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ABSTRACT

Plant tissue culture provides an alternative approach to improve
the quality of soybean (Glycine max (L.) Merrill) cultivars. This
study was undertaken to analyze the susceptibility of Mexican
soybean for direct shoot regeneration and to determine the critical
factors that affect in vitro performance. Our hypothesis was that
Mexican soybean is suitable for in vitro regeneration using a
cotyledonary node as explant. The effects of the seed disinfection
procedure, soaking pretreatment before germination, soybean
variety, as well as the culture medium composition of the shoot
induction medium, were evaluated by two split-plot statistical
designs. According to the statistical analysis, the seed disinfection
procedure, the soaking pretreatment before germination, and
the soybean genotype were the factors that brought about a
significant effect (p=<0.01), while the hormones composition of
the shoot induction medium did not have a significant effect.
The best response for multiple shoot formation was observed
using a chlorine gas seed disinfection method, 3% hydrogen
peroxide soaking pretreatment, and Huasteca-100, Nainari and
Suaqui soybean genotypes. A robust protocol was developed, and
under these selected conditions, it is possible to obtain more than
10 shoots per explant. Well-developed plantlets were obtained

after 60 d of in vitro culture.
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RESUMEN

El cultivo de tejidos de plantas brinda una estrategia alterna para
mejorar la calidad de los cultivares del frijol de soya (Glycine max
(L.) Merrill). Este estudio se llevé a cabo para analizar la suscep-
tibilidad de la soya mexicana para la regeneracion de brotes y
para determinar los factores criticos que afectan su desempefio
in vitro. Nuestra hipotesis fue que la soya mexicana es adecuada
para la regeneracion in vitro con el uso de un nodo cotiledonal
como explante. Los efectos del procedimiento de desinfeccion de
semillas, el pretratamiento de remojo antes de la germinacidn, la
variedad de soya, asi como la composicién del medio de induc-
cién de brotes, se evaluaron con el uso de dos disefios estadisticos
en parcelas divididas. De acuerdo con el andlisis estadistico, el
procedimiento de desinfeccién, el pretratamiento de remojo an-
tes de la germinacién y el genotipo de soya fueron los factores
que produjeron un efecto significativo (p=<0.01), mientras que
la composicién hormonal del medio de induccién de brotes no
tuvo un efecto significativo. La respuesta mejor para la formacién
de brotes multiples se observé al usar un método de desinfec-
cién con cloro gaseoso, un pretratamiento de remojo en agua
oxigenada al 3%, y los genotipos de soya Huasteca-100, Nainari
y Suaqui. Un protocolo robusto se desarroll$ y, bajo las condi-
ciones seleccionadas, es posible obtener mds de 10 brotes por
explante. Después de 60 d de cultivo 7 vitro se obtuvieron plén-

tulas bien desarrolladas.

Palabra clave: cultivo de tejidos vegetales, cultivo in vitro, Gly-

cine max, organogénesis directa, remojo en agua oxigenada.
INTRODUCCION

a soya (Glycine max (L.) Merrill), uno de los
cultivos mds importantes del mundo, pre-
senta una tasa constante de crecimiento en
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INTRODUCTION

most important crops in the world, reaching a

constant growth rate in terms of its production
due to a consistently increasing demand and the
development of new genomic technologies (USDA,
2018). Mexico imports the vast majority of the
soybeans it consumes, since domestic production is
insufficient to meet the national demand as a result
of adverse climate conditions and biological factors
such as pathogens and insects as pests (Ruiz ez al.,
2013).

Consequently, the requirement for new soybean
genotypes to address these important constraints is
on the rise. Plant tissue culture provides an alternative
approach that facilitates the development of new
soybean cultivars with specific improvements through
genetic transformation via particle bombardment
(Stewart ez al., 1996) or Agrobacterium tumefaciens
(Lee, 2011), through targeted mutagenesis (Haun ez
al., 2014) or through wide hybridization (Singh and
Nelson, 2015).

The main goal of tissue culture is to maximize
the number of shoots obtained per explant. This is
a prerequisite for an efficient transformation and
clonal propagation of plants (Yildiz, 2012). Using
cotyledonary nodes as explant, different soybean
genotypes respond in a significantly different manner
to the same protocol conditions. For example, the
genotype most efficient at producing shoots was
PNR791 (10.5 shoots per explant) in Australia,
PK416 (39 shoots per explant) in India, Hefeng-25
(33 shoots per explant) in China, and NARC-4 (7.3
shoots per explant) in Pakistan (Ma and Wu, 2008;
Zia et al., 2010; Arun et al., 2014; Raza et al., 2017).
Soybean regeneration depends upon several factors
including the genotype, the medium composition
(Texeira er al., 2011) and the disinfection protocol
(Paz et al., 2004).

A direct shoot organogenesis from cotyledonary
node tissues is a convenient procedure that was
efficient on Chinese soybean genotypes (Ma and W,
2008). The main advantage of this approach is that
it uses plant growth regulators (PGR), which present
less potential for inducing mutations and allowing
a reduced culture time in comparison with the
indirect organogenesis procedures that go through
an intermediate callus phase (Duncan, 2011).

S oybean (Glycine max (L.) Merrill), one of the
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términos de su produccién, debido a una demanda
en constante crecimiento y el desarrollo de nuevas
tecnologias genémicas (USDA, 2018). México im-
porta la gran mayoria de la soya que consume, ya que
la produccién doméstica no es suficiente para satis-
facer la demanda nacional como resultado de condi-
ciones climdticas adversas y de factores biolégicos,
tales como patégenos y plagas de insectos (Ruiz ez
al., 2013).

En consecuencia, cada vez se vuelve un requisito
més importante que los nuevos genotipos de soya
enfrenten estas limitaciones. El cultivo de tejidos de
plantas brinda un enfoque alternativo que facilita el
desarrollo de nuevos cultivares de soya con mejoras
especificas a través de la transformacién genética por
medio del bombardeo de particulas (Stewart ez al.,
1996) o Agrobacterium tumefaciens (Lee, 2011), por
mutagénesis dirigida (Haun ez 4/., 2014) o por medio
de hibridacién amplia (Singh and Nelson, 2015).

