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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Pardmetros fisiolégicos, curva de extraccion de nutrientes y rendimiento de tres
variedades de Cannabis sativa L. sembradas en suelo y sustrato

Cannabis sativa L. es en la actualidad, de las tres especies de Cannabis, la que ha
despertado mayor interés por parte de investigadores y productores debido a sus multiples
usos, destacando entre todos el medicinal. En el afio 2016, Colombia se convirtio en el
cuarto pais de América Latina en legalizar el Cannabis con fines medicinales y cientificos,
lo que ha promovido la constitucion de nuevas empresas con el fin de obtener productos
aprovechables de esta planta. Sin embargo, dado el historial ilegal de la especie, hay muy
poca informacion con relacién a su manejo agronémico bajo las condiciones de Colombia.
Asi entonces uno de los principales factores a determinar es el medio de establecimiento
Optimo del cultivo. Por lo tanto, el objetivo de la investigacion fue determinar los parametros
fisiologicos, la curva de extraccion de nutrientes y el rendimiento de tres variedades de
Cannabis sativa L. cultivadas en suelo y sustrato. Para dar cumplimiento al objetivo, la
experimentacion se llevé a cabo en la finca ElI Candil, lote Guacachica, la Conejera,
Bogota, Colombia (4°47'02,6" N, 74°06'10,9" O). Se establecié un experimento con un
disefio en bloques en parcelas divididas. Se sembraron tres variedades de Cannabis
medicinal no psicoactivo (Souce Cauca, Higthcol y Calotoweed), las cuales cuentan con
registro ICA y fueron proporcionadas por la compafiia Medcolcanna, en condiciones de
suelo (propio del invernadero, textura francoarcillosa) y sustrato (Sustracoco Germiplus®),
para un total de seis tratamientos que correspondieron a la interaccion entre las variedades
y el medio de produccion. Antes de la siembra se realiz6 un andlisis de los pardmetros
fisicoquimicos del suelo y del sustrato. Se evaluaron la fenologia y grados dia para etapas
fenoldgicas principales, parametros relacionados con el rendimiento fotosintético de la
planta, contenido nutricional completo en etapas clave, curvas de extraccion de nutrientes
foliar, componentes de rendimiento y rendimiento en términos de flor seca y potencia de
dos cannabinoides principales. Como resultado se realiz6 un ajuste a la escala fenoldgica
reportada para céfiamo, con el fin de obtener los estadios fenoldgicos principales y
secundarios para Cannabis medicinal dioico femenino. Se obtuvieron en total cinco
estadios fenolégicos principales y basados en la codificacion BBCH, nueve cddigos
individuales los cuales se adaptan perfectamente a las condiciones de suelo y sustrato.
Con esta informacion se pudo determinar que las plantas de sustrato presentaron un ciclo
significativamente mas corto en dias comparado con las plantas de suelo (p<0,01), lo que
en consecuencia generd que en términos de grados dia el resultado fuera similar. Asi
entonces, las plantas de sustrato acumularon menor cantidad de grados dia (entre 1367 a
1487 aprox.) comparado con las de suelo (entre 1487 a 1641 aprox.). Se pudo determinar
gue el sustrato retiene mayor cantidad de iones nutricionales a lo largo del ciclo del cultivo
comparado con el suelo. Respecto al contenido de macro y micronutrientes, fue posible
establecer que el nitrégeno (N), en sustrato, redujo su contenido foliar hasta niveles
inferiores al minimo reportado (<3,20%). El potasio (K) también disminuyé hasta niveles
cercanos al 2% vy el fosforo (P) aumenté a niveles cercanos al 0,85%, generando una
relacion N:P y K:P mas baja. El magnesio (Mg) estuvo por encima de los niveles maximos
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reportados (>0,61%) y el azufre (S) no presenté variaciones significativas en el tiempo, sin
embargo, estuvo por debajo del limite minimo reportado (<0,16%). En suelo el contenido
de N, Ky calcio (Ca) disminuyé a través del tiempo, pero nunca estuvo en condiciones
deficitarias. Tanto en suelo como en sustrato el contenido de hierro (Fe), cobre (Cu),
manganeso (Mn) y zinc (Zn) estuvo por encima de los maximos niveles reportados, pero
con diferencias entre suelo y sustrato (p<0,05). Con las curvas de extraccién foliar fue
posible determinar que el orden de extraccion de los macronutrientes en suelo y sustrato
fue N>Ca>K>Mg>P>S. Para los micronutrientes la extraccion foliar en suelo en el orden
de extraccion fue Fe>Na>Zn>B>Mn>Cu. Sin embargo, en sustrato no fue clara una
tendencia del comportamiento de los micronutrientes, pues fue variable entre variedades.
En las variables fisiol6gicas se encontré que, en sustrato, después de iniciada la etapa de
floracion hubo una reduccién en la eficiencia cuantica potencial del PSIl (0,6), la tasa de
transporte de electrones (0,32) y el rendimiento cuantico fotoquimico (18). En suelo los
valores para estas variables se mantuvieron cerca al 6ptimo reportado para Cannabis. En
sustrato fue mas baja la conductancia estomatica (<500 mmol H,O m?s) y mas alta la
temperatura foliar (28°C) respecto a lo obtenido en suelo. Para el contenido relativo de
clorofilas, luego de los 50 dias después del trasplante, en sustrato los valores fueron
menores a 40 SPAD y en suelo por encima de 50 SPAD. El &rea foliar y la distribucion de
materia seca en los 6rganos de la parte aérea fue mas baja en sustrato que en suelo con
diferencias significativas entre ellos (p<0,001). Finalmente, respecto al rendimiento fue
posible establecer que los componentes de rendimiento permiten predecir los resultados
de rendimiento final. En general, estos componentes fueron significativamente mas bajos
en las plantas de sustrato que en las de suelo. El rendimiento en flor seca fue mucho mas
alto en las variedades Souce Cauca (247,83 g/planta) y Higthcol (173,65 g/planta) en
suelo, pero presentaron menor porcentaje de cannabidiol (11,11% y 10,76%,
respectivamente). En sustrato, tuvieron menor rendimiento de flor seca (122,30 g/planta
para Souce Caucay 114,44 g/planta para Higthcol) pero mayor contenido de cannabidiol
(11,52% para Souce Cauca y 12,61% para Higthcol). Calotoweed en sustrato presento el
mayor rendimiento de flor seca (168,69 g/planta) y la mayor potencia o contenido de
cannabidiol (10,08% de CBD). En términos de gramos de cannabidiol por planta las que
obtuvieron el mayor rendimiento de flor seca, fueron las que presentaron el mayor
rendimiento final de cannabinoides. El rendimiento en términos de produccién de CBD
anual fue mas alto en Souce Cauca y Higthcol en suelo (86,71 y 61,46 g/planta/afio,
respectivamente), y Calotoweed en sustrato (55,93 g/planta al afio). En este trabajo es
posible mostrar el impacto del medio de cultivo en Cannabis sativa L. sobre las variables
fisiolégicas y nutricionales directamente implicadas en el rendimiento de las plantas y
genera bases para la toma de decisiones sobre las condiciones de establecimiento de este
cultivo bajo invernadero con propdésitos investigativos o productivos.

Palabras clave: Suelo, fibra de coco, cannabinoides, escala fenoldgica, fisiologia del
Cannabis, rendimiento flor seca, curva de extraccién de nutrientes.
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Abstract

Physiological parameters, nutrient extraction curve and yield of three varieties of
Cannabis sativa L. cultivated in soil and substrate

Cannabis sativa L. is currently, of the three Cannabis species, the one that has aroused
the greatest interest on the part of researchers and producers due to its multiple uses,
highlighting among all the medicinal ones. In 2016, Colombia became the fourth country in
Latin America to legalize Cannabis for medicinal and scientific purposes, which has
promoted the establishment of new companies to obtain usable products from this plant.
However, given the illegal history of the species, there is very little information regarding its
agronomic management under Colombian conditions. Thus, one of the main factors to be
determined is the optimum establishment medium for the crop. Therefore, the objective of
the research was to determine the physiological parameters, the nutrient extraction curve
and the yield of three varieties of Cannabis sativa L. grown in soil and substrate. The
experimentation was carried out at EI Candil farm, Guacachica lot, La Conejera, Bogota,
Colombia (4°47'02.6" N, 74°06'10.9" W). An experiment with a split-plot block design was
established. Three varieties of non-psychoactive medicinal Cannabis (Souce Cauca,
Highcol and Calotoweed) were planted, which have ICA registration and were provided by
the Medcolcanna company, under soil conditions (typical of the greenhouse, clay loam
texture) and substrate (Sustracoco Germiplus®), for a total of six treatments that
corresponded to the interaction between the varieties and the production medium. Before
sowing, an analysis of the physicochemical parameters of the soil and the substrate was
carried out. The phenology and degree days for main phenological stages, parameters
related to the photosynthetic performance of the plant, complete nutritional content in key
stages, foliar nutrient extraction curves, yield and yield components in terms of dry flower
and power of two major cannabinoids were evaluated. As a result, an adjustment was made
to the phenological scale reported for hemp, in order to obtain the main and secondary
phenological stages for female dioecious medicinal Cannabis. A total of five main
phenological stages were obtained and based on the BBCH coding, nine individual codes
which perfectly adapt to the soil and substrate conditions. With this information it was
possible to determine that the substrate plants presented a significantly shorter cycle in
days compared to the soil plants (p<0.01), which consequently generated that in terms of
degree days the result was similar. Thus, the substrate plants accumulated fewer degree
days (between 1367 and 1487 approx.) compared to the soil plants (between 1487 and
1641 approx.). It was possible to determine that the substrate retains a greater amount of
nutritional ions throughout the crop cycle compared to the soil. Regarding the macro and
micronutrient content, it was possible to establish that nitrogen (N) in the substrate reduced
its foliar content to levels below the minimum reported (<3.20%). Potassium (K) also
decreased to levels close to 2% and phosphorus (P) increased to levels close to 0.85%,
generating a lower N:P and K:P ratio. Magnesium (Mg) was above the maximum reported
levels (>0.61%) and sulfur (S) did not present significant variations over time, however, it
was below the minimum reported limit (<0.16%). In soil, the content of N, K and calcium
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(Ca) decreased over time, but it was never in deficient conditions. Both in the soil and in
the substrate, the content of iron (Fe), copper (Cu), manganese (Mn) and zinc (Zn) was
above the maximum levels reported, but with differences between soil and substrate
(p<0.05). With the foliar extraction curves it was possible to determine that the order of
extraction of macronutrients in soil and substrate was N>Ca>K>Mg>P>S. For
micronutrients, foliar extraction in the soil in the order of extraction was
Fe>Na>Zn>B>Mn>Cu. However, in the substrate, a trend in the behavior of micronutrients
was not clear, since it was variable between varieties. The physiological variables, it was
found that, in the substrate, after the flowering stage began, there was a reduction in the
potential quantum efficiency of PSII (0.6), the electron transport rate (0.32) and the
photochemical quantum yield. (18). In soil, the values for these variables remained close
to the optimum reported for Cannabis. In substrate, stomatal conductance was lower (<500
mmol H.O m2s) and leaf temperature was higher (28°C) compared to obtained in soil. For
the relative content of chlorophylls, after 50 days after the transplant, in the substrate the
values were less than 40 SPAD and in soil above 50 SPAD. The leaf area and the
distribution of dry matter in the organs of the aerial part were lower in substrate than in soil,
with significant differences between them (p<0.001). Finally, regarding performance, it was
possible to establish that the performance components allow predicting the final
performance results. In general, these components were significantly lower in substrate
plants than in soil plants. The dry flower yield was much higher in Souce Cauca (247.83
g/plant) and Highcol (173.65 g/plant) varieties in soil, but they presented a lower
percentage of cannabidiol (11.11% and 10.76 %, respectively). In substrate, it had a lower
dry flower yield (122.30 g/plant for Souce Cauca and 114.44 g/plant for Highcol) but higher
cannabidiol content (11.52% for Souce Cauca and 12.61% for Highcol). Calotoweed in
substrate presented the highest dry flower yield (168.69 g/plant) and the highest potency
or cannabidiol content (10.08% CBD). In terms of grams of cannabidiol per plant, those
that obtained the highest dry flower yield were the ones that presented the highest final
yield of cannabinoids. The yield in terms of annual CBD production was higher in Souce
Cauca and Highcol in soil (86.71 and 61.46 g/plant/year, respectively), and Calotoweed in
substrate (55.93 g/plant per year). In this work it is possible to show the impact of the culture
medium in Cannabis sativa L. on the physiological and nutritional variables directly involved
in the performance of the plants and generates bases for decision making on the conditions
of establishment of this crop under greenhouse with research or production purposes.

Keywords: Soil, coconut fiber, cannabinoids, phenological scale, Cannabis physiology,
dry flower yield, nutrient extraction curve.
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Introduccion

Entre todos los géneros pertenecientes a la familia Cannabaceae, Cannabis sativa (C.
sativa) ha despertado un especial interés entre el publico por sus efectos psicoactivos
(Hartsel et al., 2016). La plasticidad genética del Cannabis ha hecho que sea dificil de
catalogar, y todavia hay una discusion en curso sobre su clasificacion adecuada (Bonini et
al., 2018). En 1737, Carl Linnaeus el padre de la taxonomia moderna describi6 a C. sativa
COmo un género compuesto por una sola especie, C. sativa (Linnaeus, 1800). Sin embargo,
Jean-Baptiste Lamark, al ver diferencias basadas en tamario, forma, estructura de la hoja
y efectos psicoactivos, clasificé los cultivares procedentes de la India como una especie
diferente (Lamarck, 1811). Mas adelante Janischevsky revisé el punto de vista politipico
(multiples especies) cuando reconocié que plantas rusas locales no se ajustaban a las
caracteristicas de C. sativa o C. indica, creando la denominacién de C. ruderalis (Small,
1975) y dividi6é el género en tres especies distintas, C. sativa L., C. indica Lam., y C.
ruderalis Janisch (Hartsel et al., 2016).

Segun la American Herbal Pharmacopeia, C. sativa se usa principalmente para fibra y
semilla (Upton et al., 2014). Sin embargo, dados los multiples usos, la siembra de Cannabis
en muchos paises en la actualidad tiene un nuevo enfoque, el medicinal (Gallo-Molina et
al., 2019). El Cannabis medicinal puede ser abundante en el ingrediente psicoactivo delta-
9-tetrahidrocannabinol (THC), sin embargo, dadas las restricciones legales, el Cannabis
moderno se ha cultivado selectivamente para producir niveles bajos de THC y altos niveles
de fibra, semillas y, mas recientemente, cannabidiol (CBD). La mayor parte de la Union
Europea y Canada han reconocido el valor del Cannabis y han definido un limite legal de
0,3% de THC en el material vegetal seco (Small y Marcus, 2003). Aunque alrededor del
mundo se produce Cannabis con fines medicinales, recreativos o industriales (Khajuria et
al., 2020), fue tan solo hasta el afio 2016 que Colombia se convirtié en el cuarto pais de
America Latina en legalizar el Cannabis con fines medicinales y cientificos, siendo una
produccion enmarcada en la Ley 1787 de 2016, la cual permite el registro y uso cientifico
o medicinal de materiales ya validados mediante pruebas de evaluacion agronémica (PEA)
(Rodriguez-Yzquierdo et al., 2020). Desde ese momento, y en los préximos afios, se
espera un aumento del cultivo de C. sativa adaptados a los marcos regulatorios en
Colombia y todo el mundo, que puedan promover la constitucién de nuevas empresas y
explotar productos obtenibles del Cannabis (Burgel et al., 2020). Dado lo anterior, el cultivo
de Cannabis medicinal en Colombia enfrenta varios desafios agronémicos relacionados
con manejos a nivel del uso del suelo, la nutricion mineral, la densidad de siembra, la luz,
las podas, el manejo integrado de plagas y enfermedades, factores que afectan la
productividad, calidad y los costos de produccién (Magagnini et al., 2018).
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En algunos paises, las investigaciones sobre los requerimientos agronémicos del
Cannabis medicinal han avanzado en los ultimos afios (Plecas y Diplock, 2007; Burgel et
al., 2020; Khajuria et al., 2020). Uno de los principales factores a determinar es el medio
de establecimiento del cultivo. En Canada, el cultivo de Cannabis en suelo generalmente
ocurre extramuros en lugares como bosques, parques nacionales o tierras agricolas
privadas (Plecas y Diplock, 2007). El cultivo hidropoénico, por el contrario, se realiza en
sustratos especificos y requiere instalaciones mas sofisticadas que controlen los niveles
de luz, la temperatura y el suministro de nutrientes. La mayoria de los cultivos de C. sativa
con fines medicinales o de investigacion se producen en entornos controlados, como
invernaderos e instalaciones interiores, que utilizan sistemas de cultivo sin suelo, como
sustratos de lana de roca y turba, fertilizados con fuentes de sintesis quimica (United
Nations, 2006; Farag y Kayser, 2015). Con este método se obtienen mejores resultados
en el ciclo del cultivo hasta la cosecha (Chadillon-Farinacci et al., 2013; Chadillon-Farinacci
et al., 2015), de esta manera las condiciones de produccién son determinantes en la
eficacia del cultivo. La reduccion del ciclo del cultivo permite obtener mayores cosechas al
afio debido a la maodificacion de la fisiologia de la planta y esto estd a su vez relacionado
con el manejo de la zona de raices (Yep et al., 2020), el cual es de gran importancia para
el éxito de muchos cultivos bajo invernadero (Heller et al., 2015; Clark y Zheng, 2017; Raviv
etal., 2019; Zheng, 2020); sin embargo, en C. sativa frecuentemente no se considera como
un factor que afecte el desarrollo y rendimiento del cultivo.

La agricultura mundial ha cambiado drasticamente en las Ultimas décadas, y este cambio
continda, ya que las fuerzas impulsoras de estos cambios aun estan presentes (Barret et
al., 2016). La demanda de cultivos floricolas, incluidas las flores cortadas, las plantas en
maceta y las plantas de parterre, también ha crecido de forma dramética (Raviv et al.,
2019). El resultado de estas tendencias fue la expansion del uso de una amplia variedad
de sistemas de cultivo protegido, que van desde las pantallas o cubiertas de pelicula
plastica hasta los invernaderos completamente controlados (Blok et al., 2009). Inicialmente
esta produccién se realizaba enteramente en el suelo que habia sido modificado para
permitir un buen drenaje. Dado que los costos de produccion del cultivo protegido son mas
altos que los de la produccion al aire libre, los productores tuvieron que aumentar la
intensidad de su produccion para seguir siendo competitivos (Bar-Tal, 1999). Esto se logré
mediante varias técnicas; entre ellas se destaca el rapido aumento de la produccién sin
suelo en relacion con la produccion total de cultivos agricolas. La causa principal del
abandono del uso del suelo fue la proliferacion de patégenos transmitidos por este medio
de cultivo en los invernaderos de produccion intensiva. Se sustituy0 la tierra por diversos
sustratos, como lana de roca, poliuretano, perlita, escoria, entre otros, ya que estan
practicamente libres de plagas y enfermedades debido a sus procesos de fabricacion
(Evans y Gachukia, 2004).

El cambio continuo hacia el cultivo sin suelo también se debe al hecho de que en estos es
posible tener un mejor control sobre varios factores importantes, lo que lleva a un mejor
rendimiento de la planta (Barret et al., 2016). Las caracteristicas fisicas e hidraulicas de la
mayoria de los sustratos son superiores a las de los suelos (Raviv et al., 2019). Una planta
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gue crece en el suelo experimenta una disponibilidad de agua relativamente alta
inmediatamente después del riego. En este momento, los macroporos se llenan de agua y
luego se da un drenaje relativamente lento que va acompafiado de la entrada de aire en
los macroporos del suelo (Raviv y Blom, 2001). El oxigeno, que consumen las raices de
las plantas y la microflora del suelo, se repone a un ritmo que puede ser mas lento que la
demanda de las plantas. Cuando se drena y se evapora suficiente agua, la porosidad del
suelo es tal que el oxigeno atmosférico se difunde hacia la zona de las raices (Raviv et al.,
2019). Al mismo tiempo, algo de agua es retenida por el aumento gradual de las fuerzas
de la matriz del suelo, de modo que la planta tiene que invertir una cantidad considerable
de energia para absorber agua suficiente y asi compensar las pérdidas por transpiraciéon
debidas a la demanda atmosférica (Murray et al., 2004). La mayoria de los sustratos, por
otro lado, permiten una optimizacion simultdnea de las disponibilidades de agua y oxigeno.
Las fuerzas de matriz que retienen el agua en los sustratos son mucho méas débiles que
en el suelo (Abad et al., 2005). En consecuencia, las plantas que crecen en medios porosos
a la capacidad del contenedor o cerca de ella requieren menos energia para extraer agua.
Al mismo tiempo, una fraccién significativa de los macroporos esta llena de aire y la tasa
de difusién de oxigeno es lo suficientemente alta como para que las plantas no
experimenten un riesgo de deficiencia de oxigeno, como el que experimentan las plantas
gue crecen en un suelo cerca de la capacidad de campo (Raviv y Blom, 2001). Otro factor
es que la disponibilidad de nutrientes para las raices de las plantas se puede manipular y
controlar mejor en el cultivo sin suelo que en la mayoria de los suelos cultivables (Maher
et al., 2008).

El cultivo en suelo o sustrato puede generar modificaciones en la dinamica fotosintética de
las plantas (Takahashiy Badger, 2011). La fotosintesis juega un papel fundamental en el
crecimiento y rendimiento de las plantas de Cannabis, ya que existe una estrecha
correlacion entre la productividad de las plantas y sus tasas fotosintéticas en un entorno
determinado (Lefsrud et al., 2019). La fotosintesis se define como el conjunto complejo de
reacciones mediante las cuales las células vegetales y fototréficas recolectan, transfieren
y almacenan energia luminosa como potencial quimico en los enlaces de carbono de los
carbohidratos (Cooper y Hausman, 2004; Takahashi y Badger, 2011). La fotosintesis
ocurre dentro del cloroplasto, un organulo plastido que contiene clorofila y se dedica a la
produccién de energia (Cooper y Hausman, 2004; Mishra, 2004). Las reacciones de
fotooxidacion-reduccién generadoras de energia de la fotosintesis ocurren en la membrana
tilacoidal (Cooper y Hausman, 2004; Park y Runkle, 2008) donde estan los complejos de
proteinas que permiten el transporte de electronesy la sintesis de las moléculas portadoras
de energia NADPH y ATP, que van al ciclo de Calvin. Destacan entre estos los dos
principales centros fotosintéticos de reaccion a la luz, los complejos fotosistema |y Il de
proteina de membrana (PSI y PSIl) (Cooper y Hausman, 2004). Por lo tanto, entender y
comprender este proceso en las plantas de Cannabis sera un aspecto clave bajo cualquier
condicion ambiental o de produccion que sea modificada.

De otro lado, algunos autores han encontrado que las condiciones ambientales o algunos
factores propios del establecimiento del cultivo pueden contribuir a cambios en la fenologia
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de las plantas (Ilgwe et al.,, 2019). La fenologia se define como el estudio de la
sincronizacion de eventos biolégicos recurrentes, las causas de su sincronizaciéon con
respecto a las fuerzas bidticas y abidticas, y la interrelacion entre fases de la misma o
diferente especie (Leith, 1974); y se ha usado para determinar la interaccion de los
componentes estructurales/funcionales de las plantas con el medio ambiente (Walker et
al., 2001). Aungue en Cannabis tipo caflamo se han establecido etapas fenolégicas claras
(Farag y Kayser, 2017; Mishchenko et al., 2017; Rimon et al., 2017; Spitzer-Rimon et al.,
2019), deben ser estudiadas y establecidas en Cannabis medicinal, lo que sugiere una
oportunidad de investigacion clara y es la base para la comprension de la interaccion
genotipo por ambiente. Se ha demostrado que los factores abiéticos y bioticos, incluida la
quimica del suelo y la humedad del suelo, influyen en la fenologia de las plantas de
Cannabis, encontrando que las plantas que crecen en suelos propensos a la sequia
florecen antes que las que crecen en suelos no secos (Sakaguchi et al., 2019). Los
cambios en la fenologia de las plantas tienen relevantes implicaciones para la reproduccion
de las plantas (Kudo y Cooper 2019), por lo tanto, es indispensable determinar cémo las
diferencias en el medio de cultivo pueden interferir con las etapas fenoldgicas de las
plantas de Cannabis.

Adicionalmente, se ha encontrado que las condiciones propias del medio de cultivo pueden
interferir con la disponibilidad de nutrientes y toma por parte de las raices de las plantas
de Cannabis (Trancoso et al., 2022). Esto a su vez podria tener una implicacién directa en
el rendimiento de fitocannabinoides y flores (Coffman y Gentner, 1977; Trancoso et al.,
2022). Mientras que algunos estudios informan que un aumento en el contenido de
macronutrientes podria resultar en un aumento en la produccién de inflorescencias y
fitocannabinoides (Shiponi y Bernstein, 2021), otros han reportado que la mayor
disponibilidad de NPK disminuye el THC y otros fitocannabinoides en las inflorescencias
(Bernstein et al., 2019; Saloner et al., 2021). Sin embargo, los requerimientos nutricionales
de las plantas basados en una curva de extraccion de nutrientes no han sido determinados
en plantas de Cannabis medicinal sembradas en distintos medios de cultivo. Por lo tanto,
es necesario desarrollar practicas investigativas para evaluar como la disponibilidad
nutricional, la disponibilidad de agua, el tiempo de aplicacién de fertilizantes, las fuentes
fertilizantes, la toma de fertilizantes por parte de las plantas y otras metodologias de
manejo podrian influir en dltima instancia en los rendimientos de fitocannabinoides para
diferentes genotipos (Trancoso et al., 2022)

Finalmente, de acuerdo con un metaanalisis realizado por Backer et al. (2019), el medio
de establecimiento de cultivo puede tener una implicacion en el rendimiento y biosintesis
de cannabinoides, pues cada uno de estos procesos dependen de muchos factores. Se ha
caracterizado gran parte de la via biosintética central de los cannabinoides (Taura et al.,
1996; Gagne et al., 2012), encontrando que el proceso inicia en la sintesis del acido
cannabigerdlico (CBGA) (Luo et al., 2019), y por lo tanto cualquier modificacion sobre este
acido carboxilico tendra implicaciones directas en el rendimiento de fitocannabinoides
(Booth y Bohlmann, 2019). Asi entonces, la proporcion de cannabinoides producidos en
condiciones de suelo y sustrato debe estudiarse ain mas para definir el medio de cultivo
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ideal para las plantas de Cannabis. Aunque el Cannabis contiene més de 200 metabolitos
secundarios, incluidos terpenos y &cidos fendlicos (Andre et al., 2016), las propiedades
medicinales se atribuyen principalmente a los cannabinoides, que contienen fracciones de
alquilresorcinol y monoterpeno en sus moléculas (Khajuria et al., 2020). Se han aislado
mas de 100 cannabinoides de Cannabis sativa hasta la fecha, que incluyen principalmente
A9-tetrahidrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD), cannabicromeno, acido cannabindlico,
acido cannabigerdlico, 4&cido cannabicroménico, acido cannabinodidlico 'y
tetrahidrocannabivarina (Hanus et al., 2016). La mayoria de las actividades medicinales y
farmacolégicas se han estudiado con el cannabinoide psicoactivo, el THC, y recientemente
con el cannabinoide no psicoactivo, el CBD, lo que llevo a la introduccion del primer
farmaco derivado del Cannabis aprobado por la FDA para la epilepsia grave (Mullard,
2019).

Asi entonces, se plantea la hip6tesis de que los efectos del medio de establecimiento sobre
la zona de raices son determinantes del crecimiento, del comportamiento fisiologico,
potenciay el rendimiento de C. sativa; sin embargo, esto no se ha investigado previamente,
pues los cultivadores comerciales de la industria del Cannabis todavia se refieren a la
existencia de informacion poco confiable, dada la falta de articulos revisados por pares
sobre la produccion de Cannabis (Lefsrud et al., 2019) y este conocimiento es alin mas
limitado en paises con poca experiencia en el cultivo de Cannabis como Colombia. Por tal
motivo, el objetivo de este estudio fue determinar algunos parametros fisiolégicos, la curva
de extraccion de nutrientes foliar, el rendimiento y el contenido de cannabinoides de tres
variedades no psicoactivas de Cannabis sativa L. cultivadas en suelo y sustrato bajo
condiciones de invernadero en la Sabana de Bogota.

El documento se divide en cuatro capitulos, cada uno de los cuales responden a los
objetivos propuestos de la investigacion y se elaboraron como un compendio de cuatro
articulos. En la primera parte se hace un ajuste a la escala fenoldgica propuesta por
Mediavilla et al. (1998) y Mischenko et al. (2017) para cafamo con el fin de obtener el
compendio de estadios fenoldgicos bajo la codificacion BBCH para Cannabis medicinal
dioico femenino. Con la escala ajustada, se presenta la medicién en dias y grados dia de
desarrollo para las variedades sembradas en suelo y sustrato con el fin de evidenciar
diferencias en el ciclo fenoldgico de las plantas bajo los dos medios de cultivo. En la
segunda parte se realiza una evaluacién nutricional de las plantas objeto de estudio en
suelo y sustrato a partir de la determinacion nutricional foliar completa. Con esta
informacion y el peso seco de los tejidos foliares, se determinan las curvas de extraccion
de nutrientes foliar de macro y micronutrientes para cada variedad tanto en suelo como
sustrato. Posteriormente, en el siguiente capitulo, se hace una evaluacién a nivel fisiol6gico
determinando variables relacionadas con el rendimiento fotosintético y distribucion de
fotoasimilados como el rendimiento cuantico potencial del PSIl, el Quenching no
fotoquimico, la conductancia estomatica, el contenido de relativo de clorofilas, el area foliar
y la distribucién de materia seca. Finalmente se hace la determinacion de los componentes
de rendimiento (cuantitativos y cualitativos) y rendimiento en términos de flor seca y
porcentaje de cannabinoides (THC, CBD). Los resultados presentados en cada uno de los
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capitulos, al final se integran en un modelo del comportamiento fisiolégico de las plantas
de Cannabis sativa L. sembradas en condiciones de suelo y sustrato que puede ser
utilizado como base para futuras investigaciones sobre esta planta.
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1.0bjetivos

1.1 Objetivo general

Determinar los parametros fisiolégicos, la curva de extraccion de nutrientes y el
rendimiento de tres variedades de Cannabis sativa L. (Souce Cauca, Higthcol y

Calotoweed) cultivadas en suelo y sustrato.

1.2 Objetivos especificos

»= Determinar la fenologia y grados dia de crecimiento de tres variedades de Cannabis
sativa L. cultivadas en suelo y sustrato.

= Determinar los pardmetros fisioldgicos relacionados con el rendimiento fotosintético
de tres variedades de Cannabis sativa L. cultivadas en suelo y sustrato.

» Determinar la curva de extraccion foliar de macro y micronutrientes de tres
variedades de Cannabis sativa L. cultivadas en suelo y sustrato.

= Determinar los componentes de rendimiento, el rendimiento y el contenido de
cannabinoides en tres variedades de Cannabis sativa L. cultivadas en suelo y

sustrato.






