e 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b

C 13,4 ± 0,8f 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0c 11,5 ± 1,1d 12,3 ± 1,0a 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b

Los datos son presentados como medias ± SD (n=3).Los valores entre una columna seguidos por la misma letra no son diferentes estadísticamen-
te con un nivel de confiabilidad del 95 % ANOVA (p<0,05.).
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Las CDCs involucran un tipo de célula o capa de tejido 
y en respuesta a condiciones estrictamente controladas de 
crecimiento (por ejemplo, luz, temperatura, pH, reguladores 
de crecimiento y aditivos del medio de cultivo), podría 
conducir a la inducción in vitro de programas morfogenéticos 
específicos. La capacidad de una CDCs para entrar a un 
programa depende de un número de factores, que incluyen 
percepción correcta de la señal y transducción, la capacidad 
de la maquinaria genética de responder y reaccionar a estas 
señales, además del estado fisiológico y origen (tejido y 
órgano) de las CDCs (Roca y Mroginski, 1991; Teixeira da 
Silva y Dobránszki, 2013). Lo anterior puede explicar los 
resultados obtenidos con las CDCs de hoja, ya que este tejido 
está completamente diferenciado y por tanto la sensibilidad 
a los reguladores de crecimiento y a otros factores no 
necesariamente es la misma que la sensibilidad de las CDCs 
de tallos, los cuales contienen tejidos conductores que le 
dan mayor competencia.

Contrario a lo obtenido en este trabajo, respuestas 
exitosas a partir de CDCs de hoja han sido reportadas para 
otras especies, por ejemplo en manzana (Malus x domestica 
Borkh) se alcanzó la regeneración de brotes adventicios a 
partir de CDCs transversales de hoja (Dobránszki y Teixeira 
da Silva, 2011), en violeta africana (Saintpaulia ionantha) se 
logró organogénesis directa a partir de este tipo de explante 
(Ohki, 1994) y en Iris (Iris pallida), se obtuvieron embriones 
somáticos (Tran Thanh y Bui, 2000).

La respuesta organogénica obtenida siempre en la 
vena media, puede explicarse debido a que en esta zona 
de la hoja están presentes los tejidos conductores, el 
xilema y floema, por donde constantemente se están 
transportando gran cantidad de nutrientes y agua, además 
proteínas, reguladores de crecimiento, que podrían estar 
dando más sensibilidad al tejido frente a reguladores 
de crecimiento exógenos, promoviendo la regeneración 
de diferentes órganos (Karam y Al-Majathoup, 2000; 
Sreedhar et al., 2008).

Se conocen muchos trabajos sobre regeneración vía 
organogénesis y embriogénesis somática, directa e indirecta en 
una gran diversidad de plantas, empleando segmentos de hoja 
y CDCs de tallo (Zhou et al., 2010; Dam et al., 2010; Pacheco 
et al., 2012; Swarna y Ravindhran, 2013; Yin et al., 2013). Sin 
embargo, en P. ipecacuanha este es el primer trabajo que evalúa 
CDCs como explante potencial para su regeneración.

Nuestros resultados a partir de segmentos de hojas en 
la combinación de los reguladores de crecimiento kinetina 
(2,5 mgL-1) y 2,4-D (1,0 mgL-1) no indujo respuestas de 
regeneración, contrario a lo reportado por Rout et al. 
(2000) en esta misma especie. Nuestros resultados tampoco 
corroboran los reportes de Lara et al. (2003b), en Psychotria 
acuminata, quienes obtuvieron embriogénesis directa a partir 
de hojas con la combinación de reguladores BAP y ANA.

La combinación de reguladores IBA y TDZ ha sido 
reportada en la regeneración de brotes a partir de hojas 
cotiledonares en cártamo (Carthamus tinctorius L.) (Baᶊalma 
et al., 2008), Jatropha curcas (Deore y Johnson, 2008) y en 
Fragaria spp. (Landi y Mezzetti, 2006). Malik y Saxena (1992) 
sugieren un papel crucial del TDZ en la interacción con otros 
reguladores de crecimiento endógenos en la reprogramación 
organogénica y embriogénica de un órgano o tejido, 
posiblemente liberando, sintetizando, protegiendo o incluso 
inhibiendo la acción de las auxinas in situ en combinación 
con otros cambios metabólicos subcelulares. El empleo de 
la combinación IBA y TDZ podría ser el mejor tratamiento 
para eliminar la secreción de sustancias fenólicas (debido a 
la oxidación de fenoles) atribuida a las oxidasas de la auxina.