El objetivo principal del cultivo de tejidos es max-
imizar el nimero de brotes obtenidos por explante;
este es un requisito previo para lograr una eficiente
transformacién y propagaciéon de clones de plantas
(Yildiz, 2012). Usando nodos cotiledonales como
explantes, diferentes genotipos de soya respondieron
de maneras significativamente diferentes a las mismas
condiciones de protocolo. Por ejemplo, el genotipo
mis eficiente en cuanto a produccién de brotes fue
PNR791 (10.5 brotes por explante) en Australia,
PK416 (39 brotes por explante) en India, Hefeng-25
(33 brotes por explante) en China, y NARC-4 (7.3
brotes por explante) en Paquistin (Ma y Wu, 2008;
Zia et al., 2010; Arun et al., 2014; Raza et al., 2017).
La regeneracién de soya depende de varios factores,
incluyendo el genotipo, la composicién del medio
(Texeira et al., 2011) y el protocolo de desinfecciéon
(Paz et al., 2004).

La organogénesis directa de brotes a partir de
tejidos de nodos cotiledonales es un procedimiento
conveniente que demostré su eficiencia en genotipos
chinos de soya (May Wu, 2008). La principal ventaja
de este método es que usa reguladores de crecimiento
vegetal (RCV), que presentan potencial menor para
inducir mutaciones y permiten un tiempo de cultivo
menor en comparacién con los procedimientos de
organogénesis indirectos que atraviesan una fase in-
termedia de callo (Duncan, 2011).

En este estudio, la hipétesis es que la soya mexi-
cana es adecuada para la regeneracion in vitro, usando
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In our study, the hypothesis is that Mexican
soybean is suitable for iz vitro regeneration using a
cotyledonary node as explant. We aim to analyze the
regeneration efficiency of eight Mexican genotypes by
subjecting them to two seed disinfection procedures,
two soaking pretreatments and four different
shoot induction medium compositions, using the
cotyledonary node method.

MATERIALS AND METHODS

The Mexican soybean genotypes for the study were selected
on the basis of their commercial availability: Huasteca 100,
Huasteca 200, Huasteca 300, Huasteca 400, Huasteca 600,
Tamesi, Nainari and Suaqui-86. They were kindly donated by
INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias, Mexico). The seeds were harvested in 2013 and
stored at 4 °C until analysis.

The culture reagents were obtained from PhytoTechnology
Laboratories (Shawnee Mission, KS, USA). The basal medium
used was Murashige and Skoog salts with B5 vitamins,
supplemented with 30 g L' Sucrose, and 8 g L' Plant Agar
(MSBS5). The pH was adjusted to 5.8 with IM NaOH before
autoclaving at 121 °C for 15 min. The incubation room was
under a photoperiod of 16 h, an irradiance of 60 pmol m? s,

and a temperature of 27 + 1 °C.

Seed surface disinfection, soaking pretreatment and

genotype evaluation

Two disinfection methods were evaluated: 1) chlorine gas
seed disinfection and 2) aqueous sodium hypochlorite/ethanol
method, with and without overnight soaking pretreatments with
either water or 3% solution of commercial hydrogen peroxide
(active ingredient 3% H,O,, DEGASA, Jiutepec, Mexico). In the
first case, the seeds were placed into a tightly sealed chamber
containing chlorine gas for 24 h. The chlorine gas was generated
by mixing 3 mL of concentrated HCl and 100 mL commercial
bleach (active ingredient 5% NaOCI, Clorox, Mexico City,
Mexico) inside the chamber (Olhoft ez al., 2008). In the second
method, the seeds were washed three times under running tap
water, treated with 70% v/v ethanol for 30 s, disinfected with
12% commercial bleach for 20 min and rinsed four times with
sterile distilled water (Ma and Wu, 2008).

For the soaking pretreatment, the seeds were soaked in
sterile distilled water, or in a freshly prepared 3% dilution
of commercial hydrogen peroxide, overnight (13 h) at 26 °C.
The seeds were germinated over a period of five days on a basal

medium supplemented with 0.50 mg L' 6-benzylaminopurine

un nodo cotiledonal como explante. El objetivo fue
analizar la eficiencia de regeneracién de ocho genoti-
pos mexicanos al someterlos a dos procedimientos de
desinfeccién, dos pretratamientos de remojo y cuatro
composiciones de medio de induccién de brotes, con
el método de nodos cotiledonales.

MATERIALES Y METODOS

Los genotipos de soya mexicanos utilizados en el presente
estudio se eligieron con base en su disponibilidad comercial:
Huasteca 100, Huasteca 200, Huasteca 300, Huasteca 400,
Huasteca 600, Tamesi, Nainari y Suaqui-86. INIFAP (Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias, México)
los doné amablemente. Las semillas se sembraron en el 2013 y
almacenaron a 4 °C hasta su andlisis.

Los reactivos de cultivo se obtuvieron de PhytoTechnology
Laboratories (Shawnee Mission, KS, EE. UU.) El medio de cul-
tivo usado fue con sales de Murashige and Skoog con vitaminas
B5, complementadas con 30 g L sacarosa, y 8 g L™ Agar vegetal
(MSB5). El pH se ajust6 a 5.8 con NaOH 1M antes de esterilizar
en autoclave a 121 °C durante 15 min. La incubacién se hizo
bajo un fotoperiodo de 16 h, una irradiancia de 60 pmol m? s

y una temperatura de 27 + 1 °C.

