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RESUMEN

El cultivo de cannabis medicinal ha tomado una gran
importancia en los ultimos afios en Colombia y en otros
paises de Latinoamérica. Dadas las caracteristicas de
produccién del cultivo, que se basa fundamentalmente
en modelos organicos, es importante conocer los
microorganismos que acompafan el sistema de
produccién y sus posibles implicaciones en el manejo.
En este trabajo se aislaron y caracterizaron los
microorganismos en las diferentes fases de produccion
de un cultivo de cannabis en alta densidad: plantulacion,
o areas de propagacion, lotes de produccioén y las areas
de poscosecha (presecado de flor); en cada una de
estas areas se tomaron muestras de: suelo, sustratos y
agua y se identificaron los microorganismos presentes,
por siembra directa en medios de cultivos, empleando
identificacion microscépica y caracterizacion molecular.
Se encontré una alta diversidad en todas las areas de
produccién y se evidencid que los microorganismos
benéficos (Trichoderma spp. y Bacillus spp.) aplicados
al sistema productivo ayudan a regular las poblaciones
de los microorganismos en el suelo y en lo sustratos.
Se identificd que la perlita y la fibra de coco favorecen
el desarrollo de las poblaciones de microorganismos
solubilizadores de fosforo y fijadores de nitrégeno y que
la produccion de compost a partir de los desechos del
cultivo es fitosanitariamente seguro. No se identificé
en ninguna de las muestras evaluadas poblaciones de
patégenos en niveles que pudieran explicar la presencia
de enfermades en el cultivo.
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ABSTRACT

Cultivation of medicinal cannabis has become important
in recent years in Colombia and other Latin American
countries. Considering the production characteristics
of the crop, which is fundamentally based on organic
models, it is important to know the microorganisms
associated with the production system and their
possible implications for management. In this research,
microorganisms were isolated and characterized in

different growth phases of a  high-density
cannabis crop: planting, or propagation areas,
production areas, and postharvest areas

(pre-drying flowering). Samples of soil, substrates and
water were taken, and the present microorganisms were
identified by direct sowing in culture media, using
microscopic identification and molecular
characterization. A high diversity was found in all
production areas, and it was evidenced that beneficial
microorganisms  (Trichoderma spp. and Bacillus
spp.) applied to the production system regulate the
microorganism populations in soil and substrates. It was
identified that perlite and coconut fiber allow increasing
populations of phosphorus solubilizing and nitrogen
fixing microorganisms. Compost from crop remains
is safe at a sanitary level. No pathogen populations at
disease levels for the crops were identified in samples.
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INTRODUCCION

En Colombia el cultivo de Cannabis
(Cannabis sativa L.) con fines medicina-
les representa una alternativa productiva
muy importante para Colombia, la cual se
encuentra enmarcada en la Ley 1787 de
2016. Antes del afio 2000 el uso licito del
cannabis estaba limitado a la investigacion
cientifica. Sin embargo, a partir de esa fecha
muchospaisesdesarrollaronlegislacionespara
aprobar su uso medicinal, generando un
aumento considerable de la produccién. Para
el ano 2000 la produccion mundial se estimé
en 1,4 toneladas (ton), mientras que para el
afno 2017 se registraron 406,1 ton (Ramirez,
2019).

Las plantas de cannabis contienen varios
tipos de cannabinoides, dentro de los mas
conocidos estan: tetrahydrocannabinol (THC),
y el cannabidiol (CBD). Mientras que el THC
tiene efectos psicoactivos el CBD tiene nula o
baja psicoactividad; pero tiene un alto potencial
para el manejo y la disminucion del dolor aso-
ciado a diferentes enfermedades en humanos
(Zuardi, 2006, André et al., 2016, Sharafi et
al., 2019,) y por esta razén, su cultivo empieza
a expandirse rapidamente en Colombia y en
otros paises del mundo (Adesina, et al., 2020).