2.Establecimiento de los estadios fenolégicos
para Cannabis sativa L. medicinal vy
determinacidon de los grados dia en tres
variedades sembradas en suelo y sustrato

2.1 Resumen

La produccion de Cannabis con fines medicinales y recreativos es una industria en
expansioén en varios paises del tropico dadas las Ultimas regulaciones legales. Sin
embargo, no hay informacion sobre el efecto del sustrato de siembra en la fenologia de
esta planta. El objetivo de esta investigacion fue determinar la fenologia de tres variedades
de Cannabis medicinal establecidas en suelo y sustrato a partir de la codificacion BBCH
simplificada y extendida y en términos de grados dia de crecimiento (GDC). Las tres
variedades, Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) se sembraron en suelo
y sustrato (combinacién de fibra de coco y perlita) bajo condiciones de invernadero. Con
base en las escalas fenologicas reportadas para cafiamo se hizo un ajuste que permitié
establecer cinco etapas de crecimiento principal en Cannabis medicinal: ii) inicio de
floracion visible, iii) diferenciacién floral, iv) cosecha de flores y v) desarrollo del fruto.
Ademas, se establecido una codificacion de 1 a 8 con estadios secundarios los cuales
describen el desarrollo de las plantas de Cannabis medicinal en suelo y sustrato. En la
fenologia basada en los dias calendario se presentaron diferencias ya que las plantas de
sustrato mostraron un ciclo total més corto (HC:102, CW:111 y SC:102,6) comparadas con
las plantas de suelo (HC:111, CW:123 y SC:116). Los GDC acumulados fueron
significativamente diferentes entre tratamientos, sin embargo, también hubo menor
acumulacién en plantas de sustrato comparado con suelo. En sustrato la acumulacion total
fue de 1486,93 (HC), 1367,39 (HC) y 1367,34 (SC). En suelo se obtuvo una acumulacién
de GDC de 1641,18 (HC), 1486,93 (HC) y 1550,87 (SC). La etapa que determina las
diferencias en la acumulacion de grados dia es la diferenciacion floral a cosecha. En
conclusion, se generd la escala fenoldgica ajustada para Cannabis medicinal y se
determind la acumulacion de grados dia para las etapas de crecimiento principales, tanto
en suelo como sustrato y se encontré que las plantas de Cannabis medicinal crecidas en
sustrato reducen el ciclo total de cultivo.

Palabras Clave: Fenologia, Grados dia de desarrollo, Cannabis sativa, BBCH, suelo y
sustrato.

2.2 Introduccidn

El Cannabis (Cannabis sativa L.) es una planta anual herbacea, cominmente dioica, de
dia corto, que se cultiva en todo el mundo para obtener grano, fibra y metabolitos
secundarios (Campbell et al., 2021). La industria del Cannabis sativa esta evolucionando
rapidamente en todo el mundo, con una demanda creciente de productos agricolas para
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los mercados medicinal y recreativo (Chouvy, 2019). A pesar del uso prolongado por parte
de la humanidad con fines medicinales, comerciales y recreativos, la informacion cientifica
sobre la planta de Cannabis esté limitada por su condicion legal (Saloner y Bernstein,
2020). Sin embargo, la comprensidn de la biologia y fisiologia de las plantas es necesaria
para apoyar el desarrollo de esquemas de cultivo modernos y productivos.

La fenologia es el estudio de los eventos del ciclo de vida de plantas, que son
desencadenados por cambios ambientales (Meier et al.,, 2009). Varios autores han
propuesto etapas fenoldgicas del desarrollo del Cannabis (Farag y Kayser, 2017,
Mishchenko et al., 2017; Rimon et al., 2017; Spitzer-Rimon et al., 2019). La progresion del
desarrollo incluye el establecimiento del cuerpo vegetativo de la planta bajo un fotoperiodo
largo, seguido de una etapa de desarrollo reproductivo bajo un fotoperiodo corto (Saloner
y Bernstein, 2020). En la primera etapa bajo fotoperiodo largo, el tallo principal de las
plantas de Cannabis se ramifica, produciendo ramas laterales alternas. Las ramas laterales
producen ramas de segundo y tercer orden (Danziger y Bernstein, 2021). Después de una
transicion a un fotoperiodo corto, el desarrollo de los brotes cambia, y las yemas apicales
del tallo principal y de las ramas primarias, asi como las yemas laterales, desarrollan
inflorescencias que son la base del rendimiento comercial en Cannabis psicoactivo y no
psicoactivo (Cervantes, 2006; Caplan, 2018; Saloner y Bernstein, 2020).

Dentro de las herramientas mas utilizadas para medir la fenologia de las plantas, se
encuentra la escala fenolégica BBCH (Biologische Bundesantalt, Bundessortenamt and
Chemische Industrie, Alemania), la cual es un sistema para la codificacion uniforme de
etapas fenolégicamente similares en diferentes especies de plantas dicotiledéneas y
monocotiledéneas (Meier, 2001). Se han desarrollado diferentes escalas BBCH
especificas para una variedad de especies de plantas (Lancashire et al., 1991; Arcila-
Pulgarin et al., 2002). La mayoria de las escalas propuestas y descritas para Cannabis
estan ligadas al Cannabis tipo cafiamo durante la ontogénesis (Mediavilla et al., 1998;
Vyrovets et al., 2012), sin embargo, un sistema de codificacién uniforme de la fenologia
del Cannabis medicinal es importante tanto para determinar el momento adecuado de
practicas agrondémicas, como la aplicacion de fertilizantes y, el control de plagas,
enfermedades y malezas, como en el estudio de la adaptabilidad a diferentes condiciones
climaticas y en el desarrollo de programas de mejoramiento (Mishchenko et al., 2017).
Adicionalmente, la escala fenolégica ha sido utilizada para caracterizar cultivares y como
un indicador de la respuesta de un cultivo al ambiente (Meier et al., 2009; Flores-
Magdaleno et al., 2014; Davidenco et al., 2015; Chandrakant y Upreti, 2019; Kishore,
2019). A pesar de la importancia de las descripciones fenolégicas, no hay datos sobre la
escala BBCH especifica para las etapas de crecimiento y desarrollo de Cannabis medicinal
dioico femenino en las fuentes que conocemos, incluida la monografia BBCH (Meier, 2001)
y la revision sobre el uso de la escala para diferentes especies o cultivos (Meier et al.,
2009).

A menudo, el tiempo calendario se ha utilizado para la prediccion de las etapas de
crecimiento y desarrollo de los cultivos (Slafer y Savin, 1991; Mendoza et al., 2004); sin



35

embargo, algunos autores han propuesto varios modelos para mejorar el uso del tiempo
calendario en la prediccién del desarrollo, los cuales describen el efecto de la temperatura
sobre la fenologia (Salazar-Gutierrez et al., 2013; Parra-Coronado et al., 2015). Uno de los
métodos mas ampliamente utilizado es la acumulacién de temperatura media diaria por
encima de una temperatura base (Tb), conocido como tiempo térmico, grados-dia de
crecimiento o desarrollo (GDC), unidades de calor (Ruiz-Corral et al., 2002; L6pez et al.,
2010) o tiempo fisioldgico, y generalmente se usan para cuantificar los efectos de la
temperatura y describir el momento en que se dan los procesos biolégicos (Salazar-
Gutierrez et al., 2013). Aunque esta herramienta se ha utilizado para diferentes cultivos
frutales y horticolas como papa (Tedesco et al., 2021), algodén (Sharma et al., 2021), feijoa
(Parra-Coronado et al., 2015) y pepino (Hoyos et al., 2012), en Cannabis establecido bajo
las condiciones climaticas de Colombia no hay reportes. Si bien la acumulacion de GDC
para las diferentes etapas de desarrollo es relativamente constante e independiente de la
fecha de siembra, cada hibrido, variedad o cultivar de la especie, puede tener valores
especificos para estos parametros (Phadnawis y Saini, 1992; Qadir et al., 2006). Segun
Garcia y Lopez (2002), las plantas estan expuestas a las variaciones térmicas del medio
fisico y éstas tienen gran influencia en los diferentes procesos fisioldgicos, bioquimicos y
metabdlicos que regulan a su crecimiento y desarrollo. Este proceso de crecimiento esta
afectado por otros factores ademas de la temperatura, como son el flujo y duracion de la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR), la disponibilidad de nutrientes, aguay la pérdida
de tejido fotosintético (Hoyos et al., 2012). Asi entonces, una condicién de siembra
diferente en un cultivo sin suelo o en suelo, podria tener una influencia en la acumulacion
de GDC. De acuerdo con Hoyos et al. (2012), en un sistema de produccion sin suelo el
cual se desarrolla bajo entornos protegidos y en donde de manera permanente hay
disponibilidad de nutrientes y agua, se pueden aprovechar otros factores bioclimaticos
(temperatura, luminosidad y concentracion de COgy), con el fin de incrementar el
rendimiento o mejorar la calidad del producto final. Por otro lado, Chen et al. (2019) y
Sharma et al. (2021) aseguran que las diferencias en la acumulacion de grados dias en
diferentes tipos de suelos y/o sustratos, puede ser ocasionada por las diferencias en la
frecuencia de irrigacion y la retencién de humedad del medio.

Los objetivos de esta fase de la investigacion fueron: i) Establecer los estadios fenoldgicos
primarios y secundarios para Cannabis medicinal dioico femenino, y ii) determinar el tiempo
calendario y los grados dia de crecimiento para cada etapa fenologica principal en tres
variedades de Cannabis medicinal (Cannabis sativa L.), Souce Cauca, Calotoweed y
Higthcol, establecidas en condiciones de suelo y sustrato.

2.3 Materiales y Métodos

2.3.1 Material vegetal y establecimiento del experimento

La investigacion se realizé en la finca El Candil, Lote Guacachica, La Conejera, Bogota,
Colombia (4°47'02,6" N, 74°06'10,9" O). Se emplearon 3 variedades no psicoactivas de
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Cannabis medicinal: Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) (Tabla
suplementaria 1) proporcionadas por la compafiia Medcolcanna S.A.S. Las plantulas se
obtuvieron a partir de esquejes enraizados de 4 semanas de edad y se crecieron bajo
invernadero con temperatura promedio de 16,39 °C, humedad relativa de 76,21 9%,
intensidad de luz diaria promedio de 16,7 mol m? s, radiacién fotosintéticamente activa
(PAR) promedio de 282,61 umol m?2s? (Figura suplementaria 1) y fotoperiodo natural
(12/12 h luz/oscuridad). Las tres variedades se sembraron en junio de 2020 en condiciones
de suelo y sustrato (Sustracoco Germiplus®, Fibra de coco 70%, perlita 30%), para un total
de seis tratamientos que corresponden a la interaccion entre las variedades y el medio de
produccion.

Las plantas se trasplantaron en materas plasticas de 12 L con sustrato 0 en camas
elevadas de 0,80 m de ancho con suelo, bajo una densidad de siembra de 4 plantas m=.
Se establecid un fotoperiodo durante la fase vegetativa de 18/6 luz/oscuridad el cual se
suplementd con iluminacioén artificial haciendo uso de luminarias LED Sylvania ® de 30W
durante 38 noches. Posteriormente las plantas crecieron bajo condiciones naturales de
fotoperiodo (12/12). Las plantas se regaron y fertirregaron con un sistema de riego por
goteo en el suelo y sistema de riego localizado tipo arafia con 2 estacas inyectoras cada
planta en el sustrato. Se fertilizé 5 dias a la semana durante el ciclo de cultivo hasta dos
semanas antes de la cosecha. Se establecié una formula de fertilizacion diferencial para
las fases vegetativa y floracion de acuerdo con lo reportado por Cockson et al. (2019) con
algunas modificaciones (Tabla 2-1), la cual fue aplicada tanto en suelo como en sustrato.
Durante todo el ciclo de cultivo se realiz6 la medicion del potencial de hidrogeniones (pH)
y conductividad eléctrica (CE) de drenaje y gotero con un medidor portatil de temperatura
y pH/EC/TDS HI 9813-6 (distribuido por Hanna Instruments, Bogot4, Colombia). Se realizd
poda bajera de los tres nudos basales a los 54 ddt y 80 ddt.

Cada tratamiento se estableci6 en un area de 72,53 m? en 5 camas de manera aleatoria,
utilizando un disefio en bloques (medio de cultivo) completos al azar con parcelas divididas
(variedades). Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento y la unidad experimental
consistié en 37 plantas.

Tabla 2-1. Férmula de fertilizacion en partes por millon (ppm) para la etapa vegetativa y
floracion utilizada en los medios de cultivo suelo y sustrato para plantas de Cannabis
medicinal.

Nutriente Vegetativo  Floracién 1*  Floracion 2

N 161 37 53
P 64 35 51
K 224 176 251
Ca 144 46 65
Mg 77 45 64
Mn 6 5 6
Fe 6 5 6
Cu 6 7 11




37

Zn 1,7 7 11
B 0,7 0,5 0,7
S 107 111 157

*Formula utilizada durante 5 dias después de iniciada la fase de floracion. Posteriormente se utilizé la formula
floracion 2.

2.3.2 Fenologiay determinacién de grados dia

2.3.2.1 Fenologia

Semanalmente a partir de los 8 dias después de trasplante (ddt) y hasta el final del ciclo
de cultivo, se determiné la fenologia con base en la codificacion de los estadios fenol6gicos
para cafiamo (Cannabis sativa L.) propuesta por Mediavilla et al. (1998) y Mishchenko et
al. (2017) realizando algunos ajustes basados en la revision de literatura para obtener los
estadios fenologicos de Cannabis medicinal para variedades dioicas (especificamente
hembras). Cada estadio fenolégico se determind cuando el 50%+1 de la poblacion se
encontraba en el estado de desarrollo especifico.

Para cada estadio fenolégico en las tres variedades, se realizaron tomas fotograficas y
diagramacion visual de la escala fenolégica.

2.3.2.2 Estimacién de los Grados dia de crecimiento

De acuerdo con Salazar-Gutierrez et al. (2013), los grados dia de crecimiento (GDC) se
expresan como el numero de unidades de calor necesarias para completar el desarrollo.
Aunque las temperaturas y los dias pueden variar, el tiempo fisiologico permanece
relativamente constante. Es el modelo mas simple para tener en cuenta el efecto de la
temperatura sobre el desarrollo vegetativo y reproductivo. Un grado dia se acumula cuando
la temperatura diaria promedio es un grado por encima de la temperatura base (Tb) durante
un periodo de 24 horas. Como punto de inicio de la determinacion de los grados dia se
tomo la fecha de trasplante de las tres variedades (04 de junio de 2020). La Th tomada
para las plantas de Cannabis fue de 3°C (Amaducci et al., 2008).

Los grados dia son un promedio diario de la funcion de temperatura apta para la planta
(ver ecuacion 2.1), a esta funcion se denominé Ta(t) donde t es el tiempo en horas y T(t)
la funcidén de temperatura del dia; Ta(t) esta dentro de unos rangos 6ptimos (limite inferior
y superior) donde la planta se encuentra activa fisiolégicamente.

T(t) — LimiteInferior, LimiteInferior < T(t) < LimiteSuperior

Ta(t) = Do . ., .
a(t) { 0, LimiteSuperior < T(t) < Limitelnferior

(2.1)
Cuando la temperatura en el tiempo “T(t)” se encuentra dentro del rango éptimo, la funcién
de temperatura apta se defini6 como la temperatura menos el limite inferior. Por el
contrario, cuando la temperatura esta fuera de los rangos es igual a cero. Los grados dia
de un dia especifico se definieron mediante la ecuacion 2.2.
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24 T d
G(d) = M (2.2)
24
Esta integral se determiné a través del método discreto de Simpson. El método de Simpson
(ver ecuacion 2.3) es el mas utilizado y opera mediante parametros como n (cantidad de

datos 0 muestreos en el dia), b (horas del dia) y h (b-a/n).

h

[ FGddx = 2| f(xo) + 2 zf.i)flf(xz,-) + 43773 f(x2j-1) + f(xn) (2:3)

Finalmente, los grados dia acumulados se definieron como la sumatoria de grados dia en
un periodo de tiempo (ver ecuacion 2.4).

Ga(dialnferior, diaSuperior) = y diasuperior G(d) (2.4)

d=diasInferior

2.3.3 Anaélisis estadistico

Los resultados de dias y grados dia se analizaron con el software estadistico R (version
4.1.0). Se elaboré un ANOVA en dos vias, con verificacion de supuestos de normalidad y
homocedasticidad y efecto de los tratamientos mediante la prueba de comparacién maltiple
de Tukey (p<0,05).

2.4 Resultados

2.4.1 Estadios fenoldgicos principales de Cafamo ajustados para Cannabis
medicinal dioico femenino

Para las tres variedades en suelo y sustrato se determinaron los estadios fenoldgicos clave
0 principales que permiten establecer las etapas mas importantes del cultivo (Tabla 2-2).
Tanto en suelo como en sustrato las tres variedades mostraron una morfologia similar que
podria ser usada de manera general para genotipos de Cannabis de tipo medicinal. Se
definieron cinco etapas de crecimiento principal: i) crecimiento vegetativo, ii) inicio de
floracion visible, iii) diferenciacion floral, iv) cosecha de flores, y v) formacion del fruto
(Tabla 2-2). Algunas de estas etapas fenoldgicas principales ocurren simultaneamente
como por ejemplo inicio de floracién visible y diferenciacion floral. Durante el crecimiento
bajo un fotoperiodo largo (18/6), el tallo principal de las plantas de Cannabis se ramificé
monopodialmente, produciendo brotes ramificados alternos. La planta monopodial
presentaba un gran namero de fitbmeros, cada uno de los cuales incluia un entrenudo con
una hoja grande compuesta palmeada y un fitbmero secundario de brote axilar. Se
ubicaron dos bracteas a cada lado de la base del peciolo de la hoja, cada una subtendiendo
una flor solitaria. La produccién de bracteas subyacentes y primordios florales mostré
claramente que las plantas estaban entrando en una etapa reproductiva. El crecimiento y
el desarrollo del tallo principal estuvieron acompafiados por cambios drasticos en la
morfologia de las hojas, las cuales disminuyeron en tamafio, longitud del peciolo y nimero
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de l6bulos. En la etapa de plena floracion, las inflorescencias principales se ubicaron en la
parte apical de las ramas principales, y de segundo y tercer orden (Figura suplementaria
2). En la etapa de floracion, las flores solitarias en el eje de la hoja estaban completamente
desarrolladas y los estigmas de los pistilos eran visibles. La floracion de la inflorescencia
se defini6 como la etapa en la que uno o dos pares de estigmas eran visibles en la parte
apical de la inflorescencia principal. Cada flor femenina individual se ubicé en la axila de
una bractea subyacente que se desarrolld6 en la base del peciolo de la hoja.
Adicionalmente, se desarroll6 un segundo tipo de bractea, una bractea con forma de hoja
perigonal (llamada también bractea envolvente). A medida que la flor madurd, dos
estigmas se alargaron (por lo general de manera desigual) y emergieron de la bractea
perigonal. Durante el desarrollo de la flor, y antes del alargamiento del estigma, se
desarrollaron numerosos tricomas glandulares en la bractea perigonal que envuelve el
ovario, en las bracteas subyacentes, hojas reducidas e incluso en el tallo. Al final se
presentd una madurez de los pistilos y tricomas, identificada por el cambio de color a
marrén y ambar, respectivamente (Figura suplementaria 2). No se evidenci6 formacién de
frutos ya que esto sucede cuando hay poblacién de plantas macho entre o cercan a los
cultivos hembras.

Tabla 2-2. Estadios fenolégicos principales determinados para Cannabis medicinal y
ajustados con base en la codificacion de los estadios fenoldgicos para cafiamo (Cannabis
sativa L.) propuesta por Mediavilla et al. (1998) y Mishchenko et al. (2017). La informacién
es pertinente para condiciones de suelo y de sustrato.

Digito

o Definicién Referencias
inicial

Etapa de crecimiento principal: Crecimiento vegetativo

Mishchenko et al., (2017);

1 Desarrollo de hojas Mediavilla et al., (1998)
., Mishchenko et al., (2017);
2 Formacion de brotes laterales Spitzer-Rimon et al,, (2019)
., Mishchenko et al., (2017);
3 Elongacion del tallo ( )

Spitzer-Rimon et al., (2019)

Etapa de crecimiento principal: Inicio de floracién visible

. 2 . . p Reed (1914); Teichmann y Murh
Formacién de primordios florales, bracteas
P (2015); Cervantes (2006);

perigonales y hojas reducidas Spitzer-Rimon et al., (2019)

4

Etapa de crecimiento principal: Diferenciacion floral

Dayanandan y Kaufman (1976);
landul Lanyon et al., (1981); Rimon et
glandulares al., (2017); Moher et al., (2021);

Etapa de crecimiento principal: Cosecha de flores

5 Desarrollo de pistilos y formacién de tricomas

Rimon et al., (2017); Bernstein et

6 Madurez de pistilos y tricomas al., (2019)

Etapa de crecimiento principal: Formacion del fruto*

7 Desarrollo del fruto Mishchenko et al., (2017)
8 Maduracion del fruto Mishchenko et al., (2017)

*No evidenciado durante la investigacion, asi que se toma como referencia lo reportado en la bibliografia.
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2.4.2 Estadios fenologicos secundarios de Cafiamo ajustados para
Cannabis medicinal dioico femenino.

Con el fin de estandarizar la codificacion de las etapas fenolégicas de Cannabis medicinal
dioico hembra, se presenta una descripcion de crecimiento y desarrollo a través de codigos
individuales de acuerdo con la escala BBCH (Tabla 2-3). La primera y segunda etapa es
el desarrollo de hojas (cédigo 1) y la formacion de brotes laterales (codigo 2); aqui es
claramente visible el crecimiento del tallo y las hojas. Al comienzo de la etapa vegetativa,
la planta crece lentamente formando hojas verdaderas y entrenudos cortos, posteriormente
en la etapa de elongacién del tallo (cédigo 3), este proceso se vuelve mas rapido y los
entrenudos son mas largos (Figura suplementaria 2).

En la etapa de aparicion de primordios de flores (c6digo 4), al inicio éstos son dificiles de
distinguir. En este periodo, la elongacion del tallo se hace mas lenta y las hojas apicales
de cada rama se juntan entre si. Posteriormente, aparecen de las primeras bracteas
perigonales (cédigo 4) sin estilos indicando una pronta floracion. La inflorescencia de las
plantas femeninas es frondosa y compacta y la flor femenina esta oculta dentro de la
bractea perigonal. En esta etapa se presenta de manera simultdnea la aparicion de hojas
reducidas alrededor de la inflorescencia. Dentro de las fases de desarrollo mas importantes
se encuentran el desarrollo de los pistilos (estigmas visibles y sobresalientes) y la
formacion de tricomas glandulares (codigo 5) alrededor de toda la inflorescencia, hojas,
ramas y tallo. Dependiendo del propésito productivo de las plantas de Cannabis medicinal,
la Gltima etapa corresponde a la madurez de pistilos y tricomas (codigo 6), diferenciada por
los cambios de color (Figura suplementaria 2). El desarrollo (c6digo 7) y madurez (cédigo
8) del fruto no fue evidenciado, pero podria suceder si se genera polinizacién con plantas
dioicas masculinas.

Tabla 2-3. Ajuste de los estadios fenoldgicos de crecimiento y desarrollo para Cannabis
medicinal (Cannabis sativa L.) dioico femenino. Codigos individuales segun la escala
BBCH. La informacion es pertinente para plantas establecidas en condiciones de suelo y
sustrato.

Codigo Descripcion

1 Desarrollo de hojas?

11 1 par de hojas verdadera desplegado

12 2 pares de hojas verdaderas desplegadas
13 3 pares de hojas verdaderas desplegadas
14 4 pares de hojas verdadera desplegadas
15 5 pares de hojas verdaderas desplegadas
16 6 pares de hojas verdaderas desplegadas
17 7 pares de hojas verdaderas desplegadas
18 8 pares de hojas verdaderas desplegadas

19 9 pares 0 mas de hojas verdaderas desplegadas




41

2 Formacién de brotes laterales?

21
25

Primer brote lateral visible

Varios brotes laterales en la base de la hoja

3 Elongacion del tallo®

31
32
33
34
35
36
37
38
39

Tallo con el 10% de la longitud final
Tallo con el 20% de la longitud final
Tallo con el 30% de la longitud final
Tallo con el 40% de la longitud final
Tallo con el 50% de la longitud final
Tallo con el 60% de la longitud final
Tallo con el 70% de la longitud final
Tallo con el 80% de la longitud final
Tallo con el 90% de la longitud final

4 Formacion de primordios florales, bracteas perigonales y hojas reducidas

41
42
43
44
45
46
47
48

49

Aparicién de primera flor solitaria

Se disminuye la tasa de elongacion del tallo

Aparicion de primera flor solitaria en los entrenudos 4to a 6to

40% de las bracteas perigonales formadas

50% de las bracteas perigonales formadas

60% de las bracteas perigonales formadas

70% de las bracteas perigonales formadas

80% de las bracteas perigonales formadas

90% de las bracteas perigonales formadas y hojas apicales de las ramas presentan

compactaciéon

5 Desarrollo de pistilos y formacion de tricomas glandulares

51

53

55

57

59

Se visualiza levemente formacién de pistilos en la inflorescencia principal

30% de los pistilos de la inflorescencia principal formados, 30% de las bracteas perigonales
cubiertas por tricomas transparentes

50% de los pistilos de la inflorescencia principal formados, 50% de las bracteas perigonales
cubiertas por tricomas transparentes

70% de los pistilos de la inflorescencia principal formados, 70% de las bracteas perigonales
cubiertas por tricomas transparentes

Todos los pistilos de la inflorescencia principal formados, la totalidad de las bracteas
perigonales cubiertas por tricomas transparentes

6 Madurez de pistilos y tricomas

63

65

30% de los pistilos en la inflorescencia principal presentan coloracion café, 10% de los
tricomas en la inflorescencia principal son de color ambar
50% de los pistilos en la inflorescencia principal presentan coloracion café, 20% de los

tricomas en la inflorescencia principal son de color &mbar
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69 La totalidad de los pistilos en la inflorescencia principal presentan coloracion café, 30% de los
tricomas en la inflorescencia principal son de color ambar

7 Desarrollo del fruto*

71 10% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
72 20% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
73 30% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
74 40% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
75 50% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
76 60% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
77 70% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
78 80% de los frutos han alcanzado tamafio y coloracion final
79 Casi todos los frutos han alcanzado tamario y coloracion final

8 Maduracion del fruto*

81 Inicio de madurez

83 30% de frutos maduros

85 50% de frutos maduros

87 70% de frutos maduros

89 Completamente maduro, comienzo de la abscisién del fruto

1La etapa de crecimiento 1 ocurre simultdneamente con la etapa de crecimiento 3.

2 La etapa de crecimiento 2 ocurre simultdneamente con las etapas secundarias 15 en adelante.

3 Las etapas secundarias 36 en adelante ocurren simultaneamente con la etapa de crecimiento 4.

4 Las etapas de crecimiento 7 y 8 no se evidenciaron en la investigacion. Se encuentran basadas en lo
reportado por Mishchenko et al., (2017). Idealmente no debe haber formacién de frutos, Unicamente debe
presentarse con fines de hibridacion.

2.4.3 La duracién en dias de los estadios fenoldgicos principales es
diferencial en suelo y sustrato.

Se observaron diferencias entre variedades (p<0,001), tratamientos (p<0,001) y la
interaccién conjunta (p<0,01) en la duracion en dias de cada una de las etapas fenolégicas
(Figura 2-1). Las plantas en sustrato presentaron un ciclo vegetativo® hasta diferenciacion
floral mas corto comparado con las plantas en suelo para las tres variedades (Figura 2-2).
Las variedades en sustrato que mostraron menor nimero de dias en la etapa vegetativa
hasta diferenciacion floral? fueron SC (62,6) y HC (65,8), seguida de CW (66,2) (Tabla 2-
4). En suelo, se observé algo similar siendo SC (65,4) la que presentd un ciclo vegetativo
hasta diferenciacion més corto, seguida de HC (67,8) y CW (76,2) (Tabla 2-4). Lo mismo
se observo para floracion hasta diferenciacion floral. En los dias de diferenciacion floral a
cosecha® (Figura 2-2), en sustrato, HC presentd la menor duracion (36,2), seguida de SC

1 Entendido como los estadios principales 1, 2 y 3.
2 Entendido como el estadio 51 descrito en la Tabla 2-3.
3 Entendido como el estadio 69 descrito en la Tabla 2-3.
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(40) y finalmente CW (44,8). Por el contrario, en suelo, CW presenté menor duracion (41,8),
seguida de HC (43,2) y SC (50,6). En el ciclo total de cultivo, las variedades en sustrato
presentaron un ciclo mas corto en comparacion con las que fueron sembradas en suelo
(Tabla 2-4).

Souce Cauca ' Calotoweed

.

"-/_' A:I "

Figura 2-1. Estadios fenol6gicos principales para las tres variedades (Souce Cauca,
Higthcol, Calotoweed) cultivadas en suelo y sustrato con base en la escala fenoldgica
ajustada. De acuerdo con estos estados se definié el momento en el que se presentd cada
etapa de desarrollo; crecimiento vegetativo, diferenciacion floral, cosecha.
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HC-Sustrato 39a 26,8 a -

HC-Suelo 43,2 bc
CW-Sustrato 39a 27,2 a -

SC-Sustrato 39a 23,6 a -
0 2IO 4I0 6I0 80 100 120

Dias después de trasplante (ddt)

o Crecimiento vegetativo hasta iniciode 5 Inicio de floracion visible hasta

floracion visible diferenciacion floral
¥ Diferenciacion floral hasta cosecha

140

Figura 2-2. Duracién en dias de los estadios fenoldgicos principales de las tres variedades
de Cannabis sativa L. (SC: Souce Cauca, HC: Higthcol, CW: Calotoweed) sembradas en
suelo y sustrato. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con el test de
Tukey (p<0,05). Cada barra representa la media de los datos + error estandar (n= 112).
Las barras con datos color naranja se usaron para resaltar los resultados obtenidos en las

variedades en suelo.

Tabla 2-4. Dias acumulados desde crecimiento vegetativo hasta inicio de floracion visible
y cosecha para tres variedades de Cannabis sativa L. (SC: Souce Cauca, HC: Higthcol,
CW: Calotoweed) sembradas en condiciones de suelo y sustrato. Letras diferentes indican

diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p < 0.05).

Tratamiento SC- SC- CW- CW- HC- HC-
Etapas Suelo Sustrato Suelo Sustrato Suelo  Sustrato
Crecimiento vegetativo
hasta inicio floracion 39a 39a 39a 39a 39a 39a
visible
Crecimiento vegetativo
hasta diferenciacion 654a 626a 762b 662a 67.8a 658a
floral
Crecimiento vegetativo 116 19964 123d  111b  111b  102a

hasta cosecha

Variedad (p<0,001); Tratamiento (p<0,001); Variedad*Tratamiento (p<0,01).
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2.4.4 Los grados dia, acumulados y especificos para cada estadio, muestran
diferencias en suelo y sustrato.

Se observaron diferencias entre variedades (p<0,001), tratamientos (p<0,001) y la
interaccion conjunta (p<0,01) referente a los GDC acumulados y especificos para cada
etapa. Los grados dia acumulados y especificos (Tabla 2-5) muestran que las tres
variedades sembradas en suelo acumularon mas grados dia de trasplante a diferenciacion
floral y de trasplante a cosecha, sin embargo, sélo es posible evidenciar diferencias
significativas en la acumulacion total en todo el ciclo de cultivo. La variedad que requiere
una mayor acumulacion de GDC tanto en suelo como en sustrato es la variedad CW. Las
variedades SC y HC presentan una acumulacion muy similar en sustrato, sin embargo, en
suelo, muestran diferencias significativas. La etapa que marca los cambios en la
acumulacion de grados dia es la fase reproductiva (Tabla 2-5), en donde hay desarrollo de
inflorescencias, alargamiento de pistilos, formacién de bracteas y tricomas glandulares, y
por lo tanto es la fase que determina la duracién total del ciclo de cultivo. Las variedades
sembradas en sustrato requieren una menor acumulacién de GDC en comparacién con las
sembradas en suelo.

