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RESUMEN
La capacidad de desarrollo y de diferenciación celular es una característica fenotípica propia de cada organismo y
está fuertemente influenciada por el ambiente. En condiciones adversas, esta potencialidad se restringe y la
capacidad de desarrollo que muestran ciertos individuos para rebasar este obstáculo puede depender en gran
medida de la organización de la expresión de la información genética involucrada. Cultivos desdiferenciados de
caña de azúcar cultivados durante 3 ciclos consecutivos en estrés impuesto por dos condiciones experimentales muy
diversas: la presencia de NaCl o del antibiótico kanamicina en el medio, ambos actuaron con el mismo patrón de
respuesta. En el primer y segundo ciclos se observó una franca inhibición de la producción de biomasa, que se
acentuó en el segundo ciclo. En el tercer ciclo, se observó un franco restablecimiento de los cultivos al detectarse
producción de biomasa en los cultivos desarrollados en presencia de 0,8% p/v de NaCl o de 25 µg/mL de kanamicina.
Estos valores representaron el 56 y 50% respectivamente de la producción de biomasa de los cultivos desarrollados
simultáneamente en un medio libre de estos compuestos. La capacidad de rediferenciación también fue afectada.
La kanamicina inhibió el desarrollo del sistema radical de las plántulas y del pigmento verde mientras que la sal
tuvo un efecto menos severo. Para asegurar óptimos procesos de micropropagación y de transformación genética
de plantas puede ser importante contar con este tipo de genotipos.
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ABSTRACT
Biomasa production and rediferentiation capacity of in vitro sugarcane cultures grown under stress by
sodium chloride and kanamycin. Cell growth and redifferentiation are two specific phenotypic traits which are
strongly influenced by the environment. Under stress conditions these potentialities are restricted and the abilities
that show certain individuals to circumvent this obstacle may depend on their specific genetic information, its
organization, and expression. Sugarcane dedifferentiated cultures incubated along three growtn cycles under stress
condition imposed by the presence of NaCl or kanamycin in the medium showed the same pattern of response. In
the first and second stages a clear growth inhibition was observed, which in the second stage was more severe. In
the third stage, they showed a clear cell growth reassumption. In the presence of 0.8% w/v of NaCl or 25 µg/mL
of kanamycin, the biomass production of these cultures reached 56 and 50% respectively of the biomass production
of simultaneously grown cultures but in NaCl and kanamycin-free media. Shoot induction capability of the stressed
cultures was also affected. Kanamycin inhibited root development and the green pigments production of the
plantlets; however, NaCl affected in much less extent. In biotechnology, these kind of genotypes might be useful
to ensure highly efficient plant micropropagation and plant transformation processes.
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Introducción
La nueva industria cañera requiere de mayores niveles
de producción y diversificación de productos para ser
más competitiva. Las mejorías de sus procesos deben
iniciarse con óptimos rendimientos de campo, conti-
nuar con procedimientos que logren altos niveles de
recuperación del dulce, de los otros componentes del
jugo y terminar no únicamente con alta producción de
azúcar sino también con la obtención de productos
que son requeridos o factibles de colocar en el merca-
do como son: 1. el alcohol anhidro es empleado para
combustible de automóviles [I]. En Brasil su utiliza-
ción va en aumento pues recientemente ya se ha deci-
do incrementar a 24% la proporción de alcohol en el
combustible para vehículos, debido a la mayor pro-
ducción de caña [2]. 2. el bagazo es utilizado para la
producción de energía eléctrica [3-6] y el incremento
en su utilización depende, en parte, del perfecciona-
miento de los sistemas de combustión que deben ser

procedimientos más limpios, para no afectar signifi-
cativamente el ambiente [7].

Nuevas estrategias se requieren para poner en prác-
tica programas dinámicos de diversificación en esta
industria y, a la fecha, existen resultados que deben ser
adoptados para generar sistemas metodológicos de
selección apropiados [8-14].

