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ABSTRACT. Plants are a great source for the isolation of
natural products. The discovery of novel metabolites from
plants is essential for the development of chemicals used
in different industries. The objective of this research is to
determine the chemical composition of leaf and ethanolic
leaf exudates from 10 noncommercial accessions of
Nicotiana tabacum L., two of them cuban, to propose their
use for the production of bioactive natural products or their
inclusion in breeding program to commercial purposes. The
morphological and chemical indicators evaluated showed
differences among accessions. The accession Nic 1016
showed the highest height and number of leaves, together
with Nic 1061 and SNN while BHmN remained low
compared with the rest of accessions. Accessions showed a
chemical diversity of the crude extracts from leaf exudates
and four of them (Nic 1017, Nic 1003, CE y BHmN)
showed the presence of diterpene cis abienol, secondary
metabolite of interest due to its potential application.
The accession Nic 1017 showed the best indicators of
leaf chemical composition with influence in quality and
BHmN showed the indicators less adequate. These results
allow a comparative morphological approach to determine
the chemical characterization of the leaf composition and
the obtained extracts using tobacco accessions not fully
characterized before with possible biological activity.
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RESUMEN. Las plantas son una fuente extraordinaria para
el aislamiento de productos naturales. El descubrimiento de
nuevos metabolitos es esencial para el desarrollo de quimicos
en diferentes industrias. El objetivo de esta investigacion
es determinar la composicion quimica de la hoja y de los
extractos etanolicos obtenidos a partir de exudados foliares
de diez accesiones no comerciales de Nicotiana tabacum L.,
dos de ellas cubanas, para proponer su uso en la obtencion de
productos naturales bioactivos o en la inclusion de ellas en
programas de mejoramiento genético con fines comerciales.
Los indicadores morfoloégicos y quimicos evaluados
mostraron diferencias entre accesiones. La accesion
Nic 1016 mostré la mayor altura y numero de hojas, junto
a las accesiones Nic 1061 y SNN mientras que la accesion
cubana BHmN se mantuvo por debajo de todas las accesiones.
Las accesiones evaluadas mostraron una diversidad quimica
de los extractos crudos a partir de los exudados foliares y
cuatro de ellas (Nic 1017, Nic 1003, CE y BHmN) mostraron
la presencia del diterpeno cis abienol, metabolito secundario
de interés por sus potenciales de aplicacion. La Nic 1017
mostro los mejores indicadores de composicion quimica de
la hoja y la BHmN los menos adecuados, que influyen en la
calidad. Estos resultados permiten realizar un acercamiento a
una determinacion morfoldgica comparativa entre accesiones
y una caracterizacion quimica de la composicion de la hojay
de los extractos obtenidos a partir de las accesiones de tabaco
no antes caracterizadas, con posible actividad bioldgica.

Palabras clave: aislamiento, composicion quimica,
indicadores, mejoramiento genético, tabaco

INTRODUCCION

Las plantas constituyen una fuente importante de
diversidad natural por la gran cantidad de compuestos
que sintetizan, muchos de los cuales son utiles en la
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agricultura, la medicina humana, en la preservacion
de alimentos, en el control de enfermedades, (1, 2,
3, 4, 5, 6). Los aspectos morfolégicos de las plantas
determinados por la genética entre otros factores,
estan en estrecha relacién con la existencia de esta
amplia diversidad quimica en la composicion de los
metabolitos entre diferentes especies (7). Semejante
diversidad quimica es consecuencia del proceso
evolutivo que ha llevado a la seleccion de especies
con mejores defensas contra el ataque microbiano,
o la depredacion de insectos y animales (7). Hoy
en dia se sabe que estos metabolitos tienen un rol
importante en el mecanismo defensivo de las plantas
(8). Por lo tanto, debido al impacto negativo que
provoca el uso desmedido de plaguicidas sintéticos
sobre la fauna benéfica, el hombre y en general
sobre el medio ambiente (9, 10), en los Ultimos afos
se estéa retornando al uso de las plantas como fuente
de plaguicidas mas seguros (11, 12). Estos productos
naturales se presentan como alternativa al uso de
productos sintéticos para el control de plagas (13).

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es una planta
modelo de la familia Solanacea, a la que pertenecen
cultivos de importancia agricola como el tomate y
la papa. El tabaco es resistente al medio, de ciclo
corto, de facil cultivo. Se conocen las propiedades
curativas y plaguicidas de la planta de tabaco, por
sus caracteristicas y presencia de compuestos que
le confieren ademas propiedades organolépticas y
una alta productividad, asi como también la presencia
de tricomas glandulares en las hojas, involucrados
en la secrecion de compuestos, principalmente
diterpenos y ésteres de azucares en los exudados de
la superficie de las hojas (14). El aislamiento de estos
compuestos de la superficie foliar, permite obtener
estos productos con un menor grado de contaminacion
de los constituyentes del interior de la hoja. Todas
estas caracteristicas convierten al tabaco en un cultivo
atractivo para el estudio de indicadores quimicos de
las hojas, que son de gran importancia en la calidad
del producto con fines comerciales, la aleloquimica y
los usos alternativos del tabaco para la obtencion de
productos naturales con diferentes fines (15).

