PROYECTO DE INVESTIGACION CON CULTIVO PARA PRESENTAR A LA COORDINACION DEL
PROGRAMA DE INVESTIGACION DE LOS USOS DE LA PLANTA DE CANNABIS Y SUS DERIVADOS

INSTITUCION DONDE SE LLEVARA ADELANTE EL PROYECTO: Instituto de Investigaciones
Bioldgicas, Unidad Ejecutora de doble dependencia Universidad Nacional de Mar del Plata-
CONICET

INVESTIGADORA RESPONSABLE: Débora Nercessian

TITULO DEL PROYECTO: Utilizacion de la biomasa de cannabis para la generacion de
bioinsumos horticolas.

OBIJETIVO GENERALES

Uno de los desafios a nivel mundial en torno al cambio climatico, la degradacién de recursos
naturales y la contaminacién ambiental, implica la necesidad de avanzar hacia procesos
productivos que promuevan un desarrollo sustentable. El uso de agroquimicos como
componente central de la produccion agricola y horticola enfrenta cuestionamientos por sus
efectos tanto sobre el ambiente como sobre la inocuidad de los alimentos y la salud humana. En
este contexto emerge la bioeconomia como concepto y herramienta para alcanzar una
utilizacion mas eficiente y sustentable de los recursos biolégicos. En este sentido, se observa a
nivel mundial un crecimiento dindmico y sostenido del mercado de bioinsumos para la
agricultura, estimado en torno al 15% anual desde hace una década (Starobinsky y col, 2021).
Estos insumos de origen bioldgico encuadran en la estrategia de la bioeconomia, al ser
productos ambientalmente sustentables que no dejan residuos quimicos en los alimentos.
Argentina es uno de los principales paises productores y proveedores de alimentos a nivel
mundial. La cadena de produccién horticola ocupa aproximadamente 500.000 hectéreas y
genera 230 millones de ddlares en exportaciones (INTA, 2009). Por lo tanto, nuestro pais
desempeia un rol relevante en materia de seguridad alimentaria, y enfrenta asi el desafio de
reconvertir la matriz tecno-productiva del sector agrohorticola para disminuir el uso de
agroquimicos avanzando hacia la difusién de tecnologias ambientalmente amigables como los
bioinsumos. (Anllé y col, 2019; Trigo y col, 2016 ).

Los bioinsumos permiten abordar diversas problematicas tales como el combate y la regulacién
de plagas y enfermedades, la induccidn de defensas y la promocién del crecimiento y desarrollo
vegetal, sin demandar derivados de recursos no renovables para su produccién ni dejar trazas
de residuos téxicos en los alimentos. La definicion de bioinsumos incluye biofertilizantes,
bioestimulantes, biocontroladores, biorremediadores y/o reductores del impacto ambiental,
biotransformadores para el tratamiento de subproductos agropecuarios y bioinsumos para la
produccién de bioenergia (Bocchetto y col, 2020).

Los bioinsumos agrohorticolas abarcan aquellos que tienen un efecto directo sobre la
produccién, impulsando el crecimiento o desarrollo vegetal, combatiendo directa o
indirectamente una plaga y/o disminuyendo los efectos negativos de todo tipo de estrés bidtico
o abidtico sobre los cultivos. Estos bioinsumos pueden ser clasificados en dos grandes grupos:
bioestimulantes que estimulan el crecimiento o desarrollo de las plantas y los biocontroladores
gue buscan combatir plagas o disminuir sus efectos negativos.

En los ultimos afios ha habido un renovado interés por las propiedades medicinales y

terapéuticas de la planta Cannabis sativa tanto a nivel internacional como nacional.
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Particularmente en nuestro pais, el interés por esta planta como alternativa terapéutica ha
crecido considerablemente luego de la promulgacién en 2017 de la Ley 27350, que permite la
investigacion en cannabis con fines medicinales y de la Ley 27669 del afio 2022 que aporta el
marco para el desarrollo de la industria del cannabis medicinal y el cafiamo industrial.