Tabla 2-5. Grados dia de desarrollo acumulados y para estadios fenol6gicos principales
de las tres variedades de Cannabis sativa L. (SC: Souce Cauca, HC: Higthcol, CW:
Calotoweed) sembradas en condiciones de suelo y sustrato.

Para cada estadio
Acumulados

principal
Tratamiento  Variedades Tal T aDF TacC Tal laDF DFacC
NS * *%* NS * *%k%
559,56 1034,128 1641,18 559,56 474,57 607,05
CWwW
a c d a C cd
559,56 926,280 1486,93 559,56 366,72 560,65
Suelo HC
a b b a b bc
sc 559,56 895,208 1550,87 559,56 335,65 655,66
a a c a b d
559,56 905,558 1486,93 559,56 345,99 581,37
CW
a a b a b c
559,56 897,734 1367,39 559,56 338,17 469,66
Sustrato HC
a a a a b a
sc 559,56 852,264 1367,34 559,56 292,70 515,08
a a a a a ab

T: Trasplante, I: Inicio de floracidn visible, DF: Diferenciacion floral, C: Cosecha.

Variedad (p<0,001); Tratamiento (p<0,001); Variedad*Tratamiento (p<0,01)

Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0,05). NS, *, ** o
significativo o significativo a p < 0,05, 0,01 o 0,001, respectivamente.

*kk

no
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2.5 Discusion

Las investigaciones actuales en el cultivo de C. sativa han tenido como objetivo mejorar la
eficiencia y productividad en el sector industrial y medicinal. Uno de los aspectos poco
evaluados y, por lo tanto, poco entendidos es el medio de establecimiento de cultivo bajo
condiciones de invernadero y su efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. En
este estudio se ajustd la escala fenoldgica de cafiamo a Cannabis medicinal teniendo en
cuenta las variaciones morfologicas que presenta esta planta, lo cual permite tener una
escala de referencia para describir materiales de Cannabis medicinal. Con base en la
escala ajustada se encontré que el medio de cultivo en el cual crece la planta, sustrato o
suelo, modifica la fenologia de las tres variedades evaluadas.

De acuerdo con Meier et al. (2009), la fenologia es el estudio de los eventos del ciclo de
vida de plantas, que son desencadenados por cambios ambientales. Se ha demostrado
gue los factores abidticos y biéticos, incluida la quimica del suelo, medio de crecimiento y
la retencion de humedad que esta puede tener, influyen en la fenologia de las plantas (Igwe
etal., 2021). Para las tres variedades se identificaron cuatro etapas fenolégicas principales
y se establecieron cinco ajustando a la escala fenologica reportada por Mishchenko et al.
(2017) (Tabla 2-2). Dentro de cada etapa se establecieron estadios fenologicos
secundarios obteniendo asi una escala fenolégica extendida y ajustada a lo que
usualmente se ha trabajado para cafiamo (Mediavilla et al., 1998; Mishchenko et al., 2017).
Las plantas de las tres variedades presentaron la arquitectura tipica de las plantas de
Cannabis, la cual comprende un sistema ramificado jerarquico el cual es importante
entender para optimizar su manejo (Spitzer-Rimon et al., 2019). Lo encontrado aqui para
Cannabis sucede también en otras plantas herbaceas dicotiledéneas, donde la planta
adulta porta numerosas unidades modulares individuales repetitivas (fitbmeros) que
consisten en un entrenudo y un nodo (Teichmann y Muhr, 2015) que estan regulados por
la dominancia apical (Danziger y Bernstein, 2021). El tipo de crecimiento de las tres
variedades de Cannabis en suelo y sustrato puede deberse a que el meristemo apical del
tallo extiende el eje de crecimiento primario, mientras que, en las axilas de las hojas, los
meristemos laterales se diferencian para formar estructuras morfolégicas de ordenes
superiores, como lo describen Spitzer-Rimon et al. (2019). Esta configuracion permite la
division del cuerpo de la planta en tallo principal, 'ramas primarias' que se derivan del tallo
principal, 'ramas secundarias' que se derivan de las ramas primarias, y asi sucesivamente
(Danziger y Bernstein, 2021). Cuando las plantas de Cannabis se trasladaron de un
fotoperiodo largo a un fotoperiodo corto, se desarrollaron inflorescencias comprimidas en
la parte superior del tallo principal y las ramas de segundo Yy tercer orden, lo cual ha sido
descrito anteriormente para Cannabis medicinal (Spitzer-Rimon et al., 2019; Kocjan Ac¢ko
et al., 2019; Danziger y Bernstein, 2021). Sin embargo, cabe anotar que también pueden
presentarse flores no diferenciadas en el tallo principal durante fotoperiodos no inductivos
(Spitzer-Rimon et al., 2019). Cada inflorescencia consiste en hojas reducidas, bracteas,
una o dos flores solitarias y un brote axilar (Benlloch et al., 2007; Prenner et al., 2009;
Endress, 2010; Park et al., 2014, Spitzer-Rimon et al., 2019). De manera similar a lo
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encontrado aqui, la estructura de la inflorescencia femenina del Cannabis se ha descrito
como flores pistiladas desarrolladas de dos en dos en las axilas de las hojas (Reed, 1914).

La mayor diferencia entre el Cannabis tipo cafiamo y el Cannabis medicinal es el propdsito
0 uso de las plantas. En relacién con su uso, el Cannabis puede clasificarse como grupo
de medicamentos trans-A-9-tetrahidrocannabinol (THC), grupo de cafiamo de fibra o grupo
de aceite de semilla (Gallo Molina et al., 2019). De esta manera, el tipo de manejo y
cosecha de las plantas es diferente, y por lo tanto se hace necesaria una forma especifica
de medicién del crecimiento y desarrollo de las plantas. Esta escala ajustada no se habia
desarrollado hasta ahora y podra ser usada en otros estudios del Cannabis tipo medicinal.
Cada uno de los cinco estadios fenolégicos principales establecidos se ajusta a lo
reportado por Amaducci et al. (2008) y Tang et al. (2016) donde para la evaluacion de la
fenologia del cafiamo establecieron tres fases clave: la fase vegetativa basica, la fase de
induccién del fotoperiodo y la fase de desarrollo floral.

Con la determinaciéon de los estadios fenoldgicos principales se establecieron los dias
(tiempo calendario) y los GDC. Aqui se encontré que las tres variedades (SC-HC-CW)
presentaron un ciclo menor en dias en sustrato comparado con las plantas de suelo. Esto
se debe probablemente a las diferencias en los medios de cultivo, ya que en el suelo o
sustrato la temperatura difiere de la ambiental por la composicion, humedad y profundidad
del medio de produccion (Jaramillo-Robledo, 2005), lo que puede directamente modificar
la fenologia de las plantas. Adicionalmente, se observaron diferencias entre las
variedades, siendo SC la que se cosechd en menor tiempo, seguida de HC y CW en
sustrato. En suelo, fue algo diferente siendo HC la que se coseché en menos dias
calendario, seguido de SC y finalmente CW. Estas diferencias entre variedades y medios
de cultivo pueden deberse a la morfologia tipica de cada variedad y a que en condiciones
ambientales diferenciales los genotipos de C. sativa pueden maodificar su morfologia y
rendimiento debido a la duracién de las etapas fenoldgicas principalmente la etapa
vegetativa y la floracién como lo report6 Faux et al. (2013). Adicionalmente, en condiciones
de sustrato es muy posible que la zona radical presente limitaciones en el crecimiento
debido al tamafio de la matera (Yep et al., 2020), lo que pudo interferir ademas con la toma
de nutrientes generando asi una concentracion mas baja de los elementos en follaje lo que
hizo que la planta madurara mas temprano (Gorelick y Bernstein, 2017). Se ha reportado
gue factores ambientales como el estrés por sequia (Caplan et al., 2019), el estrés por
nutrientes y/o el estrés por temperatura (Gorelick y Bernstein, 2017) aceleran los procesos
de crecimiento y desarrollo en Cannabis (Yep et al., 2020).

Ademas de los dias calendario, se realizé la determinaciéon de los grados dia de
crecimiento, los cuales son una unidad de medida que combina la temperatura y el tiempo
de tal manera que la duracion del desarrollo del ciclo de vida de un organismo, o cualquier
etapa o parte del ciclo de vida, disminuye a medida que aumenta la temperatura (Salazar-
Gutiérrez et al., 2013). Se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en dias
calendario, es decir, menor acumulacion de GDC en las plantas de sustrato comparadas
con las de suelo, y esto se debe a que no se presentd un cambio o0 variacion en la
temperatura ambiental (McMaster y Wilhem, 1997), generando asi resultados similares
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entre dias calendario y GDC. Sin embargo, ya que los GDC corresponden a una
cuantificacién de la energia térmica recibida por un organismo durante un intervalo de
tiempo diario (Mc Master y Wilhem, 1997) puede ser de utilidad para predecir los momentos
de madurez de cosecha o en modelos de prediccién de rendimiento (Khan et al., 2013) de
las plantas de Cannabis, pues los grados dia permanecen constantes, pero si hay menor
acumulaciéon de grados dia en un periodo de tiempo especifico, se van a generar
alteraciones en los dias calendario.

2.6 Conclusiones

En este estudio se establecié la escala fenoldgica con los estadios de crecimiento y
desarrollo principales y se ajusté la escala fenoldgica con codificacion BBCH para
Cannabis medicinal dioico femenino. Esto permitira el uso de un mismo lenguaje, tanto en
investigacion como a nivel técnico, lo que a su vez facilitara el desarrollo productivo de
esta especie. Con la generacion de la escala, fue posible establecer un ciclo fenolégico
claro a través de la herramienta de grados dia de desarrollo, encontrando que, para
completar el ciclo productivo, SC, HC y CW acumulan menor cantidad de grados dia en
sustrato que cuando son sembradas en suelo. Las tres variedades de Cannabis medicinal
sembradas en suelo y sustrato respondieron diferencialmente a la acumulacién de grados
diay al nimero de dias para completar el ciclo de cultivo. La etapa clave que determina el
cambio en la acumulacion de grados dia y por lo tanto permite que una variedad tenga el
ciclo fenoldgico mas largo en suelo que en sustrato, es a partir de la diferenciacion floral y
todo el proceso de desarrollo de inflorescencias, pistilos, tricomas y cannabinoides, etapas
clave en el proceso reproductivo de Cannabis medicinal. Las dos herramientas
establecidas para evaluar el desarrollo, escala fenolégica ajustada y GDC, seran de gran
utilidad para la evaluacion de Cannabis medicinal en diferentes condiciones climéticas de
crecimiento, proceso clave en las pruebas de evaluacion agronémica (PEA) y registro de
nuevas variedades.
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3.Contenido nutricional foliar y curvas de
extraccion de nutrientes en plantas de
Cannabis sembradas en suelo y sustrato

3.1 Resumen

La nutricién mineral y los estudios de demanda nutricional son factores importantes que
permiten establecer practicas agrondmicas optimas en el cultivo de Cannabis sativa L.
Debido a las restricciones legales sobre la investigacion del Cannabis, hay poca
informacion disponible sobre la dindmica nutricional en diferentes sustratos. El objetivo fue
determinar las curvas de extraccion de nutrientes foliar a partir del contenido de nutrientes
completos en épocas clave del desarrollo del cultivo. Tres variedades de Cannabis
medicinal fueron utilizadas y sembradas en dos medios de cultivo: suelo (de la zona de
estudio) y sustrato (Sustracoco Germiplus®). Como resultado se encontré que el sustrato
retiene iones nutricionales durante la etapa de crecimiento, debido a un incremento de la
conductividad eléctrica, por el contrario, el suelo pierde el contenido de iones a lo largo del
ciclo de cultivo, debido a la toma de todos los nutrientes disponibles. Tomando como
referencia los valores maximos y minimos reportados para Cannabis, se encontr6 que, en
sustrato, el contenido de N y K disminuy6 y el P aumenté en el ciclo total de cultivo. EI Mg
aument6 a los 90 ddt y el S se mantuvo estable bajo niveles deficitarios. En suelo, el
contenido de N, K y Ca disminuyé en el ciclo, pero nunca estuvo en condiciones
deficitarias. En suelo y sustrato el contenido de Fe, Cu, Mn y Zn se presentd en niveles
excesivos. Estos contenidos generaron una correlacién de nutrientes diferente entre suelo
y sustrato. Se determinaron las curvas de extraccién nutricional foliar de macro y
micronutrientes para las tres variedades encontrando mayores extracciones de N, K, Cay
Fe en las tres variedades tanto en suelo como en sustrato. La extraccion en Kg/ha de
macronutrientes en sustrato y suelo fue N>Ca>K>Mg>P>S. Los micronutrientes no
mostraron una tendencia especifica en suelo y sustrato. En conclusion, se generaron las
curvas de extraccion foliar para tres variedades de Cannabis medicinal en suelo y sustrato
y se observo los efectos del medio de cultivo sobre el contenido nutricional foliar.

Palabras Clave: Cannabis medicinal, suelo, sustrato, nutrientes, curvas de extraccion de
nutrientes foliar.

3.2 Introduccidn

Los nutrientes minerales, se encuentran entre los principales factores ambientales que
afectan el desarrollo, la fisiologia y el metabolismo de las plantas (Lea y Morot-Gaudry,
2001; Hawkesford et al., 2012). El conocimiento de las necesidades nutricionales y las
respuestas fisioldgicas y morfolégicas de las especies medicinales a la nutricién mineral
permiten mejorar los esquemas de suministro de nutrientes y por lo tanto la funcién
biolégica de la planta (Saloner y Bernstein, 2020). Dentro de las especies medicinales de
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mayor interés en la actualidad se encuentra el Cannabis medicinal (Cannabis sativa L.)
debido a la demanda de productos con fines terapéuticos y un nuevo marco legislativo y
regulatorio que permite la produccién y comercializacion de productos de Cannabis (Baker
et al., 2003; UNODC, 2013; Hazekamp et al., 2016; Bridgeman y Abazia, 2017).

Dentro de los nutrientes minerales que han sido mayormente estudiados en Cannabis se
encuentra el nitrogeno (N), fésforo (P) y potasio (K), debido a que son los tres elementos
minerales que las plantas toman en mayor cantidad y juegan un papel clave en muchos
aspectos del metabolismo de las mismas (Bernstein et al., 2019), y ademas existe alguna
evidencia que respalda la influencia de la nutricibn mineral, y especialmente de los
principales macronutrientes N, P y K sobre los metabolitos secundarios (Rioba et al., 2015).
Sin embargo, los nutrientes esenciales, son necesarios en concentraciones especificas a
través del ciclo de cultivo para obtener un crecimiento o rendimiento 6ptimos (Cockson et
al., 2019). A pesar de ello pocos estudios han investigado los factores que influencian la
disponibilidad de nutrientes en las plantas de Cannabis (Deng et al., 2019) como el tipo de
fertilizante, las fuentes, las dosis o0 el medio de cultivo. Esto representa un problema porque
el suministro deficiente o excesivo de nutrientes puede reducir el rendimiento (Caplan et
al., 2017a, 2017b) o provocar la contaminacion ambiental por la escorrentia del exceso de
nutrientes (Beerling et al., 2014; Zheng, 2018) dafiando suelos y aguas.

La eleccién adecuada del medio de crecimiento es esencial para la produccion de cultivos
como Cannabis porque afecta directamente la disponibilidad y el equilibrio del agua, el aire
y los nutrientes en la zona de las raices (Zheng, 2016). Si bien no hay datos experimentales
sobre medios de cultivo para el Cannabis en la zona del tropico, la informacion en otras
zonas indica que muchos productores de Cannabis estan utilizando sustratos a base de
fibra de coco o turba, o sustratos inertes como la lana de roca (Caplan et al., 2017b; Nemati
et al., 2021). Cada sustrato tiene propiedades fisicas y quimicas especificas; por lo tanto,
es esencial fertirrigar las plantas teniendo en cuenta el sustrato para para garantizar un
ambiente 6ptimo y disponibilidad de nutrientes en la zona de raices (Zheng, 2016). La fibra
de coco es uno de los sustratos que en la actualidad se ha usado en investigaciones de
Cannabis medicinal (Caplan et al., 2017a, 2017b; Nemati et al., 2021), y se han encontrado
efectos favorables sobre el rendimiento y el perfil de cannabinodes (Yep et al., 2020), sin
embargo, no ha sido evaluado el perfil completo de cannabinoides y la demanda de
nutrientes en las plantas sembradas en este medio de cultivo.

Los estudios de demanda de nutrientes determinan los requerimientos cuantitativos de
cosecha, la extraccion total o el consumo de nutrientes que efectda un cultivo en particular
para completar su ciclo de produccién (Quesada-Roldan y Bertsch-Hernandez, 2013). Las
curvas de extraccidn son parte de estos estudios y permiten el conocimiento de la demanda
de nutrientes de acuerdo con la etapa fenolégica de un cultivo y se utilizan para establecer
programas de fertilizacion a través de un ajuste mas preciso con el fin de maximizar la
eficiencia de la fertilizacion en el ciclo del cultivo (Bertsch-Hernandez, 2003),
especialmente por fertirriego (Sandoval et al., 2007). Se han establecido las curvas de
extraccién de nutrientes para especies de importancia econémica como tomate (Quesada-
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Roldan y Bertsch-Hernandez, 2013), sandia (Salas y Vega, 2021), cafia de azucar
(Gonzélez et al., 2018) y maralfalfa (Lopez-Astilleros et al., 2020), sin embargo, en
Cannabis no se han encontrado estudios al respecto.

El objetivo de este estudio fue determinar las curvas de extraccion de nutrientes foliar de
macro y micronutrientes de tres variedades de Cannabis medicinal sembradas en
condiciones de suelo y sustrato a partir del contenido de nutrientes foliar completo en
distintas etapas fenolégicas clave del cultivo.

3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Material vegetal y establecimiento del experimento

La investigacion se realizé en la finca El Candil, Lote Guacachica, La Conejera, Bogota,
Colombia (4°47'02,6" N, 74°06'10,9" O). Se emplearon 3 variedades no psicoactivas de
Cannabis medicinal: Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) (Tabla
suplementaria 1) proporcionadas por la comparfiia Medcolcanna S.A.S. Las plantulas se
obtuvieron a partir de esquejes enraizados de 4 semanas de edad y se crecieron bajo
invernadero con temperatura promedio de 16,39 °C, humedad relativa de 76,21 %,
intensidad de luz diaria promedio de 16,7 mol m? s, radiacion fotosintéticamente activa
(PAR) promedio de 282,61 pmol m?2s? (Figura suplementaria 1) y fotoperiodo natural
(12/12 h luz/oscuridad). Las tres variedades se sembraron en junio de 2020 en condiciones
de suelo y sustrato (Sustracoco Germiplus®, Fibra de coco 70%, perlita 30%), para un total
de seis tratamientos que corresponden a la interaccion entre las variedades y el medio de
produccién.

Las plantas se trasplantaron en materas plasticas de 12 L con sustrato o en camas
elevadas de 0,80 m de ancho con suelo, bajo una densidad de siembra de 4 plantas m.
Se establecio un fotoperiodo durante la fase vegetativa de 18/6 luz/oscuridad el cual se
suplementd con iluminacion artificial haciendo uso de luminarias LED Sylvania ® de 30W
durante 38 noches. Posteriormente las plantas crecieron bajo condiciones naturales de
fotoperiodo (12/12). Las plantas se regaron y fertirregaron con un sistema de riego por
goteo en el suelo y sistema de riego localizado tipo arafia con 2 estacas inyectoras cada
planta en el sustrato. Se fertilizé 5 dias a la semana durante el ciclo de cultivo hasta dos
semanas antes de la cosecha. Se establecié una férmula de fertilizacion diferencial para
las fases vegetativa y floracion de acuerdo con lo reportado por Cockson et al. (2019) con
algunas modificaciones (Tabla 3-1), la cual fue aplicada tanto en suelo como en sustrato.
Durante todo el ciclo de cultivo se realiz6 la medicion del potencial de hidrogeniones (pH)
y conductividad eléctrica (CE) de drenaje y gotero con un medidor portatil de temperatura
y pH/EC/TDS HI 9813-6 (distribuido por Hanna Instruments, Bogot4, Colombia). Se realizé
poda bajera de los tres nudos basales a los 54 ddt y 80 ddt.

Cada tratamiento se establecio en un area de 72,53 m? en 5 camas de manera aleatoria,
utilizando un disefio en bloques (medio de cultivo) completos al azar con parcelas divididas
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(variedades). Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento y la unidad experimental
consistié en 37 plantas.

Tabla 3-1. Férmula de fertilizacién en partes por millon (ppm) para la etapa vegetativa y
floracién utilizada en los medios de cultivo suelo y sustrato para plantas de Cannabis
medicinal.

Nutriente Vegetativo  Floracion 1* Floracion 2

N 161 37 53
P 64 35 51
K 224 176 251
Ca 144 46 65
Mg 77 45 64
Mn 6 5 6
Fe 6 5 6
Cu 6 7 11
Zn 1,7 7 11
B 0,7 0,5 0,7
S 107 111 157

*Férmula utilizada durante 5 dias después de iniciada la fase de floracién. Posteriormente se utilizo la formula
floracién 2.

3.3.2 Anadlisis fisicoquimico del suelo y de la solucion del suelo y del
sustrato.

Se realizé la determinacién de las caracteristicas fisicoquimicas, los elementos disponibles
en la solucion de suelo y sustrato a partir del contenido ionico, y el analisis convencional
de suelo para determinar la concentracion total de elementos intercambiables en tres
etapas de cultivo: i) Antes de la siembra, ii) Terminada la etapa vegetativa, al momento de
retiro de luces o inicio de la etapa de floracion visible, y iii) Al terminar el ciclo de cultivo de
las variedades. Esta determinacion se realizé en el laboratorio de suelos de Agrilab
(Bogota, Colombia). Las muestras se obtuvieron realizando un muestreo en “X” en el area
de suelo y sustrato, tomando aproximadamente 100 g para obtener una sola muestra
homogénea de 1000 g, representativa para el lote.

3.3.3 Contenido nutricional y curva de extraccion de nutrientes foliar

Se recolectaron ramas, incluyendo hojas e inflorescencias del tercio medio de las plantas
a los 15, 30, 46, 60 y 90 dias después de trasplante (ddt) para formar 3 muestras por
tratamiento. El tejido se secé a 70°C hasta peso constante y se tritur6 en un molino
(Thomas Wiley® Mini-Mill; Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EE.UU.) con una malla de
1 mm. El contenido de nutrientes se determiné en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano (Cundinamarca, Colombia).
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El contenido de nutrientes se determiné siguiendo la metodologia reportada por Hussain
et al. (2013). El contenido de nitrégeno (N) se determind segun Kjeldahl. Los contenidos
de fosforo (P) y boro (B) se determinaron por colorimetria con Molibdato-Vanadato de
Amonio y Azometina-H, respectivamente. Los contenidos de potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg), sodio (Na), hierro (Fe), manganeso (Mn), cobre (Cu) y zinc (Zn) se
determinaron por absorciéon atémica. El contenido de azufre (S) se determin6é por
turbidimetria con Cloruro de Bario (BaCly) al 10% y Glicerina, directamente del filtrado
obtenido de la digestion hiumeda.

Para la obtencion de la curva de extraccion de nutrientes foliar, se determiné el peso seco
(PS) total del follaje de la planta en cada punto de muestreo. Con los datos de la
concentracion porcentual del nutriente en el tejido vegetal, se realizé el célculo de la
extraccién de cada nutriente basado en el reporte generado por Quesada-Roldan vy
Bertsch-Hernandez (2013) (ecuacién 3.1).

PS foliar (Kg ha™1) x Contenido Nutriente (%)
100

Kg Nutriente en el tejido ha™! = 3.1
g ]

3.3.4 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico R (version 4.1.0). Se realiz6
evaluacion de correlacion de Pearson empleando la libreria “corrplot” (Wei et al., 2017),
para realizar asi los correlogramas respectivos. Con el fin de evidenciar las variables de
mayor contribucion se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) para cada uno
de los medios de cultivo (suelo y sustrato). A través de un grafico Biplot se represento la
contribucién de cada variable y su asociacion con cada tratamiento, para ello se hizo uso
de las librerias “FactorExtra” y “FactorMineR”. Se realizé un andlisis de varianza
multivariado (MANOVA) con el fin de determinar si existen diferencias a través del tiempo
para los tratamientos (Friedrich y Pauly, 2018). El analisis se realiza a partir de 10000
iteraciones y se determina la estadistica tipo ANOVA modificada (MATS) y el p—valor de
remuestreo a partir del enfoque bootstrap paramétrico (paramBS). Para determinar las
diferencias significativas se realiz6 la prueba multivariada post hoc Tukey (p<0,05). Todo
se realizé empleando la libreria “MANOVA.RM” del software R.

3.4 Resultados

3.4.1 El sustrato retiene iones nutricionales durante el ciclo de cultivo de las
plantas de Cannabis

Se encontré que las condiciones de pH en sustrato fueron estables a través del tiempo
(Tabla 3-2). Sin embargo, la CE incrementd en un 153% al finalizar la etapa vegetativa y
215% al finalizar el ciclo de cultivo comparado con las condiciones previas a siembra
indicando una elevada concentracion de sales y retencion de iones en el medio de cultivo.
La saturacion de humedad mostré que el sustrato retuvo agua entre 5y 7 veces mas de
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su volumen seco. Los elementos disponibles en la solucién de sustrato muestran que el
contenido de Ca?*y Mg?* previo a la siembra era bajo y, aumentd en 929% (Ca?*) y 507%
(Mg?") al inicio de floracién y se mantuvo estable al finalizar el ciclo de cultivo. El contenido
de K"y Na* fue alto al inicio del ciclo, y aumenté en 93% (K*) y 27% (Na*) al finalizar la
etapa vegetativa y al final del ciclo baj6é a su contenido inicial. EI N-NH4*, HCOs', B, Cu y
Mn presentaron un incremento gradual a través del ciclo de cultivo. El P-H,PO4 y el N-
NOs se incrementd en 412% y 819% respectivamente al finalizar la etapa vegetativa
comparado con la etapa previa a siembra. Luego disminuyé entre el 30 y 50% comparado
con el muestreo intermedio. El Fe a pH de sustrato y pH acidos se mantuvo constante
durante el ciclo. EI CI fue alto al inicio y disminuy6 gradualmente a través del tiempo. El S-
S04? aumentd en 533% y 714% al iniciar floracion y al finalizar ciclo respectivamente. El
Zn tuvo un incremento del 173% al finalizar el ciclo. La relacion de adsorcion de sodio
(RAS) presentd un descenso después de la etapa vegetativa y hasta el final del ciclo de
cultivo.

En suelo se realiz6 una comparacion antes de siembra y al finalizar el ciclo de cultivo (Tabla
3-2). El pH aumenté un 5% y la CE se redujo un 75%. La saturacion de humedad se
mantuvo estable en el tiempo. El Ca?*, K*, CI'y Mn se redujeron en 80%, 73,5%, 91,9% y
90,7% respectivamente. EI Mg?* y el Na* disminuyeron su contenido en 70% y 48,1%
respectivamente. El HCO3,, S-S04%, B y el Fe (a pH de solucién) pasaron de estar en
disponibilidades bajas a disponibilidades altas. EI Cu, Zn, P-H,POs y la RAS, no tuvieron
variaciones a través del tiempo. Respecto a las dos fuentes de N se redujo el contenido a
través del ciclo de cultivo, sin embargo, el N-NH4* se encontré en menor proporcion que el
N-NOj3 antes de la siembra; por consiguiente, la reduccion de la forma NO3 fue mas alta.
El Fe (a pH 2.0) se incremento un 60% al finalizar la cosecha de las plantas de Cannabis.

Tabla 3-2. Resultados del analisis de elementos disponibles en la solucion del suelo y
sustrato, en tres periodos clave del ciclo de cultivo de tres variedades de Cannabis sativa
L. (SC, CW, HC).

Finalizando etapa
Antes de siembra vegetativa- Antes de
iniciar floracién visible

Finalizando ciclo
total del cultivo

Suelo* Sustrato Sustrato Suelo* Sustrato
pH 5,75 5,81 5,5 6,11 5,7
CE (dS/m) 2,48 2,85 7,22 0,62 6,15
Sut. Hum (%) 85,80 703 507 79,2 627
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
K* 330 506 980 87,2 582
Ca% 167 34,8 354 32,5 317
Mg?* 63,1 33,6 204 18,8 237
Na* 43,4 252 320 22,5 262
N-NH4* 2,46 0,48 3,11 0,79 8,61
HCOz 12,8 46 74,2 19,7 106

CI 171 678 594 13,8 284
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P-H2PO4 7,09 41,6 213 7,86 117
S-S0+ 31,2 87,4 554 84,9 712
N-NOs 234 21,1 194 3,62 58,7
B 0,06 0,6 1,6 0,29 2,15
Fe 0,033 0,019 0,019 0,826 0,018
Fe (pH 2.0) 0,586 0,022 0,025 0,968 0,021
Cu 0,019 0,017 0,031 0,018 0,154
Mn 0,217 0,017 0,366 0,02 0,811
Zn 0,026 0,313 0,391 0,01 1,07
Relacion
adsorcion 0,726 7,33 3,35 0,777 2,71
sodio

*Para suelo se presenta solo el resultado del inicio y final del ciclo de cultivo. No hay valor intermedio.

En el suelo se realizé la determinacion de contenido total de nutrientes intercambiables al
iniciar floracién y finalizando el ciclo del cultivo (Tabla 3-3). Se encontré que el pH aumenté
un 10% en la fase de floracién. La CE por el contrario disminuyd un 79,6% evidenciando
pérdida de sales. La saturacion de humedad media present6 un incremento del 7% durante
la fase reproductiva. El K y el Ca redujeron sus concentraciones a travées del tiempo, pero
fue el K el que present6 una reduccion del 20,6% en el porcentaje de saturaciéon. El Mg,
Mn, P, S, la Saturacion de sodio (Sat. Na) y la Saturacién de calcio (Sat. Ca) no presentaron
variaciones. El contenido de Na, Fe y Zn intercambiable mostraron una disminucion
finalizando el ciclo de cultivo respecto a la finalizacién de la etapa vegetativa. El Cu, N-
NH4" y el porcentaje de Saturacién de magnesio (Sat. Mg) incrementaron en 71%, 30% y
18% respectivamente al finalizar el ciclo de cultivo. El contenido de B aumenté 88%,
mientras que el contenido de N-NOs™ se redujo 84%, ambos al finalizar el ciclo de cultivo.
El porcentaje de saturacién de Al (Sat. Al) no presentd valores significativos en las dos
etapas.

Tabla 3-3. Resultados del andlisis convencional de suelo de invernadero, donde se
establecieron las tres variedades de Cannabis sativa L., Souce Cauca, Calotoweed y
Higthcol.