No obstante a todo lo conocido del tabaco, se
desconocen comparativamente las caracteristicas
quimicas y morfoldgicas de accesiones no comerciales
de Nicotiana tabacum L. Este trabajo tiene como
objetivo determinar la composicién quimica de la hoja
y de los extractos obtenidos a partir de exudados
foliares de accesiones de Nicotiana tabacum L,
para proponer su uso en la obtencién de productos
naturales bioactivos o su inclusion en programas de
mejoramiento genético con fines comerciales.

MATERIALES Y METODOS

1. Determinacion de indicadores morfolégicos de
accesiones de tabaco seleccionadas

Se seleccionaron diez accesiones de tabaco para
la experimentacién que mostraron en investigaciones
previas diferentes perfiles de diterpenos en extractos
diclorometanicos (datos no mostrados), ocho de ellas
se proporcionaron por el Banco de Germoplasma
del IPK-Gatersleben, Alemania: Nic 1003 (“Tl 66”),
Nic 1006 (“TI 193”), Nic 1015 (“Tl 1341”), Nic 1016
(“Incekara”), Nic 1017 (“Red Russian”), Nic 1019
(“T1998"), Nic 1061 (“T1 1738”) y SNN (Samsun NN),
las accesiones BHmMN y CE (Corojo Especial) por
el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia,
Habana, Cuba. Las semillas se sembraron en
semillero y bandejas flotantes® que se llenaron con
una mezcla compuesta por suelo sustrato zeolita
(55:40:5) (m:m:m) en la Estacion Experimental del
Tabaco de Cabaiguan, perteneciente al Instituto
de Investigaciones del Tabaco. Se utilizé un suelo
pardo sialitico carbonatado. Se desinfectd el suelo
al inocular el patégeno antagonista Trichoderma sp. y
como sustrato se utilizé cachaza y paja de arroz (3:2:1)
(m:m:m). Alos siete dias de sembradas se le aplico el
fertilizante al agua 3 Kg de férmula completa: nitrégeno,
fésforo y potasio (NPK+Mg) 5-12-6-2,6, a los 21 dias
se volvié a aplicar al agua 100 g del mismo fertilizante.

Alos 45 dias las plantas se individualizaron y se
trasplantaron a las bolsas de polietileno con capacidad
para 6 kg, se llenaron con suelo cachaza zeolita
(3:2:1) (m:m:m) respectivamente. Se trasplantaron un
total de diez plantas por accesion que crecieron hasta los
70 dias después del trasplante.

Después de 14 dias de su trasplante a las bolsas
se evaluaron los indicadores morfolégicos cada
14 dias como, numero de hojas y altura de la planta,
para un total de cinco evaluaciones hasta los 70 dias.

2. Obtencion, separacion e identificacion de
extractos crudos ricos en diterpenos obtenidos
a partir de exudados foliares de hojas frescas de
accesiones de tabaco

2.1 Obtencién de extractos crudos etandlicos de
exudados foliares de tabaco

Se obtuvieron extractos crudos de exudados
foliares a partir de todas las hojas de tres plantas de
las diez accesiones seleccionadas, a los 70 dias de
trasplantadas a las bolsas con el empleo de 500 mL de
etanol al 90 % como solvente y se concentraron hasta
un volumen de 50 mL en el laboratorio de Ingenieria
Metabdlica del Centro de Bioplantas. El extracto se
almacend a 4 °C para su analisis posterior (16).

A Instituto de Investigaciones del Tabaco. Instructivo Técnico para el
cultivo del tabaco en Cuba. Inst. Ministerio de la Agricultura, 2012, p. 37.
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2.2 Separacion e identificacion de diterpenos de
extractos crudos obtenidos a partir de exudados
foliares de accesiones de tabaco por cromatografia
en capa fina (CCF)

Para determinar la presencia de compuestos en
los extractos etandlicos de exudados foliares obtenidos
se realizaron cromatografias de capa fina en placas
de silicagel sobre tarjetas de aluminio (DC-60 F 254,
20 x 10 cm, MERCK) en el Instituto de Fitomedicina de
la Universidad de Hohenheim, Stuttgart. Se aplicaron
20 uL de cada extracto preparado a una concentracion
de 10 pg pL" con una separacién de 1 cm entre ellos.
Se utilizé el siguiente sistema de solvente para las
corridas cromatogréficas: Terbutyl Metil Eter (TBME):
Isooctano: Metanol (50:50:10; v:viv). Las placas se
observaron a 254 nm y 366 nm.