Es importante, desde el punto de vista biotecnoló-
gico, identificar y contar con una serie de fenotipos de
caña de azúcar de extraordinaria potencialidad tanto
de desarrollo a nivel celular como de regeneración de
brotes (totipotencia). Para identificar dichos fenotipos,
es aplicable la estrategia de exponer los cultivos a con-
diciones de estrés y bajo estas condiciones determinar
la capacidad de expresión de dichas potencialidades
[15]. De esta manera, se asegura y facilita la identifica-
ción y la selección de los clones de mayor capacidad
de acuerdo a la presión de selección impuesta. Desde
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el punto de vista metodológico, contar con estos
fenotipos asegura la generación de nuevos cultivos y
la propagación comercial de la planta. En un trabajo
previo se logró con éxito diferenciar, en un período de
30 días de cultivo in vitro, plántulas de caña de azúcar
de rápido desarrollo, comportamiento que ha concor-
dado con la característica de precocidad de este culti-
vo en campo (resultados no mostrados).

El presente estudio se ha llevado a cabo con el pro-
pósito de caracterizar el patrón de desarrollo de callos
(células desdiferenciadas) y la capacidad de regenera-
ción de brotes a partir de cultivos desdiferenciados de
caña de azúcar expuestos a condiciones de estrés im-
puestas por la presencia de NaCl o del antibiótico
kanamicina. Se utilizaron como criterios de evaluación
las capacidades de producción de biomasa y de rege-
neración de plántulas.

Materiales y métodos
Se utilizaron plantas de Saccharum sp (caña de azú-
car) de la variedad Z- Méx. 55-32 de 8 a 10 meses de
edad de ciclo plantilla proporcionadas por el Campo
de Investigaciones Forestales Agropecuarias de
Morelos (CIFAP-MOR).

Los medios de cultivo empleados fueron: el 5MS
que contenía los compuestos inorgánicos del medio de
Murashige y Skoog [16] y en cantidades por litro y
medio: meso inositol, 100 mg; tiamina, 1 mg; sacarosa,
30 g; agua de coco, 180 mL; 2, 4- diclorofenoxiácetico
(2,4-D), 5 mg. Una serie de medios contenían
kanamicina (25, 50 ó 100 mg/mL) y otra NaCl (0,5,
0,8 ó 1,2% p/v). El medio MSO, fue el 5MS sin 2,4-
D. El pH de los medios fue ajustado a 5,8 y fueron
solidificados con 4 g de agar. Los medios fueron este-
rilizados en autoclave de vapor (1,05 Kg cm-2) durante
15 mins. El antibiótico se utilizó en su presentación
comercial estéril, para agregarlo a los medios después
de esterilizarlos.

Procedimiento 1. Establecimiento de cultivos desdi-
ferenciados (callos) de caña de azúcar a partir de tejido
de tallo. Para este caso se llevó a cabo el procedimiento
descrito por Méndez y Carrillo [17]. Los cultivos fue-
ron establecidos en el medio 5MS y cultivados en oscu-
ridad a 28 ± 2 ºC durante 3 subcultivos consecutivos de
30 días cada uno para obtener los cultivos de células
indiferenciadas de caña de azúcar (callos).

Procedimiento 2. Determinación de la producción
de biomasa. A partir del momento en que segmentos
de callo (obtenidos mediante el procedimiento 1) fue-
ron transferidos a los medios que tenían kanamicina o
NaCl, como suplemento, estos cultivos fueron incu-
bados (en las mismas condiciones descritas) durante
tres subcultivos consecutivos de 20 días cada uno en
el medio respectivo. Diez cultivos fueron utilizados
por condición experimental en cada uno de los 3 expe-
rimentos independientes efectuados. La evaluación del
desarrollo de los cultivos se hizo determinando el peso
de materia fresca (biomasa), al término de cada uno de
los tres subcultivos. Para cada variable se hizo el aná-
lisis de varianza mediante un diseño experimental com-
pletamente al azar. La comparación de medias fue por
la prueba de Turkey (α = 0,05).