El Cannabis con fines medicinales puede ser
cultivado a libre exposicion o en condiciones
protegidas. Sin embargo, para la produccion
de aceites u otros derivados farmaceéuticos
a base de cannabidiol es muy comun que
se usen espacios controlados que permiten
regular parametros ambientales como: luz
(cantidad y calidad), temperatura, humedad
relativa, fotoperiodo y el nivel de didéxido de
carbono, implicados directamente en los nive-
les y concentracién del CBD. Ademas, para
masificar los procesos de produccion en gene-
ral se utilizan cultivos a alta densidad y ciclos
continuos, con manejos intensivos en condi-
ciones controladas (Chandra et al., 2020).
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Este tipo de sistemas de produccion en
condiciones intensivas 'y controladas,
tienen como desventaja que favorecen la
aparicionde plagasy enfermedades, las cuales
pueden volverse endémicas, debido a la alta
uniformidad genética y a las condiciones
favorables climaticas para el desarrollo de
patdgenos foliares y del suelo (Chandra et
al., 2010, Chandra, et al., 2011). Para el caso
de Cannabis esta condicion es muy limitante,
debido a que  existen NnuUMerosos
reportes que indican que las aplicaciones de
plaguicidas pueden afectar la acumulacién y
calidaddecontenidosde CBD opuedengenerar
contaminaciones de metales pesados en las
inflorescencias afectando el uso y consu-
mo para los humanos (Montoya et al., 2020,
Amendola et al., 2021), lo cual limita y dificul-
ta considerablemente el manejo agronémico y
sanitario de los cultivos.

Muchos de los sistemas productivos de can-
nabis requieren una fase previa en la multi-
plicacion del material vegetal denominada
comunmente plantulacion, en esta etapa se
requieren sustratos para la propagaciéon del
material vegetal en forma asexual y es una
fase critica por las posibles pérdidas que ocu-
rren debido a problemas sanitarios. De igual
modo, en condiciones protegidas, durante
la fase de trasplante, se emplean sustratos
como lana de roca o fibra de coco en mez-
cla con abonos organicos y suelo (Chandra
et al., 2020; Punja, 2021). Las caracteristicas
microbiologicas de estos sustratos pueden
tener efectos en el tipo de patégenos o pla-
gas presentes en los cultivos y, por lo tanto,
determinar su composicion microbiologica es
importante dentro del manejo integrado del
sistema (Punja, 2021).

Los microrganismos presentes se convierten
en un componente fundamental del funciona-
miento de un sistema productivo. Las plantas
exhiben una diversa gama de interacciones
con estos organismos que habitan en el suelo,


https://doi.org/10.21897/rta.v27i1.3111

Patifio et al. - Microorganismos del sustrato y agua en Cannabis

que abarcan un gran rango de posibilidades
ecolégicas (competitivas, explotadoras, neu-
trales, comensales, mutualistas) (Jacoby et al.,
2017). Por lo tanto, es necesario comprender
la comunidad de microrganismos presentes
en el suelo y sustratos para desarrollar estra-
tegias de prevencion y control mas eficientes
(Zheng et al., 2020). Por su parte, la calidad
del agua en sistemas intensivos de cannabis
es un elemento primordial para; por una par-
te, contar con una adecuada eficacia de los
controladores biolégicos que normalmente
son aplicados, y por otra, evitar dispersion de
problemas sanitarios por el uso de aguas de
inadecuada calidad en términos de presencia
de microorganismos patogénicos en labores
tales como riego o aplicacién de bioinsumos
al cultivo (Sutton et al., 2006, Punja, 2021).

La caracterizacion de estos microrganismos,
acompafada de un diagndstico acertado de
los agentes causales de las enfermedades,
asi como su posible fuente de ingreso en
todas las etapas de produccion, cosecha y
postcosecha, contribuyen significativamente
a la generacion de estrategias encaminadas
al mejoramiento de la eficiencia productiva, el
aseguramiento de la calidad y la inocuidad del
producto. Asi mismo es necesario caracterizar
y comprender las funcionalidades y asocia-
ciones de los microrganismos potencialmente
benéficos presentes en las diferentes fases
productivas y los insumos empleados en ellas,
con el fin de mejorar las practicas agricolas,
el desempefio agronémico de los materiales
y el rendimiento en la cantidad y calidad de
cannabinoides (Taghinasab y Jabaiji, 2020).

Por lo anteriormente sefialado, el objetivo del
este trabajo fue aislar, caracterizar, identificar
y conservar microrganismos asociados al sue-
lo, sustratos y aguas en un sistema productivo
de cannabis con fines farmacéuticos, con el
fin de avanzar en el entendimiento de lo que
significan las comunidades de microorganis-
mos presentes para la produccion integrada y
eficiente de este cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé6 en un cultivo del de-
partamento de Antioquia, caracterizado por
su produccion bajo invernadero, en suelo su-
plementado con materia organica y en altas
densidades. El cultivo de cannabis bajo inver-
nadero, en general se caracteriza por tener di-
ferentes etapas en la produccion: plantulacion,
o areas de propagacion, lotes de produccion 'y
las areas de poscosecha (presecado de flor),
en cada una de estas areas se tomaron mues-
tras de: suelo, sustratos y agua, mensualmen-
te por un periodo de 12 meses, con el fin de
caracterizar los microorganismos presentes y
su relacion con la presencia de enfermedades
en el cultivo o el establecimiento de los orga-
nismos benéficos aplicados en el sistema.