El material utilizado para la produccién de derivados de cannabis con fines terapéuticos es la
inflorescencia. El resto de la biomasa, que puede alcanzar gran tamafo dependiendo de la
variedad y forma de cultivo, en general no se utiliza en nuestro pais. En este proyecto
proponemos explorar posibles aplicaciones de los érganos de la planta de cannabis que son
descartados, con el fin de aprovecharlos como bioinsumos para la actividad horticola. Nos
centraremos en estudiar sus efectos sobre el desarrollo de tomate, como especie modelo, dado
que es un cultivo de interés horticola de nuestra regidon (sudeste bonaerense). Para ello
dispondremos de los tallos y ramas de cannabis para producir biochar, material generado a
partir de la pirdlisis reductiva de residuos vegetales, que puede servir como suplemento de
suelos con capacidad de intercambio de electrones con microorganismos. En particular
analizaremos si el biochar favorece, por un lado, el establecimiento de comunidades
microbianas promotoras de crecimiento en la rizosfera de plantas de tomate y por otro lado, si
el agregado de biochar en el sustrato mejora sus parametros de crecimiento. Por otro lado, la
biomasa compuesta por hojas y raices sera estudiada como bioestimulante del crecimiento de
la planta de tomate y como biocontroladora para combatir infecciones provocadas por
patdgenos vegetales. A partir de lo expresado, el Objetivo General del proyecto es poner en
valor los residuos biomdsicos de plantas de cannabis para su aprovechamiento en el sector
horticola.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar y caracterizar biochar eléctricamente activo a partir de tallos de plantas de
cannabis para ser utilizado como enmienda de suelos de uso horticola.

2. Estudiar la capacidad del biochar para estimular el desarrollo de especies vegetales de
interés horticola.

3. Evaluar los efectos del biochar sobre el desarrollo de comunidades microbianas
promotoras del crecimiento vegetal.

4. Evaluar la biomasa de cannabis (raices y hojas) como bioinsumos para especies
vegetales de interés horticola.

HIPOTESIS

A. Los tallos de cannabis permiten producir biochar con caracteristicas estructurales y
propiedades fisicoquimicas adecuadas para ser utilizado como enmienda de suelos.

B. El agregado de biochar de cannabis en el suelo favorece el desarrollo de
microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

C. Los restos de biomasa de cannabis representan una fuente de nutrientes que podria
reemplazar o reducir el uso de fertilizantes sintéticos.

D. Los extractos obtenidos a partir de hojas y raices de cannabis tienen efecto biopesticida
sobre microorganismos fitopatdgenos.
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ACTIVIDADES PROPUESTAS: se explican las Actividades referidas a cada Objetivo, con el marco
tedrico que las sustenta.

Objetivo 1. Generar y caracterizar biochar eléctricamente activo a partir de tallos de plantas de
cannabis para ser utilizado como enmienda de suelos de uso horticola.

Objetivo 2. Estudiar la capacidad del biochar para estimular el desarrollo de especies vegetales
de interés horticola.

Objetivo 3. Evaluar los efectos del biochar sobre el desarrollo de comunidades microbianas
promotoras del crecimiento vegetal.

El biochar es un bioestimulante ambientalmente amigable que permite mejorar la fertilidad de
los suelos, estimulando el crecimiento de las plantas y aumentando la productividad de los
cultivos (Semida et al., 2019). Se produce a partir de residuos vegetales sometidos a un proceso
denominado pirdlisis que consiste en el calentamiento del material en un ambiente con nula o
muy baja concentracién de oxigeno. De esta forma se generan cambios fisicoquimicos en los
tejidos vegetales como la generacion de compuestos humicos, aumento de la capacidad de
intercambio de iones y de absorcién de agua y otros compuestos y de la electroconductividad
del material. Se ha demostrado también que el biochar promueve un aumento de la actividad
de microorganismos beneficiosos para el crecimiento vegetal en el suelo (Steinbeiss et al., 2009).
El biochar generado a bajas temperaturas contiene compuestos que pueden ser utilizados como
dador o aceptor de electrones, como grupos quinoles y otros grupos aromaticos (Al-Wabel et
al., 2013), permitiendo sostener el crecimiento y la actividad microbiana. Cuando se piroliza la
biomasa a altas temperaturas, los compuestos carbonados cristalizan en la estructura ordenada
del grafito, confiriendo conductividad eléctrica al biochar. El biochar de alta temperatura puede
asi promover el intercambio de electrones entre especies de microorganismos (Chen et al.,
2014) o servir como puente entre los microorganismos y aceptores o dadores de electrones
(Kappler et al., 2014), potenciando la diversidad y actividad microbiana en el suelo. También
potencia esta diversidad al aumentar la capacidad de adsorcidn de agua del suelo, ser fuente de
nutrientes (Ca*?, K*, Mg*, PO, NH4*) y carbono, regular el pH del medio y servir como sustrato
para el crecimiento de biofilms. Sin embargo, el efecto del agregado del biochar en los
microorganismos del suelo ha sido menos estudiado que su impacto en las propiedades
fisicoquimicas del suelo (Palansooriya et al., 2019).