3. Determinacion de indicadores quimicos en hojas
secas de accesiones de tabaco

Se tomaron al azar 30 hojas de tabaco de diferentes
partes de la planta de varias plantas por accesion, se
ensartaron en cujes de tabaco y se colocaron en la casa
de curado para su secado y curacion durante 55 dias,
posteriormente se enviaron dichas muestras al Instituto de
Investigaciones del Tabaco de la Habana para evaluarle
los siguientes indicadores quimicos: K,O (%), Na,O (%),
Ca0, MgO, Cu (mg kg'), Zn(mg kg™'), Mn(mg kg™),
Fe(mg kg™), Nitrdgeno (%), Nicotina (%), Cl (%), Cenizas (%),
pH y Alcalinidad. Los analisis se realizaron de acuerdo
a los métodos establecidos en el Laboratorio de
Agroquimica del Instituto de Investigaciones del Tabaco®.

Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé con el utilitario
Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
(version 15 para Windows) (17). Se realizaron pruebas
paramétricas (ANOVA de un factor y bifactorial).
Se aplicaron pruebas de Tukey HSD en los casos
en los cuales los ANOVA presentaron diferencias
significativas. Previamente se demostré que los
datos de cada tratamiento cumplian los supuestos
de distribucién normal y homogeneidad de varianzas,
segun las pruebas Kolmogorov-Smirnov y Levene
respectivamente para p<0,05. Los detalles del
tratamiento estadistico aparecen en cada Tabla en
resultados y discusion.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Indicadores morfolégicos de accesiones de
tabaco seleccionadas

Los indicadores morfolégicos evaluados muestran
las diferencias entre accesiones para cada momento
de evaluacion.

BInstituto de Investigaciones del Tabaco. Manual de Procedimientos del
Laboratorio de Agroquimica. Inst. Ministerio de la Agricultura, Cuba, 2004.

Todas las plantas de las accesiones evaluadas
presentaron un incremento de la altura y el nimero de
hojas al transcurrir el tiempo acorde con el crecimiento
de las plantas (Tablas I y II). La gran mayoria de las
accesiones mostraron una altura y un ndmero similar
de hojas a los 14 dias después del trasplante a bolsas
con excepcioén de la accesion 1016 que mostro valores
superiores a todas.

Con el transcurso del tiempo el ritmo de crecimiento
de las accesiones se mostré diferente, tal es el caso de
la accesion 1061 que incremento su altura y nimero
de hojas considerablemente a partir de los 28 dias
después del trasplante a las bolsas para lograr ser
una de las accesiones con mayor altura y numero de
hojas junto a las accesiones 1016 y SNN al final del
experimento. La accesién BHmN siempre se mantuvo
por debajo en altura de todas las accesiones, similar
ala Nic1015.

En la dinamica del crecimiento la mayoria de las
accesiones desarrollaron de dos a tres hojas cada
14 dias (Tabla II). Para el caso de la Nic 1061 y SNN
el crecimiento y desarrollo de las hojas fue mayor,
al formarse alrededor de cuatro a siete hojas cada
14 dias sobre todo en los primeros 42 dias después
del trasplante a las bolsas (Tabla II).

Tabla I. Altura de las plantas sembradas en
condiciones semicontroladas de las diez
accesiones evaluadas a partir de 14 dias
después del trasplante a las bolsas hasta
los 70 dias, y su evaluacién en el tiempo
cada 14 dias

Tiempo después del trasplante a bolsas (dias)

Accesiones 14 28 42 56 70

Altura de las plantas (cm)
Nic 1016 29,9 41,6 49,0 59 63,9
mnop ghijk efgh abed ab

Nic 1061 8,5 24,6 50,3 60,3 65,5
WXy pqrs defg abc a
SNN 18,4 43,6 53,3 63,3 68,3
rstuy ghij cdef ab a
CE 17,8 29,3 44,5 54,5 59,8
stuvw  mnopq fahi bcde abc
Nic 1017 17,6 31 38,6 48,6 53,6
stuvw  Imnop ijkim efgh cdef
Nic 1019 9,4 19,1 33,1 43,1 48,1
ywxy rstu klmnop  ghij efgh
Nic 1006 10,8 17,5 31,5 40,3 45,1
tuvwxy  stuvwx  Imnop hijkl efghi
Nic 1003 8,1 14,4 26,5 36,5 41,5
Xy tuvwxy  opqrs  ijkimn  ghijk
Nic 1015 7,9 11,4 19,9 29,9 349
y tuvwxy qrst mnop  jklmno
BHmN 6,13 10,4 17,8 27,8 32,8
y UVYWXy stuvw  nopgr  kimnop

Medias con letras distintas difieren significativamente
(ANOVA bifactorial, Tukey, p<0,05, n = 8)
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Tabla Il. Namero de hojas por plantas sembradas
en condiciones semicontroladas de las 10
accesiones evaluadas a partir de 14 dias
después del trasplante a las bolsas hasta
los 70 dias, y su evaluacion en el tiempo
cada 14 dias

Accesiones Tiempo después del trasplante a bolsas (dias)