Finalizando etapa
vegetativa- Antes de
iniciar floracién visible

Finalizando ciclo
total del cultivo

Suelo Suelo
pH 5,46 6,11
CE (dS/m) 3,03 0,62
rﬁzgi:%/g) 32,30% 39,60%
mg/Kg mg/Kg
K 1340 900
Ca 2850 2400

Mg 570 570
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Na 120 96
Fe 22,2 10
Mn 23 21,4
Cu 0,46 0,79
Zn 18,3 15,1
B 0,434 0,816
P 14,6 14,5
S 108 116
N-NH4* 9 11,7
N-NOs 354 54
SAT Mg 20,50% 24,20%
SAT Na 2,28% 2,15%
SAT Al 0,29% 0,00%
SATK 15,00% 11,90%
SAT Ca 62,00% 61,90%

3.4.2 EIl contenido de nutrientes foliar presenta diferencias a través del
tiempo entre las plantas de suelo y sustrato

En las tres variedades en sustrato el contenido de macronutrientes tuvo un comportamiento
diferencial con interacciones dobles de p<0,001 (Tabla 3-4). El contenido de N presentd
una disminucién progresiva a través del tiempo para las tres variedades, alcanzando
valores por debajo del 3%. Las variedades HC y CW presentaron un contenido de N mas
alto que SC durante todo el ciclo de cultivo y esto se observd visualmente en la clorosis
foliar generalizada en toda la planta después de iniciada la etapa de floracién, después de
los 39 ddt (Figura Suplementaria 3). El contenido de P mostré una disminucion hasta los
46 ddt en las tres variedades, sin embargo, después de los 60 ddt presenté un aumento,
siendo significativo a los 90 ddt, donde también se obtuvo los mayores contenidos de este
macronutriente en el follaje. El contenido de K fue variable a través de tiempo, pues
presentd una disminucién a los 30 ddt; un aumento a los 46 ddt con valores similares a los
presentados a los 15 ddt y, una reduccién en las variedades CW y SC a los 60 y 90 ddt.
En la variedad HC, aunque hubo una disminucién progresiva, el contenido fue mucho
mayor que en las otras dos variedades. El contenido de Ca en el follaje de CW y SC
mantuvo sus niveles constantes hasta los 46 ddt, sin embargo, HC present6 un aumento
a los 30 ddt y una disminucién a los 46 ddt. A los 60 y 90 ddt todas las variedades
disminuyeron el contenido de Ca alcanzando valores cercanos al 2%. El contenido de Mg
para las tres variedades disminuyd progresivamente hasta los 60 ddt y present6 un
incremento a los 90 ddt. Finalmente, el S mostré una disminucién a los 30 ddt, se mantuvo
estable a los 46 ddt, disminuyd significativamente a los 60 ddty a los 90 ddt alcanzé valores
cercanos a los presentados a los 15 ddt.

En los micronutrientes (Tabla 3-4), el contenido de Fe, se mantuvo estable en las
variedades HC y SC hasta los 60 ddt, mientras que CW presentd una disminucion
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significativa a los 60 ddt. Las variedades CW y SC aumentaron el contenido de Fe a los 90
ddt. El contenido de Fe se disminuy6 a los 30 ddt en HC y SC, y se mantuvo estable en
CW. El contenido de Mn a los 46 y 60 ddt fue muy similar al presentado a los 15 ddt, sin
embargo, a los 90 ddt presentd un aumento significativo en las tres variedades, obteniendo
los mayores valores la variedad SC, seguido de CW y HC. El contenido de Cu y Zn fue
muy similar en las tres variedades entre los 15 y 60 ddt, sin embargo, a los 90 ddt se
presenté un aumento significativo. Las variedades con mayor acumulacién de Cuy Zn a
los 90 ddt fueron SC y CW, respectivamente. El contenido de B presenté un aumento
significativo a los 30 ddt, mientras que a los 46 y 60 ddt el contenido de B en las tres
variedades fue diferencial. Sin embargo, a los 90 ddt el contenido se redujo a niveles
similares a los obtenidos en los 15 ddt. ElI Na para las tres variedades se presenté en
niveles éptimos, a excepciéon de HC a los 46 ddty CW 'y SC a los 60 ddt, donde los valores
estuvieron por debajo del valor minimo reportado.

Tabla 3-4. Contenido de macronutrientes y micronutrientes en el follaje para las variedades
de Cannabis sativa L. Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) sembradas
en condiciones de suelo y sustrato. Se presentan los valores para los 15, 30, 46, 60 y 90
ddt (n=3). El color rojo en el mapa de calor indica niveles superiores al maximo reportado,
verde en el rango ideal y naranja por debajo del minimo reportado.

Contenido nutricional foliar

% ppm

ddt Tratamiento N P K Ca Mg S Na Fe Mn Cu Zn

CW-Suelo
CW-Sustrato
HC-Suelo
15
HC-Sustrato
SC-Suelo
SC-Sustrato
CW-Suelo
CW-Sustrato
30 HC-Suelo
HC-Sustrato
SC-Suelo
SC-Sustrato
CW-Suelo
CW-Sustrato
HC-Suelo
46 HC-Sustrato
SC-Suelo

SC-Sustrato

60 CW-Suelo
CW-Sustrato
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HC-Suelo
HC-Sustrato
SC-Suelo
SC-Sustrato
CW-Suelo
CW-Sustrato
HC-Suelo
90 HC-Sustrato
SC-Suelo
SC-Sustrato
MIN® 3,20 0,24 1,80 1,47 0,40 0,16 0,010 99 40,00 4,90 23,00 55,00
MAX! 4,30 0,36 2,09 2,90 0,61 0,22 0,040| 125 67,00 6,10 38,00 80,00

Sl g n |f| canc | a *k%k *kk *kk *kk *kk *kk N S * *% *kk *kk *%

Lvalores maximos y minimos tomados de Cockson et al. (2019).
NS, *, ** 0 *** no significativo o significativo a p< 0,05, 0,01 o 0,001, respectivamente.

Para las variedades en suelo el contenido de los macronutrientes y micronutrientes fue
diferente a lo presentado en sustrato (Tabla 3-4). El contenido de N se mantuvo estable en
las tres variedades hasta los 60 ddt. A los 90 ddt se presenté una disminucion similar en
las tres variedades. El contenido de P fue menor en suelo que en sustrato, sin embargo,
igual que en sustrato, aumento significativamente a los 90 ddt. El porcentaje de K foliar
mostrd un incremento hasta los 46 ddt, y después de los 60 ddt, disminuy6 en las tres
variedades. El Ca aument6 en las tres variedades hasta los 30 ddt, y posteriormente, de
los 46 a los 90 ddt se observé una disminucién gradual alcanzando niveles por debajo del
3%. El Mg, mostr6 valores mas bajos que los presentados en sustrato durante todo el ciclo
de cultivo, sin embargo, fue relativamente estable durante el periodo vegetativo y
reproductivo, presentando reducciones a los 60 y 90 ddt. El contenido de S se redujo a los
30 ddt respecto al muestreo inicial (15 ddt). Sin embargo, a los 46 ddt present6 un aumento,
y a los 90 ddt se tuvo valores similares a lo encontrados a los 15 ddt.

Respecto al contenido de micronutrientes, el Na presentd valores muy similares a lo
obtenido en sustrato y; no mostré variaciones significativas a lo largo del ciclo de cultivo.
El contenido de Fe mostro una tendencia similar a lo encontrado en sustrato, en términos
de concentracion y variacion de contenido. Se mantuvo estable hasta los 60 ddt, y mostré
un incremento significativo a los 90 ddt, con valores muy similares para las tres variedades.
El contenido de Mn fue menor comparado con las plantas de sustrato, sin embargo,
aument6é al finalizar la etapa de floraciébn de las tres variedades, siendo mayor la
concentracion a los 90 ddt en la variedad SC. El contenido de Cu también aument6 al
finalizar el ciclo de cultivo, acumulandose en mayor proporcion a los 90 ddt. El
comportamiento fue muy similar al presentado en las plantas de sustrato. El contenido de
Zn mostré una reduccion hasta los 46 ddt, sin embargo, desde los 60 y hasta los 90 ddt se
present6 un aumento significativo del contenido de Zn, alcanzando valores cercanos a 110
ppm en las tres variedades. El B se present6 en concentraciones por debajo de 60 ppm
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para las variedades HC y SC durante todo el ciclo de cultivo, mientras que la variedad CW
por el contrario presentd valores por encima de 60 ppm a los 30, 46 y 60 ddt. El Na para
las tres variedades se presentd en niveles 6ptimos, a excepcion de los 60 ddt donde en
las tres variedades, los valores obtenidos se encontraban por debajo del minimo reportado.

3.4.3 Las correlaciones de nutricionales en las plantas de Cannabis varian
entre medios de cultivo.

En sustrato, la variedad CW (Figura 3-1 A), presentd una correlacion positiva entre el
contenido foliar de Ky Ca, Mgy K, Ny Mg, Nay Fe, Mny Na, Py Zn, y Cu y P, todas con
valores por encima de 0,65. Se presentaron relaciones inversamente proporcionales entre
el S, Na, Zn y P con el B. Igualmente se obtuvo correlaciones negativas entre N y Mn, Zn,
P y Cu. El K presenté correlaciones inversas con Cuy Mn. El Ca present6 correlaciones
negativas con Cu, Zn, P y Mn. En la variedad HC se present6 una alta correlacién positiva
entre el P con Cuy Zn, Zny Cu, N con Mg y Ca, y Ca con Mg (Figura 3-1 B). El Mn mostr6
correlaciones lineales con Zn, P y Cu. De forma contraria, se presentd una alta correlaciéon
negativa entre S y B, al igual que Cu y Ca. Del mismo modo que en CW, el B presento
correlaciones negativas con Mn, Zn, P y Cu. El P con Ca presenté correlaciones inversas
de la misma forma que el K con P y Cu. En SC (Figura 3-1 C), se encontraron correlaciones
positivas altamente significativas entre N con Mg y Ca, Ky Ca, Zn con P, Cu y Mn.
Igualmente presentaron correlaciones positivas entre Cu con Mg y Fe, y P y Mn. Las
correlaciones negativas con valores mas altos se presentaron principalmente en B con S,
Zn, P, Cu, Mn, Mg y Fe. EIl Cu presento correlaciones lineales negativas con K, Cay N; el
N por su parte mostré correlaciones negativas con Mn y Fe.

K P
A B
Mg n
N Mn
S 0.58 046 045 |y 026 0 |-0.03 008
B 003029 01 026 g -0.06
Fe 023 056|-006/ 016 024 008 g 012|041 04 034
Na 05 019|006 -0.02 013 K 0.35 -0.07|0.05 -0.26 0.25
Mn 059 -0.14 0.18 -0.39 -0.26 036 Fe 013 023 029 007 057 032 011 014
Zn 0.56 0.37 013 -0.27 Mg 0.26 028 -0.02
p 0.48 0.58 0.34 014 -0.34 N 01 |059 028
Cu 0.48 0.36 0.08 033 Ca 019 02 (009 002|002 -0.27 048

S SRS T S L SR T Y AR SR R RN
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Figura 3-1. Correlogramas del contenido nutricional de tres variedades de Cannabis sativa
L. sembradas en sustrato, A. Calotoweed, B. Higthcol y C. Souce Cauca, obtenidos a partir
del analisis de correlacién de Pearson. Colores en la escala de rojo indican correlaciones
positivas, colores en la escala de azul correlaciones negativas. Los valores mas cercanos
a 1 o -1 son altamente significativos.

En suelo, la variedad CW (Figura 3-2 A) mostr6 correlaciones positivas entre el Ca y Mg,
Kcon Mgy Ca, CuconPyZnyP con Zn. El Mn también present6 una correlacion positiva
con nutrientes como el Fe, Na, Zn, Cu y P. A diferencia de lo anterior, el N present6
correlaciones negativas con Na, Zn, Cu, Mn y una alta correlacién inversa con P a pesar
de ser los dos macronutrientes esenciales. Se presentaron correlaciones negativas entre
Cacon Zn,CuyP;ydeB con Mn, Fe, Na, Zn, Cu, Py S. Para la variedad HC (Figura 3-2
B) se presento una correlacion positiva lineal entre el Cu y Zn al igual que P con Cu y Zn;
el Cay Mgy Cay K presento valores altos de correlacion (0,86 y 0,73, respectivamente).
En este caso se presentaron correlaciones positivas significativas entre el B y cuatro
macronutrientes esenciales: K, N, Mg y Ca. El Fe presentd una alta correlacion positiva
con P, Cuy Zn. Las correlaciones negativas principales en esta variedad se presentaron
entre P, Cuy Zn con B, K, N, Mg y Ca. Para la variedad SC (Figura 3-2 C), se presentaron
correlaciones altamente positivas entre Cu con P, Zn, Mn, Fe y Na. Se observaron
correlaciones positivas entre P con Zn, Mny Fe. Mn con Fe y Zn. El Ca por su parte obtuvo
correlaciones positivas con K, Ny Mg y el N con K (0,72). Las correlaciones negativas
estuvieron ligadas principalmente al N, Ky Ca con Cu, P, Zn, Mn, Fe y S. EIl B presenté
valores negativos de correlacion con Sy Na.
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Figura 3-2. Correlogramas del contenido nutricional de tres variedades de Cannabis sativa
L. sembradas en suelo, A. Calotoweed, B. Higthcol y C. Souce Cauca, obtenidos a partir
del andlisis de correlacion de Pearson. Colores en la escala de rojo indican correlaciones
positivas, colores en la escala de azul correlaciones negativas. Los valores mas cercanos
a 1 o -1 son altamente significativos.

La contribucion de las variables de contenido nutricional al medio de cultivo mostré un
comportamiento diferencial (Figura 3-3). En sustrato, se observd que los dos primeros
componentes explican el 70,1% de la varianza. Las variables que contribuyen en mayor
proporcion al primer componente (41,8%) son el contenido de P, Mn, Cu y Zn, los cuales
ademas presentan una alta correlacion entre si. El segundo componente (28,3%) esta
determinado principalmente por el contenido de N, Mg y S. Sin embargo, es posible
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evidenciar que el N tiene una correlacion muy alta con Ca y K. Como elemento que
presenta una correlacion inversa en doble via se encuentra el B el cual al aumentar puede
generar una disminucion en los contenidos de S, Na, Fe, Zn, Mn, P y Cu, sin embargo, su
contribucién no es alta. Por otro lado, en suelo (Figura 3-3 B), se observd que los dos
primeros componentes explican el 71,2% de la variabilidad. Las variables que contribuyen
en mayor proporcion a explicar el comportamiento de las variedades en suelo son el
contenido de N, P, K, Ca, Fe, Mn, Cu y Zn; en menor proporcion se encuentra el contenido
de Mg y Na. Se observé una alta correlacion entre Cu y Zn; por otro lado, se presenté una
correlacion inversa entre el contenido de Ny B con Na, S, Fe y Mn, los cuales presentan
alta correlacion entre si. EI Mg, Ca y K presentaron una estrecha correlacion entre si y
explican significativamente el comportamiento de las variedades en el medio de cultivo
suelo.
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Figura 3-3. PCA Biplot de las variables de contenido nutricional en tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en A. Sustrato y B. Suelo. Las variables con las flechas de
mayor longitud y en la escala de colores célidos representan una mayor contribucion. Las
variedades estan representadas con los colores azul (CW), amarillo (HC) y gris (SC).

Se observd que cada variedad respecto a las variables de contenido nutricional foliar
presenté diferencias significativas entre todos los tratamientos (p-valor menor al 0,05% en
todos los valores de remuestreo) (Tabla 3-5). En sustrato, para CW, se presentan
diferencias significativas entre los 46 y 60 ddt (p-valor =0,011), y 60 y 90 ddt (p-valor
=0,026). Para HC, no se presentaron diferencias significativas en el contenido nutricional
a través del tiempo. En SC, se presentaron diferencias entre los 15 y 90 ddt (p-valor
=0,016) y 30 y 90 ddt (p-valor=0,001); y al igual que en CW, diferencias entre los 46 y 60
ddt (p-valor= 0,004), y 60 y 90 ddt (p-valor= 0.004). En suelo, para CW, se presentan
diferencias significativas entre los 60 y 15 ddt (p-valor= 0,046), 60 y 46 ddt (p-valor=0,011)
y entre los 90 y 60 ddt (p-valor=0,026). En HC, por el contrario, se presentaron diferencias
significativas entre 15 y 90 ddt (p-valor= 0.000), 49 y 90 ddt (p-valor= 0.000), y 60-90 ddt
(0.031). Finalmente, en SC, se presentaron diferencias entre los 15 y 90 ddt (p-valor=
0,015), 30 y 90 ddt (p-valor= 0,039), y 46 y 90 ddt (p-valor= 0,005).

Tabla 3-5. MANOVA de los dias después de trasplante (ddt) para los seis tratamientos
(Variedad x Medio de cultivo) respecto al contenido de macro y micronutrientes. Los
valores indican la significancia con un p<0,05.

Trat. CW- CW- HC- HC- SC- SC-

ddt Sustrato Suelo Sustrato Suelo Sustrato Suelo
30-15 1,000 0,979 0,795 0,925 0,175 0,953
46-15 0,704 0,966 0,681 0,074 0,963 0,995

60-15 0,046 0,969 0,955 0,707 0,998 0,989
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90-15 0,107 0,885 0,998 0,000 0,016 0,022
46-30 0,998 1,000 1,000 0,412 0,316 0,982
60-30 0,686 0,997 0,981 0,617 0,078 0,913
90-30 0,489 0,736 0,852 0,405 0,001 0,047
60-46 0,011 0,996 0,961 0,999 0,989 0,970
90-46 0,163 0,677 0,809 0,001 0,004 0,004
90-60 0,026 0,750 0,958 0,019 0,002 0,336
MATS 2443295 1551,958 3833431 4038,604 148481  2083,56

p-valor 0,003 0,003 <0,001  <0,001 0,002 <0,001
remuestreo

3.4.4 Determinacion de las curvas de extraccion de nutrientes foliar para
Cannabis medicinal (Cannabis sativa L.) en condiciones de suelo y
sustrato.

Las curvas de extraccion de nutrientes para suelo y sustrato presentaron interacciones
dobles entre medios de cultivo, variedades y dias de evaluacién (p<0,001). Se presentan
los resultados de las curvas de extraccion foliar de macronutrientes para las tres
variedades en suelo y sustrato (Figura 3-4). En suelo (Figura 3-4 A, C, E) hay una mayor
extraccién de N, P, Ky S en la variedad SC hasta los 46 ddt y a los 90 ddt. HC y CW
mostraron una extraccion similar hasta los 46 ddt y a los 90 ddt. Sin embargo, la mayor
extraccion, coincidente en las tres variedades, es a los 60 ddt, en plena etapa de floracién,
desarrollo de tricomas y sintesis de metabolitos secundarios. La extraccion de Ca fue mas
alta en SC hasta los 46 ddt. A los 60 y 90 ddt la extraccidbn mas alta la presenté HC y CW,
respectivamente. Mg fue muy similar en las tres variedades durante todo el ciclo de cultivo.
En términos de Kg/ha, los nutrientes de mayor extraccién en suelo en las tres variedades
fueron N>Ca>K>Mg>P>S. En sustrato (Figura 3-4 B, D, F) la extraccion de N, P, K, Ca,
Mg y S fue mas alta en SC hasta los 30 ddt, mientras que de los 46 a los 90 ddt CW fue la
variedad que presentd la mayor extraccién con valores muy por encima de los obtenidos
en HC y SC. En general, en sustrato HC fue la que presentd menor extraccion foliar de
nutrientes. Respecto a los Kg/ha, en sustrato, el orden de extraccion de nutrientes en el
tejido foliar fue: N>Ca>K>Mg>P>S.
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Figura 3-4. Curva de extraccion de macronutrientes foliar (N, P, K, Ca, Mg, S) para tres
variedades de Cannabis sativa L. Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC)
sembradas en suelo y sustrato. Se presentan los valores para los 15, 30, 46, 60 y 90 ddt
(n=3). Las barras se presentan con la desviacién estandar. Las ecuaciones de cada una
de las curvas se presentan en la Tabla suplementaria 3.

Las curvas de extraccién de micronutrientes foliar en suelo y sustrato (Figura 3-5) para las
tres variedades muestran una tendencia caracteristica. En suelo (Figura 3-5 A, C, E) SC
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es la variedad que presenta la mayor extraccion de Na hasta los 60 ddt, mientras que a los
90 ddt, la variedad CW es la que presenta la mayor extraccion. Sin embargo, los valores
son muy similares entre variedades. Los metales Fe y Mn fueron extraidos durante todo el
ciclo de cultivo mayormente por las hojas de SC, seguido de CW y HC. La extraccion de
Cu fue mucho mas alta en SC y CW comparado con HC, a pesar de ello, la extraccion es
bastante similar en las tres variedades. El B fue extraido en mayor proporcion en SC
comparado con las otras dos variedades hasta los 46 ddt. A los 60 y 90 ddt, la extraccion
mas alta la mostré6 CW. HC fue la variedad que presenté la extraccion mas baja de todos
los micronutrientes durante todo el ciclo de cultivo en suelo. El orden de extraccion de los
nutrientes para las variedades sembradas en suelo fue para CW y HC:
Fe>Na>Zn>B>Mn>Cu. En SC la extraccion fue: Fe>Na>Zn>Mn>B>Cu. La mayor
extraccién de micronutrientes para las tres variedades fue entre los 46 y 60 ddt en plena
etapa reproductiva. En sustrato (Figura 3-5 B, D, F) no fue muy clara una tendencia en
particular para los micronutrientes y variedades. Respecto al Na, la extraccion fue variable
para las tres variedades durante el ciclo de cultivo. SC presento la mayor extraccion de Fe
hasta los 30 ddt y en los 60 ddt, mientras que a los 46 y 90 ddt los mayores valores de
extraccion los mostré la variedad CW. ElI Mn y Cu, fue mayormente extraido por las hojas
de CW, seguido de SCy HC. El Zn y B fue extraido en mayor proporcién por las hojas de
SC hasta los 30 ddt, en los 46, 60 y 90 ddt CW fue la que presento la mayor extraccion. Al
igual que en suelo, HC fue la variedad que presentod la menor extraccion de micronutrientes
y la época de mayor extraccion fue entre los 46 y 60 ddt. ElI orden en Kg/ha de los
micronutrientes en sustrato fue: i) para CW, Fe>Na>Mn>B>Zn>Cu; ii) para HC,
Na>Fe>Mn>B>Zn>Cu; y iii) para SC, Fe>Na>B>Mn>Zn>Cu hasta los 46 ddt y
Na>Fe>Mn>B>Zn>Cu en los 60 y 90 ddt.
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Figura 3-5. Curva de extraccién de micronutrientes foliar (Na, Fe, Mn, Cu, Zn, B) para tres
variedades de Cannabis sativa L. Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC)
sembradas en condiciones de suelo y sustrato. Se presentan los valores para los 15, 30,
46, 60 y 90 ddt (n=3). Las barras se presentan con el error estandar. Las ecuaciones de
cada una de las curvas se presentan en la Tabla suplementaria 3.

Se presenta el MANOVA para las curvas de extraccion foliar establecidas (Tabla 3-6). Se
encontrd que cada variedad presento diferencias significativas entre todos los tratamientos
(p-valor menor al 0,05% en todos los valores de remuestreo). En sustrato se observa que
CW presento diferencias significativas en todos los ddt a excepcion de los 90 y 30 ddt (p-
valor= 0,332), y 60 y 46 ddt (p-valor= 0,349). En el caso de HC, solo se presentaron
diferencias significativas entre los 30 y 15 ddt (p-valor= 0,002). En SC al igual que en CW,
solo se presentaron diferencias significativas entre los 90 y 30 ddt (p-valor=0,989) y 60 y
46 ddt (p-valor= 0,935). En el caso de suelo, para CW no se presentaron diferencias
significativas entre los 30 y 15 ddt (p-valor = 0,294), 90 y 15 ddt (p-valor= 0,112), 90 y 30
ddt (p-valor= 0,948), 60 y 46 ddt (p-valor=0,909) y finalmente entre los 90-46 ddt (p-valor=
0,075). En HC, a diferencia que en sustrato, no se presentaron diferencias significativas
entre los 90 y 30 ddt (p-valor= 0,342) y 60 y 46 ddt (p-valor= 0,439). En SC, no se
presentaron diferencias significativas entre los 90-15, 46-30, 60-30, 90-30 y 60-46 ddt
(todos con valores por encima de 0,05).
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Tabla 3-6. MANOVA de los dias después de trasplante (ddt) para los seis tratamientos
(Variedad x Medio de cultivo) respecto a la extracciéon de macro y micronutrientes. Los
valores indican la significancia con un p<0,05.

Trat. CW- CWw- HC- HC- SC- SC-
ddt Sustrato Suelo Sustrato Suelo Sustrato Suelo
30-15 0,004 0,294 0,002 0,006 0,001 0,032
46-15 0,000 0,011 0,086 0,000 0,000 0,019
60-15 0,000 0,000 0,086 0,000 0,002 0,004
90-15 0,001 0,112 0,026 0,050 0,000 0,072
46-30 0,001 0,047 0,240 0,001 0,000 0,125
60-30 0,000 0,017 0,159 0,006 0,016 0,111
90-30 0,332 0,948 0,898 0,392 0,989 0,467
60-46 0,349 0,909 0,798 0,439 0,935 0,995
90-46 0,024 0,075 0,334 0,000 0,000 0,044
90-60 0,000 0,024 0,192 0,000 0,017 0,032
MATS 9678,997 15270,17 5643,809 9939,409 15691,86 6401,064
p-valor

<0,001 <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001
remuestreo

3.5 Discusion

En el presente estudio se demuestra la importancia del medio de establecimiento de cultivo
sobre la nutricion de las plantas de Cannabis. Se establecieron las primeras curvas de
extraccion foliar para las tres variedades de Cannabis medicinal establecidas en suelo y
sustrato. Estos resultados proporcionan una informacion basica y necesaria respecto a la
nutricion de Cannabis que sera de gran utilidad, tanto a nivel de investigacién como en la
revision de los planes de fertilizacion en cultivos comerciales con el fin de mejorar la
productividad.

En el analisis de la solucion de suelo y del sustrato, asi como en el andlisis convencional
de suelo, fue posible determinar que los parametros de CE y concentracion de Na* y K*
son un buen indicador de la variabilidad en el contenido de iones en el sustrato de fibra de
coco. El alto contenido de Na* y K* presente en la solucion del sustrato, sugiere que el
procesamiento del medio de cultivo previo a la siembra no es el adecuado (Abad et al.,
2002; Poulter, 2014; Nemati et al., 2021). A pesar de que el proveedor de sustrato asegura
gue es un sustrato pasteurizado por vaporizacion y buferizado para neutralizar la
inmovilizacion de Ca/Mg y remover excesos de K/Na, las concentraciones altas de estos
elementos se mantuvieron desde el inicio hasta el final del ciclo de cultivo. Estos resultados
indican que se debe tener cuidado al usar estos medios de cultivo, particularmente para
plantas mas sensibles a la sal que el Cannabis (Huaran et al., 2019). Segun nuestros
resultados no se presentaron efectos negativos en las primeras etapas de desarrollo del
cultivo por estas caracteristicas del sustrato debido a que C. sativa es tolerante a
condiciones salinas, sin embargo, puede haber una tolerancia diferencial entre variedades
(Huaran et al., 2019). En etapas avanzadas de desarrollo del cultivo probablemente se
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presenté una acumulacion de nutrientes proveniente de la fertilizacién en este medio de
cultivo, lo que generé una mayor salinizacion del sustrato, interfiriendo con la toma y
asimilacién de nutrientes por parte de la planta (Guo et al., 2021).

Sin embargo, dentro de la CE hay que considerar el aporte de cationes y aniones, asi como
la contribucion de cada uno de ellos a la CE final del medio. Los datos obtenidos (Tabla
suplementaria 3) indican que la proporcion de cationes, tanto en suelo como en sustrato,
es similar a lo largo del ciclo de cultivo, lo que indicaria que la alta conductividad se debe
a la concentracion como tal de los cationes y no al porcentaje de contribucion de estos a
la CE. La concentracion de los cationes, asi como el porcentaje de contribucion del K* y
Na* presentes en el sustrato antes de la siembra, afectaron la disponibilidad de Ca?*y Mg?*
en las etapas iniciales del cultivo, generando un desbalance catiénico. También se sabe
que pueden formarse algunos complejos entre cationes y aniones (sulfatos, cloruros,
fosfatos, entre otros) que podrian incrementar la salinidad del medio de cultivo,
principalmente en sustrato donde se obtuvo una CE alta (Hernandez et al., 2014).

De otro lado, se ha reportado que C. sativa debido a su sistema radical complejo, con una
raiz muy profunda y miles de raices secundarias, es capaz de recuperar minerales y
nutrientes en el subsuelo, por lo tanto, es considerada una especie acumuladora dinamica
con un papel importante en la remediacion de tierras degradas (Mankowski et al., 2020).
Esto explica lo observado en suelo, ya que las plantas de Cannabis pudieron extraer todos
los nutrientes y por lo tanto la CE se redujo a niveles inferiores al ideal para esta planta.

Los nutrientes esenciales para las plantas son necesarios en concentraciones especificas
de cultivo para obtener un crecimiento o rendimiento éptimos y el andlisis de tejido vegetal
es el método estandar para medir esos niveles en los cultivos (Cockson et al., 2019).
Aqui se encontré que el N diminuyd, después de los 60 ddt, su concentracién foliar
significativamente mas en sustrato que en suelo, llegando a niveles deficitarios de acuerdo
con lo reportado por Cockson et al. (2019). Los sintomas de deficiencia de nutrientes
ocurren cuando las concentraciones tisulares bajan a un nivel en el que el crecimiento o el
rendimiento se ven afectados negativamente y pueden servir como una herramienta de
diagnostico visual para productores e investigadores (Bryson et al., 2014; Landis et al.,
2019). La deficiencia de N en las plantas de sustrato podria estar relacionada con la
ausencia de Mo, un nutriente esencial que actia como cofactor de la nitrato reductasa para
permitir que el NO®™ sea asimilado por el tejido vegetal (Epstein y Bloom, 2005), sin
embargo el contenido de este nutriente no fue analizado. Aqui, en plantas en suelo se
encontraron concentraciones foliares de N entre 3,5y 5,0 % durante el ciclo del cultivo, en
comparacion con plantas de sustrato donde oscil6 entre 5,0 y 2,5 % aproximadamente,
siendo los valores mas bajos después del inicio de la floracion. Estos contenidos de N foliar
en plantas en suelo indican que esta planta es N-filica como ha sido reportado
anteriormente por Yep et al. (2020). Otros estudios también han reportado resultados
semejantes a los encontrados aqui, encontrando concentraciones de N foliar en C. sativa
por encima del 4,0 % (Coffman y Gentner, 1977; Saloner et al., 2019). Los datos obtenidos
en esta investigacion tanto de contenido de N como de K muestran que estos elementos
fueron limitantes en las plantas de sustrato después de iniciada la etapa reproductiva, de
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acuerdo con los niveles de macro y micronutrientes reportados para C. sativa (Cockson et
al., 2019; Landis et al., 2019) y otros cultivos (Bryson et al., 2014). Aqui se encontré una
rapida disminuciéon del K foliar después de los 46 ddt para las plantas de suelo y mas
notoria para plantas de sustrato excepto para la variedad HC, cuyo requerimiento de K
podria ser mayor (Wogiatzi et al., 2019). Para C. sativa cultivada se ha encontrado que en
la etapa vegetativa con 15 mg L de K en la solucién de fertirrigacion se presenta un
crecimiento subdptimo, mientras que el crecimiento éptimo se obtuvo con 175 mg L de K,
una concentracion mucho mas alta (Saloner et al., 2019). El P se present0 en niveles por
encima del maximo reportado (Cockson et al., 2019), sin embargo, después de los 46 ddt,
los niveles en sustrato fueron un poco mas altos que en suelo. Esto ocurrié
simultdneamente con el cambio de fase vegetativa a reproductiva cuando se inici6 la
formacion de inflorescencias lo cual genera cambios en los requerimientos nutricionales
de la planta (Schachtman et al.,1998; Maathuis, 2009). El P es un componente de los
acidos nucleicos y de las membranas, necesario para la divisién celular y por tanto para el
aumento de la biomasa y el desarrollo de las inflorescencias con areas expansivas
ornamentadas morfolégicamente como bracteas, pistilos y calices, que estan recubiertas
con resinas ricas en fitoquimicos (Yep et al., 2020). En cuanto al Ca, pese a que fue mas
bajo en las plantas de sustrato no se encontr en niveles subéptimos en plantas en ninguno
de los dos medios de cultivo (Cockson et al., 2019; Landis et al., 2019).