Por otra parte, durante la pirdlisis, el carbono de los tejidos vegetales se convierte en una forma
mineral altamente estable, evitando asi su liberacidén a la atmésfera en forma de CO,, como
hubiera ocurrido si los residuos vegetales hubiesen seguido el ciclo tradicional de compostaje o
incineracion (Cui et al., 2022). De esta forma la produccion de biochar permite aumentar la
productividad de los cultivos vegetales, a la vez que se reduce su huella de carbono.

Las caracteristicas fisico-quimicas del biochar y su efecto en la productividad de los cultivos
dependen en gran medida de la materia prima de partida y de la temperatura de pirdlisis
(Alburquerque et al., 2014). En este proyecto se propone producir biochar a partir de tallos y
ramas de cannabis para estudiar su efecto en la productividad de especies horticolas de interés,
como el tomate. Se ensayaran diferentes temperaturas de pirdlisis para encontrar la que genere
un material con caracteristicas fisicas y quimicas acordes al uso deseado como enmienda de
suelos y que presente conductividad eléctrica para interactuar con la microbiota del suelo y las
raices de los cultivos. Ensayos preliminares realizados en nuestro grupo indican que el pirolizado
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de ramas de cannabis a 800°C permite obtener biochar con buena estructuracion y resistencia
a la compresidn, lo cual es muy promisorio para avanzar en el tema.

Se analizaran las propiedades fisicoquimicas del suelo con o sin el agregado de biochar obtenido
a las diferentes temperaturas ensayadas. En paralelo, se analizara la diversidad microbiana
general y la de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en particular, presente en cada
condicidn. Todas estas variables se relacionardn con el desarrollo de los cultivos de tomate
mediante la estimacién de pardmetros como largo de raiz principal, formaciéon de raices
secundarias, tamano y peso de las hojas, entre otros.

Objetivo 4. Evaluar la biomasa de cannabis (raices y hojas) como bioinsumo para especies
vegetales de interés horticola.

En este objetivo se propone utilizar la biomasa de Cannabis sativa (hojas y raices) que se
descarta luego de la cosecha de las flores, como bioestimulantes y biocontroladores. En el
primer caso estos bioinsumos se utilizardn secos y en polvo como suplemento del suelo a
diferentes concentraciones. En el caso del uso de la biomasa como biocontroladores se
obtendran extractos acuosos de hojas y raices y se estudiara su efecto inhibitorio in vitro sobre
hongos y bacterias fitopatégenas. En nuestro laboratorio hemos estudiado previamente el
efecto de extractos alcohdlicos de la planta de cannabis sobre esporas de hongos fitopatégenos
y diferentes bacterias. Los resultados evidenciaron la actividad antimicrobiana de estos
compuestos, en un grado variable dependiendo del microorganismo blanco.

Los extractos a analizar en el presente proyecto no se obtendran usando solventes alcohdlicos,
por lo que no estaran enriquecidos en cannabinoides, sino que se ensayardn extractos acuosos
para explorar otras potenciales aplicaciones, diferentes de las medicinales, de principios activos
menos estudiados hasta el momento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS ACTIVIDADES: Se detalla la metodologia propuesta para poder
realizar cada actividad

Obtenciéon del material vegetal

Las plantas de cannabis se cultivaran en las cdmaras de cultivo que posee el grupo de trabajo,
bajo condiciones controladas de humedad, luz y temperatura.

Se utilizara un fotoperiodo 18:6 luz:oscuridad durante el periodo vegetativo y de 12:12
luz:oscuridad durante el periodo de floracion. La iluminacién serd mediante placas LED de
400W/m? de potencia. Los valores de humedad relativa se mantendran en un rango de 50-70%
y la temperatura de cultivo serd de 25°C. Se utilizardn variedades de Cannabis sativa,
correspondientes a los tres quimiotipos, que ya dispone el grupo de investigacion. Una vez
alcanzada la madurez de las plantas, las flores se cosecharan para ser utilizadas en otro proyecto
del grupo, mientras que sus tallos y ramas mas gruesas se cortaran para ser utilizadas en los
Objetivos 1, 2 y 3. Las hojas y raices se utilizaran en el Objetivo 4.