En este trabajo además de la combinación de reguladores 
IBA + TDZ, con la combinación de IBA + BAP se promovió 
respuesta organogénica y embriogénica, a partir de CDCs 
de tallo y segmentos de hoja. Para otras plantas la acción de 
ambos reguladores también ha logrado resultados similares 
(Cob et al., 2010; Kaur et al., 2013; Shukla et al., 2013).

Respecto al efecto del BAP en la respuesta organogénica; 
Salazar y colaboradores (2005), encontraron que este 
regulador induce cambios en las células del parénquima 
distribuidas hacia los alrededores de los haces vasculares, 
lo cual podría ser la señal que direcciona el destino de las 
células hacia la formación finalmente de brotes. .

Con la condición lumínica 16 horas luz/8 oscuridad, se 
alcanzaron los mejores resultados de inducción de brotes 
y embriones, resultados similares a los descritos por De 
la Peña et al. (2008), quienes obtuvieron embriogénesis 
somática en Coffea canephora luego de 21 días, bajo luz 
continua y condiciones de fotoperiodo, mientras que en 
completa oscuridad los embriones se formaron luego de 
cinco semanas. Esto es contrario a la mayoría de reportes 
en embriogénesis somática que recomiendan mantener los 
cultivos en condiciones de oscuridad (Teixeira da Silva, 2004; 
Vengadesan y Pijut, 2009; Gerdakaneh y Zohori, 2013).

En el análisis histológico, la tinción más fuerte en la zona 
de formación de meristemos es debido a que son células 
mitóticamente activas con una mayor cantidad tanto de 
ácidos nucleicos como de proteínas (Lara et al., 2003b). 
Vasil et al. (1985), sugirieron que la formación de áreas 
meristemáticas a partir de células diferenciadas, como el 
parénquima, ocurre en algunos casos debido a la proximidad 
de estas últimas con tejidos meristemáticos existentes como 
el procambium, donde hay una mayor concentración de 
reguladores de crecimiento.

A pesar que la luz es uno de los factores más importantes 
en el crecimiento de las plantas, la tasa fotosintética y la 
producción en biomasa, ha sido poco estudiada en términos 
de calidad y cantidad requerida por las diferentes especies 
vegetales durante el cultivo de tejidos, considerando que 
las plantas exhiben un alto grado de plasticidad fisiológica, 
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morfológica y anatómica a diferentes espectros de luz 
(Avercheva et al., 2009; Brazaitytė et al., 2010). Teniendo 
en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo, la luz 
blanca constante y/o con fotoperiodo 16 luz/8 oscuridad 
favorecen el crecimiento y desarrollo de brotes a partir 
de nudos. No obstante, para CDCs de tallo y segmentos 
de hoja, los LEDs rojo, verde y luz blanca resultaron más 
efectivos en la respuesta de organogénesis.

En este trabajo se reporta para P. ipecacuanha que la luz 
roja promueve la elongación de yemas e incremento en 
altura de brotes, longitud de entrenudos y frecuencia de 
enraizamiento, además de la inducción de embriogénesis 
somática, mientras que la luz azul inhibe la embriogénesis, 
aumenta la síntesis de clorofila y desarrollo estomático, 
produce brotes cortos con buen desarrollo de hojas 
(Aksenova et al., 1994; Hoshino y Cuello, 2006; Poudel et 
al., 2008).

En este trabajo en el LED rojo se alcanzó el rango de 
porcentajes más altos en cuanto a la formación de brotes 
y estructuras parecidas a embriones, obteniendo en los 
segmentos de hoja porcentajes mayores (8,3 – 60 %) que en 
CDCs de tallo (8,3 – 12,5 %). Además bajo esta condición 
se encontró alta formación de raíces, similar a lo reportado 
por Poudel et al. (2008).

