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	Resumen

	El tabaco es una de las plantas no alimentarias más cultivadas e importantes en el mundo. Para Cuba resulta económicamente relevante pues constituye uno de los rublos exportables que mayores ingresos proporciona al país; sin embargo, los rendimientos agrícolas son bajos. La selección de variedades resistentes a factores bióticos y abióticos mediante el cultivo de tejidos, entre otras vías, constituye una alternativa a estos problemas. El artículo tiene como objetivo evaluar la respuesta in vitro de tres variedades comerciales de tabaco. Se utilizaron como explantes, semillas de las variedades de tabaco Habana-92, Habana-2000 y Corojo-2012. Durante el establecimiento in vitro, se evaluó el efecto del tiempo de desinfección de las semillas en hipoclorito de sodio al 1 % durante 20 y 30 minutos; así como, en la multiplicación in vitro, la respuesta morfológica de las variedades de tabaco. Se utilizó el medio de cultivo MS (1962), suplementado con 0,75 mg.L-1 de 6-BAP, sacarosa 30,0 g.L-1. El empleo de hipoclorito de sodio al 1 % por 30 minutos durante la desinfección de las semillas permitió obtener los mayores valores de semillas germinadas (74,7 %) y libres de contaminantes microbianos (64,3 %). La multiplicación in vitro se logró en las tres variedades de tabaco, con diferencias en la longitud y el número de hojas por brote, pero con coeficientes de multiplicación similares.

	Palabras clave: cultivo in vitro; medio de cultivo; micropropagación; Nicotiana tabacum L.; tabaco.

	Abstract

	Tobacco is one of the most widely cultivated and important non-food plants in the world. For Cuba, it is economically relevant as it constitutes one of the export items that provides the greatest income to the country; however, agricultural yields are low. The selection of varieties resistant to biotic and abiotic factors through tissue culture, among other approaches, constitutes an alternative to these problems. The aim of this paper is to evaluate the in vitro response of three commercial varieties of tobacco. Seeds of the tobacco varieties Habana-92, Habana-2000, and Corojo-2012 were used as explants. During in vitro establishment, the effect of seed disinfection time in 1 % sodium hypochlorite for 20 and 30 minutes was evaluated; as well as the morphological response of the tobacco varieties during in vitro multiplication. MS (1962) culture medium supplemented with 0,75 mg.L-1of 6-BAP and 30,0 g.L-1. of sucrose was used. The use of 1 % sodium hypochlorite for 30 minutes during seed disinfection allowed obtaining the highest values of germinated seeds (74,7 %) and those free of microbial contaminants (64,3 %). In vitro multiplication was achieved in all three tobacco varieties, with differences in shoot length and number of leaves per shoot, but with similar multiplication coefficients.

	Keywords: in vitro culture; culture medium; micropropagation; Nicotiana tabacum L.; tobacco.

	 

	Introducción

	El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es cultivado en muchas partes del mundo debido al aporte que realiza a la economía de los países que lo comercializan, entre los que se encuentra Cuba, cuyos productos en este sector alcanzan fama mundial, con unas marcas de calidad insustituibles y que tienen un lugar preferente en la cartera de exportación. De ahí que sea de gran importancia aumentar sus rendimientos agrícolas (García et al., 2025).

	En Cuba, de forma sistemática, se desarrollan investigaciones científicas con la finalidad de mejorar algunos de los caracteres del cultivo, tales como la resistencia a las enfermedades, a estreses bióticos y abióticos, así como el rendimiento del cultivo, lo que justifica tanto buscar variabilidad genética acorde a sus necesidades como enriquecer la cultura técnica de los productores (Antofie & Sava, 2021) 

	El cultivo de tejidos vegetales constituye una alternativa valiosa, que se utiliza no solo en la propagación clonal a gran escala, sino también en la generación de variabilidad genética. Procesos como la variación somaclonal, la mutagénesis in vitro, el desarrollo de haploides e híbridos somáticos, el rescate de embriones y la transformación genética, también constituyen herramientas valiosas del cultivo de tejidos (Segura et al., 2024).

	El establecimiento previo de un protocolo eficiente de micropropagación del cultivo, que posibilite regenerar plantas completas, que puedan ser aclimatizadas y cultivadas en el exterior, es una condición indispensable para aplicar con eficacia las técnicas de selección in vitro en cualquier cultivo; sin esto, la aplicación de dichas técnicas, independientemente del tipo de estrés que se estudie, podrían ser totalmente ineficaces (Kumar & Sindhu, 2024). Teniendo en consideración lo anteriormente planteado, el presente artículo se propone como objetivo evaluar la respuesta in vitro de tres variedades comerciales de tabaco.

