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RESUMEN

Un procedimiento eficiente y reproducible de regeneracion de plantas es esencial para introducir genes de interés
en cultivos importantes, mediante la transformacién genética de las plantas. Sin embargo, hay cultivos como la
soya [Glycine max (L.) Merrill], cuya manipulacién in vitro es dificil, muchas veces depende de su genotipo, y no es
posible la reproducibilidad de todos los protocolos establecidos. El objetivo de este trabajo fue la optimizacién de un
protocolo de regeneracién de brotes de soya de la variedad cubana Incasoy-36, de modo que se pueda reproducir.
Para promover la induccién de los brotes en condiciones especificas de cultivo, se seleccioné el nudo cotiledonal
de las semillas maduras como explante. Se evalué el efecto de varias concentraciones de bencilaminopurina y se
demostré que la edad del explante es fundamental en el proceso de regeneracién. La concentraciéon éptima para
la organogénesis fue 1.5 mg/L de bencilaminopurina, que favorecié el 96.8 % de la frecuencia de formacién de
los brotes y una eficiencia de 4.3 brotes en explantes de 6 dias de germinados. La elongacién de los brotes y la
induccién de las raices ocurrieron en un medio MSB5 sin hormonas. Las plantas regeneradas se obtuvieron entre 7
y 8 semanas de iniciado el cultivo, y fueron morfolégicamente similares a las de esta variedad.
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ABSTRACT

In vitro regeneration of Cuban soybean variety Incasoy-36. An efficient and reproducible plant regeneration
procedure is essential for intfroducing genes of interest in important crops through genetic transformation. However,
some crops, such as soybean [Glycine max (L.) Merrill], are difficult to manipulate in vitro, often depending on their
genotype, and the reproduction of the established protocols is not always possible. The purpose of this paper is the
optimization of a regeneration protocol for soybean shoots of the Cuban variety Incasoy-36 to enable its repro-
duction. Cotyledonary nodes of mature seeds were the explants of choice to promote regeneration under specific
culture conditions. The effect of several concentrations of benzylaminopurine on shoot induction was evaluated
and it was demonstrated that the age of explants is essential for regeneration. Shoot formation was increased with
1.5 mg/L of benzylaminopurine, producing a regeneration frequency of 96.8 % and 4.3 shoots in explants with a
6 day germination period. The elongation of shoots, as well as rooting occurred in an MSB5 medium without hor-
mones. Regenerated plantlets were obtained 7-8 weeks after the start of the culture and they were morphologically

similar to plants of this variety.

Introduccién

La soya [Glycine max (L.) Merrill] es uno de los
cultivos mas comercializados y al que se dedica una
gran parte del area productiva del planeta. El elevado
contenido de proteinas y lipidos de su grano, lo con-
vierten en uno de los de mayor interés para la alimen-
tacion humana y animal. Por tal razon, los genetistas
buscan métodos para optimizar sus caracteristicas.
Como la aplicacion satisfactoria de la biotecnologia
en el mejoramiento genético de los cultivos prioriza-
dos como la soya se basa en un eficiente protocolo
de regeneracion, los investigadores han tratado de
optimizar las condiciones que aumentan la regene-
racion de sus explantes. Casi todas las partes de esta
planta se han utilizado como explantes para su rege-
neracion, ya sea por organogénesis [1] o por embrio-
génesis somatica [2]. Estos explantes pueden ser nu-
dos cotiledonales [3, 4], entrenudos de los tallos [5],
secciones de epicdtilos [6], tejidos de hojas primarias
[7], plumulas [8], hipocétilos [9], ejes embriogéni-
cos [10], cotiledones inmaduros [11, 12], embriones

& Autor de correspondencia

Keywords: Soybean, Glycine max, shoot regeneration, cotyledonary nodes

inmaduros y maduros [1] y raices [13]. Con la orga-
nogénesis se logran brotes en un corto periodo de 2-3
meses y se mantienen las caracteristicas del genoti-
po, a diferencia de la embriogénesis somatica que se
necesita alrededor de 6 meses para obtener plantas
y puede presentar altos niveles de variacion soma-
clonal en las plantas regeneradas [2]. Se han descrito
sistemas de organogénesis donde los explantes nece-
sitan dos medios de cultivo, uno para la induccién
de los brotes y otro para su elongacion. También re-
quieren mas tiempo de cultivo y medios para obtener
las plantas. Se plantea que tanto la regeneracion de
esta leguminosa como su transformacion genética
son marcadamente dependientes del genotipo de la
planta. Por tales razones, la mayoria de los protoco-
los de regeneracion y de transformacion establecidos
para algunas variedades no se puede reproducir. El
nudo cotiledonal es uno de los explantes mas usados
para la transformacién genética por Agrobacterium
tumefaciens [14]; y aunque fue de los primeros para
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obtener plantas transgénicas [15], todavia hay genoti-
pos cuya regeneracion de brotes es dificil [16-18].

El cultivo de la soya ha alcanzado un alto grado de
importancia en Cuba. Hay variedades adaptadas a las
condiciones de los suelos, y algunas poseen elevados
indices de rendimiento. En este articulo se describe un
protocolo optimizado de organogénesis en la variedad
cubana de soya Incasoy-36, que utiliza el nudo cotile-
donal de semillas maduras como explante. Este proce-
dimiento puede ser Util para su multiplicacion in vitro,
para su transformacion genética y para la introduccion
de nuevos caracteres agronémicos.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron semillas maduras de soya de la variedad
cubana Incasoy-36, del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (Inca, La Habana, Cuba). Estas se desinfec-
taron con etanol al 70 % durante 1 min, y luego se su-
mergieron en hipoclorito de sodio comercial al 12 %
durante 10 minutos con agitacion frecuente. Después
se enjuagaron 4 veces con agua destilada estéril y se
pusieron a germinar en un medio basal MSB5 (sales
MS [19] y vitaminas B5 [20]) enriquecido con saca-
rosa (30 g/L) y solidificado con fitoagar (7 g/L) (Du-
chefa Biochemie B.V., Holanda) después de ajustado
el pH a 5.7. Las semillas se mantuvieron de 6 a 8 dias
a una temperatura de 27 °C y con un periodo de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad.