Para el caso de suelo, se tomaron muestras
compuestas provenientes de las areas de
produccion; cada submuestra correspondié a
10 gramos por planta, tomada a nivel radicular
y al azar dentro de la plantacién, para un total
de 100 gramos que se evaluaron en cada
muestreo. Dado que las muestras fueron
tomadas en diferentes momentos y tiempos
de produccion, para el caso de suelos se
tuvieron dos tipos de muestras: a) suelos
recién inoculados que se utilizaban para
la preparacién de sustratos (la inoculacion
consistia en una aplicacién de benéficos a
base de Trichoderma spp. y Bacillus spp.,
con un protocolo confidencial de la empresa y
suelos de las areas de produccion que podian
recibir aplicaciones de organismos benéficos
u otros productos segun el estado del cultivo y
la presencia de plagas y enfermedades.

Para el caso de sustratos se tomaron en las
areas de plantulacién, muestras directamente
de los sacos que se usaban para rellenar
las bandejas. El sustrato estaba compuesto
por turba, fibra de coco, perlita y compost en
relacion (1:1:1:0,5). Las muestras de agua se
tomaron de las distintas fuentes de riego, en
momentos diferentes de un dia de trabajo.
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En la finca en evaluacion se preparaba
compost a partir de los desechos de la misma
planta de cannabis (podas de formacion,
podas sanitarias y residuos de cosecha),
mas la adicién de organismos benéficos
(organismos eficientes y Trichoderma spp.)
y por lo tanto, era importante conocer si
el compost podria tener implicaciones en
la dispersién de enfermedades dentro del
cultivo. Se tomaron muestras del compost
provenientes de diferentes partes de la
pila; teniendo cuidado de tomar siempre de
aquellas que habian culminado su proceso
de maduraciéon y empezaban usarse para
la preparacion de sustratos o enmiendas
organicas. Cada muestra estaba compuesta
de 10 submuestras de 100 gramos, para
un total de 1 kilo de muestra de trabajo. Se
tomaron muestras en cuatro momentos
diferentes que corresponden en adelante a
las muestras de Compost 1 a 4.

Cada material fue procesado de manera dife-
rencial como se describe a continuacion.

Procesamiento de muestras
Suelo, compost y sustratos:

Se suspendié 1 g de la muestra en 9 ml de
solucion salina NaCl al 0,85%. La suspension
se dejo en agitacion durante 1 hora para pos-
teriormente realizar diluciones seriadas. De
las diluciones 102 a 10-5 se sembraron 100
ML por caja por triplicado en medios Potato
Dextrosa Agar (PDA) + Triton (100 pL/L) +
Cloranfenicol (- 0,05 g/L) para hongos, Agar
Nutritivo para bacterias, tripticasa de soya para
actinomicetos, Ashby (bacterias presuntivas
fijadoras de nitrogeno) y SMRS (bacterias pre-
suntivas solubilizadoras de fésforo) (Becerra et
al., 2011; Betancur, 2018; Lopez et al., 2010).

Agua: Las muestras de agua tomadas,
fueron procesadas en diluciones 100 a 102, las
cuales se sembraron por triplicado
en medio PDA + Triton + Cloranfeni-
col y Agar Nutritivo (100 pL por caja).
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Estas se incubaron en oscuridad a 25°C
durante 7 dias. Dia en el cual se realizo el
recuento de unidades formadoras de colonia
en cada una de las diluciones. Se realiza-
ron improntas de los aislamientos fungosos,
puros para observar al microscopio
estructuras caracteristicas de los
hongos (Langvad, 1980). Se realizé ademas
Tincion de Gram a los aislamientos bacteria-
nos (O’'Toole, 2016).

Caracterizacion de los aislamientos

Las colonias puras de cada uno de los
aislamientos fueron caracterizadas
morfolégicamente (macroscopica y
microscopica) y  molecularmente.  Se
realizd extraccion de ADN siguiendo la
metodologia propuesta por Griffith y Shaw,
(1998) para hongos y el Kit UltraClean®
Microbial DNA Isolation Kit para bacterias
(Mobio Technologies Inc.). Posteriormen-
te se realiz6 amplificacion por PCR em-
pleando los primeros ITS1F-ITS4 (ITS1-F
5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'y ITS4

5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')  para
hongos y 27F-1492R (27F
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3; 1492R

5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) para bac-
terias. Las secuencias resultantes fueron
comparadas con la regién ITS1-5.8S-ITS2
(hongos) y del Gen ARNr 16s (bacterias) co-
rrespondiente de las secuencias de la Base
de datos GenBank del Centro Nacional para
La Informacion Biotecnoldgica (NCBI).