Marks y Simpson (1999) reportan en Vitis, que la 
elongación excesiva bajo el LED rojo, está mediada por 
fitocromos que afectan el metabolismo de las auxinas, de tal 
manera que la auxina se conservaría en cultivos iluminados 
con luz roja, pero sería degradada en cultivos bajo luz azul. 
Además se ha encontrado que la calidad de la luz regula el 
metabolismo de los carbohidratos en las plantas superiores, 
y el contenido de éstos es mayor bajo la luz roja, por lo que 
se esperaría que las plantas crecieran más bajo este tipo de 
luz, tal como lo describen Samuolienė et al. (2009).

Li et al. (2010), afirman que las diferencias encontradas 
en cuanto a la elongación del tallo bajo la luz azul y roja, se 
da por las interacciones sinergísticas de los receptores de 
ambas longitudes de onda sobre la promoción o inhibición 
de la elongación del tallo. Sin embargo, así como en la 
mayoría de procesos durante el cultivo in vitro, el efecto 
de la calidad de la luz sobre el crecimiento es genotipo 
dependiente (Kaldenhoff et al., 1994; Kintzios y Taravira, 
1997; Latkowska et al., 2000).

Aunque en los trabajos que describen el uso de LEDs 
se reportan diferencias en la respuesta bajo la luz roja y 
azul, en el ensayo de segmentos nodales aquí realizado no 
se encontraron diferencias significativas en la altura (cm) 
entre estas dos condiciones lumínicas para los tiempos 
evaluados.

En el LED azul se obtuvieron los porcentajes más bajos 
de respuesta organogénica en segmentos de hoja (6,7 – 8,3 
%) y CDCs de tallo (8,3 %). Además se dio una completa 
inhibición de la formación de raíces en segmentos de hoja, 

igual que se ha reportado para especies como el crisantemo 
(Teixeira da Silva, 2003), en la cual inhibió la longitud de la 
planta y la formación de raíces.

Respecto a los tipos de respuesta promovidos por la 
luz blanca, se ha encontrado que aumenta la inducción 
de embriogénesis somática (Verhagen y Wann, 1989) y de 
raíces (Daud et al., 2013). En este trabajo se alcanzaron 
porcentajes de respuesta a la formación de brotes y 
embriones, que oscilaron entre 8,3 y 25 % en segmentos 
de hoja y de 11,1 % en CDCs de tallo, también se presentó 
abundante formación de raíces.

CONCLUSIONES
En el presente trabajo se demostró que las CDCs de tallo, 
al igual que los segmentos de hoja presentan potencial de 
respuesta organogénica y embriogénica en P. ipecacuanha, 
contrario a las CDCs de hoja. En los segmentos de 
hoja, el estado fisiológico, la ubicación del explante en 
la hoja misma e hipotéticamente la procedencia del 
material vegetal tiene un efecto sobre la respuesta. Las 
combinaciones de los reguladores de crecimiento IBA + BAP 
e IBA + TDZ promueven la regeneración vía organogénesis 
y embriogénesis en segmentos de hoja y CDCs de tallo, 
mantenidos bajo luz blanca, y fotoperiodo (16 horas luz/8 
oscuridad). Los LEDs rojo y verde también favorecen este 
tipo de respuestas. Los segmentos nodales alcanzan una 
mayor supervivencia y características morfológicas del 
desarrollo deseables si son mantenidos bajo luz blanca 
continua o con fotoperiodo.

Para inducir procesos de organogénesis y embriogénesis 
somática en P. ipecacuanha, las CDCs de tallo y segmentos 
de hoja son los explantes adecuados. Además, la condición 
lumínica 16/8 favoreció la respuesta de regeneración 
cuando se emplearon las combinaciones de los reguladores 
de crecimiento IBA + BAP e IBA + TDZ. Los LEDs rojo, 
verde y luz blanca promovieron la respuesta organogénica 
en segmentos de hoja principalmente y la formación 
de estructuras parecidas a embriones. Mientras que 
los segmentos nodales que permanecieron bajo la luz 
blanca continua y con fotoperiodo, presentaron mayor 
supervivencia y características morfológicas deseables.
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