Preparacién de los explantes para la inducciéon
de los brotes

Los germinados de 6 a 8 dias se utilizaron como ex-
plantes para la induccion de los brotes. A cada uno se
le hizo un corte horizontal de 5 a 7 mm en la region
del hipocdtilo, para eliminar la radicula. Después se
separaron los cotiledones con un corte longitudinal,
se elimind la yema apical y se colocaron en el me-
dio MSBS enriquecido con bencilaminopurina (0.5, 1,
1.5,2,3y 6 mg/L) y sacarosa (30 g/L).

El pH del medio se ajust6 a 5.7 antes de adicionar
el fitoagar (7 g/L). Se probaron otras concentraciones
de fitoagar (5, 6, 7y 8 g/L) y fitagel (2y 3 g/L) en el
medio de induccion de los brotes. Todos los explantes
se incubaron a 27 °C, con 16 h de luz.

Para cada tratamiento se utilizaron 21 explantes
(7 explantes/placa) y los experimentos se repitieron
3 veces. Se evaluaron dos pardmetros: edad del ex-
plante y concentracion de la bencilaminopurina en el
medio de induccion de los brotes. La influencia de la
edad del explante en la regeneracion del nudo cotile-
donal se analizéd comparando las frecuencias de rege-
neracion de los explantes de cada edad (6, 7 y 8 dias)
y el nimero de brotes por explante en las diferentes
concentraciones de bencilaminopurina.

Enraizamiento de los brotes y adaptacion
de las plantas al suelo

Los brotes regenerados después de 35 a 40 dias (de 3a
4 cm) se pusieron a enraizar en un medio MSBS5 sin
hormonas durante 7 a 15 dias. Las plantas enraizadas
se transfirieron a macetas plasticas pequefias con una
mezclade materiaorganicay zeolita (1:1v/v), bajocon-
diciones controladas de luz, humedad y temperatura

ambiente durante 7 dias. Después se trasplantaron
a macetas grandes y se mantuvieron en invernadero
hasta la floracién y produccion de las semillas.

Andlisis estadistico

Periodicamente se observaron los cultivos y se eva-
luaron el efecto de la edad del explante y la concentra-
cion de la bencilaminopurina en la regeneracion de los
brotes. Se analizaron los datos mediante un andlisis de
varianza (Anova) simple. Se compararon las medias
segun el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD) para p < 0.05. Para el
analisis estadistico se utilizo el programa Statgraphics
Plus, version 5.0.

Resultados

Efecto de la edad del explante

y la concentracién de la bencilaminopurina
sobre la regeneracion de los brotes a partir
del nudo cotiledonal

Los cotiledones de las semillas maduras de soya ger-
minadas in vitro, seleccionados como explantes para
los ensayos de regeneracion, alcanzaron una colora-
cién verde después de 6 a 8 dias en el medio de germi-
nacion MSB5 sin hormonas (Figura 1). Al comparar
el efecto de la edad del explante en la regeneracion
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Figura 1. Sistema de regeneracién a partir del nudo cotiledonal de semillas maduras de soya (Glycine
max) de la variedad Incasoy-36. A) Germinados de soya después de 6 a 8 dias en un medio MSB5
sin hormonas. B) Explantes con callos y brotes después de 25 dias en MSB5 con 2 mg/L de bencilami-
nopurina. C) Formacién de brotes después de 30 dias en MSB5 con bencilaminopurina. D) Explantes
con brotes después de 40 dias en 1.5 mg/L de bencilaminopurina. E) Organogénesis a partir del nudo
cotiledonal de soya. F) Yemas moltiples regeneradas en un medio MSB5 con 3 mg/L de bencilamino-
purina. G) Brotes de soya en un medio MSB5 sin hormonas para la formacién de raices. H) Formacién
de raices después de 15 dias en el medio MSB5 sin hormonas. 1) Formacién de raices después de
15 dias en un medio MSB5 con las auxinas dcido naftalenacético (ANA) o acido indolacético (AlA).
J) Plantas trasplantadas a macetas en condiciones de invernadero.
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de los brotes sobre el medio MSB5 enriquecido con
1.5 mg/L de bencilaminopurina, se observé que los
explantes de 6 dias alcanzaron la mayor frecuencia de
regeneracion de los brotes (96.8 %); aunque no difirio
de la frecuencia en los explantes de 7 dias de edad
(92.6 %). Sin embargo, la regeneracion de los brotes
de ambas edades (6 y 7 dias) superé considerable-
mente la obtenida en los explantes de 8 dias (41.2 %)
(Figura 2A). Al evaluar la eficiencia de la regenera-
cidn, se observaron resultados similares: los explantes
mas jovenes (6 dias) mostraron el mayor nimero de
brotes por explante y los valores difirieron significa-
tivamente de los obtenidos en los explantes de 7 y 8
dias (Figura 2B). En estudios preliminares se compro-
b6 que cuando el nudo cotiledonal estuvo expuesto
a altas concentraciones de bencilaminopurina (3 a
6 mg/L), los explantes mas jovenes (6 dias) mostraban
una mayor respuesta regenerativa que los explantes de
7 y 8 dias de germinados, que desarrollaron brotes
muy pequefios y abundante callosidad. Los explantes
que no desarrollaron brotes se tornaron cloréticos y la
zona del nudo cotiledonal pardo oscuro.

Elnimero de brotes regenerados dependid de la con-
centracion de bencilaminopurina, aunque esta citoqui-
nina indujo la organogénesis de los brotes en todas las
concentraciones probadas (de 0.5 a 6 mg/L) (Tabla 1).
Los explantes desarrollaron brotes a partir de la region
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Figura 2. Efecto de la edad del explante (6, 7 y 8 dias) sobre
la eficiencia de regeneracién de los brotes de soya variedad
Incasoy-36. A) Por ciento de explantes regenerados a partir
del nudo cotiledonal de germinados de diferentes edades.
B) Eficiencia de la regeneracién en las tres edades evaluadas,
representada por el numero de brotes total entre el total de
explantes. El proceso de regeneracién ocurrié en un medio
MSB5 enriquecido con 30 g/L de sacarosa, 1.5 mg/L de ben-
cilaminopurina y 6 g/L de fitoagar. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0.05) segun el procedimiento
de Fisher (LSD).