El Mg presentd inicialmente niveles superiores al maximo reportado, pero su contenido
disminuyd en las plantas tanto en suelo como sustrato después del inicio de la etapa
reproductiva, alcanzando niveles deficientes a los 60 ddt (Cockson et al., 2019). Sin
embargo, en las plantas de sustrato los 90 ddt se presentd un contenido excesivo, lo que
podria indicar que la planta aumenté la toma de este elemento ya que censd un bajo
contenido de clorofilas debido a la deficiencia de N que se presento en sustrato (Shi et al.,
2021). El contenido de S y B fue deficitario en plantas tanto en suelo como en sustrato
durante todo el ciclo del cultivo (Cockson et al., 2019; Landis et al., 2019). El B tiene un
papel estructural en la pared celular, por tanto, es esencial en su sintesis
especialmente en zonas con alta divisién celular como las regiones meristematicas de la
raiz (Hu y Brown, 1994), lo que puede ocasionar menor crecimiento de las plantas. La
deficiencia de azufre puede deberse a un requerimiento nutricional mayor de estas plantas
y por lo tanto podria aplicarse en mayor proporcién en la férmula de fertilizacion (Muscolo
et al., 2022)

Los contenidos de Fe, Mn, Cu y Zn, presentaron un incremento en la concentracion foliar
a través del ciclo de cultivo tanto para plantas en suelo como en sustrato y los valores
estuvieron por encima del maximo reportado (Cockson et al., 2019; Landis et al., 2019).
Esto caus6 que en las curvas de extraccion de nutrientes se obtuvieran valores altos
principalmente de Zn, Fe y Mn. Numerosos estudios han encontrado que las plantas de C.
sativa tienen una alta tolerancia a los metales (Ahmad et al., 2016) y pueden
comportarse como plantas fitorremediadoras (Linger et al., 2002). El cadiiamo industrial
tiene la capacidad de tomar metales y almacenarlos en diferentes 6rganos de la planta
como raices, hojas, y tallos (Angelova et al., 2004), sin mostrar un efecto negativo para la
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planta (Citterio et al., 2003; Shi et al., 2012). Esta capacidad de almacenar metales debe
considerarse si se van a cosechar las hojas con fines medicinales (Placido y Lee, 2022).
Determinar las curvas de extraccion de nutrientes es muy importante ya que permite
conocer la demanda de nutrientes en cada etapa fenoldgica generando informacién que
se puede utilizar para hacer ajustes de los planes de fertilizacién con el fin de incrementar
la produccion y productividad de las plantas (Bertsch et al., 2003; Calvache, 2015). En las
plantas en suelo se obtuvo una mayor extraccion foliar de los nutrientes comparado con
las de sustrato, debido a la mayor exploracién de las raices, sin embargo, las curvas tienen
una tendencia semejante. La época de mayor demanda foliar de macro y micronutrientes
se presenta después del inicio de la etapa de floracion (46 ddt), siendo los 60 ddt el
momento de mayor extraccion para la mayoria de los nutrientes determinados. EI N es el
principal nutriente extraido por las plantas tanto en suelo como en sustrato. EI N es el
elemento mineral mas abundante en las plantas (Ohyama, 2010) debido a sus mdltiples
funciones en los procesos metabdlicos, incluida la sintesis de proteinas, clorofilas y acidos
nucleicos (Hawkesford et al., 2012). En Cannabis se ha determinado que un alto suministro
de N en la etapa de floracién tiene efectos adversos en la produccion de compuestos
secundarios, aunque promueve el crecimiento y la produccion de biomasa (Saloner y
Bernstein, 2021). Por tanto, el aporte de N puede usarse para regular los perfiles de
cannabinoides y terpenoides, o para aumentar el rendimiento de la planta, en funcion del
programa de produccion deseado.

Para el K, se encontré una alta extraccion en la etapa de floracién. El K tiene un papel
importante en la sintesis de cannabinoides, principalmente cannabidiol (CBD) y
cannabidivarina (CBDV), lo cual se debe a su efecto en el desempenio fisiolégico de la
planta (De Prato et al., 2022). El Ca por su parte presenta una gran importancia en las
plantas debido a que especificamente en Cannabis es componente estructural de las
paredes celulares del sistema radical, dada su complejidad e importancia en el anclaje en
el medio de cultivo, y por lo tanto, en poder mantener la proporcion parte area/raiz lo mas
balanceada posible (Mankowski et al., 2020). El Mg no presentd una alta extraccion en las
plantas tanto en suelo como sustrato, no obstante, es un elemento esencial para la sintesis
de azlcares y proteinas (Marschner, 2012).

Los elementos Fe, Mn y Zn presentaron una alta extraccién, en comparacion con los
demas microelementos, probablemente debido a su funcion en la activacién de enzimas,
sintesis de hormonas, control de las reacciones redox de la fotosintesis, sintesis de
clorofila y fijacion de nitrégeno (Marschner, 2012; Menezes et al., 2022), asi como su
importancia durante la formacion del primordio floral y en etapas avanzadas en la sintesis
de cannabinoides (Cockson et al., 2019). Ilgualmente, la alta extraccién de estos
micronutrientes puede deberse a la concentracién foliar del nutriente lo que genera
resultados de extraccion elevados en las hojas, ya que como se mencioné antes Cannabis
es acumuladora de metales (Angelova et al., 2004).

Finalmente, es posible afirmar que el medio de cultivo, suelo o sustrato, tiene efectos
directos en el contenido nutricional de las plantas de Cannabis. La informacién que se
genera en este estudio puede usarse como base para tomar decisiones respecto al tipo de
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sustrato a utilizar en cultivos de Cannabis. Se ha encontrado que el tipo de suelo empleado
para el cultivo de las plantas de Cannabis esta relacionado con el perfil quimico del tejido
vegetal (Sander et al., 2021) y por lo tanto puede tener una implicacién directa en la
dindmica nutricional en las plantas de Cannabis.

3.6 Conclusiones

Una alta concentracion de iones, especificamente cationes, al inicio del ciclo de cultivo en
el sustrato gener6 que a medida que avanzaba el ciclo de cultivo, se presentara
salinizacion del medio debido a la fertilizacién realizada. En el sustrato se produjo la
inmovilizacion de los iones dentro de la rizosfera y la planta no pudo captar la totalidad de
nutrientes lo que se observdé como una menor extraccion foliar en comparacion con las
plantas en suelo, generandose una deficiencia marcada principalmente de N. En suelo, por
el contrario, se observé que las plantas captan los nutrientes que requieren de la solucién
del suelo y los provenientes del fertirriego. Esto gener6 que las curvas de extraccién foliar
de nutrientes para suelo fuera mas alta a la obtenida en sustrato, mostrando que las
plantas de Cannabis son capaces de absorber y asimilar los nutrientes disponibles. Los
contenidos nutricionales indicaron que las plantas de Cannabis requieren concentraciones
altas de nitrégeno para su crecimiento y desarrollo y que pueden ser consideradas N-
filicas. También se encontré6 que las plantas de Cannabis extraen del suelo altas
concentraciones de metales, lo que puede convertirse en una limitante al tratarse de una
especie con propoésito medicinal. Las correlaciones de nutrientes presentaron algunas
variaciones entre los medios de cultivo lo que debe ser considerado al generar planes de
fertilizacion especificos para esta especie vegetal. Los resultados obtenidos en este
estudio permiten comprender parte de la dinamica de la nutricion mineral en las plantas de
Cannabis y sirven como base para futuras investigaciones, asi como para el manejo de la
fertilizacion en esta planta.
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4.Establecimiento del desempeno fisioloégico
de tres variedades de Cannabis medicinal
sembradas en condiciones de suelo y
sustrato

4.1 Resumen

Cannabis sativa L. es una planta importante en la industria alimentaria, medicinal y textil.
La legalizacién del Cannabis con fines medicinales y cientificos genera varios desafios
agrondémicos, siendo el medio de establecimiento del cultivo, uno de los factores mas
importantes ya que puede modificar la fisiologia de las plantas. El objetivo de este estudio
fue determinar el efecto del medio de establecimiento suelo o sustrato sobre los
parametros fisiol6gicos relacionados con el rendimiento fotosintético de tres variedades de
Cannabis. Las variedades no psicoactivas de Cannabis Souce Cauca (SC), Calotoweed
(CW) y Higthcol (HC) se sembraron en suelo y sustrato (fibra de coco+perlita) bajo
condiciones de invernadero. Se midieron variables relacionadas con el contenido
nutricional a los 15, 46 y 90 dias después de trasplante (ddt) y variables relacionadas con
el rendimiento fotosintético a los 20, 35, 50, 65, 80 y 95 ddt. El contenido de N, Ky Ca
disminuyd a través del tiempo en las plantas cultivadas en sustrato, mientras que el
contenido de P, Mn y B se redujo en las plantas sembradas en suelo. El rendimiento
cuantico maximo potencial del fotosistema Il (Fv/Fm), el rendimiento cuantico fotoquimico
del fotosistema Il (Y(Il)) y la tasa de transporte de electrones (ETR) disminuyeron
significativamente en las plantas de sustrato comparado con las de suelo. El contenido
relativo de clorofilas (CRC) fue significativamente menor en plantas de sustrato debido a
gue se presentd una deficiencia de nitrégeno en este medio de cultivo. Del mismo modo,
el area foliar y la produccion de materia seca también fue menor en las plantas en sustrato
gue en suelo. Se acumulé mayor materia seca en los 6rganos foliares e inflorescencias en
suelo. Se concluye que el medio de cultivo modifica la disponibilidad y por lo tanto el
contenido de nutrientes en las plantas, lo que a su vez genera cambios en los parametros
fisiologicos de las plantas de Cannabis.

Palabras clave: Cannabis sativa, eficiencia fotoquimica, clorofila, nutricién, distribucién de
masa seca, medio de crecimiento de cultivo.

4.2 Introduccidén

Cannabis sativa L., una especie de la familia Cannabéacea, presenta una larga historia
como cultivo recreacional y/o medicinal, y su conocimiento como planta multipropdsito se
remonta a miles de afios atras (Ren et al., 2021). El requerimiento para la produccion de
Cannabis ha aumentado con la expansion global de la legalizacion de la utilizacion médica
y recreativa durante la Gltima década (Caulkins et al., 2012; Pacula 'y Smart, 2017). Debido
a una mejor comprension sobre la fisiologia y manejo agronémico de esta planta, se estima
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que el mercado mundial de Cannabis alcanzara los 90.400 millones de USD para el afio
2026 (Lyu et al., 2022). De esta manera, la demanda creciente de Cannabis esta
aumentando la necesidad investigacion sobre los sistemas de produccion y manejo para
lograr un alto rendimiento y calidad.

Uno de los parametros determinantes del comportamiento agronémico es el rendimiento
fotosintético, ya que la fotosintesis es el principal proceso que afecta la productividad, y
cualquier factor que la altere modifica el rendimiento agrondémico de los cultivos
(Wungrampha et al., 2018). El efecto de diferentes medios de cultivo sobre la fisiologia en
Cannabis medicinal, que sepamos, no se ha estudiado en el mundo, sin embargo, en
plantas de cafiamo se ha encontrado que los cambios de suelo a sustrato pueden modificar
el desarrollo produciendo alteraciones en la morfologia, anatomia y fisiologia de la planta
(Akram et al., 2021). En uno de los primeros estudios en Cannabis medicinal, determinaron
la respuesta fotosintética a las densidades de flujo de fotones, la temperatura y las
condiciones de CO; (Chandra et al. 2008 y 2011). Yep et al. (2020) evaluaron los efectos
de la zona de raices en la fisiologia de la planta cultivando dos variedades tipo psicoactiva
en tres sistemas de produccion distintos (hidroponia, turba+residuos de acuicultura y
acuaponia). En este estudio se encontré que hubo un efecto significativo en la zona de
raices en la mayoria de los rasgos fisiologicos y de crecimiento medidos; las plantas se
desempefiaron mejor en la zona radical hidropdnica produciendo entre un 42 y un 116 %
mas de biomasa de inflorescencias que los otros sistemas radicales, lo que estuvo
directamente relacionado con la disponibilidad de macronutrientes del sustrato y el
contenido de nutrientes foliar. En un estudio anterior, se observé un mayor contenido de
clorofila en las variedades con mayor fotosintesis maxima, y se encontré que el contenido
relativo de THC tiene un efecto en el contenido de carotenoides (Chandra et al., 2011).

La mayoria de los estudios fisioldgicos se han publicado para el cAfiamo con un enfoque
en la respuesta fotosintética y el rendimiento de biomasa con condiciones variables como
temperatura, disponibilidad de agua, nitrégeno y nutricién mineral (Amaducci et al., 2002;
Finnan y Burke, 2013; Aubin et al., 2015; Tang et al., 2017, 2018; Papastylianou et al.,
2018). Dado que la respuesta fisioldgica de las plantas de Cannabis medicinal puede diferir
de las plantas de cafamo debido a las diferencias genéticas y quimicas, es importante
entonces, tener una comprension clara de los factores que determinan el desempefio
fotosintético 6ptimo para el Cannabis medicinal (Hussain et al., 2021).

Ademas de la estructura genética (Sawler et al., 2015; Welling et al., 2016) y la
guimiotaxonomia (Hazekamp et al., 2004), cualquier modificacion en el manejo
agrondémico de plantas de Cannabis, va a afectar su fisiologia, generando respuestas en
la fotosintesis, conductividad estomatica, respiracion, temperatura foliar y sefializacion
bioguimica (Giraldo et al., 2010). Esto muchas veces se evidencia en el funcionamiento
del PSII, en el contenido de clorofila y en el cierre estoméatico que causa la disminucion de
la fijacion de COg, y reduccién en la eficiencia fotosintética y la transpiracion (Sanchez-De-
Miguel et al., 2009; Tambussi, 2011; Tarqui-Delgado et al., 2017). Por lo tanto, es
importante gestionar la eficiencia fotoquimica para mantener un equilibrio entre el
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rendimiento y posible dafio a la planta que pueda suceder como consecuencia de un estrés
(Pinnola y Bassi, 2018; Murchie y Ruban, 2020). Asimismo, la fotosintesis, juega un papel
clave en la determinacion de la tasa de crecimiento de la planta de Cannabis, ya que es la
principal fuente de carbono y energia (Chandra et al., 2008). Por lo tanto, una mayor
actividad fotosintética puede contribuir a un mayor rendimiento de la planta (Mia et al.,
2010). Asi entonces, la fotosintesis se convierte en una herramienta fisiol6gica valiosa para
la seleccion de plantas en una condicién ambiental particular (Joshiy Palni, 2005; Monclus
et al., 2006) o para la seleccion de condiciones ambientales adecuadas para una especie
de planta en especifico (Chandra et al., 2008).

El objetivo de este estudio fue determinar los parametros fisiolégicos relacionados con el
rendimiento fotosintético en tres variedades de Cannabis sembradas en condiciones de
suelo y sustrato para momentos clave del cultivo que permitan predecir el comportamiento
del rendimiento de las plantas.

4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Material vegetal y establecimiento del experimento

La investigacion se realiz6 en la finca El Candil, Lote Guacachica, La Conejera, Bogota,
Colombia (4°47'02,6" N, 74°06'10,9" O). Se emplearon 3 variedades no psicoactivas de
Cannabis medicinal: Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) (Tabla
suplementaria 1) proporcionadas por la compafiia Medcolcanna S.A.S. Las plantulas se
obtuvieron a partir de esquejes enraizados de 4 semanas de edad y se crecieron bajo
invernadero con temperatura promedio de 16,39 °C, humedad relativa de 76,21 9%,
intensidad de luz diaria promedio de 16,7 mol m? s, radiacion fotosintéticamente activa
(PAR) promedio de 282,61 pmol m?2s? (Figura suplementaria 1) y fotoperiodo natural
(12/12 h luz/oscuridad). Las tres variedades se sembraron en junio de 2020 en condiciones
de suelo y sustrato (Sustracoco Germiplus®, Fibra de coco 70%, perlita 30%), para un total
de seis tratamientos que corresponden a la interaccion entre las variedades y el medio de
produccion.

Las plantas se trasplantaron en materas plasticas de 12 L con sustrato 0 en camas
elevadas de 0,80 m de ancho con suelo, bajo una densidad de siembra de 4 plantas m2.
Se establecié un fotoperiodo durante la fase vegetativa de 18/6 luz/oscuridad el cual se
suplement6 con iluminacion artificial haciendo uso de luminarias LED Sylvania ® de 30W
durante 38 noches. Posteriormente las plantas crecieron bajo condiciones naturales de
fotoperiodo (12/12). Las plantas se regaron y fertirregaron con un sistema de riego por
goteo en el suelo y sistema de riego localizado tipo arafia con 2 estacas inyectoras cada
planta en el sustrato. Se fertilizé 5 dias a la semana durante el ciclo de cultivo hasta dos
semanas antes de la cosecha. Se establecié una formula de fertilizacion diferencial para
las fases vegetativa y floracion de acuerdo con lo reportado por Cockson et al. (2019) con
algunas modificaciones (Tabla 4-1), la cual fue aplicada tanto en suelo como en sustrato.
Durante todo el ciclo de cultivo se realiz6 la medicion del potencial de hidrogeniones (pH)
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y conductividad eléctrica (CE) de drenaje y gotero con un medidor portatil de temperatura
y pH/EC/TDS HI 9813-6 (distribuido por Hanna Instruments, Bogota, Colombia). Se realiz6
poda bajera de los tres nudos basales a los 54 ddt y 80 ddt.

Tabla 4-1. Férmula de fertilizacién en partes por millon (ppm) para la etapa vegetativa y
floracion utilizada en los medios de cultivo suelo y sustrato para plantas de Cannabis
medicinal.

Nutriente Vegetativo  Floracion 1* Floracion 2

N 161 37 53
P 64 35 51
K 224 176 251
Ca 144 46 65
Mg 77 45 64
Mn 6 5 6
Fe 6 5 6
Cu 6 7 11
Zn 1,7 7 11
B 0,7 0,5 0,7
S 107 111 157

*Férmula utilizada durante 5 dias después de iniciada la fase de floracién. Posteriormente se utilizo la férmula
floracioén 2.

Cada tratamiento se establecié en un area de 72,53 m? en 5 camas de manera aleatoria,
utilizando un disefio en bloques (medio de cultivo) completos al azar con parcelas divididas
(variedades). Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento y la unidad experimental
consisti6 en 37 plantas. Las variables fisioldgicas relacionadas con parametros
fotosintéticos se midieron a los 20, 35, 50, 65, 80 y 95 ddt en 3 plantas por repeticién por
tratamiento (n=15).

4.3.2 Medicién de variables nutricionales y fisiolégicas

4.3.2.1 Contenido foliar de nutrientes

Adicionalmente se determind el contenido foliar de nutrientes a los 15, 46 y 90 ddt. EI N se
determin6 segun Kjeldahl; P y B por colorimetria; K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu y Zn por
absorcion atomica; y S por turbidimetria, siguiendo la metodologia propuesta por Hussain
et al. (2013) en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Universidad Jorge Tadeo Lozano
(Cundinamarca, Colombia).

4.3.2.2 Eficiencia Fotoquimica

La eficiencia fotoquimica se midi6é con un analizador de fluorescencia de amplitud de pulso
modulado (JUNIOR-PAM, Walz, Germany) en una hoja completamente expandida del
tercio superior entre las 08:30 y las 12:00 h. Se evaluaron las variables de tasa de
transporte de electrones del fotosistema Il (PSIl) (ETR), el rendimiento cudntico maximo
potencial del PSII (Fv/Fm), Rendimiento cuéntico fotoquimico del PSII (YIl) y el Quenching
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no fotoguimico (NPQ). Fo' y Fm' se determin6 a la densidad de flujo de fotones
fotosintéticos incidente (PPFD). Fm y Fo fueron determinados en las mismas hojas
después de un periodo de adaptacion de 1 h en oscuridad. Para medir la fluorescencia
saturada, se utilizé un pulso de luz con un PPFD de 2000 pymol (foton) m~2s™. Todos los
parametros de fluorescencia de la clorofila se calcularon de acuerdo con los métodos
propuestos por Stirbet et al. (2018).

4.3.2.3 Conductancia estomaticay temperatura foliar

La conductancia estoméatica (gs) se determinG con un porometro de hoja Decagon SC-1
(Decagon Devices, Inc., Pullman, Washington) en la misma hoja donde se determiné la
eficiencia fotoquimica, entre las 10:00 y las 13:00 h. Ademas, se determino la temperatura
de la hoja en una hoja superior completamente expandida con un termémetro infrarrojo
Extech (Extech instruments, US). Se tomaron 5 mediciones por hoja y el valor final se
definié como el promedio de las mediciones.

4.3.2.4 Contenido relativo de Clorofilas

El contenido relativo de clorofilas (CRC) se determin6 con un clorofilbmetro SPAD-502 plus
(Konica Minolta, Osaka, Japan) en una hoja totalmente expandida del tercio superior de la
planta, tomando 5 mediciones en el foliolo central, en la parte media sin tocar la nervadura
principal. El dato final se tomé como el promedio de las mediciones realizadas.

4.3.2.5 Areafoliar

El area foliar (AF) se midi6é haciendo uso del software ImageJ®. Para ello se separaron los
foliolos principales y secundarios de cada planta. Se dispusieron sobre hojas de papel
blanco y se realiz6 el registro fotografico. Se analizaron 3 plantas por repeticion.

4.3.2.6 Distribucién de biomasa

Para determinar la acumulacion de biomasa en cada uno de los 6rganos de la planta, se
cosecharon las plantas y se separaron sus 6rganos en tallo, hojas, ramas e inflorescencias,
de acuerdo con su estado de desarrollo. Se registraron los pesos frescos y luego cada
organo se llevo a una estufa de secado a 65 °C hasta que alcanzaron peso constante
(aproximadamente 48 horas) con el fin de obtener el peso seco. Se hizo uso de una
balanza digital de mesa MIX A3000 (Trumax, Bogota, Colombia).

4.3.3 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico R (version 4.1.0). Se realizdé un
analisis de componentes principales (PCA) para cada uno de los medios de cultivo (suelo
y sustrato) evaluados. A través de un grafico Biplot se observa la contribucién de cada
variable y su asociacién con cada uno de los tratamientos planteados, para ello se hizo
uso de las librerias “FactorExtra” y “FactorMineR”. Para cada variable fisiolégica medida
los resultados se evaluaron con ANOVA en una via, con verificacion de supuestos de
normalidad y efecto de los tratamientos mediante la prueba de comparacion mdaltiple de
Tukey (p= 0,05). Finalmente se realiz6 un analisis de varianza multivariado (MANOVA) con
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el fin de evidenciar si existen diferencias a través del tiempo para los tratamientos
planteados (Friedrich y Pauly, 2018) haciendo uso de la libreria “MANOVA.RM". El andlisis
se realiza a partir de 10000 iteraciones y se determina la estadistica tipo ANOVA
modificada (MATS) y el p—valor de remuestreo a partir del enfoque bootstrap paramétrico
(paramBS). Para determinar las diferencias significativas se realiz6 la prueba multivariada
post hoc Tukey (p<0,05).

4.4 Resultados

4.4.1 EIl contenido nutricional foliar varia a través del tiempo en plantas de
Cannabis sembradas en sustrato vs. suelo

El contenido nutricional foliar de las plantas evaluado a los 15, 46 y 90 ddt muestra
diferencias significativas entre medio de cultivo*dia (p<0,001) y para los tratamientos
(p<0,05) en cada uno de los nutrientes determinados (Tabla 4-2). El contenido de N
disminuy6 progresivamente desde los 15 ddt hasta los 90 ddt siendo mucho mas
significativa la reduccion en las tres variedades de sustrato. El P por el contrario present6
un aumento a los 90 ddt comparado con los 15 ddt. Sin embargo, se presentd en niveles
excesivos durante todo el ciclo de evaluacion de acuerdo con los niveles reportados para
esta planta. El K y el Ca presentd un incremento a los 46 ddt y posterior disminucion en
los tres puntos de evaluacién a excepcion de HC en sustrato para Ca, sin embargo, a los
90 ddt estos dos nutrientes disminuyeron, siendo el K mas bajo en plantas de sustrato para
CW y SC y en suelo para HC. El Ca por el contrario se redujo en las tres variedades
sembradas en sustrato. Sin embargo, ni el K, ni el Ca se presentaron en niveles deficitarios
de acuerdo con lo reportado para estas plantas. EI Mg presentd una disminucion entre los
15 y los 90 ddt, sin embargo, en sustrato, estuvo por encima de los niveles. En suelo se
presentd una reduccion significativa a los 90 ddt. EI S y B en general se presentaron en
niveles limitantes tanto en las plantas de suelo como de sustrato. El Mn y Cu aumentaron
significativamente su concentracién foliar en el ciclo de cultivo tanto en suelo como en
sustrato, siendo mas alta en los tres puntos de muestreo en las variedades de sustrato. El
Fe y Zn se presentaron en concentraciones superiores al maximo reportado durante los
tres puntos evaluados, sin embargo, en sustrato, la concentracion foliar siempre fue menor
comparado con suelo.

Tabla 4-2. Contenido de macronutrientes y micronutrientes en el follaje para las variedades
Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) sembradas en condiciones de suelo
y sustrato. Se presentan los valores para los 15, 46 y 90 ddt (n=3). El color rojo en el mapa
de calor indica niveles superiores al maximo reportado, verde en el rango ideal y naranja
por debajo del minimo reportado por Cockson et al. 2019.

Contenido nutricional foliar

% ppm
ddt Tratamiento N P K Ca Mg S Fe Mn Cu Zn B

15 CW-Suelo
CW-Sustrato




89

HC-Suelo
HC-Sustrato
SC-Suelo
SC-Sustrato
CW-Suelo
CW-Sustrato
HC-Suelo
HC-Sustrato
SC-Suelo
SC-Sustrato
CW-Suelo
CW-Sustrato
HC-Suelo
HC-Sustrato
SC-Suelo
SC-Sustrato
MIN* 3,20 0,24 1,80 1,47 0,40 0,16| 99 40,00 4,90 23,00 55,00
MAX* 4,30 0,36 2,09 2,90 0,61 0,22| 125 67,00 6,10 38,00 80,00

S| g ni fl cancia Kk *kk *kk *kk *kk *kk * *% KKk *kk *%

46

90

*Valores maximos y minimos tomados de Cockson et al. (2019). NS, *, ** 0 *** no significativo o significativo a
p < 0,05, 0,01, 0,001, respectivamente.

4.4.2 Las tres variedades de Cannabis sativa L. sembradas en suelo y
sustrato presentan correlaciones diferenciales respecto alas variables
relacionadas con el rendimiento fotosintético

Las tres variedades presentan diferencias en las variables fisioldgicas tanto en suelo como
en sustrato, sin embargo, entre ellas no hay diferencias (Figura 4-1). En el PCA se observa
qgue los dos primeros componentes explican el 68% de la variacion (Figura 4-1A). Las
variables que contribuyen en mayor proporcién al primer componente (45,3%) son el peso
seco de las ramas (PSR), el area foliar (AF), que muestran una alta correlacion entre si; el
peso fresco de las ramas (PFR) y el peso fresco del tallo (PFT). En menor proporcién
contribuyen el peso fresco y seco de la inflorescencia (PFIn y PSIn, respectivamente) y el
peso seco de las hojas (PSH). El PSIn y PFIn tienen una alta correlaciéon. El segundo
componente (22,7%) se explica principalmente por el Rendimiento cuantico fotoquimico
del PSII (YII), el quenching no fotoquimico (NPQ), el rendimiento cuantico potencial del
PSII (Fv/Fm) y el contenido relativo de clorofilas (SPAD). Ninguna de estas variables esta
altamente correlacionada entre si. Las variables que no tienen una alta influencia en la
variacion observada son la tasa de transporte de electrones (ETR), la conductancia
estomatica (gs) y la temperatura foliar (tf). Sin embargo, la tf presenta una relacién inversa
con los pesos secos y frescos de tallos, ramas y hojas y el CRC. La gs, ETR y Fv/Fm tienen
correlacion entre si y presentan una relacion inversa con el peso seco y fresco de la
inflorescencia, area foliar y NPQ. Las variables fisiologicas presentan diferencias entre las
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plantas crecidas en suelo y sustrato (Figura 4-1B). En suelo la variacién esta explicada
principalmente por los pesos secos y frescos de ramas, hojas, tallo, el CRC y la tf, mientras
gue en el sustrato la variacion esta dada por las variables de eficiencia fotoquimica y pesos
secos y frescos de las inflorescencias. Asi entonces, estas variables podrian usarse como
variables predictivas la respuesta fisioldégica y de rendimiento de las plantas.

Variedad

@ Calotoweed
@ Higthcol

@ Souce Cauca

Contrib

Tratamiento

@ Suelo
& Sustrato

Contrib

Dim1 (45.3%)

Figura 4-1. PCA Biplot de las variables fisioldgicas relacionadas con el rendimiento
fotosintético en tres variedades de Cannabis sativa L., Souce Cauca, Calotoweed y
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Higthcol en suelo y sustrato. A. PCA-Biplot para las tres variedades y B. PCA-Biplot para
los dos medios de cultivo. Las variables con las flechas de mayor longitud y en la escala
de colores céalidos representan una mayor contribucion.

4.4.3 La eficiencia fotoquimica de las plantas en sustrato es mas baja que
las plantas en suelo después de iniciada la etapa de floracion

Para las variables relacionadas con la eficiencia fotoquimica se presentaron diferencias
entre los tratamientos de suelo y sustrato y los dias evaluados (p<0,001) y entre los dias y
las variedades (p<0,05). Hasta los 35 ddt no se observaron diferencias en la eficiencia
cuantica potencial del PSIlI (Fv/Fm), entre las plantas cultivadas en sustrato y suelo,
presentandose diferencias sélo entre las variedades (Figura 4-2 A). Sin embargo, después
de los 50 ddt se observan diferencias significativas entre las plantas en suelo y sustrato,
presentando los mayores valores las plantas de suelo (entre 0,66 y 0,72) comparado con
las plantas de sustrato (entre 0,56 y 0,69). Después de los 65 ddt se observd que las
variedades en sustrato presentan una disminucién en Fv/Fm (entre 0,55 y 0,65), lo que
sugiere la presencia de dafios en el PSII.

La tasa de transporte de electrones (ETR) después de los 65 ddt presento diferencias entre
las plantas en suelo y sustrato, siendo mayor en las plantas en suelo comparadas con las
plantas de sustrato (Figura 4-2 B). Las plantas de CW, tanto en suelo como en sustrato,
presentaron una mayor ETR, seguida de SC y HC. En plantas en suelo, después de los 65
ddt, la ETR present6 valores de entre 18 y 23, mientras que en sustrato estuvieron entre
17y 19.