Procedimiento 3. Inducción de la formación de bro-
tes en los callos (obtenidos mediante el procedimiento
1) expuestos a las condiciones de estrés impuestas

por la presencia de NaCl o kanamicina. En este caso
los callos (obtenidos mediante el procedimiento l),
fueron transferidos al medio MS0 suplementado con
kanamicina (25 a 100 mg/mL) o NaCl (0,5 a 1,2%) y
se incubaron a 28 ± 2ºC, con fotoperíodo de 16h luz
durante un único período de 30 días. Al término de
este período, el número, tamaño y coloración de las
plántulas rediferenciadas en estos callos fue determi-
nado. Tres experimentos independientes fueron reali-
zados y los resultados consignados corresponden al
promedio de éstos.

Resultados

Determinación de la capacidad
de desarrollo de cultivos de células
desdiferenciadas en presencia
del antibiótico kanamicina y de NaCl
Para determinar el efecto de estos compuestos fueron
empleados cultivos de células desdiferenciadas de
Saccharurn sp. de 90 días de cultivo porque ya en
éstos no quedan restos visibles del explante inicial. La
producción de biomasa, peso de materia fresca, fue
determinada al término de cada uno de tres subcultivos
consecutivos de 20 días cada uno. En la Figura 1A
puede observarse que al final del primer y segundo
ciclo de cultivo el peso de materia fresca disminuyó en
relación con la presencia y concentración del antibió-
tico kanamicina en el medio, sin embargo, al final del
tercer ciclo la producción de biomasa se incrementó
aunque únicamente en aquellos cultivos desarrollados
en presencia de la menor cantidad de antibiótico, res-
puesta que demuestra una franca recuperación del de-
sarrollo. El efecto del NaCl en la producción de
biomasa en los cultivos de Saccharurn también mos-
tró un patrón de comportamiento similar al anterior.
Durante el primer periodo en los cultivos desarrolla-
dos en presencia de cada una de las concentraciones de
NaCl se observó disminución de la producción de
biomasa cercana al 50%; sin embargo, en el tercer pe-
riodo, únicamente en los cultivos desarrollados en pre-
sencia de 0,8% de NaCl se detectó incremento
considerable de producción de biomasa que corres-
pondió a 56% de la producción de biomasa de los
cultivos desarrollados simultáneamente en ausencia
de NaCl (Figura 1B). En presencia de concentraciones
mayores de sal, los cultivos ya no se desarrollaron a
diferencia de lo que ocurrió en aquellos desarrollados
en presencia de kanamicina.

El análisis estadístico de estos resultados mostró
que en el tercer ciclo y en el caso de la menor con-
centración de kanamicina, hubo menos reducción en
la producción de biomasa y una clara tendencia a la
recuperación del desarrollo. En el caso de NaCl la
diferencia no es significativa aun a la menor concen-
tración probada.

Efecto del antibiótico kanamicina y de NaCl
en la capacidad de diferenciación de células
desdiferenciadas de Saccharurn sp
Para el análisis del efecto de estos agentes estresantes
en el proceso de rediferenciación, los callos de 90
días cultivados en el medio 5MS libre de estos agen-
tes, fueron expuestos a la acción de la sal y la
kanamicina y la evaluación de los resultados fue efec-
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tuada al término de un período de 30 días de
incubación. En el proceso de diferenciación de los
callos de caña de azúcar, se encontró que a las con-
centraciones del antibiótico kanamicina probadas de
manera específica se inhibía la diferenciación de la
raíz de las plántulas regeneradas en estas condicio-
nes (Tabla 1, Figura 2). Así mismo, la potencialidad
de regeneración de plántulas en estos callos disminu-
yó hasta en 89% con respecto a la regeneración de
plántulas con raíz obtenidas en el medio sin antibió-
tico que fue de 72%. Mediante una apreciación vi-
sual de estas plántulas, se encontró que el antibiótico
indujo una apariencia clorótica de las mismas, que
pudo resultar de una mayor degradación o una dismi-
nución en la síntesis de pigmentos (clorofilas). Tam-
bién interfirió con la capacidad de desarrollo de las
plántulas regeneradas en estas condiciones. Estas
plántulas solo alcanzaron en promedio 1 cm de lon-
gitud a los 30 días de incubación, mientras que en el
medio sin antibiótico se obtuvieron como  promedio
plántulas de hasta 6 cm de longitud (Tabla 1).