Tabla 1. Resultados de la regeneracién de brotes a partir del nudo cotiledonal de semillas
de soya a diferentes concentraciones de bencilaminopurina*

Bencilaminopurina  Frecuencia de

Brotes enraizados

(mg/L) regeneraciont Brotes Brotes/explante* (%)
0.5 33 = 1.4 (52.4 %) 50 0.84 90.0
1.0 55+ 1.2 (87.3 %) 95 1.5¢ 93.6
1.5 61 + 0.7 (96.8 %) 271 4.3¢ 97.0
2.0 58 + 0.9 (92.1 %) 202 3.2b 95.0
3.0 30 £ 1.7 (47.6 %) 57 0.94 84.2
6.0 17 £1.2 (27 %) 28 0.4¢ 82.1

* Los datos son la suma de tres experimentos (21 explantes por tratamiento), con semillas germinadas a los
6 dias, en un medio MSB5 y expuestas a concentraciones incrementadas de bencilaminopurina.

t Frecuencia de regeneracion: (NUmero de explantes con brotes/NUumero de explantes) x 100.

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05), segun el procedimiento de Fisher (LSD).

del nudo cotiledonal donde se hizo el corte y donde
estaban las yemas axilares, después de 4 semanas de
cultivo (Figura 1B-E). La mayor eficiencia de for-
macion de los brotes se obtuvo en el medio MSB5
con 1.5 mg/L del compuesto, aunque no difiri6 de
la eficiencia obtenida con 2 mg/L (4.3 y 3.2 brotes/
explante, respectivamente) (Tabla 1).

Cuando se enriqueci6 el medio MSB5 con benci-
laminopurina se observo una masa de callos verdes,
compacta en la zona del nudo cotiledonal de algunos
explantes, donde se hizo el corte para separar el hi-
pocétilo (Figura 1B). Esta estructura callosa no afect6
el desarrollo normal de los brotes en las concentracio-
nes inferiores a 2 mg/L. Sin embargo, en las concen-
traciones superiores a 3 mg/L, la callosidad fue abun-
dante en mas del 30 % de los explantes y el desarrollo
de los brotes se vio afectado. No obstante, se logréd
un 27 % de brotes en la concentracion de 6 mg/L de
bencilaminopurina (Tabla 1). Después de 45 dias en
ese medio, los explantes con callos que no desarro-
llaron brotes tomaron una coloracién parda oscura y
se eliminaron.

Al mismo tiempo, aparecieron yemas multiples en
la zona del nudo cotiledonal, cuando los explantes es-
tuvieron en un medio MSB5 con mas de 1.5 mg/L de
bencilaminopurina (Figura 1F). Estas se desarrollaron
solamente cuando los nudos cotiledonales conserva-
ron las yemas axilares al colocarlos en el medio de
induccién con la citoquinina. Cuando se eliminaron
todas las yemas (apicales y axilares) del nudo cotile-
donal, se observé la formacion de una masa de callos
que no lleg6 a regenerar brotes. Aunque en los tra-
tamientos con mas de 3 mg/L de bencilaminopurina
hubo una mayor aparicion de estas yemas multiples,
en la mayoria de los explantes se mantuvieron verde
intenso, pero no crecieron (Figura 1F). En estas con-
diciones se logré el desarrollo de brotes bien defini-
dos (2 cm), brotes muy pequefios (menores de 0.7 cm)
y hojas. A pesar de haber sido abundantes, los brotes
muy pequefios no se tuvieron en cuenta para deter-
minar la eficiencia de la regeneracion. EI nimero de
brotes (a partir de 2 cm) se cont6 a las 8 semanas des-
pués del cultivo.

Efecto del agente solidificante

sobre la morfogénesis del nudo cotiledonal
Otro parametro estudiado fue el efecto de diferentes
concentraciones de agar (5, 6, 7y 8 g/L) y fitagel (2'y
3g/L) sobre laformacion de los callos y laregeneracion
de los brotes a partir del nudo cotiledonal. Este estudio
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se hizo en un medio MSB5 con 1.5 mg/L de benci-
laminopurina. Los mejores resultados se obtuvieron
con agar como agente gelificante (Tabla 2). Las ma-
yores frecuencias de regeneracion (98.5 y 97.6 %) se
alcanzaron con las concentraciones 5y 6 g/L, respec-
tivamente. Con las cuatro concentraciones de agar se
desarrollaron brotes bien definidos después de 25 a
30 dias (Figura 3A-C). Sin embargo, en 8 g/L de agar,
los brotes regenerados (29 %) tuvieron un crecimiento
mas lento (30 a 50 dias). Cuando se utilizo fitagel, se
formaron menos callos (11 y 19 %) que en los explan-
tes cultivados en agar (23 y 41 %) y los brotes tuvieron
un crecimiento réapido y definido, similar a lo ocurrido
con 5y 7 g/L de agar (Figura 3D). En cambio, la fre-
cuencia de regeneracion de los brotes (28.5 y 42.4 %)
no superd la alcanzada en agar.

Enraizamiento de brotes y adaptacién
de las plantas al suelo

Los brotes regenerados emergieron de la region del
nudo cotiledonal, cerca de la zona donde se hizo el cor-
te, sin interferir la formacion de callos (Figura 1B-E).
Las plantas regeneradas en 1.5y 2 mg/L de bencilami-
nopurina presentaron la mas alta frecuencia de forma-
cion de raices (97 y 95 %, respectivamente; tabla 1).
Aunque mas del 80 % de los brotes regenerados (3 a
4 cm de altura) desarrollaron raices después de 7 a 15
dias en un medio MSBS5 sin hormonas (Figura 1G-H),
los brotes pequefios (de 1 a 2 cm de altura) que se pu-
sieron a enraizar en ese medio no crecieron ni desa-
rrollaron raices. Por esa razon, se pasaron a un medio
MSBS5 enriquecido con 0.1 mg/L de &cido indolacéti-
co (AlIA) 0 0.5 mg/L de acido naftalenacético (ANA)
para inducir la formacion de raices. En estas dos
variantes se logré una elevada formacion de raices
(Figura 11): 96 % en el medio con AIA'y 94 % en
el medio con ANA. Todas las plantas enraizadas se
transfirieron al invernadero para su climatizacion y
crecimiento. Estuvieron en macetas pequefias cubier-
tas con un nailon transparente, para crear una cama-
ra de humedad, y después de 7 dias se trasplantaron
a macetas grandes hasta la produccion de semillas
(Figura 1J).