La energia absorbida por la clorofila utilizada en la actividad fotoquimica (YII), en plantas
en suelo aumenta a lo largo del ciclo de cultivo, lo que contrasta con el sustrato, donde se
observa disminucién progresiva para las tres variedades hasta los 95 ddt (tratamiento
p<0,001) (Figura 4-2 C). Esto indica que las tres variedades presentaron una condicién de
estrés, lo que afectd el proceso fotosintético después de los 50 ddt. Entre variedades se
observaron diferencias significativas en YIl, siendo HC en suelo la que presenté mayores
valores, mientras que en sustrato SC presenté los mayores (excepto a los 20 ddt), lo que
indica un comportamiento diferencial de las variedades en los medios de cultivo.

La disipacion de la energia en forma de calor (NPQ), aumenté a través del tiempo para las
plantas en suelo y sustrato (Figura 4-2 D). Sin embargo, en suelo los valores nunca
estuvieron por encima de 0,2, por el contrario, en las tres variedades en sustrato el NPQ,
después de los 50 ddt, fue casi el doble del maximo presentado en suelo, con diferencias
significativas, lo que indica una alta disipacién de energia por calor. Entre variedades no
se presentaron diferencias estadisticas significativas.
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Parametros fisiol6gicos, curva de extraccion de nutrientes y rendimiento de tres
variedades de Cannabis sativa L. cultivadas en suelo y sustrato
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Figura 4-2. Efecto del cultivo de Cannabis en suelo y sustrato sobre A. Eficiencia cuantica
potencial del PSII (Fv/Fm), B. Tasa de transporte de electrones (ETR), C. Rendimiento
cuantico fotoquimico del PSIlI (Yll) y D. Quenching no fotoquimico (NPQ) en tres
variedades de Cannabis sativa L. (SC: Souce Cauca, HC: Higthcol, CW: Calotoweed). Los
datos se presentan como la media de las repeticiones. Las cajas rojas representan la
variedad CW, las cajas azules la variedad SC y las cajas verdes la variedad HC.
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4.4.4 Las variables relacionadas con el intercambio gaseoso se modifican en
las plantas de sustrato en plena floracién.

La conductancia estomatica (gs) aumento a través del tiempo hasta los 50 ddt para todos
los tratamientos (Figura 4-3 A). Después de los 65 ddt, gs en las plantas de suelo fue
significativamente mayor que las plantas en sustrato, pero no se observaron diferencias
entre variedades. Después de los 65 ddt gs disminuyd en las tres variedades para suelo y
sustrato. Los valores de gs estuvieron entre 456,07 y 723,4 mmol de H,O m?s! para todos
los tratamientos durante el ciclo del cultivo.

Las plantas en suelo hasta los 50 ddt presentaron la mayor temperatura foliar, sin embargo,
a los 65, 80 y 95 ddt las plantas en sustrato presentaron los mayores valores de
temperatura foliar, sin diferencias significativas entre las variedades (Figura 4-3 B). Entre
variedades no se presentd una tendencia particular. En las plantas de suelo los valores de
temperatura foliar oscilaron entre 20,9 y 30,5 °C y en las plantas de sustrato entre 20,79 y
28,7 °C.
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Figura 4-3. Efecto del cultivo de Cannabis en suelo y sustrato sobre A. Conductancia
estomatica (gs) y B. Temperatura foliar (°C) en tres variedades de Cannabis sativa L. (SC:
Souce Cauca, HC: Higthcol, CW: Calotoweed). Los datos se presentan como la media de
las repeticiones. Las cajas rojas representan la variedad CW, las cajas azules la variedad
SC Yy las cajas verdes la variedad HC.

4.45 Las plantas de sustrato presentan una disminucion en el contenido
relativo de clorofilas después de la diferenciacion floral.

En el CRC, se presentan diferencias significativas entre las variedades cultivadas en suelo
y sustrato, entre los dias y entre variedades (p<0,001) (Figura 4-4). La variedad HC en
suelo presentd el mayor CRC durante el ciclo de cultivo (52,58 SPAD) seguido de SC
(49,43 SPAD) y CW (49,02 SPAD), estas dos ultimas sin diferencias significativas. En las
plantas en sustrato las variedades presentaron las mismas diferencias que en suelo. Sin
embargo, en las variedades SC y CW en sustrato se observé después de los 65 ddt una
disminucion gradual del CRC, con diferencias significativas respecto HC en sustrato y las
plantas en suelo. Los valores promedio de CRC en unidades SPAD de las variedades
cultivadas en sustrato durante los seis puntos de muestreo fueron 46,38 (HC), 42,06 (CW)
y 38,10 (SC).
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Figura 4-4. Efecto del cultivo de Cannabis en suelo y sustrato sobre el contenido relativo
de clorofilas en unidades SPAD en tres variedades de Cannabis sativa L. (SC: Souce
Cauca, HC: Higthcol, CW: Calotoweed). Los datos se presentan como la media de las
repeticiones. Las cajas rojas representan la variedad CW, las cajas azules la variedad SC
y las cajas verdes la variedad HC.

4.4.6 Las plantas en suelo presentan una mayor area foliar y distribucion de
masa seca aérea después de iniciada la etapa reproductiva

El AF presenté diferencias significativas entre los tratamientos de suelo y sustrato y los
dias evaluados (p<0,05). Para los dos tratamientos el area foliar aumenté (Figura 4-5A),
sin embargo, el incremento es mucho menor en las plantas sembradas en sustrato, y hay
una reduccién a los 95 ddt para las tres variedades evaluadas en sustrato. En suelo se
alcanzaron valores de AF por encima de 10.000 cm?, mientras que en sustrato los valores
maximos promedios fueron de alrededor de 9000 cm?. La variedad con mayor area foliar
tanto en suelo como en sustrato fue la variedad SC. En las primeras etapas de cultivo
(hasta los 50 ddt) CW tenia una mayor area foliar comparado con la variedad HC. Después
de los 65 ddt HC presentd una mayor area foliar en los dos medios de cultivo. Se observé
una variacion asociada a la variedad en el desarrollo morfoldgico foliar.

Durante el ciclo de cultivo las tres variedades en suelo presentaron mayor acumulacion de
masa seca en los drganos aéreos después de los 80 ddt (Figura 4-5 B). En CW en suelo
se presentd un incremento de MS foliar progresivo hasta los 80 ddt mientras que a los 95
ddt en esta variedad se presentd una reduccion debida a la poda que se realiz6 semanas
previas a la cosecha. Esta reduccion causo una disminucion en la MS total de las plantas.
En sustrato, la tendencia fue similar mostrando un incremento en la acumulacién de MS
hasta los 80 ddt. Sin embargo, se observé que la reducciéon de la MS en hojas se presento
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desde los 80 ddt y fue significativamente mas baja a los 95 ddt. A los 80 y 95 ddt se observa
la mayor acumulacion de MS en la inflorescencia. Para HC tanto en suelo como sustrato
se presento un incremento gradual en la MS de todos los érganos, sin embargo, a los 95
ddt se observa una reduccién de la MS foliar y un aumento significativo de la MS de la
inflorescencia, siendo mayor en suelo que en sustrato. Para SC la acumulacion de MS
foliar fue semejante, no obstante, a los 95 ddt en sustrato el incremento en MS de la
inflorescencia es mayor que en suelo, pero sin diferencias significativas con el sustrato,
encontrando una acumulacién total de MS muy similar entre los dos medios de cultivo.
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Figura 4-5. Efecto del cultivo de Cannabis en suelo y sustrato sobre A. Area foliar y B.
Distribucion de biomasa seca aérea en tres variedades de Cannabis sativa L. (SC: Souce
Cauca, HC: Higthcol, CW: Calotoweed). Los datos se presentan como la media de las
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repeticiones (+ Error estandar). Las cajas rojas representan la variedad CW, las cajas
azules la variedad SC y las cajas verdes la variedad HC en la primera figura.

El analisis de varianza multivariado para todas las variedades, medios de cultivo y dias de
evaluacion se presenta en la Tabla suplementaria 4. Se observan diferencias significativas
entre las variedades para cada uno de los tratamientos y los dias después de trasplante al
obtener un p-valor de remuestreo menor al 0,001. En la variedad HC no hubo diferencias
significativas entre suelo y sustrato a los 20 ddt (p=1,000), 35 ddt (p=0,997), 50 ddt
(p=0,953), 65 ddt (p=0,191), 80 y 65 ddt (p=1,000), 95 y 65 ddt (p=0,997). Ademas, no se
presentaron diferencias entre suelo a los 80 y 65 ddt (p=0,079) y 95-65 (p=0,067) y para
sustrato entre los 95 y 65 ddt (p=0,337) y 95 y 80 ddt (p=0,997). En SC no se presentaron
diferencias significativas entre suelo y sustrato a los 20 ddt (p=1,000), entre los 35y 20 ddt
(p=0,073, p=0,060), 35 ddt (p=1,000), 50 y 35 ddt (p=0,090), 50 ddt (p=0,763), 65 y 50 ddt
(0,161), 95y 65 ddt (p=1,000), 80 ddt (p=0,962), 95y 80 (p=0,339, p=0,732) y 95 (p=0,105).
En suelo no se presentaron diferencias entre los 35 y 20 ddt (p=0,220), 80 y 65 ddt
(p=0,245), 95y 65 (p=0,081), 95 y 80 (p=1,000); y en sustrato Unicamente entre los 95 con
los 65 (p=0,164) y 80 ddt (p=0,690). Finalmente, el HC no se presentaron diferencias
significativas entre suelo y sustrato a los 20 ddt (p=0,001), 20 y 35 ddt (p=0,306), 35 ddt
(p=1,000), 50 y 35 ddt (p=0,527), 65 y 50 ddt (p=0,191), 65 ddt (p=0,340), 80 y 65 ddt
(p=1,000), 80 y 95 ddt (p=0,193), 95 ddt (p=0,117). En suelo no se presentaron diferencias
entre los 20 y 35 (p=0,170), 95 y 65 ddt (p=0,103), 95 y 80 ddt (p=1,000); y en sustrato
entre los 50 y 35 ddt (p=0,090), 80 y 65 ddt (p=0,307), 95 y 65 ddt (p=0,241) y entre los 90
y 80 ddt (p=1,000).

4.5 Discusion

La investigacion en el cultivo de C. sativa en la actualidad se ha enfocado en el
mejoramiento de la eficiencia y productividad en el sector industrial y medicinal. Un aspecto
importante que afecta el rendimiento bajo condiciones de invernadero son los medios de
cultivo ya que modifican la fisiologia de la planta y por tanto su rendimiento. Los
productores de C. sativa en la actualidad usan diferentes medios de cultivo como turba y
fibra de coco, sin embargo, que sepamaos, no se ha caracterizado el efecto que éstos tienen
en la fisiologia de la planta. En este estudio se encontré que el medio de cultivo, sustrato
o suelo modifica el comportamiento de algunos parametros fisiolégicos.

El contenido nutricional de las plantas de Cannabis fue variable en el tiempo (Tabla 4-2),
siendo marcada la deficiencia de N en las plantas en condiciones de sustrato cerca a la
cosecha (90 ddt), la cual aumentd a través del tiempo, observdndose sintomas de
deficiencia en las plantas. Inicialmente, las plantas desarrollaron una clorosis generalizada
en el follaje del tercio inferior. A medida que avanza la deficiencia, la clorosis se acentia
(Figura suplementaria 3) y algunas hojas se necrosan y se presentan absicion.
Posteriormente esta sintomatologia se extiende al tercio medio de la planta. Esta
sintomatologia de deficiencia de N en plantas de Cannabis ha sido reportada por Coffman
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y Gentner (1977), Aubin et al. (2015), Papastylianou et al. (2018), Cockson et al. (2019) y
Saloner y Bernstein (2021). Dado que el N es el nutriente requerido por las plantas en
mayor cantidad y esta involucrado en la mayoria de los procesos metabdlicos, la
disponibilidad de este elemento es un factor limitante para el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Ohyama, 2010). En Cannabis el N debe estar en una concentracion foliar
cercana al 4,0% (Cockson et al., 2019), valores por debajo indican una deficiencia de este
macronutriente. Ademas, a partir del analisis de las concentraciones de nutrientes, se ha
determinado que un porcentaje foliar mas bajo de N induce una disminucion significativa
en la absorcién y acumulacion de Ca, Zny Fe, como se ha encontrado para otras especies
de plantas (Kutman et al., 2011), lo que se relaciona a lo obtenido en la investigaciéon ya
que la concentracion foliar de Ca, Zn y Fe, fue mas baja en plantas de sustrato a los 90
ddt.

De otro lado, las correlaciones de las variables relacionadas con el rendimiento
fotosintético muestran que algunas variables explican mayormente los resultados en suelo
y otras en sustrato (Figura 4-1). En sustrato se observé una disminucién de Fv/Fm, ETR y
Y(I), y un aumento de NPQ, después de los 50 ddt para las tres variedades (Figura 4-2).
La energia luminosa absorbida por las clorofilas asociadas con el PSII se puede utilizar
para impulsar la fotoquimica en la que se transfiere un electron (e-) desde el centro de
reaccion de la clorofila, P680, al aceptor primario de quinona del PSIl, QA.
Alternativamente, la energia luminosa absorbida puede perderse del PSIl como
fluorescencia de clorofila o como calor. Los procesos de fotoquimica y disipacion por
fluorescencia de la clorofila a y por pérdida de calor compiten directamente por la energia
de excitacién. Si la velocidad de un proceso aumenta, la velocidad de los otros dos
disminuye (Baker, 2008). La relacion Fv/Fm es proporcional a la maxima eficiencia
fotoquimica primaria de las hojas y es una de las variables de fluorescencia méas estudiada
por numerosos autores, que han encontrado buenas correlaciones entre este parametro y
diferentes tipos de estrés (Tang et al., 2017). Los valores encontrados para la variable
Fv/Fm en plantas de sustrato a lo largo del cultivo (0,77 a 0,5) difieren de los valores
obtenidos por Tang et al. (2015) en plantas de Cannabis de treinta dias sin ningan tipo de
estrés (0,8). Los valores observados aqui en la eficiencia fotoquimica del PSIl sugieren
gue las plantas estuvieron sometidas a estrés nutricional (Goh, 2012; Khajuria et al., 2020)
lo que caus6 una mayor disipacién de la energia por una via diferente a la fotoquimica. La
presencia de estrés a nivel del aparato fotosintético en las plantas de sustrato no solo
causo una reduccion en la relacién Fv/Fm sino también en la ETR (Figura 4-2 B). Esto es
semejante a lo encontrado por Pérez-Asseff et al. (2007) en plantas de anamu, donde el
patron de las curvas ETR, muestra que las plantas con menor disponibilidad de N son mas
susceptibles a presentar bloqueos en su tasa de transporte de electrones. Estos resultados
se relacionan con los valores de Fv/Fm observados aqui, ya que, al aumentar la disipacion
de energia por fluorescencia, se disminuye el transporte de electrones, generando una
menor ETR, lo que puede traducirse en una respuesta de fotoinhibicion. De la misma
manera, el aumento en NPQ y la disminucién de Y(ll) estan relacionados con la reduccion
en la ETR. Resultados semejantes se encontraron en plantas de girasol sometidas a estrés
hidrico las cuales presentaron un aumento en la disipacion de energia en forma de calor y
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una disminucion en la eficiencia maxima real del PSII (Jiménez-Suancha et al., 2015). NPQ
indica la disipacion del exceso de energia en forma de calor en el complejo antena PSII,
es decir, es un mecanismo de fotoproteccion inducido por la luz que esta estrechamente
relacionado con la conversién de violaxantina a zeaxantina en el ciclo de las xantofilas
(Goh, 2012).

Ademas de la deficiencia de N, después de los 46 ddt se present6 una rapida disminucién
en el K foliar para las plantas de sustrato, lo que generd al mismo tiempo una disminucién
en la gs y un aumento en la temperatura foliar en comparacion con las plantas de suelo
durante todo el experimento (Figura 4-3). El K es el elemento mas importante en el
mantenimiento del equilibrio osmoético en la planta y cuando es deficiente, hay una
disminucion en gs (Pettigrew, 2008; Yep et al., 2020). La disminucion en la gsen los dos
tratamientos puede deberse también a condicion ambiental especifica en la zona de
estudio (Candelario-Guerrero et al., 2023) que generd la disminucién progresiva a través
del tiempo. Sin embargo, se evidencia que no esta relacionado con la temperatura y
humedad relativa (Figura suplementaria 1). En plantas como tomate la deficiencia de K
genera limitaciones o deficiencias en las plantas establecidas en hidroponia (Graber y
Junge, 2009; Monsees et al., 2017). Saloner et al. (2019) encontraron que esta condicion
puede ser prevalente y aun mas limitante en C. sativa. En la temperatura foliar se
encontraron resultados diferenciales a lo obtenido por Pino et al. (2019) en plantas de olivo,
pues ellos afirman que a mayor gs, mayor temperatura foliar, pero esto puede ser debido
a diferencias entre la especie vegetal. Sin embargo, es importante pensar que los estomas
responden directamente al estrés nutricional y tienden a cerrarse, lo que reduce la
disipacion de la radiacion en forma de calor latente (evaporacion), pero aumenta el flujo de
calor sensible (temperatura).

En sustrato se encontr6 que cuando las variables asociadas al rendimiento fotosintético
disminuyen, debido al estrés nutricional por N, también se reduce el CRC ya que este
elemento es un componente estructural de las clorofilas (Figura 4-4). Para el cultivo de
Cannabis, se ha reportado un CRC entre 40 y 60 SPAD como indicador de contenidos
o6ptimos de N (Tang et al., 2017). De esta manera los valores reportados aqui para plantas
de Cannabis de sustrato estuvieron por debajo del rango reportado indicando un dafio al
proceso fotosintético (Rodriguez-Yzquierdo et al., 2021). Por el contrario, los niveles de
CRC en plantas en suelo se encuentran dentro del rango 6ptimo reportado por diferentes
autores (Tang et al., 2017; Yep et al., 2020).

La disminucion de la acumulacion de masa seca foliar en los Ultimos puntos de muestreo,
tanto en suelo como sustrato, puede deberse a la poda realizada semanas previas a
cosecha. Las diferencias entre plantas de suelo y de sustrato en la produccién total de
masa seca aérea puede deberse a la arquitectura propia de la planta que se generé en los
dos medios de cultivo, pues a mayor area foliar hay mayor penetracion y distribucién de la
radiacion incidente en la planta para la produccién de asimilados (Ji et al., 2019). Ademas,
la menor acumulacion de masa seca en las estructuras aéreas en sustrato se podria deber
a una distribucion de carbono diferencial entre las partes de la planta a causa de una menor
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produccion de raices en el contenedor o matera (Morales et al., 2016). En cuanto a la masa
seca de flor especificamente, aqui se observo que las plantas con mayor biomasa en tallos
y hojas, obtuvieron la mayor acumulacion de biomasa de inflorescencia. El rendimiento
final de la flor de cannabis estd determinado por las interacciones entre los rasgos
fisiologicos y la morfologia de la planta. Se ha encontrado que un aumento en la biomasa
de inflorescencia se debe a un aumento en el numero de flores durante el desarrollo de las
yemas axilares de la planta de Cannabis, asociado a una mayor acumulacién de biomasa
de hojas y tallo (Lyu et al., 2022).

4.6 Conclusiones

Se determinaron las mediciones fisiologicas de las plantas de Cannabis sativa L.
sembradas en condiciones de suelo y sustrato determinando el rendimiento fotosintético y
generando las diferencias entre los medios de cultivo. Se encontr6 variacion entre plantas
establecidas en sustrato y suelo en el contenido nutricional de la planta, tanto en macro
como micronutrientes entre los tres periodos de medicién, siendo significativa la deficiencia
de Ny un exceso de Mg a los 90 ddt en las plantas de sustrato. La deficiencia de N, generé
alteraciones en la eficiencia fotosintética de la planta disminuyendo Fv/Fm, ETR y Y(II)
después de los 50 ddt. Adicionalmente, esto se relaciono con una disminucion progresiva
en el CRC. El estrés de tipo nutricional generd cierre estomatico en las plantas
disminuyendo el intercambio gaseoso representado en la gsy aumentando la temperatura
foliar después de los 50 ddt. Esto afect6 el crecimiento de las plantas y por lo tanto generé
una disminucion en el area foliar. Al disminuir el area foliar se afecta la sintesis y produccion
de fotoasimilados, generando una menor acumulacion de masa seca floral a los 90 ddt.
También se observaron diferencias a nivel morfoldgico y fisioldgico que indican que cada
variedad buscé la manera de adaptarse al medio de cultivo establecido.
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5. Determinacion de los componentes de
rendimiento, rendimiento y potencia de tres
variedades de Cannabis sativa L. sembradas
en suelo y sustrato

5.1 Resumen

La produccién del cultivo de Cannabis sativa L. actualmente emplea diferentes medios de
cultivo segun los propésitos, sin embargo, se sabe poco sobre los efectos que esto puede
tener sobre los componentes de rendimiento, rendimiento y la potencia de los
cannabinoides. El objetivo fue determinar el efecto de la siembra en suelo y sustrato sobre
estas variables. Se establecieron tres variedades de C. sativa, Souce Cauca (SC),
Calotoweed (CW) y Higthcol (HC), en dos medios de cultivo, suelo y sustrato. Los
resultados revelaron efectos significativos del medio de cultivo en la mayoria de los rasgos
evaluados. Se encontré que en sustrato se disminuyé el contenido foliar de N, K, Cay Fe;
aumentaron los contenidos de P, Mg y Mn y no se presenté una alta variacion en los
contenidos de S y B. Los componentes de rendimiento, en su gran mayoria, fueron
significativamente menores en las plantas en sustrato que en suelo. Al determinar el
rendimiento en flor seca y potencia se obtuvo que las variedades SC y HC en sustrato
mostraron un rendimiento mas bajo, pero una mayor potencia. En CW, tanto el rendimiento
como la potencia fueron mas altas en sustrato comparado con suelo. Se encontré una
relacion directamente proporcional entre el rendimiento de flor seca y los gramos totales
de CBD por planta, es decir, a mayor rendimiento de flor, mayor contenido total de CBD
por planta. Se sugiere establecer las variedades SC y HC en suelo y CW en sustrato. Este
trabajo destaca la importancia del medio de establecimiento de cultivo para el rendimiento
de las plantas de Cannabis sativa, especificamente en sistemas bajo invernaderos
enfocados a la produccién o investigacion.

Palabras clave: Cannabinoides, rendimiento, inflorescencia, componentes de
rendimiento, morfologia, suelo y sustrato.

5.2 Introduccidn

Cannabis sativa L. (C. sativa) es una planta multifuncional con un alto potencial en
industrias como la alimentaria, productos farmacéuticos, cosméticos y productos para
animales (Andre et al., 2016; Burgel et al., 2020). Esta especie herbacea anual, a menudo
es cultivada por su alta y Unica concentracibn de metabolitos secundarios llamados
cannabinoides (Caplan et al.,, 2019a,b), los cuales exhiben diversas propiedades
psicoactivas y medicinales (Baron, 2018). Los cannabinoides se producen en resinas, las
cuales se acumulan en tricomas glandulares que cubren, en forma densa, las superficies
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de las inflorescencias femeninas pistiladas no fecundadas (Potter, 2014) y, en menor
grado, en el follaje de plantas masculinas y femeninas (Booth y Bohlmann, 2019). Segln
su perfil y concentracion de cannabinoides, el Cannabis se clasifica como el quimiotipo |
las plantas que tienen una alta proporcién de delta-9-tetrahidrocannabinol/cannabidiol
(THC/CBD) (>1), el quimiotipo Il como las plantas con una proporcion intermedia (=1), el
guimiotipo Ill como las plantas de tipo fibra con una relacion THC/CBD baja (<1) (De Meijer,
2014), quimiotipo IV las plantas que contienen &cido cannabigerdlico (CBGA) como
cannabinoide principal (Fournier et al., 1987), y el quimiotipo V las plantas que casi no
contienen cannabinoides (Pacifico et al., 2008; De Meijer, 2014).

El cultivo de C. sativa L. fue prohibido durante mucho tiempo en muchos paises debido a
su componente psicoactivo THC (Rodriguez-Yzquierdo et al., 2021). Los esfuerzos
actuales en el mejoramiento en quimiotipos amplificados con CBD, llamados genotipos de
Cannabis ricos en fitocannabinoides, tienen como objetivo contenidos mayores al 10 % de
CBD y menos del 0,2 % de THC (Burgel et al., 2020). Debido a su caracter histéricamente
ilegal, existe poca informacion sobre los sistemas de produccion del cultivo de Cannabis
en la literatura cientifica (Caplan et al., 2019a; Rodriguez-Yzquierdo et al., 2021). El
Cannabis se cultiva principalmente en interior, en un entorno controlado, normalmente en
dos etapas de crecimiento: vegetativa y de floracién, controladas por fotoperiodo (Potter,
2014; Farag y Kayser, 2015). Para optimizar el rendimiento de las flores con la calidad
deseada, la eleccién de los genotipos y el sistema de cultivo es muy importante, ya que el
contenido de los cannabinoides individuales puede verse influenciado por el método de
cultivo y las interacciones ambientales (Campbell et al., 2019). Para la obtencién de la
sustancia pura o la preparacion del extracto, el cultivo al aire libre ha sido el mas utilizado
en Norteamérica y Europa (Laginha, 2018). El cultivo en interiores, bajo condiciones
controladas tiene ventajas en términos de calidad, asi como de estdndares de higiene para
evitar posibles contaminaciones y para producir lotes con caracteristicas homogéneas
(Magagnini et al., 2018). Los medios de crecimiento sin suelo se han utilizado cominmente
en la produccion de plantas de invernadero y se pueden formular mezclando componentes
organicos como turba y componentes inorganicos como vermiculita, perlita y arena (Bunt,
1988; Nelson, 2003; Burgel et al., 2020). Elegir los componentes adecuados del sustrato o
el tipo de suelo es fundamental para proporcionar las propiedades fisicas y quimicas
necesarias para el crecimiento y desarrollo 6ptimo de una especie en particular (Bunt,
1988; Evans et al., 2004).

Los sistemas de produccion de plantas sin suelo presentan desafios para el crecimiento
optimo de las raices, ya que, a diferencia de un perfil de suelo normal, el entorno de una
matera proporciona una capa poco profunda de sustrato, que alcanza el punto de
saturacion rapidamente durante el riego. De otro lado, un tamafio de matera pequefio
proporciona una capacidad de volumen limitada para el almacenamiento de agua entre
ciclos de riego (Bunt, 1988). Un medio de cultivo adecuado necesita una estructura fisica
con un equilibrio favorable entre el almacenamiento de agua y el aire (Fonteno, 1993). En
Cannabis se requiere una mezcla equilibrada de agua y oxigeno en el medio durante todo
el ciclo de vida a nivel de las raices para permitir que las plantas crezcan (Burgel et al.,
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2020). Este equilibrio en pequefios volumenes es un factor clave en el desarrollo de
composiciones de sustrato para sistemas de produccién de plantas sin suelo. Estos medios
de cultivo han sido una innovacion fundamental, ya que permiten el control del suministro
de agua, aire y nutrientes (Raviv et al., 2002). Sin embargo, en C. sativa no hay mucha
informacion sobre las propiedades fisicas del sustrato y/o suelo y sus efectos sobre el
rendimiento de las plantas (Burgel et al., 2020).

Los productores de C. sativa en la actualidad utilizan una amplia variedad de sistemas de
cultivo sin suelo, incluida la técnica de pelicula de nutrientes, sistemas de macetas
organicas de riego manual y fibra de coco o lana de roca convencional con riego por goteo
(Jin et al., 2019). Estos sistemas tienen diversas zonas de raices: la disponibilidad de
oxigeno, el flujo de agua y la disponibilidad de nutrientes minerales pueden variar mucho,
segun las propiedades fisicoquimicas de los sustratos utilizados y las practicas de manejo
horticola (van Os et al., 2019; Zheng, 2019). En un metaanalisis reciente donde se
describen los factores de cultivo que afectan a C. sativa, se sugiere que algunos factores
de la zona radical, como el tamafio de la matera y la fertilizacién, pueden influir
significativamente en el rendimiento y la potencia de C. sativa (Backer et al., 2019).
Ademas, estudios recientes han encontrado que los macronutrientes de la zona de la raiz
pueden influir por si solos en el rendimiento de la inflorescencia de C. sativa y en el
contenido de fitocannabinoides (Bernstein et al., 2019; Caplan et al., 2017). Bouchard
(2008) encontrd que el medio de produccion y el ambiente influyen sobre el rendimiento
en gramos de botones florales y el nimero de cosechas por afio, mostrando que los
métodos hidropénicos en sustrato son mas efectivos (Plecas y Diplock, 2007).

En este estudio se plantea la hipétesis de que las plantas en suelo obtendran tanto mayor
contenido de fitocannabinoides como mayor rendimiento de material seca en el érgano
floral. ElI objetivo de este estudio fue evaluar los componentes de rendimiento y el
rendimiento de tres variedades de Cannabis sativa L. sembradas en condiciones de suelo
y sustrato bajo invernadero.

5.3 Materiales y Métodos

5.3.1 Material vegetal y establecimiento del experimento

La investigacién se realiz6 en la finca El Candil, Lote Guacachica, La Conejera, Bogota,
Colombia (4°47'02,6" N, 74°06'10,9" O). Se emplearon 3 variedades no psicoactivas de
Cannabis medicinal: Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) (Tabla
suplementaria 1) proporcionadas por la compafiia Medcolcanna S.A.S. Las plantulas se
obtuvieron a partir de esquejes enraizados de 4 semanas de edad y se crecieron bajo
invernadero con temperatura promedio de 16,39 °C, humedad relativa de 76,21 %,
intensidad de luz diaria promedio de 16,7 mol m? s, radiacién fotosintéticamente activa
(PAR) promedio de 282,61 pmol m?s? (Figura suplementaria 1) y fotoperiodo natural
(12/12 h luz/oscuridad). Las tres variedades se sembraron en junio de 2020 en condiciones
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de suelo y sustrato (Sustracoco Germiplus®, Fibra de coco 70%, perlita 30%), para un total
de seis tratamientos que corresponden a la interaccion entre las variedades y el medio de
produccion.

Las plantas se trasplantaron en materas plasticas de 12 L con sustrato 0 en camas
elevadas de 0,80 m de ancho con suelo, bajo una densidad de siembra de 4 plantas m.
Se establecio un fotoperiodo durante la fase vegetativa de 18/6 luz/oscuridad el cual se
suplement6 con iluminacion artificial haciendo uso de luminarias LED Sylvania ® de 30W
durante 38 noches. Posteriormente las plantas crecieron bajo condiciones naturales de
fotoperiodo (12/12). Las plantas se regaron y fertirregaron con un sistema de riego por
goteo en el suelo y sistema de riego localizado tipo arafia con 2 estacas inyectoras cada
planta en el sustrato. Se fertilizé 5 dias a la semana durante el ciclo de cultivo hasta dos
semanas antes de la cosecha. Se establecié una férmula de fertilizacién diferencial para
las fases vegetativa y floracion de acuerdo con lo reportado por Cockson et al. (2019) con
algunas modificaciones (Tabla 5-1), la cual fue aplicada tanto en suelo como en sustrato.
Durante todo el ciclo de cultivo se realiz6 la medicion del potencial de hidrogeniones (pH)
y conductividad eléctrica (CE) de drenaje y gotero con un medidor portatil de temperatura
y pH/EC/TDS HI 9813-6 (distribuido por Hanna Instruments, Bogota, Colombia). Se realiz6
poda bajera de los tres nudos basales a los 54 ddt y 80 ddt.

Tabla 5-1. Férmula de fertilizacién en partes por milldon (ppm) para la etapa vegetativa y
floracién utilizada en los medios de cultivo suelo y sustrato para plantas de Cannabis
medicinal.