Objetivo 1: Generar y caracterizar biochar eléctricamente activo a partir de tallos de plantas de
Cannabis para ser utilizado como enmienda de suelos de uso agricola.
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Produccidn de biochar: Ramas y tallos secos de las variedades de cannabis de los quimiotipos |,
Il'y lll seran procesados en una chipeadora para obtener tamafios de material aptos para
serpirolizados (Olszyk et al, 2020; Shi et al., 2020). Se utilizaran temperaturas de pirdlisis de 400
y 500 °C que son las utilizadas tradicionalmente para la produccién de biochar a gran escala
debido al bajo costo del equipamiento requerido para alcanzar dichas temperaturas y de 800°C
debido a que a esta temperatura se obtiene un material de gran conductividad eléctrica que
permitira evaluar el efecto del intercambio de electrones entre especies de microorganismos.
La pirdlisis se llevara a cabo en un horno de tratamientos térmicos con atmédsfera controlada
disponible en el grupo de trabajo. Para asegurar la ausencia de oxigeno, se realizard vacio a la
camara que contiene el material a pirolizar y se circulara nitrégeno de grado industrial durante
el proceso. El tiempo de pirdlisis sera fijado en 1 hora (Chen et al., 2012). Una vez obtenido, el
biochar serd molido y tamizado para obtener granos de aproximadamente 1mm.

Caracterizacion del biochar: Se analizara la composicién de los materiales obtenidos mediante
espectroscopia Raman y FTIR, ambas técnicas disponibles en INTEMA, buscando determinar las
distintas fases cristalinas de carbono presentes en los materiales (utilizando grafito y grafeno
como patrones) e identificar la presencia de grupos funcionales oxidables y reducibles
bioldgicamente, cominmente presentes en este tipo de materiales (grupos quinoles y otros
grupos aromaticos) (Al-Wabel et al., 2013). Se medird la conductividad eléctrica de los
materiales utilizando una celda de cuatro puntas siguiendo procedimientos estandar. Se pesara
el material antes y después de la pirdlisis para determinar el rendimiento masico del proceso.
Se realizara un analisis termogravimétrico (TGA) para identificar las posibles reacciones térmicas
gue ocurren a cada temperatura, de acuerdo a lo reportado en bibliografia para materiales
similares (Tripathi et al., 2016). Se medira la porosidad y distribucién de tamaros de poro del
material mediante absorcidén de nitrégeno. Todos estos ensayos se realizardn con los equipos
disponibles en INTEMA-UNMdP-CONICET, lugar de trabajo de parte del equipo de este proyecto.

Una vez caracterizado el biochar generado con cada una de las tres variedades de cannabis
(quimiotipos I, Il y 1ll) se seleccionara el que cuente con las mejores caracteristicas para la
interaccion con los microorganismos del suelo (se elige como criterio la presencia de grupos
funcionales redox y conductividad eléctrica). Los ensayos siguientes se realizaran con el biochar
de ese quimiotipo seleccionado y se analizardn a las tres temperaturas de produccidn.

Aplicacion del biochar: Se probara el efecto del biochar proveniente del quimiotipo de cannabis
seleccionado y generado a cada temperatura (400, 500 y 800°C) para evaluar el desarrollo
vegetal de tomate, como una planta de interés horticola. Para ello se mezclara biochar con suelo
de uso agricola en proporcién 10% biochar-90% suelo y se dispondra de bandejas multiceldas
(12 x 6) donde se cultivaran las plantulas (Ver mas abajo).

El horno de pirdlisis a utilizar tiene un rendimiento aproximado del 50% en la pirdlisis y permite
obtener una cantidad de aproximadamente 100 g de biochar por batch. Teniendo en cuenta que
el biochar se agregard al suelo en una relaciéon de 10 % en peso, cada batch permitiria producir
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la cantidad de biochar necesaria para preparar 1 kg de suelo para cultivo. La capacidad de cada
celda a utilizar es de 15 gr de suelo, por lo que con cada batch se podrdn ensayar mas de 600
celdas, lo que permite realizar ensayos con un elevado nimero de repeticiones para cada
condicidn, sin que resulte limitante.