Discusion
El nudo cotiledonal es uno de los explantes mas usa-

dos para los estudios de regeneracion y transformacion
genética de la soya [15]. Sin embargo, la frecuencia

Tabla 2. Regeneracion de brotes de soya [Glycine max
(L.) Merrill] a partir del nudo cotiledonal en diferentes
concentraciones de agar y fitagel*

Agente Concentracién Frecuencia de
solidificante (g/L) regeneraciont (%)
Agar 5 98.5
6 97.6
7 93.0
8 29.0
Fitagel 2 28.5
3 42.4

* Para cada condicién se ensayaron 21 explantes, cultivados en
medio MSB5 enriquecido con 1.5 mg/L de bencilaminopurina y
solidificado con diferentes concentraciones de agar y fitagel.

t Frecuencia de regeneracion: (NUmero de explantes que regeneran /
Total de explantes) x 100.

-

Figura 3. Formacién de brotes a partir del nudo cotiledonal de semillas maduras de soya, en un
medio MSB5 con 1.5 mg/L de bencilaminopurina. A-C) Formacién de brotes después de 40 dias en
diferentes concentraciones de agar: 5, 6 y 7 g/L. D) Formacién de brotes después de 40 dias en un

medio MSB5 con 3 g/L de fitagel.

de regeneracion con este tipo de explantes es baja
en algunas variedades y el periodo para lograrlo es
largo [10, 21]. La regeneracion de los brotes a partir
del nudo cotiledonal en este estudio ocurri6 en un pe-
riodo relativamente corto (de 30 a 45 dias) en todas
las concentraciones de bencilaminopurina probadas.
Ello confirma que es el regulador de crecimiento mas
efectivo para la iniciacion de los brotes [9, 21]. Varios
protocolos emplean un medio para inducir la forma-
cion de callos y otro para la induccién de los brotes
[22, 23]. En esta investigacion se utiliz6 un solo me-
dio para la induccion y la regeneracion de los brotes,
y se logré la organogénesis con brotes bien definidos
(Figura 1C-E). Estos resultados demuestran que a par-
tir de 3 mg/L de bencilaminopurina disminuye el nd-
mero de brotes que regeneran (Tabla 1). Se ha demos-
trado que altas concentraciones de este compuesto pue-
den estimular la formacion de yemas mdltiples [24];
sin embargo, pueden inhibir su crecimiento, como se
observo en este trabajo. También se ha descrito que
las altas concentraciones afectan la frecuencia de di-
ferenciacion de los brotes en Phaseolus spp. [25].

Al comparar la frecuencia de regeneracion en las
tres edades evaluadas, se aprecié que la respuesta re-
generativa de los explantes tiende a disminuir con la
edad (Figura 3). Los explantes de 6 y 7 dias alcan-
zaron las mayores frecuencias de regeneracion en el
medio MSB5 con 1.5 mg/L de bencilaminopurina.
Los explantes de 6 dias mantuvieron una respuesta re-
generativa superior a los explantes de 7 dias, con to-
das las concentraciones probadas en este trabajo y en
estudios previos con la variedad Incasoy-36 (Soto N;
datos no publicados). Los tejidos juveniles poseen un
alto grado de actividad meristematica y suelen tener
mas plasticidad in vitro [26]. Se afirma que el poten-
cial organogénico de un explante es inversamente
proporcional a su edad fisioldgica [27]; por esa razén,
los explantes de 8 dias de germinados mostraron una
regeneracion inferior a la de los explantes de 6 y 7 dias,
independientemente de la concentracién de bencilami-
nopurina empleada. Estos resultados coinciden con los
de otros investigadores en la regeneracion in vitro de
variedades de soya, en que las mayores frecuencias de
regeneracion se alcanzaron en concentraciones de 0.5
a 2 mg/L de bencilaminopurina [21, 24]. Sin embar-
go, Paz et al. obtuvieron frecuencias de regeneracion
inferiores a las descritas en este trabajo (de 92.6 % y
96.8 %), pero con una concentracion de 1.12 mg/L,
usando como explantes cotiledones de semillas madu-
ras de las variedades: Thorne (60 %), Williams (46 %),
Williams 79 (37 %) y Williams 82 (56 %) [28]. Cuando
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se evalug la frecuencia de regeneracion de los brotes a
partir del nudo cotiledonal de esta variedad cubana de
soya, hubo diferencias en los explantes utilizados, in-
dependientemente de la concentracion hormonal del
medio de cultivo. Algunos explantes desarrollaron
abundantes brotes, mientras que otros desarrollaron
callos blancos y raices, incluso algunos se tornaron
cloréticos y no mostraron morfogénesis. Esto demues-
tra que la respuesta regenerativa in vitro suele ser va-
riable, debido probablemente a los niveles enddgenos
de fitohormonas durante la organogénesis [26].

La formacidon de yemas multiples en varios explan-
tes fue relevante. Estos explantes tuvieron en comdn
que conservaron las yemas axilares después de cortar
el nudo cotiledonal a la mitad, antes de ser colocados
en el medio de regeneracion con bencilaminopurina.
Shan et al. [29] observaron que la formacién de ye-
mas multiples solo ocurre cuando las yemas axilares
se dejan en el nudo cotiledonal, mientras que en los
nudos cotiledonales donde estas se remueven, aparece
abundante callosidad y no se forman multiyemas . Por
tanto, la integridad estructural del meristemo axilar
contribuye a la alta eficiencia de la regeneracion. Por
estudios histoldgicos, otros investigadores mostraron
que la aplicacion de citoquininas exdgenas altera el
desarrollo de los meristemos axilares, promueve la
proliferacion de las células meristematicas en las ye-
mas axilares e incrementa el ndmero de yemas pri-
mordiales que se originan a partir de los meristemos
axilares existentes [30, 31].