El NaCl también afectó el patrón morfogenético
pero únicamente de los callos expuestos a la concen-
tración más alta (1,2% de NaCl p/v). En esta condi-
ción se inhibió la regeneración de raíces en el 100% de
las plántulas desarrolladas (Tabla 2). En la Figura 2
puede apreciarse como disminuye de manera gradual
la “densidad de plántula” conforme aumenta la con-
centración de sal o kanamicina en el medio de cultivo.

Discusión
Es pertinente reconocer que ciertas plantas pueden
diferenciarse del resto por tener mayor capacidad para
desarrollarse en determinadas condiciones de deficien-
cia de algún elemento (nitrógeno, hierro, etc.) o en pre-
sencia de altas concentraciones de metales pesados y
éstas no muestran los síntomas característicos corres-
pondientes, por el contrario, manifiestan buen desa-
rrollo. Plantas que además de tener la información
genética especifica pueden presentar mayor plastici-
dad de expresiones debido a la organización y funcio-
namiento de su información genética. Los autores
desean demostrar cuan importante, desde el punto de
vista biotecnológico, es identificar inicialmente
fenotipos con alta potencialidad de desarrollo para uti-
lizarlos como punto de partida en la micropropagación
comercial de plantas así como en programas de mejora-
miento genético en los que se aplica la biotecnología.

Producción de biomasa
La capacidad de producción de biomasa de los culti-
vos, en términos generales, esta en función de la capa-
cidad intrínseca del desarrollo celular (división y
crecimiento celular), de las condiciones nutrimentales
del medio de cultivo así como de las condiciones de
cultivo. En este caso particular y para explorar poten-
cialidades de supervivencia de la célula, se han im-
puesto dos condiciones de estrés muy distintas pero
que son restrictivas para el desarrollo: la presencia de
sal o de un antibiótico en el medio. En relación a la
capacidad intrínseca de la célula para tolerar la condi-
ción de estrés que causan estos compuestos depende
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Figura 1. Efecto de la producción de biomasa en cultivos de
Sacchanrum sp. variedad Z-Méx. 55-32 desarrollados en
presencia de kanamicina (0 a 100 µg/mL) (A) y de NaCl
(0 a 1,2% p/v) (B).

Tabla 1. Efectos de la presencia de kanamicina en la capacidad de rediferenciación de 
brotes en callos de Saccharum sp. Los cultivos fueron incubaos en el medio MS0 
suplementado con antibiótico a 28 ± 2 ºC durante 30 días, al cabo de los cuales las 
determinaciones fueron realizadas. Los datos con la misma letra no difieren estadísticamente 
(Tukey α = 0,05). 

Tipo de desarrollo (%) Plántulas Kanamicina 
(µg/mL) Callo Plántulas sin raíz Plántulas Long. promedio 

(cm) 
Color 

0 28 ± 1,2 c 0 c 72 ± 1 a 6,0 Verde 
25 89 ± 1,3 a 11 ± 1,2 b 0 b 1,0 Albinas 
50 83 ± 1,6 b 17 ± 1,6 a 0 b 0,5 Albinas 
100 89 ± 1,3 a 11 ± 1,0 b 0 b 0,5 Albinas 

 
 
 
Tabla 2. Efectos de la presencia de NaCl en la capacidad de rediferenciación de brotes en 
callos de Saccharum sp. Los cultivos fueron incubados en el medio MS0 suplementado con 
sal a 28 ± 2 ºC durante 30 días, al cabo de los cuales las determinaciones se llevaron a cabo. 
Los datos con la misma letra no difieren estadísticamente (Tukey α = 0.05). 

Tipo de desarrollo (%) Plántulas NaCl 
(%) Callo Plántulas sin raíz Plántulas Long. Promedio (cm) Color 
0 28 ± 1,2 c 0 b 72 ± 1 a 6,0 Verde 