Los biotipos de hongos y bacterias se en-
cuentran actualmente conservados en medio
PDA y Agar nutritivo a-4°C (3 copias de cada
aislamiento) y en Crioviales en soluciéon de
crioconservacion (Glicerol 20% y Peptona al
0.5%) a-80°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras Compost 1 y Compost 2 pre-
sentaron la mayor concentracion de hongos
totales, en el orden de los 3 a 5 millones de
UFC por gramo de sustrato. Asi mismo la
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muestra de Compost 3 al momento de su
recoleccién evidencio la mayor concentracion
de bacterias mesdéfilas con aproximadamen-
te 124 millones de UFC por gramos de sus-
trato. La muestra de Compost 4 mostré una
disminucion significativa de la concentracion
de hongos y bacterias totales (Tabla 1 y Figu-
ra1).

Los analisis microbiolégicos indicaron la
presencia de bacterias en el sustrato per-
lita, y de hongos y bacterias en la muestra
de coco, lo cual puede considerarse normal,
dado que los proveedores del material no ga-
rantizan su esterilizacion, por lo tanto, este
tipo de sustratos pueden contener importan-
tes concentraciones de microorganismos.

Adicionalmente diversos reportes indican que
es frecuente encontrar hongos y bacterias lig-
noceluloliticos capaces de degradar la fibra de
coco, oincluso estar presentes de formalatente
mediante estructuras de resistencia (endos-
poras para el caso de bacterias como baci-
los y cocobacilos) a la espera de condiciones
adecuadas para su crecimiento (Gupta et al.,
2016). Los datos encontrados, parecen indi-
car que la fibra de coco, la turba y el compost,
estan contribuyendo significativamente en el
enriquecimiento de la microbiota benéfica en
las mezclas de suelo inoculado con poblacio-
nes de solubilizadores de fésforo y fijadores de
nitrégeno. Probablemente las condiciones de
escases de nutrientes en el sustrato de coco
favorecen la seleccion de este tipo de microor-
ganismos benéficos (Filippidou et al., 2016).

Figura 1. Crecimiento de algunos hongos y bacterias aisladas de sustratos y aguas en sistema productivo
de Cannabis medicinal. A. UFC de hongos en Compost 2 b. UFC de hongos en fibra de coco c. UFC de
bacterias en mezcla de suelo inoculado d. UFC de bacterias en perlita e. Colonia de Aspergillus niger f.
Colonia de Penicillium roseomaculatum g. Colonia de Trichoderma longibrachiatum h. Colonia de Fusa-
rium oxysporum i. Colonia de Bacillus pumilus j. Colonia de Lysinibacillus sphaericus k. Colonia de Bacillus

aerius |. Colonia de Lysinibacillus fusiformis.
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Las muestras de Compost 1 y Compost 2, evi-
denciaron la mayor diversidad de hongos con
7 biotipos diferentes y la muestra de Compost
3, mostré la mayor diversidad de bacterias
con 6 biotipos caracterizados (Tabla 2 y Ta-
bla 3). Ya que el compostaje es un proceso
biolégico llevado a cabo por microorganis-
mos, estos hallazgos parecen ser coherentes
e indicadores de un proceso adecuado de

compostaje que esta favoreciendo la rique-
za de diferentes especies (Cao et al., 2019)
El mayor porcentaje de aislamientos obteni-
dos correspondié a Penicillium y Lysinibaci-
llus; organismos ubicuos, presentes en gran
diversidad de ambientes igual a lo descrito
por Christian et al., 2019, Yadav et al., 2017.).
(Tabla 2 y Tabla 3).

Tabla 1. Recuento de unidades formadoras de colonia en muestras de aguas y sustratos.

. Hongos Bacterias . Solubilizadores Fijadores
Muestra Unidades totales totales Actinos p N
Compost 1 UFC.g™" 4,97 x 108 - - - -
Compost 2 UFC.g™" 2,40 x 108 - - - -
Compost 3 UFC.g™" 3,15 x 104 1,24 x 108
Compost 4 UFC.100ml|™" 3,67 x 103 8,06 x 10° <100 1,4 x 106 > 10000
Perlita UFC.g™ <1000 6,33 x 105 - - -
Coco UFC.g™" 1,47 x 108 9,57 x 107 0 51x10° 1,23 x 107
Turba UFC.g™" 7,63 x 104 5,57 x 107 6,67 x 102 4,1 x 104 9,33x10°
Mezcla -
suelo inoculado UFC.g™" 8,88 x 104 6,7 x 107 0 3,00 x 108 3,93 x 106
Suelo
Bloque UFC.g™" 7,38 x 104 1,9x107 3,67 x 103 6,00 x 10° 1,49 x 107
produccién
AgUa -1 3 - - -
confinamiento UFC.100ml <10 3,57x10
Agua cruda UFC.100ml|™" <10 1,10 x 104 - - -

UFC.g™: Unidades formadoras de colonia por gramo de sustrato; UFC.100mI™: Unidades formadoras de colonia por
100 ml de suspension. Los datos corresponden a la media de tres repeticiones en tres ensayos repetidos en el tiempo.