14 28 42 56 70
Numero de hojas por planta

Nic 1016 11 12 15 17 19

ijkim hijkl cdef abc a

Nic 1061 5 9 14 16 18

z pqrst defg bede ab

SNN 5 12 14 16 18

xyz ghijkl defg bed ab

CE 6 8 9 11 13
WXy qrstu opqrs  jklmn  fghij

Nic 1017 5 8 10 12 14
vz Stuyw mnopq hijkl efgh

Nic 1019 5 8 9 11 13
vz qrstuv pqrst  klmno  fghijk

Nic 1006 5 7 9 11 13
vz tuvw pqrs klmno  fghijk

Nic 1003 6 8 11 14 16
wxy rstuvw hijklm defg bcde

Nic 1015 4 6 9 11 13
z UVWXy nopqr ijkim fahi

BHmN 5 7 8 10 12
yz UVwx qrstu Imnop  ghijkl

Medias con letras distintas difieren significativamente para datos
transformados segun la formula x’=Vx
(ANOVA bifactorial, Tukey, p<0,05, n = 8)

El indicador numero de hojas por planta
conjuntamente con el area foliar, son aspectos
importantes en este cultivo dénde las hojas son el
organo vegetal fundamental, tanto por ser el 6rgano
de la fotosintesis del cual se deriva un eficiente
crecimiento y desarrollo, como que es uno de los pocos
cultivos, que llega al mercado en forma de hojas.

Alos 70 dias después del trasplante a las bolsas,
las accesiones con mayor altura y numero de hojas
fueron Nic 1016, SNN y Nic 1061 (Tablas I y II).
Estos dos parametros generalmente tienden a estar
muy relacionados porque a medida que la planta
crece en altura emite un mayor numero de hojas
durante este crecimiento. Las plantas con mayor
altura se encontraron en las accesiones mencionadas
anteriormente pero sin diferencia con la accesion CE,
cubriendo valores entre 60 y 68 cm aproximadamente,
lo que corresponde a una altura esperada para la edad
de las plantas en condiciones de bolsas en casas de
cultivo. Las plantas con estatura mediana presentaron
valores entre 45 y 55 cm aproximadamente. La
accesion de menor altura fue la BHmN sin diferencia
con las accesiones Nic 1015 y Nic 1003 (Tabla I).

Para el caso del numero de hojas, a los 70 dias
se definen tres grupos; un primer grupo comprendido
por las accesiones Nic 1016, SNN y Nic 1061 con los

mayores valores entre 18 y 19 hojas por planta, un
segundo grupo en el que se encuentra la accesion
Nic 1003 con 16 hojas y un tercer grupo representado
por el mayor nimero de accesiones con valores de
entre 12 y 14 hojas por planta (Tabla II).

Estos resultados permiten realizar un acercamiento
a una determinacion morfolégica comparativa de
desarrollo dinamico entre accesiones, analizando
estos indicadores morfoldgicos para su caracterizacion
parcial, pero no determinan en la produccién de
compuestos especificos en tricomas y la superficie de
la hoja, ni en la composicién quimica del interior de
la hoja, ni en la actividad biolégica de los mismos. La
composicion quimica esta determinada genéticamente
pero en relacion con la presencia de estructuras
especializadas en la hoja involucradas en la sintesis
y almacenamiento de los metabolitos presentes en
ella (14, 18, 19, 20). Por supuesto, una vez que la
accesion muestre la capacidad de sintesis de un
metabolito determinado, una planta que produce una
adecuada altura y por consiguiente un gran numero de
hojas con un area foliar considerable, pudiera producir
grandes cantidades del metabolito de interés. Por lo
que, el conocimiento de los aspectos morfolégicos
es importante a la hora de establecer un proceso de
produccion.

2. Separacion e Ildentificacion de compuestos
presentes en los exudados foliares de hojas
frescas

2.1 Obtencién de extractos crudos etandlicos de
exudados foliares de tabaco

Se obtuvieron extractos crudos etandlicos a
partir de los exudados foliares de tabaco de las
diez accesiones a los 70 dias después del trasplante
a las bolsas, que presentaron diferencias entre ellos en
cuanto a concentracion y rendimiento de los extractos (16).

2.2. Separacion e Identificacion por cromatografia
en capa fina (CCF) de extractos etandlicos

La cromatografia en capa fina de los extractos
revelé una diversidad en la composiciéon quimica
dada por la accesion de tabaco, asi como también
la concentracion de los extractos y los compuestos
mayoritarios en todos los casos (figura). Al observar
las CCF a las dos longitudes de onda, se detectd un
mayor numero de compuestos a 254 nm y un menor
numero de compuestos a 366 nm por lo que la CCF
observada a 254 nm nos permite comparar la presencia
diferencial de varios compuestos. La CCF mostré que
el esclareol (Sc), un diterpeno de tipo labdano de
Salvia sclarea, utilizado como patrén en este ensayo,
no es visible a la luz ultravioleta, por lo que en estas
condiciones no es posible determinar la presencia de
este diterpeno en los exudados etandlicos obtenidos.
La presencia de cis abienol, otro diterpeno de tipo
labdano se observo en las accesiones Nic 1003,
Nic 1017 y en las cubanas BHmN y CE.
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Sc Ab CBT19 06 BHCE 03 61 SNN17 16 15