Evaluacion del efecto del biochar sobre las caracteristicas del suelo: Se propone analizar el
efecto del biochar sobre suelo de uso agricola, como ensayo de escalado a situaciones de campo.
Para ello las muestras de suelo serdn recolectadas de la Unidad Demostrativa Agroecoldgica
Balcarce (UDAB), un predio de 40 ha ubicado en territorio de la Unidad Integrada Balcarce,
donde se trabaja en el desarrollo, evaluacién y transferencia de tecnologias y sistemas
productivos alternativos desde el afio 2017 (Maceira et al.,, 2020). Las muestras seran
recolectadas en superficie de entre 0y 10 cm, posteriormente tamizadas con una mallade 5 mm
y mezcladas con el biochar generado a cada temperatura en una proporcion del 10%. Se regara
para aportar humedad y se dejaran por un periodo de 3-4 meses para su reestructuracion. Este
tiempo resulta suficiente para analizar parametros que se modifican en escalas espacio-tiempo
cortas y permiten evaluar la estructura del suelo en las diferentes condiciones de estudio. Se
analizard pH, conductividad eléctrica, contenido de materia orgdnica total, contenido de
nitrégeno y de fésforo. Se analizardn también parametros fisicos que resultan importantes
desde el punto de vista agrondmico: densidad aparente, capacidad de campo (CC), punto de
marchitez permanente (PMP) y humedad al momento del muestreo para conocer la capacidad
de agua util de un suelo y su disponibilidad para las plantas, que es un factor relevante para
evaluar el potencial efecto del biochar sobre los cultivos. Estos analisis se realizaran en el servicio
de la Unidad Integrada Balcarce (UIB, EEA INTA-Balcarce) y Facultad de Ciencias Agrarias de la
UNMdP, Laboratorio de Analisis de Suelo y Planta y Laboratorio de Fisica Ambiental. La facultad
de Ciencias Agrarias es lugar de trabajo de parte del equipo de este proyecto.

Objetivo 2: Estudiar la capacidad del biochar para favorecer el desarrollo de especies vegetales
de interés horticola.

Crecimiento de plantulas de tomate: Las semillas de tomate platense (Horticultores MDP) se
esterilizaran superficialmente en una solucidn de hipoclorito de sodio comercial al 30 % y Tween
20 al 0.2 % durante 10 min y se enjuagaran tres veces con agua estéril. Posteriormente se
colocaran en recipientes plasticos conteniendo una capa de algodén cubierta con una capa de
papel de filtro humedecidos con agua estéril. Los recipientes se cubrirdn con papel film y se
colocaran en camara a 25°C, con una humedad relativa del 100%, durante 48 h en oscuridad.
Luego las semillas germinadas (radicula 2-3 mm) se colocaran en bandejas de cultivo plasticas
de 72 celdas con suelo de uso agricola, con o sin el agregado de 10% biochar generado a
diferentes temperaturas. Las bandejas se mantendran a 25 °C, con un periodo 16/8 h de
luz/oscuridad, una humedad relativa del 90% y una intensidad luminica de 150 mM/m?/s. Las
bandejas se regaran por debajo, agregando 400 ml de agua cada 2 dias.

Analisis de parametros de desarrollo vegetal: A lo largo del crecimiento de las plantas se
monitorearan sus caracteristicas morfoldgicas, como la longitud del vastago, tasa de crecimiento
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(longitud del vastago/semana), tamafio de hojas, arquitectura radical, peso seco y fresco de la
porcidn aérea y radical (Gange and Gadhave, 2018). También se analizard el contenido de
clorofila.

Determinaciéon del contenido de clorofila: El contenido de clorofila foliar se cuantificard
mediante el sensor manual SPAD 502 (Minolta®). Alternativamente se determinara por
extraccién con solvente realizando un homogenato con 1 gramo de material fresco de la parte
aérea de las plantulas de tomate en 1 ml de acetona 100 %. Luego se centrifugard a 3000 g por
10 minutos y se determinara las absorbancias a 662 y 645 nm. Los contenidos de clorofila se
determinaran utilizando las ecuaciones correspondientes al solvente utilizado (Costache et al.,
2012).

Clorofilaa =11.75 A662 — 2.350 A645
Clorofila b = 18.61 A645 — 3.960 A662

Objetivo 3: Estudiar la capacidad del biochar para favorecer el desarrollo de comunidades
microbianas promotoras del crecimiento vegetal.

Analisis de la comunidad microbiana de la raiz: La diversidad microbiana se estudiard en su
conjunto, a través de andlisis metagendmico, a fin de conocer las poblaciones presentes en
rizésfera y endorizdsfera de tomate y como varian en funcién del agregado de cada tipo de
biochar. En paralelo, se aislaran microorganismos de la rizdsfera y se evaluard la presencia de
aquellos capaces de solubilizar fésforo y fijar nitrégeno, ambos nutrientes imprescindibles para
el desarrollo de las plantas de tomate.