En la muestra de Compost 1 se encontraron
7 biotipos de hongos filamentosos diferentes,
los cuales por caracterizacion molecular co-
rrespondieron a los géneros Cladosporium
sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Plectos-
phaerella sp., Rasamsonia sp., Geomyces
sp., entre otros. Estos son géneros de hongos
ubicuos, habitantes comunes de suelos. Solo
los aislamientos de Cladosporium sp. podrian
representar una amenaza potencial en caso
tal que fueran considerados patégenos en la
especie Cannabis sativa (Punja et al., 2019,
Punja et al., 2018)
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En ninguno de los sustratos, compost o sue-
los evaluados se aislaron biotipos de los gé-
neros Pythium sp., Rhizoctonia sp., Cercos-
pora sp., Sclerotinia sp., los cuales se han
reportado frecuentemente como patégenos
en plantas de Cannabis sativa (Punja et al.,
2019) y los cuales ademas eran considera-
dos las principales limitantes del cultivo en
evaluacion. Considerando que el compost
que se utiliza en sistema productivo se obtie-
ne a partir del procesamiento del material de
cosecha (hojas, tallos) de plantas enfer-
mas y/o sanas, este resultado indica que el
proceso de compostaje se estd haciendo
correctamente y que se esta cumpliendo con
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las fases que garantizan la calidad microbiol6-
gica del compost (De Corato, 2020). De igual
forma en la muestra Compost 3, cinco de los
6 biotipos aislados de bacterias fueron bacilos
Gram + esporulados lo cual es otro indicador
del correcto proceso de compostaje efec-
tuado en la finca (Tabla 3), Durante la etapa
termofilica de compostaje poblaciones
de bacterias patogenas (En su mayoria
Gram-) se reducen y solo aquellas capaces de
generar estructuras de resistencia como
endosporas (Gram+) sobreviven (Chand-
na et al, 2013). La presencia de bacilos
aerobios Gram + esporulados (BAFES) en las
muestras de Compost también podrian
estar relacionados con la aplicacion de algun
inoculante a base de Bacillus spp. que era de
comun uso en el sistema productivo evaluado.

La riqueza de hongos encontrados en la
muestra de compost 3 fue significativamente
mas baja que en las muestras de Compost
1 y Compost 2 (Tabla 2). En esta muestra
solo se encontraron dos morfotipos pertene-
cientes a los géneros Plectosphaerella sp. y
Aspergillus sp. (Tabla 2). La prevalencia de
Bacilos Gram + esporulados en la presen-
te muestra es un indicador mas del proceso
adecuado de compostaje como se ha men-
cionado anteriormente donde solo las bacte-
rias mesofilas que presenten estructuras de
resistencia o latencia pueden sobrevivir a las
etapas termofilicas de compostaje (Chandna
etal., 2013).

En la fibra de coco se aislaron biotipos que
por caracterizacion molecular pertenecen
a los géneros Penicillium sp., Aspergillus
sp. y Fusarium sp. Los biotipos del género
Penicillium evidenciaron una mayor con-
centracion (cercanos a los 6000 UFC.ml")
junto con el biotipo de Fusarium (cercano a
los 10.000 UFC.ml") en este sustrato con re-
specto a los otros biotipos aislados.

El género Fusarium sp. comprende una am-
plia variedad de especies no patogénicas
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que viven de forma saprofita en muchos am-
bientes (Karim et al., 2016). En esta misma
muestra se encontraron tres biotipos de bac-
terias Gram -, que por caracterizacion molec-
ular correspondieron a los géneros Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Cronobacter sp. y una
Gram +, Lysinibacillus sp. Un mismo com-
portamiento se encontré en la perlita, la cual,
a pesar de no mostrar la presencia de hon-
gos, evidenci6 la aparicién de tres morfotipos
caracteristicos de bacterias (Bacilo Gram +
esporulado, Bacilo Gram — y Coco Gram +).
Con la caracterizacion molecular de estos
aislamientos se encontré que correspondian
a bacterias de los géneros Bacillus sp.,
Staphylococcus sp. y Lysinibacillus sp.
(Tabla 3). Lo cual indica que se trata de un
sustrato que no representa una amenaza
desde el punto de vista fitosanitario para el
sistema productivo y por el contrario podrian
tener algun papel en el control biolégico de
patdgenos del suelo, como los descritos
para el género Bacillus sp. (Fira et al., 2018;
Villareal-Delgado et al., 2018).