ScAb CBT 19 06 BH CE 03 61 SNN1716 15

A: CCF observada a 254 nm

B: CCF observada a 366 nm para la separacion de los extractos crudos etandlicos obtenidos

a partir de exudados foliares de diez accesiones de tabaco

19: Nic 1019, 06: Nic 1006, BH: BHmN, CE: Corojo Especial, 03: Nic 1003, 61: Nic 1061, SNN: Samsun NN, 17: Nic 1017, 16: Nic 1016,
15: Nic 1015. Patrones: Sc: esclareol, Ab: cis Abienol, CBT: a-CBT diol

Cromatografia en capa fina (CCF)

No se observo presencia de cis abienol en el resto de
las accesiones evaluadas. El maximo de absorcién para
el cis abienol es de 238 nm por lo que a 254 nm se puede
observar mucho mejor que para 366 nm, es por ello que
en estas condiciones podemos observar una banda en la
CCF ala altura que corresponde segun las caracteristicas
de la corrida. Se comprobd que estos extractos etandlicos
muestran la presencia de este diterpeno, excepto parala
SNN que en estos extractos carecen de este compuesto
por lo que consideramos que las semillas adquiridas
no son SNN originales. La presencia o ausencia de
estos compuestos en los tricomas y superficies foliares
esta determinada genéticamente, por lo que ademas
constituye un indicador que caracteriza a cada una de
estas accesiones y permite conjuntamente con los otros
descriptores comprobar la autenticidad del material
vegetal. Determinar la presencia de cis abienol en
accesiones no comerciales de tabaco, permite determinar
fuentes naturales de este compuesto, lo que es de gran
importancia teniendo en cuenta las nuevas perspectivas
de la ingenieria metabdlica en las multiples aplicaciones
de este compuesto. Se tienen en cuenta sus propiedades
como precursor de importantes compuestos del sabor
y aroma del tabaco durante el proceso de curado de la
hoja (20). Ademas, la aplicacion de este compuesto en la
industria de perfumes por sus cualidades, basadas enla
estructura quimica y enzimas involucradas en su sintesis
(21), que proporcionan en ocasiones un mejor material
de partida a partir del cis abienol que del esclareol ya
usado para estos fines (22). Se destaca su relaciéon con
la defensa de la planta de tabaco a patégenos (8) y su
actividad inhibitoria de la enfermedad bacteriana del Wilt
producida por la bacteria Ralstonia solanacearum en
tomate, tabaco y arabidopsis entre otras (23).
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Para el caso del patron de a-CBT diol se aprecia
una banda tenue en la CCF observada a 254 nm.
El maximo de absorcion de los diterpenos de tipo
cembreno (a, B-CBTdioles y a,3-CBT oles) es 210 nm,
por lo que se explica que a 254 nm la banda esperada
sea tenue incluso cuando la cantidad aplicada sea alta.
Por tanto, determinar la presencia de este compuesto
en los extractos de exudados foliares obtenidos resulta
dificil en estas condiciones de corrida y revelado
ademas de la presencia de otras bandas alrededor
de la altura esperada.

Un menor numero de compuestos, bajo las
condiciones de corrida utilizadas, quedan retenidos
en el punto de aplicacion y otros se escapan con el
frente de corrida no obstante este sistema permite
la separacién de una gran cantidad de compuestos
de interés de los extractos crudos, la identificacion
del cis abienol y muestra la diversidad quimica que
presentan los extractos, lo que presupone a una amplia
diversidad de aplicaciones potenciales de los mismos.
La separacion e identificacion por HPLC permitiria
comprobar la presencia de estos diterpenos de interés
y otros compuestos.

Resultados similares en la composicién quimica
de exudados foliares se han encontrado en un gran
numero de accesiones de Nicotiana pertenecientes al
germoplasma del USDA (United States Department of
Agriculture) y a las colecciones del Instituto de Tabaco
Bergerac de Francia que mostraron una variaciéon
considerable entre ellas en cuanto a la presencia
y contenido de los diferentes tipos de diterpenos
(20). Se cree que esta diversidad es el resultado
de una variacion intraespecifica, se ha visto que las
variedades de tipo Burley sdlo producen diterpenos de
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tipo cembranoides, mientras que las de tipo oriental
producen diterpenos de tipo labdanoides en general
cis abienol y los cembranoides (14, 20).

3. Indicadores quimicos hojas secas de accesiones
de tabaco seleccionadas

La composicion quimica foliar es determinante
en la calidad del tabaco como producto fumable pero
también en el crecimiento y desarrollo de la planta de
tabaco, por tanto en la caracterizacion de la misma.
El analisis foliar es ademas herramienta util para el
manejo de la nutricién de los cultivos agricolas en
general, que lleva un determinado procesamiento
de la muestra en dependencia del cultivo para que
este andlisis sea eficaz (24). La Tabla Il muestra
los resultados de la caracterizacion quimica de las
accesiones evaluadas. La variabilidad en todos los
indicadores quimicos estudiados podria ser de valor
para los bancos de germoplasmas de tabaco, como
base de futuros programas de mejoramiento genético
en la obtenciéon de nuevas variedades con fines
comerciales.