	Materiales y métodos

	La investigación se desarrolló en el Centro de Estudios de BiotecnologíaVegetal (CEBVEG), perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Granma, en el período comprendido entre abril de 2024 y octubre de 2025. El material vegetal de partida fueron semillas de tabaco certificadas, de las variedades: Habana 92 (H-92), Habana 2000 (H-2000) y Corojo 2012 (C-2012), donadas por la Empresa de Tabacos de Granma.

	El pesaje de los componentes de los medios de cultivo se realizó en una balanza analítica modelo SARTORIUS y el pH se ajustó a 5,8 con ayuda de un pHmetro Crison Basic 20. Las variaciones se regularon con hidróxido de sodio (NaOH) y ácido clorhídrico (HCl) antes del autoclaveado.

	Los medios de cultivo y el instrumental empleado fueron esterilizados en autoclave vertical BK-75 a 121 °C de temperatura y a 1,2 kg.cm-2 de presión durante 20 minutos. La manipulación del material vegetal se realizó en condiciones asépticas en la cabina de flujo laminar (Faster). El instrumental, durante el trabajo en el flujo laminar, se esterilizó en el Steri a temperatura de 250 °C. Siguiendo criterios de Zambrano et al. (2025): “La incubación de los cultivos se realizó en cámaras de crecimiento con luz solar a 25 ± 2,0 °C; humedad relativa 70 a 80 %, fotoperiodo 11-12 horas luz e intensidad luminosa 60-70 µmol.m-2s-1” (p. 40).

	Experimento 1. Establecimiento in vitro

	Las semillas se colocaron en una zaranda y se lavaron con agua destilada y detergente durante 30 minutos, bajo agitación constante. Transcurrido ese tiempo, se enjuagaron repetidamente con agua destilada hasta eliminar por completo los residuos de detergente. La desinfección se realizó en condiciones asépticas en la cabina de flujo laminar, con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 % de cloro activo. Posteriormente se enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril.

	El medio de cultivo empleado estuvo compuesto por las sales y vitaminas MS (Murashige y Skoog, 1962): 4,41 g.L-1; 6- bencilaminopurina (6-BAP): 0,75 mg. L-1 y sacarosa: 30 g.L-1; el pH se ajustó a 5,8 y como agente gelificante se empleó Plant Agar 6,0 g.L-1.

	Las semillas fueron sembradas en pomos de cristal de 250 ml, que contenían 40 ml de medio de cultivo, a razón de 10 semillas por frasco. Se colocaron cinco frascos por cada tratamiento, en el que cada frasco constituyó una repetición. Se utilizó un diseño completamente aleatorizado, con arreglo bifactorial, donde se evaluaron los factores: factor A: tiempo de desinfección en NaClO: 20 y 30 minutos y factor B: tres variedades, para un total de seis tratamientos (Tabla1). 

	Tabla 1. Tratamientos evaluados durante el establecimiento in vitro

	
		
				Tratamientos

				Variedades

				Tiempo de desinfección en NaClO (min)

		

		
				T1

				Habana-92

				20

		

		
				T2

				Habana-2000

				20

		

		
				T3

				Corojo-2012

				20

		

		
				T4

				Habana-92

				30

		

		
				T5

				Habana-2000

				30

		

		
				T6

				Corojo-2012

				30

		

	

	Fuente: elaboración propia.

	Transcurridos 30 días se evaluaron las variables siguientes:

	Germinación (%): se consideraron germinadas las semillas que mostraron la aparición de radícula, brote o ambas. El porcentaje de germinación se determinó como el cociente del número de semillas germinadas y el número de semillas sembradas multiplicado por 100.       

	Desinfección (%): se consideraron semillas desinfectadas las que no mostraron síntomas visibles de contaminación por hongos o bacterias. El porcentaje de desinfección se determinó como el cociente del número de semillas desinfectadas y el número de semillas sembradas multiplicado por 100.

	Experimento 2. Multiplicación in vitro

	Para la multiplicación in vitro de las variedades de tabaco se utilizó el medio de cultivo descrito anteriormente. En condiciones de la cabina de flujo laminar y con la ayuda de pinzas y bisturíes estériles, las plantas establecidas in vitro fueron seccionadas en segmentos nodales de 1,5 cm a 2,0 cm de longitud, a los cuales se les eliminaron las hojas y fueron colocados en posición vertical en el medio de cultivo.

	Se utilizaron frascos de vidrio de boca ancha de 250 ml, a los cuales se añadió 40 ml de medio de cultivo. Se colocaron cinco explantes por frasco y se ubicaron en las cámaras de cultivo. Se utilizó un diseño completamente aleatorizado. Se colocaron cinco frascos por cada variedad, donde cada frasco constituyó una repetición.