Desinfeccién superficial de semillas, pretratamiento de re-

mojo y evaluacién de genotipo

Dos métodos de desinfeccidn se evaluaron: 1) desinfeccién
de semillas con cloro gaseoso y 2) el método acuoso de hipoclo-
rito de sodio /etanol, con o sin pretratamientos de remojo, ya sea
en agua o en una disolucién al 3% de agua oxigenada comercial
(ingrediente activo 3% H,O,, DEGASA, Jiutepec, Meéxico). En
el primer caso, las semillas se colocaron en una cdmara hermé-
tica con cloro gaseoso durante 24 h. El cloro gaseoso se gen-
er6 con una mezcla de 3 mL de HCI concentrado y 100 mL de
blanqueador comercial (ingrediente activo 5% NaOCI, Clorox,
Ciudad de México, México) adentro de la cdmara (Olhoft ez al.,
2008). En el segundo método, las semillas se lavaron tres veces
con agua potable, se trataron con etanol al 70% por 30 s, se
desinfectaron con blanqueador comercial al 12% por 20 min y
se enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril (Ma and
Wu, 2008).

Para el pretratamiento de remojo, las semillas se pusieron a
remojar en agua estéril destilada, o en una dilucién al 3% de
agua oxigenada comercial durante la noche (13 h) a 26 °C. Las
semillas se dejaron germinar durante un periodo de cinco dias
en un medio de cultivo complementado con 0.50 mg L 6-ben-

cilaminopurina (BAP). Para preparar los explantes, las hojas pri-
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(BAP). In order to prepare the explants, the primary leaves,
epicotyl, and a portion of the hypocotyl were excised using a
sterile blade; several scratches were made in the meristematic
region of the cotyledonary node.

Explants from 5-day old seedlings were transferred onto
a shoot induction medium (basal medium with PGR: 3.0 mg
LT BAD, 0.2 mg L' Indole-3-butyric acid (IBA), and 0.5 mg
L7 Kinetin (KIN) and incubated for 15 d. The percentage of

germination and the mean number of shoots were recorded.
Genotype and shoot induction medium evaluation

After using the chlorine gas disinfection method and
overnight soaking pretreatment (3% H,0,), the seeds were
germinated for 5 d, and explants prepared as described above.
Then, the explants were transferred onto a Shoot Induction
Medium (SIM) and incubated for 15 d. Eight Mexican
genotypes and four SIM with different PGR composition were
tested: 1) 3.0 mg L' 6-benzylaminopurine (BAP), 0.2 mg L™
indole-3-butyric acid (IBA), 0.5 mg L™ kinetin (KIN); 2) 4.0 mg
L' BAP, 0.6 mg L' IBA; 3) 3.0 mg L' BAD, 0.2 mg L IBA; 4)
4.0 mg L' BAD, 0.2 mg L' IBA. After 15 d in SIM, the shoots

were counted.
Regeneration protocol

The explants were prepared for the elongation stage using
the conditions that maximized the number of shoots. The
explants were transferred onto a PGR-free basal medium (shoot
elongation medium) until elongated shoots were 3-4 cm in
length. Several shoots required only a few days for elongation,
while others needed 1-6 weeks. In the latter case, the explant was
subcultured onto fresh elongation medium every 15 d.

Elongated shoots were excised and transferred to a rooting
medium, which consisted of basal medium supplemented
with 1.0 mg L'l-naphthaleneacetic acid (NAA), and then
incubated for 15 d. The plantlets were gently washed under tap
water, then transferred to pots containing autoclaved garden
soil (#70786350, Scotts Miracle-Gro, Marysville, OH, USA).
Plantlets were acclimatized 7 d by covering the pots with inverted
transparent plastic cups to keep internal humidity, watered with
tap water every 3 d and grown under a photoperiod of 16 h, an

irradiance of 60 pmol m?s™ and a temperature of 27 + 1 °C.
Experimental design and statistical analysis
In order to test the amenability of Mexican soybean for
direct shoot regeneration, the effects of the soybean genotype,

seed disinfection procedure, soaking pretreatment before

germination, as well as the culture medium composition of
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marias, el epicétilo, y una porcidn del hipocétilo, se extirparon
con un bisturi esterilizado; se realizaron varias rasgaduras en la
regién meristemdtica del nodo cotiledonal.

Los explantes de pldntulas de 5 dias de edad se transfirieron
a un medio de induccién de brotes (medio de cultivo con RCV:
3.0 mg L' BAD, 0.2 mg L 4cido Indol-3-butirico (AIB), 0.5 mg
L' Cinetina (CIN) e incubados por 15 d. El porcentaje de germi-

nacién y el nimero promedio de brotes se registraron.
Evaluacién del genotipo y del medio de induccién de brotes

Después de usar el método de desinfeccién con cloro gas-
eoso y el pretratamiento de remojo durante toda la noche (3%
HZOZ), las semillas germinaron durante 5 d, y los explantes se
prepararon segin lo descrito anteriormente. Después, los explan-
tes se transfirieron a un medio de induccién de brotes (MIB) e
incubados por 15 d. Ocho genotipos mexicanos se probaron y
cuatro MIB con diferentes composiciones RCV: 1) 3.0 mg L™
6-bencilaminopurina (BAP), 0.2 mg L' 4cido indol-3-butirico
(AIB), 0.5 mg L cinetina (CIN); 2) 4.0 mg L' BAP, 0.6 mg L
IBA; 3) 3.0 mg L' BAPR, 0.2 mg L' IBA; 4) 4.0 mg L' BAD, 0.2
mg L'IBA. Después de 15 d en MIB, se contaron los brotes.

Protocolo de regeneracién

Los explantes se prepararon para la fase de elongacién, con
las condiciones que maximizaron el niimero de brotes. Los ex-
plantes se transfirieron a un medio de cultivo libre de RCV (me-
dio de elongacién de brotes) hasta que los brotes alcanzaron una
longitud de 3-4 cm. Varios brotes solo requirieron pocos dias
para su elongacién, mientras que otros necesitaron 1-6 semanas.
En el dltimo caso, el explante se subcultivé a un medio de elon-
gacién nuevo cada 15 d.