Estudio de diversidad microbiana: Se analizara el suelo rizosférico y la endorizésfera de las
plantas crecidas en suelo con biochar (diferentes temperaturas de generacidn) o en tierra sin
agregados (control). Para el estudio de la rizdsfera se realizard una extraccion de ADN del suelo
adherido a las raices (0.5 gr) utilizando el kit DNA PuriPrep-Soil de INBIO Highway siguiendo las
pautas del fabricante. El ADN extraido se resuspenderd en 30 plL de agua libre de ADNasas y
ARNasas (provista por el kit) y se comprobard la cantidad y pureza con un espectrofotémetro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific). Para la microbiota de la endorizdsfera las
raices se lavardn para sacar la tierra con agua estéril y luego se esterilizaran con 70 % etanol por
1 min y luego con lavandina por 5 min y se enjuagaran nuevamente con agua estéril (Cavaglieri
y col. 2009). Luego se pulverizaran con nitrégeno liquido en mortero y se realizara la extraccién
de ADN mediante el método de CTAB descripto en Barelli et al. (2020). Se realizara la extraccion
por triplicado. EI ADN obtenido de ambas fracciones (rizdsfera y endorizésfera) se enviara a
secuenciar a través de la plataforma de secuenciacion Mr. DNA (Molecular Research LP,
Shallowater, TX) con cebadores para la region IV del gen codificante de la subunidad 16S del
ARN ribosomal. Los datos se analizaran utilizando el software Quantitative Insights into
Microbial Ecology (QIIME, versién 2).
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Aislamiento e identificacion de microorganismos de interés: Se realizaran diluciones seriadas
de muestras de suelo rizosférico y endorizésfera de plantas crecidas en presencia o ausencia de
biochar y se sembrardn en diferentes medios de cultivo, segun la seleccidén que se desee realizar:
-Fijacién nitrégeno en condiciones de microaerofilia: alicuotas de las muestras se inocularan en
medio NFb semisdlido por punciéon en tubos de ensayo. Las muestras seran cultivadas en
microaerofilia (sin agitacion), a 30-32°C durante 5 a 7 dias (Dobereiner et al., 1995).
-Solubilizacidn de fésforo: para evaluar esta caracteristica se utilizard el medio agar Pikovasky.
Las muestras serdn incubadas a 30-32°C durante 4 dias. La aparicién de una zona clara alrededor
de las colonias serd confirmatoria de la capacidad de solubilizacién de fosfato (Di Benedeto et
al., 2019).

-Presencia de Pseudomonas fluorescens (bacteria promotora de crecimiento). Se utilizara el
medio S1y se incubaran las muestras a 25°C durante 48-72 h (Gould et al., 1985).

De cada medio se seleccionaran las colonias con diferente morfologia para su aislamiento y
purificacién (repicando, al menos tres veces, colonias totalmente separadas de otras mediante
la técnica de estriado en superficie). Se realizaran tinciones de Gram de los aislamientos para
corroborar su pureza. Las cepas que arrojen un resultado positivo para alguna de las
caracteristicas analizadas serdn identificadas molecularmente. Para ello, una colonia pura de
cada aislado se resuspendera en agua estéril (50 pl) y se hervird por 10 minutos. Luego se
centrifugard y una alicuota del sobrenadante conteniendo el ADN (1 ul) sera utilizada para la
amplificacion por PCR del gen 16S ARNr. Se utilizardn cebadores 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Dalwai et al., 2007).
Los productos de amplificacion seran purificados y enviados al servicio de secuenciacion de la
Unidad de Gendmica del INTA Castelar. Se realizara el analisis de las secuencias obtenidas en
bases de datos.

Objetivo 4: Evaluar la biomasa de cannabis (raices y hojas) como bioinsumo para especies
vegetales de interés horticola.

Obtencién de la biomasa de cannabis como bioinsumos

Hojas y raices de cannabis para su aplicacion como bioestimulante: El proceso de utilizacién de
la biomasa desechable de la planta se cannabis comienza con la recoleccién y el secado de las
plantas en estufa a 40°C, tras lo cual hojas y raices se pulverizardan en mortero o molinillo. Dicha
biomasa se combinard directamente con el suelo en distintas concentraciones. Las diferentes
condiciones se optimizaran de acuerdo a la escala del proyecto seguin Salcedo et al. (2020).

Extractos acuosos de hojas y raices de cannabis para su aplicacion como biocontrolador: Se
cosechardn hojas y raiz de las variedades de cannabis disponibles en el grupo de investigacidn,
los cuales se homogeneizardn con dos volimenes de buffer acetato de sodio 100 mM, pH 6.8,
conteniendo 4 mM de ditiotreitol (DTT) y 2.5 mM de metasulfito de sodio. La homogeneizacion
del tejido se realizara en un Virtis 45 (The Virtis Company, Inc., USA), a un 20% de la velocidad
maxima, en cuatro periodos de 1 minuto. Los homogenatos se filtraran con muselina y se
centrifugaran a 12000 rpm por 10 minutos. Los extractos resultantes se precipitaran con sulfato
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de amonio sélido al 80% de saturacién. Posteriormente, se centrifugardn a 12000 rpm durante
20 minutos y los precipitados se resuspenderan en buffer Tris-HClI 50 mM, pH 7.5, conteniendo
4 mM DTT y se dializaran contra el mismo buffer.