	A los 30 días se evaluaron las variables:

	Longitud de los brotes (cm): se determinó midiendo con una regla graduada desde la base del brote hasta la yema apical.

	Coeficiente de multiplicación: se calculó como el cociente entre el número de brotes finales y el número de explantes iniciales.

	Número de hojas por brote: se contaron todas las hojas totalmente extendidas.

	Análisis estadísticos

	La normalidad de los datos se comprobó por la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de las varianzas, por el test de Levene. Como se encontró normalidad y homogeneidad de varianza, se realizó un análisis de varianza doble. En los casos donde hubo diferencias significativas entre las medias, se aplicó la prueba de comparación múltiple de rango de Tukey para p = 0,05. Las variables expresadas en porciento se procesaron mediante un análisis de diferencias de proporciones. Se utilizó el paquete estadístico Infostat 2020.

	Análisis y discusión de los resultados 

	Los bajos resultados en la germinación de las semillas, a criterio de los autores, pudieran estar afectados por el tiempo y las condiciones de almacenamiento de estas, parámetros bajo los cuales las variedades no responden de igual manera.  Otros factores que pudieran influir en los resultados son el soporte para las semillas y los procesos de dormancia o latencia, condición que impide la germinación de las semillas viables, aun cuando se encuentren en condiciones de humedad, temperatura y concentración de oxígeno idóneas para hacerlo.

	Al respecto, Pérez et al. (2016) plantean que varias de las especies almacenadas en el banco de germoplasma del Instituto de Investigaciones del Tabaco de Cuba, presentan un elevado grado de dormancia, comportamiento que dificulta su regeneración y como consecuencia, su conservación. Los resultados obtenidos también pudieran estar asociados a las condiciones de conservación y almacenamiento de las semillas, al soporte utilizado para la germinación, entre otros.

	En relación con esto, investigaciones realizadas por Hidayat y Ridhawati (2020), vinculadas al medio utilizado para la germinación de semillas de variedades de tabaco, muestran que el uso de tableros de papel, tejidos y papel de paja, tienen los mejores resultados en la cantidad y vigor de las semillas germinadas.

	Durante el establecimiento in vitro, la germinación in vitro de las semillas estuvo significativamente influenciada por el genotipo (Figura 1A), no así por el tiempo de desinfección en hipoclorito de sodio (Figura 1B). Los mayores valores correspondieron a la variedad Habana-2000, con diferencias altamente significativas con el resto de las variedades, seguida por la variedad Habana-92 con el 65,0 % de germinación y por la variedad Corojo-2012, que solo alcanzó el 39,1 % de semillas germinadas.

	Figura 1. Efecto del genotipo (A) y el tiempo de desinfección (B) en la germinación de semillas de tabaco durante el establecimiento in vitro

	1A                                                                                1B

	

	Leyenda: Letras distintas indican diferencias significativas según un análisis de diferencias de proporciones. EE= 0,45

	Fuente: elaboración propia.

	 

	Los resultados indican una respuesta diferenciada de las variedades durante la germinación, a pesar de encontrarse las semillas en condiciones similares de almacenamiento.  Otros factores que pudieran haber incidido en la germinación de las semillas son los procesos de dormancia o latencia, condición que impide la germinación de las semillas viables, aun cuando se encuentren en condiciones de humedad, temperatura y concentración de oxígeno idóneas para hacerlo.

	Los resultados obtenidos por Martínez (2018) al evaluar la germinación in vitro del polen en cinco cultivares de tabaco negro cubano, entre las que se encuentran las variedades Habana-92, Habana-2000, Corojo-99 y los híbridos F1 (C1 y C2), muestran que la germinación ocurrió en todos los medios de cultivo empleados, con una gran variación entre los genotipos evaluados. 

	La germinación in vitro de las semillas de las diferentes variedades no estuvo afectada por el tiempo de exposición al hipoclorito de sodio, con valores cercanos al 60 % en los dos tiempos de desinfección evaluados. Tales resultados indican la tolerancia de las semillas de las variedades estudiadas al hipoclorito de sodio a la concentración y al tiempo de desinfección estudiados.

	Los estudios realizados por Subas et al. (2021), en los que se realizó la desinfección de semillas de tabaco con diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio, obtuvieron los mayores porcentajes de germinación y desinfección de las semillas con disoluciones al 2 % de este compuesto durante 15 y 20 minutos, resultados que coinciden con los obtenidos en el presente trabajo. 