En suelos recién inoculados con una mez-
cla de microorganismos benéficos (practica
comun en la finca de estudio) solamente se
encontraron tres biotipos de dos géneros de
hongos; Trichoderma spp. y Penicillum sp.
Este resultado parece indicar que la apli-
caciéon de organismos benéficos reduce de
forma drastica a otros microorganismos
del suelo lo cual ha sido descrito por otros
autores (Umadevi et al., 2018). Este es un
hallazgo importante que permite esclare-
cer la efectividad de la aplicacion de estos
bioproductos en el control de otros hongos
bajo el modelo evaluado. Asi mismo es un
indicador de la supervivencia de las
poblaciones de Trichoderma sp. en el suelo.
Es de resaltar que este género comprende
una amplia variedad de especies con activi-
dad biocontroladora, inductora de resistencia
y promotora de crecimiento (Nakkeeran et al.,
2018).
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En la misma muestra de suelo inocula-
do se encontraron biotipos de los géneros
Pseudomonas sp., Klebsiella sp. y Lysinibaci-
llus sp. los cuales no representan un problema
fitosanitario (Tabla 3). Sin embargo, su
presencia indica una mayor efectividad de
Trichoderma spp. para desplazar hongos, que
para desplazar bacterias.

En la muestra del suelo de produccion se
estableci6 por morfologia microscépica vy
molecular la presencia de aislamientos de
los géneros Fusarium sp., Trichoderma sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp. y Acremonium sp. (Tabla 2).
Es importante indicar que especies del gé-
nero Fusarium junto con Gibberella sp.y
Morteriella sp. son hongos dominantes en sue-
los con aplicaciones de fertilizantes basados
en NPK y que géneros como Cyphellophora
sp., Penicillium sp., Chloridium sp.,
Trichoderma sp. y Acremonium sp. incremen-
tan en suelos fertilizados (Ding et al., 2017). Lo
anterior se relaciond con la fertilizacion
quimica que se emplea en el sistema produc-
tivo para suplementar los sustratos y suelos
preparados; es importante resaltar, que a
pesar de que los sistemas de Cannabis en
general utilizan modelos de produccion
limpios y reducen las aplicaciones de
plaguicidas, al ser cultivos con una alta
rotaciéon y ciclos muy cortos (tres a
cuatro meses), es necesario suplementar los
sustratos con fertilizacién quimica (Bernstein
etal., 2019).

En las muestras de suelo de los lotes
de propagacion se aislaron colonias de
Fusarium solani, un patégeno frecuente-
mente reportado en Cannabis y causante de
marchitamiento y mal de talluelo (Punja,
2018; Punja et al., 2019). Sin embargo, la
frecuencia y el numero de unidades
formadoras de colonia encontradas, no
permitieron correlacionar su presencia con
el desarrollo de enfermedades en el cultivo.
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Este aspecto continla en evaluacion por el
equipo de investigadores de este proyecto.
Para el caso de las poblaciones bacteria-
nas se observaron aislamientos Gram +, con
morfologias microscoépicas de bacilos, cocos
y actinobacterias (Tabla 3). Los Bacilos Gram
+ esporulados aislados de la muestra pueden
provenir de las aplicaciones de Bioplaguicidas
a base de B. subtillis, B. amyloliquefaciens 'y
B. thuringiensis realizadas con frecuencia en
el cultivo.

En la muestra de turba, hubo crecimiento de
morfotipos del género Penicillium sp. (Tabla
2), lo cual resulta llamativo, dado que este
tipo de sustratos se venden como estériles,
sin embargo es posible que las condiciones
de almacenamiento o incluso preparacién fa-
cilite el desarrollo de organismos de tipo am-
biental como Penicillium sp., el no hallazgo de
patdgenos importantes en los cultivos como
Fusarium sp., Rhizoctonia sp. o Pythium sp.
causantes de “damping off” en las plantulas
(Mcpartland, 2019) genera tranquilidad so-
bre el uso de este tipo de sustratos. Se debe
destacar que en esta muestra fue la unica en
la cual fue posible aislar un biotipo de actino-
bacteria, estos son una fuente significativa de
compuestos antibidticos que pueden estar re-
gulando en el suelo poblaciones de bacterias
patdgenas Gram - (de Lima Procopio et al.,
2012).