Los brotes largos se extirparon y trasladaron a un medio de
enraizamiento, que consistié en un medio de cultivo comple-
mentado con 1.0 mg L'1 de 4cido 1-naftalenacético (ANA), y
se incubd por 15 d. Las pldntulas se lavaron con cuidado con
agua potable y se transfirieron a macetas con tierra de jardin pre-
viamente esterilizada en autoclave (#70786350, Scotts Miracle-
Gro, Marysville, OH, EE. UU.) Las pldntulas se aclimataron du-
rante 7 d por medio de cubrir las macetas con vasos de pldstico
transparentes invertidos para mantener la humedad interna, se
regaron con agua potable cada 3 d, se dejaron crecer bajo un
fotoperiodo de 16 h, una irradiancia de 60 pmol m?s"' y una

temperatura de 27 + 1 °C.
Disefio experimental y andlisis estadistico

Para probar la capacidad de respuesta de la soya mexicana a

la regeneracién directa de brotes, los efectos del genotipo de soya,
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the shoot induction medium, were evaluated by two split-plot
statistical designs (Altman and Krzywinski, 2015). In the first
split-plot design, the effects of genotype (8 levels), disinfection
procedure (2 levels) and soaking pretreatment (3 levels)
were evaluated. The response variables were the germination
percentage (%) and the mean number of shoots per explant (#).
In the second split-plot design, the shoot induction medium (4
levels) and the genotype (8 levels) were evaluated; the response
variable was the mean number of shoots (#).

In the first split-plot experiment, the germination percentage
was determined from 15 seeds per treatment and the mean
number of shoots was determined from eight explants per
disinfection/soaking treatment in eight repetitions of the whole
experiment. The Freeman—Tukey transformation and the
Wilcoxon/Kruskal-Wallis nonparametric tests were used for the
analysis of the germination percentage. When treatments had
a significant effect, the nonparametric Steel-Dwass multiple
comparison test was used (p=<0.05).

After validating the normality assumption through residuals
analysis, the mean number of shoots was analyzed using the
Standard Least Squares method with restricted maximum
likelihood ~estimations (REML). Factors were statistically
significant if p<0.01 (LogWorth > 2). Multiple comparisons
of the means were carried out using Tukey’s test (p=<0.05). The
Pearson coefficient was calculated for the correlation of the
germination percentage with the mean number of shoots in the
regeneration protocol.

In the second split-plot experiment, the shoot induction
medium was the whole plot with eight subplots (eight varieties).
Eight explants (one for each cultivar) per culture vessel and 15
replicates for each of the four evaluated media were used. The
mean number of shoots per explant was recorded and analyzed
by Standard Least Squares and Tukey’s test. All statistical analyses
were conducted in JMP v.12 (by SAS Institute for Mac).

RESULTS AND DISCUSSION

In the first split-plot analysis, the germination
response was significantly affected by the disinfection
method (Chi Square = 104, df=1, p=<0.0001),
the soaking pretreatment (Chi Square=64, df=2,
p=<0.0001) and the interaction between the two
(Chi Square=189, df=5, p<0.0001), but not by the
genotype (Table 1). The germination percentage
was significantly higher when using chlorine gas
disinfection and a soaking pretreatment with either
water or 3% hydrogen peroxide. Soaked seeds
disinfected with chlorine gas reached close to optimal
germination rates (> 90%).

el procedimiento de desinfeccion de semillas, el pretratamiento
de remojo antes de la germinacidn, asi como la composicion del
medio de induccién de brotes se evaluaron por medio de dos
disenos estadisticos en parcelas divididas (Altman y Krzywinski,
2015). En el primer disefio en parcelas divididas se evaluaron los
efectos del genotipo (8 niveles), el procedimiento de desinfec-
cién (2 niveles) y el pretratamiento de remojo (3 niveles). Las
variables de respuesta fueron el porcentaje de germinacién (%) y
el promedio de brotes por explante (#). En el segundo diseno en
parcelas divididas se evalud el medio de induccién de brotes (4
niveles) y el genotipo (8 niveles); la variable de respuesta fue el
promedio de brotes (#).

En el primer experimento en parcela dividida, el porcentaje
de germinacién se determiné a partir de 15 semillas por trata-
miento y el ndmero promedio de brotes se determiné a partir
de ocho explantes por tratamiento de desinfeccién/remojo en
ocho repeticiones del experimento entero. Las pruebas de trans-
formacién de Freeman—Tukey y la no-paramétrica de Wilcoxon/
Kruskal-Wallis se usaron para el andlisis del porcentaje de ger-
minacién. Cuando los tratamientos tuvieron efecto significativo,
se usé la prueba de comparacién multiple no-paramétrica Steel-
Dwass (p<0.05).

Una vez validada la suposicién de normalidad a través del
andlisis de residuales, el promedio de brotes se analizé por medio
del método de minimos cuadrados estandar, con estimaciones de
méxima verosimilitud restringida. Los factores fueron estadistica-
mente significativos si p<0.01 (LogWorth > 2). Multiples com-
paraciones de las medias se llevaron a cabo al aplicar la prucba
de Tukey (p<0.05). El coeficiente de Pearson se calculé para la
correlacién del porcentaje de germinacién con el promedio de
brotes en el protocolo de regeneracién.

En el segundo experimento en parcelas divididas, el medio
de induccién de brotes fue la parcela grande con ocho subparce-
las (ocho variedades). Ocho explantes (uno por cada cultivar) se
usaron por recipiente de cultivo y 15 réplicas para cada uno de
los cuatro medios evaluados. El nimero promedio de brotes por
explante se registré y analizé por medio de las pruebas de mini-
mos cuadrados estdndar y de Tukey. Todos los andlisis estadisticos
se llevaron a cabo en JMP v. 12 (desarrollado por SAS Institute
para Mac).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el primer andlisis en parcelas divididas, la
respuesta de germinacién se vio significativamente
afectada por el método de desinfeccién (Chi Cuadra-
do = 104, df=1, p<0.0001), el pretratamiento de
remojo (Chi Square=64, df=2, p<0.0001) y la in-
teracciéon entre ambos (Chi Cuadrado=189, df=5,
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Table 1. Effect of the genotype, seed disinfection method, soaking pretreatment and the
interaction disinfection X soaking, over the germination and shoot induction of

Mexican soybean genotypes.