En este trabajo también se obtuvo una baja regene-
racion cuando se aumentd la concentracion de agar en
el medio de cultivo. Se plantea que las altas concen-
traciones de agar crean un medio con mucho estrés
para las plantas, lo cual reduce la formacion de meris-
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temoides [32]. Sin embargo, algunos investigadores
han logrado resultados positivos al utilizar 8 g/L de
agar para solidificar el medio de cocultivo [33].

También se estudi6 la induccion y el desarrollo de
raices en las plantas regeneradas in vitro. En presencia
de ANA, las raices inducidas fueron cortas (de 2a 3 cm
de largo) y gruesas (Figura 1I). En cambio, en pre-
sencia de AlA las raices inducidas fueron largas (de
6 a 7 cm) y delgadas (Figura 11 derecha), similares a
las desarrolladas en el medio MS libre de hormonas
(Figura 1H). Se ha descrito el efecto estimulante que
tienen las auxinas en el enraizamiento de los brotes.
Liu et al. describieron que con ANA se estimulé la
formacion de raices adventicias: observaron que du-
rante la induccion de raices adventicias en soya, los
niveles de AIA enddgenos aumentaron a causa de la
aplicacion de ANA exogena, lo cual provocd una ma-
yor produccion de raices adventicias [34]. También se
ha referido el efecto estimulante del &cido indolbutiri-
co en el aumento del nimero de raices inducidas por
brotes de soya [35].

Cuando las plantas enraizadas in vitro se pasaron al
suelo, tuvieron un desarrollo normal y todas las raices
eran viables independientemente del medio en que se
desarrollaron. Este resultado permitid tener otras va-
riantes para lograr el enraizamiento de brotes in vitro
con diferentes estados de desarrollo fisiol4gico.

Finalmente se optimizé un procedimiento pararege-
nerar plantas de la variedad cubana de soya Incasoy-36,
a partir del nudo cotiledonal de semillas maduras ger-
minadas in vitro, en un tiempo relativamente corto y
con una elevada frecuencia de formacion de los bro-
tes. Consta de un solo paso para obtener los brotes y
se puede utilizar para la transformacién genética y la
propagacion in vitro de esta variedad de soya.
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ABSTRACT

An efficient and reproducible plant regeneration procedure is essential for introducing genes of interest in important
crops through genetic transformation. However, some crops, such as soybean [Glycine max (L.) Merrill], are difficult
to manipulate in vitro, often depending on their genotype, and the reproduction of the established protocols is not
always possible. The purpose of this paper is the optimization of a regeneration protocol for soybean shoots of the
Cuban variety Incasoy-36 to enable its reproduction. Cotyledonary nodes of mature seeds were the explants of choice
to promote regeneration under specific culture conditions. The effect of several concentrations of benzylaminopurine
on shoot induction was evaluated and it was demonstrated that the age of explants is essential for regeneration.
Shoot formation was increased with 1.5 mg/L of benzylaminopurine, producing a regeneration frequency of 96.8 %
and 4.3 shoots in explants with a 6 day germination period. The elongation of shoots, as well as rooting occurred in
an MSB5 medium without hormones. Regenerated plantlets were obtained 7-8 weeks after the start of the culture
and they were morphologically similar to plants of this variety.

Keywords: Soybean, Glycine max, shoot regeneration, cotyledonary nodes
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RESUMEN

Regeneracion in vitro de plantas de soya de la variedad cubana Incasoy-36. Un procedimiento eficiente y
reproducible de regeneracién de plantas es esencial para introducir genes de interés en cultivos importantes, me-
diante la transformacién genética de las plantas. Sin embargo, hay cultivos como la soya [Glycine max (L.) Merrill],
cuya manipulacién in vitro es dificil, muchas veces depende de su genotipo, y no es posible la reproducibilidad de
todos los protocolos establecidos. El objetivo de este trabajo fue la optimizacién de un protocolo de regeneraciéon
de brotes de soya de la variedad cubana Incasoy-36, de modo que se pueda reproducir. Para promover la induc-
cién de los brotes en condiciones especificas de cultivo, se seleccioné el nudo cotilenodal de las semillas maduras
como explante. Se evalué el efecto de varias concentraciones of bencilaminopurina y se demostré que la edad del
explant es fundamental en el proceso de regeneracion. La concentracién 6ptima para la organogénesis fue 1.5 mg/L
of bencilaminopurina, que favorecié el 96.8 % de la frecuencia de formacién de los brotes y una eficiencia de 4.3
brotes en explantes de 6 dias de germinados. La elongacién de los brotes y la induccién de las raices ocurrieron en
un medio MSB5 sin hormonas. Las plantas regeneradas se obtuvieron entre 7 y 8 semanas de iniciado el cultivo, y
fueron morfolégicamente similares a las de esta variedad.

Palabras clave: Soya, Glycine max, regeneracién de brotes, nudo cotiledonal

Introduction

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is one of the most  corresponding genotype. This contrasts with somatic 1. Barwale UB, Kerns HR, Widholm JM.

widely marketed crops and a large part of the produc-
tive land in the world is used for its cultivation. Con-
taining high level of proteins and lipids, it is of utmost
importance in human and animal feeding. Geneticists,
therefore, search for methods to optimize its character-
istics. Since the application of biotechnology in genetic
improvement of prioritized crops, such as soybean, is
based on an efficient regeneration protocol, research-
ers have tried to optimize the conditions to increase
the regeneration of its explants. Almost all parts of the
plant have been used as explants for its regeneration,
either by organogenesis [1] or somatic embryogenesis
[2]. These explants may be cotyledonary nodes [3, 4],
stem internodes [5], epicotyl sections [6], and tissues
from primary leaves [7], plumules [8], hypocotyls
[9], embryogenic axes [10], immature cotyledons [11,
12], immature and mature embryos [1] and roots [13].
Through organogenesis shoots are observed after 2
to 3 months and they have the characteristics of the

& Corresponding author

embryogenesis that requires about 5 months to obtain
plants, while showing a large somaclonal variation in
the regenerated plants [2]. In certain organogenesis
systems the explants would need two culture media,
one for the introduction of the shoots and the other
for their elongation. They also require more time for
cultivation and more media to obtain the plants. Both
the regeneration of this legume and its genetic trans-
formation are highly dependent on the genotype of the
plant. Therefore, most of the regeneration and trans-
formation protocols established for some varieties
may not be reproducible in others. The cotyledonary
node is one of the most frequently used explants for
genetic transformation by Agrobacterium tumefaciens
[14]; and although it was used since the beginning to
obtain transgenic plants [15], certain genotypes still
show difficult regeneration of shoots [16-18].
Soybean production is of great importance in
Cuba. Some varieties are well adapted to soil condi-
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tions and some have high yields. Here we describe
an optimized protocol for organogenesis in the Cuban
variety of soybean Incasoy-36 that uses the cotyledon-
ary node of mature seeds as the explant. This pro-
cedure may be useful for in vitro multiplication, for
its genetic transformation, and for the introduction of
new agronomic traits.