En ninguna de las dos muestras de agua
hubo presencia de hongos filamentosos. En
la muestra de agua de la zona de produccion
de material vegetal, solamente se aislo, un
morfotipo correspondiente a un Bacilo Gram
+ esporulado, los cuales no son considerados
agentes fitopatdogenos. Este probablemente
esté asociado con empleo de Bioplaguidas a
base de especies de Bacillus sp. En la mues-
tra de agua cruda se caracteriz6 la presencia
de 4 morfotipos de Bacilos Gram +. Es co-
mun que en ambientes acuaticos inestables
con una disponibilidad escasa de nutrientes
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abunden bacterias Gram + aunque en me-
nor proporcion que bacterias Gram — (Cabral,
2010). En este sentido, ninguna de las mues-
tras de agua, es una fuente de contaminacién
de hongos fitopatdégenos y bacterias. Para el

caso del agua cruda, se realizo la caracteriza-
cion molecular de los morfotipos establecien-
do la presencia de los géneros Lysinibacillus
sp., Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (Tabla
3).

Tabla 2. Caracterizacion de biotipos de hongos aislados de sustratos*

Muestra Caracterizacién molecular Concentracion (UFC.g™")
Cladosporium sp. 2,05x10%
Cladosporium sp. 7,25 x 10*
Geomyces sp. 3,50x 10
Compost 1 Plectosphaerella cucumerina 1,50 x 10°
Phialemonium inflatum 3,35x 106
Geomyces sp. 2,00x 104
Geotrichum sp. 1,50 x 10°
Pseudogymnoascus sp. 4,00 x 104
Plectosphaerella cucumerina 1,30 x 108
Penicillium citreonigrum 3,50 x 10*
Compost 2 Pseudogymnoascus appendiculatus 2,50x 109
Geomyces pannorum 4,00 x 104
Aspergillus niger 1,00 x 104
Penicillium spinulosum 1,50 x 104
Plectosphaerella oligotrophica 3,55 x 104
Compost 3 . ]
Aspergillus fumigatus 1,50 x 103
Penicillium spinulosum 6,00 x 103
Aspergillus niger 4,00x 10°
Fibra de coco Penicillium roseomaculatum 7,00 x 104
Penicillium roseomaculatum 5,00 x 103
Fusarium fujikuroi 1,00x 10*
Penicillium sp. 1,00 x 10*
Turba Penicillium spinulosum 3,50 x 104
Pseudogymnoascus pannorum 2,00x 103
Trichoderma atroviride 1,00x 10*
M?:glcaul asélglo Penicillium amphipolaria 9,00 x 104
Trichoderma harzianum 5,00 x 103
Fusarium oxysporum 4,00x 10°
Trichoderma longibrachiatum 2,00 x 103
SuelodEquue Cladosporium sphaerospermum 1,65 x 10
produccion Penicillium bilaiae 4,50 x 10°
Acremonium aff. Curvulum 2,50x10°
Fusarium solani 2,50x10°

*Caracterizaciéon basada en secuencias parciales Its. Suplemento 1. UFC.g™": Unidades formadoras
de colonia por gramo de sustrato; UFC.100mI™: Unidades formadoras de colonia por 100 ml de sus-

pension
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Tabla 3. Caracterizacién de biotipos de bacterias aisladas de aguas y sustratos.

Muestra Caracterizacion molecular Concentracién (UFC.g™1)
Klebsiello pneumoniae 1,00 x 108
Enterobacter cloacae 5,33 x 108
Fibra de coco Cronobacter sakazakii 5,33 x 108
Lysinibacillus sp. 5,33 x 108
Lysinibacillus fusiformis 3,33x107
Pseudomonas sp. 4,00 x 108
Mezcla suelo inoculado Klebsiella pneumoniae 2,80 x 107
Pseudomonas sp. 1,33 x 108
Lysinibacillus sphaericus 2,00 x 106
Lysinibacillus fusiformis 1,33 x 108
Suelo Blogue de produccion Bacillus megaterium 5,00 x 108
Lysinibacillus fusiformis 1,00 x 108
Lysinibacillus fusiformis 1,57 x 108
Lysinibacillus fusiformis 9,00 x 10¢°
Lysinibacillus sp. 1,13 x 107
Turba Lysinibacillus fusiformis 2,37 x 107
Lysinibacillus fusiformis 5,90 x 108
Streptomyces griseoaurantiacus 5,00 x 10°
Bacillus aerius 8,00 x 10¢°
Lysinibacillus fusiformis 4,33 x 108
Compost 3 Bacillus cereus 3,33x 105
Bacillus subtilis 3,67 x 108
Lysinibacillus fusiformis 9,67 x 10¢°
Bacillus pumilus 1,00 x 107
Bacillus pumilus 6,2x 105
Perlita Staphylococcus pasteuri 4,00 x 104
Lysinibacillus fusiformis 2,30 x 10°
Agua confinamiento Lysinibacillus sp. 3,67 x 103
Lysinibacillus fusiformis <1000
Pseudomonas costantinii <1000
Agua cruda Lysinibacillus sp. 2,50 x 103
Lysinibacillus fusiformis 3,00 x 103
Rhizobium pusense 1,50x 103