Cuadro 1. Efecto del genotipo, método de desinfeccién de la semilla, pretratamiento de remojo
y la interaccién desinfeccién X remojo sobre la germinacién e induccién de brotes en

genotipos de soya mexico.

Effect Germination % Mean number of shoots'
Genotype
Huasteca 100 76.8 +3.1 7.0+09a
Huasteca 200 74.0 + 3.7 39+05b
Huasteca 300 73.3+4.0 3.0+0.6b
Huasteca 400 77.8+3.2 35+0.3b
Huasteca 600 75.0+3.3 30+0.3b
Nainari 78.3 +4.0 64+09a
Suaqui-86 71.9 £ 4.7 65+09a
Tamesi 74.9 + 3.7 33+0.3b
Disinfection procedure
Cl(g) 85.8+15a 59+04a
NaOCl(aq) /EtOH 64.7+15b 33+0.2b
Soaking pretreatment
3% H,0, 83.8+20a 62+05a
No soaking 644+14b 3.1£02¢
Water 77.6+25a 45+04b
Disinfection X Soaking
Cl(g) X 3 % H,0, 96.7+0.9a 8.6+0.8a
CL(g) X No soaking 69.2+1.8b 29+02c
Cl,(g) X Water 916+1.7a 6.3+0.7b
NaOCl(aq) /EtOH X 3% H,0, 709 +2.1b 3.8+0.3¢
NaOCl(aq) /EtOH X No soaking 59.6+1.9b 33+04c
NaOCl(aq) /EtOH X Water 63.5+3.3b 27+03c¢

"The values represent means + SE. For multiple comparisons, the Germination % was analyzed
using a nonparametric test (Steel-Dwass) and the number of shoots was analyzed using Tukey’s test.
Different letters indicate statistical differences (p=0.05) % Los valores representan medias + EE. Para
comparaciones multiples, el porcentaje de germinacidn se analizé con una prueba no-paramétrica
(Steel-Dwass) y el nimero de brotes se analizé con la prueba de Tukey. Letras diferentes indican

diferencia estadistica (p=<0.05).

The shoot induction was significantly affected by
the disinfection method, the genotype, the soaking
pretreatment and by the disinfection X soaking
interaction with LogWorth values of 28, 27, 23 and
18, respectively. The number of shoots per explant
was significantly higher when using the chlorine
gas and a soaking pretreatment in comparison with
the number of shoots produced by explants with no
soaking pre-treatment (Table 1). Considering the
chlorine gas method X soaking interaction, the water
soaking pretreatment increased the mean number of
shoots from 2.9 to 6.3 (117% increment), while the
hydrogen peroxide pretreatment increased the mean
number of shoots from 2.9 to 8.6 shoots per explant
(197% increment).
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p=<0.0001), aunque no por el genotipo (Cuadro 1).
El porcentaje de germinacién fue significativamente
mayor al usar la desinfeccién con cloro gaseoso y un
pretratamiento de remojo, ya sea con agua o agua oxi-
genada al 3%. Las semillas remojadas y desinfectadas
con cloro gaseoso alcanzaron tasas de germinacién
cercanas a las 6ptimas (> 90%).

La induccién de brotes se vio afectada de manera
significativa por el método de desinfeccidn, el geno-
tipo, el pretratamiento de remojo y la interaccién
desinfeccién X remojo con valores LogWorth de 28,
27, 23 y 18, respectivamente. El nimero de brotes
por explante fue significativamente mayor con el uso
del cloro gaseoso y un pretratamiento de remojo en
comparacién con el nimero de brotes producidos
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A seed surface disinfection method is a key factor
in eliminating bacterial and fungal contamination
when the seeds are harvested from open fields. Wet
disinfection protocols with sodium hypochlorite are
very common; however, it was noticed that when
using a NaOCl(aq) /EtOH disinfection protocol, the
germination rate and the shoot induction of Mexican
soybean remained low (Table 1). Yildiz and Er (2002)
and Barampuram ez a/. (2014) showed adverse effects
of commercial sodium hypochlorite on plant species
like wheat, cotton and flax, as well as the importance
of optimizing NaOCI concentrations and exposure
time to guarantee viability on explants.

Exposure to ethanol could also have detrimental
effects on seed viability (Li er al, 2017). A
significant positive correlation was found between
the germination and the shoot induction (r=0.5,
p=<0.0001). This fact means that the lower the
germination rate, the lower the capability to
regenerate the target tissues. Since reduction of seed
viability by disinfectants could result in unhealthy
explants, it is worth noticing that the pretreatment
of the seed affects the in vitro performance, from
germination to shoot induction.

A prolonged dry disinfection protocol with
chlorine gas can also have a negative effect on the
explant vigor (Paz et al., 2004). Using chlorine gas
(without a soaking pretreatment) the germination
percentage and the shoot induction were still
suboptimal. This problem was circumvented by
combining the chlorine gas disinfection method
with a soaking pre-treatment. Maroufi and Aliabadi
(2011) and Chen and Arora (2013) hypothesized that
awater soaking pretreatment of seeds (hydropriming)
improves the germination rate, uniformity, as well as
the stress tolerance and vigor of germinating seeds.