0,50 56 ± 2,6 b 0 b  44 ± 2,2 b 3,0 Verde 
0,80 72 ± 1,6 a 0 b 28 ± 1,5 c 1.0 Verde 
1,20 56 ± 2,8 b 44 ± 4 a 0 d 0,5 Amarillo 
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tanto de la información genética (el genotipo), la orga-
nización y el funcionamiento de genes específicos así
como de las concentraciones de los compuestos cau-
santes de estrés. El cultivo de la caña de azúcar es
considerado por ciertos autores en la categoría de
moderadamente sensible [18]. En relación a los
antibióticos, el empleo de kanamicina es muy común
como marcador genético en procesos de selección de
células transformadas genéticamente ya que es am-
pliamente conocido que este antibiótico inhibe tanto
el desarrollo celular como la diferenciación de plántulas
[19, 20]. Por esta razón fue seleccionado este antibió-
tico para este estudio. Contrariamente, se ha demos-
trado que la carbenicilina, la cefatoxima y la ticarcilina
promueven la capacidad de regeneración de Dianthus
cariophyllus [19] y Triticum durum [21].

Las estrategias generales que la célula puede ejecu-
tar para tolerar tanto la salinidad como la presencia de
kanamicina pueden incluir: 1. impedimento a nivel de
membrana de la penetración de éstos compuestos a la
célula. 2. disgregación de los compuestos para elimi-
nar su actividad. 3. reducción o pérdida de la afinidad
de las proteínas blanco de los compuestos, que impi-
de la interacción entre ambos y en consecuencia el
efecto inhibidor de la actividad enzimática específica.
4. sobreproducción de las enzimas blanco, proteínas
y otros compuestos. De acuerdo a los resultados pre-
sentados no se puede puntualizar cual pudiera ser el
mecanismo o mecanismos que los cultivos utilizan
para sobreponerse a estas situaciones de estrés.

El resultado más interesante del presente trabajo ha
sido la demostración de que los cultivos desdiferencia-
dos de caña de azúcar han respondido de manera simi-
lar ante las dos condiciones de estrés impuestas por
compuestos tan diferentes en su mecanismo de acción.
En la búsqueda de explicaciones lógicas a los resulta-
dos obtenidos se postulan las siguientes: la célula de
caña de azúcar es capaz de disgregar solutos en vacuolas
[22]. En este trabajo; sin embargo, la respuesta obser-
vada en los cultivos expuestos a la concentración más
baja de sal (0,8% p/v), en el primer estadio, se caracte-
rizó por una fuerte inhibición de la producción de
biomasa seguido de un estadio en el que se observó
disminución de esta inhibición y posteriormente, en el
tercer estadio los cultivos iniciaron el restablecimiento
del desarrollo. Esta respuesta indicó que la recupera-
ción de los cultivos depende de la concentración de
estos compuestos. Si el mecanismo operado por la
célula fuera mediante el impedimento para que el com-
puesto penetre a la misma, entonces, los cultivos se
habrían desarrollado por igual en presencia de las dife-
rentes concentraciones tanto de antibiótico como de
NaCl, lo cual no ocurrió. Similar respuesta se habría
presentado si las enzimas blanco de estos compuestos
perdieran especificidad por estos compuestos. Por lo
tanto, es posible presumir que la respuesta de recupe-
ración de los callos observada en las dos condiciones
de estrés fuera debido a la gradual sobreproducción de
enzimas, proteínas blanco u otro tipo de compuestos.
Szabó y colaboradores [23] demostraron que el conte-
nido de ácido indolacético en callos de tabaco cultiva-
dos en ausencia de reguladores de crecimiento disminuía
gradualmente hasta el subcultivo 4, a partir del cual
gradualmente incrementó hasta el subcultivo 10 y pre-
sumen que los cultivos habituados aparecieron del