Materials and methods

Plant material

Mature soybean seeds of the Cuban variety Incasoy-36,
of the National institute of Agriculture Sciences (Insti-
tuto Nacional de Ciencias Agricolas, Havana, Cuba)
were used. They were disinfected with 70 % ethanol
for 1 minute and then immersed in 12 % commercial
sodium hypochloride for 10 min while shaking fre-
quently. Afterwards, they were rinsed 4 times with
sterile distilled water and placed to germinate in a
basal medium MSB5 (MS salts [19] and vitamin B5
[20]) enriched with sucrose (30 g/L) and solidified
with phytoagar (7 g/L) (Duchefa Biochemie B.V.,
Holland) after adjusting the pH to 5.7. The seeds were
maintained 6 to 8 days at 27 °C with a periodicity of
16 h of light and 8 h of darkness.

Preparation of the explants for the induction
of shoots

The germinated seeds of 6 to 8 days were used as ex-
plants for the induction of the shoots. Each one was
cut horizontally 5 to 7 mm at the hypocotyls region to
eliminate the radicle. Then the cotyledons were sepa-
rated through a longitudinal cut, the apical bud was
eliminated and they were placed in the MSB5 medium
enriched with benzylaminopurine (0.5, 1, 1.5, 2, 3 and
6 mg/L) and sucrose (30 g/L).

The pH of the medium was adjusted to 5.7 before
adding the phytoagar (7 g/L). Other concentrations for
the phytoagar (5, 6, 7 and 8 g/L) and phytagel (2 and
3 g/L) were tested in the medium for the induction
of shoots. All explants were incubated at 27 °C, with
16 h of light.

Twenty-one explants (7 explants/plate) were used
for each treatment, and the experiments were repeated
3 times. Two parameters were evaluated, namely, the
age of the explants and the concentration of the ben-
zylaminopurine in the medium, for shoot induction.
The influence of age of the explants in the regenera-
tion of the cotyledonary node was analyzed by com-
paring the regeneration frequency of the explants of
each age (6, 7 and 8 days) and the number of shoots
per explant in the different concentrations of the ben-
zylaminopurine.

Rooting of shoots and adaptation of plants
to the soil

The regenerated shoots after 35 to 40 days (3 to 4 cm)
were placed to root in the MSB5 without hormones
for 7 to 15 days. The rooted plants were transferred
to small plastic pots containing a mixture of organic
material and zeolite (1:1 v/v), under controlled condi-
tions of light, humidity and room temperature for 7
days. They were then transplanted to large pots and
kept in a greenhouse until they flowered and produced
seeds.

Statistical analysis

The cultures were periodically observed and the effect
of age of the explant and concentration of benzylam-
inopurine in the regeneration of shoots were evalu-
ated. The data were analyzed using a simple analysis
of variance (Anova). Means were compared accord-
ing to the least significant differences of Fisher (LSD)
for p < 0.05. For the statistical analysis we used the
Statgraphics Plus program, version 5.0.

Results

Effect of age of the explant and the concentration
of benzylaminopurine on the regeneration
of shoots from the cotylenonal node

The cotyledons of mature soybean seeds germinated
in vitro and selected as explants for the regenera-
tion trials reached a green color after 6 to 8 days in
the MSB5 germination medium without hormones
(Figure 1). On comparing the effect of age of the ex-
plant on the regeneration of the shoots in the MSB5
medium enriched with 1.5 mg/L of benzylaminopu-
rine, it was observed that the 6 day explants had a
higher regeneration frequency of the shoots (96.8 %),
although it did not differ from the frequency found in
7 day explants (92.6 %). However, the regeneration
of the shoots of both ages (6 and 7 days) considerably
surpassed that obtained in 8 day explants (41.2 %)
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Figure 1. Regeneration system using the cotyledonary node of mature soybean seeds (Glycine max)
of the variety Incasoy-36 A) Germinated soybean seeds after 6 to 8 days in an MSB5 medium without
hormones. B) Explants with calluses and shoots after 25 days in MSB5 with 2 mg/L of benzylaminopu-
rine. C) Formation of shoots after 30 days in MSB5 with benzylaminopurine. D) Explants with shoots
after 40 days in 1.5 mg/L of benzylaminopurine. E) Organogenesis from the cotyledonary node of
soybean F) Multiple buds are regenerated in an MSB5 medium with 3 mg/L of benzylaminopurine. G)
Soybean shoots in an MSB5 medium without hormones for root formation H) Rooting after 15 days
in the MSB5 medium without hormones. I) Root formation after 15 days in an MSB5 medium with the
following auxins: naphthalene acetic acid (NAA) or indole acetic acid (IAA). J) Plants transplanted to

a pot under greenhouse conditions.
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(Figure 2A). On evaluating the efficiency of the re-
generation, we observed similar results: the youngest
explants (6 days) showed the highest number of shoots
per explant and the values differed significantly from
those obtained in the explants of 7 and 8 days (Figure
2B). In preliminary studies it was demonstrated that
when the cotyledonary node was exposed to high con-
centrations of benzylaminopurine (3 to 6 mg/L), the
youngest explants (6 days) showed a better regenera-
tion response compared to explants of 7 and 8 days of
germination, which developed very small shoots and
much callus. The explants that did not develop shoots
turned chlorotic and were dark brown at the cotyle-
donary node area.