When seeds are soaked in water, they quickly
reach a high level of hydration and oxygen, which, in
turn, increases the level of intermediate metabolites
and enzymes associated with germination, DNA
repair and energy production (Zulueta-Rodriguez
et al., 2015). The early repair mechanism activated
during the imbibition phase has been associated
with seed vigor (Ventura et al.,, 2012). Our results
showed that the overnight soaking enhanced the
seed performance by improving the germination
percentage and vigor of the explants, which
consequently resulted in a higher number of shoots
per explant in the regeneration process.

al no remojar los explantes (Cuadro 1). Al tomar
en cuenta la interaccién del método cloro gaseoso
(g) X remojo, el pretratamiento de remojo en agua
aument6 el promedio de brotes de 2.9 a 6.3 (incre-
mento del 117%), mientras que el pretratamiento
con agua oxigenada aumentd el nimero promedio de
brotes de 2.9 a 8.6 brotes por explante (incremento
de 197%).

Un método de desinfeccién de la superficie de
semillas es un factor clave en la eliminacién de con-
taminacién bacteriana y fingica cuando las semillas
se cosechan en campos abiertos. Los protocolos de
desinfeccién humedos con hipoclorito de sodio son
muy comunes; sin embargo, se observé que al usar un
protocolo de desinfeccién con NaOCl(aq) /EtOH,
la tasa de germinacién y la induccién de brotes de
soya mexicana permanecié baja (Cuadro 1). Yildiz y
Er (2002) y Barampuram ez /. (2014) demostraron
efectos adversos del hipoclorito de sodio comercial
sobre especies vegetales como trigo, algodén y linaza,
asi como la importancia de optimizar concentracio-
nes de NaOCl y tiempos de exposicién para garanti-
zar la viabilidad del explante.

La exposicién al etanol también podria tener efec-
tos nocivos sobre la viabilidad de las semillas (Li ez
al., 2017). Una correlacién positiva se encontré en-
tre la germinacién y la induccién de brotes (r=0.5,
p=0.0001). Este hecho significa que cuanto més baja
sea la tasa de germinacién, menor serd la capacidad
de regeneracién del tejido buscado. Debido a que
la reduccién en la viabilidad de las semillas por los
desinfectantes podria resultar en explantes poco sa-
ludables, es importante indicar que el pretratamiento
de la semilla afecta el desempeno in vitro, desde la
germinacién hasta la induccién de brotes.

Un protocolo prolongado de desinfeccién seca
con cloro gaseoso también puede tener un efecto
negativo sobre el vigor del explante (Paz ez al., 2004).
Con el uso de cloro gaseoso (sin un pretratamiento
de remojo) el porcentaje de germinacién y la induc-
cién de brotes continuaron siendo subéptimos. Este
problema se evit6 al combinar el método de desinfec-
cién con cloro gaseoso y el pretratamiento de remojo.
Maroufi y Aliabadi (2011) y Chen y Arora (2013)
plantearon la hipétesis de que un pretratamiento de
remojo de semillas en agua (hidro-acondicionamien-
to) mejora la tasa de germinacién, uniformidad, asi
como la tolerancia al estrés y el vigor de las semillas
en germinacion.
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According to Mohammad (2013), hydrogen
peroxide functions as a modulator, activating
multiple defense responses that reinforce resistance
to various abiotic and biotic stresses in plants.
Hydrogen peroxide shows a signaling role with other
reactive molecules, such as nitric oxide and hydrogen
sulfide, and phytohormones, such as abscisic acid,
gibberellins and ethylene, during seed germination
(Wojtyla ez al., 2016).

Even though it was not possible to uncover
previous evidence that correlated hydrogen peroxide
with the regeneration capability, in our study it
was confirmed that a pretreatment with hydrogen
peroxide is a simple and valuable method to stimulate
not only germination, but also shoot induction. The
number of shoots was significantly higher for the
seeds soaked in hydrogen peroxide, as compared to
the ones soaked in water.

The effectiveness of the overnight soaking (for
both water and 3% H,O,) was dependent on the
disinfection method, with the combination of
soaking after the chlorine gas disinfection being
preferable (Table 1). Unlike the improvement in seed
vigor observed after a soaking pretreatment following
a chlorine gas disinfection; seeds that were soaked
after a NaOCl (aq)/EtOH disinfection protocol did
not improve their viability. It could be hypothesized
that the phytotoxicity from the wet disinfection
protocol surpassed a critical level, thereby preventing
the advantages of the soaking pretreatment.

The shoot induction was also significantly
affected by the genotype (Table 1) and by the
following genotype-treatment interactions: genotype
X soaking, genotype X disinfection and genotype
X disinfection X soaking with LogWorth values
of 11, 8 and 7 respectively (Figure 1). Under the
NaOCl (aq)/EtOH disinfection protocol, there
were no significant differences between the soaking
pretreatments in all varieties. In contrast, under
the chlorine gas disinfection protocol, the water
pretreatment had a significant effect on the number
of shoots in Huasteca-100, Nainari and Suaqui-86
genotypes, while hydrogen peroxide had a significant
effect on Huasteca-100, Huasteca-200, Nainari and
Suaqui-86 genotypes (in comparison with the no
soaked control).

Most Mexican genotypes registered an increase
in the number of shoots when using a soaking
pretreatment, however not all genotypes were equally
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Las semillas se encuentran remojadas en agua,
rapidamente alcanzan un nivel de hidratacién y de
oxigeno que, a su vez, aumenta el nivel de metabo-
litos intermedios y enzimas relacionadas con germi-
nacién, reparacién de DNA y produccién de energia
(Zulueta-Rodriguez et al., 2015). El mecanismo tem-
prano de reparacién activado durante la fase de im-
bibicién se ha relacionado con el vigor de la semilla
(Ventura et al., 2012). Nuestros resultados mostraron
que el remojo durante toda la noche contribuyé al
desempefo de la semilla por medio de mejorar el
porcentaje de germinacién y el vigor de los explantes;
esto en consecuencia, dio como resultado un ndmero
mayor de brotes por explante en el proceso de regen-
eracion.