subcultivo 8 al 10. Como posible explicación a1 fenó-
meno de habituación en conexión con el metabolismo
del ácido indolacético señalan que la habituación ob-
servada pudiera deberse a incrementos en la biosíntesis
de la hormona vegetal o a la disminución de la actividad
de la enzima indolacético oxidasa que inactiva dicha
hormona. En otras palabras, dichos cultivos habitua-
dos pudieron desarrollarse debido a la producción con-
tinua y gradual de ácido indolacético. Meins y Binns
[24] y Meins y Hansen [25] indicaron que el fenóme-
no de habituación, (pérdida del requerimiento de hor-
monas) no es un cambio rápido de “todo o nada” sino
más bien un cambio continuo y gradual. Es posible que
este mecanismo de respuesta sea debido a la forma de
cómo ciertos genes pueden expresarse, formas de ex-
presión que son inducidas en condiciones de estrés
tanto en procariotes como en eucariotes [26, 27], o
bien a una adaptación fisiológica al factor estresante.
Mediante estos mecanismos se afecta la expresión de
múltiples funciones como la sobreproducción de
aminoácidos [28], de antibióticos [29], de proteínas
[30], resistencia a antibióticos [30] o a herbicidas [31],
en general, como respuesta a presiones selectivas ejer-
cidas por ciertas drogas y compuestos que causan in-
hibición del desarrollo. El patrón de respuesta observado
en este trabajo a lo largo de los tres subcultivos conse-
cutivos de los callos expuestos a la mínima concentra-
ción de NaCl o del antibiótico fue muy similar. A pesar
de que muchos estudios se han hecho para entender el
fenómeno de tolerancia a la salinidad en plantas y de
selección de cultivos tolerantes a sales, poco se ha
incursionado en el campo de los genes involucrados en
este caso. Holland y colaboradores [32, 33], lograron
identificar un gen y la proteína codificada por éste, la
cual es inducida por la presencia de sal. Demostraron,
además, que la actividad de esta proteína también se
incrementa al someter los cítricos a condiciones de se-
quía lo que indica que diferentes condiciones de estrés
inducen una misma respuesta.

Figura 2. Aspecto de los cultivos de Saccharum sp. variedad Z-Méx. 55-32 en los que se muestra el
desarrollo de brotes cuando los callos fueron sometidos a condiciones de estrés por NaCl (0 a 1,2% p/v)
en la parte superior y kanamicina (0 a 100 µg/mL) en la parte inferior.
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Totipotencia
La capacidad de rediferenciación de la célula
desdiferenciada en condiciones adversas es otro indi-
cador importante para determinar su superioridad re-
lativa ya que debe poner en juego muchas expresiones
diversas relacionadas a procesos morfogenéticos o de
embriogenesis somática. En el proceso de rediferen-
ciación de los cultivos de callos de caña expuestas al
antibiótico, a las concentraciones empleadas fue ob-
servado lo siguiente: 1. inhibición sistemática y se-
lectiva del desarrollo del sistema radical. 2.
disminución de prácticamente 89% del desarrollo de
plántulas. 3. reducción dramática del crecimiento de
las plántulas. 4. plántulas de coloración verde muy
pálido. Es ampliamente conocido que en los organis-
mos eucariotes, la kanamicina inhibe el mecanismo de
síntesis de proteínas en mitocondria y cloroplasto,
ya que al interaccionar con la subunidad 30s del
ribosoma interfiere con la unión del fmet-tRNAfMet del
sitio P y también interfiere con el proceso de traduc-
ción a nivel del ribosoma. Esto a la vez afecta en la
célula la producción de ATP e indirectamente reper-
cute en procesos metabólicos que modifican la fisio-
logía del organismo. La sal por su parte, únicamente a
la concentración más alta: 1. Impidió el desarrollo del

sistema radical. 2. Causó reducción del número de
plántulas regeneradas, aunque en menor grado que la
kanamicina. 3. Interfirió con la cumulación de
pigmentos verdes.

Estos resultados preliminares son importantes por-
que contribuyen a entender el proceso fisiológico del
desarrollo de la célula o del organismo en ambientes
adversos. Es importante considerar, porque ha sido
demostrado, que en ciertos organismos sometidos a
condiciones de estrés, además de incrementarse la ex-
presión del gen directamente involucrado, pueden
inducirse simultáneamente otras expresiones, por el
grado de ligamiento de los genes, expresiones que le
pueden conferir al individuo mayor o menor ventaja
[34]. Es muy posible que los organismos que exhiben
estas potencialidades tengan, en general, mayor plasti-
cidad en la organización y la expresión de su informa-
ción genética en relación con funciones importantes de
desarrollo, por lo que deben identificarse y explotarse
desde el punto de vista biotecnológico, independiente-
mente del factor estresante utilizado para identificar-
las. En el caso de los callos y plántulas regeneradas
tolerantes a la sal es posible que pudieran expresar esta
característica durante su desarrollo en el campo.
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