Las accesiones evaluadas en la mayoria de
los indicadores evaluados presentaron valores con
diferencias significativas entre ellas lo que demuestra
que estas accesiones seleccionadas contrastantes en
la presencia de diterpenos en los exudados foliares
también son contrastantes para estos indicadores
(Tabla III).

Una de las propiedades apreciadas por el fumador
es el porciento de cenizas, asi como la calidad de ellas
y la combustibilidad de la hoja. Esto esta determinado
por varios factores y por tanto varios indicadores
quimicos influyen. Los elementos fundamentales
constituyentes de las cenizas son K, Ca y Cl, otros

elementos como Mg, Na, entre otros también influyen.
El porciento de cenizas en las accesiones evaluadas
se comportd entre un 24 y 29 %. La accesion
Nic 1003 presentd el mayor porciento de cenizas con
un valor promedio de 29,33 % mientras que la Nic 1015
el menor valor con promedio de 24,07 %. Ademas del
porciento es importante en este caso la calidad de las
cenizas y la combustibilidad. El principal constituyente
de la ceniza es el Ky el segundo el Ca, estos son
antagoénicos por lo que mientras el K aumenta
combustibilidad, el Ca la disminuye. Un adecuado
balance de ambos influye en una mejor estructura y
elasticidad de la hoja dado por el Ky una ceniza mas
blanca dado por el Ca. Los resultados indican que no
se mostraron insuficiencias de estos elementos en las
accesiones evaluadas al presentar valores de K,O por
encimade un 2 % y de CaO por encimade un 1 %. Se
destaca la accesion Nic 1017 con el mayor valor de
K,O (4,86 %)y el menor valor lo presento la accesion
Nic 1006 (3,42 %). Se plantea que valores superiores
al 6ptimo pueden aun servir para compensar excesos
de otros elementos perjudiciales como N y Cl, aunque
no es recomendable que estos valores sean superiores
al 6 % ya que las hojas se vuelven quebradizas e
impropias para tabacos de capa (25). Ninguna de las
accesiones evaluadas excede este valor. EI mayor
valor de CaO lo muestra la accesion SNN con un
8,86 % y el menor la BHmMN con un 3,15 % (Tabla III).
Los nutrientes tienen un rol importante en la
planta de tabaco, sdlo una nutricién balanceada puede
conducir a la obtenciéon de una cosecha elevada de
hojas de alta calidad. El tabaco absorbe una cantidad
relativamente grande de nutrientes y esta varia
dependiendo del tipo de tabaco cultivado (26).

Tabla lll. Indicadores quimicos de la hoja de tabaco que influyen en la calidad de la misma con fines
comerciales, para cada accesion de tabaco evaluada

Indicadores quimicos Accesiones

SNN  BHmN 1061 1015 1016 1006 1019 1003 CE 1017
K O (%) 4,17d 3.84e 4,20d 3,67f 351¢g 342h 448D 4,17d 430c 4,86 a
NézO (%) 0,02b 0,00c 0,01b 0,01b 0,0l bc 0,0l bc 0,00c 0,01 be 0,0lbc  0,15a
CaO (%) 88a 3,15h 649e 7,56d 524 f 7,59 d 3,16h 7,67 ¢ 8,29b 5,18¢g
MgO (%) 1,00d 0,60g 1,02d 1,L17b 0,70 f 091 e 0,53 h 1,32a 1,14 ¢ 1,02d
Cu (mg kg™) 18b 1le 14 cd 20a 16 be 20a 12 de 22a 22a 15 be
Zn (mg kg™) 89a 33f 47 e 51d 45e 53d 32f 66 ¢ 70 b 53d
Mn (mg kg) 15d 6e 16 cd 18bcd 17 bed 19b 8e 15d 18 be 78 a
Fe (mg kg) 75d 57e 90 a 84 b 57e 73d 75d 81c¢ 86 b 40 f
Nitrogeno (%) 517b  523a 439e 5,130 4,84 ¢ 4,59d 4,55d 428 ¢ 4,34 f 3,78 h
Nicotina (%) 2,15b  0,87h  1,60d 1,26 ¢ 1,08 g 0,88 h 1,21 f 1,97 ¢ 1,24ef 3,78a
CI (%) 1,55¢ 1,19h 1,56 ¢ 1,30 g 1,60d 145f  181b 2,28 a 232a 1,68 ¢
Cenizas (%) 2424h 24,111 2524¢ 24,07j 2742d 2543f 2841b 2933a 28,30c 2587e¢
pH 58a  538cd 549b  545bc  543bc  529d  532d 5,35cd 536cd 5520
Alcalinidad 1,21b  1,l4c¢ 1,08d 0,85 f 0,73 g 1,08 d 1,23 b 1,09d 1,0l e 1,26 a
K*/CI 2,68c 32la 269c 2,.82b 2,19¢ 237d  248d 1,83 f 1,85 f 2,89 b