De acuerdo con Mohammad (2013), el agua
oxigenada funciona como un modulador, al activar
respuestas de defensa multiples que refuerzan la resis-
tencia a formas distintas de estrés biético y abidtico
en las plantas. El agua oxigenada desempena un pa-
pel en la senalizacion hacia otras moléculas reactivas,
tales como el éxido nitrico y el sulfuro de hidrégeno,
y algunas fitohormonas como el dcido abscisico, gib-
erelinas y el etileno, durante la germinacién de la se-
milla (Wojtyla ez al., 2016).

Aun cuando no fue posible descubrir evidencia
previa que correlacionara el agua oxigenada con la
capacidad de regeneracién, en este estudio se con-
firmé que el pretratamiento con agua oxigenada es
un método simple y valioso para estimular, no sélo
la germinacidn, sino también la induccién de brotes.
El nimero de brotes fue significativamente mds alto
para las semillas remojadas en agua oxigenada, en
comparacién con las remojadas en agua.

La efectividad del remojo durante toda la noche
(tanto del agua potable como del H,0,3%) dependié
del método de desinfeccién, con la preferencia de la
combinacién del remojo después de la desinfeccién
con cloro gaseoso (Cuadro 1). A diferencia de la me-
jora en el vigor de las semillas, observado después de
un pretratamiento de remojo posterior a una desin-
feccion con cloro gaseoso; las semillas que se remo-
jaron después de un protocolo de desinfeccién de
NaOCI (aq)/EtOH no mejoraron su viabilidad. La
conjetura posible es que la fitotoxicidad del protoco-
lo de desinfeccién hiimedo sobrepasé un nivel critico
e impidid las ventajas del pretratamiento de remojo.

La induccién de brotes también se vio afectada
de manera significativa por el genotipo (Cuadro 1) y
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Figure 1. Effect of interactions of genotype, disinfection and soaking pretreatment on the shoot induction in Mexican soybean. If
the difference between means is larger than Tukey’s HSD value 3.8, the corresponding means are significantly different
(p=0.05). H1: Huasteca 100, H2: Huasteca 200, H3: Huasteca 300, H4: Huasteca 400, H6: Huasteca 600, Na: Nainari,

Su: Suaqui-86 and Ta: Tamesi.

Figura 1. Efecto de las interacciones del genotipo, desinfeccién y pretratamiento de remojo sobre la induccién de brotes en la
soya mexicana. Si la diferencia entre medias es mayor al valor HSD de Tukey de 3.8, las medias correspondientes son
significativamente diferentes (p=<0.05). H1: Huasteca 100, H2: Huasteca 200, H3: Huasteca 300, H4: Huasteca 400,
H6: Huasteca 600, Na: Nainari, Su: Suaqui-86 y Ta: Tamesi.

affected (Figure 1). Thus, the regeneration capability,
in terms of the number of shoots, is the result of
interactions between the genotype and the explant
pretreatments. This finding agrees with Pratap ez
al. (2018), who pointed out that regeneration of
grain legumes is highly genotype dependent. The
process of organogenesis involves the activation
of several metabolic pathways and developmental
genes; therefore, protocols must be customized
for each genotype (Nagle ¢z al., 2018). The most
regenerative genotypes regarding shoot induction
were Huasteca-100, Nainari and Suaqui-86 under
the current protocol conditions.

In the second split-plot analysis, in which
the evaluated factors were the shoot induction
medium composition and the genotype; the shoot
induction was affected by the soybean genotype
(LogWorth=73), but not by the shoot induction
medium (LogWorth=0.8). The higher multiple
shoot formation was obtained using the varieties
Huasteca-100, Nainari and Suaqui-86, which on
average produced more than 10 shoots per explant;
these three varieties were not significantly different

(Figure 2).

por las siguientes interacciones genotipo-tratamien-
to: genotipo X remojo, genotipo X desinfecciéon y
genotipo X desinfeccién X remojo con valores Log-
Worth de 11, 8 y 7 respectivamente (Figura 1). Bajo
el protocolo de desinfecciéon NaOCI (aq)/EtOH,
no hubo diferencias significativas entre los pretrat-
amientos de remojo en todas las variedades. Por el
contrario, bajo el protocolo de desinfeccién con cloro
gaseoso, el pretratamiento con agua tuvo un efecto
significativo sobre el nimero de brotes en los geno-
tipos Huasteca-100, Nainari y Suaqui-86, mientras
que el agua oxigenada tuvo un efecto significativo
sobre los genotipos Huasteca-100, Huasteca-200,
Nainari y Suaqui-86 (en comparacién con el control
sin remojar).

La mayoria de los genotipos mexicanos regis-
traron un incremento en el nimero de brotes con
un pretratamiento de remojo, aunque no todos los
genotipos se afectaron igual (Figura 1). Por lo tanto,
la capacidad de regeneracién en términos del nimero
de brotes es el resultado de las interacciones entre el
genotipo y los pretratamientos a los explantes. Este
hallazgo concuerda con Pratap ez al. (2018), quien
senalé que la regeneracién a partir de granos de le-
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Figure 2. Effect of the genotype and the shoot induction medium on the shoot induction of Mexican soybean genotypes. 1)
3.0 mg L BAP, 0.2 mg L IBA, 0.5 mg L"KIN; 2) 4.0 mg L BAP, 0.6 mg L IBA; 3) 3.0 mg L BAP, 0.2 mg L IBA; 4)
4.0 mg L'BAP, 0.2 mg L' IBA. If the difference between two means is larger than the Tukey’s critical value (4.3) the two

means are significantly different (p=<0.05).

Figure 2. Efecto del genotipo y el medio de induccién de brotes sobre la induccién de brotes en genotipos de soya mexicana. 1)
3.0 mg L' BAD, 0.2 mg L' IBA, 0.5 mg L'KIN; 2) 4.0 mg L' BAP, 0.6 mg L' IBA; 3) 3.0 mg L' BAP, 0.2 mg L IBA; 4)
4.0 mg L"'BAP, 0.2 mg L' IBA. Si la diferencia entre dos medias es mayor al valor critico de Tukey (4.3), ambas medias

son significativamente diferentes (p=<0.05).