	Las variedades evaluadas no mostraron diferencias entre ellas en los tratamientos evaluados (Figura 2A). El porcentaje de explantes desinfectados estuvo significativamente afectado por el tiempo de inmersión en hipoclorito de sodio (Figura 2B). Los mayores valores de desinfección correspondieron a los tratamientos donde los explantes fueron tratados durante 30 minutos con el desinfectante. 

	Los porcentajes de desinfección no fueron altos en los tratamientos evaluados, con valores por debajo del 65 %. Estos resultados sugieren que es necesario evaluar otras concentraciones y tiempos de exposición al hipoclorito de sodio. Los contaminantes principales fueron hongos y bacterias, con mayor predominio de las bacterias. Estos resultados coinciden parcialmente con los obtenidos en la presente investigación y fueron publicados por Rojas et al. (2020), quienes lograron altos valores de desinfección de semillas de Capsicum chínense Jacq con el empleo de hipoclorito de sodio al 1,5 % durante 15 minutos. 

	 

	Figura 2. Efecto del genotipo y del tiempo de desinfección en la desinfección de las semillas de tabaco durante el establecimiento in vitro
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	Leyenda: Letras diferentes indican diferencias significativas según un análisis de diferencias de proporciones. EE(X)= 1,28

	Fuente: elaboración propia.

	En relación con la multiplicación in vitro de las variedades de tabaco, de forma general hubo una respuesta aceptable de las variables del crecimiento en todas. El índice de multiplicación no mostró diferencias entre ellas (Tabla 2). La longitud de los brotes en la variedad H-2000 fue significativamente superior a la variedad H-92, pero sin diferencias con la variedad C-2012. Las variedades H-92 y C-2012 no mostraron diferencias significativas.

	Tabla 2. Respuesta de las variables del crecimiento durante la multiplicación in vitro de las variedades de tabaco a los 30 días de cultivo

	
		
				Variedades

				Índice de multiplicación

				Longitud del brote
(cm)

				Hojas/brote

		

		
				Habana-92

				2,80 a

				1,70 b

				2,80 b

		

		
				Habana-2000

				3,10 a

				2,65 a

				3,60 ab

		

		
				Corojo- 2012

				3,05 a

				2,0 ab

				4,60 a

		

		
				EE(X)

				1,28

				0,31

				0,29

		

	

	Leyenda: Letras diferentes para una misma columna indican diferencias significativas según un análisis de diferencias de proporciones. EE(X)= 1,28

	Fuente: elaboración propia.

	El número de hojas estuvo influenciado significativamente por el cultivar utilizado. El mayor número de hojas por brote se logró en la variedad Corojo-2012, significativamente superior a la variedad Habana-92, pero sin diferencias con la Habana-2000. Las variedades Habana-2000 y Habana-92 no difieren entre ellas. En todas las variedades se observó un crecimiento vigoroso de las hojas, de color verde intenso, totalmente desarrolladas, sin malformación ni daños (Figura 3).

	Figura 3. Plantas in vitro de tabaco variedad Habana-2000 a los 30 días de cultivo
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	Fuente: elaboración propia.

	Las diferencias observadas entre las variedades podrían estar determinadas por la respuesta genotípica de cada variedad a las condiciones in vitro; dicha respuesta depende de la expresión génica de cada individuo y está relacionada con el medio ambiente donde este se desarrolla. Los estudios de Taalat et al. (2021) en plantas in vitro de tabaco de la variedad TAPM 26, durante la fase de multiplicación muestran plantas con una media de 4,5 cm de longitud, con hojas totalmente desarrolladas y la formación de raíces.

	Resultados similares a los de la presente investigación fueron obtenidos por Andriūnaitė et al. (2021) al multiplicar in vitro segmentos nodales de dos variedades de tabaco en el  medio de cultivo semisólido de MS (1962), complementado con 6-bencilaminopurina 0,75 mg L−1 y sacarosa 30 g L−1. Estos autores observaron a las 4 semanas de cultivo, plantas in vitro con un crecimiento vigoroso en ambas variedades, las que alcanzaron una altura media de 5,2 cm  y 7,6 de longitud.

	La formación de raíces ocurrió en todas las variedades, sin diferencias en cuanto a su número. Se observó la formación de un sistema radical vigoroso, que ocupaba prácticamente todo el fondo del recipiente, con abundantes pelos absorbentes.

	Conclusiones

	1. Los mayores porcentajes de semillas germinadas (74,7 %) y explantes libres de contaminantes (64,3 %) se lograron al emplear hipoclorito de sodio al 1 % durante 30 minutos en el establecimiento in vitro de las variedades de tabaco.

	2. Las tres variedades de tabaco respondieron favorablemente a la multiplicación in vitro, sin diferencias en el coeficiente de multiplicación, pero con diferencias en la longitud y número de hojas por brote.
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