Medias con letras diferentes representan diferencias significativas entre accesiones (Anova de un factor y Tukey en un andlisis estadistico

entre accesiones para cada indicador, p<0,05, n=3
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En las accesiones evaluadas se muestran
valores de Cl-desde un 1,19 % (BHmN) hasta un
2,3 % (CE y Nic 1003). Una cantidad adecuada de
Cl- es aproximadamente 0,5 %, lo que le confiere una
mejor textura a la hoja y por consiguiente posibilita
una mejor manipulacion de la misma. Los valores de
CI- por encima de un 1,1 % pueden generar problemas
de combustibilidad en las hojas y porencimade 3 % la
hoja no arde, por lo que los valores de las accesiones
evaluadas no son adecuados por excederse al 1,1 %,
aunque ninguno se excede a un 3 %.

Es conocido que una relacién K*/Cl- alta también
suele ser sinonimo de elevada combustibilidad,
propiedad muy apreciada por el fumador. Los valores
mas altos lo muestra la BHmN y los menores las
accesiones CE y Nic 1003, dados fundamentalmente
por los valores de CI, esto manifiesta que la BHmN
es la accesion que podria presentar menos problemas
con la combustibilidad aunque esta relacién no
determina por si sola esta propiedad.

Los valores de MgO de las accesiones BHmN,
Nic1016, Nic 1006 y Nic 1019 se encontraron por
debajo del 1 %. Los valores de MgO entre 0,5y 2 %
son considerados normales y determinan la calidad
de la hoja en masa y elasticidad (26), asi como una
ceniza compacta y blanca, esto sélo se observé en las
restantes seis accesiones de las diez evaluadas. La
accesion Nic 1003 presento el mayor valor (1,32 %).

Los mayores valores de cobre (Cu) entre 20 y
22 mg kg™, lo presentan las accesiones Nic 1015,
Nic 1006, Nic 1003 y CE, mientras que los menores
valores lo presenta la BHmN junto a la Nic1019 sin
diferencias significativas entre ellas (11 y 12 mg kg™
respectivamente). Para el caso del cinc (Zn) los
mayores valores lo presentd la accesion SNN con
89 mg kg y los menores valores las accesiones BHmMN
y Nic 1019 con 33 y 32 mg kg respectivamente
sin diferencias significativas entre ellas. Para el
manganeso (Mn) los mayores valores lo presenté la
accesion Nic 1017 con 78 mg kg™'y los menores valores
las accesiones BHmMN y Nic 1019 con 6 y 8 mg kg’
respectivamente.

Estos tres elementos se han vinculado a
determinados procesos fisiolégicos de la planta,
sobre todo enzimaticos como cofactores, pero no
se ha determinado claramente su influencia directa
sobre la calidad del tabaco. Es notable que en los tres
casos la BHmN y la Nic 1019 presentan las menores
cantidades de ellos. El hierro (Fe) por su parte mostré
valores desde 90 mg kg™ con la accesiéon Nic 1061 y
hasta 40 mg kg™ con la accesion Nic 1017. El Fe es
indispensable en la formacién de clorofila e interviene
en la coloracion carmelita de la hoja después de la
fermentacion, ademas es un componente enzimatico,
relacionado con la respiracion y con la regulacion de
la sintesis de proteinas.

La BHmMN también presenta un mayor porciento
de nitrégeno, de un 5,23 %, mientras que la accesion
Nic 1017 es la que presenta un menor valor de
3,78 %. El porciento normal de nitrogeno esta en
dependencia del tipo de tabaco pero para tabaco en
general se refieren valores entre 2y 5 % y los sintomas
de deficiencia comienzan a aparecer en valores por
debajo de 1,5 %. Un exceso de nitrégeno en la hoja
conduce a un contenido excesivo de proteinas, lo que
es perjudicial para la combustibilidad, es indicador de
falta de madurez en hojas jévenes y ademas provoca
un sabor amargo al fumador. Este elemento esta
ademas vinculado con la formacion de compuestos
como la clorofila y la nicotina (26). También se realiz6
un analisis de la composicion quimica de las hojas
de tabaco cultivadas en condiciones controladas,
teniendo en cuenta diferentes niveles foliares y los
relaciond con los indicadores de calidad (24). El estado
nutricional de forma general mostré valores de N, Ca,
Mg y K en las accesiones evaluadas superiores a los
informados para hoja entera que representa todas las
partes de la hoja a nivel foliar central de la planta de
la variedad Criollo-98 con buen crecimiento vegetativo
y buena apariencia nutricional (24), mientras que
los valores correspondientes a Na, Fe, Mn, Cu, Zn
fueron muy inferiores a esta en todas las accesiones
evaluadas.