These genotypes are potentially a good platform
for the improvement of soybean quality through in
vitro systems. Huasteca-100 is adapted to Yucatan
Peninsula, is resistant to plant diseases such as
canker and frog eye (Cercospora sojina). Nainari and
Suaqui-86 are adapted to northwestern Mexico and
are resistant to whiteflies (Financiera Rural, 2013).

Another critical and important parameter in the
regeneration process is the presence of auxins and
cytokinins in the early stages of shoot development.
Hai ez al. (2014), Ma and Wu (2008), Song ez al.
(2013), Yang ez al. (2016) and Zhang ez al. (2014)
reported successful results using BAP, IBA and KIN
in the shoot induction stage. We tested different BAD,
IBA and KIN levels in search of a medium to further
optimize the regeneration capability.

However, in our experiments, the four evaluated
media (and the interaction medium X genotype)
did not have a significant effect on the mean
number of shoots. In further studies, it would be
of interest to determine whether additional changes
in the composition of SIM, for example, the use of
different PGR, the addition of polyamines, or the
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guminosas depende en gran medida del genotipo. El
proceso de la organogénesis involucra la activacién
de més de una ruta metabélica y genes codificadores
del desarrollo; por lo tanto, los protocolos se deben
adecuar a cada genotipo (Nagle ez al., 2018). Los
genotipos mds regenerativos en términos de induc-
cién de brotes fueron Huasteca-100, Nainari y Sua-
qui-86 bajo las condiciones del protocolo actual.

En el segundo anilisis en parcelas divididas, en
el cual los factores evaluados fueron la composicién
del medio de induccién de brotes y el genotipo; la
induccién de brotes se vio afectada por el genotipo de
soya (LogWorth=0.73), pero no asi por el medio de
induccién de brotes (LogWorth=0.8). La formacién
mayor de brotes multiples se obtuvo con las varie-
dades Huasteca-100, Nainari y Suaqui-86; ya que en
promedio produjeron mds de 10 brotes por explante;
estas tres variedades no fueron significativamente
diferentes (Figura 2).

Estos tres genotipos tienen potencial como plata-
forma apropiada para la mejora de la calidad de la
soya a través de sistemas iz vitro. Huasteca-100 estd
adaptada a la Peninsula de Yucatdn, presenta resis-
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addition of antibiotics and antioxidants (required
in transformation), might affect the regeneration
capability of Mexican genotypes (Arun et al., 2014).

The regeneration of Mexican soybean was initially
limited by low germination rates and low shoot
induction frequencies. The elongation and root
induction stages showed that all tested genotypes
elongated shoots in shoot elongation medium
(without PGR), and then 100% of elongated shoots
formed roots after transference to rooting medium.
In contrast to the shoot induction, the elongation
stage, the root induction and the acclimatization of
plantlets were not affected by the genotype.

The improved regeneration protocol for Mexican
soybean (Figure 3) includes chlorine gas disinfection
method, soaking pretreatment with 3% commercial
hydrogen peroxide, a shoot induction phase with

tencia a fitopatologfas tales como el cancro y el man-
chado “ojo de rana” (Cercospora sojina). Nainari y
Suaqui-86 estdn adaptadas al noroeste mexicano y
son resistentes a la mosquita blanca (Financiera Ru-
ral, 2013).

Otro indicador critico e importante en el proceso
de regeneracién es la presencia de auxinas y cito-
quininas en las primeras etapas del desarrollo de los
brotes. Hai ez al. (2014), May Wu (2008), Song ¢t al.
(2013), Yang ez al. (2016) y Zhang et al. (2014) re-
portaron resultados exitosos con el uso de BAP, AIB
y CIN en la etapa de induccién del brote. Asi que se
probaron niveles diferentes de BAP, AIB y CIN en
busca de un medio para optimizar atin m4s la capaci-
dad de regeneracién.

Sin embargo, en nuestros experimentos, los cu-
atro medios evaluados (asi como la interaccién medio

Figure 3. Regeneration of Mexican soybean (Huasteca-100) from cotyledonary node: A. Chlorine gas surface seed disinfection;
B. 13 h soaking (3% H,0,); C. Five days old seedlings; D. Explant preparation; E. Explant with multiple shoots after
15 d in MSB5 supplemented with phytohormones (BAP, IBA, KIN); F. Elongated shoots after 15 d in hormone-free
medium; G. Plantlet after 15 d in medium supplemented with NAA; H. Plants growing in soil.

Figura 3. Regeneracién de soya mexicana (Huasteca-100) a partir de nédulos cotiledonales: A. Desinfeccién de semillas con
cloro gaseoso; B. 13 h en remojo (3% H,0,); C. Plintulas de cinco dias de edad; D. Preparacién de explantes; E.
Explante con brotes miiltiples después de 15 d en MSB5 complementado con fitohormonas (BAP, IBA, KIN); E. Brotes
alargados después de 15 d en un medio libre de hormonas; G. Pldntula después de 15 d en un medio complementado

con ANA; H. Plantas en crecimiento en suelo.
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PGR (SIM-1), and Mexican genotypes with a good
regeneration capability such as Huasteca-100, Nainari
and Suaqui-86. The entire process from the stage of
soaking pretreatment to the stage of formation of
plantlets in soil takes at least 60 d. This regeneration
protocol enabled the successful regeneration of all
tested varieties into healthy plants that produced
viable seeds.

CONCLUSIONS

Mexican soybean varieties Huasteca-100, Nainari
and Suaqui-86 were the most suitable for in vitro
regeneration from cotyledonary node explants.
For the improvement of the regeneration protocol,
disinfection with chlorine gas and overnight soaking
pretreatment  with 3% hydrogen
peroxide were advantageous to increase the mean
number of shoots per explant.

According to our knowledge, this is the first
reported study on the influence of the disinfection
and the soaking pretreatments on the regeneration of
Mexican soybean. This regeneration protocol opens
the door to future improvement for these Mexican
genotypes.
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