Nutriente Vegetativo  Floracion 1*  Floracion 2

N 161 37 53
P 64 35 51
K 224 176 251
Ca 144 46 65
Mg 77 45 64
Mn 6 5 6

Fe 6 5 6

Cu 6 7 11
Zn 1,7 7 11
B 0,7 0,5 0,7
S 107 111 157

*Férmula utilizada durante 5 dias después de iniciada la fase de floracién. Posteriormente se utilizo la férmula
floracion 2.

Cada tratamiento se establecié en un area de 72,53 m? en 5 camas de manera aleatoria,
utilizando un disefio en bloques completos al azar con parcelas divididas. Se realizaron 5
repeticiones por tratamiento y la unidad experimental consistié en 37 plantas.
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5.3.2 Contenido foliar de nutrientes

Se determind el contenido foliar de nutrientes a los 15, 46 y 90 ddt. EI N se determino
segun Kjeldahl; P y B por colorimetria; K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu y Zn por absorcion
atomica; y S por turbidimetria, siguiendo la metodologia propuesta por Hussain et al. (2013)
en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Universidad Jorge Tadeo Lozano
(Cundinamarca, Colombia).

5.3.3 Parametros de descripcién morfologica en la etapa de floracion

Una semana antes de cosecha se realiz6 la medicién de los caracteres morfoldgicos como
variables predictivas cuantitativas y cualitativas del rendimiento de las tres variedades en
cada uno de los tratamientos descritos. Para ello se tomaron 10 plantas por repeticion por
tratamiento y se determind el nimero de foliolos en la hoja verdadera apical mas
desarrollada de la planta. También se determind la longitud del peciolo midiendo el raquis
de la hoja apical mas desarrollada hasta la vaina donde el peciolo se une con el tallo
principal. La longitud de los entrenudos en el tallo principal se midié en el entrenudo
inmediatamente anterior de la hoja apical mas desarrollada. La longitud del foliolo central
de la hoja se midié desde el raquis de la hoja apical mas desarrollada hasta la punta del
foliolo central. El ancho del foliolo central de la hoja se midi6é en la parte mas ancha del
foliolo central de la hoja apical mas desarrollada y el grosor del tallo principal se midié en
el tallo principal en el tercio basal de la planta.

Como caracteristicas visuales se determin6 el color del tallo principal, observando la
tonalidad predominante en categorias de color: amarillo, verde, verde oscuro o purpura. La
pigmentacion antocianica del peciolo se determindé en la hoja apical mas desarrollada
observando la tonalidad purpura en diferentes categorias: ausente, débil, media, fuerte o
muy fuerte. En la hoja apical mas desarrollada se determing la intensidad del color verde
en 3 categorias: ligero, medio u oscuro. En la profundidad de los surcos del tallo principal
se observo si habia o no presencia de surcos en el tercio medio del tallo principal de la
planta, se evaluaron tres categorias: pocos profundos, medios y profundos. En las
inflorescencias se determiné la pigmentacion antocianica de las flores en la inflorescencia
mas apical de la planta. Las categorias determinadas fueron: ausente, débil, media o
fuerte.

5.3.4 Componentes de rendimiento

Se realizé la medicién de las variables asociadas con el rendimiento en 15 plantas por
repeticion en cada uno de los tratamientos (n=75). Se determiné la altura y nimero de
nudos cada 8 dias desde los 8 ddt hasta los 78 ddt y antes de la cosecha para establecer
un Unico valor final. Ademas, se determiné el nUmero de ramas productivas, el peso fresco
de la planta y el peso fresco de las ramas productivas con una balanza digital de mano y
una balanza digital de mesa MIX A3000 (Trumax, Bogota, Colombia).
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5.3.5 Rendimiento

El rendimiento (R) se determind en 15 plantas por repeticién por tratamiento (n=75). El
momento de cosecha se establecié cuando los pistilos de la inflorescencia apical del
50%-+1 de la poblacion presentaron color café y el 30% de los tricomas eran de color ambar
(Bernstein et al., 2019). Para cada planta se cortaron las ramas productivas y se llevaron
a un cuarto de secado, donde se colgaron con circulacion de aire para lograr un secado
uniforme y rapido. Cuando las flores de las ramas presentaron un porcentaje de humedad
del 9-13% se realizé el trimming y triturado para determinar el rendimiento de flor seca por
planta. La flor seca de cada tratamiento se empacgé al vacio para su conservacion.

5.3.6 Contenido de Cannabinoides

Se tomaron muestras de flor semanalmente desde los 88 ddt hasta el momento de la
cosecha y 8 dias después de cosecha (ddc). Las flores se secaron en un horno a 50°C
hasta alcanzar una humedad entre el 9 y 13%, luego se molieron y se determiné el
contenido de delta-9-Tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) con un analizador
de potencias GemmacCert Lite (GemmaCert, Alemania).

5.3.7 Anélisis estadistico

Para las variables relacionadas con los parametros de floracion, componentes de
rendimiento y rendimiento se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) (p<0,05). Cuando
se encontraron diferencias significativas, se utilizd la prueba comparativa post hoc de
Tukey a p<0,05. Los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico R (version 4.1.0).
Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) para cada uno de los medios de
cultivo (suelo y sustrato) evaluados para las variables de componentes de rendimiento y
rendimiento. A través de un grafico Biplot se observa la contribucién de cada variable y su
asociacion con cada uno de los tratamientos planteados, para ello se hizo uso de las
librerias “FactorExtra” y “FactorMineR”.

5.4 Resultados

5.4.1 Las variedades en sustrato presentan un menor contenido de N, Ca, Zn
y Fe, pero mayor contenido de Mg y Mn comparado con las plantas en
suelo.

Se observé una variacion en el contenido nutricional foliar a través del tiempo (Tabla 5-2).
Se presentd diferencias significativas entre la interaccion Tratamiento*dia y Medio de
cultivo*variedad (p<0,001). El contenido de N se presentd por encima de los niveles
maximos reportados para todas las variedades a los 30 ddt, a excepcién de SC en sustrato,
la cual se encontré dentro de los niveles optimos. A los 90 ddt se presento una disminucion
significativa en todas las variedades en los dos medios de cultivo, sin embargo, las plantas
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de sustrato mostraron valores por debajo del minimo reportado. ElI P por el contrario
aumento los niveles foliares de los 30 a los 90 ddt. El contenido de K disminuy6 en este
mismo periodo de tiempo, pero la disminucién a los 90 ddt mantuvo el contenido dentro del
rango 6ptimo reportado para la mayoria de los tratamientos, a excepcion de CW en suelo
y HC en sustrato (contenidos por encima del rango 6ptimo). El Ca presentd una tendencia
similar al K. EI Mg disminuy6 en contenido de los 30 a los 90 ddt, pero en sustrato el nivel
se mantuvo por encima del rango éptimo reportado y en suelo por debajo. EI S y B fueron
estables a través del tiempo. EI Mn y Cu aumentaron el contenido foliar a lo largo del ciclo
de cultivo, sin embargo, los niveles de Mn en las hojas fueron mas altos en sustrato que
en suelo, a pesar de que, en los dos medios de cultivo, los contenidos se encuentran por
encima del rango reportado. El Fe aument6 los contenidos foliares de los 30 a los 90 ddt
indicando una alta concentracion del elemento durante el ciclo de cultivo.

Tabla 5-2. Contenido de macronutrientes y micronutrientes en el follaje para las variedades
Souce Cauca (SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) sembradas en condiciones de suelo
y sustrato. Se presentan los valores para los 30 y 90 ddt (n=3). El color rojo en el mapa de
calor indica niveles superiores al maximo reportado, verde en el rango ideal y naranja por
debajo del minimo reportado. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo
con el test de Tukey (p<0,05).

Contenido nutricional foliar

% ppm

ddt Tratamiento N P K Ca Mg S Fe Mn Cu Zn B

CW-Suelo
CW-Sustrato
HC-Suelo

30
HC-Sustrato

SC-Suelo

SC-Sustrato

CW-Suelo

CW-Sustrato

90 HC-Suelo

HC-Sustrato

SC-Suelo
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2,00 2,13

MIN* 3,20 0,24 1,80 1,47 0,40 0,16| 99 40,00 4,90 23,00 55,00
MAX* 430 0,36 2,09 2,90 0,61 0,22| 125 67,00 6,10 38,00 80,00

*Valores méaximos y minimos tomados de Cockson et al. (2019).

5.4.2 Las variedades sembradas en sustrato presentan una morfologia
descriptiva diferencial previo a cosecha

Los componentes de rendimiento son pardmetros cuantitativos y cualitativos que permiten
predecir el rendimiento final de las plantas de Cannabis, algunas de estas variables se
evaluaron en esta investigacion (Tabla 5-3). El nimero de foliolos de las hojas no present6
diferencias significativas entre variedades ni entre medios de cultivo. La longitud del peciolo
(Ipeciolo), por el contrario, fue menor en las plantas de suelo, presentando diferencias
significativas con las plantas de sustrato. La variedad CW es la que presenta mayor
longitud; HC y SC no presentan diferencias significativas. La longitud de los entrenudos
fue mayor en la variedad CW, seguido de HC y SC, en las cuales se present6 la menor
longitud de entrenudos en sustrato. La longitud del foliolo central (Ifolioloc) fue similar para
todas las variedades, sin embargo, en sustrato, en HC y SC se presentd una menor
longitud del foliolo central comparado con el suelo. El ancho del foliolo central (afolioloc)
fue menor en las tres variedades en sustrato presentando diferencias significativas con las
plantas de suelo. El grosor del tallo (gtallo) fue significativamente mayor en las plantas de
suelo comparado con las plantas en sustrato. SC en suelo mostr6 el valor mas alto seguido
de HC y CW. Para la altura de la planta (ALPL) y el numero de nudos (NNUD) se presenta
solo el resultado de la dltima evaluacién, sin embargo, se presenté un aumento lineal de
las dos variables a través del tiempo (tratamiento*dia: p<0,001). La ALPL fue
significativamente menor en las tres variedades de sustrato comparado con suelo, sin
embargo, las plantas de CW fueron las que presentaron la mayor altura, seguido de HC y
SC. Respecto al NNUD, las plantas de SC y HC en sustrato presentaron significativamente
menos nudos que en suelo, por el contrario, en CW no se presentaron diferencias
significativas entre el suelo y sustrato. La variedad que presentd el mayor numero de nudos
fue HC seguido de SC y CW.

Tabla 5-3. Componentes de rendimiento cuantitativos relacionados con la morfologia de
tres variedades de Cannabis sativa L. sembradas en suelo y sustrato. Los datos se
presentan como la media de las repeticiones (n=50). NS, *, ** o0 *** no significativo o
significativo a p< 0,05, 0,01 0 0,001, respectivamente.

No.de Longitud Longitud Longltud An_cho Grosor  Alturade No.de
foliolo foliolo

foliolos peciolo entrenudos del tallo laplanta nudos
central central

Tratamiento

SC-Suelo 7,00 3,90 a 6,50 ab 1757b 2,02c 456 d 170,27 ¢ 34b
SC-Sustrato 6,60 494 b 569 a 12,04 a 141a 2,37ab 128,37 a 3la
HC-Suelo 7,00 3,93 a 7,27 c 15,16 ab 1,72b 3.45c 176,09 ¢ 37c
HC-Sustrato 6,84 498 b 7,07 bc 1246a 1,38a 2,28 a 128,36 a 32a
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CW-Suelo 7,00 498b 7,48 cd 1296a 1,72b 2,75b 199,97 d 33 ab
CW-Sustrato 6,76 559c¢c 7,56 c 12,72 a 1,38 a 2,20 a 146,57 b 34b
Significancia NS * *kk * Fkk o Hkx *

*Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p < 0,05). Letras iguales
indican que las medias no son estadisticamente significativas (< 0,05).

Para las variables cualitativas descriptivas (Tabla 5-4) se observd que el color del tallo
presentd una variacion en la variedad CW en sustrato la cual mostré una coloracién verde
claro. La pigmentacion del peciolo presenté variaciones en HC y CW en los dos medios de
cultivo. La variedad HC en sustrato y CW en suelo presentaron pigmentos antocianicos
fuertes en los peciolos, mientras que SC no present6 ninguna variacion en los dos medios
de cultivo. El color de las hojas fue menos intenso en SC y CW en sustrato, sin embargo
en HC, la intensidad de la coloracion de las hojas en sustrato fue mas fuerte comparado
con suelo. La profundidad de los surcos y la pigmentacion de la inflorescencia no se
modificé en las variedades en los diferentes medios de cultivo.

Tabla 5-4. Variables descriptivas relacionadas con la morfologia de tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en suelo y sustrato (n=50).

. Color del Pigmentacion  Intensidad Profundidad Pigmentacion
Tratamiento . . . :
tallo peciolo color hoja surcos inflorescencia
SC-Suelo Verde Débil Oscuro Poco profundos Ausente
SC-Sustrato Verde Débil Medio Poco profundos Ausente
HC-Suelo Verde Ausente Oscuro Medios Débil
HC-Sustrato Verde Fuerte Fuerte Medios Débil
CW-Suelo Verde Fuerte Medio Poco profundos Débil
CW-Sustrato  Verde Claro Media Ligero Poco profundos Débil

5.4.3 Los componentes de rendimiento en plantas de Cannabis son
diferentes entre suelo y sustrato.

La contribucion de las variables relacionadas con los componentes de rendimiento es
diferencial en suelo y sustrato (Figura 5-1). En sustrato se observa que los dos primeros
componentes explican el 42,6% de la variacion. Las variables que contribuyen en mayor
proporcion al primer componente (26,1%) son la ALPL, gtallo y NNUD. El segundo
componente (16,5%) esta influenciado principalmente por el afolioloc. Se observa que el
NNUD y el peso de la flor seca (PFSE) presentan una correlacion inversa, sin embargo, su
contribucién a la explicacion a los resultados no es alta (Figura 5-1A). A medida que el
afolioloc aumenta o disminuye, la Ifolioloc presenta una relacion inversa. La Ipeciolo tiene
una relacién inversa con el gtallo. La ALPL presentd una relacién inversa con la Ipeciolo y
el PFSE. Adicionalmente, las variedades HC y SC presentan similitudes entre si, mientras
gue CW es diferente. En suelo, los dos primeros componentes explican el 61,3% de la
variacion. Las variables que explican la variacion de las variedades en suelo son la Ifolioloc
y el gtallo las cuales presentan una alta correlacion entre si; la altura de la planta y la
longitud del peciolo tuvieron una contribucién moderada. El PFSE y la Ipeciolo, y el
afolioloc y la ALPL tienen una relacion inversa, es decir, si uno aumenta el otro disminuye.
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En suelo es mucho mas clara la diferencia entre las variedades respecto a los
componentes de rendimiento, es decir, hay una mayor contribucion del genotipo en estas
diferencias.

Contrib
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Figura 5-1. PCA Biplot para los componentes de rendimiento en tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en A. Sustrato y B. Suelo. Las variables con las flechas de
mayor longitud y en la escala de colores calidos representan una mayor contribucion a la
explicacion de los resultados.

Durante la cosecha, algunas variables pueden predecir los resultados finales de
rendimiento (Tabla 5-3) y por lo tanto pueden considerarse componentes de rendimiento
clave. El numero de ramas productivas (Rproductivas) presenté diferencias significativas
en las plantas de SC y HC sembradas en sustrato comparado con suelo y su valor fue mas
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bajo, mientras que en CW no se presentaron diferencias significativas. El peso fresco de
la planta (PFP) y el peso fresco de las ramas productivas (PFRP) en las tres variedades
fue menor en sustrato mostrando diferencias significativas con el medio de cultivo suelo.
Las variedades HC y SC tuvieron valores similares en todas las variables.

Tabla 5-5. No. de Ramas productivas, peso fresco de planta y peso fresco de ramas
productivas de tres variedades de Cannabis sativa L. sembradas en suelo y sustrato. Los
datos se presentan como la media de las repeticiones (n=75). NS, *, ** 0 *** no significativo
o significativo a p< 0,05, 0,01 o0 0,001, respectivamente.

. No. Ramas Peso fresco Peso fresco ramas
Tratamiento . .
productivas planta (Kg) productivas (g)

SC-Suelo 15,67 b 1,40 c 1060,79 f
SC-Sustrato 14,23 a 0,90b 652,12 b
HC-Suelo 17,00 c 1,32¢c 1004,07 e
HC-Sustrato 14,80 a 0,75 a 580,91 a
CW-Suelo 15,43 b 1,08 b 808,95 d
CW-Sustrato 15,47 b 0,75 a 693,84 c
Significancia *xk *x *kk

*Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p < 0,05). Letras iguales
indican que las medias no son estadisticamente significativas (< 0,05).

La contribucion de las variables de rendimiento a las siembras en suelo y sustrato mostré
un resultado diferencial (Figura 5-2). En sustrato, se observé que los dos primeros
componentes explican el 59,8% de la variabilidad (Figura 5-2 A). Las variables que
contribuyen sobre el primer componente (32,2%) son el PFRP, el PFSE y el contenido de
CBD el cual presenta una relacion inversa con el PFSE. El segundo componente esta
influenciado principalmente por el contenido de THC y el Rproductivas. Esta Ultima variable
presenta una relaciéon inversa con el contenido de CBD. La contribucién del PFP no es alta.
En suelo se observd que los dos primeros compontes explican el 78,5% de la varianza
(Figura 5-2 B). Las variables que contribuyen a explicar los resultados de las variedades
en suelo respecto al primer componente (57,2%) son el contenido de CBD, el PFSE, el
PFP y el PFRP. Las dos primeras y las dos Ultimas variables presentan una alta correlacion
entre si. El segundo componente (27,6%) esta explicado por el Rproductivas. El contenido
de THC presenta una alta correlacién con el contenido de CBD y PFSE, pero presenta una
baja contribucién a la explicacién de los resultados.
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Figura 5-2. PCA Biplot para contenido de cannabinoides y pesos frescos en cosecha de
tres variedades de Cannabis sativa L. sembradas en A. Sustrato y B. Suelo. Las variables
con las flechas de mayor longitud y en la escala de colores calidos representan una mayor
contribucién a la explicacién de los resultados.
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5.4.4 EIl porcentaje de cannabidiol es mas alto en plantas sembradas en
sustrato, pero el rendimiento final de CBD por planta depende del
rendimiento de flor seca

Las plantas de sustrato presentaron menos gramos de flor seca por planta, a excepcion
de la variedad CW la cual obtuvo un valor mas alto, pero no significativamente diferente al
obtenido en suelo. La variedad con mayor rendimiento fue SC en suelo seguida de HC en
suelo. En el porcentaje de CBD, las plantas de sustrato presentaron un mayor contenido
comparado con las de suelo, sin embargo, en la variedad SC esta diferencia no fue
significativa. En términos de gramos de CBD por planta, las variedades que tuvieron mayor
rendimiento de flor seca al final obtuvieron los mayores valores en esta variable y fue
significativamente diferente entre suelo y sustrato (p<0,001). Asi entonces, las variedades
SC y HC presentan un mayor rendimiento de CBD vy flor seca en suelo y CW en sustrato.
En términos de gramos de CBD por planta al afio se observé una tendencia similar a la
variable anterior. La variedad SC en suelo es la que presenta el mayor rendimiento anual,
seguido de HC en suelo y CW en sustrato. EI mas bajo rendimiento es para CW en suelo,
con diferencias significativas respecto a las plantas en sustrato (Tabla 5-6).

Tabla 5-6. Rendimiento de flor seca, porcentaje de A°-tetrahidrocannabinol (THC),
porcentaje de Cannabidiol (CBD) y rendimiento en términos de gramos de CBD por planta
de tres variedades de Cannabis sativa L. sembradas en suelo y sustrato. NS, *, ** o0 *** no
significativo o significativo a p< 0,05, 0,01 0 0,001, respectivamente.

Tratamiento  Rendimiento % THC % CDB CBD CcBD!?
(g flor (Cosecha) (Cosecha) (g/planta) (g/planta/afio)
secal/planta)

SC-Suelo 247,83 d 0,3 11,11 c 27,53d 86,71 e

HC-Suelo 173,65 c 0,4 10,76 bc 18,68 c 61,46 d

CW-Suelo 140,33 b 0,2 8,91 a 12,50 a 37,13 a
SC-Sustrato 122,30 a 0,3 11,52 c 14,09 b 50,16 b
HC-Sustrato 114,44 a 0,3 12,61 d 14,43 b 51,65b
CW-Sustrato 168,69 bc 0,4 10,08 b 17,00 c 55,93 c¢c
Significancia b NS ko *kk *x

*Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0,05). Letras iguales
indican que las medias no son estadisticamente significativas (<0,05).
1Datos obtenidos de acuerdo con los resultados del capitulo 2.

5.5 Discusion

Se ha encontrado que en Cannabis el rendimiento puede modificarse tanto por alteraciones
en los métodos de produccion como por efecto de la variedad (Faux et al., 2013). Es muy
importante evaluar los métodos de produccién convencional comparativamente y en
diferentes variedades con el fin de ajustar los sistemas de produccion de esta planta y
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obtener el mejor rendimiento. En este estudio se encontr6 que el rendimiento de las plantas
de Cannabis depende de la variedad y del medio de cultivo que se utilice.

Las plantas tienen una gran capacidad para modificar su morfologia y fisiologia en
respuesta a las condiciones ambientales y de establecimiento (Moher et al., 2022). Durante
las primeras semanas, el crecimiento tanto en suelo como sustrato aumenté rapidamente,
lo que es propio de la etapa de desarrollo vegetativo. Luego, durante el desarrollo de
organos reproductivos, se presentaron cambios en la nutricién y la estequiometria foliar
mostrando una rapida disminucion en la relacion N:P y K:P después de iniciada la fase de
floracion (Tabla 5-1). Este cambio nutricional, hacia una mayor absorcion de P, coincide
con el evento organogénico normal de primordios de inflorescencias emergentes y
desarrollo de 6rganos en plantas vasculares (Maathuis, 2009). Esto generé un cambio en
algunos de los componentes de rendimiento cuantitativos de Cannabis después de iniciada
la etapa de floracion y coincide con lo reportado por Caplan et al. (2019a) y Yep et al.
(2020). Respecto al numero de foliolos no se presentaron diferencias significativas entre
suelo y sustrato, y esto se debe a que la morfologia de las hojas de Cannabis no se altera
en la etapa reproductiva si en la etapa vegetativa presenta un crecimiento 6ptimo,
produciendo asi hojas de primer orden hasta mas de cuatro ordenes con un ndmero de
foliolos impar (Spitzer-Rimon et al., 2019). La longitud del peciolo fue el tnico componente
de rendimiento que fue mayor en el sustrato comparado con el suelo y puede deberse a
una medida mitigatoria del estrés por deficiencia de N, ya que se ha reportado que bajo
condiciones de estrés se activa una respuesta hormonal mediada por acido abscisico
(ABA) y giberelinas (GA) que regula la elongacién del peciolo (Jin et al., 2017).

Los demas componentes de rendimiento medidos fueron mayores en suelo que en sustrato
(Tabla 5-2). Esto podria ser causado por el efecto propio del medio de crecimiento de
cultivo que genera maodificaciones anatdémicas y morfolodgicas en la altura de la planta,
namero de nudos y grosor del tallo (Caplan et al., 2019). Una disminucion en el desempefio
fotosintético en sustrato (ver capitulo 4), que resulta en una reduccion del crecimiento y
desarrollo, genera hojas de menor tamafio, menor altura de la planta, menor nimero de
nudos y menor rendimiento (Rodriguez-Yzquierdo et al., 2021). El nUmero de nudos esta
directamente relacionado con una menor altura y menor elongacion de los entrenudos (Yep
et al., 2020). EI menor nimero de nudos lleva a que las plantas tengan menor niamero de
ramas productivas de segundo y tercer orden (Spitzer-Rimon et al. 2019) (Tabla 5-5) y, por
tanto, el peso de la planta total y de las ramas productivas va a disminuir y todas éstas
variables tienen un efecto directo sobre el rendimiento en términos de flor seca (Burgel et
al., 2020).

Las variables cualitativas medidas en la fase de floracion muestran modificaciones en la
coloracién de las hojas y peciolos entre plantas en suelo y sustrato (Tabla 5-4). Este cambio
puede ser un efecto directo de la deficiencia de N, ya que ésta causa sintomas visuales en
las plantas como clorosis y bajo desarrollo (Uchida, 2000; McCauley et al., 2009; Saloner
y Bernstein, 2021). La pigmentacién del peciolo con compuestos antocianicos con
frecuencia indica que la planta se encuentra ante una condicion de estrés, aunque puede
ser una caracteristica propia de la variedad (Liang y He, 2018).
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El medio de cultivo puede influir en la potencia de la inflorescencia, es decir
concentraciones de cannabinoides y terpenos. El aumento en las concentraciones de CBD
en la biomasa de las inflorescencias de SC y HC en sustrato podria deberse a factores
ambientales. Se ha encontrado que el estrés ambiental, como el estrés por nutricién, estrés
hidrico o estrés salino aumenta la concentracion de cannabinoides en C. sativa (Caplan et
al., 2019b). Después de los 30 ddt, las plantas de sustrato mostraron clorosis foliar, clorosis
marginal y hojas quemadas (Figura suplementaria 4) debido a la expresiébn de una
deficiencia de N. Asimismo, la zona radical en sustrato genero estrés a través del tamafio
limitado de la matera, generando un aumento en la produccion de metabolitos secundarios
como mecanismo de defensa similar a lo reportado por Yep et al. (2020), debido a que el
CBD es un compuesto a base de resorcinol que tiene propiedades antioxidantes (Hampson
et al.,, 1998) y se ha demostrado su efecto de protecciéon del aparato fotosintético ante
especies reactivas de oxigeno (Hacke et al., 2019) bajo la condicién de estrés por N
(Saloner y Bernstein, 2021) y tamario de la matera (Yep et al., 2020).

Por otro lado, las diferencias entre suelo y sustrato relacionado con la concentracion de
cannabinoides y rendimiento de flor seca (Tabla 5-6) se debe a las diferencias en la
concentracion de nutrientes, el equilibrio de los nutrientes de las plantas y el momento de
la aplicacion (Caplan et al., 2017; Backer et al., 2019). Aunque en la experimentacion se
aplicaron las mismas concentraciones de nutrientes y fuentes de fertilizantes, el momento
de aplicacion varié entre suelo y sustrato, pues en sustrato, se presenta un mayor
porcentaje de drenaje por la estructura propia del medio. Las concentraciones mas altas
de cannabinoides en las plantas de sustrato son el resultado también de un efecto de
dilucion de la biomasa de la inflorescencia debido a la deficiencia de N, es decir, se produjo
una inflorescencia mas pequefia con una mayor proporcion de bracteas perigonales,
donde residen principalmente los tricomas glandulares, respecto a la otra biomasa de la
inflorescencia, es decir, tallo y hojas de azucar, lo que produce una mayor concentracion
de cannabinoides (Caplan et al., 2017; Yep et al., 2020).

5.6 Conclusiones

En esta investigacion se evaluaron los componentes de rendimiento y el rendimiento en
términos de flor secay potencia de dos de los cannabinoides mas importantes de Cannabis
medicinal sembradas en suelo y sustrato. Se encontré una variacion nutricional cercano a
cosecha (90 ddt), determinada principalmente por una deficiencia de N y un exceso de Mg
en plantas de sustrato. Los componentes de rendimiento cuantitativos y cualitativos
mostraron que se asocian al rendimiento final de las plantas de Cannabis. Variables como
la altura de la planta, ancho del foliolo central, grosor del tallo y la longitud del peciolo,
pueden usarse como como variables predictivas de rendimiento, las cuales mostraron
resultados diferenciales entre suelo y sustrato para las tres variedades evaluadas. Las
variables descriptivas durante la etapa de floraciébn son herramientas visuales que se
asocian directamente con los resultados finales de rendimiento. Las variedades SC y HC
en suelo presentaron mayor rendimiento de flor seca, pero menor porcentaje de CBD. CW
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en sustrato present6 el mayor rendimiento de flor seca y porcentaje de CBD. Las plantas
con mayor rendimiento de flor seca fueron las que obtuvieron el mayor rendimiento de CBD
en gramos por planta, lo que indicaria que el rendimiento de CBD, es directamente
proporcional al rendimiento de flor seca de las plantas. SC y HC deben establecerse en
condiciones de suelo, mientras que CW debe establecerse en fibra de coco y perlita en
materas de 12 L de capacidad.
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6.Discusion general

Debido a las condiciones actuales de legalizaciéon del cultivo de Cannabis medicinal en
paises del trépico, incluido Colombia, se ha generado un aumento en la produccién con
fines medicinales y cientificos, generando desafios agronémicos relacionados con el
manejo del uso del suelo, la nutricibn mineral, la labor cultural y el manejo integrado del
cultivo, todos ellos, factores que afectan la productividad, calidad y costos de produccion.
Aunque uno de los factores mas importantes es el medio de establecimiento de cultivo,
aln no se ha caracterizado el efecto de la siembra de Cannabis en suelo y sustrato sobre
el desempefnio fisioldgico, las curvas de extraccion de nutrientes y el rendimiento. Los
resultados obtenidos en esta investigacién mostraron que en las variedades Souce Cauca,
Calotoweed y Higthcol sembradas en fibra de coco y perlita se modifico el rendimiento
fotosintético debido a una deficiencia de marcada de N, lo que gener6 un cambio en la
fenologia de la planta, una disminucion de los componentes de rendimiento y un aumento
en la produccién de metabolitos secundarios.

Para las tres variedades evaluadas se establecieron cinco etapas fenoldgicas principales
(Tabla 2-2) y dentro de cada una se determinaron los estadios fenoldgicos secundarios
obteniendo la escala fenoldgica extendida y ajustada (Tabla 2-3) a lo que usualmente se
ha trabajado para cafiamo (Mediavilla et al., 1998; Mischenko et al., 2017). Se pudo
determinar debido a que las tres variedades mostraron la arquitectura tipica de las plantas
de Cannabis (Spitzer-Rimon et al., 2019), que consiste en segmentos modulares
constituidos por un entrenudo y un nudo regulados por la dominancia apical y que en
consecuencia generan que las plantas formen un tallo principal con ramificaciones
laterales (Danziger y Bernstein, 2021), las cuales sostienen las inflorescencias femeninas
pistiladas constituidas por bracteas, tricomas glandulares y hojas apiladas (Park et al.,
2014).