The number of regenerated shoots depended on the
concentration of the benzylaminopurine, although this
cytokine induced organogenesis in the shoots within
all tested concentrations (0.5 to 6 mg/L) (Table 1).
The shoots of the explants developed at the cotyle-
donary node region where the cut had been made and
where the axillary buds were found, after 4 weeks of
culture (Figure 1B-E). The highest efficiency in the
formation of shoots was obtained in the MSB5 me-
dium with 1.5 mg/L of the hormone, although the ef-
ficiency obtained did not differ from that of 2 mg/L
(4.3 and 3.2 shoots/explant, respectively) (Table 1).
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Figure 2. Effect of age of the explant (6, 7 and 8 days) on the
efficiency of the regeneration of soybean shoots of the variety
Incasoy-36. A) Percentage of explants that are regenerated
from the cotyledonary node germinating at different ages. B)
Efficiency of regeneration at the three ages evaluated, which
are represented by the total number of shoots divided by the
total number of explants. The regeneration process occurred
in an MSB5 medium enriched with 30 g/L of sucrose, 1.5 mg/L
of benzylaminopurine and 6 g/L of phytoagar. Different letters
indicate significant differences (p < 0.05) according to the
procedure of Fisher (LSD).

Table 1. Results of the regeneration of shoots from the cotyledonary node of soybean

seeds at different concentrations of benzylaminopurine*

Bencylaminopurine Frequency of

(mg/L) regenerationt Shoots Shoots/explant* Rooted shoots (%)
0.5 33 = 1.4 (52.4%) 50 0.8¢ 90.0
1.0 55+ 1.2(87.3%) 95 1.5¢ 93.6
1.5 61 = 0.7 (96.8%) 271 4.3 97.0
2.0 58 + 0.9 (92.1%) 202 3.2b 95.0
3.0 30 = 1.7 (47.6%) 57 0.94 84.2
6.0 17 £ 1.2 (27%) 28 0.4 82.1

* The data are the sum of three experiments (21 explants per treatment), with seeds germinated at 6 days, in
an MSB5 medium and exposed to increasing concentrations of benzylaminopurine.

t Frequency of regeneration: (Number of explants with shoots / Number of explants) x 100.

* Values with different letters indicate significant differences (p < 0.05), according to the procedure of Fisher

(LSD).

When the MSB5 medium was enriched with ben-
zylaminopurine a green mass of calluses, that was
compact at the cotyledonary node area, was observed
in some explants where the cut was made to separate
the hypocotyl (Figure 1B). This callous structure did
not affect the normal growth of the shoots in concen-
trations lower than 2 mg/L. However, in concentra-
tions of over 3 mg/L, the calluses were numerous
in more than 30 % of the explants and the growth
of shoots was then affected. Nonetheless, the shoots
reached 27 % at the concentration of 6 mg/L of ben-
zylaminopurine (Table 1). After 45 days in this me-
dium, the explants with calluses that did not develop
shoots turned dark brown and were eliminated.

At the same time, there were multiple buds at the
cotyledonary node area when the explants were in an
MSB5 medium with more than 1.5 mg/L of benzylam-
inopurine (Figure 1F). They developed only when the
cotyledonary nodes conserved the axillary buds on
placing them in the induction medium with the cy-
tokinin. When all buds were eliminated (apical and
axillary buds) from the cotyledon node, the formation
of a callus mass was observed, which did not regener-
ate shoots. Although in the treatments with more than
3 mg/L of benzylaminopurine there was a greater
presence of these multiple buds, in most of the ex-
plants they remained with an intense green color, but
they did not grow (Figure 1F). Under these conditions
the shoots had a well defined development (2 cm),
there were very small shoots (less than 0.7 cm) and
leaves. Although there were many, the very small
shoots were not taken into account to determine the
efficiency of regeneration. The number of shoots (of
over 2 cm) was counted after 8 weeks of growth.

Effect of the solidifying agent
on the morphogenesis of the cotyledon node

Another parameter studied was the effect of different
concentrations of agar (5, 6, 7 and 8 g/L) and phyta-
gel (2 and 3 g/L) on the formation of calluses and the
regeneration of shoots from the cotyledon node. This
study was made in an MSB5 medium with 1.5 mg/L
of benzylaminopurine. The best results were obtained
with agar as the gelling agent (Table 2). The highest
regeneration frequencies (98.5 and 97.6 %) were
reached with concentrations of 5 and 6 g/L, respective-
ly. With the four concentrations of agar well defined
shoots were developed after 25 to 30 days (Figure
3A-C). However, in 8 g/L of agar, the regenerated
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Table 2. Regeneration of soybean [Glycine max (L.)
Merrill] shoots from the cotyledonary node at diffe-
rent concentrations of agar and phytagel*

Solidifying  Concentration Regeneration
Agent (g/L) Frequency! (%)
Agar 5 98.5
6 97.6
7 93.0
8 29.0
Phytagel 2 28.5
3 42.4

* For each condition we tested 21 explants, cultured in the MSB5
medium with 1.5 mg/L of benzylaminopurine and solidified with
different concentrations of agar and phytagel.

t Regeneration frequency: (Number of explants that regenerate /
Total number of explants) x 100.

shoots (29 %) grew slower (30 to 50 days). When using
phytagel, less calluses were formed (11 and 19 %)
than those of the explants cultured in agar (23 and
41 %) and the shoots had a more rapid and defined
growth, which is similar to that of 5 and 7 g/L of agar
(Figure 3D). In contrast, the frequency of regeneration
of the shoots (28.5 and 42.4 %) did not surpass that
achieved in agar.

Rooting of shoots and adaptation of plants
to the soil

The regenerated shoots emerged from the cotyledon-
ary node region, near the zone where the cut was made,
without interfering in the formation of calluses (Figure
1B-E). The regenerated plants in 1.5 and 2 mg/L of
benzylaminopurine presented the highest frequency
of rooting (97 and 95 %, respectively; table 1). Al-
though more than 80 % of the regenerated shoots (3
to 4 cm high) rooted after 7 to 15 days in an MSB5
medium without hormones (Figure 1 G-H), the small
shoots (1 to 2 cm high) that were placed to root in this
medium did not grow or develop any roots. Hence,
they were transferred to an MSB5 medium enriched
with 0.1 mg/L of indole acetic acid (IAA) or 0.5 mg/L
of naphthalene acetic acid (NAA) to induce rooting.
In these two variants we obtained a good formation
of roots (Figure 1I): 96 % in the medium with IAA
and 94 % in the medium with NAA. All rooted plants
were transferred to the greenhouse under controlled
climatic conditions and for growth. They were placed
in small pots covered with a transparent plastic sheet
to create a humidity chamber, and after 7 days they
were transplanted to large pots for seed production
(Figure 1J).