Crecimiento de plantulas de tomate: Las semillas de tomate platense (Horticultores MDP) se
esterilizaran y crecerdn como se indicé en el Objetivo 2.

Efecto bioestimulante de la biomasa de cannabis: Las plantas de tomates crecidas como se
mencioné anteriormente se tratardn con la biomasa de hojas y raices de cannabis secas y
pulverizadas a distintas concentraciones (0.1 %, 1 % y 5% p/v). A los 7 dias posteriores a su
aplicacién, se tomardn fotografias para determinar altura y area foliar total. Se analizaran los
mismos parametros de desarrollo que se propusieron en el Objetivo 2.

Efecto biocontrolador de la biomasa de cannabis: Los extractos acuosos obtenidos como se
explicd mas arriba de las hojas y raices de plantas de cannabis serdn evaluados como
antimicrobianos sobre hongos y bacterias patdgenas de plantas. Para este fin, se dispone de
cultivos bacterianos de Pseudomonas syringae y microorganismos fitopatdgenos: el oomycete
Phytophthora infestan, (razas compatibles, aislamientos locales) y el hongo Fusarium solani f sp
eumartii. En el caso de P. infestans y F. eumartii, se utilizardn las condiciones de aislamiento y
propagacion de las cepas descriptas por Mendieta y col, 2006. La bacteria P. syringae se
mantendra en placas conteniendo medio King B-agar y se repicara en suspensiones de medio KB
segln Mansilla y col (2013).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos acuosos: Se evaluard la actividad
antimicrobiana de los extractos obtenidos sobre la germinacion de esporas de F. eumartii y
esporangios de P. syringae. Para esto se incubardan suspensiones de las estructuras
reproductivas de cada patdégeno con diferentes concentraciones de extracto. Se evaluard y
cuantificard la inhibicién de la germinacién de esporas y esporangios con cdmara de Neubauer
y bajo observacion microscdpica (NIKON Eclipse E2100) (Mendieta y col, 2006). Se evaluara el
crecimiento del micelio fungico en presencia de los extractos segin Mesas y col, 2021. La
actividad antibacteriana sobre P. syringae se evaluara incubando cultivos bacterianos en etapa
exponencial con distintas concentraciones de extractos. A distintos tiempos se tomaran
alicuotas y se cuantificard la Abs en 600 nm como medida del crecimiento bacteriano (Mendieta
y col, 2006; Mansilla y col, 2013). Se obtendran los valores de MIC que indican la minima
concentracidn de extracto que causa el 100% de inhibicién del crecimiento del patégeno.

Andlisis del mecanismo de acciéon antimicrobiano del extracto de cannabis: Se evaluard
inicialmente la capacidad citotdxica de los extractos definiendo si el mismo se comporta como
fungicida o fungistatico. Se realizardn ensayos de viabilidad, incubando las estructuras
reproductivas de P. infestans y F. eumartii en presencia y ausencia de extracto y sembrando en
placas de Petri en medio sélido para la cuantificacion de unidades formadoras de colonias y/o
medicidn del radio de crecimiento (Mendieta y col, 2006). Lo mismo se realizara con bacterias,
para analizar el efecto bactericida o bacteriostatico. Adicionalmente se evaluara si el extracto
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produce alteraciones en la permeabilidad de membrana mediante el empleo de fluoréforos
como ioduro de propidio o Sytox-green (Mendieta y col,2006; Mesas y col, 2021).
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Semestre 1 | Semestre 2 | Semestre 3 | Semestre 4 | Semestre 5 | Semestre 6

Objetivo 1
Objetivo 2
Objetivo 3
Objetivo 4

INTEGRANTES DEL PROYECTO:

Dra. Débora Nercessian, CONICET-UNMdP
Dra. Julieta Mendieta, CIC-PBA-UNMdP

Lic. Daniela Villamonte, CONICET-UNMdP

Lic. Eugenia Vozza Berardo, CONICET-UNMdP
Dra. Cristina Lombardo, CONICET-UNMdP

Dr. Sebastian D’lppdlito, CONICET-UNMdP
Dra. Melina Amenta, UNMdP

Dra. Belén Ceretta, ANPCyT-UNMdP

Dr. Sebastian Bonanni, CONICET-UNMdP

Lic. Sofia Antic Gorrazzi, CONICET-UNMdP

LUGAR PROPUESTO: El cultivo de las plantas de cannabis y las actividades de los Objetivos 2, 3,
4 y parte del 1 se realizardn en el Grupo de Investigacidn Biologia de Cannabis del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas UNMdP-CONICET. La produccidn y caracterizacidn del biochar (otra
parte del Objetivo 1) se llevara a cabo en la Divisidn Ingenieria de Interfases y Bioprocesos de
INTEMA-UNMdJP-CONICET.