Para los cuatro estadios fenologicos visualizados se determind el tiempo calendario (Figura
2-2, Tabla 2-4) y los GDC (Tabla 2-5). Las variedades SC, HC y CW en sustrato mostraron
un ciclo menor en dias comparado con las plantas de suelo y eso se debe a la condicién
de siembra en los diferentes medios de cultivo, ya que se ve modificada la temperatura,
humedad y composicién de medio (Jaramillo-Robledo, 2005) o se altera la zona de
crecimiento de raices generando una condicidn de estrés, acelerando asi, los procesos de
crecimiento y desarrollo (Yep et al.,, 2020). Entre variedades se obtuvieron resultados
diferentes y esto se debe a que la morfologia de cada genotipo se modifica ante
condiciones ambientales cambiantes, generando un desarrollo desigual (Faux et al., 2013).
Como los GDC pueden llegar a ser mas especificos que hablar de tiempo calendario
(Salazar-Gutiérrez et al., 2013), pero dependen de los cambios en la temperatura
ambiental, los resultados de grados dias fueron muy similares a lo obtenido en dias, ya
que las condiciones de temperatura méxima y minima fueron iguales para los dos medios
de cultivo (Figura suplementaria 1). Sin embargo, los GDC deben considerarse en
programas de prediccién de cosechas y determinaciones de rendimiento ante condiciones
cambiantes de temperatura ambiental (Khan et al., 2013).
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También se realiz6 la evaluacion de la solucion de suelo y sustrato y el andlisis
convencional de suelo en etapas clave de cultivo para relacionarlas con el comportamiento
nutricional foliar en las plantas de Cannabis (Tabla 3-2 y Tabla 3-3). Se encontré altos
contenidos de Na® y K" en la solucion del sustrato debido probablemente a un
procesamiento insuficiente del medio previo a siembra para remover el exceso de estos
cationes y asegurar la movilizaciéon de cationes divalentes como el Ca?*y Mg?* (Poulter,
2014; Nemati et al., 2021). Aunque no hubo afectaciones durante la etapa vegetativa en
las tres variedades, en la etapa reproductiva se generd una acumulacién de nutrientes
proveniente de la fertilizacion, salinizando el sustrato y generando una toma de nutrientes
reducida (Guo et al., 2021). En suelo, por el contrario, la planta al tener un sistema radical
complejo, extrajo todos los nutrientes disponibles y por lo tanto, la CE se redujo
significativamente (Mankowski et al., 2020). En el contenido nutricional foliar (Tabla 3-4)
se encontré una reduccion significativa del N en las plantas de sustrato, comparado con
las de suelo, a niveles por debajo del minimo reportado por (Cockson et al., 2019),
indicando que las plantas de Cannabis son N-filicas (Yep et al., 2020) pues se requieren
concentraciones en el follaje de mas del 4,0% de N para un éptimo crecimiento y desarrollo
(Saloner et al., 2019). El K foliar disminuy6 significativamente en las plantas de sustrato
mas que en suelo, pues se ha encontrado que el Cannabis requiere concentraciones altas
del elemento en la formula de fertilizacion para garantizar concentraciones tisulares
Optimas (Saloner et al., 2019). EI P aumenté su contenido después de iniciada la etapa de
floracién debido a que se requiere en la formacion de las inflorescencias y desarrollo de
tricomas glandulares donde se concentran la mayor cantidad de cannabinoides (Yep et al.,
2020). El contenido de Mg aumentdé significativamente en sustrato después de los 90 ddt
debido a que cens6 un bajo contenido de clorofilas debido a la deficiencia de N (Shi et al.,
2021). Tanto el B como el S estuvieron en condiciones deficitarias en suelo y sustrato y
puede ser debida a un mayor requerimiento por parte de las plantas de Cannabis (Muscolo
et al., 2022). Los contenidos de metales como el Fe, Mn, Cu y Zn se incrementaron a lo
largo del ciclo del cultivo y se debe a que las plantas de Cannabis tienen una alta tolerancia
y capacidad de almacenar metales, y suelen comportarse como plantas fitorremediadoras
(Linger et al.,2022). Con los contenidos nutricionales foliares se determinaron las curvas
de extraccion de macro y microelementos (Figura 3-4 y Figura 3-5) encontrando que la
época de mayor extraccién nutricional es a los 60 ddt, lo que coincide con la formacién de
estructuras reproductivas de las plantas (Spitzer-Rimon et al., 2019; Yep et al., 2020).

Los cambios en el contenido nutricional foliar generaron modificaciones en las variables
relacionadas con el rendimiento fotosintético. En sustrato, para las tres variedades se
disminuyo la Fv/Fm, laETR y el Y(II), y se aumentd el NPQ después de los 50 dias (Figura
4-2). Esto se debe a que las plantas se encontraban sometidas a un estrés nutricional
marcado principalmente por la deficiencia de N, ya que las plantas con menor
disponibilidad de este nutriente son mas susceptibles a presentar inhibicion en la tasa de
transporte de electrones (Pérez-Asseff et al., 2007) y generan mecanismos para disipar la
energia absorbida por una via diferente a la fotoquimica (Goh, 2012). Asimismo, se redujo
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el CRC a niveles por debajo de lo reportado para Cannabis (Tang et al., 2017) (Figura 4-
4). Al mismo tiempo se generé una disminucion de gs en las plantas de sustrato (Figura 4-
3) debido a la r4pida disminucién del K foliar después de los 46 ddt, debido a que el K
regula la apertura estomatica y cuando es deficiente, reduce la gs (Pettigrew, 2008; Yep et
al., 2020). Sin embargo, la reduccién en ambos tratamientos puede ser generada a una
condicion ambiental especifica tal como lo reporta Candelario-Guerrero et al. (2023). Estas
alteraciones afectaron el proceso fotosintético en las plantas de sustrato lo que generé una
disminucion en el area foliar y en la distribucion de masa seca aérea (Figura 4-5). Esto se
debe a que la arquitectura morfolégica generada en los dos medios de cultivo fue diferente,
de manera que las plantas en suelo, tienen una mejor distribucién de la radiacién incidente
lo que aumenta la produccién de asimilados (Ji et al., 2019) o una distribucién mayor de
carbono debida a la generacion de mayor area radical (Morales et al., 2016).

Una menor acumulacion de biomasa en las plantas en hojas, tallos y ramas productivas en
las plantas de sustrato generé una disminucion de los componentes de rendimiento (Tabla
5-3 y Tabla 5-5) (Lyu et al., 2022) generando modificaciones en la altura de las plantas,
menor nimero de nudos y menor rendimiento de flor seca lo que coincide con los estudios
de Burgel et al. (2020) y Rodriguez-lzquierdo et al. (2021). En concentracién de
cannabinoides se encontré que las plantas de sustrato produjeron mayor contenido de
CBD comparado con las plantas de suelo, pero menor rendimiento de flor seca (Tabla 5-
6) y esto se debe a que cuando las plantas presentan un estrés por N aumentan los
contenidos de fitocannabinoides, especialmente CBD, ya que es un eliminador de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Hampson et al., 1998). Al mismo tiempo, la deficiencia de N
genera inflorescencias mas pequefias, debido a las limitantes en crecimiento, con una
proporcion mayor de tricomas glandulares por area, generando un efecto de dilucion de la
biomasa (Yep et al., 2020). Con base en los resultados especificos se elaboré un modelo
de las respuestas de las plantas de Cannabis medicinal en condiciones de suelo y sustrato
(Figura 7-1).
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7.Conclusiones y recomendaciones
7.1 Conclusiones

Se obtiene la escala fenoldgica para Cannabis medicinal dioico femenino lo que facilitara
la medicibn de esta variable en sistemas productivos y de investigacion. Con la
metodologia de grados dia se pueden establecer los momentos de cosecha y es mucho
mas especifica que hablar de dias calendario, y puede ser usado bajo condiciones
ambientales cambiantes.

El sustrato utilizado, una mezcla de fibra de coco+perlita mostré desde el inicio de siembra
un contenido alto de sodio, pues este sustrato tiende a contener altos niveles de sodio y
potasio en comparacion con otros sustratos. Esto generd que iones divalentes como el
calcio y el magnesio se quedaran adheridos al sustrato generando asi niveles excesivos
de potasio y sodio e insuficientes de otros nutrientes. Es muy importante neutralizar la fibra
de coco para evitar que, en los primeros estadios de la planta, los cationes que contiene
de forma natural este material desequilibren la solucién nutritiva. El sustrato mostré una
acumulacion de iones durante el ciclo de cultivo generando aumentos en la CE, ocasionado
que las plantas no absorbieran los nutrientes disponibles en la solucién de sustrato, por
ello es importante no solo lavar el sustrato inicialmente, sino evaluar el contenido
nutricional de drenaje con un fotbmetro multiparametro para realizar los ajustes pertinentes
al programa de fertilizacion. Sin embargo, las plantas en sustrato durante la etapa
vegetativa no mostraron alguna sintomatologia, sino hasta después de iniciada la etapa de
floracion donde el contenido de N, Ca, S, Fe y Zn disminuyd, siendo de mayor relevancia
la condicion de déficit de N. Esto generod limitaciones en el rendimiento fotosintético y
crecimiento de la planta, no obstante, aceler6 el ciclo productivo y produjo mayor contenido
de CBD. A pesar de ello el rendimiento en términos de gramos de CBD por planta fue
mucho menor. En suelo la condicion fue contraria, pues la CE se redujo a niveles por
debajo del ideal (1,6) mostrando que gran parte de los nutrientes aplicados en el programa
de fertilizacién y retenidos por la solucion del suelo, fueron absorbidos por la planta para
procesos de crecimiento, desarrollo, produccién de fotoasimilados y sintesis de
metabolitos secundarios. Esto generd un contenido nutricional 6ptimo en plantas en suelo
y, por lo tanto, se mantuvo una eficiencia fotosintética que permitié obtener un rendimiento
de flor seca mayor. Aungue se produjo porcentajes mas bajos de CBD, el rendimiento en
gramos de CBD por planta fue mayor que en sustrato. Las variedades pueden tener
desempenios diferentes, tal como sucedi6 con la variedad CW, la cual obtuvo mejores
resultados de rendimiento y potencia, en sustrato. Con los resultados de rendimiento
finales es posible afirmar que la formula de fertilizacién utilizada es 6ptima pues funcioné
adecuadamente en suelo, lo que llevaria a replantear la posibilidad de evaluar los
momentos éptimos de aplicacién de fuentes de fertilizantes en sustrato de acuerdo con la
demanda de la planta. Las curvas de extraccion de nutrientes mostraron la absorcién de
nutrientes por parte de las plantas. En esta investigacion se generaron las curvas de
extraccion de nutrientes foliar, destacando como nutrientes de mayor importancia para las
plantas de Cannabis al N, Ca, K, Fe, Na, Mn y Zn. Estas curvas deben usarse con la
informacion de los lixiviados para asi establecer planes de fertilizacion 6ptimos.
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Figura 7-1. Modelo del desempefio fisiolégico, contenido nutricional y rendimiento
de Cannabis medicinal en suelo y sustrato.
Las plantas sembradas en sustrato (Lado izquierdo) después de los 50 dias de trasplante

presentan una clorosis foliar generalizada, mas severa en las hojas viejas, esto como
consecuencia de una relacion Ca:Mg, N:P y K:P baja. El estrés nutricional, generado
principalmente por el nitrdgeno, causa una disminucién en el contenido o la actividad en la
enzima RuBisCO (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa), lo que ralentiza el ciclo
de Calvin, ya que la fase sintesis se ve limitada. En la fase foto se forman especies
reactivas de oxigeno (ROS) como el superédxido y los radicales hidroxilos debido a la
presencia de electrones libres y oxigeno, las cuales dafian el aparato fotosintético. Como
consecuencia se genera cierre estomatico, lo que disminuye el intercambio gaseoso entre
la planta y la atmdésfera, generando un aumento en la temperatura foliar. El estrés
nutricional y oxidativo genera un menor rendimiento del aparato fotosintético de las plantas,
reflejado en la disminucion de Fv/Fm, ETR y Y(ll). Esto va a activar las otras vias de
disipacion de energia con las que cuenta las plantas, produciendo un aumento en el NPQ.
La condicion de estrés de las plantas puede generar un ciclo de vida més corto y por lo
tanto menor GDC. Asimismo, se producen plantas de menor altura, nimero de nudos y
grosor del tallo, lo que se refleja en un menor rendimiento en términos de flor seca por
planta, pero un mayor contenido de CBD debido probablemente a un efecto de dilucién de
la biomasa de la inflorescencia. Las plantas sembradas en suelo (Lado derecho) después
de los 50 dias de trasplante presentan una condicion contraria. No se evidencia sintomas
de estrés nutricional y oxidativo, por lo tanto, se generan plantas de mayor altura, nimero
de nudos y grosor de tallo. Sin embargo, la formacion méas densa de las plantas aumenta
el ciclo de cultivo y consecuentemente los grados dia necesarios para completar el
desarrollo. Esta condiciébn genera un mayor rendimiento de flor seca, pero menor
porcentaje de CBD. No obstante, hay una relacién directamente proporcional entre el
rendimiento de flor seca y los gramos de CDB por planta, lo que indica que las plantas de
suelo tienen un mayor rendimiento que las plantas de sustrato.

7.2 Recomendaciones

e Un sustrato como el utilizado en esta experimentacién (Sustracoco Germiplus®)
debe ser lavado con algun fertilizante de sintesis quimica que permita desplazar el
Na*y K*. Se recomienda el uso de Nitrato de Calcio, el cual permite ionizacién del
Sodio y desplazamiento de este garantizando niveles bajos en el sustrato previo a
siembra.

e Para futuras evaluaciones experimentales en campo, la determinacion del efecto
de la zona de raices sobre la explicacion de los resultados podria permitir un mayor
entendimiento de lo que sucede con las plantas de Cannabis cuando son
sembradas en suelo y sustrato.

e La determinacion de la curva de extraccién de nutrientes en cada 6rgano de la
planta permitiria visualizar la distribucion de cada elemento y asi determinar los
requerimientos nutricionales exactos de las plantas en cada uno de los medios de
cultivo.






8.Tablas suplementarias

Tabla suplementaria 1. Caracteristicas generales de las variedades Souce Cauca (SC),
Calotoweed (CW) y Higthcol (HC) determinadas en las pruebas de evaluacion agronémica
para la obtenciéon del Registro Nacional de Cultivares comerciales del ICA de las tres
variedades, para la subregion natural de area fria (altitud superior a 2200 msnm).

Variedades Calotoweed Higthcol Souce Cauca

Caracteristicas
Pigmentacidén antocianica de la corona Débil Débil Ausente
Intensidad del color verde de la hoja Medio Medio Medio
Longitud del peciolo (cm) 1,36 1,81 2,33
Pigmentacion antocianica del peciolo Débil Ausente Ausente
NUmero de foliolos 6,33 573 5,93
I(_Conr:?nud del foliolo central de la hoja 768 717 8.48
Anchura del foliolo central de la hoja 0.85 1,01 117
(cm)
Epoca de floracion masculina No aplica No aplica No aplica
Proporcion de plantas hermafroditas (%) 0 0 0
Proporcion de plantas femeninas (%) 100 100 100
Proporcion de plantas masculinas (%) 0 0 0
Color del tallo principal Verde Verde Verde
Longitud del entrenudo del tallo principal 1,16 1,00 1,34
(cm)
Grosor del tallo principal (cm) 0,27 0,33 0,34
Profundidad de los surcos del tallo Poco Medios Poco
principal profundos profundos
Médula en la seccién transversal Ausente Ausente Ausente
Plgme_ntamon antocianica de las flores Débil Ausente Ausente
femeninas
Pigmentacion antocidnica de las flores . . .

. No aplica No aplica No aplica
masculinas
Altura del tallo cosechado (cm) 151,36 163,83 161,10
Numero de tallos por planta 3,70 8,23 6,10
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Rendimiento de flores (13% de

156,38 155,86 133,31
humedad) (g/planta)
Rendimiento de biomasa (materia 298,78 541,67 657,585
fresca) (g/planta)
THC (%) 0,85 0,67 0,44
CBD (%) 10,67 15,38 11,06

Tabla suplementaria 2. Ecuaciones y valor R? para las curvas de extraccion de nutrientes
foliar de macro y micronutrientes en tres variedades de Cannabis sativa L. (Souce Cauca
(SC), Calotoweed (CW) y Higthcol (HC)) en condiciones de suelo y sustrato.

Nutriente SC-Suelo CW-Suelo HC-Suelo
N y =-12,913x3 + 94,131x2 - y =-12,609x3 + 97,763x2 - y =-17,892x3 + 140,5x2 -
154,44x + 86,406 185,4x + 110,14 277,7x + 161,89
R2 = 0,9967 R2 =0,9893 R2=0,9753
p y = -0,9734x3 + 7,8046X2 - y =-0,9612x3 + 7,883x2 - y = -1,4795x3 + 12,189x2 -
13,546x + 8,0041 14,83x + 8,7603 24, 71x + 14,72
R2=1 R2 =0,9958 R2=0,9678
K y =-8,6377x3 + 61,355x%2 - y = -6,5554x3 + 48,895x2 - y =-11,255x3 + 86,024x2 -
95,87x + 51,838 82,972x + 44,965 161,73x + 90,35
R2=0,9783 R2=0,9951 R2=0,994
Ca y =-8,8278x3 + 61,123x2 - y = -8,0889x3 + 56,295x2 - y =-11,978x3 + 89,141x2 -
87,698x + 48,14 79,596x + 35,656 157,44x + 84,804
R2 =0,9992 R2=0,979 R2 =0,9953
Mg y = -1,4492x3 + 9,9568x2 - y =-1,7966x3 + 13,364x2 - y =-2,6619x3 + 20,14x2 -
12,866x + 6,9492 22,208x + 12,02 36,474x + 19,898
R2=0,9976 Rz=1 R2=0,9994
S y =-0,4194x83 + 3,1074x2 - y =-0,3137x3 + 2,2804x2 - y =-0,5975x3 + 4,7119x2 -
4,7441x + 2,8164 3,0168x + 1,4474 8,9414x + 5,1436
R2 = 0,9556 R2 =0,9583 Rz2=1
Na y = -0,0096x3 + 0,0547x2 + y =-0,0025x3 + 0,0095x2 + y =-0,0058x3 + 0,0184x2 +
0,0156x - 0,0328 0,0862x - 0,086 0,1113x - 0,1136
R2=0,9177 R2 =0,9068 R2 = 0,905
Fe y = -0,0575x3 + 0,4514x2 - y =-0,0231x3 + 0,1722x2 - y = -0,0208x3 + 0,1489x2 -
0,8126x + 0,4777 0,2162x + 0,104 0,1463x + 0,0417
R2 =0,9963 R2=0,9923 R2=0,993
Mn y =-0,0163x3 + 0,1391x2 - y = -0,0084x3 + 0,068x2 - y = 0,0015x3 - 0,0203x2 +
0,287x + 0,1828 0,1147x + 0,0656 0,1022x - 0,0715
R2 =0,9987 R2 =0,9958 R2=0,8211
Cu y =-0,0017x3 + 0,0143x2 - y =-0,0017x3 + 0,0145x2 - y =-0,0021x3 + 0,0177x2 -
0,0278x + 0,0175 0,0297x + 0,0184 0,0366x + 0,0221
R2=0,9879 R2 =0,9865 R2=0,9771
Zn y =-0,0223x3 + 0,1864x2 - y =-0,0134x3 + 0,1149x%2 - y =-0,0194x3 + 0,1615x%2 -
0,3924x + 0,2527 0,2362x + 0,1478 0,3359x + 0,2045
Rz =0,975 R2=0,9878 R2 = 0,9587
B y =-0,0191x83 + 0,147x? - y =-0,0193x3 + 0,1496x2 - y =-0,0209x2 + 0,1619x? -
0,2761x + 0,1635 0,2829x + 0,1633 0,3146x + 0,1809
Rz =10,994 R2=0,9891 R2=0,9782
Nutriente SC- Sustrato CW- Sustrato HC-Sustrato
N y =-4,5221x3 + 27,384x2 - y = -8,4668x3 + 58,813x2 - y = -3,0596x3 + 15,477x2 +
21,511x + 12,654 84,556x + 43,423 4,6026x - 10,775
Rz =0,9959 R2=0,9579 R2=10,9273
P y =-0,9735x3 + 7,1612x2 - y =-1,3693x3 + 10,615x%2 - y =-0,6945x3 + 4,7922x2 -

11,34x + 6,9546
R2 =0,9941

18,817x + 10,695
R2 =0,9953

6,1079x + 2,7788
R2=0,9753




Tablas y Figuras suplementarias

137

Ca

Mg

Na

Fe

Mn

Cu

Zn

y = -4,019x3 + 25,354x2 -
25,399x + 11,838
R2=10,9475
y =-3,2031x83 + 18,018x2 -
6,7026x + 0,8283
R2 = 0,9369
y =-0,9845x3 + 6,2296x2 -
6,0246x + 4,8705
R2=10,994
y =-0,1791x3 + 0,9902x2 +
0,0143x - 0,1571
Rz = 0,9287
y = 0,0359x4 - 0,4231x3 +
1,6815x2 - 2,5366x + 1,2712
Rz2=1
y =-0,0515x3 + 0,402x2 -
0,7682x + 0,4803
R2=0,9934
y =-0,0179x3 + 0,1418x2 -
0,2568x + 0,1575
R2 = 0,9832
y =-0,0014x3 + 0,012x2 -
0,0243x + 0,0161
Rz = 0,9829
y = -0,0075x3 + 0,0526x2 -
0,0674x + 0,0405
R2 =0,9924
y =-0,015x3 + 0,1055x%2 -
0,1601x + 0,0871
R2 = 0,9561

y =-5,9333x3 + 40,902x2 -
56,627x + 25,251
R2=0,8703
y =-5,6279x3 + 37,012x2 -
43,062x + 16,077
R2=0,8728
y =-1,6773x3 + 11,369x2 -
14,322x + 7,0026
R2 =0,939
y =-0,3966x3 + 2,7218x%2 -
3,3447x + 1,5356
R2=0,9318
y =-0,0046x3 + 0,0123x2 +
0,1245x - 0,1185
R2=0,7538
y =0,0991x4 - 1,1817x3 +
4,7876x2 - 7,4789x + 3,8127
Rz2=1
y =-0,0128x3 + 0,0854x? -
0,063x + 0,0069
R2=0,9612
y =-0,0016x3 + 0,0132x2 -
0,0243x + 0,0145
R2 = 0,996
y =-0,0109x2 + 0,0863x? -
0,1514x + 0,0867
R2 = 10,9849
y =-0,0222x3 + 0,1586x2 -
0,249x + 0,1192
R2 = 0,9697

y = -4,4738x3 + 30,536x%2 -
42,327x + 19,879
R2=0,9209
y =-2,3526x3 + 12,09x? +
1,4821x - 6,6059
R2 =0,9889
y =-0,5509x3 + 2,2532x2 +
4,4102x - 4,3522
R2=0,9678
y =-0,1636x3 + 0,8688x2 +
0,1441x - 0,5802
R2=0,815
y =-0,061x3 + 0,5058x2 -
1,1256x + 0,728
R2=0,8774
y =-0,0274x3 + 0,2013x%2 -
0,3407x + 0,1917
R2=0,9951
y =-0,013x3 + 0,0989x2 -
0,1752x + 0,1043
R2=0,9978
y =-0,001x3 + 0,0083x2 -
0,0152x + 0,0091
R2 =0,9989
y =-0,0074x3 + 0,0507x? -
0,0656x + 0,0295
R2=0,9412
y =-0,0141x3 + 0,0987x2 -
0,1484x + 0,0681
R2=0,9742

Tabla suplementaria 3. Porcentaje de participacion de los cationes en la conductividad
eléctrica de la solucién del suelo y del sustrato.

Antes de siembra

Finalizando etapa Finalizando ciclo

vegetativa total del cultivo
Tratamiento  Cationes  meq ppm/peso 9 ppm/peso 9 ppm/peso 9
equivalente equivalente equivalente
K* 39,1 8,440 35% 2,230 35%
Ca? 20 8,350 35% 1,625 25%
Mg?* 12,16 5,189 22% 1,546 24%
Suelo Na* 23 1,887 8% Sin dato 0,978 15%
N-NH4* 17 0,145 1% 0,046 1%
Sumatoria 24,011 6,426
CE 2,401 0,643
calculada
K* 39,1 12,941 46% 25,064 34% 14,885 24%
Ca?* 20 1,740 6% 17,700 24% 15,850 26%
Sustrato Mg? 12,16 2,763 10% 16,776 23% 19,490 31%
Na* 23 10,957 39% 13,913 19% 11,391 18%
N-NH4* 17 0,028 0% 0,183 0% 0,506 1%
Sumatoria 28,429 73,636 62,123
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Tabla suplementaria 4. MANOVA de la combinacion de los tratamiento y los dias después
de trasplante para las tres variedades (Souce Cauca, Higthcol y Calotoweed) respecto a
las variables fisioldgicas. Los valores indican la significancia con un p<0,05.

Tratamiento*ddt Higthcol = Souce Cauca Calotoweed
Suelo 35 - Suelo 20 0,000 0,220 0,170
Suelo 50 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Suelo 65 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Suelo 80 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Suelo 95 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 20 - Suelo 20 1,000 1,000 1,000
Sustrato 35 - Suelo 20 0,000 0,073 0,004
Sustrato 50 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 65 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 80 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 95 - Suelo 20 0,000 0,000 0,000
Suelo 50 - Suelo 35 0,000 0,001 0,000
Suelo 65 - Suelo 35 0,000 0,000 0,000
Suelo 80 - Suelo 35 0,000 0,000 0,000
Suelo 95 - Suelo 35 0,000 0,000 0,000
Sustrato 20 - Suelo 35 0,000 0,060 0,306
Sustrato 35 - Suelo 35 0,997 1,000 1,000
Sustrato 50 - Suelo 35 0,000 0,090 0,527
Sustrato 65 - Suelo 35 0,000 0,000 0,000
Sustrato 80 - Suelo 35 0,000 0,000 0,000
Sustrato 95 - Suelo 35 0,000 0,000 0,000
Suelo 65 - Suelo 50 0,000 0,001 0,000
Suelo 80 - Suelo 50 0,000 0,000 0,000
Suelo 95 - Suelo 50 0,000 0,000 0,000
Sustrato 20 - Suelo 50 0,000 0,000 0,000
Sustrato 35 - Suelo 50 0,000 0,000 0,000
Sustrato 50 - Suelo 50 0,953 0,763 0,013
Sustrato 65 - Suelo 50 0,008 0,161 0,191
Sustrato 80 - Suelo 50 0,000 0,000 0,000
Sustrato 95 - Suelo 50 0,000 0,000 0,000
Suelo 80 - Suelo 65 0,079 0,245 0,019
Suelo 95 - Suelo 65 0,067 0,081 0,103
Sustrato 20 - Suelo 65 0,000 0,000 0,000
Sustrato 35 - Suelo 65 0,000 0,000 0,000
Sustrato 50 - Suelo 65 0,000 0,000 0,000
Sustrato 65 - Suelo 65 0,191 0,914 0,340
Sustrato 80 - Suelo 65 1,000 0,590 1,000

Sustrato 95 - Suelo 65 0,997 1,000 1,000
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Suelo 95 - Suelo 80 1,000 1,000 1,000
Sustrato 20 - Suelo 80 0,000 0,000 0,000
Sustrato 35 - Suelo 80 0,000 0,000 0,000
Sustrato 50 - Suelo 80 0,000 0,000 0,000
Sustrato 65 - Suelo 80 0,000 0,031 0,000
Sustrato 80 - Suelo 80 0,027 0,962 0,042
Sustrato 95 - Suelo 80 0,004 0,339 0,019
Sustrato 20 - Suelo 95 0,000 0,000 0,000
Sustrato 35 - Suelo 95 0,000 0,000 0,000
Sustrato 50 - Suelo 95 0,000 0,000 0,000
Sustrato 65 - Suelo 95 0,000 0,004 0,003
Sustrato 80 - Suelo 95 0,020 0,732 0,193
Sustrato 95 - Suelo 95 0,000 0,105 0,117
Sustrato 35 - Sustrato 20 0,000 0,001 0,013
Sustrato 50 - Sustrato 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 65 - Sustrato 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 80 - Sustrato 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 95 - Sustrato 20 0,000 0,000 0,000
Sustrato 50 - Sustrato 35 0,000 0,000 0,090
Sustrato 65 - Sustrato 35 0,000 0,000 0,000
Sustrato 80 - Sustrato 35 0,000 0,000 0,000
Sustrato 95 - Sustrato 35 0,000 0,000 0,000
Sustrato 65 - Sustrato 50 0,000 0,009 0,000
Sustrato 80 - Sustrato 50 0,000 0,000 0,000
Sustrato 95 - Sustrato 50 0,000 0,000 0,000
Sustrato 80 - Sustrato 65 0,079 0,019 0,307
Sustrato 95 - Sustrato 65 0,337 0,164 0,241
Sustrato 95 - Sustrato 80 0,997 0,690 1,000

Tratamiento MATS <0,001 <0,001 <0,001

p-valor remuestreo  2833,075 3302,424 2401,728
ddt MATS <0,001 <0,001 <0,001
p-valor remuestreo 43876,962 40240,867 44606,744
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Figura suplementaria 1. Condiciones climéticas durante la fase experimental tomadas
cada 15 minutos durante las 24 horas del dia. A. Temperatura (°C), B. Humedad relativa

(%), C. Radiacion fotosintéticamente activa (umol m2 s?),
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Figura suplementaria 2. Descripcion grafica de los cambios en crecimiento y desarrollo
vegetativo (parte superior) y reproductivo (parte inferior) de tres variedades de Cannabis
sativa L. sembradas en condiciones de suelo y sustrato A. Souce Cauca-Suelo, B. Souce
Cauca-Sustrato, C. Calotoweed-Suelo, D. Calotoweed-Sustrato, E. Higthcol-Suelo, F.
Higthcol-Sustrato.
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Continuacion Figura suplementaria 2. Descripcion gréafica de los cambios en crecimiento
y desarrollo vegetativo (parte superior) y reproductivo (parte inferior) de tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en condiciones de suelo y sustrato A. Souce Cauca-Suelo,
B. Souce Cauca-Sustrato, C. Calotoweed-Suelo, D. Calotoweed-Sustrato, E. Higthcol-
Suelo, F. Higthcol-Sustrato.
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Continuacion Figura suplementaria 2. Descripcion gréafica de los cambios en crecimiento
y desarrollo vegetativo (parte superior) y reproductivo (parte inferior) de tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en condiciones de suelo y sustrato A. Souce Cauca-Suelo,
B. Souce Cauca-Sustrato, C. Calotoweed-Suelo, D. Calotoweed-Sustrato, E. Higthcol-
Suelo, F. Higthcol-Sustrato.
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Continuacion Figura suplementaria 2. Descripcion gréafica de los cambios en crecimiento
y desarrollo vegetativo (parte superior) y reproductivo (parte inferior) de tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en condiciones de suelo y sustrato A. Souce Cauca-Suelo,
B. Souce Cauca-Sustrato, C. Calotoweed-Suelo, D. Calotoweed-Sustrato, E. Higthcol-
Suelo, F. Higthcol-Sustrato.
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Continuacion Figura suplementaria 2. Descripcion gréafica de los cambios en crecimiento
y desarrollo vegetativo (parte superior) y reproductivo (parte inferior) de tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en condiciones de suelo y sustrato A. Souce Cauca-Suelo,
B. Souce Cauca-Sustrato, C. Calotoweed-Suelo, D. Calotoweed-Sustrato, E. Higthcol-
Suelo, F. Higthcol-Sustrato.
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Continuacion Figura suplementaria 2. Descripcion grafica de los cambios en crecimiento
y desarrollo vegetativo (parte superior) y reproductivo (parte inferior) de tres variedades de
Cannabis sativa L. sembradas en condiciones de suelo y sustrato A. Souce Cauca-Suelo,
B. Souce Cauca-Sustrato, C. Calotoweed-Suelo, D. Calotoweed-Sustrato, E. Higthcol-
Suelo, F. Higthcol-Sustrato.
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Figura suplementaria 3. Después de iniciada la fase de floracion las variedades
sembradas en sustrato mostraron una clorosis foliar generalizada, siendo mucho mas
notoria en las hojas viejas de las plantas. En la parte izquierda de la fotografia se observa
la variedad Souce Cauca sembrada en sustrato, en la parte derecha la variedad Souce
Cauca sembrada en suelo. Fotografia sin ningun tipo de edicion.

Figura suplementaria 4. Después de iniciada la fase de floracion, las variedades
sembradas en sustrato mostraron sintomatologias foliares asociadas a deficiencias
nutricionales. A. Clorosis marginal, B. Clorosis generalizada, C. Necrosis marginal, D.
Clorosis intervenal y necrosis marginal, E. Clorosis en hojas bajeras y F. Clorosis y necrosis
en hojas bajeras.