* Caracterizacion basada en secuencias parciales Its. Suplemento 1. UFC.g™": Unidades formadoras de colonia por
gramo de sustrato; UFC.100ml™: Unidades formadoras de colonia por 100 ml de suspension.
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Los microorganismos presentes, en las
muestras de suelo, tanto bacterias como
hongos, se encuentran en concentraciones
significativamente altas y presentan una
amplia diversidad en la rizosfera. Esto
demuestra que esta zona esta influencia-
da por una intensa asociacién de la activi-
dad microbiana con las raices de las plantas
(Fincheira y Quiroz, 2018).

Los exudados de la planta determinan o
modifican la comunidad microbiana a lo lar-
go del sistema de raices y estos a su vez
secretan diversos metabolitos no volati-
les con efectos beneficiosos que incluyen
promocién del crecimiento de las plantas
produciendo fitohormonas, o mejorando la
biofertilizacion y promoviendo la reduccion
del estrés abidtico y bidticos induciendo
resistencia a las plantas o por antibiosis. Por
su parte, existen suelos supresivos donde no
ocurre la enfermedad, aunque esté presente
el patdgeno. Algunos autores reportan que
bacterias de la familia Pseudomonadaceae,
son mas abundantes en suelos supresores.
Asi mismo se han identificado estreptomice-
tos capaces de producir sustancias volatiles
quimicamente diversas (COV) con actividad
antifingica y con propiedades promotoras
del crecimiento vegetal (Braga et al., 2016).

La presencia de bacterias promotoras de
crecimiento de las plantas (PGPR) de los
géneros Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Lysinibacillus sp. y Rhizobium sp. en
diferentes tipos de muestras del cultivo
evaluado sugiere una alternativa prometedo-
ra a los fertilizantes quimicos en este sistema
productivo. Estas bacterias pueden promo-
ver el crecimiento y desarrollo de las plantas
a través de varios mecanismos, tales como:
fijacién de nitrégeno atmosférico, produccion
de sideroforos (los sideréforos quelatan el
hierro para estar disponible para la raiz de la
planta), solubilizacion de minerales (particu-
larmente fosforo), produccion de sustancias
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promotoras del crecimiento de las plantas
(como auxinas, citoquininas, giberelinas)
y la sintesis de varios otros compuestos
promotores del crecimiento (por ejemplo,
enzimas), asi mismo estimulan el alarga-
miento de los sistemas radiculares, forma-
cion de raices laterales y adventicias, pelos
radiculares y pelos radiculares ramificados,
juega un papel importante en la mejora de
crecimiento y rendimiento de cultivos en
diversas condiciones ambientales y del suelo
(Pagnani et al., 2018).

CONCLUSIONES

La alta diversidad de microrganismos bené-
ficos observados en el sistema de Cannabis
indica la bondad del modelo de produccion
organico tipico en estos cultivos y permite
inferir que las interacciones benéficas tienen
un gran potencial para la prevencion y manejo
de plagas en este tipo de sistemas productivos.

No se encontr6 en ninguna de las mues-
tras analizadas: suelos, sustratos, compost
0 aguas, provenientes de diferentes fases
de produccién del cultivo de Cannabis la
presencia de microorganismos patége-
nos, que pudieran explicar la incidencia de
enfermedades dentro del cultivo; lo que indi-
ca, que el compost proveniente de residuos
de la misma plantacion y que los sustratos
que se adicionan al suelo (perlita y fibra de
€0Co0), no representa riesgos sanitarios para
la produccion.

Se encontraron altas poblaciones de solubili-
zadores de fésforo y fijadores de nitrégeno en
las muestras de perlita y fibra de coco, lo que
permite indicar que estos sustratos favorecen
poblaciones benéficas en sustratos y suelos.

Se observd que en suelos tratados con
Trichoderma spp. se presenta una menor can-
tidad de biotipos de hongos, lo cual confirma
su papel como regular de las poblaciones de
patdgenos del suelo.
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