Otra caracteristica importante y que determina la
fortaleza del habano, es el porcentaje de nicotina. Un
porcentaje de este alcaloide superior al 3 % puede ser
la causa principal de tabacos con elevada fortaleza 'y
por tanto va aparejado con la madurez y contrario al
contenido de nitrogeno y proteinas (26). Los mayores
valores de nicotina se encuentran en la accesién
Nic 1017 con 3,78 %, y este es el Unico superior al
3 %, mientras que los menores lo presentan la BHmN
y la Nic 1006 con 0,87 y 0 88 % respectivamente.

Los valores de pH se encuentran entre 5,8 con la
accesion SNN y alrededor de 5,3 con las accesiones
BHmN, Nic 1019, CE, Nic 1003 y Nic 1006 que no
mostraron diferencias significativas entre ellas, los
segundos valores mas altos de pH lo presentan las
accesiones Nic 1017 y Nic 1061 con aproximadamente
5,5 y no presentan diferencias significativas con las
accesiones restantes (Nic 1015 y Nic 1016) con
valores similares. El tejido verde presenta un pH acido
entre 4,8y 5,6, en el proceso de secado la destruccion
de los acidos provoca un aumento de pH por lo que
en tejido seco el pH de la hoja de tabaco se encuentra
entre 5,0 y 6,8 segun el tipo de tabaco (Virginia,
Oriental o Negro). Un aumento del pH es adecuado
ya que aumenta la volatilizaciéon del amoniaco y asi
desaparecen sustancias irritantes. Los valores de
alcalinidad estuvieron entre 1,26 con la accesion
Nic 1017 y 0,73 con la accesion Nic 1016.
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Otros investigadores también realizaron un
estudio sobre otros indicadores quimicos de la hoja
de tabaco ademas de los ya mencionados (24),
brindando una informacién mas detallada acerca del
papel de los constituyentes quimicos sobre la calidad
de la hoja (26).

Es necesario sefalar que ninguna de estas
accesiones es comercial con excepcion de la CE que
es una variedad comercial en desuso, ademas por
no haber sido cultivadas en sus mejores condiciones
para desarrollar un follaje adecuado con la calidad
requerida, se espera que todos estos indicadores de
calidad evaluados en su mayoria no sean adecuados,
pero si resulta interesante esta caracterizacion quimica
de la hoja, en la busqueda de accesiones con rasgos a
considerar en un programa de mejoramiento genético
en la obtencién de nuevas variedades de tabaco que
ademas combinen con la presencia de diterpenos
y ésteres de azucares en la superficie foliar que
también estan involucrados en conferir propiedades
organolépticas a la hoja y resistencia de la planta
de tabaco a enfermedades, como es el caso del cis
abienol en la enfermedad de la pata prieta ocasionada
por Phytophthora nicotianae (8).

De todos estos resultados podemos concluir que
la accesion Nic 1017 mostré de forma general los
mejores indicadores de composicion quimica de la
hoja que influyen en la calidad y la BHmN los menos
adecuados. Por lo que la accesiéon Nic 1017, por su
composiciéon quimica en la hoja seca, asi como la
presencia de cis abienol en los exudados foliares,
podria tenerse en cuenta su inclusion en programas
de mejoramiento genético para la obtencion de nuevas
variedades con fines comerciales.

En cuanto a la obtencion de extractos etandlicos
de exudados foliares, todas las accesiones, debido
a su diversidad quimica, resultan interesantes en la
busqueda de nuevos compuestos con actividades
biolégicas especificas destacandose las accesiones
Nic 1006 y Nic 1003 de mayor rendimiento y
Nic 1015 de actividad antibacteriana especifica
contra Xanthomonas campestris y Pectobacterium
carotovorum (16).

CONCLUSIONES

¢ Laaccesion Nic 1016 es la de mayor altura y numero
de hojas, junto con las accesiones Nic 1061 y SNN
después de los 42 dias del trasplante a bolsas. La
accesion BHmN se mantuvo por debajo de las otras
accesiones en altura y nimero de hojas.

¢ Los extractos crudos etandlicos de las accesiones
Nic 1017, Nic 1003, BHmN y CE mostraron la
presencia de cis abienol en sus exudados foliares
y todas las accesiones mostraron una diversidad
quimica en sus extractos crudos.

¢ Laaccesion Nic 1017 mostré los mejores indicadores
de composicion quimica de la hoja que influyen en
la calidad y la BHmMN los menos adecuados.
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de conocimientos y experiencias entre cientificos, docentes y productores. En este se debaten en
forma de Conferencia Magistrales, Talleres y Mesas Redondas durante sesiones de trabajo, los
resultados mds relevantes y los problemas mds acuciantes que enfrenta la biotecnologia vegetal
cubana y mundial.

Por todo lo anterior, el Comité Organizador de BioVeg2015 en su décima edicion se complace en
presentarles una muestra representativa de 19 trabajos cientificos completos recibidos y siente

profunda satisfaccion en invitarlos para el proximo BioVeg2017 que se desarrollard en la fecha
22-26 del mes de mayo.

Nota:

Durante el proceso de edicion no se pudo acceder al trabajo de retoque y mejoramiento de imagenes, por lo que estas han
sido insertadas con la misma calidad con la que enviaron sus autores.
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