Discussion

The cotyledonary node is one of the most frequently
used explants for regeneration studies and the genetic
transformation of soybean [15]. However, the fre-
quency of regeneration with this type of explants is
low in some varieties and the period to achieve it is
long [10, 21]. The regeneration of the shoots from the
cotyledonary node in this study occurred in a relative-
ly short period (30 to 45 days) in all concentrations
of benzylaminopurine tested. This confirms that it is
the most effective growth regulator for the initiation
of shoots [9, 21]. Several protocols use a medium to
induce the formation of calluses and another one for
the induction of the shoots [22, 23]. In this study we

A

-

Figure 3. Formation of shoots from the cotyledonary node of mature soybean seeds, in an MSB5
medium with 1.5 mg/L of benzylaminopurine. A-C) Formation of shoots after 40 days in different
agar concentrations: 5, 6 and 7 g/L. D) Formation of shoots after 40 days in an MSB5 medium with

3 g/L of phytagel.

used only one medium for the induction and regenera-
tion of the shoots and we achieved the organogenesis
with well defined shoots (Figure 1 C-E). These results
demonstrated that after 3 mg/L of benzylaminopurine
there is a decrease in the number of shoots that are
regenerated (Table 1). It has been demonstrated that
high concentrations of this compound may stimu-
late the formation of multiple buds [24]; however,
growth may be inhibited, as observed in this study.
Also, high concentrations have been shown to affect
the frequency of the differentiation of the shoots in
Phaseolus spp. [25].

On comparing the frequency of regeneration at
the three ages evaluated, we find that the regenera-
tion response of the explants tend to decrease with age
(Figure 3). The explants of 6 and 7 days reached the
highest frequencies of regeneration in the MSB5 me-
dium with 1.5 mg/L of benzylaminopurine. The 6 day
old explants gave a higher regenerative response than
the 7 day old explants, with all concentrations tested
in this study and previous studies with the variety In-
casoy-36 (Soto N; unpublished data). The juvenile tis-
sues have a high degree of meristematic activity and
tend to have more plasticity in vitro [26]. It is con-
firmed that the organogenic potential of an explant is
inversely proportional to its physiological age [27];
therefore, the 3 day old explants showed a lower re-
generation than the 6 and 7 day old explants, regard-
less of the concentration of the benzylaminopurine
used. These results agree with those of other research-
ers in the in vitro regeneration of soybean varieties, in
which the highest frequency of regeneration is reached
in concentrations of 0.5 to 2 mg/L of benzylaminopu-
rine [21, 24]. However, Paz et al. obtained frequen-
cies of regeneration that were lower to those described
in this study (92.6 to 96.8 %), but with a concentration
of 1.12 mg/L, useing as explants cotyledons of ma-
ture seeds of the varieties: Thorne (60 %), Williams
(46 %), Williams 79 (37 %) and Williams 82 (56 %)
[28]. When evaluating the frequency of regenera-
tion of the shoots from the cotyledonary node of the
Cuban soybean variety, there were differences in the
explants used, regardless of the hormonal concentra-
tion of the culture medium. Some explants developed
many shoots, while others developed white calluses
and roots; there were some that even became chloro-
tic and showed no morphogenesis. This demonstrates
that the regenerative response in vitro tends to be vari-
able, probably because of the endogenous levels of
phytohormones during the organogenesis [26].

The formation of multiple buds in several explants
was relevant. These explants coincided in that they
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preserved the axillary buds after cutting the cotyle-
donary node in half, before placing them in the re-
generation medium with benzylaminopurine. Shan et
al. [29] observed that the formation of multiple buds
only occurred when the axillary buds are left in the
cotyledon node, while when the axillary buds are re-
moved there is an abundant formation of calluses and
no multi-buds are formed [29]. Therefore, the struc-
tural integrity of the axillary meristems contributes
to the high efficiency of regeneration. Through his-
tological studies, other researchers showed that the
application of exogenous cytokinins alter the devel-
opment of the axillary meristems, promote the pro-
liferation of the meristematic cells in axillary buds
and increase the number of primordial buds that are
formed from the existing axillary meristems [30, 31].

Here we also obtained a low regeneration when
increasing the concentration of agar in the culture
medium. It is stated that high concentrations of agar
create a very stressful medium for the plants, which
reduces the formation of meristemoids [32]. How-
ever, some researchers have reached positive results
on using 8 g/L of agar to solidify the co-culture me-
dium [33].

We also studied the induction and development of
roots in regenerated plants in vitro. In the presence of
NAA, the induced roots were short (2 to 3 cm long)
and thick (Figure 11). In contrast, in the presence of
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IAA the roots induced were long (6 to 7 cm) and
thin (Figure 11 right), and similar to those developed
in the MS medium without hormones (Figure 1H).
The stimulating effect of the auxins in the rooting of
shoots has been described. Liu et al. described that
with NAA the formation of adventitious roots were
stimulated; they observed that during the induction
of adventitious roots in soybean, the levels of endog-
enous IAA increased because of the application of
exogenous NAA, which produced a greater produc-
tion of adventitious roots [34]. The stimulating effect
of indolebutyric acid in the increase of the number
of roots induced per soybean shoot has also been re-
ported [35].

When plants rooted in vitro are transplanted to soil,
they have a normal development and all roots are vi-
able regardless of the medium in which they devel-
oped. This result made it possible to have other vari-
ants to achieve rooting of shoots in vitro with different
states of physiological development.

Finally, a procedure was optimized to regenerate
plants of the Cuban soybean variety Incasoy-36, using
the cotyledonary node of mature seeds germinated in
vitro, in a relatively short time and with a high fre-
quency for shoot formation. This requires only one
step to obtain the shoots and it can be used for the
genetic transformation and in vitro propagation of this
soybean variety.
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