Grupo Biologia de Cannabis del Instituto de Investigaciones Bioldgicas UNMdP-CONICET: Funes
3250 4° nivel, CP 7600 Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina. Teléfono 223 4753030 (int 13).
Correo electrénico de la Secretaria del 11B: iibsecretaria@mdp.edu.ar

Divisién Ingenieria de Interfases y Bioprocesos INTEMA-UNMdP-CONICET: Av. Colén 10850, CP
B7606BWV Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina. Teléfono 223 6260600 (ext. 2530, 2535).
Correo electrénico: intema@intema.gob.ar
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INFRAESTRUCTURA Y EQUIPAMIENTO: El Instituto de Investigaciones Bioldgicas cuenta con una
superficie de aproximadamente 800 m? organizada en 10 laboratorios y dreas de uso comun,
como droguero, cuarto de centrifugas, cuartos con temperaturas controladas (18°C, 25°Cy 37°C)
para crecimiento de plantas y microorganismos, cdmara fria, cuarto de cultivo de células
(equipado con citémetro de flujo y cdmara de cultivo de células), bioterio, invernadero, cuarto
de manejo de material radiactivo, cuarto de fotografia, sala de seminarios, biblioteca, taller,
lavadero, etc. Incluye las siguientes facilidades: espectrofotometros UV-visible, Phosphoimager,
microscopios de florescencia e invertido, microscopio confocal, lupa, incubadores con agitacion,
estufas de cultivo de microorganismos, microcentrifugas, centrifugas refrigeradas de alta
velocidad, ultracentrifuga, fluoroscan, fotdmetro, cdmaras de cultivo de plantas, cuarto estéril
con flujos laminares, incubadores termorregulables, contador de centelleo, hornos de
hibridacidon, SAVANT, rotavapor, sistema de cromatografia en FPLC y HPLC, freezers de -80° C,
sistema integrado de vacio, termocicladores, equipos de PCR en tiempo real, transiluminador,
autoclaves, granizadoras, lector de placas de ELISA. Se cuenta también con computadoras con
conexidn a Internet en cada uno de los laboratorios.

La Division Ingenieria de Interfases y Bioprocesos de INTEMA dispone de 170 m2 de laboratorios
en el nuevo edificio de INTEMA. Cuenta con un cuarto de biologia molecular equipado con flujo
laminar, centrifuga refrigerada, celdas de electroforesis, un equipo de DGGE, microcentrifugas
y un espectrofotdmetro UV-Vis. Estdn disponibles ademas los recursos necesarios para el
manejo y estudio de microorganismos aerobios y anaerobios: autoclaves, camaras de cultivo,
microscopios dpticos de transmision (con contraste de fases y fluorescencia) agitadores, bombas
peristalticas, material de vidrio, sistemas de provisiéon de gases, etc. El equipamiento
electroquimico disponible comprende: potenciostatos analégicos y digitales para técnicas de
corriente continua o alterna, analizadores de iones y electrodos especificos (Cl- Cu, pH, etc.). Se
han desarrollado en el grupo celdas de flujo para el crecimiento de biofilms que permiten tanto
la realizacién de determinaciones electroquimicas in situ, como la observacién del material
bioldgico de manera no destructiva por microscopia Optica de contraste de fases. El
equipamiento informatico es completo y actualizado. Se cuenta ademas con talleres generales
del Instituto para trabajos de mecdnica, vitroplastia y electronica.

MEDIDAS DE SEGURIDAD: El cultivo se desarrollard en una cdmara tipo contenedor de 12 x 2.5
m, que tiene doble puerta metdlica con candado.

ORIGEN DEL GERMOPLASMA A UTILIZAR: Se trabajard con variedades de Cannabis sativa
donadas por la Agrupacion Marplatense de Cannabicultores Asociacion Civil.

FUENTE DE FINANCIAMIENTO: El grupo cuenta con un subsidio de la ANPCyT PICT A 2020- 03535
y un Proyecto de Investigacidn, Extension y Transferencia de la UNMdP.
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